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RESUMO

Complicacbes metabdlicas e vasculares podem reseita aterosclerose, que
constitui um grave problema de saude publica, seesimonsavel por cerca da metade da
mortalidade relacionada a doencas cardiovascuteresundo ocidental. Portanto, estudar
os fatores de risco associados a esta patologiadaiental para que se possa estabelecer
diretrizes de tratamento e prevencéo de distudaodiovasculares. O estresse crénico e a
ingestao de dietas hipercaldricas tém sido recadbecomo fatores de risco para doencas
cardiovasculares e para a aterosclerose, por $eitssepotencialmente deletérios sobre o
sistema cardiovascular. O objetivo deste estudo aeliar, em ratos, os efeitos
aterogénicos do estresse cronico moderado e ingpreVi(ECMI), associado ou nédo a
ingestdo de dieta hipercaldrica, sobre a sensioiéidas catecolaminas em atrio direito e
aorta toracica, sobre a morfologia vascular e #&éntia de lipidios nas alteracdes
funcionais e morfolégicas observadas. Buscanddaavaes mecanismos relacionados aos
efeitos do estresse cronico, associado ou néo, omsumo de dieta hipercaldrica,
apresentamos nos capitulos 1 e 2, resultados utosst vitro. No capitulo 1, foi mostrado
gue o ECMI promove supersensibilidade a fenilefena aorta toracica isolada de ratos,
aumento da espessura do endotélio e da camada va&didar, dislipidemia aterogénica, e
elevado indice aterogénico, em relacdo ao gruptratensem alteracdo da sensibilidade
atrial a noradrenalina. Tais alteracdes parecean edacionadas a diminuicdo da sintese de
oxido nitrico endotelial e aumento das concentrscgéricas de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) em ratos submetidos ao ECMI. Noitalp 2 foi mostrado que, em
animais nao submetidos a estresse, a dieta hipgosapromoveu aumento da adiposidade
e das concentracdes séricas de LDL, sem alterag@esoncentracdes de colesterol total e
triglicerideos, e sem alteragdes funcionais ouuwstis na aorta toracica. O ECMI
promoveu supersensibilidade vascular a fenilefiaento da espessura do endotélio e da
camada meédia vascular e elevacdo da concentragéa dé LDL em ratos tratados com
dieta hipercaldrica e em animais tratados com dietdrole, em relacdo aos respectivos
grupos ndo submetidos a estresse. Além disso, ol EEdmoveu alteracbes contrarias
sobre a adiposidade nos grupos tratados com detérote e dieta hipercaldrica,
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diminuindo a adiposidade no primeiro grupo e elewaa no segundo, em relacdo aos

grupos tratados com a mesma dieta e ndo submetidssesse. Considerando que, apesar
de elevadas concentracdes de LDL, nédo houve desdancionais ou estruturais na aorta

toracica de ratos alimentados com dieta hipercapmao submetidos ao ECMI, e que,

embora tenha ocorrido maior elevacdo nas concéesade LDL em ratos estressados

tratados com dieta hipercaldrica, as alteracdesidoais e morfologicas observadas na

aorta toracica e as concentracdes de corticostetesta grupo nao diferiram em relacéo

aos animais estressados alimentados com dietaolon®s resultados apresentados nos
capitulos 1 e 2 indicam que o estresse cronicacpgretencializar os efeitos aterogénicos

das LDL.

Palavras-chave: Aorta, estresse, endotélio, alerose, lipoproteinas, 6xido nitrico, ratos.



ABSTRACT

Metabolic and vascular complications can result atherosclerosis, which
constitutes a great problem of public health, assed to approximately half of the deaths
related to the cardiovascular illnesses in the dmdial world. Therefore to the
establishment of guidelines for treatment and preere of cardiovascular diseases, it is
important to study risk factors associated to gathology. Chronic stress and hypercaloric
diet ingestion have been recognized as risk fadtorgardiovascular diseases because of
its potential deleterious effect on the cardiovémcaystem. The aim of this work was to
evaluate, in rats, the atherogenic effects of dbramild unpredictable stress (CMS)
associated or not to the ingestion of hypercaldigt on the sensitivity of right atria and
thoracic aorta to catecholamines, on the vascutaphology and the influence of lipids in

the possible functional and morphological vascuakerations. In order to evaluate the

hypercaloric diet, we present in the chapters 1 2ndesults ofin vitro studies. In the
chapter 1, it was shown that CMS promotes supeitsatysto phenylephrine in thoracic
aorta isolated from rats, increases the endothetinthtunica media thickness, atherogenic
dyslipidemia, and higher atherogenic index, in carrgon with the control group, without
alteration in the atrial sensitivity to noradrenali These alterations seem to be related to
the inhibition of endothelial nitric oxide produmti and to the increase in the seric levels of
low-density lipoprotein (LDL) in rats submitted tioe CMS. In chapter 2, it was shown that
in non-stressed-animals, hypercaloric diet promatedncrease in the adiposity and seric
levels of LDL, without alterations in the levelstotal cholesterol, triglicerides and without
functional or structural changes in the thoracictmoThe CMS promoted vascular
supersensitivity to phenylephrine, increased th@o#relium and tunica media thickness
and increased the seric levels of LDL in rats #datith hypercaloric diet and control diet,
in comparison with the groups that were not suladitio stress. Furthermore, the CMS
promoted contrary alterations on the adiposity he groups treated with control and
hypercaloric diet, decreasing the adiposity in firg one and increasing it in the second
group, in comparison with the respective groupsité@ with the same diet, but not

submitted to the CMS. Considering that in spitehafh levels of LDL, there were no



functional or morphological changes in the thoraeiorta from rats treated with
hypercaloric diet and not submitted to the CMS, #rad despite the biggest rise in the LDL
levels in stressed rats treated with hypercaloiet, dhere was no difference between this
group and stressed rats treated with control diethe functional and morphological
changes observed in the thoracic aorta as welhéncorticosterone levels, the results
presented in the chapter 1 and 2, indicate thabnetirstress seems to increase the

atherogenic effects of the LDL.

Keywords: aorta, stress, endothelium, atherosdkgeriygoproteins, nitric oxide, rats.
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INTRODUCAO

O estresse da vida moderna, o sedentarismo e arnonde dietas hipercaldricas
tém importante papel no desenvolvimento de disfes¢dnetabdlicas, distarbios
alimentares (Dallman et al., 2003), doencas casadicmares e sindrome metabolica
(Dandona et al., 2005). Quanto a sindrome metahd&ia € responsavel por altos indices
de morbidade e mortalidade de pacientes que anpod@a modo que deva ser vista, hoje,
como uma das principais metas do ponto de visggpéetico em termos de prevencéo de
distarbios cardiovasculares (Lopes, 2004). Nestéds® inumeros estudos sobre os fatores
desencadeantes e 0s mecanismos envolvidos no satgirdas alteracbes metabdlicas e
cardiovasculares envolvidos na sindrome metabf®icasido realizados. E o estresse da
vida moderna, por seu importante papel no deseimehto de disfungcdes metabdlicas,
desordens emocionais, distirbios alimentares e cdsertardiovasculares, tem sido
relacionado a ocorréncia desta sindrome (Raikkeheth, 1994; Epelket al.,1999), que é
caracterizada pela presenca de pelo menos trésdate risco em um individuo, tais como:
resisténcia a insulina, obesidade abdominal, islipia aterogénica (elevados niveis de
triglicerideos, aumento da fracdo de lipoproteidasbaixa densidade e baixos niveis de
lipoproteinas de alta densidade), estados pro-oticob e pro-ateroscleroticos (ATP lil, 2001),
bem como hipertensdo arterial (Rosmond, 2005),etiabtipo 1l (Grundyet al., 2004) e
microalbumindria (Lopes, 2004).

Com relacéo aos efeitos vasculares do estressgoaigdo cronica ou repetida a
estimulos estressores pode resultar em aterosci@iaek, 2002). Em aproximadamente 40%
dos casos, nos quais nao sao identificados oab@e$ causais conhecidos, o estresse parece ser
0 Unico fator de risco para o seu desenvolvimdrtor(et al., 1993; Matthewset al., 1998;
Rozansket al.,1999; Ross,1999; Black & Garbutt, 2002). A atdayese é uma lesdo complexa
da parede vascular, que afeta, essencialmentemadaaintima da artéria (Duque, 1998).
Acredita-se que a primeira leséo estrutural n@géeese seja a “estria gordurosa”, que consiste
no acumulo, sob o endotélio, de células de égslereslesterol (células espumosas), cercadas de
depdsitos de lipidios. Estas células espumosasaderde macréfagos subendoteliais, que
ingerem avidamente lipoproteinas, em grande ppdproteinas de baixa densidade oxidadas

(Schoen, 2005). As estrias gordurosas ndo prodaftenacao na circulagdo sanguinea, mas



localizam-se nos mesmos sitios em que mais taldeaizardo as placas ateromatosas (Duque,
1998). Ha evidéncias de que a aterosclerose reulipocessos inflamatdrios crénicos e que a
maioria dos hormonios do estresse (catecolamir@ticasterdides, renina, horménio de
crescimento e glucagon) podem induzir a fase adadasposta inflamatodria, que € similar a
resposta do organismo frente a invasdes de mienmsrgos ou traumas substanciais (Black,
2003).

O desenvolvimento da sindrome metabdlica € fawdwepela associacdo entre a
ingestdo abusiva de dietas hipercaloricas, o swd@nbd e o0 estresse da vida moderna,
propiciando o surgimento de alteragdes relacionanlasetabolismo de carboidratos e lipideos e
disfuncbes cardiovasculares (Branddial., 2005). Neste contexto, a associagcdo entre esses
fatores tem despertado o interesse de pesquisataretentativa de se entender as
complexas relacdes entre o desenvolvimento de deerardiovasculares e alteracbes do
metabolismo lipidico (Pecoraret al., 2004; Dallmanet al., 2003; Cuevas & Germain,
2004).

Para ampliar informacdes obtidas de estudos em rmsnaliferentes modelos
animais tém sido utilizados, tais como coelhos glet al., 2003), ratos Sprague-Dawley
(Pecorarcet al., 2004; Yanget al.,2007), camundongos (Kumaat al., 2003) e macacos
Rhesus espontaneamente obesos (Bastkah, 1993). E diferentes tipos de protocolos para
inducéo de estresse em animais de laboratorio e#tfioniveis, tais como imobilizagéo
(Kurihara & Marcondes, 2002), natacdo (Taretcal., 2002) e aplicacdo de choques nas
patas (Vanderlegt al.,1996).

Com relagdo ao estudo dos efeitos do estressecor@m animais, ratos de
laboratério podem adaptar-se a aplicacdo repetdastimulos estressores, todavia, esta
adaptacdo ndo ocorre quando os animais sdo subsetad modelo de estresse crbnico
moderado e imprevisivel (ECMI), que consiste naosigdio repetida a diferentes estimulos
(Moreauet al.,1993; Moreau 1997). A auséncia de adaptacao &iosubss estressores foi
confirmada pela elevagcdo mantida dos niveis sérgoprolactina e corticosterona em
resposta ao ECMI (Rodriguez, 1988). Além disso,GME induziu aumento de pressao
arterial e frequéncia cardiaca em ratos (Grigipal.,2002).

Com relagcdo aos efeitos do estresse sobre o sistardiovascular, foi



demonstrado que a acdo dos glicocorticéides, \iapteres para mineralocorticéides,
favorece a ocorréncia de hipertensdo (Lloyd-miaal., 1999). E foi também evidenciado
que alteracdes de sensibilidade do tecido cardéac@mscular as catecolaminas estdo
relacionadas ao aumento na secrecdo de glicoddegde variagdes nos niveis de
esterdides sexuais, induzidos pelo estresse (Spedal., 1988; Nouraniet al, 1992;
Santoset al.,2003). Neste sentido, foi descrita a ocorrénciaudisensibilidade aos efeitos
das catecolaminas no marcapasso cardiaco (Marcehdées1996; Vanderleet al., 1996)
e na aorta toracica (Mous al., 2003) isolados de ratos submetidos a estresstdepe
supersensibilidade aos efeitos cronotropicos dadnenalina (Tannet al., 2002), apés
estresse agudo por sessdo Unica de natacdo. Tamc@aks na resposta a estimulagéo
adrenérgica sdo decorrentes de alteragcdo no numersubtipo de adrenoceptores, na
liberacdo ou metabolizacdo das catecolaminas, ou ds&orrentes de mudancas no
acoplamento entre o receptor adrenérgico e o sistknsegundos-mensageiros.

