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RESUMO  

O estresse crônico é um fator de risco para o desenvolvimento de hipertensão, 

aterosclerose e diabetes. O protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível 

(ECMI) é um modelo animal de estresse crônico. Em estudo prévio, foi observado que o 

ECMI induziu resistência à insulina, dislipidemia e disfunção endotelial, em ratos. 

Considerando que o aumento na atividade do sistema renina-angiotensina (SRA) tem 

sido associado à disfunção endotelial e à resistência à insulina, o objetivo deste estudo 

foi investigar a participação do SRA sobre os efeitos cardiovasculares e metabólicos 

induzidos pelo ECMI, em ratos. Foram utilizados 62 ratos machos Sprague-Dawley, 

com dois meses de idade. A duração do período experimental foi de 7 semanas. No 

Experimento 1, os animais foram divididos em 2 grupos: controle e estresse. O ECMI 

foi aplicado nas semanas 3, 4 e 5 e os animais foram eutanasiados 1 e 15 dias após a 

aplicação do protocolo de ECMI. O ECMI aumentou a atividade sistêmica da renina e da 

enzima conversora de angiotensina (ECA), da ECA na aorta torácica e as concentrações 

plasmáticas de angiotensina II e angiotensina (1-7). Com base nestes resultados, que 

mostraram aumento da atividade do SRA induzido pelo ECMI, o Experimento 2 foi 

delineado com o objetivo de avaliar a participação da angiotensina II e do seu receptor 

AT1 nos efeitos desencadeados pelo ECMI sobre a captação de glicose e sobre o sistema 

cardiovascular. Outros animais foram divididos em 4 grupos experimentais: controle, 

estresse, controle losartan (antagonista do receptor AT1 - 50 mg/Kg/dia, v.o.) e estresse 

losartan. O ECMI induziu aumento da área sob a curva, no teste de tolerância à glicose 

(TTG), diminuição da resposta vasodilatadora à acetilcolina na aorta torácica in vitro e 

aumento da pressão arterial in vivo, em comparação com o grupo controle, sem haver 

diferença entre os grupos controle, controle losartan e estresse losartan. Estes resultados 

mostram que os efeitos do ECMI levaram ao processo de disfunção endotelial em ratos, 

os quais foram associados positivamente à hiperatividade do SRA, bem como foram 

cancelados pelo tratamento com losartan. Assim, este estudo esclarece parte dos 

mecanismos fisiológicos envolvidos nas alterações metabólicas e cardiovasculares 

decorrentes do estresse crônico, demonstrando que estas alterações são mediadas pelo 

receptor AT1, provavelmente pela ligação da angiotensina II ao mesmo.  
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Palavras-chave: estresse crônico, disfunção cardiovascular, sistema renina- 

angiotensina, receptor AT1, disfunção endotelial. 
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ABSTRACT 

Chronic stress is a risk factor for the development of hypertension, 

atherosclerosis and diabetes. The protocol of chronic mild and unpredictable stress (CMUS) 

is an animal model of chronic stress. Previously, it has been shown that CMUS induced 

insulin resistance, dyslipidemia and endothelial dysfunction in rats. Considering that 

endothelial dysfunction and insulin resistance have been associated with high activity of 

renin-angiotensin system (RAS), the aim of this study was to investigate the involvement of 

RAS components on cardiovascular effects induced by CMUS in rats. Sixty two male 

Sprague-Dawley rats, (2 months old) were used. The experiment period was 7 weeks. In 

experiment 1, animals were divided into 2 groups: control and stress. The CMUS was 

applied on weeks 3, 4 and 5 and animals were euthanized 1 and 15 days after the CMUS. 

