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EPiIGRAFE

“«“ 2

o meio da dificuldade encontra-se a oportunidade.

2

“A persisténcia é o menor caminho para o éxito.

Albert Einstein



RESUMO
A habituacdo refere-se a qualquer diminui¢do na responsividade fisioldgica e comportamental

a um estimulo repetido, enquanto a sensibilizacdo ¢ uma hiperresponsividade desencadeada
pelo mesmo estimulo ou por outros estimulos. Apesar da habituacdo das respostas
neuroenddcrinas ao estresse ser bem descrita na literatura, uma reducdo progressiva das
respostas cardiovasculares durante a exposi¢ao repetida ao mesmo estimulo aversivo ainda ¢
controversa. Portanto, no presente estudo nos testamos a hipotese de que as respostas
cardiovasculares habituam durante a exposi¢ao repetida ao estresse de restri¢ao em ratos, € esse
efeito ¢ influenciado pela duragdo, frequéncia e nimero de sessdes de restri¢do; pela exposicao
a outros estressores ¢ ao treinamento fisico; bem como pelo sexo, idade e linhagem dos animais.
A habituagdo da resposta de corticosterona ao estresse de restricdo repetido também foi
avaliada. Nos observamos que o aumento sérico de corticosterona foi diminuido durante o
estresse e o periodo de recuperagdo da 10* sessdo de restricdo, quando comparada com a
resposta durante uma sessao aguda. Com relagdo as respostas cardiovasculares, foi identificado
um retorno mais rapido da frequéncia cardiaca (FC) aos valores basais durante o periodo pos-
estresse da 10* sessdo de 60 min de estresse de restrigdo em ratos e ratas Wistar adultos, em
ratos Wistar idosos e em ratos Holztman adultos. Sessdes didrias de 120 minutos diminuiram
os valores de pressdo arterial e FC durante a recuperacgao da 10* sessao em ratos Wistar adultos.
Ratos Wistar adolescentes apresentaram reducao na resposta de pressao arterial ¢ FC durante a
10° sessdao de estresse de restri¢gdo. Ratos espontaneamente hipertensos (do inglés, SHR) e
Long-Evans ndo apresentaram nenhum sinal de habituacdo das respostas cardiovasculares ao
estresse de restricdo. Em relagdo a frequéncia, a taquicardia durante a 10? sessdo foi aumentada
em ratos Wistar adultos submetidos a 60 minutos de restri¢ao apresentados em dias alternados,
e diminuidos em ratos submetidos ao protocolo de 5 sessdes didrias seguidas de 2 dias de
descanso. A exposicao a outros estressores cronicos, incluindo o estresse cronico variado € o
estresse de isolamento social, bem como a um protocolo de treinamento fisico em esteira
inibiram o processo de habituacao da resposta de FC observado durante a 10° sessao de 60
minutos de estresse de restricdo. O estresse cronico variado e o isolamento social também
facilitaram as respostas de, respectivamente, pressao arterial e FC ao estresse de restri¢do. Estes
resultados fornecem evidéncias de habituagdo das respostas cardiovasculares apds exposi¢cao
repetida ao estresse de restricdo, e esse efeito ¢ dependente da duragdo, frequéncia e nimero de
exposicoes; além de ser influenciada pelo sexo, periodo da vida e linhagem dos animais. O
processo de habituagdo também foi inibido pela exposi¢do a outros eventos estressores cronicos

e pelo treinamento fisico.



ABSTRACT

Habituation refers to any decrease in physiological and behavioral responsiveness to a repeated
stimulus, while sensitization is a hyperresponsiveness trigger by the same stimulus or other
stimuli. Although the habituation of neuroendocrine responses to stress is well described in the
literature, a progressive reduction of cardiovascular responses during repeated exposure to the
same aversive stimulus is still controversial. Therefore, in the present study we have tested the
hypothesis that cardiovascular responses habituate during repeated exposure to restraint stress
in rats, and this effect is influenced by the length, frequency and number of aversive sessions;
exposure to other stressors and physical training; as well as the sex, age and lineage of the
animals. The habituation of corticosterone response to repeated restraint stress was also
evaluated. We observed that serum corticosterone increase was decreased during stress and the
recovery period of the 10th restraint session when compared to the response during an acute
session. Regarding cardiovascular responses, a faster heart rate (HR) return was observed at
baseline during the post-stress period of the 10th 60-min restraint stress session in male and
female adult Wistar rats, in elderly Wistar rats, and in Holztman adult rats. Daily 120-minute
sessions decreased blood pressure and HR values during the recovery of the 10th session in
adult Wistar rats. Adolescent Wistar rats presented a reduction in HR response during the 10th
restraint session. Spontaneously hypertensive rats (SHR) and Long-Evans did not show any
sign of habituation of cardiovascular responses to restraint stress. Regarding the frequency,
tachycardia during the 10th session was increased in adult Wistar rats submitted to 60 minutes
of restraint presented on alternate days, and decreased in rats submitted to the protocol of 5
daily sessions followed by 2 days of rest. Exposure to other chronic stressors including chronic
varied stress and social isolation stress as well as a treadmill physical training protocol inhibited
the process of habituation of the HR response observed during the 10th session of 60 minutes
of restraint stress. The chronic varied stress and social isolation also facilitated the responses
of, respectively, blood pressure and HR to restraint stress. These results provide evidence of
habituation of cardiovascular responses after repeated exposure to restraint stress, and this
effect is dependent on duration, frequency and number of exposures; besides being influenced
by the sex, period of the life and lineage of the animals. The habituation process was also

inhibited by exposure to other chronic stressors and by physical training.
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1. INTRODUCAO

Ajustes fisiologicos, incluindo alteragdes nas fungdes neuroendodcrinas (por exemplo,
ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal - HPA) e cardiovasculares (por exemplo,
aumento da pressao arterial e frequéncia cardiaca-FC) sdo evocados durante situagdes aversivas
(CRESTANI, 2016; DAMPNEY, 2015; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). No curto prazo,
esses ajustes fisioldgicos constituem importantes respostas adaptativas, mantendo a homeostase
e garantindo a sobrevivéncia (STERLING, 2012). Entretanto, a exposicdo frequente e/ou
prolongada a essas respostas, como ocorre durante a exposicao repetida a situagdes aversivas
(isto ¢, estresse cronico), pode levar a danos nos tecidos e desenvolvimento de doengas
(DANESE; MCEWEN, 2012; HERMAN, 2013; MCEWEN, 1998a). Nesse sentido, o processo
de habituacdo tem sido descrito como um mecanismo adaptativo proeminente durante a
exposicao a estressores cronicos (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009; HERMAN, 2013;
MCCARTY, 2016). O termo "habituacao" ¢ usado para descrever a redugdo progressiva na
magnitude das respostas fisioldgicas e comportamentais apos exposi¢do repetida a0 mesmo
estressor (isto ¢, estressor homotipico) (MCCARTY, 2016; RANKIN et al., 2009;
THOMPSON; SPENCER, 1966). De fato, tem sido proposto que a adaptacdo ao estresse
cronico ¢ amplamente determinada pelo processo de habituagdo, que limita o impacto a longo
prazo do estresse, diminuindo as implicagdes deletérias para a sobrevivéncia e bem-estar
(GRISSOM; BHATNAGAR, 2009; HERMAN, 2013; MCCARTY, 2016). Além disso, a
capacidade de habituar-se a um estressor repetitivo conserva energia na geragao de respostas a
estimulos aversivos que nao ameacam a vida, aumentando assim a probabilidade de
sobrevivéncia com um desafio futuro inesperado (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009;
MCCARTY, 2016).

Em relagdo aos ajustes fisioldgicos provocados pelo estresse, a habituagdo das respostas
neuroendocrinas, como o eixo HPA e a ativacao do sistema medular simpatico-adrenal, apos
exposicdo repetida a diversos estressores, vem sendo descrita ha varias décadas (GRISSOM;
BHATNAGAR, 2009; MCCARTY, 2016). No entanto, a habituacdo das respostas
cardiovasculares ainda ¢ contorversa (CRESTANI, 2016). Por exemplo, alguns resultados
forneceram evidéncias de diminuig¢ao das respostas de aumento da pressao arterial e FC apds
exposicdo repetida ao estresse por restrigdo (BECHTOLD et al., 2009; CHEN; HERBERT,
1995), mas varios outros estudos relataram respostas cardiovasculares similares ao longo de

exposicoes repetidas a esse estressor (CONTI et al., 2001; DAUBERT et al., 2012;
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MCDOUGALL et al.,, 2000; STAMP; HERBERT, 1999). A habituagdo de respostas
cardiovasculares a outros estressores (por exemplo, derrota social) também ¢
inconsistente(CARNEVALI et al., 2013; COSTOLI et al., 2004; FINNELL et al., 2017;
SGOIFO et al., 2002). Alguns autores propuseram que variaveis fisiologicas nao relacionadas
ao eixo HPA, incluindo pardmetros cardiovasculares, podem ser insensiveis ao processo de
habituacio (RABASA et al, 2015). No entanto, os resultados disponiveis impedem
interpretagdes conclusivas, ja que a habituagdo das respostas cardiovasculares durante o

estresse cronico nao foi avaliada de maneira sistematica (CRESTANI, 2016).

1.1 Critérios de habituacido das respostas ao estresse

Em artigo classico, THOMPSON E SPENCER (1966) descreveram e sintetizaram
nove critérios ou caracteristicas comuns para a habituacdo dos organismos a estimulo repetidos.
Essas caracteristicas foram revisadas por RAKIN E COLABORADORES (2009), incluindo
uma nova caracteristica (passaram para 10) e alguns ajustes nas caracteristicas ja descritas
anteriormente por THOMPSON E SPENCER (1966).

Habituagdo ¢ definida como um decréscimo de resposta resultante de estimulacao
repetida. As respostas de habituagao podem incluir qualquer resultado final do sistema nervoso,
incluindo reflexos, como respostas pupilares e sudorese, € contragdo muscular ou mesmo
atividade do neur6nio motor, ou mesmo a liberacao de hormdnios, que ¢ a saida final do sistema
neuroenddcrino. Estudos de habituacdo também podem medir respostas celulares ou
moleculares ou atividade neuronal, incluindo atividade populacional, como medida com
eletroencefalograma ou por imagem funcional por fluxos sanguineos (RANKIN et al., 2009).
A habituagdo ao estimulo ¢ vista como uma aprendizagem nao associativa aos estimulos aos
quais as respostas podem se habituar e as proprias reagdes habituais podem variar amplamente
em sua complexidade (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009) e normalmente, nenhum tunico
mecanismo ¢ necessariamente responsavel por um tipo especifico de aprendizado (RANKIN et

al., 2009). Abaixo esta descrito em detalhes as 10 caracteristicas propostas para o processo de

habituacdo (RANKIN et al., 2009).
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1.1.1 Critério ou caracteristica 1

Um estimulo em particular provoca uma resposta, aplicagdes repetidas do estimulo
resultam em resposta diminuida (habituacdao). Essa alteracdo pode incluir diminui¢des na
frequéncia e/ou magnitude da resposta. Além disso, uma resposta pode mostrar facilitagao antes
da diminuicdo devido a um processo simultaneo de sensibilizagdo (RANKIN et al., 2009;

THOMPSON; SPENCER, 1966).

1.1.2 Critério ou caracteristica 2

Se o estimulo for interrompido, a resposta tende a se recuperar com o tempo
(recuperacdo espontanea). Apos a diminuicdo da resposta, ela pode se recuperar pelo menos
parcialmente durante o tempo de observagao. Se a resposta recupera completamente, ou apenas
parcialmente dentro do periodo de tempo, em ambos os casos, ainda sdo considerados uma

recuperagdo espontanea (RANKIN et al., 2009; THOMPSON; SPENCER, 1966).

1.1.3 Critério ou caracteristica 3

ApoOs multiplas séries de repeti¢des de estimulos e recuperacdes espontaneas, o
decréscimo da resposta torna-se sucessivamente mais rapido e/ou mais pronunciado (este
fenomeno pode ser chamado de potenciacdo da habituagdo) (RANKIN et al., 2009;
THOMPSON; SPENCER, 1966).
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1.1.4 Critério ou caracteristica 4

Outras coisas sendo iguais, a estimulacao mais frequente resulta em decréscimo de
resposta mais rapido e/ou mais pronunciado, e a recupera¢do espontanea ¢ mais rapida (se o
decréscimo atingiu niveis assintdtico ou sem resposta) (RANKIN et al., 2009; THOMPSON;
SPENCER, 1966).

1.1.5 Critério ou caracteristica 5

Dentro de uma modalidade de estimulo, quanto menos intenso o estimulo, mais
rapido e/ou mais pronunciado ¢ o decréscimo de resposta. Estimulos muito intensos podem nao
produzir decréscimo significativo da resposta que esta sendo observada (RANKIN et al., 2009;

THOMPSON; SPENCER, 1966).

1.1.6 Critério ou caracteristica 6

Os efeitos da exposicao repetida podem continuar se acumulando mesmo apds a
resposta ter atingido um nivel assintotico (nenhuma resposta). Este efeito da estimulagdo além
dos niveis assintdticos pode alterar o comportamento subsequente, por exemplo, atrasando o

inicio da recuperagao espontanea (RANKIN et al., 2009; THOMPSON; SPENCER, 1966) .

1.1.7 Critério ou caracteristica 7

Dentro do mesmo conjunto de estimulo, o decréscimo de resposta mostra alguma
especificidade ao estimulo. Para testar a especificidade/generalizacao do estimulo, um segundo

estimulo novo ¢ apresentado € uma comparagao ¢ feita entre as alteragdes nas respostas ao
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estimulo habituado ¢ a novidade (desabituacao) (RANKIN et al., 2009; THOMPSON;
SPENCER, 1966).

1.1.8 Critério ou caracteristica 8

A apresentacdo de um estimulo diferente resulta em um aumento da resposta que
estava diminuida ao estimulo original. Este fendmeno é denominado "desabituacio". E
importante notar que o teste apropriado para a desabituacdo ¢ um aumento na resposta ao
estimulo original e ndo um aumento na resposta ao estimulo desestabilizador (ver ponto 7
acima). De fato, o estimulo desestimulante por si s6 ndo precisa nem mesmo desencadear a

resposta por conta propria.

1.1.9 Critério ou caracteristica 9

Apos a aplicagdo repetida do estimulo desequilibrador, a quantidade de

desabituacdo reduz (esse fendmeno pode ser chamado de habituacdo de desabituacgdo).

1.1.10 Critério ou caracteristica 10

Alguns protocolos de repeticdo do estimulo podem resultar em decréscimo da
resposta (por exemplo, reabilitagdo mais rapida aos valores basais, respostas iniciais menores
que a basais, respostas médias menores que as basais, respostas menos frequentes que as basais)
que podem durar horas, dias ou semanas. Essa permanéncia destes aspectos de habituagao ¢

denominada habitua¢ao de longo prazo.
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1.2 Neuroplasticidade ao estresse

O estresse promove respostas autonomas, enddcrinas e comportamentais; que geradas
e controladas por diversos circuitos cerebrais e sistemas neuroquimicos (CRESTANI, 2016;
ULRICH-LAI; HERMAN, 2009) Os estressores emocionais (psicologicos) exigem
interpretacao por modalidades sensoriais exteroceptivos (interacdo com ambiente a sua volta)
e integragdo com distintas cogni¢des (experiéncias pregressas) e sistemas de processamento de
informacdes afetivas (experiéncias positiva ou negativa) no cérebro (DAYAS; BULLER; DAY,
2001; HERMAN; CULLINAN, 1997; SAWCHENKO; LI; ERICSSON, 2000). Alguns
modelos animais de estresse psicoldgico comuns descritos na literatura incluem o estresse de
restri¢ao, o choque nas patas (estresse condicionado), estresse sonoro e a derrota social.
Considerando que cada classe de estressor recruta efetores do tronco encefalico e hipotalamico
para ativacdo eixo HPA, os estressores emocionais manifestam ampla ativagdo do prosencéfalo
limbico e correspondem a uma ampla gama de mudangas comportamentais (CAMPEAU;
WATSON, 1997; CULLINAN et al, 1995; DAYAS; BULLER; DAY, 2001; LI,
SAWCHENKO, 1998). Os estressores emocionais (psicoldgicos) sao ainda mais diferenciados
pela capacidade de induzir alteracdes a longo prazo nas redes cerebrais. As regides cerebrais
integradoras para contextualizar a exposicao repetitiva ao estresse homotipico podem diminuir
rapidamente as respostas neurais a estimulos sensoriais. Esse controle sensorial alterado
produziria respostas atenuadas (habituagao) ao desafio de estresse homotipico. (GIROTTI et
al., 2006). Dentre os nucleos cerebrais que apresentam mudanca na expressao de C-Fos (indica
ativacdo da 4area) ao estresse cronico estdo: cortex pré-frontal, septo lateral, ntcleo
paraventricular do hipotalamo (PVN), cortex orbital (GIROTTI et al., 2006); todas regides que
estao envolvidas nas respostas ao estresse psicologico.

Varios estudos demostraram que o estresse pode causar alteragdes funcionais e
estruturais na regido do hipocampo do cérebro (MCEWEN, 1999). Essas mudangas estruturais
incluem disturbios de atrofia e neurogénese (LUPIEN; LEPAGE, 2001). Além disso, o estresse
cronico e, consequentemente, 0 aumento constante no cortisol plasmatico, levam a reducao no
numero de ramos dendriticos (WOOLLEY; GOULD; MCEWEN, 1990) ¢ no numero de
neurdnios (SAPOLSKY etal., 1990), bem como alteracdes na estrutura nos terminais sinapticos
(SAPOLSKY et al., 1990) e diminui¢cdo da neurogénese no tecido do hipocampo (GOULD;
TANAPAT, 1999).
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1.3  Respostas cardiovasculares ao estresse cronico

As respostas fisiologicas e comportamentais durante a exposi¢ao aguda ao estresse
constituem importantes respostas adaptativas, para manutengdo da homeostase e assegurar a
sobrevivéncia (MCEWEN, 1998b; STERLING, 2012). Entretanto, a ativacao frequente e/ou
prolongada podem gerar respostas inadequadas e/ou insuficientes durante exposi¢ao a eventos
estressantes, o que pode acarretar no desenvolvimento de doengcas (DANESE; MCEWEN,
2012; MCEWEN, 1998a). A ativacao frequente e/ou prolongada ocorre durante a exposi¢ao
repetida a situacdes aversivas (isto &, estresse cronico) (MCEWEN, 1998a). A exposi¢do aguda
a situagdes de estresse pode levar a eventos cardiovasculares agudos, como arritmias
ventriculares, infarto agudo do miocardio e cardiomiopatia (lesdes no musculo cardiaco)
(LAGRAAUW; KUIPER; BOT, 2015; MOSTOFSKY; PENNER; MITTLEMAN, 2014;
SGOIFO et al., 1997, 1999; UEYAMA et al., 2002). Entretanto, alteragdes cardiovasculares
duradouras (dias a anos) sao provocadas principalmente pela exposi¢ao prolongada a eventos
estressores (NALIVAIKO, 2011). Portanto, a frequéncia de exposicao ao estresse (cronicidade)
¢ um fator importante na determinacdo do padrdo de doencas cardiovasculares induzidas por
estresse. Estudos nossos e de outros grupos de pesquisa tém demonstrado que a exposicao a
protocolos cronicos de estresse causam diversas alteracdes na atividade autonoma e na funcao
cardiovascular, incluindo: desbalan¢o na atividade autonoma cardiaca no sentido de aumento
da contribui¢do simpatica, aumento nos valores basais de pressdo arterial e FC,
comprometimento na fun¢do barorreflexa, disfun¢do vascular e cardiomiopatias (DUARTE et
al., 2015; SGOIFO et al, 2014; CRESTANI, 2016; CARNEVALI et al, 2017).