Com base nas consideracdes apresentadas e comdadeeaque 0 estresse cronico
e dietas hipercaldricas constituem fatores de rg@ o0 desenvolvimento de sindrome
metabolica e de doencas cardiovasculares e qua@nmepresentam importante ferramenta
experimental, complementar aos estudos em humaassa proposta foi estudar, em ratos,
os efeitos do ECMI, associado ou ndo a ingestdodidea hipercaldrica, sobre o
metabolismo de lipideos, a sensibilidade cardiavascas catecolaminas vitro e a

morfologia da aorta toracica.



CAPITULO 1

Effects of chronic stress on thoracic aorta and rilgt atria isolated from rats. Neves
VJ, Moura MJCS, Tamascia ML, Ferreira R, Costa R, Montemor PL, Romai
EAON, Bernardes CF, Novaes PD, Marcondes FK.

Neste capitulo sdo apresentados dados referergesfeitos do estresse cronico
moderado e imprevisivel sobre o cronotropismo eaddia fungcéo e estrutura vasculares e

o0 metabolismo lipidico, em ratos.

Este artigo refere-se a dados parciais obtidosresepte estudo e foi submetido
para publicacdo no periddicdtress em 29/01/2008, conforme comprovante apresentado

Nos anexos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effectshabnic mild unpredictable
stress (CMS) on the sensitivity of right atria ahdracic aorta of rats to catecholamines,
morphology of thoracic aorta and lipids profile. [IRl&prague-Dawley rats were submitted
to CMS, which consisted of the application of diffiet stressors (7 days per week/3
weeks). The animals were sacrificed 15 days aftess. Although CMS did not change the
chronotropic response to norepinephrine in rightaatCMS induced supersensitivity to
phenylephrine in endothelium-intact thoracic aortigys without changes in aortic rings
without endothelium, or incubated with nitric oxidgnthesis inhibitor. Rats submitted to
CMS also presented hypertrophy of the endothelimoh tanica media of thoracic aorta,
higher seric levels of triglycerides, total choést, very low-density lipoprotein
cholesterol and low-density lipoprotein cholesteaold an increased atherogenic index,
without changes in high-density lipoprotein chatest levels, when compared with control
animals. These data suggest that CMS seems todanalwsiological and morphological
changes that may contribute to the developmentt@rasclerosis by mechanisms related

to deficiency in nitric oxide production and dystipmia.

KEYWORDS: aorta, stress, endothelium, atherosclerosis, lgiems, nitric oxide, rats.

INTRODUCTION

During the stress reaction, the sympathetic nervaysdem and hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA) are stimulated accogdito the quality, intensity and
frequency of the stressor, as well as host agejagesnd previous experiences (Tanno et
al., 2002). This activation results in high levefghe stress hormones, glucocorticoids and
catecholamines, which promote metabolic, cardioviasc and adaptive behavioral
responses. Although the stimulation of adrenergceptors by noradrenaline and
adrenaline in blood vessels and cardiac muscleelsted to adaptive responses, some
negative effects may also be observed if adrenesgmaulation is maintained during
chronic stress. In this context, the occurrencéygfertension in laboratory rats has been

reported (Bernatova and Csizmadiova, 2006) andr@ghkerosis in mice (Kumari et al,



2003).

Therefore, changes in tissue sensitivity to catlechimes may play an important
role during stress. It has been observed that awiteming stress promoted subsensitivity
to phenylephrine (PE) in thoracic aorta from madésin vitro (Moura et al., 2003).
Moreover, acute immobilization stress induced sobis®ity to norepinephrine (NE) and
isoprenaline in the right atria isolated from mies (Capaz and De Moraes, 1988). On the
other hand, acute swimming stress induced supetiségso noradrenaline in right atria
isolated from female rats in proestrus, withoutndes during the other phases of the
reproductive cycle (Tanno et al., 2002). Moreow#ronic stress induced by restraint and
tail shocks has been associated with the developuofelesions in the aortic intima of
Sprague-Dawley rats (Gordon et al., 1981). Althostgess could be related to deleterious
effects on the cardiovascular system, events sonedfter the end of stress, these effects
have not been well studied in rats submitted toGNMS protocol, which is a chronic stress
model validated in the literature that does nobwvalladaptation of rats submitted to the
repeated application of stressor stimuli.

Since the majority of the above-mentioned functi@mal structural changes in the
heart or aorta of rodents submitted to stress earelated to changes in the metabolism of
catecholamines (Tanno et al., 2002), dyslipiderBian@ley et al., 1993; Kamgang et al.,
2005) and dysfunction of endothelial NO product{@unha et al., 2005; Bernatova and
Csizmadiova, 2006), the aim of the present study twaanalyze the medium term effects
of chronic stress on the right atria and aorta iseitg to catecholamines, morphology of

thoracic aorta and blood levels of lipids in rats.

MATERIAL AND METHODS
Animals and Experimental Design

Male Sprague-Dawley rats (60 days old; 300-350 gyewused, which were
obtained from the Multidisciplinary Center for Bogjical Investigation of the State
University of Campinas, were used. The animals weresed one per cage at 22+2 °C with
lights on from 6 am to 6 pm. The animals receivedhmercial rodent chow (Labina-

Purind) and filtered drinking watead libitum. All procedures were approved by the



Institutional Committee on Animal Research EthiCEEA-UNICAMP/Protocol Number
900-1) and carried out in accordance with the noofthe Brazilian College of Animal
Experimentation.

After an acclimatization period of 1 week in thanmaal facilities, the rats were
randomized into two groups: Control and CMS (n #gi@up); and were then analyzed
during 7 weeks. In the CMS group, the stressorevegplied during the® 4" and %'
weeks. During T, 2", 6" and 7' week, the animals were submitted only to the pltopes
related to the animal care routine. The rats waceificed by decapitation 15 days after the
end of CMS protocol and the blood was collectednfrbie trunk, centrifuged and serum
and plasma were separated. The thoracic aortaggirichtria were isolated.

Stress protocol

The animals were submitted to a chronic mild st{€34S) protocol that consisted
of the application of different stressors through@wlays per week/ 3 consecutive weeks
(39 4" and &' weeks) of an experimental protocol lasting 7 wedkse CMS protocol,
modified from the methodology described by Moretale (1993) and Moreau (1997), is
presented in the Table 1. Control rats were subthithly to the procedures related to their

care.

Table 1. Chronic, mild, unpredictable stress procedre.

Morning Afternoon

Monday 8 a.m.: 1 h immobilization 1 p.m.: 1 h immobilization
6 p.m.: overnight illumination

Tuesday 8 a.m.: 1 h immobilization 2 p.m.: 1 h immobilization followed by
water and food deprivation for 18 h

Wednesday 8 a.m.: access to restricted 1 p.m.: 1 himmobilization followed by
food for 2 h water deprivation for 18 h

Thursday 8 a.m.: exposure to empty 2 p.m.: 1 h immobilization
water bottle for 2 h 6 p.m.: humid cage for 18 h
10 a.m.: 1 h immobilization

Friday 8 a.m.: 1 h immobilization 6 p.m.: reversed light/dark cycle
throughout the week-end.




Concentration-effect curve in right atria

The heart was rapidly removed and the right atriwes isolated and used to
analyze the effect of catecholamines on cardiaorgitropism as previously described by
Tanno et al., (2002). Briefly, full concentratioffext curve to noradrenaline was obtained
by stepwise increases in the agonist concentrgfidn log units). A maximum response
was obtained when a 0.5 log unit increase in agjaruacentration did not produce an
additional response. To evaluate the activitieshef neuronal and extraneuronal uptake
systems, the right atrium was exposed to phenoxdreime (10uM) for 30 min to block
the neuronal uptake, before the second conceniraffect curve (Iversen et al., 1972).
This was followed by 1 h of thorough washing. Aftecovery of the spontaneous beating
rate, estradiol (;.uM) was added to the organ-bath for 15 min to irthéitraneuronal
uptake (Salt, 1972). These concentrations produwegimum inhibition of the uptake
systems (lversen and Salt, 1970; Iversen et alfl2)19The second concentration-effect
curve to noradrenaline was obtained in the pres@fcestradiol (Tanno et al., 2002).
Changes in the sensitivity to the agonist werewatald by determining the EC50 and were

expressed as the pD2.

Concentration-Effect Curve in aorta rings

Two matched rings, taken from the same animal wétained from the middle
portion of each aorta and used for functional asses/previously described (Moura and
Marcondes, 2001; Cunha et al., 2005). Briefly, clative concentration-effect curves to
phenylephrine were obtained from one ring with ehtandothelium and the other without
endothelium. To evaluate the role of nitric oxide the modulation of thoracic aorta
sensitivity to phenylephrine, rings with intact etftelium obtained from other animals
were incubated for 40 min with the nitric oxide #ysis inhibitor, N-L-arginine-methyl-
ester (L-NAME) (10 M) before concentration-effect curves. Changeshiracic aorta
sensitivity to phenylephrine were evaluated by uheitieing the concentration that produced

50% of the maximum response (gfCand were expressed as the mean negative logarithm
(PDy2).



Analytic Methods and Atherogenic Index

Plasma corticosterone was assayed by radioimmusapassing the Coat-A-
Count’ Rat Corticosterone Kit (Diagnostic Products, US®@ric triglycerides (TGL) were
determined by using commercially available kit CELMery low-density lipoprotein
(VLDL) was calculated from TGL as described by®ELM". Seric total cholesterol (TC)
and high density lipoprotein (HDL) were determirtgdusing commercially available kit
Laborlaly” Seric low density lipoprotein (LDL) was determinky Friedewald’s formula:
LDL=TC-HDL-(TGLx0.2) (Friedewald et al., 1972; Wadkayashi and Kobaba-
Wadabayashi, 2002). Atherogenic index (Al) was weteed by using the formula:
AI=TC-HDL/TC in accordance with Kamgang et al., Q30.

Tissue Processing and Morphometric Study

The thoracic aorta inferior third beginning 5 nmikters (mm) above the
diaphragm muscle was immediately excised and placedKarnovsky's fixative
(Karnovsky, 1965) for 6 h at 4 °C. Next, the adr@gments were washed in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.3 and postfixed in 1% osmietroxide in 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.3, for 2 h at room temperature and dehydradéu 50, 70, 90 and 100% acetone. The
fragments were included in Araldite-502 resin (L.Uf®61) and polymerized for 48 h to 60
°C.

Semithin transverse sections of the aorta werewitt 1 micrometer |im)
thickness on a SORVALY Porter-Blum MT2-B ultramicrotome equipped with sgaknife
(intervals of 10um between the sections). The sections were stauitd0.5% toluidine
blue in 1% sodium borate for 50 seconds followed #ybasic fuchsin for 30 seconds. We
obtained 5 sections of each aorta in 5 animalsgpeup, totalizing 25 sections in each
studied group to be analyzed by light microscopy.

The measurements of internal diameter, endothethiokness and tunica media
thickness of the thoracic aorta were made withhiglp of a photomicroscope (Carl Zeiss,
West Germany) connected to a millimeter eyepieceng& Leitz, Wetzlar, Germany,

12.5x) and using a millimeter ruler (Carl Zeiss'®Hoo mm) for calibration. From each
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section, 3 measurements of the smaller diameteBaridhe bigger diameter were made to
determine the mean of the internal diameter. Fesghmeasurements an objective lens 1x
and optovar 1.6x were used; the results were shawedn. In addition, 24 measurements
were made from each section to calculate the epdioth thickness and 24 measurements
to calculate tunica media thickness. For the erediotim thickness measurements an
objective lens 100x and optovar 1.6x were used, #Hred endothelium limits were
considered between the luminal surface and thenattelastic lamina. For the tunica media
measurements an objective lens 10x and optovar ®dhe used, and the tunica media
limits were considered between the internal anctres elastic lamina. The results of

endothelium and tunica media thicknesses were sthawan.