The CMUS increased systemic renin and angiotensin converting enzyme (ACE) activity, 

ACE activity in the thoracic aorta and plasma angiotensin II and angiotensin (1-7) 

concentrations. Based on these results, showing increased activity of the RAS induced by 

ECMI, the second experiment was designed to evaluate the involvement of angiotensin II 

and its AT1 receptor in the effects triggered by CMUS on glucose uptake and on 

cardiovascular system. Other animals were divided into 4 experimental groups: control, 

stress, losartan control (AT1 receptor antagonist, losartan - 50 mg /kg/day, orally) and 

losartan stress. The CMUS induced an increase in area under the curve in the glucose 

tolerance test (GTT), decreased the in vitro vasodilator response to acetylcholine in the 

thoracic aorta and increased blood pressure, compared to control group, without difference 

among control, losartan control and losartan stress group. These results show that the 

effects of CMUS led to endothelial dysfunction in rats, which was positively associated 

with hyperactivity of the RAS and was canceled by the treatment with losartan. Thus, this 

study explains part of the physiological mechanisms involved in cardiovascular and 

metabolic changes resulting from chronic stress, demonstrating that these changes are 

mediated by the AT1 receptor, probably by angiotensin II binding to it. 

 

Keywords: Chronic stress, cardiovascular dysfunction, angiotensin renin system, AT1 

receptor, endothelial dysfunction. 
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1. INTRODUÇÃO 

O estresse crônico é uma das principais características do estilo de vida da sociedade 

moderna e está diretamente relacionado à ativação de áreas límbicas do sistema nervoso central, 

hiperatividade do sistema nervoso simpático e à ativação do sistema renina-angiotensina 

(SRA), fatores que podem contribuir para o desenvolvimento de doenças metabólicas e 

cardiovasculares (Grisk & Retting, 2004).  

Com o objetivo de elucidar os mecanismos envolvidos na fisiopatologia desse 

sistema, diferentes modelos animais têm sido utilizados. Sabe-se que ratos adaptam-se 

rapidamente à aplicação repetida de estímulos estressores, porém esta adaptação não ocorre 

em protocolos de estresse crônico moderado e imprevisível (ECMI), caracterizados pela 

aplicação de diferentes estressores de forma alternada (Moreau et al., 1993; Willner, 1997; 

2005). Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que o ECMI pode induzir dislipidemia, 

aumento da área sob a curva no teste de tolerância à glicose (TTG) e desenvolvimento de 

resistência à insulina (Neves et al., 2009; 2011). Esses resultados corroboram outros 

estudos experimentais e mostram que tanto a aplicação do protocolo de ECMI como do 

estresse crônico apenas por meio de imobilização, também podem ativar o SRA e 

desencadear tais alterações (Grippo & Johnson, 2010; Chung et al., 2011). 

Nesse contexto, o aumento na atividade do SRA tem sido relacionado não só ao 

desenvolvimento de hipertensão, mas também de resistência à insulina (Wichi et al. 2007), 

diabetes mellitus (DM) (Lardizabal & Deedwania, 2010), disfunção endotelial (Chung et al, 

2010) e aterosclerose (Wolf et al., 2003). Assim, o estudo da influência dos componentes 

deste sistema sobre a disfunção endotelial pode contribuir para o entendimento dos 

mecanismos fisiopatológicos relacionados a este processo. 

Um dos principais componentes do SRA é a angiotensina II, uma citocina 

multifuncional reconhecida principalmente por sua ação vasoconstritora (quando atua via 

receptor AT1), além de poder atuar como fator de crescimento, citocina pró-fibrinogênica, 

pró-inflamatória (Wolf et al., 2003) e moduladora da resposta imunológica (Ruiz-Ortega et 

al., 2001). Na presença de hiperinsulinemia, a angiotensina II potencializa a proliferação de 

células do músculo liso vascular e endoteliais (Stenhower et al., 1997). Além disso, a 

angiotensina II pode estimular a produção de espécies reativas de oxigênio, diminuindo a 
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biodisponibilidade de óxido nítrico, resultando em injúria vascular (Hsueh et al., 2004). 