Como mencionado acima, a adaptacdo ao estresse cronico € amplamente
determinada pelo processo de habituagdo, que limita o impacto a longo prazo do estresse,
diminuindo as implicagdes deletérias para a sobrevivéncia e o bem-estar (GRISSOM;
BHATNAGAR, 2009; HERMAN, 2013; MCCARTY, 2016). Desse modo, uma possivel
auséncia de habituagdo das respostas cardiovasculares durante a exposicao repetida a situagdes
aversivas pode constituir fator de risco para o desenvolvimento de patologias cardiovasculares.
Entretanto, a existéncia ou auséncia de habituagdo das respostas cardiovasculares ainda ¢ um
assunto controverso na literatura. Nesse sentido, as evidéncias de que o estresse cronico altera
a ativacdo de regidoes encefalicas (neuroplasticidade) envolvidas na geracdo e controle das
respostas cardiovasculares ao estresse suporta a ideia de uma habituacdo dessas respostas

durante a exposic¢ao repetida ao mesmo estimulo aversivo. Pensando ainda, que outros fatores
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podem influenciar esta resposta de habituacdo como: experiéncias com outros estressores (bons
ou ruins), as carateristicas individuais (sexo, idade e outras linhagens). Ja foi demonstrado que
o exercicio fisico (estresse bom) promove neuromodulagdes em regides encetalicas (HEIJNEN
etal., 2016) podendo assim alterar as resposta de habituagdo ao estresse psicoldgico. No mesmo
sentido a idade que o animal tem quando ¢ exposto ao estresse pode alterar a resposta ao estresse
(CRUZ et al,, 2016) e outras linhagens de ratos e fémeas ja demonstraram que tém maior
responsividade do eixo HPA em resposta ao estresse (FARADAY, 2002). Desse modo, no
presente estudo nos testamos a hipotese de que as respostas cardiovasculares habituam durante
a exposicdo repetida ao estresse por restricao; e o processo de habituacdo ¢ determinado pela
duracdo, frequéncia e nimero de sessodes de restri¢do; pela linhagem, idade e sexo dos animais;
bem como pela co-exposigao a outros estressores cronicos ou a um protocolo de treinamento
fisico em esteira. NOs também avaliamos a resposta sérica de corticosterona apos a exposi¢ao
repetida ao estresse de restricdo, com o intuito de reproduzir os dados bem descritos na literatura
de habituagao da ativagao do eixo HPA (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009; MCCARTY, 2016;
RABASA et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a habituacao das respostas cardiovasculares (pressao arterial, frequéncia
cardiaca e temperatura cutanea cauda) durante a exposicao repetida ao estresse de restrigao em

ratos.

2.2 Objetivos especificos

Reproduzir os dados bem-descritos na literatura de habituacdo da resposta de corticosterona

circulante durante a exposi¢ao repetida ao estresse de restri¢ao.

2.2.1 Blocol: estudos da influéncia da duracdo, numero de sessoes e frequéncia

de exposicdo ao estresse de restricdo no processo de habituacdo do

sistema cardiovascular

Investigar a influéncia do tempo de duracdo das sessdes de estresse de restricao (30, 60 e 120
minutos) no processo de habituacdo das respostas cardiovasculares (PAM, FC e temperatura

cutanea da cauda) a 10 sessoes de estresse.

Avaliar a influéncia do numero de sessoes (5, 10 e 20 dias) com duragao de 60 minutos de
estresse de restricdo na habituagdo das respostas cardiovasculares (PAM, FC e temperatura

cutanea da cauda).

Avaliar a influéncia da frequéncia de apresentacdo de 10 sessdes de 60 minutos de estresse de
restricdo na habituacdo das respostas cardiovasculares (PAM, FC e temperatura cutdnea da

cauda).
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2.2.2 Bloco 2: estudo da influéncia da exposicdo a outros estressores no

processo de habituacdo do sistema cardiovascular ao estresse de restricdo

Avaliar a influéncia da exposi¢@o a outros estressores (estresse cronico variado e isolamento
social) e ao treinamento fisico em esteira na habituagdo das respostas cardiovasculares (PAM,

FC e temperatura cutanea da cauda) ao estresse de restri¢ao repetido.

2.2.3 Bloco 3: estudo da influéncia de caracteristicas individuais dos animais

(sexo, idade e linhagem) no processo de habituacdo do sistema

cardiovascular ao estresse de restricdo

Avaliar influéncia do sexo na habituagdo das respostas cardiovasculares (PAM, FC e

temperatura cutanea da cauda) ao estresse de restricdo repetido.

Avaliar influéncia da idade dos animais (adolescentes, adultos ¢ idosos) na habituacao das
respostas cardiovasculares (PAM, FC e temperatura cutanea da cauda) ao estresse de restri¢ao

repetido.

Investigar a influéncia das linhagens de ratos (Wistar, SHR, Long-Evans e Holtzman) na
habituacdo das respostas cardiovasculares (PAM, FC e temperatura cutinea da cauda) ao

estresse de restri¢ao repetido.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos e ratas Wistar provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista (Botucatu/SP); e ratos Long-Evans, Holtzman e
espontaneamente hipertensos (do inglés, SHR) provenientes Biotério Central do Campus de
Araraquara da Universidade Estadual Paulista (Araraquara/SP). Os animais foram mantidos no
Biotério do Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(FCFAr/UNESP) 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 sob o protocolo 19/2017.

3.2 [Estressores

3.2.1 Estresse de restricdo

O estresse por restricdo agudo consistiu na introdu¢do dos animais em tubos cilindricos
plasticos com as seguintes caracteristicas: diametro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados
por buracos de 2 polegada que preencham aproximadamente 20% do tubo. No presente estudo,
os animais foram mantidos por um periodo de 30 a 120 minutos no tubo de restrigdo,

dependendo do protocolo de experimental (para detalhes, ver a segcdo 4).

3.2.2 Estresse de isolamento social

Os animais do grupo estresse de isolamento social foram separados em caixas

individuais por 10 dias, enquanto os animais controle foram alojados continuamente em 4
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animais/caixa. Os animais isolados foram mantidos no mesmo Biotério que os animais controle,
e mantiveram contato visual, olfatorio e auditivo com os demais animais (CRUZ et al., 2016;
FONE; PORKESS, 2008). Os animais foram perturbados somente para a limpeza das caixas,
que foi realizada duas vezes por semana para 0s animais controle € uma vez na semana para os

animais isolados (CRUZ et al., 2016; FONE; PORKESS, 2008).

3.2.3 Estresse cronico variado

O estresse cronico variado (ECV), modificado de Marin e colaboradores (MARIN;
CRUZ; PLANETA, 2007), foi realizado mediante a exposi¢do diaria a diferentes estressores,
alternando os estressores durante 10 dias consecutivos. A Tabela 1 apresenta o protocolo
completo de ECV. Os animais controle foram mantidos em repouso, exceto no periodo de
limpeza das caixas, no biotério do Laboratério de Farmacologia da FCFAr/UNESP pelo mesmo
periodo que os animais submetidos aos protocolos de estresse cronico. Todas as sessdes de

estresse foram realizadas em uma sala separada do biotério.

Tabela 1 — Protocolo de estresse cronico variavel

Dia Tipo de estresse e cronograma

1 10:00h, nado forgado por 15 min; 19:00h, serragem timida durante a noite

2 15:00h, frio (4 °C) e isolamento por 60 min; 19:00 h, luzes acesas durante a noite
3 12:00h, luzes apagadas por 180 min; 15:00 h, nado forgado por 5 min

4 07:30h, serragem umida durante o dia; 19:00h, privacdo de alimento/agua

durante a noite

13:00 h, campo aberto por 10 min; 19:00 h, isolamento durante a noite

14:00 h, frio (4 °C) e isolamento por 15 min; 15:00 h, luzes apagadas por 120 min
19:00 h, serragem timida e luz acesa durante a noite

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

o L 9 SN W

16:00 h, frio (4 °C) e isolamento por 30 min; 19:00 h, luzes acesas durante a noite

10 09:00 h, labirinto em cruz aberto por 5 minutos; 10:00 h, nado for¢ado por 10 min
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3.3 Treinamento fisico em esteira

Inicialmente, todos os animais foram familiarizados com o exercicio em esteira rolante
(AVS Projetos, Sao Carlos, SP, Brasil) por um periodo de uma semana. Durante o periodo de
familiarizagdo, os animais correram diariamente na esteira a uma velocidade de 0,3 km/h e 0%
de inclinagcao por 10 min. Nenhuma estimulagdo elétrica foi usada para induzi-los a correr
(CAMARGO et al., 2013; ENGI; PLANETA; CRESTANI, 2016). Em seguida, os animais
foram submetidos a um teste de esfor¢o méaximo progressivo, que consistiu em corrida em
esteira com 0,3 km/h de incremento a cada 3 min até a exaustdo. (ENGI; PLANETA;
CRESTANI, 2016). Apos o primeiro teste maximo, os animais foram alocados aleatoriamente
em “sedentarios” e “treinados” (ambos 0s grupos possuiam a mesma capacidade fisica antes do
inicio do treinamento).

Os animais alocados nos grupos “treinados” foram submetidos a treinamento de baixa
intensidade (50-60% da capacidade méaxima, inclinacdao de 0%) na esteira 1 h/dia, 5 dias/semana
durante 8 semanas (ENGI; PLANETA; CRESTANI, 2016). Os grupos sedentarios foram
submetidos uma vez por semana a um curto periodo de exercicio leve (10 min, 0,5 km/h,
inclinagdo 0%) para manté-los familiarizados ao ambiente da esteira e aos procedimentos
experimentais. O teste de corrida maxima progressiva foi repetido nas semanas 2, 4 e 6 para
ajustar a intensidade do treinamento, bem como para avaliar a eficacia do treinamento por meio
da comparagdo da capacidade méaxima dos grupos sedentdrios versus treinados. O teste de
corrida méxima também foi realizado no final do protocolo (semana 8), a fim de confirmar a
eficacia do treinamento e avaliar o efeito da exposi¢cdo ao estresse cronico de restricdo na

capacidade fisica dos animais.

3.4 Preparacio cirurgica

Os animais foram anestesiados com tribomoetanol (250mg/Kg, i.p.) e foi implantado
um cateter na artéria femoral para registro dos parametros cardiovasculares. O cateter foi
constituido por segmentos de polietileno PE-10 (4-5cm) soldados a um segmento de polietileno
PE-50 (12-13 cm) (Clay Adams, EUA), previamente preenchidos por solugdo salina e

anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugdo salina), e obstruidos com pino de metal. Apos
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a implantacdo do cateter, este foi exteriorizado na regido dorsal do animal e fixado a pele por
sutura cirurgica. Os animais foram mantidos em caixas individuais apds a cirurgia. Como
medida profilatica, os animais receberam 0,3 mL do anti-inflamatério ndo-esteroidal flunexina

meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) pela via subcutanea.

3.5 Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao
(DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA). A pressdo arterial pulsatil foi registrada
utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments), conectado a um sistema de
aquisicao de dados computadorizado (PowerLab 4/30, ML866, ADInstruments). Os valores de
pressdo arterial média (PAM), pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD)

e frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos a partir dos sinais da pressao arterial pulsatil.

3.6 Registro da temperatura cutinea da cauda

O aumento da atividade simpatica vasomotora durante ameagas aversivas diminui o
fluxo sanguineo cutaneo (BLESSING, 2003) que, por sua vez, diminui a temperatura da pele
(BUSNARDO et al., 2019; GOMES-DE-SOUZA et al., 2016). Desse modo, a diminui¢do da
temperatura cutanea da cauda foi avaliada como uma medida indireta da resposta simpatica
vasomotora em leitos cutaneos durante o estresse de restri¢ao.

Os registros da temperatura cutanea da cauda foram feitos utilizando uma camera
termografica (IRI4010, Inglaterra). A andlise foi feita através de um software para analise
termografica, e a temperatura foi representada por variagdes de intensidade de cor
(BUSNARDO et al., 2013; VIANNA; CARRIVE, 2005). Para anélise das imagens, a medida
de temperatura foi realizada em 5 pontos da cauda do animal, e a média foi calculada para cada

registro (BENINI et al., 2019).
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3.7 Dosagem corticosterona sérica

A corticosterona sérica foi mensurada por ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando
kit comercialmente disponivel (Cayman chemical, Michigan-USA). Para a mensuragdo foram
realizadas coletas sanguinea de 0,2ml por meio da canula implantada na artéria femoral. Para a
obten¢do do soro, as amostras permaneceram em temperatura ambiente por 1 hora para a
retracdo do coagulo, sendo posteriormente centrifugadas a 2000xg por 15 min. Apos a

centrifugacdo, o soro foi separado e estocado em freezer -80°C para posterior analise.

3.8 Analise dos dados

Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Os valores
basais de PAM, FC e temperatura da pele da cauda foram comparados utilizando o teste ¢ de
Student, ANOVA monofatorial ou ANOVA bifatorial. Os efeitos do estresse de restri¢ao nos
parametros cardiovasculares sdo apresentados como alteragdes dos valores basais. Os valores
basais foram obtidos calculando a média dos valores registrados durante os 10 minutos
anteriores ao inicio da restri¢ao. Os valores basais foram subtraidos dos valores registrados
durante o estresse para obtencdo da variacdo causada pelo estresse de restrigdo. As curvas
temporais das alteragdes cardiovasculares foram analisadas usando ANOVA bifatorial ou
ANOVA multifatorial. As médias de todos os pontos do estresse de restricdo ou do periodo de
recuperagao das curvas temporais também foram calculadas (ou seja, resposta média ao longo
do estresse e do periodo de recuperagdo) e esses valores foram comparados entre os grupos
usando ANOVA bifatorial ou multifatorial. Quando a andlise ANOVA indicou efeito, o pds-
teste de Bonferroni foi utilizado para identificacdo de diferengas especificas entre os grupos

experimentais. A significancia foi estabelecida em P<0,05.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1 Habituacio da resposta de corticosterona sérica durante a exposicao repetida

ao estresse de restricao

Este protocolo teve como objetivo avaliar a habituagdo da ativagao do eixo HPA durante
a exposi¢do repetida ao estresse de restricdo. Para isso, avaliamos o aumento da concentragdo
sérica de corticosterona evocado pelo estresse de restricdo em diferentes grupos submetidos a
uma sessao aguda de 60 minutos de estresse de restri¢ao (grupo agudo) ou 10 sessdes diarias
de 60 minutos de estresse de restrigdo (ERR). As respostas a corticosterona do grupo ERR
foram avaliadas na 10? sessao de restricao e comparadas com os valores obtidos no grupo agudo.
Amostras de sangue (~ 200 pL) para a determinagdo da concentragdo sérica de corticosterona
foram coletadas imediatamente antes (concentragdo basal) e 15, 45, 60, 80, 100 e 120 min apds

o0 inicio da sessao de restricdo tanto no grupo agudo quanto no ERR.

4.2 Bloco 1:

4.2.1 Estudo da influéncia da duracdo da sessdo do estresse de restricdo na

habituacdo das respostas cardiovasculares

Os animais foram submetidos a 10 sessOes diarias de estresse de restrigdo com duragao
de 30, 60 ou 120 minutos. Ap6s a penultima sessao de estresse, os animais foram submetidos a
cirurgia de canulacao da artéria femoral. Vinte quatro horas apds a cirurgia, os animais foram
conectados ao sistema de registro cardiovascular e foi realizado um registro dos parametros
basais de pressao arterial ¢ FC por 30 minutos. Em seguida, os animais foram expostos a 10°
sessdo de estresse de restrigdo, com duragdo igual as nove sessoes realizadas anteriormente.
Depois do estresse, os animais retornaram para a caixa moradia e o registro cardiovascular foi
realizado por mais 60 minutos (periodo de recuperacdo). A temperatura cutanea da cauda foi
mensurada a cada 10 minutos durante todo periodo de registro cardiovascular. Grupos controle

(agudo) foram expostos a uma sessao aguda de estresse de restrigdo com duragao de 30, 60 ou
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120 minutos juntamente com os animais estressados cronicamente. Logo ap6s o término do

registro cardiovascular, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico.

Estresse

Basal Restricio Recuperg;ﬁo

30 min i comin Protocolo de
I I I | I | | duracdo da sessao
| | |
l | I 1

[ i |
. Imagens térmicas

30 min 10 minutos

Basal Estresse Restri¢do Recuperagio

30 min 60 min 60 min
| || |
| | |

Imagens térmicas

60 min 10 minutos
Estresse Restricao Recuperacio

Basgl 120 min 60 min

30 min
| I I |

|
. Imagens térmicas

120 min 10 minutos

Figura 1 - Desenho experimental da influéncia da duracao da sessdo de estresse de restricao na
resposta de habituagao.

4.2.2 Estudo da influéncia do numero de sessoes de estresse de restricdo na

habituacdo das respostas cardiovasculares

Os animais foram submetidos a sessoes didrias de 60 minutos de estresse de restricao
por 5, 10 ou 20 dias. Apds a pentltima sessdo de estresse, os animais foram submetidos a
cirurgia de canulacao da artéria femoral. Vinte quatro horas apds a cirurgia, os animais foram
conectados ao sistema de registro cardiovascular e foi realizado um registro dos parametros
basais de pressao arterial e FC por 30 minutos. Em seguida, os animais foram expostos a tltima

sessdo de 60 minutos de estresse de restricao (5°, 10° ou 20° sessdao). Depois do estresse, os
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animais retornaram para a caixa moradia, e o registro cardiovascular foi realizado por mais 60
minutos (periodo de recuperagdo). A temperatura cutanea da cauda foi mensurada a cada 10
minutos durante todo periodo de registro cardiovascular. O grupo controle (estresse agudo) foi
submetido a uma sessao aguda de 60 minutos de estresse de restricdo juntamente com oS
animais estressados cronicamente. Logo apds o término do registro cardiovascular, os animais

foram eutanasiados por aprofundamento anestésico.