STATISTICAL ANALYSIS
Statistical differences were determined by the &ttidt test with GraphPad
Prisn” 4 software, San Diego, CA, USA — License G3-A 1#830. Differences were

considered significant @0.05. The results are presented as megsiEM.

RESULTS

Figure 1 shows that plasmatic concentration oficosterone was significantly
increased in the chronic mild stress (CMS) groupddys after the end of the CMS
protocol, compared with the control groyp<(.05).

257 *
201
151

101

5.

Corticosterone (ng/mL)

0

Coﬁtrol CMS

Figure 1 —Plasmatic concentration of corticosterone from gatismitted to chronic mild stress (CMS), 15
days after stress protocol (n=5/groupp<0.05) indicates significant difference in companiswith control
group.
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The effect of CMS on right atria sensitivity to adrenaline is indicated in Table
2. There was no change in the initial beating fezay (IF), maximum response (MR) and
sensitivity of right atria to noradrenaline betwemmtrol and CMS group$¥0.05). Both
in control and stress groups, the uptake systembitors phenoxybenzamine and estradiol
induced significant shift to the left in the contration-effect curves to noradrenaline in
relation to the curves obtained in the absence pbéke inhibitors, in the same tissue
(p<0.05).

Table 2. Initial beating frequency, maximum response anepoy of noradrenaline before
and after uptake inhibition in right atria isolatt#dm control and from rats submitted to
chronic mild stress and sacrificed 15 days afteraihd of stress protocol.

Group P IF? MRP MRP pD,° pD,°
curve?f curve 2 curvef curveZ  curve f curve 2

Control 262+06 27209 16308 14809 7.2¢0,09 7.53':0,1(?

CMS 270+07 26808 15910 14809 7.0¢0,07 7.59:0,09#

#(p<0.05) compared with the curve obtained in the stssee before inhibition of the uptake systems8n=
animals/group. Anitial beating frequency;"Maximum response°Negative logarithm of the molar
concentration of agonist producing 50% of the maximresponse’ Concentration-effect curves obtained
in the absence of inhibitors of the catecholamipiake systemsConcentration-effect curves obtained after
the inhibition of neuronal and extraneuronal uptiakeitro.

Figure 2 shows the concentration-effect curves (COEphenylephrine obtained
in isolated thoracic aorta. As there was no difieeein the maximum response to the
adrenergic agonist between control and CMS grouapaoirtic rings with endothelium-
intact, endothelium-denuded and in presence of IMEA(p>0.05; data not shown), the
CCE were expressed in percentage of maximum respdiiere was supersensitivity to
phenylephrine in endothelium-intact aorta isoldt@im CMS group when compared with
the control, with 3.8-fold shift to the left in theCE {<0.05; Figure 2A), without change
in endothelium-denuded aortic rings>0.05; Figure 2B), and CCE obtained in presence of
the inhibitor of nitric oxide synthesis L-NAMBP$0.05; Figure 2C).
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Figure 2 - Concentration-effect curves to phenylephrine )(Ribtained in endothelium-intact (A),
endothelium-denuded (B) and in the presence of IMEAIn the endothelium-intact (C) thoracic aortagsn
isolated from rats submitted to chronic mild strd€MS), 15 days after stress protocol (n=5/group).

*(p<0.05) indicates significardifference in comparison with control group.

13



Thoracic aorta isolated from rats submitted to Cli®sented a significant
increase in the endotheliunp<0.05; figure 3A) and tunica medi@<0.05; figure 3B)
thickness in relation to control, without changeshe aorta internal diameter (control: 1.55
+ 0.04 mm, CMS: 1.6% 0.04 mm;p>0.05).

Seric levels of TGL, TC, VLDL and LDL were signifiatly increased in the CMS
group 0<0.05, figure 4) with no statistical differencetime serum levels of HDL between
the groups 15 days after the end of the CMS protee0.05). Moreover, stressed rats
presented higher Al (1.99 + 0.20) in comparisonhwibntrol animals (1.25 + 0.09)
(p<0.05).
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Figure 3 — Endothelium (A) and media layer thickness (B}hafracic aorta isolated from rats submitted to
chronic mild stress (CMS), 15 days after stresstqma (n=5/group). %6<0.05) indicates significant
difference in comparison with the control group.
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Figure 4 - Effects of CMS on seric concentrations of triglydes (TGL), total cholesterol (TC), high-density
lipoprotein (HDL), very low-density lipoprotein (MRL ) and low-density lipoprotein (LDL) in rats sulitted

to chronic mild stress (CMS), 15 days after stq@ssocol (n=9-12/group). $<0.05) indicates significant
difference in comparison with the control groupeMalues are expressed as means + SEM.
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DISCUSSION

According to physiological and pathological studigtsess plays an important role
in the development of cardiovascular diseases, Iynaitherosclerosis, which is the most
important vascular disease and is the main causdeath in western industrialized
countries (Hauss et al., 1990). Therefore, it ipanant to understand the mechanisms
involved in the pathogenesis of stress-inducedrgbrdiseases, such as atherosclerosis and
hypertension. Therefore, the present study wasecawut to investigate the effects of
chronic mild stress (CMS) on the vitro sensitivity of chronotropic and vasoconstrictor
response to catecholamines, aorta morphology prdigrofile in rats.

The effectiveness of the stress protocol was amefar by the significant increase
in corticosterone plasma levels in rats submitte@€MS compared with control animals,
even 15 days after the end of CMS protocol, whem dhimals were sacrificed and
hormonal levels were evaluated. This result shdwas €MS is a useful protocol to study
late effects of chronic stress in rats.

Although acute immobilization, swimming and coldoegure-stress were capable
of inducing subsensitivity to noradrenaline in ib@lated right atria (Capaz and De Moraes,
1988; Spadari and De Moraes, 1988), the data aatamthe present study showed that the
chronic mild stress protocol did not change théntrigtria sensitivity to noradrenaline.
Bassani and Bassani (1993) also observed no ab@sabf chronotropic response to
noradrenaline in right atria isolated from ratsmiibed to acute foot shock stress. Thus, the
data of the present study confirm that alterationasdrenergic sensitivity are dependent on
the characteristics of the stressor. Moreover,esthe animals were sacrificed 15 days after
stress application, the absence of effects on kmenotropic response to noradrenaline
could be explained by tissue adaptation to thesstms. If so, it is not possible to discard
the hypothesis that some alteration had occurredlaer was reverted during the 15-day
interval between the end of stress and atria etialua

Although no changes in the cardiac chronotropismevedserved, the same stress
protocol was able to altan vitro vascular function in the CMS group. CMS induced
supersensitivity to phenylephrine in endotheliuraah aorta rings, but not in endothelium-

denuded aorta, indicating that CMS effect was dmglntm-dependent. Since there was no
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difference between groups in the concentrationeeffarves obtained in the presence of L-
NAME, our data also indicate that stress-inducgokssensitivity to phenylephrine seems
to be related to a decrease in the nitric oxide )(N@duction by the endothelium.
Furthermore, considering that the palues did not differ between the curve obtained in
the presence and in the absence of L-NAME in aoirtigs from rats submitted to chronic
stress, endothelial nitric oxide synthase (eNO8irseto have been inhibited by some other
factorin vivo, not related to the addition of L-NAME in the irmation bath.

The data obtained in the present study are pgrirabigreement with the effects of
chronic crowding stress in Wistar and Spontaneodslyertensive Rats (SHR) reported by
Bernatovaet al (2007). Femoral arteries isolated from SHR andt@irats submitted to
chronic crowding stress during 8 weeks presentedhdni noradrenaline-induced
vasoconstriction, compared with the control gradpreover, crowding reduced aortic NO
synthase activity in the thoracic aorta from SH&, ravithout changes in the tissue isolated
from Wistar animals. On the other hand, acute imhzalbon (Cordellini and Vassilieff,
1998) and swimming stress (Moura et al., 2003) seenincrease the production of eNOS
in Wistar rats.

NO synthesized by endothelial cells, diffuses axrbe vascular smooth muscle
cell membrane and promotes relaxation in vascudatlihis effect is mediated by the
increase in the cytosolic levels of cyclic guanes®t5’-monophosphate, which promotes
reduction in C& concentration in vascular smooth muscle cell ®lt(Sosta and Assreuy,
2005). Thus, NO plays an important role in the tatjon of contractile activity. Therefore,
a decrease in NO availability may exert a conteffgct of relaxation (Garg and Hassid,
1989). The results obtained in the present studgp@ated with the above-mentioned
studies, showed that stress modulates endothdlial oxide synthesis, and that this effect
is dependent on stressor quality, intensity anatthur, as well as the host’s characteristics
(animal strain). Therefore the higher NO endothgii@duction induced by acute stress
may have a protective effect on the vascular cotiteafunction. On the other hand the NO
synthesis inhibition induced by chronic stress m@yssociated with vascular dysfunction.

Indeed, the occurrence of functional changes in ttiegacic aorta from rats

submitted to CMS evidence pathophysiological aliens related to deficiency in nitric
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oxide production which is similar to the changesnio in hypertensive rats (Johns et al.,
2001; Bernatova and Csizmadiova, 2006). AccordiagGrunfeld and Eloy (1987),
endogenous glucocorticoids also increase vascelactivity to noradrenaline and this
effect may be inhibited by antiglucocorticoids mviention. High levels of glucorticoids
reduce aortic dilatation in rats, as well as theregsion of guanosine triphosphate
cyclohydrolase 1 mRNA, which is necessary for tlyatlsesis of tetrahydrobiopterin
cofactor BH4 (Mitchel et al., 2003; Mitchel et aR004). BH4 participates in the
stabilization of the active dimeric form of the eN@nd increases the affinity of eNOS for
arginine, culminating in NO synthesis. ThereforedBbl a co-factor for maximal activity of
NO synthase isoforms (Schimidt et al., 1992; Mitcled al., 2003; Forstermann and
Minzel, 2006). The higher levels of corticosterarimserved in rats submitted to CMS
could explain the supersensitivity of thoracic add phenylephrine, but further studies are
necessary in order to confirm this hypothesis.

In the present studyn vitro functional changes observed in the thoracic aorta
were associated with a significant increase inaiita endothelium thickness and in aorta
tunica media thickness in the CMS group in compariwith the control. These findings
are in agreement with Gansburgskii (1985), who otegk structural changes, such as
hypertrophy of cellular nuclei, increase in the f@mof strangled nuclei and restorative
transformations in tissues adjacent to the endaoitinelnduced by chronic stress in rats.
Gordon et al. (1981) also observed accumulatiosuiendothelial extracellular material
and extensions of vascular smooth muscle cell fttermedia into the subendothelial space
in rats submitted to stress by restriction andgshdcks, applied randomly over the 6-hour
daily period for 2 weeks. Moreover, Hadjiisky et, #987) studying alterations related to
atherosclerosis in aorta tunica media of spontasigohypertensive rats observed an
increase in vessel wall thickness, hypertrophy agcular smooth muscle cells and
migration of myocytes through the pores of thetfekstic lamina to the subendothelial
space. Moreover, Gatto et al., (1987) reported that shock stress may promote lipid
deposition in the subendothelial space of rat aprtdaich could also be associated with the
structural changes observed in CMS group of thidyst

It has been postulated that one of the functionsnalothelium is to maintain the
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mitogenic quiescence of vascular smooth muscle aedl nitric oxide also play an

important role as modulator of vascular smooth neusell growth (Garg and Hassid,

1989). It has also been accepted that nitric oxndeliates the main inhibitory event of
vascular smooth muscle cell proliferation througie tactivation of soluble guanylate
cyclase and increase in cGMP levels in cellularosgt (Costa and Assreuy, 2005).
Therefore the lack of nitric oxide facilitates tl#ferentiation of vascular smooth muscle
cells (Margariti et al.,, 2006) and may induce esoes proliferation of these cells (Garg
and Hassid, 1989). In this context, it seems resdento suggest that CMS-induced
inhibition of nitric oxide production evidenced ithe concentration-effect curve to
phenylephrine obtained in thoracic aorta, could de related to the aorta hypertrophy
induced by CMS observed in the histomorphometriahymis of the present study.