Considerando estes efeitos, foi observado que inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (ECA) e antagonistas de receptores de angiotensina podem reduzir a 

incidência de ocorrência de diabetes em pacientes hipertensos (Dahlof et al., 2002), bem 

como prevenir as complicações vasculares decorrentes de nefropatia e retinopatia diabética 

(Mc Farlane et al. 2003). Além disso, o tratamento com losartan, antagonista de receptores 

AT1, reverteu parcialmente a diminuição da resposta vasodilatadora à acetilcolina, o 

aumento da resposta vasoconstritora à fenilefrina e da produção de ânions superóxido, em 

artérias cerebrais e carótidas (Zhang et al., 2009) de ratos submetidos à microgravidade.  

Entretanto, não se sabe até o momento se há envolvimento do SRA nas 

alterações cardiovasculares e metabólicas desencadeadas pelo ECMI. Assim, o objetivo do 

presente estudo foi investigar a possível participação dos componentes deste sistema, e 

mais especificamente da angiotensina II, sobre as alterações metabólicas e cardiovasculares 

induzidas pelo ECMI, em ratos.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O estresse  

 

O estresse humano é um dos mais significativos problemas de saúde na 

sociedade moderna (Kudielka & Wust, 2010) podendo ser definido como uma experiência 

subjetiva desencadeada por qualquer estímulo aversivo que, ao ativar determinadas áreas do 

sistema nervoso central, torna-se responsável por causar alterações sistêmicas generalizadas 

e não específicas. Em outras palavras, o estresse resulta em qualquer mudança na 

homeostase de um indivíduo, que requer uma resposta adaptativa dele mesmo (Ursin & 

Eriksen, 2004). 

O conceito de estresse é embasado em antigas concepções que datam da 

História Antiga, nas quais, palavras como harmonia, equilíbrio, balanço e estado estável 

eram usadas para se descrever uma característica básica de vida, sendo a saúde reconhecida 

como um estado de harmonia e, doenças, como desarmonia (Chrousos & Gold, 1992). 

Entretanto, o termo estresse foi originalmente empregado em Física, no sentido de 

identificar o grau de deformidade sofrido por um material quando submetido a um esforço 

ou tensão (Goldstein & Kopin, 2007). Partindo desses princípios, três importantes 

fisiologistas, Claude Bernard, Walter Cannon e Hans Selye, passaram a fazer a analogia 

entre o conceito da Física, a perda da homeostasia e o surgimento de doenças (Le Moal, 

2007). 

Dentre estes, Hans Selye é considerado o precursor da utilização e 

popularização do termo estresse no sentido fisiológico ao observar que, após a aplicação de 

solução salina a animais utilizados como controle, estes desenvolviam uma série de 

respostas semelhantes àquelas observadas no grupo tratado com extratos de plantas: úlceras 

no trato gastro-intestinal, hipertrofia da glândula adrenal e atrofia do timo (Selye, 1936; Le 

Moal, 2007). Estas alterações foram atribuídas ao estímulo induzido pela aplicação das 

repetidas injeções, que teriam desencadeado um esforço adaptativo no organismo desses 

animais na tentativa de manter a homeostasia e enfrentar tais situações percebidas como 

desagradáveis (Selye, 1936; Ursin & Eriksen, 2004). Sendo assim, as injeções são 
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estímulos estressores e as alterações desencadeadas por estas constituem a reação de 

estresse. 

Pelo fato desses estímulos terem causado respostas hormonais generalizadas e 

não específicas, atingindo diferentes sistemas orgânicos, Selye as denominou como 

Síndrome Geral da Adaptação, sendo constituída por três fases: de alarme ou excitação, de 

resistência e de exaustão (Tanno & Marcondes, 2002; Le Moal, 2007). Na primeira fase, há 

a ativação do sistema nervoso simpático e do sistema adrenocortical, com liberação de 

catecolaminas (pela medula da adrenal) e de glicocorticóides (pelo córtex da adrenal), a fim 

de se restaurar a homeostase. Essa restauração leva à segunda fase, de resistência, na qual a 

capacidade de reação diminui e o organismo desenvolve mecanismos adaptativos. Se o 

estímulo estressor permanecer, a resposta adaptativa cessa, e ocorre a terceira fase, a 

exaustão, trazendo como consequências doenças cardiovasculares, renais, imunológicas e 

até mesmo a morte (Selye, 1936, Tanno & Marcondes, 2002; McEwen, 2006). 