Registro cardiovascular
Agudo Restricdo 60 min
T Protocolo de
1 L P T T B nimero de sessoes
| l—l—l—l—l—l—l_l__'—’
Sessao 1
5 dias 10 dias
Restricdo 5 g i »
60iiin/sessd6 Restrigdo 60 min/sessao
2 124h12ah p24h 1 24h ,24hy24h y24hy24h 124h ) 24h] 24h)
I |—f——’ I 1 I | I I 1 T
Sessdo S Sessdo 1 2 3 1 5 § - 10
v !
Registro cardiovascular Registro cardiovascular
Restri¢do 60 min Restric3o 60 min

20 dias

Restricdo 60 min/sessdo

Sessdo 3 1 5 7 1 12 13 A 1 [ 1 |
Registro cardiovascular

Restricao 60 min

Figura 2 — Desenho experimental da influéncia do nimero sessdes da resposta de habituagdo ao
estresse

423 Estudo da influéncia da frequéncia de apresentacdo do estresse de

restricdo na habituacdo das respostas cardiovasculares

Os animais foram submetidos a 10 sessdoes de 60 minutos de estresse de restri¢do, no
qual foi apresentado em diferentes frequéncias. O primeiro grupo foi estressado em dias
alternados; o segundo grupo passou por trés sessdes consecutivas € um dia de intervalo, que se
repetiu por mais duas vezes; o terceiro grupo passou duas vezes por cinco sessoes consecutivas,
com dois dias de intervalo. Apds a penultima sessdo de estresse, os animais de todos os grupos
experimentais foram submetidos a cirurgia de canulagao da artéria femoral. Vinte e quatro horas

apds a cirurgia, os animais foram conectados ao sistema de registro cardiovascular e foi
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realizado registro dos parametros basais de pressdo arterial e FC por 30 minutos. Em seguida,
os animais em todos os grupos experimentais foram expostos a 10° sessdo de estresse de
restrigao. Depois do estresse, os animais retornaram para a caixa moradia, € o registro
cardiovascular foi realizado por mais 60 minutos (periodo de recuperagdo). A temperatura
cutdnea da cauda foi mensurada a cada 10 minutos durante todo periodo de registro
cardiovascular. Depois do estresse os animais retornaram para caixa moradia, e o registro
cardiovascular foi avaliado por mais 60 minutos (periodo de recuperagao). A temperatura
cutanea da cauda foi mensurada a cada 10 minutos durante todo periodo de registro
cardiovascular. O grupo controle (estresse agudo) foi submetido a uma sessdo aguda de 60
minutos de estresse de restri¢do juntamente com os animais estressados cronicamente. Logo
apos o término do registro cardiovascular, os animais foram eutanasiados por aprofundamento

anestésico.
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v

Registro cardiovascular

Restri¢do 60 min

Figura 3 — Desenho experimental da influéncia da frequéncia de exposicdo ao estresse nas
respostas de habituagao



4.3 Bloco2:

4.3.1 Estudo da influéncia da exposicdo a outros estressores ou ao treinamento

fisico em_ esteira nas habituacoes das respostas cardiovasculares ao

estresse de restricdo

Para avaliacdo da influéncia do estresse cronico variado (ECV), os animais foram
dividido nos seguintes grupos: 1) AGUDO: os animais passaram por uma sessdao aguda de 60
minutos de estresse de restricao; 2) ERR: os animais passaram por 10 sessdes de 60 minutos de
estresse de restricdo; 3) ECV+AGUDO: os animais passaram pelos 10 dias do protocolo de
ECV antes da exposicdo a uma sessdo aguda de 60 minutos de estresse de restricdo; 4)
ECV+ERR: os ratos passaram pelos 10 dias do protocolo de ECV antes de serem expostos as

10 sessdes de 60 minutos de estresse de restricdo. O ERR iniciou 24h apds a ultima sessdo de

ECV.

Agudo

Sessdo

Registro cardiovascular
Restricdo 60 min

I

10 dias

Sessdo

Registro cardiovascular

Restri¢do 60 min

ECV +

Sessdo

Registro cardiovascular

ECV +

10 dias

Sessdo 1

Restrigdo 60 min
] ] | l l l l | 1
| | ImimisElamliy |
1
Restricdo 60 min/sessdo
| 1 h
e R p S e —
c 10
!

Registro cardiovascular

Restrigdo 60 min

Figura 4- Desenho experimental da influéncia da exposicao previa ao estresse cronico variado

na resposta de habituacdo
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Para avaliagdo da influéncia do estresse por isolamento social, os animais foram
dividido nos seguintes grupos: 1) AGUDO agrupados: os animais foram alojados em grupo e
passaram por uma sessao aguda de 60 minutos de estresse de restricao; 2) ERR agrupados: os
animais foram alojados em grupo e passaram por 10 sessdes de 60 minutos de estresse de
restricdo; 3) ISOLADO AGUDO: os animais foram alojados individualmente por 10 dias, e em
seguida foram submetidos a uma sessdo aguda de 60 minutos de estresse de restricdo; 4)
ISOLADO ERR: os animais passaram por 10 sessdes de 60 minutos de estresse de restricdo e

permaneceram isolados durante o periodo do ERR.

Registro cardiovascular
Agudo Restri¢do 60 min

Sessdo
10 dias
Restricdo 60 min/sessdo
L2 ] 1 24h) 2 ] 1 ] ] 1]1.24h)
I I I I 1 | | — T
Sessio 2 4 6 7 8 9 11,0

Registro cardiovascular

Restrigdo 60 min

Registro cardiovascular
Agudo Restrigdo 60 min

Sessdo Y 3 ) 1
Isolamento social
10 dias
Restricdo 60 min/sessdo
124h 1 24h y 24hy24h 124h 124h 124h  24ah] 24h
| | | | | | | | I 1
Sessio | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
)
| Registro cardiovascular

Isolamentosocial  gestricio 60 min

Figura 5- Desenho experimental da influéncia do isolamento social nas respostas de habituagao

No protocolo experimental que avaliou a influéncia do exercicio fisico, os animais

foram divididos nos seguintes grupos: 1) SEDENTARIO AGUDO: animais sedentarios que



32

passaram por uma sessdo aguda de 60 minutos de estresse de restricdo; 2) TREINADO
AGUDQO: os animais passaram pelo protocolo de oito semanas de treinamento fisico em esteira
e posteriormente foram submetidos a uma sessao aguda de 60 minutos de estresse de restri¢cao;
3) SEDENTARIO ERR: animais sedentarios passaram por 10 sessdes de 60 minutos de estresse
de restri¢ao; 4) TREINADO ERR: os animais passaram pelo protocolo de oito semanas de
treinamento fisico em esteira, ¢ nos ultimos 10 dias do treinamento fisico foram submetidos a

10 sessoes de 60 minutos de estresse de restri¢ao.

Registro cardiovascular

Agudo Restrigdo 60 min
| | ] | | | | | | 1
I ! | | | | 1 ! ! I
Sessdo 1
10 dias
Restricdo 60 min/sessdo
24 1 24 ahy . 4 1hy2ah
N s o e e e
Sessio 1 2 3 4 3 / 10
{
Registro cardiovascular
Restri¢do 60 min
Registro cardiovascular
Agudo Restrigdo 60 min
Treinamentoem T
esteira —_
I | 1 | I 1 T
Sessdo 1
10 dias
Restricdo 60 min/sessdo
Treinamentoem TTSNETIN T = i
bR 2 2eh 2k 20h 200 2004 2004,

esteira — 2 3 4 O =

Registro cardiovascular

Restri¢do 60 min

Figura 6- Desenho experimental da influéncia do treinamento em esteira nas resposta de
habituagao ao estresse de restricao

Os animais de todos os grupos experimentais foram submetidos a cirurgia de canulacio
da artéria femoral. Vinte e quatro horas apds a cirurgia, os animais foram conectados ao sistema
de registro cardiovascular, e foi realizado registro dos parametros basais de pressao arterial e
FC por 30 minutos. Em seguida, os animais dos grupos ERR foram submetidos a 10° sessdo de
estresse de restricdo. Depois do estresse, os animais retornaram para a caixa moradia, € o
registro cardiovascular foi realizado por mais 60 minutos (periodo de recuperagao). A
temperatura cutanea da cauda foi mensurada a cada 10 minutos durante todo periodo de registro
cardiovascular. Os grupos controle (estresse agudo) foram submetidos a sessdo aguda de 60

minutos de estresse de restri¢do juntamente com os animais estressados cronicamente. Logo
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apos o término do registro cardiovascular, os animais foram eutanasiados por aprofundamento
anestésico.

4.4 Bloco3

4.4.1 Estudo da influéncia do sexo na habituacdo das respostas

cardiovasculares ao estresse de restricdo

Durante o protocolo experimental as fémeas ndo tiveram contato com os machos, e
foram alojadas em estante ventiladas Alesco®. Os experimentos nos animais machos e fémeas
foram realizados em dias separados para evitar influéncia do sexo oposto nas respostas. Para
determinacgdo do ciclo estral antes do experimento foi realizado coleta de lavagem vaginal, e a
fase do ciclo foi determinada a partir da andlise dos tipos de células presentes
(F.K.MARCONDES; F.J.BIANCHI; A.P.TANNO, 2002; PACCOLA et al., 2013).

Os animais machos e fémeas foram submetidos a 10 sessdes diarias de 60 minutos de
estresse de restricao. Apds a pentlltima sessao de estresse, os animais de todos os grupos foram
submetidos a cirurgia de canulagdo da artéria femoral. Vinte e quatro horas apds a cirurgia, os
animais foram conectados ao sistema de registro cardiovascular e foi realizado registro dos
parametros basais de pressdo arterial ¢ FC por 30 minutos. Em seguida, os animais foram
expostos a 10° sessao de estresse de restricdo. Depois do estresse, os animais retornaram para a
caixa moradia, e o registro cardiovascular foi realizado por mais 60 minutos (periodo de
recuperacdo). A temperatura cutanea da cauda foi mensurada a cada 10 minutos durante todo
periodo de registro cardiovascular. Os grupos controle (estresse agudo) machos e fémeas foram
submetidos a sessdo aguda de 60 minutos de estresse de restricao juntamente com os animais
estressados cronicamente. Logo apds o término do registro cardiovascular, os animais foram

eutanasiados por aprofundamento anestésico.
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Figura 7 - Desenho experimental da influéncia do sexo na habituacdo das respostas
cardiovasculares ao estresse de restri¢ao

4.4.2 Estudo da influéncia da idade dos animais (adolescentes, adultos e idosos)

na habituacdo das respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo

Animais adolescentes (30 dias), adultos (10 semanas) (DUARTE et al., 2015; ROMEO
et al., 2006; SPEAR, 2000) e idosos (18 meses) (REAVEN, 1988) foram submetidos a 10
sessoes didrias de 60 minutos de estresse de restricdo. Apos a penultima sessdo de estresse, 0s
animais de todos os grupos foram submetidos a cirurgia de canulagao da artéria femoral. Vinte
e quatro horas ap6s a cirurgia, os animais foram conectados ao sistema de registro
cardiovascular, e foi realizado registro dos pardmetros basais de pressdo arterial e FC por 30
minutos. Em seguida, os animais foram expostos a 10° sessdo de estresse de restrigao. Depois
do estresse, os animais retornaram para caixa moradia, e o registro cardiovascular foi realizado
por mais 60 minutos (periodo de recuperagao). A temperatura cutanea da cauda foi mensurada
a cada 10 minutos durante todo periodo de registro cardiovascular. Grupos controle (estresse

agudo) em cada faixa etaria foram submetidos a sessdo aguda de 60 minutos de estresse de
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restricdo juntamente com os animais estressados cronicamente. Logo ap6s o término do registro

cardiovascular, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico.
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Figura 8 Desenho experimental da influéncia da idade dos ratos na habituag¢do das respostas

cardiovasculares ao estresse de restri¢ao



36

4.4.3 Estudo da influéncia da linhagem dos ratos na habituacdo das respostas

cardiovasculares ao estresse de restricdo

Ratos Wistar, SHR, Long -Evans e Holtzman foram submetidos a 10 sessdes didrias de
60 minutos de estresse de restricao. Apds a penultima sessdo de estresse, os animais de todos
os grupos foram submetidos a cirurgia de canulagdo da artéria femoral. Vinte e quatro horas
apoOs a cirurgia, os animais foram conectados ao sistema de registro cardiovascular, e foi
realizado registro dos parametros basais de pressdo arterial e FC por 30 minutos. Em seguida,
os animais foram expostos a 10° sessdo de estresse de restricdo. Depois do estresse, os animais
retornaram para a caixa moradia, e o registro cardiovascular foi realizado por mais 60 minutos
(periodo de recuperagdo). A temperatura cutanea da cauda foi mensurada a cada 10 minutos
durante todo periodo de registro cardiovascular. Grupos controle (estresse agudo) de cada
linhagem foram submetidos a sessdo aguda de 60 minutos de estresse de restricdo juntamente
com os animais estressados cronicamente. Logo apos o término do registro cardiovascular, os

animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico.



37

Registro cardiovascular
Agudo Restrigdo 60 min
| - - U S [ — l
1 = I lliamlamls 1§
Sessdo 1
Wistar
10 dias
Restrigdo 60 min/sessao
|28h24h 4 2ahy2ah 124hy2ah 24h ) 24h) 24hy
I I I I ! I I U T T
Sessio 1 2 3 1 5 6 7 8 9 10
l
Registro cardiovascular
Restrigdo 60 min
Registro cardiovascular
Agudo Restrigdo 60 min
L | ! | 1 I | ] | 1
I 1 | I 1 T
Sessdo 1
Long Evans
10 dias
Restrigdo 60 min/sessdo
2ah 3 2ah ; 2ahy2ah 3 24hy2ah J24h § 2ah) 28h
e e B B o
Sessio 1 2 3 1 3 6 7 8 9 10
+
Registro cardiovascular
Restrigdo 60 min
Registro cardiovascular
Agudo Restrigdo 60 min
el ! | l ! l | | l
I 1 1 Il T e 11
Sessdao 1
Holtzman
10 dias
Restricdo 60 min/sessdo
1 L 1 1 p2ahy 1 | 24h12ahy
I I I I I I 1 1 1 T
Sessio 1 2 3 a > 6 7 3 9 10
.
Registro cardiovascular
Restricdo 60 min
Registro cardiovascular
Agudo Restrigdo 60 min
l l I L 1 1 1 | | ]
| 1 | UELE L UL
Sessdao 1
10 dias
Restricdo 60 min/sessdo
24h 1 24h ; 24hy2ah 324h324h J24h | 2ah) 24h)
I I I I | I I I T T
Sessdo 2 3 A s 6 7 9 10
‘.
Registro cardiovascular
Restri¢do 60 min

Figura 9 — Desenho experimental da influéncia da linhagem dos ratos na habituagdo das
respostas cardiovasculares ao estresse de restricao
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5. RESULTADOS

5.1 Habituacao da resposta de corticosterona sérica apos exposicao repetida ao

estresse de restricao

A analise dos valores basais da concentra¢ao sérica de corticosterona nao indicou
diferengas entre os grupos agudo e ERR (15+0,5 vs 16+£0,4 ng/ml, t=0,99, P>0,05). No entanto,
a analise das curvas temporais de concentracao de corticosterona indicou efeito do ERR (F (1,1¢)
=10, P <0,005) e do tempo (F (6,96)= 12, P <0,0001), bem como interacao tempo x ERR (F (s96)
= 3, P <0,01)(Figura 10). A analise post-hoc revelou que os valores do grupo ERR foram
menores em relagao aos obtidos no grupo agudo (Figura 10).

A andlise das médias da resposta de corticosterona sérica durante todo o periodo de
restri¢ao e recuperacao indicou efeito do ERR (F (1,16) = 10, P <0,006) e do periodo (F (1,16) =
29, P <0,0001), bem como indicou interagao entre o periodo e o ERR (F (1,16 = 6, P
<0,02)(Figura 10). A andlise post-hoc revelou que o grupo ERR apresentou valores menores

durante o periodo de restri¢do (P <0,0006) e a recuperacao (P <0,05) (Figura 10).



39

A 200+
T -o- AGUDO
D 150-
©
5
= 100+
7]
3
£ 50-
]
0 Estresse Recuperacéo #
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tempo (min)
200+
E 1 AGUDO
S50 | mm ERR
©
S
1
K] 100+
8 *
o
£ 50+ I *
[}
° B
0 T T
Estresse Recuperagao

Figura 10- Habituagdo da resposta da corticosterona sérica ao estresse de restrigao.

(A) Curvas temporais das alteragdes na concentra¢do plasmatica de corticosterona na 1? sessdo (Agudo, circulos
brancos, n = 9) e 10* sessio (ERR, circulos pretos, n = 9) de 60 min de estresse de restri¢do. Area sombreada indica
o periodo de restrigdo. Os circulos representam a média e as barras o EPM. # P <0,05 durante todo o periodo em
comparagdo com o grupo agudo, ANOV A bifatorial, seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. (B) Valores média
da resposta de corticosterona plasmatica durante todo o periodo de restricdo e recuperagdo na 1? sessdo (agudo,
barras brancas, n = 9) e 10* sessdo (ERR, barras pretas, n = 9) de 60 min de estresse de restricdo. As barras
representam a média = EPM. * P <0,05 versus o grupo controle agudo dentro do mesmo periodo, ANOVA
bifatorial, seguido pelo post-hoc de Bonferroni.
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5.2 Bloco 1: influéncia da duracido, do nimero e da frequéncia das sessdes de

estresse de restricio na habituacio das respostas cardiovasculares

5.2.1 Influéncia da duracao das sessoes de estresse de restricdo na habituacdo

das respostas cardiovasculares

Dez sessoes diarias de 30, 60 ou 120 minutos de restrigao estresse nao afetou os valores
basais de PAM, FC ou temperatura cutanea da cauda, quando comparados com os respectivos
grupos agudo (Tabela 2). No entanto, a analise das curvas temporais indicaram que ambos 30,
60 e 120 minutos de restri¢ao tanto na 1* como na 10? sessdo aumentaram a PAM (30 min: F
(50, 600y= 16,34, p <0,0001; 60 min: F (s, 910= 11,37, p <0,0001; 120 min: F (95, 1140=11,19, p
<0,0001) e a FC (30 min: F (50, 600) =9,05, p <0,0001; 60 min: F (65,910) = 8,68, p <0,0001; 120
min: F (95,1140=05,08, p <0,0001) e diminuiram a temperatura cutdnea da cauda (30 min: F (1,
132) =19,45, p <0,0001; 60 min: F (14, 196= 12,46, p <0,0001; 120 min: F (20, 240) = 8,44,
p<0,0001)(Figura 10). Além disso, a analise indicou que a resposta da FC na 10* sessdo em
ratos submetido a 60 minutos de restri¢do foi reduzida quando comparada com o respectivo
grupo agudo (F (1, 14) =4,90, p <0,04) (Figura 11).

Andlise das respostas médias ao longo do estresse e da recuperagdo revelou que as
respostas de PAM, FC e temperatura cutdnea durante o estresse de restricdo ndo foram
diferentes na 10? versus 1* sessao em ratos submetidos a 30, 60 ou 120 minutos de restrigao (p>
0,05) (Figura 12). No entanto, os valores da FC em ratos submetidos a 60 (p <0,002) ou 120
minutos (p <0,01) de restricdo foram diminuidos no periodo de recuperagdo da 10* sessdo
(Figura 12). A PAM durante o periodo de recuperacdo da 10* sessdo também foi reduzido nos

ratos submetidos a 120 minutos de restri¢ao (p <0,03) (Figura 12)



Tabela 2- Média dos Parametros basais pressao arterial (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e

temperatura cutanea da cauda (T).
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PAM (mmHg) FC (bpm) T(C) N
Duracgao
Agudo 30 min 109+1,9 35115 30+0,5 7
Cronico 30 min 115+4,8 386=+14 30+1,1 7
t=1,2 P>0,05 t=1,7 P>0,05 t=10,5 P>0,05
Agudo 60 min 107+1 360+10 28+0,7 8
Cronico 60 min 111£2 384+15 28+0,5 8
t=2P>0,05 t=1,3 P>0,05 t=0,4 P>0,05
Agudo 120 min 108+2,6 358+£20 28+0,3 7
Cronico 120 min 116+5,8 363+15 27+0,5 7
t= 1,3 P>0,05 t=0,2 P>0,05 t= 10,6 P>0,05
Volume
Agudo 104+1,3 368+13 28+0,6 9
5 dias 108+1,8 353194 3240,5 * 9
10 dias 111£1,7 383+14 28+0,5 9
20 dias 108£1,9 345+6,9 31+0,7* 9
F(3, 32 = 2,84 F(3, 32) :2,3 F(3, 32 = ]2,7
P>0,05 P>0,05 P<0,05
Frequéncia
Agudo 104+1 367+11 2740,5 9
Dias alternados 108+£2 33849 30+0,5%* 9
3 dias + 48 hrs 108+2 335+8 32+0,5% 9
5 dias + 72hrs 10242 365+6 30+0,6* 9
Duas vezes ao dia 108+2 349+12 28+0,4 9
F (4, 40) — 2,6 F (4,40) :2,3 F (4,40) :10, 76
P>0,05 P>0,05 P<0,05

N= Numero de ratos por grupo; * P < 0,05 vs respectivo grupo agudo. Teste ¢ de Student
(Protocolo de duragao) ou ANOVA monofatorial (protocolos de volume e frequéncia).
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Figura 11-Influéncia da durag@o das sessdes de estresse de restri¢gao na habituacao das

respostas cardiovasculares.