Although it could contribute to the increase of ddoflow resistance and arterial

hypertension, the impact of the morphological clesngmduced by CMS on arterial blood
pressure remains to be studied.

In the present study, there was a significant e®ean seric levels of triglycerides
(TGL), total cholesterol (TC), low density lipopeat (LDL) and very low density
lipoprotein (VLDL) in rats submitted to CMS compdre&ith control animals.

Some mechanisms can explain the effects of CMS@®@h, TC, VLDL and LDL
metabolism observed in the CMS group. Stress lgadsicreased concentrations of
glucocorticoids, catecholamines, and fatty acidsthe blood (Black, 2002). Thus,
corticosterone and cortisol sensitize adipose aissuhe lipolytic effects of catecholamines
with the subsequent release of glycerol and fatigsa(MacCann et al., 1995; Black, 2002).
In addition to this, hepatic production of TGL avidDL increases, due to an agreed action
of fatty-acids and cortisol, contributing to the taddishment of the so-called
hypertriglyceridemia of stress (Brindley et al. 989 Moreover catecholamines inhibit the
action of the lipoprotein lipase, an enzyme capabl@creasing removal of TGL from the
blood (Brindley and Rolland, 1989; Black, 2002).ush hypertriglyceridemia may occur
during stress because of the decreased activitifpoprotein lipase in adipose tissue
(Brindley et al., 1993). With regard to the LDL peles, it is well documented that

glucocorticoids and catecholamines decrease theadatipn of LDL by liver cells
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(Brindley & Rolland, 1989), resulting in a delay ithe metabolism of LDL and
consequently increasing its seric levels. As thpagicles of LDL carry most of the
cholesterol in the bloodstream (Brindley at al.,930 we can assume that excess
corticosterone due to CMS may have delayed therastea of LDL, resulting in the
increase in cholesterol in the blood.

Stress hormones modulate the breakdown of protgiyspgen, and triglyceride to
molecules that can be rapidly metabolized in ortemgenerate energy (Black, 2002),
supporting the fight or flight strategy in the fackan aggressive agent. However these
metabolic responses are also capable of generatirgtherogenic lipid profile including
high levels of cholesterol, lipoproteins, TGL, afide fatty acids (Stoney et al., 1999;
Black, 2002; Ferreira et al., 2006). It has beemalgstrated that electric shocks increase
plasma cholesterol concentrations (Berger et @80}, and immobilization stress decreases
HDL and increases LDL and VLDL blood levels in r@@yantet al, 1988). According to
these findings, the data of the present study gtihem the hypothesis that chronic stress
contributes to unfavorable concentrations of lipdpins that may predispose to
atherosclerosis (Brindley et al., 1993).

HDL exerts a protective effect against atherogenéSchmidt et al., 1992), and
although no changes in HDL levels were observedts submitted to CMS, higher levels
of TGL, TC, LDL, VLDL levels were associated withgher atherogenic index values in
comparison with the control group. Therefore itmsehat the protective effect of HDL
was disturbed. The atherogenic index is a paramtgerdetermining the risk of
atherosclerosis developing in man (Wakabayashi488d this index has also been used
in rats (Kamgang et al., 2005; Montilla et al., 2D@or the same purpose. As stress may
produce an atherogenic lipid profile (Black, 200@)d atherosclerosis is related to vessel
stiffening (Taniwaki et al., 1999) and cardiac dses, this index help us to understand and
clarify the role of CMS as a risk factor for candéscular diseases.

It is well established that risk factors for atrsmierosis, such as chronic stress,
LDL, VLDL (Badimon and Martinez-Gonzalez, 2002) mpyomote alterations in the
endothelial barrier in relation to the contentdblafod (Margariti et al., 2006). For instance,

the catecholamines are capable of enhancing erddtipermeability to the traffic of
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lipoproteins and oxidized lipids (Ross, 1999), aagisunctional and structural changes in
the arterial endothelium (Kao et al, 1995). Moraopitehas been reported that incubation of
isolated rabbit aorta with LDL reduced endothelidependent relaxation (Jacobs et al.,
1990), and LDL reduces guanylate cyclase activatidaced by vasodilators, an effect that
is an early marker of atherosclerosis (Schmidtl.et1892). Moreover, it has been shown
that LDL decreases the expression of eNOS througtnaination of early transcriptional
inhibition and post-transcriptional messenger rimeic acid (MRNA) destabilization (Lial
et al., 1995), and that LDL could oppose the NQoddating effect induced by anaerobic
training in rats (Cunha et al., 2005). AccordindHese reports, it may be suggested that the
increase in LDL levels observed in the CMS groupyrhave contributed to endothelial
supersensitivity to phenylephrine and decreased pM@luction in the thoracic aorta
isolated from stressed rats.

In summary, the results of the present study inditlaat chronic stress increased
in vitro vasoconstrictor response of thoracic aorta andaed vascular wall hypertrophy.
Since these effects seem to be related to theifmdmbof endothelial nitric oxide synthesis
production, dyslipidemia and increase in atheragendex, the authors conclude that

chronic mild stress induced proatheroscleroticatéfén rats.
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CAPITULO 2

Efeitos vasculares da associacéo entre estresseoceddieta hipercaldrica em ratos. Neves VJ,
Moura MJCSTamascia ML, Ferreira R, Costa R, Romani EAON, Beftes CF, Novaes PD,
Marcondes FK.

Neste capitulo, discutimos alteragbes funcionais estruturais vasculares, bem
como as alteracOes lipidicas, que ocorrem em rat@imentados com dieta controle e

hipercaldrica submetidos a estresse cronico.

Este artigo refere-se aos dados obtidos no pressiielo e sera submetido para
publicacdo em periédico internacional indexado sagmsugestdes da banca examinadora e
traducdo do texto para a lingua inglesa. Como disertacdo ficara disponivel na
Biblioteca da Faculdade de Odontologia de PiracicabFOP/UNICAMP, optamos por
apresentar o segundo capitulo em portugués, cagiliédra sua consulta por pesquisadores

iniciantes.
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RESUMO

Considerando que disturbios cardiovasculares gpidiemias associados ao estresse
constituem um importante problema de saude pubdicdemandam estudos para a
compreensao dos mecanismos envolvidos nas alterdisi@dgicas deles decorrentes, e
que estudos em animais representam uma importaeteamienta experimental
complementar aos estudos em humanos, nossa prdpossiudar os efeitos vasculares e
metabolicos da associacdo entre estresse crondieta hipercalérica em ratos. Foram
utilizados ratos Sprague-Dawley com 2 meses de idadhicio do experimento, divididos em 4
grupos experimentais: 1) Dieta Controle, 2) Digfzektaldrica, 3) Dieta Controle + Estresse e 4)
Dieta Hipercaldrica + Estresse. Nos grupos subpeet# estresse, a aplicacdo dos estimulos
estressores foi realizada nas semanas 3, 4 eubdeeg modelo de estresse crénico moderado e
imprevisivel. Quinze dias apds a aplicacdo do sssreos animais foram sacrificados para
avaliacdo da adiposidade, sensibilidade vaseuleitro a fenilefrina, para andlises histologicas
da aorta toracica e dosagens sanguineas de lipidmsicosteronaCom relagéo a adiposidade,
foi observada reducéo da razédo gordura visceralfa@poral em ratos alimentados com dieta
controle e submetidos a estresse cronico, e @efttvario, com aumento deste parametro, em
ratos alimentados com dieta hipercalérica e subdogtio mesmo protocolo de estresse, em
relacdo aos respectivos grupos alimentados conmsmandieta e ndo submetidos a estresse. O
estresse crénico aumentou a concentracdo sangdénemzorticosterona, colesterol total e
lipoproteina de baixa densidade (LDL), e induzipessensibilidade a fenilefrina e aumento na
espessura do endotélio e da camada média na a@tad de ratos alimentados com dieta
controle ou com dieta hipercalorica, em relacdoesygectivos grupos ndo submetidos a estresse.
Porém, em animais alimentados com dieta controlesti@sse cronico induziu aumento na
concentracdo sérica de triglicerideos e de lipepratde muito baixa dendidade (VLDL), sem
alteracdo em ratos alimentados com dieta hipeicalds resultados obtidos mostram que o
efeito da dieta hipercalérica sobre o acimulo dduya corporal foi potencializado pelo estresse
crbnico, e que 0 estresse cronico induziu respostEulares, pro-ateroscleroticas,

N s wp e

sérica de LDL.
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INTRODUCAO

A associagao de fatores de risco para doencasovasdulares causa hoje grande
preocupacdo nos o6rgdos de Saude Publica em vaissspdo mundo (Lopes, 2004).
Somente os fatores de risco convencionais coms tdieas de colesterol e hipertensdo
arterial ndo nos permitem explicar plenamente tesagioes fisiopatoldgicas que levam a
aterosclerose, sugerindo a necessidade de invgstigiadicionais sobre outros fatores de
risco para tal doenca (Kumaet al, 2003). Quando cronico, o estresse pode promover
injarias no endotélio vascular, no qual céluladamfatorias se aderem e translocam a
parede arterial (Black, 2002), iniciando ou contniiolo com 0 processo aterogénico. E, em
aproximadamente 40% dos casos nos quais nao saificdelos outros fatores causais
conhecidos, 0 estresse parece ser o Unico fatasaepara a aterogénese (Rozamrslal,
1999; Ross, 1999; Black & Garbutt, 2002).

A aterosclerose é uma lesdo complexa da paredeulapscque afeta,
essencialmente, a camada intima da artéria (Duf©@8). Ha4 evidéncias de que a
aterosclerose resulta de processos inflamatérisaos e que a maioria dos horménios do
estresse podem induzir a fase aguda da respokmatbria, que é similar a resposta do
organismo frente a invasdes de microorganismosaumias substanciais (Black, 2003).
Além disso, o consumo de dietas hipercaléricaseptar relacionado ao desenvolvimento
de obesidade e gerar perfil lipidico aterogénidor{®yet al, 1999; Black, 2002; Ferreira
et al, 2006), € um fator de risco capaz de iniciar ouatribuir para o progresso da
aterosclerose. Desta forma, estudar o efeito deglikipercaléricas em associacdo ao
estresse cronico é de grande importancia paratsendear o grau de influéncia destas
duas variaveis sobre a funcdo e estrutura vasclaste contexto, para ampliar
informacfes obtidas em estudos clinicos, a resphito efeitos do estresse e de dietas
hipercaldricas sobre a génese da obesidade e madéeose, modelos animais tém sido
utilizados por permitirem aos pesquisadores reauniimero de variaveis experimentais.

Durante a reagcdo de estresse, a elevacdo dos rdeeiglicorticides e
catecolaminas promove respostas cardiovascularastabolicas que visam permitir ao
organismo adaptar-se ao estimulo estressor. Destias, podem ser citadas o aumento do

cronotropismo e inotropismo cardiaco, alteracbest@ws vascular e a liberacdo de
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substratos energéticos na corrente sanguineaiadatreservas organicas armazenadas no
tecido hepético e adiposo. Porém quando tais resspsdo mantidas por tempo prolongado,

em situacdes de estresse cronico, efeitos delgtgodem ser observados, tais como a
ocorréncia de hipertensao arterial e dislipidemiaédio ou longo prazo.

A modulacdo da sensibilidade dos diferentes teamigénicos as catecolaminas
também contribui para que a estimulacdo adrenérgga eficiente para garantir a
manutencdo da homeostasia. Ratos submetidos a&sestagudo por sessao Unica de
natacdo (Spadari & De Moraes, 1988; Tarhal.,2002) apresentaram supersensibilidade
da resposta cronotropica as catecolaminas. Poo datio, animais submetidos a trés
sessdes de estresse por natacdo desenvolveramsshitisade da resposta cronotropica e
vasoconstritora as catecolaminas, respectivamentetrio direito (Spadari & De Moraes,
1988; Marcondest al, 1996) e aorta isolada (Moueaal.,2003). Porém nédo ha dados na
literatura sobre os efeitos do estresse cronigenaibilidade vascular as catecolaminas.