Embora existam semelhanças entre as respostas obtidas em diferentes 

organismos frente a um único estímulo estressor, como observado nos experimentos de 

Selye, sabe-se que cada organismo não é exatamente constante e tende a responder 

diversificadamente em determinadas ocasiões devido às suas variações comportamentais 

(relacionadas à ativação do sistema límbico) e fisiológicas normais (como por exemplo, a 

variabilidade de respostas que podem ser observadas entre roedores machos e fêmeas, ao 

serem submetidos ao mesmo experimento) (Wood & Shors, 1998). Por isso, houve uma 

reinterpretação do conceito clássico de estresse, considerando que seus mediadores podem 

ter tanto efeitos protetores quanto prejudiciais ao organismo, dependendo do tempo, da 

intensidade de sua secreção e de características do indivíduo. Atualmente, uma nova 

terminologia tem sido empregada para descrever a resposta biológica frente a um estímulo 

aversivo (McEwen, 2005; 2011). Segundo McEwen (2006), a alostase é um termo utilizado 

para descrever os processos adaptativos usados para manter a estabilidade de um organismo 

por meio de processos ativos. Os primeiros mediadores da alostase incluem os hormônios 

do eixo hipotálamo - hipófise - adrenal (HHA), as catecolaminas e as citocinas. Quando 

essas respostas variam além dos limites dos mecanismos homeostáticos (responsáveis por 

exercerem importante influência em várias funções vitais como a respiração, o tônus 
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cardiovascular e o metabolismo intermediário) (Loures et al, 2002) são reconhecidas como 

carga alostática (McEwen, 2005; Goldstein & Kopin, 2007; Grassi-Oliveira et al., 2008). 

Assim, a carga alostática resulta em um desequilíbrio dos mediadores primários, refletindo 

em uma produção excessiva de alguns e inadequada de outros. Acredita-se que essa 

desordem seja responsável pelo surgimento e desenvolvimento de várias doenças 

(McEwen, 2006). 

Devido às limitações inerentes à pesquisa envolvendo seres humanos, e para 

complementar os estudos clínicos e epidemiológicos, modelos animais têm sido muito úteis 

no estudo dos efeitos deletérios desencadeados pelo estresse. Apesar de estar bem 

estabelecido que roedores adaptam-se à aplicação repetida de estímulos estressores, esta 

adaptação não ocorre nos protocolos ECMI. Nestes protocolos, a exposição a diferentes 

estressores alternadamente induziu elevação mantida na concentração de corticosterona em 

ratos (Moreau et al., 1993; Willner, 2005), observada até 15 dias após a aplicação do 

estímulo estressor (Neves et al., 2009). O ECMI também aumentou a concentração 

plasmática de fator de necrose tumoral alfa, interleucina-1 beta, aldosterona e 

corticosterona (Grippo et al., 2005), elevação da frequência cardíaca de repouso, 

diminuição da variabilidade da frequência cardíaca e diminuição do limiar para arritmias 

ventriculares (Grippo et al 2002; 2003), evidenciando os efeitos deletérios do estresse 

crônico sobre o sistema cardiovascular. 