(A) Curvas temporais de pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda (A
temperatura cauda) na 1* (Agudo, circulos brancos, n = 7) e 10? sessdo (circulos pretos, n = 7) de 30 minutos de
estresse de restricdo. (B) Curvas temporais de APAM, AFC e A temperatura da cauda na 1* (agudo, circulos
brancos, n = 8) e 10? sessdo (circulos pretos, n = 8) de 60 minutos de estresse de restri¢do. (C) Curvas temporais
de APAM, AFC e A temperatura da cauda na 1? (agudo, circulos brancos, n = 7) e 10? sessdo (circulos pretos, n =
7) de 120 minutos de estresse por restrigio. Area sombreada indica o periodo de restri¢do. Os circulos representam
a média e as barras o EPM. * P <0,05 durante todo o periodo de registro em comparagdo com o grupo agudo,
ANOVA bifatorial, seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 12- Influéncia da duracao das sessdes de estresse de restricao na habituagdo das

respostas cardiovasculares.

(A) Média da resposta de (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda (A temperatura cauda)
durante o periodo de estresse e de recuperacdo na 1* (Agudo, barras brancas, n = 7) e 10* sessdo (barras pretas, n
= 7) de 30 minutos de estresse de restricdo. (B) Média da resposta de APAM, AFC e A temperatura da cauda
durante o periodo de estresse e de recuperacdo na 1* (Agudo, barras brancas, n = 8) e 10* sessdo (barras pretas, n
= 8) de 60 minutos de estresse de restricdo. (C) Média da resposta de APAM, AFC e A temperatura da cauda
durante o periodo de estresse e de recuperacdo na 1* (Agudo, barras brancas, n = 7) e 10* sessdo (barras pretas, n
= 7) de 120 minutos de estresse por restrigio. Area sombreada indica o periodo de restri¢do. Os circulos
representam a média e as barras o EPM. * P <0,05 durante todo o periodo de registro em comparagdo com o grupo
agudo, ANOVA bifatorial, seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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5.2.2 Influéncia do numero de sessoes de estresse de restricdo na habituacdo

das respostas cardiovasculares

Sessoes diarias de estresse de restricdo de 60 minutos por 5, 10 ou 20 dias nao afetaram
os valores basais de PAM e FC, quando comparados com o grupo agudo (Tabela 2). No entanto,
a temperatura cutdnea da cauda foi aumentada em ratos submetidos a 5 ou 20 dias de estresse
de restricao (Tabela 2).

A analise das curvas temporais indicaram que o estresse de restricio aumentou a PAM
(F (65, 2080=44,11, p <0,0001) e a FC (F (65, 2080) =24,90, p <0,0001), e causou diminui¢do na
temperatura cutanea da cauda (F (14, 448y= 32,57, p <0,0001) (Figura 13). A analise indicou uma
interacdo significativa entre o tempo e o protocolo de estresse para PAM (r (195, 2080) =1,83, p
<0,0001), FC (F (195, 2080) =2,5, p <0,0001) e temperatura da pele (F 2, 448y =2,04, p <0,0002).
No entanto, a analise ndo indicou efeito dos protocolos de estresse para as respostas de PAM
(F 3,32)=0,76, p> 0,05), FC (F (3,32 =1,39, p> 0,05) ou temperatura da pele (F 3,32)=1,19, p>
0,05) (Figura 13).

A analise das médias da respostas ao longo do estresse e do periodo de recuperagdo
revelaram que a PAM (p> 0,05), FC (p> 0,05) e a temperatura cutanea da cauda (P> 0,05) nao
foram diferentes entre os grupos experimentais durante o estresse de restri¢ao (Figura 13). No
entanto, a FC durante o periodo de recuperacao em ratos submetido a 10 dias de estresse de

restri¢ao foi reduzida em comparagao com o grupo agudo (p <0,008) (Figura 13).
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Figura 13-Influéncia do nimero de sessdes de estresse de restricao (volume) na habituagao
das respostas cardiovasculares.

(A, B, C) Curvas temporais da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda
(A temperatura da cauda) na 1? (aguda, circulos brancos, n = 9), 5* (quadrados pretos, n = 9), 10? (quadrados cinza
escuro, n = 9) e 20* (quadrados cinza claro, n = 9) sessdo de 60 min de estresse de restriio. Area sombreada indica
o periodo de restricdo. Os circulos representam a média e as barras o EPM. * P <0,05 versus o grupo agudo,
ANOVA bifatorial seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. (D, E, F) Média da resposta AMAP, AFC e A
temperatura cauda ao longo do periodo de estresse e recuperagdo no 1? (barras brancas, agudas, n = 9), 5* (barras
pretas, n = 9), 10? (barras cinzas escuro, n = 9) e 20 (barras cinza claro, n = 9) sessdo de 60 min de estresse de
restricdo. As barras representam a média + EPM. * P <0,05 versus o respectivo grupo agudo, ANOVA bifatorial,
seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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5.2.3 Influéncia da frequéncia de apresentacdo das sessoes de estresse de

restricdo na habituacdo das respostas cardiovasculares

Os valores basais de PAM e FC nao foram afetados pelos diferentes protocolos de
estresse cronico de restricdo, quando comparados com o grupo agudo (Tabela 2). No entanto, a
temperatura cutanea da cauda basal foi aumentada em ratos submetidos a repetidas sessoes de
estresse de restricao com duracdo de 60 minutos realizadas em dias alternados, 3 dias seguidos
de um dia de repouso (3 dias + 48 h grupo) e 5 dias seguidos de dois dias de repouso (5 dias +
72h) (Tabela 2).

As analises das curvas temporais indicaram que o estresse de restricdo aumentou a PAM
(F6s, 26000 =35,51, p <0,0001) e FC (F (65, 26000 =31,63, p <0,0001), e causou diminui¢do na
temperatura cutanea da cauda (F (14, s60) = 39,80, p <0,0001) (Figura 14). A analise também
indicou uma interagdo entre o tempo e o protocolo de estresse para a PAM (F (260, 2600) =1,48,
p<0,0001), FC (F (260, 2600) = p<0,0001) e temperatura cutanea (F (s¢,560) =1,49, p <0,01). Além
disso, a andlise indicou um efeito dos protocolos de estresse na resposta de FC (F (4, 40) =8,12,
p <0,0001), mas ndo na PAM (F (4, 40) =0,99, p> 0,05) e temperatura cutanea (F (4, 40) = 0,45, p>
0,05) (Figura 14). A analise post hoc revelou que a resposta da FC foi aumentada em ratos
submetido a repetidas sessdes de estresse de restricdo apresentados em dias alternados (p
<0,05), enquanto esta resposta foi diminuida no grupo 5 dias + 72 h (p <0,05) (Figura 14).

A analise das médias das respostas ao longo do estresse e no periodo de recuperacao
revelaram que o aumento da FC durante o estresse foi maior em ratos submetidos ao ERR
apresentado em dias alternados (p> 0,03), enquanto a taquicardia durante a restricdo foi
diminuida no grupo de 5 dias + 72 h (p> 0,04) (Figura 14). A PAM (p> 0,05), FC (p> 0,05), e
temperatura da pele (p> 0,05) durante o periodo de recuperagao nao foram afetadas por nenhum

dos protocolos de ERR (Figura 14).
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Figura 14-Influéncia da frequéncia de exposi¢do ao estresse de restricao na habituacao de

respostas cardiovasculares.

(A, B, C) Curvas temporais de pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda
(A temperatura da cauda) em ratos submetidos a uma sessdo aguda de 60 min (grupo agudo, circulos brancos, n =
9) ou 10 sessdes de restrigao apresentadas em dias alternados com duragdo 60 min a sessdo (1 dia+48hrs, quadrados
pretos, n =9), 3 sessdes diarias de 60 min seguidas por um dia de descanso (3days + 48h, quadrados brancos, n =
9), 5 sessdes diarias de 60 min seguidas de dois dias de descanso (5 dias + 72h, quadrados cinza escuro, n=9) e
30 min de restrigdo duas vezes ao dia (duas vezes ao dia, quadrados cinza claro, n = 9). Os circulos representam a
média e as barras o EPM. * P <0,05 versus o grupo agudo, ANOVA bifatorial seguido pelo teste post-hoc de
Bonferroni. (D, E, F) A média média AMAP, AFC e A temperatura da cauda durante todo o periodo de estresse ¢
de recuperagdo em ratos submetidos a uma sessdo aguda de 60 min (grupo agudo, barras brancas, n = 9) ou 10
sessOes de restricao apresentados em dias alternados (1 dia+48hrs, barras pretas, n = 9), 3 sessdes diarias de 60
min seguidas por um dia de descanso (3 dias+ 48hrs, barras brancas tracejadas, n =9), 5 sessdes didrias de 60 min
seguidas de dois descansos dias (5 dias + 72hrs, barras cinza escuro, n =9) e 30 min de restri¢ao duas vezes ao dia
(duas vezes ao dia, barras cinza claro, n = 9). As barras representam a média = EPM. * P <0,05 versus o respectivo
grupo agudo, ANOVA bifatorial seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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5.3 Bloco 2: influéncia da exposicio a outros estressores na habituacio das

respostas cardiovasculares ao estresse de restriciao

5.3.1 Influéncia do estresse cronico variado na habituacdo das respostas

cardiovasculares ao estresse de restricdo

A analise dos valores basais de PAM e FC ndo indicou efeito do ERR (PAM: F (135) =
0,6, P> 0,05; FC: F (135 = 0,2, P> 0,05) ou ECV (PAM: F (135=0,2, P> 0,05; FC: r (135 = 3,7,
P> 0,05), ou interacao entre os fatores (PAM: F (1,35y=2,9, P> 0,05; FC: F (1,35)= 0,05, P> 0,05)
(Tabela 3). A andlise indicou efeito do ECV nos valores basais da temperatura cutdnea da cauda
(F 135 =23, P <0,0001), mas sem influéncia do ERR (F (135) = 0,6, P> 0,05) e sem interagao
entre os fatores (F (135 = 0,7, P> 0,05) (Tabela 3). A andlise post-hoc revelou que o ECV
aumentou a temperatura cutanea basal nos grupos ECV + agudo (P <0,04) e ECV + ERR (P
<0,002), quando comparados com o respectivo grupo controle (Tabela 3).

A andlise das curvas temporais de PAM indicou efeito do tempo (F (652275) = 39, P
<0,0001), mas sem interagdes entre tempo x ERR (F 65,2275y = 0,98, P> 0,05) e tempo x ECV
(F 652275 = 1,1, P> 0,05) (Figura 15). Além disso, a analise indicou efeito do ECV (F (135 = 6,
P <0,002), mas sem influéncia do ERR (F (135) = 0,02, P> 0,05) e interagdo entre ERR ¢ CVS
(ra,35= 0,07, P>0,05) (Figura 15). A anélise post-hoc revelou que o ECV aumentou a resposta
de PAM nos grupos ECV + agudo (P <0,05) e ECV + ERR (P <0,05) (Figura 15).

A analise das curvas temporais de FC indicou efeito do tempo (F (65,2275)= 39, P <0,0001)
e interagdes entre tempo e ERR (F 65,2275y = 2,1, P <0,0001) e tempo x ECV (F (65,2275)= 1,3, P
<0,03); mas sem influéncia do ECV (F (135 = 0,1, P> 0,05) e ERR (F (135 = 0,8, P> 0,05) e
interacao entre ECV E ERR (F (135)= 2,3, P> 0,05) (Figura 15). A andlise das curvas temporais
da resposta da temperatura cutnea da cauda indicou efeito do tempo (F (135) =46, P <0,0001)
e interagdo entre tempo E ECV (F (135 = 8, P <0,007), mas sem efeito do ERR (F (135 = 0,9,
P> 0,05) e ECV (F (135 = 1,4, P> 0,05) e interagdes entre tempo e ERR (F (135= 2,3, P> 0,05)
e ERR e ECV (F (1,35 = 0,6, P> 0,05) (Figura 15).

A analise das médias da resposta de PAM ao longo do periodo de restri¢ao e recuperagao
indicou efeito do periodo (F (135 = 30, P <0,0001) e do ECV (F (1,35 =9, P <0,004), mas sem
efeito do ERR (F (135)= 0,04, P> 0,05). A analise também nao indicou intera¢des entre periodo

e ERR (F (135 = 2, P> 0,05), periodo e ECV (F (135 = 0,1, P> 0,05) e ERR ¢ ECV (F (135 =
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0,06, P> 0,05) (Figura 15). A analise post-hoc revelou que o ECV aumentou a resposta de PAM
durante a restri¢ao no grupo ECV+ ERR (P <0,04) (Figura 15).

A analise das respostas médias de FC ao longo do periodo de restrigdo e recuperagdo
indicou efeito do periodo (F 135y =51, P <0,0001), mas sem efeito do ERR (F (135 = 1,2, P>
0,05) e ECV (F (135 = 0,01, P> 0,05). A andlise também nao indicou interagdes entre periodo e
ERR (F (135 =2,7, P> 0,05), periodo e ECV (F (1,35 = 0,4, P> 0,05) e ERR ¢ ECV (r (135= 2,9,
P> 0,05) (Figura 15). A anélise post-hoc revelou que os valores de FC do grupo controle ERR
durante o periodo de recuperagao foram menores em relagdo ao grupo controle agudo (P
<0,007) (Figura 15). A analise da resposta da temperatura cutdnea da cauda indicou efeito do
periodo (F (1,35 =45, P <0,0001) e uma interag@o entre periodo e ECV (F (135 = 8, P <0,007),
mas sem efeito do ERR (F (135 = 0,9, P> 0,05) e ECV (F (1,35) = 1,4, P> 0,05) e interagdes
entre periodo € ERR (F (135 = 2,3, P> 0,05) ¢ ERR x ECV (F (135= 0,6, P> 0,05) (Figura 15).

Tabela 3 — Parametros basais de pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e

temperatura cutanea da cauda (T).

PAM (mmHg) FC (bpm) T O N
Estresse cronico variado
Agudo controle 105+1,1 357+10 28.84+0,5 10
ERR controle 109+1,3 36249 28.0+0,5 9
ECV+Agudo 107+1,6 34248 30.7+0,6 # 10
ECV+ Agudo 105+2,1 343+8 30.8+0,2 # 10
Exercicio
Agudo sedentario 107+1,4 344+5 31.7+0,6 8
ERR sedentario 11124 361+6 33.0+0,2 8
Agudo treinado 114+2.8 344+8 31.8+0,6 8
ERR treinado 111+1,8 346+8 30.7+0,5 8
Isolamento Social
Agudo controle 104+1,3 353+7 28.0+0,6 9
ERR controle 108+1,3 363+10 28.5+0,5 9
Agudo isolado 103+1 34345 30.0+0,4 # 9
ERR isolado 105+2 356+4 30.7£0,4 # 9

# P<0.05 vs respectivo grupo controle. ANOVA bifatorial seguido de teste post-hoc de Bonferroni. ECV— Estresse
cronico variado, ERR — estresse de restri¢do repetido.
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Figura 15 - Influéncia do estresse cronico variado (ECV) na habituagdo das respostas

cardiovasculares ao estresse de restrigao.
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(A, B, C) Curvas temporais de pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda
(A temperatura da cauda) animais controle na 1? (controle agudo, circulos brancos, n =10 ) e 10? sessdo (controle
de ERR, quadrados pretos, n = 9) de restri¢ao, bem como em ratos submetidos a ECV nal? sessdo de restricao
(ECV + agudo, quadrados cinza escuro, n = 10) e 10? sessdo (ECV +ERR, quadrados cinza claro, n = 10) de
restri¢do. Area sombreada indica o periodo de restrigio. Os circulos representam a média e as barras o EPM. # P
<0,05 durante todo o periodo de registro em compara¢do com o grupo controle agudo, ANOVA trifatorial seguido
pelo teste post-hoc de Bonferroni. (D, E, F) Média AMAP, AFC e A temperatura cauda ao longo do periodo de
contengdo e recuperagdo nos grupos controle agudo (barras brancas, n = 10), ERR controle (barras pretas, n = 9),
ECV+Agudo barras cinza escuro, n = 10) e ECV+ ERR (barras cinza claro, n = 10). As barras representam a média
+ EPM. * P <0,05 versus o grupo agudo controle dentro do mesmo periodo, ANOVA trifatorial seguido pelo teste
post-hoc de Bonferroni. A sessdo aguda e todos os ensaios de estresse no ERR duraram 60 min.



51

5.3.2 Influéncia do isolamento social na habituacdo das respostas

cardiovasculares ao estresse de restricdo

A andlise dos valores basais de PAM ou FC nao indicou efeito do ERR (PAM: F (132) =
3,6, P> 0,05; FC: F (132)= 2,8, P> 0,05) ou do isolamento social (PAM: F (132)= 1,9, P> 0,05,
FC: F 132 = 1,4, P> 0,05), nem interacao entre os fatores (PAM: F (132)= 0,2, P> 0,05; FC: F
1,32)= 0,05, P> 0,05) (Tabela 3). A andlise dos valores basais da temperatura cutdnea da cauda
indicou efeito do isolamento (F (1,32) = 21, P <0,0001), mas sem efeito do ERR (F (132) = 0,8,
P> 0,05) e interagdo entre isolamento e ERR (F (132) = 0,002, P> 0,05) (Tabela 3). A analise
post-hoc revelou que o isolamento social aumentou a temperatura cutanea basal nos grupos
agudo isolado (P <0,01) e ERR isolado (P <0,01), quando comparado com o grupo agudo
controle (Tabela 3).

A andlise das curvas temporais das respostas de PAM e FC indicou efeito do
isolamento social (PAM: F (1,32)=6, P <0,01; FC: F (132)= 8, P <0,006) e tempo (PAM: F (65,2080)
= 33, P <0,0001; FC: F (65,2080) = 42, P <0,0001), bem como interagdes entre tempo ¢ ERR
(PAM: F (65,2080)= 1,7, P <0,001, FC: F (65,2080) = 2, P <0,0001) e tempo e isolamento (PAM: F
(65,2080) = 1,6, P <0,001; FC: F (65,2080) = 3, P <0,0001) (Figura 16). A analise ndo indicou efeito
do ERR (PAM: F (1,32)= 0,01, P> 0,05; FC: F (132)= 1,2, P> 0,05) e interagdo entre isolamento
e ERR (PAM: F (1,32)=0,2, P> 0,05, FC: F (132 = 1,5, P> 0,05). A anélise post-hoc revelou
resposta aumentada da FC no grupo isolamento agudo (P <0,05), enquanto esta resposta foi
diminuida no grupo ERR controle (P <0,05), quando comparado com o grupo agudo controle
(Figura 16). A andlise das curvas temporais da resposta de temperatura cutdnea da cauda
indicou efeito do isolamento social (F (132) = 6, P <0,02) e tempo (r (14,.448) = 29, P <0,0001),
bem como interagao entre tempo e isolamento (F (14,448) = 2, P <0,02) (Figura 16). A analise nao
indicou efeito do ERR (F (132) = 3, P> 0,05) e interag¢des entre tempo € ERR (F (14,448) = 1, P>
0,05) e ERR e isolamento (F (1,32) = 0,1, P> 0,05). A andlise post-hoc revelou aumento da
resposta da temperatura cutanea da cauda no grupo ERR isolado (P <0,01), quando comparado
com o grupo agudo controle (Figura 16).