Considerando-se que o protocolo experimental deesss&t crénico moderado e
imprevisivel (ECMI) € um modelo validado na litena por ndo permitir a adaptacao de
ratos a aplicacéo repetida de estimulos estressoagetivo deste trabalho foi estudar os
efeitos, a médio prazo, da associacao entre EGNdta hipercaldrica sobre o metabolismo

lipidico e a estrutura e funcdo vasculares de ratos

MATERIAL E METODOS
Delineamento Experimental

Foram utilizados ratos machos Sprague-Dawley come8es de idade, pesando
entre 300 e 350 g no inicio do experimento, fouhexipelo Centro Multidisciplinar de
Investigacéo Biologica (CEMIB) da Universidade Hsia de Campinas. Os animais foram
alojados em gaiolas individuais e em sala climdazg?2 + 2 °C), com ciclo claro/escuro
de 12/12 h (luzes acendendo as 06:00 h). Todosazegimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Intitde Biologia da Universidade
Estadual de Campinas (Processo CEEA n° 900-1) ael@com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram divididos em 4 grupos experimsntBieta controle (DC),
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Dieta Hipercaldrica (DH), Dieta controle + Estre@S€E) e Dieta Hipercalorica + Estresse
(DHE). Ap6s uma semana de adaptacdo ao biotérexperimentacdo, os animais foram
analisados durante 7 semanas. Como dieta confimolgtjlizada a dieta comercial Labina-
Purin&, composta por 17% de proteinas, 72% de carboglmtil% de gorduras. A dieta
hipercalorica foi sintetizada por empresa da aeawtricdo animal (Nutriexperimental),
com a seguinte composicdo: 17% de proteinas, 51%admidratos e 32% de gorduras
(Farley et al, 2003). O peso corporal dos animais e o compiineaso-anal foram
avaliados semanalmente para determinar o indideedg/cm) (indice de obesidade) pela
férmula: Raiz cubica do peso corporal/comprimerdsoranal (Bernardis, 1970; Dingt
al., 2006).

Nos grupos submetidos a estresse, as aplicacfesstiosilos estressores foram
realizadas nas semanas 3, 4 e 5 do periodo expeaimBas 12, 22, 62 e 72 semanas 0s
animais foram submetidos somente aos procedimemttecionados a limpeza e
alimentacdo. Os ratos foram mortos, por decapitatBalias apos o fim da aplicacdo do
ECMI, no inicio da 8% semana. O sangue foi coletpdoa posterior dosagem de
corticosterona e lipideos. A aorta toracica foidda para analises funcionars vitro e
histologicas. As gorduras epididimal e perirenasifio extraidas e pesadas, e a adiposidade
foi calculada pela soma resultante dos pesos dasnasepara posterior avaliacdo da

relacédo gordura/peso corporal.

Protocolo de Estresse
Nas 32, 42 e 52 semanas do periodo experimentahimsis foram submetidos ao

protocolo de ECMI, modificado a partir da metodadodescrita por Moreaet al, (1993) e
Moreau (1997). O protocolo de ECMI consiste nacagiio de diferentes estimulos
estressores ao longo de 7 dias, repetindo-se osgineentos por 3 semanas consecutivas,
conforme estd detalhado na tabela 1. As adaptag®eselacdo ao protocolo original
descrito por Moreast al, (1993) e Moreau (1997) foram as seguintes:

a) O confinamento em espaco restrito foi substituicloimobilizacéo;

b) A exposicdo dos animais a garrafas de agua vaams jejum de 18 horas, foi

realizada por 2 horas e néo 1 hora;
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c) O agrupamento dos animais em gaiolas com marasajhaae Umida, por 18 horas,
foi substituido por maravalha imida, sem agrupaméos animais.

d) Neste trabalho, ndo foi realizada a auto-estimolagéizada por Moreatet al.,
(1997). (A auto-estimulacdo é uma técnica utilizadara estudar estados
motivacionais e heddnicos em ratos e baseia-senplamte de eletrodos em areas
do cérebro relacionadas aos mecanismos de recoa)pens

Tabela 1 Protocolo de estresse cronico moderado e impveVlis

Manha Tarde
Segunda-feira  8:00 - 9:00 h: imobilizacdo 13:00004: Imobilizacdo
18:00 h: lluminagao continua durante a noite
Terca-feira 8:00 - 9:00 h: imobilizacdo 14:00 hhdra de imobilizacdo seguida de privacdo de
agua e comida durante 18 horas
Quarta-feira 8:00 - 10:00 h: Acessb3:00 h: 1 hora de imobilizacao seguida de privagéo
restrito a comida por 2 horasagua durante 18 horas
Quinta-feira 8:00 - 10:00 h: Exposicdo B:00 - 15:00 h: Imobilizacao
garrafas de 4gua vazias.  18:00 h: Pernoite em gaiolas com maravalha imida
11:00 - 12:00 h: Imobilizacéo
Sexta-feira 8:00 - 9:00 h: imobilizacao 18:00 hcl@iclaro/escuro invertido (até 08:00 h da
segunda-feira seguinte)

Curvas concentragéo-efeito a fenilefrina em aortadracica isolada

A aorta toracica foi cuidadosamente isolada paesgiwacdo do endotélio. Do
terco medial de cada aorta foram obtidos dois a3 mm). Em um deles, a superficie
interna foi delicadamente massageada para remacéondibtélio. Os anéis foram montados
sob 2 g de tenséo inicial, em camara para 6rgdadispcontendo 20 mL de solucdo de
Krebs-Henseleit, com a seguinte composi¢cdo [MMEMNEAS5.0; KCI 4.7; CaGI2H,0 2.5;
KHoPO, 1.2; MgS0O4.7H0 2.5; NaHCQ 25.0; glicose 11.0; acido ascorbico 0.11. Este
ultimo foi adicionado para diminuir a oxidacdo a@asecolaminas durante a obtencdo das
curvas concentracao-efeito (CCE). O liquido de agdo foi borbulhado continuamente
com 95% de @e 5% de C@e a temperatura foi mantida a 36.5 + 0.1 °C, corilia de
uma bomba de perfusdo (Moura & Marcondes, 2001h€enal, 2005).

Antes da adi¢do de qualquer substancia, os ané@srtitoricica permaneceram
no banho para equilibrio por 60 min e a solucalms foi trocada a cada 15 min (Moura
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& Marcondes, 2001). Apos o equilibrio, a presenga ehdotélio foi comprovada
fisiologicamente pela inducdo de relaxamento coatligdo de acetilcolina (fOM) em
anéis pré-contraidos com fenilefrina (1M). Foi considerado que o endotélio estava
presente nos anéis que apresentaram 100% de rellat@ardentre os anéis que tiveram a
superficie interna massageada, a auséncia totaégpmsta a acetilcolina confirmou a
auséncia de endotélio. Anéis que ndo atenderanes @#érios, apresentando algum grau
de relaxamento inferior a 100%, foram descartadgsds a avaliagcdo funcional da
integridade do endotélio, os anéis foram lavadosetidos para nova estabilizacdo por um
periodo de 45 min, com troca de solugcdo de Krebsséleit a cada 15 min (Moura &
Marcondes, 2001; Cunle al, 2005).

ApoOs o periodo de reequilibrio acima descrito, W&E a fenilefrina foi obtida
em cada anel, com e sem endotélio. As CCE forandashtde acordo com o método
cumulativo (Van Rossum, 1963), com incrementosalaentracdo molar de 0.5 unidade
logaritmica. O efeito méaximo foi determinado quartd&s concentracdes sucessivas e
crescentes do agonista ndo alteraram a respostia @oim a concentracdo imediatamente
anterior. Ao final do experimento, os anéis foraesguos. As respostas foram expressas
em gf/100 mg de tecido (Moura & Marcondes, 2001nitaet al, 2005).

Para avaliacdo do papel do oxido nitrico, derivatio endotélio, sobre as
alteracbes de sensibilidade a fenilefrina, aném eadotélio intacto de aortas de outros
animais, submetidos aos mesmos tratamentos, forapagados como descrito acima.
Ap6s incubacdo, por 40 min, com®N-Arginina-metil-éster (L-NAME, 10 M), um
inibidor da 6xido nitrico sintase, uma CCE a fefmitax foi obtida em cada anel (Cunba
al., 2005).

As CCE foram analisadas por regressdo ndo linesando-se o programa
GraphPAD prism (San Diego, CA, USA — Licenca G3-4920-830) de acordo com a
equacdo E = By/((1+(107109") + @), onde E representa o aumento na resposta contrati
induzida pelo agonista;/«€ o efeito méximo do agonista; ¢ é o logaritmoa#entracéo
do agonista que produz 50% d@JE n representa o coeficiente angulabeo efeito na
auséncia do agonista. A sensibilidade da aortavi@iiada pela determinacéo do valor,pD

que corresponde ao logaritmo negativo da conceéidraglar do agonista que determina
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um efeito igual a 50% da resposta maximasgCEm experimentos individuais (Millext
al., 1948).

Andlises Histologicas

O terco inferior da aorta toracica, 5 mm acima iddragma, foi removido de cada
animal, seccionado em fragmentos de 1 mm de coreptore estes foram colocados em
fixador de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 6 hosag °C. Apoés a fixacdo, os fragmentos
foram lavados em tampéao fosfato 0.1 M, pH 7.3 efpxdslos em tetroxido de dsmio 1%
em tampéao fosfato 0.1 M, pH 7.3, por 2 hora em tatpra ambiente. As amostras foram,
entdo, desidratadas em solu¢cdes com concentraggseectes de acetona 50%, 70%, 90%
e finalmente foram feitas 3 trocas em acetona pDsafragmentos foram embebidos e
incluidos em resina Araudite 502 (Luft, 1961) eipefrizados por 48 horas em estufa a 60
°C. Cortes semi-finos (km de espessura) foram obtidos utilizando um ulicedtomo
MT2B Sorvalf’ Porter Blum com navalhas de vidro (intervalo deifiDentre as seccdes).
As seccOes foram coradas com azul de toluidina GB%borato de soédio 1% por 50
segundos e na sequéncia foram coradas com fucésieabl% por 30 segundos. Foram
obtidas 5 seccdes de cada aorta, de 5 animaisrypo,gotalizando 25 sec¢des em cada
grupo estudado para serem analisadas em microsi®pia.

O diametro interno e as espessuras do endotélia eathada média da aorta
toracica foram medidos em um fotomicroscopio (Zaiks, West Germany) conectado a
uma ocular milimetrada (Ernest Leitz, Wetzlar, Ganyy 12.5x), usando-se uma régua
milimetrada (Carl Zeiss 3%J100 mm) para calibracdo. De cada seccdo foram feitas 3
medidas do maior didmetro e 3 do menor didmetra gaterminar a média do diametro
interno do vaso. Para estas medidas foram usadasenbe objetiva 1x e optovar 1.6x e 0s
resultados foram obtidos em mm. Também, de cadg@isdoram feitas 24 medidas para
calcular a espessura do endotélio e 24 medidascplmalar a espessura da camada média
do vaso. Para as medidas da espessura do endotafiousadas uma lente objetiva 100x e
optovar 1.6x e os limites do endotélio foram coesados entre a superficie luminal e a
lamina elastica interna. Para as medidas da camadea foram usadas uma lente objetiva

10x e optovar 2.0x e as laminas elasticas intemderna foram consideradas os limites da
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camada média. Os resultados da espessura do ém@otil camada média do vaso foram

indicados em pum.

Dosagens Bioquimicas e indice Aterogénico

A concentragdo plasméatica de corticosterona foerdehada pelo método
enzimatico-colorimétrico, através do uso de kit easial Assay Desigfis Colesterol total
(CT) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) fordeterminadas pelo mesmo método
utilizando-se kits comerciais LaborfabOs niveis séricos de triglicerideos (TGL) foram
determinados pelo método enzimatico-colorimétrjmar, meio do uso de kits comerciais
CELM® e os niveis séricos de lipoproteinas de muito bdesidade (VLDL) foram
determinados a partir dos TGL, conforme descritdo peit CELM® (TGL/5). A
concentracdo sérica de lipoproteina de baixa detsifLDL) foi determinada pela formula
de Friedewald: LDL = CT - HDL - (TGL x 0.2) (Friecd et al., 1972; Wakabayashi &
Kobaba-Wakabayashi, 2002). O indice aterogénicpf@irdeterminado pela féormula: 1A =
CT — HDL/CT de acordo com Kangasgal. (2005).