 

2.2 Estresse, sistema cardiovascular e alterações metabólicas 

 

O sistema cardiovascular participa ativamente do processo adaptativo na reação 

de estresse, seja por um aumento da frequência cardíaca, da contratilidade, do débito 

cardíaco ou da pressão arterial (Krantz & Manuck, 1984). Em um organismo saudável, a 

ativação estressora de curta duração, além de não ser capaz de promover efeitos maléficos, 

tende a desencadear efeitos protetores a esse sistema, sendo estes, fundamentais para a 

sobrevivência na presença de qualquer situação em que exista um perigo iminente (Loures 

et al., 2002; Ursin & Eriksen, 2004) e necessidade de manutenção da homeostasia 

(McEwen, 2006).  
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Normalmente, a pressão arterial sofre várias alterações durante o dia para se 

adaptar às mudanças físicas e emocionais, fornecendo o fluxo sanguíneo adequado, quando 

necessário (McEwen, 2006). No entanto, a deficiência de um mecanismo adaptativo junto à 

elevação repetida da pressão arterial pode promover a geração de placas de aterosclerose, 

principalmente quando combinadas com fatores metabólicos que danificam a parede da 

artéria coronária (McEwen, 2006). Dessa forma, as respostas negativas associadas ao 

estresse podem ser decorrentes tanto pelo fato do estímulo estressor ter se tornado muito 

intenso (Loures et al., 2002) quanto por características individuais de cada organismo, 

relacionadas também à susceptibilidade genética e presença ou ausência de determinadas 

doenças (Krantz & Manuck, 1984). 

Adicionalmente, um dos principais fatores responsáveis pelo aumento da 

pressão arterial é a ativação do sistema nervoso simpático (por ação do sistema nervoso 

central) e/ou de mediadores inflamatórios que podem ser desencadeados pelo estresse 

crônico e contribuir para a formação de aterosclerose, hipertrofia cardiovascular e arritmias 

cardíacas (Esler & Kaye, 2000; Brotman et al., 2007; Chumaeva et al., 2009), podendo o 

estresse crônico nesse contexto, levar a complicações cardiovasculares como a doença 

arterial coronariana (Chandola et al., 2008). 

A aterosclerose coronariana caracteriza-se pelo estreitamento e deterioração das 

artérias coronárias, as quais são responsáveis pela nutrição do coração. A formação dessas 

placas pode ocorrer por anos sem serem detectadas, afetando a função cardíaca somente ao 

causar um grau de obstrução suficiente para diminuir o fornecimento de sangue ao coração. 

Quando isso ocorre, a aterosclerose coronária evolui para uma doença cardíaca coronariana 

clínica, conhecida como doença isquêmica do coração (Hurst et al., 1978). 

Adicionalmente, estudos indicam que há uma correlação entre a diminuição da 

variabilidade da frequência cardíaca (VFC), o estresse e as alterações cardiovasculares 

(Mezzacappa et al., 2001). Foi verificado que  a redução da VFC é um preditivo de morte 

para pacientes que sofreram infarto agudo do miocárdio (La Rovere et al., 1998), tendo 

uma relação diretamente proporcional à piora do prognóstico de pacientes com 

insuficiência cardíaca congestiva descompensada (Aronson et al., 2004) ou outras 

complicações cardiovasculares (Stein & Kleiger, 1999).  
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Durante a reação de estresse, as catecolaminas e os glicocorticóides 

desempenham um papel fundamental na mobilização de substratos energéticos para o 

coração, sistema nervoso central e tecido muscular esquelético. Estes hormônios, além de 

estimularem a glicogenólise, lipólise e proteólise, inibem a captação de glicose em tecidos 

cuja função não é essencial durante a exposição ao estressor (Tanno & Marcondes, 2002; 

Mello et al., 2003). 

Por isso, os glicocorticóides podem ser reconhecidos por prejudicar a captação 

de glicose mediada pela insulina no músculo esquelético, provavelmente por inibirem a 

translocação do transportador de glicose GLUT 4 de sua membrana interna para a 

membrana plasmática. Essa inibição pode ocorrer através de mecanismos de 

downregulation de várias proteínas sinalizadoras, importantes na mediação da cascata de 

fosforilação da tirosina do receptor de insulina GLUT 4. No entanto, esse mecanismo de 

ação ainda é controverso (McCowen, et al., 2001; Van Cromphaut, 2009).  