Analises das médias das respostas de PAM e temperatura cutanea cauda ao longo
do periodo de restri¢cdo e recuperagdo indicaram efeito do isolamento social (PAM: F (132)=7,
P <0,01; temperatura: F (132) = 6, P < 0,02) e do periodo (PAM: F (132) = 26, P <0,0001;
temperatura: F (132) = 24, P <0,0002), mas sem efeito do ERR (PAM: F (132)= 0,01, P> 0,05,
temperatura: F (132) = 3, P> 0,05) e interagdes entre periodo e ERR (PAM: F (132) = 0,07, P>
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0,05; temperatura: F (132)= 0,04, P> 0,05), periodo e isolamento (PAM: F (1,32)= 0,04, P> 0,05;
temperatura: F (132 = 0,6, P> 0,05) e isolamento ¢ ERR (MAP: F (132 = 0,1, P> 0,05,
temperatura: F (1,32) = 0,06, P> 0,05) (Figura 16). A anélise post-hoc revelou que a resposta da
temperatura da cauda durante a restri¢ao foi aumentada no grupo ERR isolado em relagao ao
grupo agudo controle (P <0,02) (Figura 16).

A andlise da média da resposta de FC ao longo do periodo de restri¢ao e recuperagdo
indicou efeito do isolamento social (F (132) =9, P <0,006) e do tempo (F (1,32) =52, P <0,0001),
bem como como uma interagdo entre tempo e isolamento (F (132) = 6, P <0,02) (Figura 16).
Entretanto, a anélise ndo indicou efeito do ERR (F (1,32 = 1,2, P> 0,05) e interagdes entre tempo
e ERR (F (132) = 0,02, P> 0,05) e isolamento ¢ ERR (F (132) = 1,5, P> 0,05) (Figura 16). A
analise post-hoc revelou que a resposta da FC durante a restrigdo no grupo agudo isolado foi
aumentada em relacdo aos grupos agudo controle (P <0,007) e ERR controle (P <0,008) (Figura
16). Além disso, os valores da FC durante o periodo de recuperacdo foram menores no ERR

controle em relagdo aos grupos agudo controle (P <0,02) e ERR isolado (P <0,01) (Figura 16).
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Figura 16 - Influéncia do isolamento social na habituacao das respostas cardiovasculares ao

estresse de restri¢ao.

(A, B, C) Curvas temporais da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda
(A temperatura da cauda) no grupo controle animais na 1* sessdo (controle agudo, circulos brancos, n = 9) 10*
sessdao (ERR controle, circulos pretos, n = 9) de restri¢do, bem como em animais submetidos a isolamento social
na 1? sessdo (agudo isolado, circulos cinza escuro, n = 9) e 10* sessdo (ERR isolado, circulos cinza claro, n = 9)
de estresse de restri¢do. Area sombreada indica o periodo de restri¢do. Os circulos representam a média e as barras
o EPM. # P <0,05 versus o grupo agudo controle, ANOVA trifatorial seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.
(D, E, F) Média AMAP, AFC e A temperatura caudal ao longo do periodo de estresse e recuperagdo em grupos
agudo controle (barras brancas, n = 10), ERR controle (barras pretas, n = 9), agudo isolado (barras cinza escuro, n
= 10) e ERR isolado (barras cinza claro, n = 10). As barras representam a média = EPM. * P <0,05, ANOVA
trifatorial seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. Sessdo aguda e todos os ensaios de restricdo no protocolo
RRS duraram 60 min.
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5.3.3 Influéncia do treinamento fisico em esteira na habituacdo das respostas

cardiovasculares ao estresse de restricdo

Os resultados da velocidade maxima de corrida (km/h) nos testes maximo de
esfor¢o sdo apresentados na Figura 17. A comparacdo dos valores obtidos em sedentarios e
treinados antes do inicio do protocolo de ERR (dados das semanas 0, 2, 4 e 6) indicou efeito do
treinamento (F (1,30) =24, P <0,0001) e tempo (F 3,90 =5, P <0,003), bem como interagdo entre
treinamento e tempo (F 3.90)= 32, P <0,0001). A andlise post-hoc revelou que o treinamento
aumentou a velocidade de corrida na esteira nas semanas 2 (P <0,007), 4 (P <0,0001) ¢ 6 (P
<0,0001). A andlise da velocidade maxima de corrida apds o ERR (ou seja, na semana 8)
indicou efeito do treinamento (F (128) = 158, P <0,0001), mas sem influéncia do ERR (F (1,28) =
3, P> 0,05) e interacdo entre treinamento ¢ ERR (F (1,28y= 0, P> 0,05). A andlise post-hoc
revelou que o treinamento aumentou de maneira similar a velocidade de corrida na esteira nos

grupos controle (P <0,0001) e ERR (P <0,0001) treinados (Figura 17).
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Figura 17 - Velocidade méxima de corrida (km/h) em testes maximos de exercicio em esteira.

(A) Desempenho na esteira dos ratos sedentarios e treinados nas semanas 0, 2, 4 e 6 do protocolo de treinamento
em esteira ergométrica (ou seja, antes do inicio do protocolo de ERR). Os circulos representam a média e as barras
o EPM. * P <0,05 versus grupo sedentario, ANOVA bifatorial seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. (B)
Desempenho na esteira ap6s o término do ERR em animais sedentarios e treinados. As barras representam a média
+ EPM. # P <0,05 versus respectivo grupo sedentario, ANOVA bifatorial seguido pelo teste post-hoc de
Bonferroni.
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A analise dos valores basais de PAM e FC ndo indicou efeito do ERR (PAM: F (128)
=0,07, P> 0,05; FC: F (128)= 1,7, P> 0,05) ou treinamento (PAM: F (1,28) = 2,4, P> 0,05, FC: F
a,28) = 1,0, P> 0,05), ou interagdo entre os fatores (PAM: F (128) = 2,8, P> 0,05; FC: F (1,28) =
0,9, P> 0,05) (Tabela 3). A analise dos valores basais da temperatura cutanea da cauda indicou
um efeito do treinamento (F (1,28) = 4,5, P <0,04) e interagdo entre treinamento € ERR (F (128) =
5,4, P <0,02), mas sem efeito do ERR (F 1,28y = 0,05, P> 0,05) (Tabela 3). A analise post-hoc
ndo revelou diferencas especificas entre os grupos experimentais nos valores basais da
temperatura cutanea da cauda (P> 0,05) (Tabela 3).

A analise das curvas de temporais da resposta de PAM indicou efeito do
treinamento (F 128y =4,2, P <0,05) e tempo (F (65,1820) = 30, P <0,0001), e interag¢@o entre tempo
e treinamento (F (65,1820) = 1,3, P <0,03); mas sem efeito do ERR (F 128y = 1,0, P> 0,05) e
interacdes entre tempo € ERR (65,1820 = 0,9, P> 0,05) ¢ ERR e treinamento (F (128)= 0,9 , P>
0,05) (Figura 18). A anélise das curvas temporais da resposta de FC indicou efeito do tempo (F
65,18200= 21, P <0,0001), mas sem efeito do ERR (F (1,28) = 2,9, P> 0,05) e do treinamento (F
az8) = 1,1, P> 0,05) e interagdes entre tempo € RRS (F (65,18200 = 0,9, P> 0,05), tempo e
treinamento (F (65,1820) = 1,2, P> 0,05) e treinamento e ERR (F (128) = 1,8, P> 0,05) (Figura 18).
A analise das curvas temporais da resposta de temperatura cutdnea da cauda indicou efeito do
treinamento (F (128) = 5,2, P <0,03) e tempo (F (13364) = 20, P <0,0001), bem como interagdes
entre tempo € ERR (F (13364)= 4,6, P <0,0001) e tempo e treinamento (F (13 364) = 4,4, P <0,0001)
(Figura 18). A analise nao indicou efeito do ERR (F (128) = 3,2, P> 0,05) e interagdo entre
treinamento € ERR (F (1,28)=0,2, P> 0,05). A analise post-hoc nao revelou diferenga especifica
entre os grupos experimentais nas curvas temporais de qualquer parametro analisado (P> 0,05)
(Figura 18).

A andlise da média da resposta de PAM ao longo do periodo de restricdo e
recuperagdo indicou efeito do treinamento (F (128) = 4,3, P <0,04) e tempo (F 128y = 72, P
<0,0001); mas sem efeito do ERR (F (128) = 1,1, P> 0,05) e interagdes entre tempo ¢ ERR (F
a,28)= 0,5, P> 0,05), tempo e treinamento (F (128)= 2,7 , P> 0,05) e ERR e treinamento (F (1,23)
= 0,9, P> 0,05) (Figura 18). A analise da média da resposta da FC ao longo do periodo de
restri¢ao e recuperagao indicou efeito do tempo (F (1,28)= 18, P <0,0003) e ERR (F (128) = 3,2,
P <0,05); mas sem efeito do treinamento (F (1,28) = 2,1, P> 0,05) e interagdes entre tempo e ERR
(F 1,28y = 1,0, P> 0,05), tempo e treinamento (F 128y = 0,2 , P> 0,05) ¢ ERR e treinamento (F
1,28 = 2,4, P> 0,05) (Figura 18). A analise post-hoc revelou que os valores de FC durante o
periodo de recuperacao do grupo ERR sedentario foram menores quando comparados com o

grupo agudo sedentario (P <0,05). A analise da média da resposta da temperatura cutanea ao
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longo do periodo de restri¢do e recuperagdo indicou efeito do treinamento (F (1,28)= 5, P <0,03)
e interagdes entre tempo e ERR (F (1,28) = 11, P <0,002 ) e tempo e treinamento (F (1,28) =7, P
<0,01), mas sem efeito do ERR (F (128) = 3,2, P> 0,05) e tempo (F (1,28) = 2,8, P> 0,05) ¢
interacao entre ERR e treinamento (F (128) = 0,2, P> 0,05) (Figura 18). A analise post-hoc nao
revelou diferenca especifica entre os grupos experimentais nos valores de temperatura cutanea

(P> 0,05) (Figura 18).
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Figura 18 -Influéncia do treinamento fisico em esteira na habitua¢do das respostas

cardiovasculares ao estresse de restrigao.
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(A, B, C) Curvas temporais da pressdo arterial média (A -PAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da
cauda (A temperatura da cauda) em animais sedentarios na 1* sessdo (Agudo sedentario, circulos brancos, n=8) e
10* sessdo (ERR sedentario, circulos pretos, n = 8) de restricdo, bem como em ratos treinados em esteira na 1?
sessdo (Agudo treinado, circulos cinza escuro, n = 8) e 10 sessdo (ERR treinado, circulos cinza claro, n = 8) de
estresse de restri¢io. Area sombreada indica o periodo de restrigio. Os circulos representam a média e as barras o
EPM. ANOVA de trés vias. (D, E, F) Média APAM, AFC e A temperatura da cauda ao longo do periodo de
restri¢do e recuperagdo nos grupos agudo sedentario (Barras brancas, n = 8), ERR sedentario (Barras pretas, n =
8), agudo treinado (Barras cinza escuro, n = 8) ¢ ERR treinado (Barras cinza claro, n = 8). As barras representam
a média + SEM. * P <0,05 versus grupo agudo sedentario dentro do mesmo periodo, ANOVA trifaforial seguido
do teste post-hoc de Bonferroni. Sessdo aguda de restricdo e todos os ensaios no protocolo de ERR duraram 60

min.
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5.4 Bloco 3: influéncia do sexo, da idade e da linhagem na habituacdo das

respostas cardiovasculares ao estresse de restricio em féemeas

5.4.1 Influéncia do sexo na habituacdo das respostas cardiovasculares ao

estresse de restricdo em femeas

A avali¢do do ciclo estral das fémeas indicou que todas se encontravam na fase

metaestro do ciclo estral (Figura 19).

Conroe

7

-~

200 pm 200 pm
— —

Figura 19 - Figura representativa da fase do ciclo estral das ratas.

A fase metaestro consiste na mesma propor¢do de leucocitos, células epiteliais cornificadas e nucleadas. (L)
leucocitos (E) Células epiteliais. ERR-Estresse repetido restrigao.
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As andlises dos pardmetros basais de PAM nao indicou efeito do sexo (P>0,05) ou do
ERR (P>0,05) (Tabela 4). A analise dos valores basais de FC e temperatura cutanea da cauda
nao indicou efeito do ERR nos machos (P>0,05) e fémeas (P>0,05), mas sugeriu valores
maiores nas fémeas dos grupos agudo (FC: P<0,04; temperatura: P<0,004) e ERR (FC: P<0,01;

temperatura: P<0,004), em relacdo aos respectivos grupos machos (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros basais de pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e

temperatura cutanea da cauda (T).

PAM (mmHg) FC (bpm) T O N
Machos
Agudo 104+1,3 347+4 28,05+0,6 9
ERR 108+1,3 368+16 28,5+0,5 9
Fémeas
Agudo 107+2,1 387+3 * 30,7+0,5 * 9
ERR 110+2,4 392416 * 31,04+0,4 * 10
Sexo F(], 33) = 1,62 F(]Y 33) =10,21 F(]y 33) = 0,70
P>0,05 P<0,05 P>0,05
ERR F(]y 33) = 3, 78 F(]Y 33) :],61 F(]y 33) = 27. 72
P>0,05 P>0,05 P<0,05
Interacao F([) 33 = 0,009 F (1, 33) =0,70 F(]) 33 = 0,008
P>0,05 P>0,05 P>0,05

* P<0,05 vs respectivo grupo macho, ANOV A bifatorial seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. ERR — estresse
de restri¢do repetido.

A andlise das curvas temporais de PAM indicou efeito do tempo (Fss,2210) = 66,06, P
<0,001), sexo (F (134) = 6,52, P< 0,02) e interagdes entre tempo e sexo (F (65,2210 = 1,71, P
<0,001) e tempo e estresse (F (65,2210 = 2,07, P <0,001); mas sem efeito do estresse (F (1,34) =
0,06, P> 0,05) e interagdes entre sexo e estresse (F (134) = 0,009, P> 0,05) e tempo x sexo x
estresse (F 65,2100 = 0,39, P> 0,05). A analise post hoc nao revelou diferencas especificas entre
0s grupos experimentais para os valores de PAM (P>0,05) (Figura 20).

A andlise das curvas temporais de FC indicou efeito do tempo (Fs2210) = 33,55, P
<0,001), estresse (F (134)= 6,31, P<0,02) e interacdes entre tempo e sexo (F (6522100 = 2,75, P
<0,01) e tempo e estresse (F (6522100 = 4,53, P <0,001); mas sem efeito do sexo (F (134) = 2,69,

P> 0,05) e interacdes sexo x estresse (F (134 = 0,18, P> 0,05) e tempo x sexo x estresse (F
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65,2210) = 0,73, P> 0,05). A andlise post hoc ndo revelou diferenca especifica entre os grupos
experimentais (P>0,05) (Figura 20).

A andlise das curvas de temporais de temperatura cutanea da cauda indicou efeito do
tempo (F4,476) = 29,77, P <0,0001) e sexo (F (134)= 5,13, P<0,03); mas sem efeito do estresse
(F (134) = 4,04, P>0,05) e interagdes sexo x estresse (F (134) = 0,40, P> 0,05), tempo x sexo (F
(4476) = 1,43, P> 0,05), tempo x estresse (F (14.476) = 1,20, P> 0,05) e tempo x sexo x estresse (F
a4476) = 1,09, P> 0,05). A andlise post hoc nao revelou diferenga especifica entre os grupos
experimentais (P>0,05) (Figura 20).

A andlise da média da resposta de PAM ao longo do periodo de restri¢do e recuperagado
indicou efeito do tempo (F (134) = 16,32, P <0,001) e sexo (F (1,34)= 8,11, P< 0,006); mas sem
efeito do estresse (F (134) = 0,00056, P> 0,05) e interagdes sexo x estresse (F (134 = 0,13, P>
0,05), tempo x sexo (F (1,34 = 0,91, P> 0,05), tempo x estresse (F (1,34 = 2,50, P> 0,05) e tempo
x sexo x estresse (F (1,34 = 0,36, P> 0,05). A anélise post hoc nao revelou diferenca especifica
entre os grupos experimentais (P>0,05) (Figura 20).

A andlise da média da resposta de FC ao longo do periodo de restrigdo e recuperagao
indicou efeito do tempo (F (1,34)= 39,10, P <0,001), estresse (F (134)= 6,43, P<0,02) e interagao
tempo x estresse (F (1,34) = 8,60, P< 0,006); mas sem efeito do sexo (F (134) = 2,72, P> 0,05) e
interagdes sexo x estresse (F (134) = 0,19, P> 0,05), tempo x sexo (F (134) = 1,42, P> 0,05) e
tempo x sexo x estresse (F (1,34)= 0,77, P> 0,05). A andlise post hoc revelou valores menores
de FC durante o periodo de recuperacao nos grupos ERR macho (P=0,045) e fémea (P=0,041)
(Figura 20).

A andlise da média da resposta de temperatura cutdnea da cauda ao longo do periodo de
restri¢do e recuperagdo indicou efeito do tempo (F (1,34) = 13,06, P <0,001), estresse (F (1,34) =
4,96, P< 0,04) e sexo (F (134) = 6,24, P< 0,02); mas sem interagdes sexo x estresse (F (134) =
0,49, P>0,05), tempo x sexo (F (1,34)= 0,065, P> 0,05), tempo x estresse (F (1,34)= 0,05, P> 0,05)
e tempo x idade x estresse (F (1,34 = 0,12, P> 0,05). A andlise post hoc revelou que durante o
periodo de estresse o grupo fémeas ERR teve maior queda da temperatura cutanea da cauda em

relacdo ao grupo fémea agudo (P=0,049) (Figura 20).
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Figura 20 - Influéncia do sexo na habituagdo das respostas cardiovasculares ao estresse de

restrigao.

(A, B, C) Curvas temporais da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda
(A temperatura da cauda). Os simbolos representam a média e as barras o EPM. ANOVA trifatorial. (D, E, F)
Média APAM, AFC e A temperatura da cauda ao longo do periodo de restricdo e recuperagdo nos grupos agudo
(Barras brancas), ERR (Barras pretas). As barras representam a média = SEM. * P <0,05 versus respectivo grupo
agudo, # P <0,05 versus respectivo grupo adulto ANOVA trifatorial. Sessdo aguda de restri¢do e todos os ensaios
no protocolo ERR duraram 60 min.
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5.4.2 Influéncia da idade na habituacdo das respostas cardiovasculares ao

estresse de restricdo

A anélise dos parametros basais de PAM nao indicou efeito do ERR em nenhuma das idades

(P>0,05), porém os animais adolescentes dos grupos agudo (P<0,04) ¢ ERR (P<0,03)

apresentaram valores menores em relacao aos respectivos grupos adultos (Tabela 5). A analise

dos valores basais de FC também nao indicou efeito do ERR em nenhuma das idades (P>0,05),

porém os animais adolescentes dos grupos agudo (P<0,0001) e ERR (P<0,0002) apresentaram

valores maiores em relacdo aos respectivos grupos adultos (Tabela 5). A andlise dos valores

basais de temperatura cutanea da cauda ndo indicou efeito do ERR em nenhuma das idades

(P>0,05), porém os animais do grupo idoso ERR apresentaram valores maiores em relagdo ao

respectivo grupo adulto (P<0,02) (Tabela 5).