ANALISE ESTATISTICA

As diferencas estatisticas foram determinadas patige de Variancia Bifatorial
(ANOVA) seguida de Teste de Tukey para comparagiésplas de médias. Valores de
menores que 0.05 foram indicativos de significaesiatistica. Os resultados foram

apresentados como médias + erros-padrao das meédias.
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RESULTADOS

A Figura 1 mostra significativo aumento na conaegép plasmatica de
corticosterona, 15 dias ap6s o fim da aplicacdopdmiocolo de ECMI, nos grupos
submetidos a estressp<(,05), em relagcdo aos respectivos grupos alimestadom a

mesma racao e nao submetidos a estresse.

104

Corticosterona ng/mL

DC DCE DH DHE

Figura 1: Concentracdo plasmatica de corticosterona, 15atiéas o término de aplicacdo do protocolo de
estresse cronico, em ratos alimentados com dietiate ou hipercal6rica, submetidos, ou néo, aessk.
DC — Dieta Controle; DCE — Dieta Controle + EstegsBPH — Dieta Hipercalérica; DHE — Dieta
Hipercalérica + Estress&Diferenca significativa em relacdo ao grupo alirméontcom a mesma dieta, ndo
submetido a estresge<0,05; ANOVA bifatorial + Tukey). N=7-9/grupo.

Com relagéo as andlises realizadas na aorta tarasctratamentos realizados ndo
modificaram o peso seco dos anéis adrticos obfjpte3,05; ANOVA bifatorial + Tukey;
Tabela 2) e ndo induziram alteracdo significativas walores de resposta maxima a
fenilefrina entre os quatro grupos, nas curvas eamnacao—efeito obtidas em anéis com
endotélio intacto, anéis sem endotélio ou em aaégdisados em presenca do inibidor da
sintese de oxido nitrico, L-NAMEp¥$0,05; ANOVA bifatorial + Tukey; Tabela 2). Como
nao houve alteracdo de resposta maxima ao agasiibzado, as curvas concentracao—
efeito estdo apresentadas em porcentagem de respésima na Figura 2. O estresse
induziu supersensibilidade a fenilefrina, em amaéidicos com endotélio intacto, no grupo
DCE em relacdo ao grupo DC, e no grupo DHE em &elago grupo DH, com
deslocamentos significativos a esquerda nas cumasentracao-efeitg€0,01; ANOVA

bifatorial + Tukey; Figura 2A), sem diferenca nasvas concentracdo—efeito obtidas em
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anéis aorticos sem endotélio (Figura 2B) ou naegmgss de L-NAME >0,05; ANOVA
bifatorial + Tukey; Figura 2C).

Tabela 2: Peso seco (PS - mg), resposta maxima (RM - gf/l@dertecido) e poténcia
(pDy) da fenilefrina, em anéis de aorta toracica ismldé ratos alimentados com dieta
controle ou hipercalérica, submetidos, ou nado, amtopolo de estresse crbnico

moderado e imprevisivel.

Grupos n PS RM pb
Com Endotélio 5 107,8 £ 6,63 10,30 £ 1,79 6,85+0,11
DC Sem Endotério 5 95,20 £ 5,85 10,51 £ 2,50 7,64 £0,14
L-NAME 5 93,00 + 3,73 11,66 + 2,80 7,62 +£0,07
Com Endotélio 5 97,00 £ 2,55 13,59 + 1,86 7,42 + 0,20*
DCE Sem Endotério 5 105,8 + 3,60 8,96 + 1,47 7,46 £0,12
L-NAME 5 97,80 £ 2,65 10,22 +1,92 7,52+0,14
Com Endotélio 5 104,60 = 5,93 8,03 £ 0.949 6,75 +0,10
DH Sem Endotério 5 96,60 £ 5,02 10,88 £ 2.185 7,33 +0,09
L-NAME 5 98,00 £ 9,46 11,51 +1.675 7,54 +0,17
Com Endotélio 5 107,60 + 3,12 12,27 + 2.906 7,26 + 0,07*
DHE Sem Endotério 5 97,60 £5,71 13,35+ 1.805 7,38 +£0,14
L-NAME 5 106,60 + 4,86 12,47 + 1.500 7,40 £ 0,04

DC - Dieta Controle; DCE — Dieta Controle + EsteesBH — Dieta Hipercalérica; DHE — Dieta
Hipercalorica + Estresse. n = nUmero de animaipfgrpD; = logaritmo negativo da concentragdo molar
do agonista que produz 50% da resposta maximaal@ses foram indicados pelas médias + os erros-
padrdo das médias. *Diferenca significativa emg@aao grupo alimentado com a mesma dieta, nédo
submetido a estresge<Q,05; ANOVA bifatorial + Tukey).
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Figura 2: Cuvas concentragao-efeito a fenilefrina obtidasaegis com endotélio (A), sem endotélio (B) e
com endotélio, na presenca de L-NAME (C), de atotacica isolada de ratos alimentados com dieta
controle ou hipercaldrica, submetidos, ou nao, @topolo de estresse crdnico, moderado e imprelisiv
DC - Dieta Controle; DCE — Dieta Controle + EsteesBH — Dieta Hipercaldrica; DHE — Dieta
Hipercaldrica + Estresse *Diferenc¢a significativa eelagdo ao grupo alimentado com a mesma dieta, na
submetido a estresse<Q,01; ANOVA bifatorial + Tukey). N=5/grupo.
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O estresse promoveu aumento significativo na espes® endotélio vascular em
aorta toracica isolada de ratos alimentados cota dientrole ou dieta hiperacaldrica, e
submetidos a estresse (DCE, DHE), em relacdo apectvos grupos alimentados com a
mesma dieta e ndo submetidos a estresse (DC, i38)01; ANOVA bifatorial + Tukey;
Figura 3A). O protocolo de estresse cronico utlzatambém induziu aumento
significativo na espessura da camada média vas@nagnorta toracica isolada de animais
do grupo DCE em relacdo ao grupo DC, e do grupo PiEelacdo ao grupo Dig<0,01;
ANOVA bifatorial + Tukey; Figura 3B). Nao houve ditnca significativa no diametro
interno da aorta toracica, entre os grupos estwdadaC=1.558+0.0292 mm;
DCE=1.490+0.0385 mm; DH=1.560+0.0261 mm; DHE=1.5380287 mm [>0,05;
ANOVA bifatorial + Tukey).

A * *
oI_I_I_I
DC DCE DH DHE

100,

| i
I I I I

T

Endotélio 1m)
N

[EEN

w

©
(¢}

©
o

Camada Médiay(m)

[oe)
o

DC DCE DH DHE

Figura 3: Espessura do endotélio e da camada média detacitaca isolada de ratos alimentados com
dieta controle ou hipercalérica, submetidos, ou, n@ protocolo de estresse crénico, moderado e
imprevisivel. DC — Dieta Controle; DCE — Dieta Qoie + Estresse; DH — Dieta Hipercal6rica; DHE —
Dieta Hipercalérica + Estresse. *Diferenca sigmaifica em relacdo ao grupo alimentado com a mesata, di
ndo submetido a estresp(,01; ANOVA bifatorial + Tukey). N=5/grupo.



Na Figura 4, observa-se que a dieta hipercalénioempveu aumento da relacao
gordura/peso corporal, o que foi evidenciado pékrehca observada entre os grupos DH
e DC, bem como entre os grupos DHE e DCE. Porémo@analise de variancia mostrou
interacdo significativa entre os fatores dietateesse [(<0,05), foi observado que o efeito
do estresse foi dependente da dieta utilizada.sRegtressados e alimentados com dieta
controle (DCE) apresentaram redugdo da gordura/p@gmral em relacdo ao respectivo
grupo ndo submetido a estresse (DC). Ao contr&no,animais alimentados com dieta
hipercaldrica, o estresse induziu aumento da relge@idura/peso corporal (DHE x DH)
(p<0,05; Figura 2). Nao foram observadas diferenggifeativas, entre os grupos, no
indice de Lee: DC=0.2890+0.0023; DCE=0.2895+0.0008H=0.2897+0.0017;
DHE=0.2934+0.0018p0,05; ANOVA bifatorial + Tukey).

0.05
0.04 c
0.03f _A

0.02-

0.017

Gordura/peso corporal

0.00-
DC DCE DH DHE

Figura 4: Razéo entre adiposidade (gordura epididimal +gargerirenal) e peso corporal, 15 dias apos o
término de aplicacdo do protocolo de estresse asfrem ratos alimentados com dieta controle ou
hipercaldrica, submetidos ou ndo a estresse. D@ta @ontrole; DCE — Dieta Controle + Estresse; -DH
Dieta Hipercalérica; DHE - Dieta Hipercaldrica + tiesse. Letras diferentes indicam grupos
significativamente diferentes entre gk0,05; ANOVA bifatorial + Tukey). N= 8-10/grupo.

Com relacao as concentracdes séricas de triglemsifFigura 3A), houve interacdo
significativa entre os fatores dieta e estregse0,028) e o0 pobs-teste (Tukey), para
comparacao multipla das médias, evidenciou aumggtuficativo nas concentracdes de
triglicerideos no grupo DCE em relacdo ao grupo(p€D,05; Figura 3A), sem diferenca
entre os grupos alimentados com dieta hipercalorica

Houve aumento significativo na concentracdo séteaolesterol total, nos grupos

submetidos a estresse, em relacdo aos respectiyussgalimentados com a mesma dieta e
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ndo submetidos a estrespe,05 - Figura 3B), sem diferenca nas concentragéesas de
HDL (p>0,05; ANOVA bifatorial + Tukey; Figura 3C).

Com relacdo as concentragcfes séricas de LDL, osefatlieta e estresse foram

significativos p=0,018,p=0,002, respectivamente), sem a ocorréncia deagderentre 0s

mesmos. Desta forma observa-se, na Figura 3D, qtes ralimentados com dieta

hipercalorica (DH) apresentaram elevacao das ctragg@es séricas de LDL em relacdo ao

grupo alimentado com dieta controle (D@xKQ,05; Figura 3D). E ratos submetidos ao

protocolo de ECMI apresentaram maiores concentsagédcas de LDL em relacdo aos

respectivos grupos nao submetidos a estresse, eindeptemente da dieta recebida
(p<0,05; Figura 3D).
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Figura 5: Concentracao sérica de triglicerideos (A), colestetal (B), HDL (C) e LDL (D), 15 dias ap6s o
término de aplicacdo do protocolo de estresse awpreém ratos alimentados com dieta controle ou
hipercaldrica, submetidos ou ndo a estresse. D@ta @ontrole; DCE — Dieta Controle + Estresse; -BDH
Dieta Hipercalérica; DHE — Dieta Hipercaldrica +#igsse. Em cada gréafichjndica diferenca significativa
em relacao ao grupo alimentado com a mesma diébesubmetido a estresge(,05; ANOVA bifatorial +
Tukey), e letras diferentes indicam grupos sigatfiamente diferentes entre pkQ,05; ANOVA bifatorial

+ Tukey). N=7-9/grupo.



Na analise das concentracdes séricas de VLDL, hioteacédo significativa entre
os fatores dieta e estressp=@F,025), evidenciando-se aumento significativo das
concentracdes seéricas de VLDL no grupo DCE (0.33BE%) em relacdo ao grupo DC
(0.228+0.016; p<0,05), sem diferenca entre os demais grupos ([(326a0.035;
DHE=0.302+0.028p>0.05).

Além das alteragBes encontradas nas concentragfieassde lipideos, os ratos
estressados apresentaram alto indice aterogéniceelagéio aos animais controles que

comeram a mesma diea<(Q,05; figura 6).