Apesar da relação entre a atividade simpática e o metabolismo de glicose e 

insulina não estar totalmente esclarecida, observa-se que há um aumento significativo da 

resistência à insulina e elevados níveis de glicemia em situações estressoras (Kjeldsen, 

1996; Rubinstein et al., 2010). Nesse caso, há destaque para o cortisol, principal 

glicocorticóide liberado em reposta ao estresse (Roy et al., 2001; Kudielka & Wust, 2010), 

capaz de influenciar no metabolismo da glicose (McCowen et al., 2001; Nowotny et al., 

2010). Dessa forma, além do aumento na concentração de cortisol dificultar o controle 

glicêmico, também predispõe ao desenvolvimento de hiperglicemia (Boyle et al., 2007), 

favorecendo um desequilíbrio metabólico devido à constante estimulação do sistema 

nervoso simpático (Esler & Kaye, 2000). 

Uma doença que pode ser desencadeada ou agravada pelo estresse é o DM. O 

DM tipo 2 é a forma mais comum desse tipo de acometimento, abrangendo 90% dos casos 

diagnosticados e caracterizado principalmente pela ocorrência de resistência à insulina 

(Rabin, 2007). Nesse contexto, em pacientes diabéticos expostos a situações estressantes, o 

aumento na secreção de cortisol induzida por estressores contribui para a piora do controle 

glicêmico e da sensibilidade à insulina, consequentemente induzindo maior prevalência de 

complicações crônicas provocadas por essa doença (Andrews & Walker, 1999; Chiodini et 
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al., 2005; 2007). Já o DM tipo 1, apesar da sua menor prevalência, também tem sido 

evidenciado sofrer influência do estresse. Em uma pesquisa conduzida por Wiesli et al. 

(2005) foi verificado que 20 pacientes com DM tipo I expostos a um teste de estresse 

mental apresentaram retardo no decréscimo de concentração da glicose no período pós - 

prandial, quando comparado ao grupo diabético não submetidos ao estresse.  

De acordo com Muller (2007), o estresse também pode influenciar o 

desenvolvimento de distúrbios metabólicos e mudanças endócrinas em pacientes não 

diabéticos, mas com estado de saúde comprometido, favorecendo o surgimento de quadros 

hiperglicêmicos. Desse modo, entende-se que a presença de determinadas doenças, o 

comprometimento da saúde, bem como a própria internação, podem atuar como estímulos 

estressores e permanentes que, além de elevarem a glicemia, aumentam o índice de 

morbidade e mortalidade nesses pacientes, devido à hiperglicemia estar associada ao 

retardamento de tratamentos hospitalares (Dungan et al., 2009) e ao maior risco de 

complicações infecciosas em indivíduos que passaram por procedimentos cirúrgicos 

(McCowen et al., 2001). Um estudo realizado com a população registrada no setor de 

emergência em um hospital dos EUA mostrou que 60% dos pacientes diagnosticados com 

hiperglicemia tiveram o diabetes confirmado no prazo de um ano (Greci et al., 2003). 

Sendo assim, atenção redobrada deve ser direcionada aos indivíduos hiperglicêmicos, 

principalmente porque a hiperglicemia pode ser decorrente da resposta ao estresse 

desencadeada pela própria internação (Wallander et al., 2008). 

Como citado anteriormente, os efeitos do estresse não somente alteram o 

metabolismo da glicose como também o das proteínas e dos lipídios. Como consequência, o 

aumento nos níveis de ácidos graxos promovem redução significativa da sensibilidade à 

insulina tecidual, favorecendo a resistência ao hormônio. A diminuição da ação da insulina 

e a crescente liberação das catecolaminas e cortisol estimulam o aumento da lipólise, a 

mobilização de ácidos graxos e glicerol de depósitos de gordura, bem como a proteólise 

muscular. Os aminoácidos, associados ao glicerol e ao lactato fornecem os precursores 

necessários para a gliconeogênese e, associados à deficiência de mecanismos regulatórios 

pela insulina, facilitam a síntese de triglicerídeos hepáticos. Assim, o alto fornecimento de 
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ácidos graxos acaba por estimular a secreção de VLDL (lipoproteína de muito baixa 

intensidade) a partir do fígado (Brindley et al., 1993). 