Tabela 5— Parametros basais de pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e

temperatura cutanea da cauda (T).

PAM (mmHg) FC (bpm) T O N

Adultos
Agudo 106+0,96 353+7 28,05+0,6 9
ERR 108+1,3 359+8 28,5+0,5 9
Adolescentes
Agudo 98,5+1,8* 39643 * 28,3+0,5 10
ERR 100+1,7 * 40745 * 30,3+0,5 10
Idosos
Agudo 101£1,9 323+10 30,8+0,9 7
ERR 104+3,1 342412 31,6+0,7 * 7
Idade F(zy 46) = ]0,]4 F(g, 46) :45,56 F(g, 46) = ]0,37

P<0,05 P<0,0001 P<0,05
ERR F49=22 F (1,46 =3,82 F49=45

P>0,05 P>0,05 P<0,05
Inleragdo F (2, 46) = 0,05 F (2, 46) =0,33 F (2, 46) = 0,89

P>0,05 P>0,05 P>0,05

* P<0,05 vs respectivo adulto. ANOVA bifatorial seguido de teste post-hoc de Bonferroni. ERR — estresse de

restri¢do repetido.
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A andlise das curvas temporais de PAM indicou efeito do tempo (F6s,2990) = 36,80, P
<0,0001) e da idade (F (2,46) = 7,4, P< 0,04) e interagdo entre tempo e idade (F (130,2990) = 1,94,
P <0,001); mas sem efeito do estresse (F (1,46) = 0,4, P> 0,05) e interacdes idade x estresse (F
.46)= 1,56, P> 0,05), tempo x estresse (F (652990) = 1,12, P> 0,05) e tempo x idade x estresse (F
130,2990) = 0,98, P> 0,05). A analise post hoc ndo revelou diferencas especificas entre os grupos
experimentais (P>0,05) (Figura 21).

A anélise das curvas temporais de FC indicou efeito do tempo (Fs5,2900) = 41,20, P
<0,0001) e do estresse (F (1,46) = 9,15, P<0,01) e interagdes tempo x idade (F (130,2090) = 3,61, P
<0,001), tempo x estresse (F (65,2990 = 2,40, P <0,001), tempo x idade x estresse (F (130,2990) =
5,01, P <0,001). Entretanto, a analise ndo indicou efeito da idade (F (246) = 1,69, P> 0,05) e
interacdo idade x estresse (F (2,46) = 0,36, P> 0,05). A analise post hoc ndo revelou diferenca
especifica entre os grupos experimentais (P>0,05) (Figura 21).

A andlise das curvas temporais de temperatura cutdnea da cauda indicou efeito do tempo
(F13,508)= 17,95, P <0,0001), estresse (F (1,46) = 5,64, P<0,03) e idade (F (2,46)= 10,47, P<0,001)
e interagdes entre tempo x idade (F (26,508) = 4,05, P <0,001), tempo x idade x estresse (F (26,598)
= 1,85, P <0,01). Entretanto, a analise nao indicou interacdes idade x estresse (F (2,46) = 0,32,
P> 0,05) e tempo x estresse (F (13,508)= 1,39, P> 0,05). A andlise post hoc ndo revelou diferengas
especificas entre os grupos experimentais (P>0,05) (Figura 21).

A andlise da média da resposta de PAM ao longo do periodo de restri¢do e recuperagdo
indicou efeito do tempo (F (1,46) = 34,21, P <0,001) e idade (F (2,46) = 7,29, P< 0,002); mas sem
efeito do estresse (F (1,46) = 0,43, P> 0,05) e interagdes idade x estresse (F ,46)= 1,61, P> 0,05),
tempo x idade (F (246) = 0,12, P> 0,05), tempo x estresse (F (2,46) = 0,36, P> 0,05) e tempo x
idade x estresse (F (2,46) = 0,36, P> 0,05). A andlise post hoc revelou valores menores de PAM
no periodo de restricdo (P=0,027) e recuperagao (P=0,029) dos animais idosos agudos em
relagdo ao respectivo grupo adulto (Figura 21).

A andlise da média da resposta de FC ao longo do periodo de restri¢cao e recuperagdo
indicou efeito do tempo (F (1,.46) = 43,33, P <0,001) e estresse (F (146) = 9,38, P< 0,004) e
interacao tempo x idade x estresse (F (2,46) = 11,38, P<0,001); mas sem efeito da idade (F (2,46)
= 1,65, P> 0,05) e interagdes idade x estresse (F 2,46) = 0,32, P> 0,05), tempo x idade (F (2,46) =
1,78, P> 0,05) e tempo x estresse (F (1,46) = 0,83, P> 0,05). A andlise post hoc revelou que o
grupo adolescente ERR apresentou valores de FC menores durante a restricdo em relagdo ao
grupo adolescente agudo (P=0,002). Além disso, durante o periodo da restricdo a analise

indicou que os ratos adultos ERR (P=0,044) e idosos ERR (P=0,049) apresentaram valores
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menores em relagdo aos respectivos grupos agudo, ao passo que os animais adolescentes agudo
apresentaram valores menores em relagdo ao grupo adulto agudo (P=0,033) (Figura 21).

A analise da média da resposta de temperatura cutanea da cauda ao longo do periodo de
restri¢ao e recuperacao indicou efeito do tempo (F (1.46) = 19,83, P <0,001), estresse (F (1,46) =
5,78, P< 0,02) e idade (F (246) = 11,01, P< 0,01) e interacdo tempo x idade (F ,46) = 7,75, P<
0,01); mas sem interacdes idade x estresse (F (2.46) = 0,24, P> 0,05), tempo x estresse (F (1,46)
= 0,13, P> 0,05) e tempo x idade x estresse (F (2,46) = 2,20, P> 0,05). A analise post hoc nao

revelou diferencas especificas entre os grupos experimentais (P>0,05) (Figura 21).
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Figura 21 - Influéncia da idade do animal na habituacdo das respostas cardiovasculares ao

estresse de restri¢ao em ratos.
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(A, B, C) Curvas temporais da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda
(A temperatura da cauda). Os simbolos representam a média e as barras o EPM. ANOVA trifatorial. (D, E, F)
Média APAM, AFC e A temperatura da cauda ao longo do periodo de restricdo e recuperagdo nos grupos agudo
(Barras brancas), ERR (Barras pretas). As barras representam a média = SEM. * P <0,05 versus respectivo grupo
agudo, # P <0,05 versus respectivo grupo adulto ANOVA trifatorial. Sessdo aguda de restri¢do e todos os ensaios

no protocolo ERR duraram 60 min.
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5.4.3 Influéncia da linhagem na habituacdo das respostas cardiovasculares ao

estresse de restricdo

As andlises dos valores basais de PAM, FC e temperatura cutdnea da cauda
indicaram efeito da linhagem (PAM: F (358) = 83,9, P<0,0001; FC: F 358y = 14,84, P< 0,0001;
Temperatura: F 3,58y = 30,72, P< 0,0001), mas sem efeito do ERR (PAM: F (1,58 = 0,05, P>
0,05; FC: F 1,58 = 0,08, P> 0,05; temperatura: F (1,53y = 0,29, P> 0,05) e interagdao entre os
fatores (PAM: F ,58) = 0,9, P> 0,05; FC: F 358y = 0,67, P> 0,05; Temperatura: F (353 = 0,24,
P> 0,05). A analise post-hoc revelou que os animais SHR (agudo: P<0,0001; ERR: P<0,0001)
e Long-Evans (agudo: P<0,006; ERR: P<0,003) dos grupos agudo e ERR apresentaram valores
maiores de PAM em relacao aos respectivos grupos Wistar (Figura 22). A anélise post-hoc dos
valores de FC revelou que os animais Long-Evans (agudo: P< 0,003; ERR: P< 0,001) dos
grupos agudo e ERR apresentaram valores maiores em relacdo aos respectivos grupos Wistar
(Figura 22). A andlise post-hoc dos valores basais de temperatura cutanea da cauda também
indicou que os animais Long-Evans (agudo: P< 0,0001; ERR: P< 0,0002) e SHR (agudo: P<
0,0009; ERR: P< 0,02) dos grupos agudo e ERR apresentaram valores maiores em relacdo aos

respectivos grupos Wistar (Figura 22).
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Figura 22 -Valores basais de pressao arterial media (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutanea da cauda em diferentes linhagens de ratos.

(A) valores basais de PAM, (B) valores basais de FC e (C) valores basais de temperatura cutanea da cauda grupos
agudo (Barras brancas), ERR (Barras pretas), As barras representam a média + SEM. * P <0,05 versus respectivo
grupo Wistar. ANOV A bifatorial seguido do teste post-hoc de Bonferoni.
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A andlise das curvas temporais da resposta de PAM indicou efeito do tempo (Fs53770) =
59,05, P <0,0001), linhagem (F 3,58y = 3,98, P< 0,01) e intera¢des entre tempo x linhagem (F
1953770) = 2,14, P <0,001), tempo x estresse (F (¢653770) = 2,57, P <0,01) e tempo x linhagem x
estresse (F (19537700 = 1,62, P<0,01). Entretanto, a analise ndo indicou efeito do estresse (F (1,53)
= 0,14, P> 0,05) e interagdo linhagem x estresse (F 3,58y = 1,59, P> 0,05). A analise post hoc
ndo revelou diferencas especificas entre os grupos experimentais (P>0,05) (Figura 23).

A andlise das curvas temporais da resposta de FC indicou efeito do tempo (Fs5,3770) =
53,41, P <0,0001), linhagem (F (3,58) = 4,49, P< 0,01) e interacdes entre tempo x linhagem (F
(195,3770) = 7,62, P <0,001), tempo x estresse (F (¢5,3770) = 1,69, P <0,01) e tempo x linhagem x
estresse (F (19537700 = 1,83, P< 0,01); mas sem efeito do estresse (F (1,58 = 2,06, P> 0,05) e
interacdo linhagem x estresse (F 3,58)= 1,45, P> 0,05). A andlise post hoc nao revelou diferengas
especificas entre os grupos experimentais (P>0,05) (Figura 23).

A andlise das curvas temporais da resposta de temperatura cutinea indicou efeito do
tempo (Faag12) = 53,02, P <0,0001), linhagem (F (3,58) = 8,92, P< 0,01) e interagdo tempo X
linhagem (F 42,812) = 3,65, P <0,001); mas, sem efeito do estresse (F (1,58y = 0,03, P> 0,05) e
interacdes linhagem x estresse (F 3,58y = 0,69, P> 0,05), tempo x estresse (F (14.812) = 0,73, P
>0,05), tempo x linhagem x estresse (F 42,812) = 1,07, P>0,05). A anélise post hoc ndo revelou
diferengas especificas entre os grupos experimentais (P>0,05) (Figura 23).

A andlise da média da resposta de PAM ao longo do periodo de restri¢do e recuperagdo
indicou efeito do tempo (F (1,58) = 63,33, P <0,001), linhagem (F 3,58y = 3,83, P< 0,02) e
interacdes tempo x estresse (F (1,58) = 6,02, P <0,02) e tempo x linhagem x estresse (F 3,58 =
3,10, P <0,04); mas sem efeito do estresse (F (1,58y = 0,10, P> 0,05) e interag¢des linhagem x
estresse (F 3,580 = 1,68, P> 0,05) e tempo x linhagem (F (3,58 = 0,29, P> 0,05). A andlise post
hoc nao revelou diferenga especifica entre os grupos experimentais (P>0,05) (Figura 23).

A andlise da média da resposta de FC ao longo do periodo de restri¢dao e recuperagao
indicou efeito do tempo (F (1,58) = 86,16, P <0,0001), linhagem (F (358) = 4,40, P< 0,008) e
interacdo tempo x linhagem (F 3,58y = 7,30, P< 0,001); mas sem efeito do estresse (F (1,58) =
2,14, P> 0,05) e interagdes linhagem x estresse (F 3,58y = 1,47, P> 0,05), tempo x estresse (F
1,58 = 3,24, P> 0,05) e tempo x linhagem x estresse (F 3,58y = 2,02, P> 0,05). A analise post hoc
revelou que os ratos Long-Evans ERR apresentaram valores menores de FC em relagdo ao
respectivo grupo Wistar (P=0,018) (Figura 23). Durante o periodo de recuperagdo, os ratos
Wistar ERR (P=0,049) e Holtzman ERR (P=0,023) apresentaram valores menores quando

comparados aos seus respectivos grupos agudo, ao passo que os animais Long-Evans agudo
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(P=0,032) e SHR agudo (P=0,023) apresentaram valores menores em relagdo ao grupo Wistar
agudo (Figura 23).

A analise da média da resposta de temperatura cutanea da cauda ao longo do periodo de
restri¢ao e recuperacao indicou efeito do tempo (F (1,58)= 95,64, P <0,00001) e linhagem (F 3 ss)
= 8,87, P<0,001) e interagao tempo x linhagem (F 3,58) = 5,84, P< 0,0001); mas sem efeito do
estresse (F (1,58) = 0,004, P >0,05) e interagdes linhagem x estresse (F 3,58y = 0,67, P> 0,05),
tempo x estresse (F (1,58) = 0,0082, P> 0,05) e tempo x linhagem x estresse (F 3,58y = 0,99, P>
0,05). A andlise post hoc revelou que o grupo Long-Evans agudo teve maior redugdo da
temperatura da cutanea da cauda durante o periodo de estresse (P=0,025), que se manteve no

periodo de recuperacdo (P=0,021) (Figura 23).
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Figura 23 - Influéncia da linhagem do animal na habituacdo das respostas cardiovasculares ao

estresse de restricao em ratos.

(A, B, C) Curvas temporais da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da cauda
(A temperatura da cauda). Os simbolos representam a média e as barras o EPM. ANOVA trifatorial. (D, E, F)
M¢édia APAM, AFC e A temperatura da cauda ao longo do periodo de restrigdo e recuperag@o nos grupos agudo
(Barras brancas), ERR (Barras pretas). As barras representam a média + SEM. * P <0,05 versus respectivo grupo
agudo, # P <0,05 versus respectivo grupo Wistar ANOVA trifatorial. Sessdo aguda de restri¢do e todos os ensaios

no protocolo ERR duraram 60 min.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo suportam a nossa hipotese inicial de que as
respostas cardiovasculares habituam durante a exposicao repetida ao estresse de restricao. A
habituacdo das respostas cardiovasculares durante a exposicao repetida ao estresse de restricao
foi principalmente identificada como um retorno mais rdpido da FC aos valores basais durante
o periodo pds-estresse.

A avaliacdo da habituacdo da resposta de aumento da corticosterona sérica indicou
diminuic¢do da resposta na 10* sessdo de 60 minutos de restricdo. A reducdo na resposta foi
observada tanto durante a sessdo de restricdo quanto no periodo de recuperagcdo. A grande
maioria das informagdes sobre o processo de habituagdo durante a exposicao repetida ao mesmo
estressor (ou seja, estressor homotipico) foi obtida a partir de estudos que avaliaram a ativagao
simpatica adrenal e do eixo HPA (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009; MCCARTY, 2016;
RABASA et al., 2015). Em relacdo a este ultimo, a habitua¢do foi consistentemente
documentada em animais durante a exposicao a diversos estressores, incluindo o estresse de
restricdo (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009). Tal como observado no presente estudo, a
habituacdo da resposta de corticosterona ao estresse de restri¢ao € observada como uma redugao
da resposta durante a sessao de restri¢ao, que por sua vez resulta em menores valores durante o
periodo de recuperagdo (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009). Esse padrao de habituagdo ¢
diferente daqueles identificados no presente estudo para as respostas cardiovasculares. De fato,
nos identificamos no presente estudo que a habituagdo das respostas cardiovasculares ao
estresse foi observada principalmente em termos de um retorno mais rapido da FC aos valores
basais durante o periodo pds-estresse. No entanto, os valores de FC durante a 10* sessdo foram
semelhantes aos observados durante a sessao aguda de restrigdo. Além disso, o aumento da
PAM e a queda da temperatura da cauda ndo demonstraram nenhum sinal de habituagao. Em
conjunto, os dados da corticosterona sérica e as respostas cardiovasculares ao estresse de
restricdo indicam que o processo habituagdo € especifico para os diferentes sistemas
fisiologicos, nao constituindo uma resposta generalizada do corpo. De acordo, alguns autores
propuseram que outros sistemas fisioldégicos que ndao o eixo HPA, incluindo o sistema
cardiovascular, sio menos sensiveis ao processo de habituacao. (RABASA et al., 2015). Uma
explicagdo para a menor habituacdo das respostas cardiovasculares pode ser o impacto
dramaético que uma resposta insuficiente pode provocar na homeostase dos 6rgaos. De qualquer

forma, mais estudos sdo necessarios para avaliar sistematicamente as diferencas na habituagdo
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das respostas neuroenddcrinas versus cardiovasculares durante a exposi¢do a estressores
homotipicos.

Diminuicao da expressao de c-fos ap0Os a exposicao repetida ao estresse de restricao
tem sido relatada em regides encefélicas responsivas ao estresse e atuantes na geracdo das
respostas cardiovasculares durante situagdes aversivas (CHEN; HERBERT, 1995; LACHUER
etal., 1994; STAMP; HERBERT, 1999). Esses achados indicam que a habituacao das respostas
cardiovasculares evocadas pelo estresse de restricdo pode ser, a0 menos em parte, devido a
diminuig¢ao da ativacao do circuito central de controle do sistema nervoso autdénomo. Contudo,
expressdo c-fos sustentada apds a exposicao repetida ao estresse de restricao foi relatada em
outras estruturas, como o septo lateral, a area pré-optica lateral, o hipotalamo lateral e o locus
coeruleus (CHEN; HERBERT, 1995; LACHUER et al., 1994; STAMP; HERBERT, 1999).
Nesse sentido, a habituagdo pode também estar relacionada a ativagdo sustentada de estruturas
encefélicas que desempenham papel inibitorio nas respostas cardiovasculares ao estresse. De
fato, foi documentado que o hipotalamo lateral e a area pré-optica lateral desempenham papel
inibitorio no controle das respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse (DEOLINDO et
al.,, 2013; DUARTE et al., 2017). De qualquer maneira, mais estudos sdo necessarios para
abordar as vias centrais relacionadas com a habituacdo das respostas cardiovasculares ao
estresse.

Como abordado na Introducdo, a adaptacdo ao estresse cronico ¢ amplamente
determinada pelo processo de habituagdo, que limita o impacto do estresse a longo prazo,
diminuindo assim as implicagdes deletérias para a sobrevivéncia e o bem-estar (GRISSOM;
BHATNAGAR, 2009; HERMAN, 2013; MCCARTY, 2016). Nesse sentido, as evidéncias
obtidas no presente estudo indicam que a habituacdo das respostas cardiovasculares ao estresse
constitui resposta adaptativa importante, constituindo um componente proeminente de
enfrentamento do estresse. No entanto, evidéncias anteriores de habituacao das respostas
cardiovasculares ao estresse sdo inconsistentes na literatura (CRESTANI, 2016).
Especificamente em relacdo as respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse de restri¢ao,
alguns estudos relataram habituagdo (BECHTOLD et al., 2009; CHEN; HERBERT, 1995),
enquanto outros acharam que as respostas cardiovasculares nao se habituam apos a exposi¢ao
repetida a esse estressor (CONTI et al., 2001; DAUBERT et al., 2012; MCDOUGALL et al.,
2000; STAMP; HERBERT, 1999). Estas ultimas descobertas suportaram proposi¢des de que
as respostas cardiovasculares podem ndo habituar (RABASA et al., 2015). No entanto, um
importante ponto a notar ¢ que as evidéncias de habituacdo no presente estudo foram

identificadas principalmente como uma diminui¢cdo dos valores no periodo pds-restricdo (ou
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seja, periodo de recuperacdo). A identificacdo da habituagdo principalmente como retorno mais
rapido aos valores basais durante o periodo pos-estresse também foi relatada em estudos que
avaliaram a resposta do eixo HPA (RABASA et al., 2015). E importante ressaltar que alguns
estudos que avaliaram as respostas cardiovasculares apos a exposicdo repetida estimulos
aversivos nao incluiram a andlise durante o periodo pos-estresse (BECHTOLD et al., 2009;
CHEN; HERBERT, 1995; CONTI et al., 2001; STAMP; HERBERT, 1999). Isso pode, ao
menos em parte, explicar a inconsisténcia na literatura. Claramente, a recuperacdo de
parametros cardiovasculares em relacao aos valores basais deve ser analisada em conjunto com
as mudancas durante a exposicdo ao estresse, especialmente em estudos avaliando o processo

de habituacao.