2.2%;
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2.004
1.75
1.501
1.25]
1.00-
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indice Aterogénic

DC DCE DH DHE

Figura 6: indice aterogénico, 15 dias ap6s o término de agic do protocolo de estresse cronico, em ratos
alimentados com dieta controle ou hipercaléricangtidos ou nédo a estresse. DC — Dieta Control&€ BC
Dieta Controle + Estresse; DH — Dieta HipercalgribdlE — Dieta Hipercalorica + Estresse.indica
diferenca significativa em relagé@o ao grupo aliradotcom a mesma dieta, ndo submetido a esties8¢b;
ANOVA bifatorial + Tukey). N=8/grupo.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram que a elevada coacént sanguinea de
lipoproteina de baixa densidade induzida por digiarcalérica, isoladamente, ndo é capaz
de promover efeitos aterogénicos em aorta torabgcaatos, todavia, o estresse cronico
parece ser fator determinante para o desenvolvorimntais efeitos, independentemente do
tipo de dieta ingerida. Além disso, os resultadogesem que as alteragbes vasculares
funcionais e estruturais, decorrentes do estregsgico, parecem estar relacionadas a
inibicdo da sintese de Oxido nitrico endotelial.

Tanto o estresse quanto dietas hipercaloricas grarexgercer importante papel no
desenvolvimento de doencgas vasculares, tanto nerajuanto em animais de laboratorio.
Neste contexto, o rato de laboratério tem sido amphte utilizado em investigacdes
cientificas sobre este tema, por apresentar uno ¢arhpo de vida, ser onivoro, estar
facilmente disponivel (Kaet al, 1995) e poder tornar-se obeso experimentaln{Entéz
et al, 2006). Por estes motivos, neste trabalho, esgwl ratos como modelo
experimental com o intuito de investigarmos oste$edo estresse cronico, associado ou
nao a dieta hipercaldrica, sobre o sistema vaseuwametabolismo de lipideos.

A efetividade do protocolo de estresse cronico mamtte e imprevisivel (ECMI)
utilizado foi confirmada pela maior concentracdaspiatica de corticosterona em ratos
alimentados com dieta controle ou hipercaldricaulemetidos ao ECMI (grupos DCE e
DHE), quando comparados aos grupos alimentados aomesma dieta, mas n&o
estressados (DC e DH, respectivamente). Como lestacdo na corticosterona plasmatica
foi evidenciada 15 dias apoés a aplicacdo do ECbHsos dados mostram que a ativacéo do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) foi mantidgds o fim da aplicacdo de estimulos
estressores, e que o0 protocolo de estresse utiliphddequado ao objetivo proposto de se
avaliar os efeitos a médio prazo do estresse @odnic

O ECMI induziu supersensibilidade a fenilefrina anméis da aorta toracica com
endotélio. Este efeito foi independente da dietiizatla, e o tratamento com dieta
hipercalorica isoladamente n&o alterou a sens#niBdda resposta vasoconstritora da aorta
toracica isolada. A ocorréncia de supersensibigdadenilefrina em anéis adrticos com

endotélio, isolados de ratos, tratados com dietdrale (grupo DCE) ou hipercalorica
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(grupo DHE), em relagéo aos respectivos grupossometidos a estresse (DC e DH), e
auséncia de alteracdes em anéis aodrticos despsogt@endotélio, indicam que este efeito
foi dependente do endotélio e ndo parece estariorldo a uma acéo direta do estresse
sobre a musculatura lisa vascular. Como na preseéech-NAME também ndo houve
diferenca entre os grupos analisados, a superfigtegie da aorta tordcica ao efeito
vasoconstritor da fenilefrina, induzida pelo esteegarece estar relacionada a diminui¢ao
na sintese de oOxido nitrico (NO) endotelial. Alémsd, considerando que n&do houve
diferenca significativa entre os valores de, pibtidos na presenca e na auséncia de L-
NAME nas aortas toracicas isoladas de ratos subosetha estresse (DCE e DHE), é
possivel sugerir que, nestes grupos, a enzima @Xidoo sintase endotelial (eNOS) tenha
sido inibida por outro fator independente da ad@d-NAME ao banho de incubacéo.

Os dados obtidos neste estudo estdo parcialmendéeatdo com os efeitos do
estresse cronico induzido por superlotacdo de amioloradia, em ratos Wistar e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), conforme relgiad Bernatoveet al, (2007). A
artéria femoral isolada de ratos SHR e Wistar, silolos a este tipo de estresse durante 8
semanas, apresentou maior resposta vasocons#itmadrenalina em relacdo aos animais
controles. Além disso, em animais SHR, o estressiziu diminuicdo da resposta
vasodilatadora a acetilcolina na artéria femorahenor atividade da eNOS na aorta
toracica. Por outro lado, o estresse agudo porilibatéo (Cordellini & Vassilieff, 1998) e
por natacdo (Mourat al, 2003) parece elevar a producdo de NO endotetralratos
Wistar.

O NO sintetizado pelas células endoteliais exerge importante papel na
regulacdo da atividade contratil do vaso, poiséelem gas que se difunde através da
membrana das células musculares lisas (CMLs) equemelaxamento vascular através de
um mecanismo mediado por elevacao dos niveis deoguea monofosfato ciclica (cGMP)

e diminuicdo das concentragBes d€ Gatoplasmatico (Costa & Assreuy, 2005). Logo,
uma diminui¢cdo na disponibilidade de NO pode exanoe efeito contrario ao relaxamento
(Garg & Hassid, 1989). Sendo assim, os resultadidislas neste estudo, associados as
alteracOes relatadas nos trabalhos supramencignadstram que o estresse modula a

sintese de NO endotelial e pode promover disfungfiegipertensivas em ratos.
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Alguns mecanismos relacionados a disfuncdes nasginte NO endotelial
poderiam explicar a supersensibilidade observadaagréa toracica isolada de ratos
submetidos ao ECMI. De acordo com Mitcletlal (2003) e Mitchelet al (2004), os
glicocorticéides endbégenos, em excesso, podem prmeducdo da dilatacdo da aorta
toracica de ratos e podem diminuir a expressaaide @bonucleico mensageiro (RNAm)
para a producdo de guanosina trifosfato ciclohad®Ill, uma enzima fundamental para a
sintese do cofator tetrahidrobiopterina (BH4). O4Biixilia na estabilizacdo dos dimeros
ativos que constituem a enzima eNOS e aumentanaladie desta enzima pela arginina,
culminando na sintese final de NO (Giovanedlal, 1991; Schimidet al, 1992; Simmons
et al, 1996). Associado a isto, a presenca de outrtoseta de risco como hipertensao
arterial e ingestéao de alta quantidade de glicdged®=os sobrecarrega o endotélio vascular
e culmina em elevada producéo de anions superogidoreagem avidamente com BH4 e
o transformam em produtos biologicamente inativ8em isso, a protecdo vascular
conferida pelo endotélio vagarosamente desapafécstémann & Minzel, 2006), para dar
lugar a eventos vasculares deletérios. Logo, neepte estudo, € possivel que os altos
niveis de corticosterona induzidos pelo estresseamidos 15 dias apds o término de sua
aplicacao, possam ter reduzido a produc¢ao do cdiid e/ou favorecido a producédo de
substancias que o inativam, contribuindo para mefoiese ou atividade da eNOS e
resultando na supersensibilidade observada, enaduhee menor producao de NO.

As alteracOes funcionais observadas na aorta tardoram acompanhadas por
aumento significativo na espessura do endotélia eainada média vascular nos grupos
DCE e DHE, em relagéo aos seus respectivos costnod® submetidos a estresse (DC e
DH). Estas alteracdes estdo de acordo com achadGsuasburgskii (1985), que observou
alteracOes estruturais, tais como hipertrofia ddew$ celulares e aumento do numero de
nacleos estrangulados nos tecidos adjacentes amééodvascular da aorta de ratos
submetidos a estresse cronico. Além disso, foi rgbde por Hadijiiskyet al, (1987)
hipertrofia de CMLs e migracdo de midcitos atragtés poros da lamina elastica interna
para 0 espaco subendotelial em aorta de ratos SHRImento da espessura do endotélio
pode decorrer de possiveis alteracfes na sua pahic@de devido a acdes conjuntas das

catecolaminas com as LDL circulantes no sanguegeaesulta em deposi¢cdo de moléculas
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na intima vascular (Kaet al., 1995); e o0 aumento na espessura da camada métha po
decorrer de possiveis quedas na disponibilidade@endotelial, conforme mencionado
abaixo.

Tem sido aceito que o NO endotelial seja capaz ddian o principal evento
inibitorio intracelular da proliferagcdo de CMLs,rpmeio da ativacdo da guanilato ciclase
soltvel, com consequente aumento dos niveis citosbde cGMP (Costa & Assreuy,
2005). Como o repouso mitogénico das CMLs da camaéldia vascular é mantido por
uma funcdo endotelial normal, a reducdo na sintlesexido nitrico endotelial pode
permitir crescimento e proliferacdo destas célulascamada média, bem como sua
migracdo para a intima vascular (Garg & Hassid,9198ssim, as altas concentracfes
sanguineas de corticosterona, nos grupos DCE e pbtiem ter inibido a sintese de NO
pelos mecanismos supracitados, contribuindo patacé® do efeito anti-mitogénico do
NO endotelial sobre a camada média vascular e \@bssipertrofia e proliferacdo das
CMLs desta camada.

Como alteragcbes vasculares podem estar relacionadascorréncia de
dislipidemia, neste estudo foram feitas, tambéraliaydes do metabolismo lipidico nos 4
grupos estudados. A dieta hipercaldrica ndo promoiesidade, avaliada pelo indice de
Lee, em qualquer um dos grupos analisados, toflawdservado aumento significativo da
razdo adiposidade/peso corporal nos animais aladestcom dieta hipercal6rica (grupo
DH), em relacdo aqueles alimentados com dieta @enfgrupo DC). O indice de Lee tem
sido utilizado como uma opcéao viavel para estintmsalade em ratos (Bernardis, 1970;
Scallet & Olney, 1986; Diniet al.,2006). No homem, o indice de massa corporal permit
classificar a situacdo do individuo em peso norsarepeso e obesidade. O indice de Lee,
por sua vez, permite apenas determinar se o angsi@ obeso ou ndo. Como o
desenvolvimento de obesidade estd também relacomad aumento da adiposidade
visceral, e isto foi observado no grupo alimentadon dieta hipercaldrica (DH), em
relacdo ao grupo alimentado com dieta controle (DG3sos dados indicam que, embora a
dieta hipercalorica ndo tenha induzido obesidadestmu-se eficaz na inducdo de
alteracdes no tecido adiposo de ratos, semelhagtedas observadas em humanos.

A elevacéo significativa da raz&o adiposidade/pesporal observada no grupo DH
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em relacdo ao grupo DC foi uma ocorréncia espepads.a ingestao de dieta hipercaldrica
€ capaz de propiciar acumulo energético nos adgsiclTodavia, esta ocorréncia néo foi
acompanhada por alteracdes nos niveis séricos iglcetideos, colesterol total e
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), sugk que os triglicerideos dietéticos
foram metabolizados normalmente por acao da lijyasprotéica, e que o figado pode nédo
ter sido estimulado a produzir triglicerideos e \LBxcessivamente neste grupo. A
elevacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LbBh)grupo DH, indica que estas
lipoproteinas participaram efetivamente da traésigia dos elevados aportes de colesterol
dietético para os tecidos periféricos, uma ocofeétaanbém esperada devido a ingestdo da
dieta hipercaldrica.

Nos animais submetidos ao protocolo de estressecor@ alimentados com dieta
controle, houve diminuicdo significativa da raz@uwdyira/peso corporal. Ao contrario, em
animais alimentados com dieta hipercalorica, cesst induziu aumento neste parametro.
Estes achados confirmam que tanto o estresse qulitis hipercaléricas promovem
alteracbes nos complexos mecanismos envolvidosmtoote do equilibrio energético (Ely
et al.,1997; Ferreirat al.,2006), podendo resultar em lipdlise, por acaocdéscolaminas
no tecido adiposo, ou em acumulo de gordura abddrem ratos submetidos a estresse e
alimentados com dietas ricas em gordura (Buweldd.,2001).