6.1 Bloco 1: influéncia da duragio, volume e frequéncia do estimulo estressor na

habituacio das respostas cardiovasculares

Com relacao a influéncia da duragdo, volume e frequéncia das sessdes de estresse de
restricdo, nds observamos retorno mais rapido da FC aos valores basais durante o periodo pos-
estresse da 10* sessdo em ratos submetidos a sessoes diarias de 60 ou 120 min, mas nao 30 min,
de estresse de restri¢ao. No entanto, o retorno mais rapido da FC aos valores basais durante o
periodo pos-estresse observado na 10* sessdo em ratos expostos a sessdes diarias de 60 min nao
foi identificado na 5* e 20? sessdes. Com relacdo a frequéncia de apresentacdo das sessoes de
estresse de restricdo, a taquicardia durante a 10* sessdo de restri¢gdo foi aumentada em ratos
submetidos a 60 min de restricdo apresentado em dias alternados, ao passo que redugao dessa
resposta foi observada no grupo de 5 dias + 72 h. Sessdes de 30 minutos de restri¢ao
apresentadas duas vezes ao dia e o protocolo de trés sessdes didrias de 60 min seguidas de um
dia de repouso ndo afetaram as respostas cardiovasculares causadas pelo estresse de restricao
na 10* sessdo. Nenhuma evidéncia de habituagdo foi identificada para a resposta de
vasoconstricao cutanea.

Em artigo classico de Thompson & Spencer em 1966, revisado posteriormente por
Rankin e colaboradores 2009 (RANKIN et al., 2009; THOMPSON; SPENCER, 1966), foi
proposto uma lista de caracteristicas que parecem ser comuns ao processo de habituagao de
varias respostas em todos os organismos estudados. Embora algumas dessas regras nao foram
demonstradas experimentalmente (RABASA et al., 2015), as defini¢des e critérios propostos

forneceram um quadro tedrico para a avaliacdo do processo de habituagdo das respostas
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fisiolégicas e comportamentais ao estresse cronico (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009;
MCCARTY, 2016). Uma suposi¢ao importante nos critérios ¢ que a manipulacdo de variaveis
relacionadas ao estimulo aversivo pode modificar a magnitude ou a velocidade de
desenvolvimento da habituacdo (RANKIN et al., 2009; THOMPSON; SPENCER, 1966). Essas
variaveis manipulaveis podem ser o nimero ou a frequéncia das sessdes de estresse, bem como
a intensidade do estimulo (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009; RANKIN et al., 2009;
THOMPSON; SPENCER, 1966). A influéncia destas variaveis sobre a habituagao das respostas
do eixo HPA e do sistema simpatico adrenal ao estresse tem sido amplamente discutida na
literatura (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009; MCCARTY, 2016; RABASA et al., 2015). No
entanto, até onde sabemos, o presente estudo ¢ o primeiro a avaliar de maneira sistematica a
influéncia de varidveis como duragdo, frequéncia e niumero de sessdes aversivas sobre a
habituacao das respostas cardiovasculares.

Estudos que avaliaram as respostas de ativacdo do eixo HPA (DE BOER et al., 1990;
MA; LIGHTMAN, 1998; ZHANG et al., 2014) e catecolaminas plasmaticas (DE BOER et al.,
1990) forneceram evidéncias de que a diminui¢ao da resposta estd positivamente relacionada
com a frequéncia de exposicdo ao estimulo estressor. Estes resultados suportam o critério de
habituagdo que propde que quanto maior a frequéncia de estimulagdo, mais rapida e/ou mais
pronunciada € a habituacdo (RANKIN et al., 2009; THOMPSON; SPENCER, 1966). Nossos
resultados também sdo consistentes com esse critério. Por exemplo, os valores reduzidos de FC
observados em ratos sujeitos a sessOes diarias de 60 minutos de restricdo nao foram
identificadas em protocolos em que a frequéncia de exposi¢do ao estresse de restricao foi
reduzida (por exemplo, a cada dois dias) ou quando dias de descanso foram incluidos entre as
exposigoes didrias (por exemplo, 3 dias + 48h). A auséncia de habituacdo em ratos submetidos
a 30 minutos de restri¢ao apresentado duas vezes ao dia pode ndo ser consistente com o critério.
Entretanto, no protocolo que avaliamos a influéncia da duragdo da sessdo didria também nao
identificamos habituagdo com 10 sessdes didrias de 30 min de estresse por restri¢do. E
interessante notar que mesmo aumentando a frequéncia (duas vezes ao dia) ndo identificamos
habitua¢ao em ratos submetidos a 30 min de sessoes de estresse de restricao. Como discutido
abaixo, uma possibilidade ¢ que 30 minutos de restri¢ao pode ser um estimulo curto, precisando
de mais sessoes para o desenvolvimento do processo de habituacdo (RABASA et al., 2015).

Tem sido proposto que estressores como o estresse de restricdo podem precisar de mais
dias para alcangar a maxima habituagao quando comparado com estressores mais severos, Como
o estresse de imobilizagdo (RABASA et al., 2015). Ma e Lightman (1998) foram os primeiros

que relataram redugdo progressiva da resposta de ativagdo do eixo HPA em funcdo do nimero
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de experiéncias anteriores com o estresse de restrigdo (MA; LIGHTMAN, 1998). No entanto,
como os diferentes protocolos foram realizados com frequéncias diferentes, ndo ¢ possivel
isolar a influéncia do nimero de sessdes. No entanto, outros estudos indicaram uma progressiva
resposta de habituagdo do eixo HPA com o nimero de exposi¢des ao estresse de imobilizacao
ou de restrigao (MARQUEZ; NADAL; ARMARIO, 2004; RABASA et al., 2015). No presente
estudo, investigamos a possivel influéncia do numero de exposi¢des (volume) ao estresse de
restri¢ao (5, 10 ou 20 dias), mas sem alterar a frequéncia e duracao das sessdes de estresse (ou
seja, 60 min/dia). Os resultados relatados no presente estudo sdo em grande parte consistente
com os achados obtidos em estudos que avaliaram a resposta do eixo HPA descritos acima,
uma vez que valores de FC diminuidos durante o periodo de recuperagdo foram identificados
em ratos submetidos a 10 sessdes, mas ndo a cinco sessoes de restricao. Contudo, nenhuma
alteracao foi identificada em ratos submetidos a 20 sessoes didrias de estresse de restri¢cao. Este
ultimo achado foi surpreendente, ja que uma habituagdo progressiva era esperada aumentando
o volume do estressor cronico. Alguns autores tem proposto que a habituacdo pode atingir um
“efeito teto” com exposi¢oes repetidas (RABASA et al., 2015). Além disso, os critérios de
habituacdo incluem a proposicdo de recuperagdo espontanea quando a exposicao as sessoes de
estresse ¢ interrompida (RANKIN et al., 2009; THOMPSON; SPENCER, 1966). Entretanto,
até onde sabemos, os resultados reportados aqui sdo os primeiros a indicar uma recuperagao da
habituacdo durante a exposicdo a um protocolo de estresse cronico. Mais estudos sdo
necessarios para esclarecer os fatores ¢ mecanismos relacionados com esta recuperagao
espontanea.

A duracdo das sessoOes diarias de estresse foi proposta como um fator critico que afeta
o processo de habituacdo (RABASA et al., 2015). Este fator ndo foi considerado nos critérios
definidos por Thompson & Spencer (1966) e revisado por Rankin et al (2009), mas resultados
mais recentes indicaram que a habituagdo estd positivamente relacionada com a duracdo das
sessOes didrias de estresse (RABASA et al, 2015). Por exemplo, foi identificada uma
diminui¢ao maior da resposta de ACTH em ratos expostos a 3 horas de estresse de imobiliza¢ao
em relagdo aqueles submetidos a sessdes de 1 hora do mesmo estressor (RABASA et al., 2015).
Os resultados relatados no presente estudo estdo em consonancia com essas descobertas. De
fato, observamos que sessoes diarias de 30 minutos ndo provocaram qualquer mudanga nas
respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse de restricdo. No entanto, sessoes didrias de
60 minutos diminuiram valores de FC no periodo pos-restricao da 10° sessdo, enquanto sessoes

diarias de 120 minutos diminuiram os valores de pressao arterial e FC durante a recuperagao da
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10° sessdo. Assim, conforme relatado para a resposta do eixo HPA, a habituacdo das respostas
cardiovasculares ¢ fortemente dependente da duragdo das sessdes didrias de estresse.

A diminui¢do progressiva das respostas fisiologicos e comportamentais durante a
exposicao repetida ao mesmo estressor foi proposta como um processo dependente de
aprendizado (MCCARTY, 2016; RABASA et al., 2015). Assim, a influéncia de fatores como
duracdo, frequéncia e nimero de sessoes podem ser explicados pelo processo de aprendizagem
relacionado a habituagdo. Neste sentido, a habituagdo necessitard de mais tempo para uma
completa consolidagdo se a duragao de cada sessao de estresse for muito curta (RABASA et al.,
2015). Assim, no caso da auséncia de habituacdo em ratos submetidos a sessdes de 30 minutos
de estresse de restricdo € possivel que mesmo aumentando a frequéncia das sessdes (duas vezes
por dia versus diariamente) mais sessOes de estresse sao necessarias para a consolidacdo da
memoria nessa situagdo. Por outro lado, os maiores sinais de habituacao em ratos expostos a
sessoes diarias de 120 minutos estdo possivelmente relacionados a uma facilitagdo do processo
de aprendizagem. Tem sido demonstrado que os principais mediadores liberados no estresse,
como catecolaminas e glicocorticoides, aumentam a aquisi¢cao e a consolidacdo de memorias
(QUAEDFLIEG; SCHWABE, 2018). Assim, maior contato com os mediadores liberados
durante o estresse pode explicar a facilitacdo na habituacdo observada com aumento da
frequéncia de exposi¢do a situacdes aversivas. Qualquer aprendizado ¢ possivelmente um
processo continuo, o que pode explicar a progressiva habitua¢do com o nimero de sessdes. A
falta de habituacdo identificada em ratos submetidos a 20 dias de estresse de restricdo pode
estar relacionado ao comprometimento da memoria evocada pelo estresse (QUAEDFLIEG;
SCHWABE, 2018). Assim, ¢ possivel que a evocagdo de memorias consolidadas durante as
fases iniciais do estresse cronico seja prejudicada posteriormente por protocolos longos de
estresse, proporcionando assim uma recuperagao espontanea da habituagdo. No entanto, como
dito acima, os presentes achados sdo os primeiros a indicar uma recuperagao espontanea da
habituagdo durante um protocolo de estresse cronico. Mais estudos sdo necessarios para
investigar se esse efeito se estende a outros sistemas fisioldgicos, bem como para explorar os

mecanismos envolvidos.
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6.2 Bloco 2: influéncia da exposicao a outros estressores e do treinamento fisico
em esteira na habituacio das respostas cardiovasculares ao estresse de

restricao

Os resultados relatados no presente estudo fornecem a primeira evidéncia de que a
exposicdo a outros estressores cronicos prejudica o desenvolvimento da habituacdo das
respostas fisioldgicas a estressores homotipicos. De fato, identificamos que a habituacao das
respostas cardiovasculares identificadas na 10 sessdo de 60 minutos de estresse de restri¢ao foi
caracterizada principalmente como um retorno mais rapido da FC aos valores basais durante o
periodo pos-estresse. A habituacdo da resposta da FC foi completamente inibida em animais
que foram previamente expostos a protocolo de ECV ou simultaneamente expostos ao estresse
de isolamento social durante o ERR. O treinamento fisico em esteira também inibiu a
habituacdo da taquicardia ao estresse de restri¢do. Além disso, o ECV aumentou a resposta de
PAM em animais submetidos ao ERR, enquanto o isolamento social aumentou tanto a
taquicardia durante uma sessao aguda de restricdo quanto a queda da temperatura da cauda em
ratos submetidos ao ERR.

Um dos critérios definidos por Thompson & Spencer (1966) e revisado por Rankin e
colaboradores (2009) (caracteristica 8) propde que “a apresenta¢do de outro estimulo
(geralmente forte) resulta na recuperagdo da resposta habituada (desabituagdo)” (RANKIN
et al., 2009; THOMPSON; SPENCER, 1966). Embora este critério ndo tenha sido investigado
experimentalmente, mesmo em termos de resposta do sistema simpatico adrenal e do eixo HPA
(MCCARTY, 2016), essa desabituacdo propde que uma resposta anteriormente habituada
deveria apresentar pelo menos os niveis basais de resposta durante a exposi¢do a um novo
estimulo. Em outras palavras, a habituacao ndo ¢ uma resposta generalizada a todos os estimulos
aversivos, de modo que uma determinada resposta habituada a um estimulo especifico (por
exemplo, restricdo) deve ser apresentada como normal durante a exposi¢ao a um outro estressor.
Nesse sentido, embora a proposta do presente estudo tenha sido estudar a interacdo de um
estressor homotipico que promove habituagdo com outros estimulos estressores, a hipdtese
testada no presente estudo ¢ diferente dos critérios propostos por Thompson e Spencer (1966),
uma vez que investigamos o impacto da exposicao a outros estressores cronicos na aquisicao
da habituagdo, e ndao na “desabituacdo” de uma resposta habitual. Assim, até onde sabemos, o
presente estudo fornece a primeira evidéncia de que a exposi¢do a outros estimulos aversivos

pode afetar o processo de habituacio.
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O ECV ¢ um estresse cronico que ndo promove habituagdo, e que tem sido demonstrado
causar alteragdes na atividade e resposta do eixo HPA, comportamentos do tipo ansiolitico e
depressivo e disfungdes autonomas e cardiovasculares (ALMEIDA et al., 2015; DUARTE et
al., 2015; GRIPPO; JOHNSON, 2009; WILLNER, 2005, 2017). Além disso, foi relatado que
esse estressor cronico aumenta as respostas fisiologicas a estressores novos (isto ¢, diferentes
daqueles apresentados durante o protocolo) (CRESTANI, 2016; HERMAN, 2013). Nesse
sentido, estudos anteriores identificaram aumento das respostas de pressdo arterial ¢ FC ao
estresse por jato de ar (isto €, novo estressor) em ratos previamente expostos ao protocolo ECV
(GRIPPO et al., 2006; GRIPPO; MOFFITT; JOHNSON, 2002). Nossos resultados de aumento
da resposta de PAM durante o estresse restricdo no grupo ECV + agudo estdo de acordo com
esses achados anteriores. Além disso, a resposta aumentada de PAM observada no grupo
ECV+ERR fornece evidéncias adicionais de que o impacto do ECV ¢ observado mesmo apds
a exposicao repetida ao novo estressor. Os resultados reportados aqui também fornecem novas
evidéncias de que o ECV prejudica o processo de habituacdo das respostas cardiovasculares.
Nossos resultados constituem a primeira evidéncia de que o ECV afeta o desenvolvimento da
habituacdo durante a exposigdo repetida a um mesmo estressor.

A interacdo com membros da mesma espécie € um fator social muito importante,
que pode afetar as fungdes fisiologicas e a responsividade ao estresse. Nesse sentido, estudos
em humanos e em animais demonstraram que a ruptura dos lagos sociais e a percep¢ao de
isolamento (solidao) estao associados a um aumento da morbidade e mortalidade cardiovascular
(CRUZ etal., 2016; ROZANSKI; BLUMENTHAL; KAPLAN, 1999; STEPTOE; KIVIMAKI,
2012). Nesse sentido, similarmente ao ECV, o isolamento social potencializou as respostas
cardiovasculares evocadas pelo estresse de restrigdo, como evidenciado pelo aumento da
taquicardia e queda da temperatura cutdnea da cauda no grupo agudo isolado. Até onde
sabemos, o presente estudo ¢ o primeiro a investigar o impacto do isolamento social nas
respostas cardiovasculares a um estressor novo. Apesar da evidéncia de habituacao da resposta
do eixo HPA durante o isolamento social cronico (HODGES; MCCORMICK, 2015;
MCCORMICK et al., 2007), um estudo que avaliou a resposta do eixo HPA identificou que 16
sessoes diarias seguidas de 1h de isolamento social aumentou a resposta de corticosterona
evocada pelo estresse de restricdo em ratas, mas ndo em ratos (MCCORMICK et al., 2005).
Além disso, o aumento de corticosterona causada pelo estresse de restricdo foi facilitado em
ratas adultas submetidas ao isolamento social durante a adolescéncia, enquanto a resposta foi
diminuida em animais machos adultos. (WEINTRAUB; SINGARAVELU; BHATNAGAR,

2010). Apesar das diferencas no protocolo de isolamento social, bem como algumas evidéncias
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de que o isolamento social durante a adolescéncia aumentou a resposta do eixo HPA a outros
estressores (por exemplo, nado forcado e sobressalto) (MATHEWS et al., 2008; WEISS et al.,
2004), os resultados descritos acima indicam que as respostas do eixo HPA e cardiovasculares
evocadas pela restricdo sdo diferentemente afetadas pelo isolamento social. Nos também
identificamos no presente estudo que o isolamento social prejudicou a habituagdo da resposta
de FC durante a exposi¢ao repetida ao estresse de restricdo. Nosso achado contrasta com
evidéncias anteriores de que o isolamento social pos-desmame ndo afetou a habituagdo da
reatividade de sobressalto ao estresse acustico em diferentes linhagens de ratos (VARTY;
GEYER, 1998). Uma possivel influéncia do isolamento social na habituacdo das respostas
fisiologicas durante a exposicdo a estressores homotipicos nunca foi avaliada anteriormente.
Portanto, apesar da diferenca entre o protocolo de isolamento social e o estressor avaliado, as
evidéncias citadas acima juntamente com os resultados do presente estudo indicam que o
isolamento social afeta diferentemente a habituacdo das respostas comportamentais e
cardiovasculares ao estresse.

Embora o exercicio fisico gere respostas similares aquelas identificas durante
situacdes aversivas, como ativagao do eixo HPA e alteragdes cardiovasculares, uma distingao
com estresse emocional foi proposta em termos de “estresse bom” (por exemplo, exercicio) e
“estresse ruim” (por exemplo, estresse emocional), com base nas alteragdes fisioldgicas e no
impacto na etiologia e desenvolvimento de patologias (HEIJNEN et al., 2016). Até onde
sabemos, o presente estudo ¢ o primeiro a investigar o efeito do treinamento fisico em esteira
nas respostas cardiovasculares ao estresse em roedores. No entanto, a auséncia de efeito do
treinamento nas alteragdes cardiovasculares evocadas pelo estresse restrigdo contrasta com
evidéncias anteriores de que a corrida voluntiria em roda diminuiu as respostas
cardiovasculares a uma sessdo aguda de campo aberto, troca de gaiola e estresse de restricdao
(MASINI et al., 2011; MORIMOTO et al., 2000). Além disso, a inibicdo da habituacdo da
resposta de taquicardia evocada pelo estresse de restricdo nos ratos treinados também contrasta
com evidéncias de que a corrida voluntdria em roda aumentou a habituacdo das respostas
cardiovasculares observadas apos a exposicao repetida ao estresse audiogénico (MASINI et al.,
2011). A auséncia de efeito nao estd relacionada a um protocolo de treinamento ineficiente,
uma vez que os animais treinados apresentaram melhor desempenho fisico na esteira (Figura
18). Nesse sentido, as discrepancias com estudos anteriores podem estar relacionadas a
diferencas no tipo de treinamento fisico e/ou estimulo aversivo. Em relagdo ao tipo de estressor,
evidéncias anteriores indicaram que o impacto do exercicio ¢ dependente do tipo de estresse

(CAMPEAU et al., 2010; DROSTE et al., 2003, 2006, 2007). De fato, estudos avaliando as
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respostas neuroendocrinas identificaram que a corrida espontdnea em roda reduziu as respostas
do eixo HPA a estressores de menor intensidade (CAMPEAU et al., 2010; DROSTE et al.,
2003, 2006, 2007), enquanto que esta resposta foi aumentada em estressores mais intensos,
incluindo o estresse de restrigdo (DROSTE et al., 2003, 2006). Juntamente com as evidéncias
relatadas aqui, esses resultados sugerem que as respostas cardiovasculares (sem efeito) e do
eixo HPA (reforgada) ao estresse de restricao sdo afetadas diferentemente pelo exercicio. Em
relagdo ao tipo de treinamento fisico, embora o treinamento em esteira possa ser potencialmente
mais estressante do que a corrida voluntaria em roda, esse possivel componente estressante
parece ndo explicar as discrepancias. De fato, como dito acima, estudos prévios identificaram
aumento da resposta de corticosterona ao estresse de restricdo em animais submetidos a corrida
voluntaria (DROSTE et al., 2003, 2006). Além disso, estudos anteriores relataram habituagao
de ratos aos procedimentos de treinamento fisico em esteira (WHITE-WELKLEY et al., 1995).
Portanto, novos estudos comparando diretamente diferentes protocolos de treinamento sdo
necessarios para avaliar a influéncia do tipo de treinamento fisico nas respostas
cardiovasculares ao estresse.

A sensibilizagdo de respostas fisiologicas ao estresse tem sido relatada
principalmente em termos de respostas aumentadas em animais cronicamente estressados
diante de um estressor novo (RABASA et al., 2015). Desse modo, as respostas cardiovasculares
aumentadas ao estresse de restricdo relatadas no presente estudo em animais submetidos ao
ECV e ao isolamento social estao de acordo com essas evidéncias anteriores. A sensibilizagao
foi descrita como subjacente a varios distirbios fisiologicos, neuroldgicos e psiquiatricos;
incluindo patologias cardiovasculares (RABASA et al., 2015; URSIN, 2014). De fato, estudos
documentaram que hiperresponsividade da pressdo arterial ao estresse esta associada a risco
aumentado de doengas cardiovasculares (JENNINGS et al., 2004; STEPTOE et al., 1996).
Portanto, o presente estudo fornece evidéncias adicionais de que a reatividade cardiovascular
aumentada para novos estressores pode ser um mecanismo proeminente relacionado a
disfungdes cardiovasculares relacionadas a exposi¢cdo cronica a eventos adversos. Em relacao
ao processo de habitua¢do, como exposto na introducao, propde-se que a adaptacao ao estresse
cronico seja amplamente determinada pelo processo de habituacdo, que limita o impacto do
estresse a longo prazo, diminuindo as implicagdes deletérias para a sobrevivéncia e o bem-estar.
(GRISSOM; BHATNAGAR, 2009; HERMAN, 2013; MCCARTY, 2016). Nesse sentido, os
resultados relatados no presente estudo fornecem novas evidéncias de que patologias
relacionadas ao estresse podem também ser consequéncia de um comprometimento do processo

de habituacdo a estressores homotipicos.
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6.3 Bloco 3: Influéncia do sexo, da linhagem e da idade na habituaciao das

respostas cardiovasculares ao estresse de restriciao

Os resultados fornecem evidéncias de habituacdo das respostas cardiovasculares ao
estresse de restricdo em ratos Wistar (grupo controle), sendo essa resposta principalmente
caracterizada por um retorno mais rapido da FC aos valores basais durante o periodo pos-
estresse nos animais expostos repetidamente ao estresse de restri¢ao (isto &, 10° sessdo).
Independentemente das diferengcas nos parametros cardiovasculares basais (valores pré-
estresse), o perfil de habituacdo identificado nos ratos Wistar foi similar nas fémeas Wistar, nos
ratos Wistar idosos e nos ratos Holtzman. A habituacdo nos animais ratos adolescentes Wistar
foi identificada em termos de resposta reduzida de FC durante o periodo de estresse da 10°
sessdo. Entretanto, nds nao identificamos sinais de habituacao nos ratos Long-Evans e SHR.
Além disso, a comparacao das respostas durante a sessdo aguda de restricao indicou um retorno
mais rapido da FC aos valores basais no periodo pds-estresse nos animais Long-Evans e SHR
adultos e nos ratos Wistar adolescentes, ao passo que os ratos Wistar idosos apresentaram
resposta de pressdo arterial reduzida durante os periodos de estresse e recuperagdo. A analise
da resposta de queda da temperatura cutdnea da cauda indicou respostas mais acentuada nas
fémeas ERR em relacdo ao grupo fémea agudo e nos ratos Long-Evans agudo em relac¢do aos
ratos Wistar agudo.

Com relacao a influéncia do sexo, nos nao identificamos diferengas na fase do ciclo
estral das ratas controle e submetidas ao ERR, o que indica que 10 dias de estresse de restrigao
ndo causou alteragdes no ciclo estral. Alguns estudo reportaram alteragdes do ciclo estral apos
a exposicdo a estressores cronicos, porém esses estressores foram mais intensos, € essas
alteragdes parecem ser mais evidentes com protocolos de estresse mais longos (>10 dias)
(GRONROOS; KAUPPILA, 1959). Foi observado reducao nos niveis do hormonio estradiol
apods 21 dias de estresse de restrigdo (GALEA et al., 1997), o que pode estar relacionado com
as alteracdes no ciclo estral .

A analise dos parametros cardiovasculares basais indicou que as ratas apresentaram
valores maiores de FC e temperatura cutanea cauda em relagdo aos animais machos. Os
dimorfismos sexuais nos pardmetros basais de FC sdo bem descritos na literatura (VIEIRA et
al., 2018; YANG et al., 2007), sendo observados em animais ¢ humanos (DART; DU;
KINGWELL, 2002; VIEIRA et al., 2018; YANG et al.,, 2007). Entretanto, noés nao
identificamos diferencas entre os machos e fémeas nas respostas cardiovasculares ao estresse

de restricdo. Estudos anteriores mostraram que as respostas de aumento na atividade simpatica,
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pressdo arterial e FC foram maiores em animais fémeas quando comparasdas com seus pares
machos (ANISHCHENKO et al., 2007, AZAR; SHARP; LAWSON, 2005; EIKELIS; VAN
DEN BUUSE, 2000). As razdes para a discrepancia com os achados obtidos em nosso estudo
nao estdo claros. Entretanto, cabe também destacar que em um estudo prévio do nosso grupo
nods observamos que o ECV aumentou a FC basal e a atividade simpatica cardiaca em machos,
mas sem afetar esses parametros nas fémeas; ao passo que o ERR aumentou a atividade
simpatica e a FC em ambos os sexos (VIEIRA et al., 2018). Desse modo, os dados disponiveis
ndo fornecem evidéncias conclusivas em termos de vulnerabilidade ou resiliéncia das fémeas
para os efeitos cardiovasculares do estresse. Isso nos mostra que mais estudos sao necessarios
para elucidar o dimorfismo sexual nas respostas cardiovasculares ao estresse cronico.

Assim como observado nos animais machos, nas fémeas identificamos que a
habituacdo das respostas cardiovasculares na 10" sessdo de 60 minutos de restricdo foi
caracterizada principalmente como um retorno mais rapido da FC aos valores basais durante o
periodo pés-estresse. Como discutido acima, a diminui¢do progressiva dos efeitos fisioldgicos
e respostas comportamentais durante a exposi¢ao repetida ao mesmo estressor ¢ proposto como
um processo dependente de aprendizado (MCCARTY, 2016; RABASA et al., 2015). Nesse
sentido, fémeas superaram os machos na aprendizagem de associar estimulos ao longo do tempo
(DALLA et al., 2009), assim indicando que as fémeas podem aprender e reconhecer melhor o
estimulo aversivo. Estudos anteriores reportaram que apesar das fémeas apresentarem valores
absolutos maiores de corticosterona no periodo basal e durante a exposicdo ao estresse
(OYOLA; HANDA, 2017), a habituagdo do eixo HPA durante a exposicao repetida ao estresse
de restrigdo em fémeas foi semelhante aos machos (BABB et al., 2014). Desse modo, em
conjunto com os resultados obtidos no presente estudo, os dados de habituacido do eixo HPA
indicam que apesar das diferencas na memoria, animais machos e fémeas parecem apresentar
mesmo perfil de habituacdo das respostas fisiologicas ao estresse de restrigao.

A resposta de temperatura da cauda foi facilitada nas ratas ERR em relacdo as ratas
do grupo controle. Uma possivel explicagdo para este resultado pode ser um aumento causado
pelo estresse na reatividade vascular a agentes vasoativos. Nesse sentido, em um estudo recente
do nosso grupo nds observamos que estressores cronicos, incluindo o ERR, causaram alteragdes
na reatividade vascular a agentes vasoativos em ratas (VIEIRA et al., 2018).

Com relagdo a influéncia das linhagens, do nosso conhecimento, o presente estudo ¢ o
primeiro a avaliar de maneira sistematica a influéncia das linhagens na habituagao das respostas
cardiovasculares durante a exposi¢ao a um estressor homotipico. A analise dos parametros

cardiovasculares basais revelou diferencas entre as linhagens na PAM, sendo que os animais
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Long-Evans e SHR apresentaram valores maiores em relagdo aos ratos Wistar. Os animais
SHR constituem modelo experimental para estudo da hipertensdo, no qual se tornam
espontaneamente hipertensos durante fases iniciais da vida (OKAMOTO; AOKI, 1963).
Entretanto, os animais Long-Evans nao sdo considerados animais hipertensos. Desse modo,
uma possivel explicacdo para os valores maiores de PAM seja a hiperresponsividade desses
animais. De fato, foi demonstrado valores maiores de corticosterona nos animais Long-Evans
quando comparado com a linhagem Wistar (TOHEI et al., 2003), e essa linhagem também
apresentou escores cumulativos de tlcera maiores que outras linhagens (Lewis, Wistar, SHR e
Sprague-Dawley) quando expostos a sessdes didrias de 2h de estresse de restricdo em dgua por
10 dias (REDEI et al.,, 1994). Desse modo, as manipulagdes experimentais podem ter
influenciado mais esses animais do que as demais linhagens, o que pode explicar os valores
maiores de PAM. Na FC as linhagens Long-Evans e Holzman apresentaram valores maiores.
As explicagdes para essas diferencas ndo estdo claras, mas comparando nossos dados com
aqueles de estudos anteriores que usaram as mesmas linhagens foi possivel observar que nossos
valores de FC entdo discretamente mais altos (BIANCHI et al., 2019; MELO et al., 2019;
SPERETTA et al.,, 2016). Entretanto, estudo futuros sdo necessarios para uma melhor
exploragdo dessas diferencas. De maneira interessante, o ERR ndo foi capaz de alterar os
paramentos basais avaliados. Esses dados estdo de acordo com dados prévios que nio
identificaram alteracdes em parametros basais de PAM e FC apds a exposi¢do a protocolos de
ERR (BENINI et al., 2019; MCDOUGALL et al., 2000).

Nos observamos retorno mais rapido da FC aos valores basais durante o periodo pos-
estresse da 10 sessdo de 60 minutos de estresse de restricdo em ratos Wistar e Holtzman, mas
ndo em ratos Long-Evans e SHR. Estudos anteriores demonstraram habituagdo da resposta do
eixo HPA ao estresse em animais SHR (KVETNANSKY et al., 1979). Entretanto, os nossos
achados estdo de acordo com dados de (MCDOUGALL et al., 2000) que nao identificaram
habituagdo das respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo em animais SHR. Do nosso
conhecimento, os dados reportados aqui sdo os primeiros a avaliar a habituagdo das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricio em ratos Long-Evans. Como discutido acima, a
adaptagdo ao estresse cronico ¢ amplamente determinada pelo processo de habituagao, que
limita o impacto a longo prazo do estresse, diminuindo as implicacdes deletérias para a
sobrevivéncia e bem-estar (GRISSOM; BHATNAGAR, 2009; HERMAN, 2013; MCCARTY,
2016). Desse modo, a evidéncia de comprometimento no processo de habitua¢ao nos animais
Long-Evans e SHR indica que essas linhagens podem ser mais suscetiveis aos efeitos deletérios

do estresse.
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Foi reportado previamente que animais Long-Evans e SHR apresentaram valores basais
e respostas ao estresse de corticosterona maiores em relagdo a ratos Wistar (TOHEI et al., 2003).
Como discutido acima, a diminui¢ao progressiva dos efeitos fisioldgicos e respostas
comportamentais apds exposi¢ao repetida ao mesmo estressor foi proposto como um processo
de aprendizado (MCCARTY, 2016; RABASA et al., 2015). Desse modo, considerando que
concentragdes elevadas de corticosterona podem comprometer o processo de aprendizado
(COBURN-LITVAK et al., 2003; MCLAY; FREEMAN; ZADINA, 1998), uma possibilidade
¢ que diferengas na atividade e responsividade do eixo HPA possam explicar a auséncia de
habituacdo das respostas cardiovascular nas linhagens SHR e Long-Evans. De qualquer modo,
estudos futuros sdo necessarios para explorar os mecanismos que explicam as diferencas nessas
linhagens em termos de habituagao das respostas cardiovasculares ao estresse.
Independentemente da exposi¢do cronicas ao estresse, os animais adolescentes
apresentaram valores basais aumentados de FC em relacdo aos ratos adultos e idosos. Esse
achado estd de acordo com estudos anteriores que identificaram valores basais aumentados de
FC em roedores adolescentes em relacdo aos seus pares adultos (CANESE et al., 2009;
DUARTE et al., 2015; RISTUCCIA; SPEAR, 2008). N6s também identificamos que o ERR
ndo alterou os valores basais de PAM e FC nos animais adolescentes, o que est4 de acordo com
dados anteriores do nosso grupo (DUARTE et al., 2015). Entretanto, a habituagdo das respostas
cardiovasculares avaliada na 10° sessdo de 60 minutos de estresse de restri¢ao foi identificada
como uma reducao da resposta taquicardica durante a sessao de restri¢ao, mas nao durante a
fase de recuperacgdo, um perfil diferente de habituacdo ao ERR em relagdo aquele identificado
nos animais adultos (isto ¢, reducdo da FC somente durante a fase de recuperagdo). Estudos
prévios identificaram que a resposta de corticosterona durante a exposi¢ao repetida ao estresse
de restricdo nao habitou-se na 12* nem 22* exposi¢dao a esse estimulo estressor em animais
adolescentes (BARHA et al., 2011). Desse modo, nossos achados corroboram com evidéncias
prévias de que o processo de habituagdo parece ocorrer de maneira diferente em animais adultos

versus adolescentes (BARHA et al, 2011).

As diferencas na habituacdo das respostas cardiovasculares nos animais
adolescentes e adultos podem estar relacionadas a diferencas ontologicas nos circuitos
encefalicos relacionados com as respostas fisiologicas ao estresse. Nesse sentido, foi reportado
que as exposicdo de animais adolescentes ao ERR reduziu os potenciais pos-sinapticos
excitatorios na regido pré-limbica do cortex pré-frontal medial (CPFM), um efeito que nao foi

observado em animais adultos NEGRON-OYARZO et al., 2014). Esse efeito é importante, ja
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que a reduc¢do dos potenciais excitatorios no CPFM pode levar a redugdo na ativagdo de outras
regides envolvidas com as respostas ao estresse, o que pode diminuir as respostas fisiologicas
e comportamentais ao estresse. De qualquer modo, estudo futuros sdo necessarios para explorar
0os mecanismos neurobiologicos relacionados com as diferencas observadas em animais
adolescentes e adultos no processo de habituacao.

Sabe-se que o envelhecimento ¢ um processo complexo que resulta em declinio
funcional e aumento da suscetibilidade a uma variedade de injarias nos multiplos sistemas do
organismo. O tecido cerebral e seu metabolismo representa um ponto critico, que pode culminar
em maior susceptibilidade a doengas neurodegenerativas (CAMANDOLA; MATTSON, 2017).
Declinio cognitivo relacionado a idade ¢ relacionado com mudangas neuroanatdmicas e
neurofuncionais (CAMANDOLA; MATTSON, 2017; THAL, 2004). Neste sentido, estudos
mostram reducao da responsividade ao estresse a uma sessao de restricdo em animais 1dosos
(BUECHEL et al., 2014), o que suporta os achados de resposta reduzida de aumento da PAM
durante a sessdo aguda de estresse nos animais idosos observado no presente estudo. Entretanto,
mesmo com as alteragdes caracteristicas do envelhecimento, nossos resultados evidenciaram
que os animais idosos demonstraram habituagdao similar em relagdo aos animais adultos das
respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo. Do nosso conhecimento, os achados
reportados aqui constituem a primeira evidéncia de habituagdo das respostas fisiologicas ao

estresse em animais 1dosos.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo fornece evidéncias de habituagdo das respostas cardiovasculares
apos exposicoes repetidas ao estresse de restri¢ao. Nossos resultados sugerem que a habituagao
¢ evidenciada principalmente durante o periodo pds-estresse, com retorno mais rapido da FC
aos valores basais. Notavelmente, a diminuicdo das respostas cardiovasculares durante o
estresse ¢ dependente da duragdo, frequéncia e nimero de exposigdes as sessoes aversivas.

Com relacdo a influéncia de outros estressores cronicos e do treinamento fisico,
nossos dados indicam que a exposicdo a outros estressores cronicos, como o ECV e o
isolamento social, bem como o treinamento fisico em esteira, inibem a habituagao das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricdao. Esses achados fornecem novas evidéncias de que as
patologias evocadas pelo estresse podem estar relacionadas a um comprometimento no
processo de habituagdo a estressores homotipicos.

Por fim, com relacdo a influéncia de caracteristicas individuais, apesar de diferengas
na responsividade cardiovascular durante a sessdo aguda, nossos dados nao indicam
dimorfismos sexuais no processo de habituacao das respostas cardiovasculares ao estresse de
restri¢do. Os ratos SHR e Long-Evans podem ser mais suscetiveis aos efeitos deletérios do
estresse em relacdo as outras linhagens avaliadas, ja4 que esses animais apresentaram
comprometimento no processo de habituacdo. A influéncia da idade foi somente evidenciada
como uma diferenga no perfil de habituag¢ao nos animais adolescentes, apresentando sinais mais
claros em relagao aos animais adultos e idosos. Esses achados sugerem que a adolescéncia pode

constituir fase ontogénica de melhor adaptagado a estressores homotipicos.
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