Além de alteragBes no acumulo de tecido adipo&s;Ml, associado ou ndo a dieta
hipercaldrica, provocou também alteracfes nas obrag@®es sanguineas de lipideos,
indicando que nossos resultados estdo de acordcaddsratura, pois os horménios que
participam da resposta de estresse sdo capazesaiepgrfil lipidico aterogénico (Stoney
et al, 1999; Black, 2002; Ferreirat al, 2006), em decorréncia da mobilizacdo de
substratos energéticos fundamentais para geragiamex presenca de agentes estressantes.
Bergeret al., (1980) demonstraram que estresse agudo por cledéuieo, (30 sessbes/30
dias), aumenta a concentracdo de colesterol plasmémn ratos e (Bryangt al., 1988)
demonstraram que o estresse por imobilizacao (l&srodias) aumenta as concentragdes
sanguineas de LDL e VLDL em ratos.

No presente estudo, o0 ECMI aumentou os niveisasde colesterol total e LDL,

independentemente da dieta ingerida; porém, o E@ihentou os niveis séricos de
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triglicerideos e de VLDL somente em animais alirmdos com dieta controle. Estes
resultados podem ser explicados por alguns mecasisjune se seguem. A inervagao
simpatica do tecido adiposo afeta a atividade ndditab (Cousinet al., 1993), podendo
promover tanto diminuicdo quanto aumento de pesgocal no homem e em animais de
laboratério (Tataranni, 1998; Black, 2003). As cataminas, por serem lipoliticas,
aumentam a hidrélise de triglicerideos em diverdepésitos de tecido adiposo do
organismo e inibem a proliferacdo de adipécitoddih@mnet al., 1997). Desta maneira, a
atividade simpatica aumentada € capaz de dimingimfisativamente a massa adiposa
corporal (Bougneregt al., 1997; Hauner, 1997; Black, 2003), conforme obs#vao
grupo alimentado com dieta controle e submetidstresse.

Associado a isto, as catecolaminas sédo capazesihbiea acdo da enzima extra-
hepatica lipase lipoprotéica, que hidrolisa oslitigideos das VLDL para armazena-los
nos adipdcitos como reservas energéticas. Est&aoilda lipase lipoprotéica diminui a
remocao de triglicerideos circulantes no sangumdiy & Rolland, 1989; Black, 2002) e
reduz seu armazenamento nos adipdécitos, contribyada o estabelecimento da chamada
hipertrigliceridemia do estresse. Esta hipertragiidemia ocorre devido a uma diminuicao
da atividade desta enzima no tecido adiposo (Brindt al., 1993). Além de ser uma
provavel causa da diminuicdo da adiposidade noogtugtado com dieta controle e
submetido a estresse (DCE), esta é também umaral&svpis causas dos elevados niveis
séricos de triglicerideos encontrados neste grAfgon disto, a capacidade do figado de
sintetizar triglicerideos é intensificada devidomaa acdo combinada dos glicocorticoides e
dos acidos graxos circulantes sobre a atividadendana fosfatidato fosfoidrolase na via
biossintética dos triglicerideos (Brindley al., 1993). Neste caso, € natural que ocorra,
simultaneamente, elevacdo das concentracdes séec®¥tDL, como ocorreu no grupo
DCE, pois a propria sintese dos triglicerideos @ropna o estimulo imediato para a
formacao e secrecao hepatica das VLDL, cuja findidé exportar triglicerideos do figado
para os tecidos extra-hepaticos (Murray et al.2200

Por outro lado, em ratos alimentados com dietartagp@rica, o estresse cronico
promoveu aumento da gordura visceral (grupo DHEjue poderia estar relacionado a

alteracdes na resposta do tecido adiposo as cateioals. Trés tipos de adrenoceptores
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coexistem em adipdécitos de ratos (adrenocepfargs e pf3) e causam lipdlise em resposta
a ativacdo pelas catecolaminas (Hollenga, 1989).a Wessensibilizagdo odown-
regulation de receptores adrenérgicos nos adipdcitos podegwer acumulo de tecido
adiposo (Black, 2003) e conduzir o animal, subnoeticestresse crénico, a obesidade por
diminuicdo da atividade lipolitica catecolaminégg{Bougnerest al.,1997; Hauner, 1997,
Reynisdottiret al., 1995; Black, 2003). E possivel que alteractes kmmtes possam ter
ocorrido nos animais do grupo DHE, resultando enfugéo do efeito lipolitico das
catecolaminas e aumento da razdo gordura/pesorabrpo

Além disso, a adiposidade elevada no grupo DHEetsgdo aos demais grupos e a
auséncia de aumento de triglicerideos e VLDL n@@rDHE em relacdo ao grupo DH,
sugerem que nao tenha ocorrido inibicdo da lipgs®iotéica pelos glicocorticoides e
pelas catecolaminas, permitindo a hidrolise norohad triglicerideos das VLDL e o
armazenamento dos mesmos nos adipOcitos como aeseevgética. Isto sugere, também,
que a dieta hipercaldrica pode ter sido capaz déutap a reacdo de estresse no grupo
DHE, cancelando a ocorréncia da chamada hipeceigtiemia do estresse, observada no
grupo DCE.

Nesse sentido, ha evidéncias na literatura (Buwatdal., 2001) de que ratos
alimentados com dietas ricas em gordura apreseméainzida resposta simpatica a
estressores e menor nivel de ansiedade no tedtbidioto em cruz elevado (Prasad &
Prasad, 1996). Ha também evidéncias de que a taspo®ixo HHA € menos intensa em
ratos alimentados com dieta hipercaldrica, semé&than que ocorre no homem (Lewh
al., 1996; Straclet al.,1997; Pecoraret al.,2004). Segundo Pecoragbal.,(2004), dietas
hipercal6ricas agem no hipotalamo reduzindo a asgiee de RNAmM para a sintese de
horménio liberador de corticotropina, resultandodiminuicéo da atividade do eixo HHA
e incrementando os estoques de gordura abdomimédi(@n et al., 2003). Evidéncia de
gue uma atividade menos eficiente do eixo HHA pdssacorrido no presente estudo, é
auséncia de elevados niveis séricos de triglicesieeVLDL no grupo DHE. Apesar de 15
dias apos a aplicacdo do ECMI a concentracdo ptasmde corticosterona nao diferir
entre os grupos DCE e DHE, nossos dados ndo nasitper avaliar se ocorreram

diferencas no aumento da secre¢do deste hormémémiatamente apos a aplicagdo dos
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estressores, ou no periodo decorrido entre o fipprdtmcolo de estresse e o sacrificio dos
animais, quando as amostras para dosagem hormoraah fcoletadas. Experimentos

complementares sdo necessarios para avaliar eebgpde que, em animais alimentados
com dieta hipercaldrica e submetidos ao estresseico, 0 aumento na concentracao
sanguinea de corticosterona seja insuficiente gdakar a sintese hepatica de triglicerideos
e VLDL.

Quanto as LDL, foi descrito que os glicocorticéideas catecolaminas diminuem a
degradacdo das LDL pelas células hepaticas (Bginfll&kolland, 1989), resultando em
retardo na metabolizacdo desta fracdo das lipdpestee consequente elevacdo dos seus
niveis séricos. Como as particulas de LDL trangporgrandes quantidades de colesterol
na circulacdo sanguinea, um retardo na remocaasdpatticulas pode também retardar a
liberacdo do colesterol associado a elas, aumemi@ndoncentracdes séricas de colesterol
(Brindley & Rolland, 1989; Brindleyat al., 1993). Desta forma, o aumento das
concentracdes séricas de LDL e colesterol tota,grapos submetidos a estresse (DCE e
DHE), sugere que a corticosterona e as catecolampussam ter promovido uma
diminuicdo de receptores hepéticos de LDL, retatdam remocdo desta fracdo das
lipoproteinas e de colesterol do sangue circuldbstas alteracdes nos niveis séricos de
LDL também podem estar relacionadas as alterac@ssulares funcionais e estruturais
observadas nos grupos DCE e DHE.

A elevacdo da concentracdo sanguinea de LDL temasisiociada a ocorréncia de
supersensibilidade a fenilefrina em aorta torasotada de ratos (Cunte al.,2005) e a
diminuicdo da producéo de Oxido nitrico endotetia humanos e bovinos (Casiebal.,
1993; Hirateet al.,1995). Feroret al.,(1999) relataram que altos niveis de LDL diminuem
a producdo de oOxido nitrico, por promoverem manberacdo entre a proteina estrutural
caveolina e a enzima eNOS. Além disso, altos nigeid. DL diminuem a expressao de
RNAmM para a producdo de eNOS, por mecanismos treios@is e pos-transcricionais
(Lial et al.,1995), e reduzem a ativacdo da guanilato ciclasezida por vasodilatadores,
marco inicial do processo aterogénico (Schireiddl., 1992). Estes relatos sugerem que 0s
elevados niveis de LDL, associados a maior secrdedoorticosterona, observados nos

grupos DCE e DHE, podem ter contribuido para ordedeimento de supersensibilidade a

50



fenilefrina e hipertrofia vascular observadas negaa toracicas isoladas dos animais
submetidos ao ECMI, neste estudo.

Embora no grupo DH o0 aumento de LDL também tenlarioio, este aumento néo
foi acompanhado de altera¢des na secrecao deosbetiona plasmatica ou na sensibilidade
vascular a fenilefrina ou na espessura do endaélia camada média da aorta. Assim, no
grupo DH, um possivel efeito isolado das LDL sobraintese de NO nao teria sido
suficiente para promover alteragdes na sensibiidatienérgica e na espessura da parede
vascular, sendo necessaria uma acdo conjuntaaterdlteis de LDL-colesterol com altos
niveis de corticosterona circulantes no sangue.riss permite sugerir que o estresse seja
capaz de incrementar o potencial aterogénico das LD

As alteracdes nos niveis séricos de colesterd| &#m alteracdes nos niveis séricos
de HDL, propiciaram elevados indices aterogéniossgnupos DCE e DHE, demonstrando
gue o estresse crénico moderado e imprevisivekapta elevado potencial aterogénico. O
indice aterogénico € um parametro para determinaisap de desenvolvimento de
aterosclerose no homem (Wakabayashi, 2004), massigonutilizado em ratos para o
mesmo propoésito (Kamganegt al., 2005; Montillaet al., 2005). Como o0 estresse esta
relacionado ao desenvolvimento de perfil lipidicteragénico (Black, 2002) e a
aterosclerose estéa relacionada a dislipidemias,iedice é capaz de nos ajudar a entender
o papel do ECMI como fator de risco para doen¢cei@aasculares.

E importante ressaltar, também, que as catecolansi@ia capazes de aumentar a
permeabilidade da barreira endotelial para o toafdg lipoproteinas e lipideos oxidados
(Ross, 1999) do sangue para o espacgo subendotdiando alteracées funcionais e
estruturais no endotélio vascular (Kab al., 1995). Neste contexto, nossos resultados
fortalecem dados prévios da literatura (Joknsal., 2001; Griinfeld & Eloy, 1987) e
contribuem para demonstrar que dislipidemias asdasi ao ECMI podem estar
relacionadas a uma possivel diminuicdo da prodde@dO endotelial, & supersensibilidade
em aorta torécicen vitro e ao risco potencial de desenvolvimento de doergssilares.

Enfim, nossos resultados confirmam que o consundieda hipercalérica promove
acumulo de tecido adiposo visceral e mostram quandp ha associacdo entre 0 consumo

de dieta hipercalérica e estresse cronico, estioefmde ser potencializado. Nossos
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resultados indicam também que o estresse crOn@ugweu aumento da sensibilidade da
aorta toracica ao efeito vasoconstritor de agonistarenérgicoin vitro e hipertrofia
vascular, por mecanismos possivelmente relacionadabicdo da sintese de oxido nitrico
endotelial e elevacdo da concentracdo seérica dgprbfeinas de baixa densidade,
independentemente do tipo de dieta consumida, piodii assim, efeitos pro-

ateroscleréticos em ratos.
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CONCLUSOES

1. O modelo de estresse cronico moderado e imprevisivetratamento de rato de
laboratorio com dieta hipercaldrica constituem nhogleexperimentais adequados
para o estudo dos efeitos, a médio prazo, dossstreobre a estrutura e funcéo

vasculares e sobre o metabolismo lipidico.
2. O estresse cronico moderado e imprevisivel pronefggos pro-ateroscleroticos,

em ratos, independentemente do tipo de dieta naecontrole ou hipercaldrica; e
potencializa os efeitos aterogénicos das lipopratede baixa densidade.
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