Na reação de estresse, os ácidos graxos podem ser derivados de três fontes: da 

mobilização do tecido adiposo, do aumento da síntese de ácidos graxos por efeitos 

combinados da insulina e do cortisol, e do aumento do consumo de alimentos ricos em 

gorduras que favorecem a produção de quilomícrons remanescentes, os quais estão 

associados à hiperfagia (Brindley et al., 1993). Com relação à ingestão alimentar, sabe-se 

que em resposta ao estresse, algumas pessoas tendem a perder enquanto outras tendem a 

ganhar peso. Acredita-se que isso esteja relacionado à ativação de determinadas áreas do 

sistema límbico no sistema nervoso central e ocorra devido ao aumento da ativação β – 

adrenérgica que pode levar à perda de peso por atuar no mecanismo de lipólise (Kuo et al., 

2008), ou então, pelo aumento do consumo das conhecidas “comidas de conforto”, ricas em 

gorduras e açúcares (Dallman et al., 2005). Segundo Gonzalez-Bono et al. ( 2001), tanto o 

estado alimentado quanto o jejum podem aumentar a atividade do eixo hipotálamo - 

hipófise - adrenal, sugerindo diferentes mecanismos subjacentes na interação entre o fluxo 

calórico e níveis de hormônios relacionados ao estresse, como o cortisol. Além disso, o 

aumento da adrenalina (Cagampang et al., 2011) também parece ser, em médio e longo 

prazo, um fator que favorece o aumento do índice de massa corporal de indivíduos 

saudáveis (Flaa et al., 2008). 

No entanto, separadamente, apenas o estresse (dependendo do tipo e 

intensidade) ou a dieta (dependendo do tipo da dieta hipercalórica), podem não ser capazes 

de induzir a obesidade, considerando que muitas vezes o estresse tende a diminuir a 

adiposidade em ratos (Kuo et al., 2008). Porém, quando combinados, o estresse crônico e a 

dieta hipercalórica podem levar à obesidade abdominal devido a diversos mecanismos, que 

incluem a liberação do neuropeptídio Y (NPY) diretamente no tecido adiposo (Kuo et al., 

2007; Karalis et al., 2009). 

Estudos revelam que a obesidade é um problema de saúde global e afeta mais 

de 400 milhões de pessoas em todo o mundo (Lois & Kumar, 2009). Associadas a ela, 

existem mais de 45 co-morbidades e desordens aterogênicas. Além disso, é reconhecida 

pelo guia da Federação Internacional do Diabetes (International Diabetes Federation 
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guidelines) como uma condição progressiva contribuinte para o desenvolvimento de câncer 

(Johansen et al., 2010), diabetes, desordens cardiovasculares e aumento de mortalidade por 

tais causas (Lois & Kumar, 2009). Hotamisligil et al. (1993), já haviam demonstrado que a 

obesidade poderia ser caracterizada como uma “inflamação sistêmica de baixo grau”, 

induzida por diferentes mediadores inflamatórios, porém, há aproximadamente uma década, 

é que de fato os cientistas passaram a analisá-la como um estado inflamatório (Lois & 

Kumar, 2009). O aumento plasmático de células mononucleares e linfócitos em indivíduos 

obesos, assim como de tecido adiposo e da concentração sanguínea de fator de necrose 

tumoral alfa, interleucina-1 e interleucina-6 são compatíveis com essa sugestão (Senn et al., 

2002). O tecido adiposo, por si só, é considerado como o primeiro sítio da geração do 

estado pró-inflamatório, que eventualmente torna-se sistêmico (Lois & Kumar, 2009; 

Balistreri et al., 2010).  

Assim como a obesidade favorece a liberação de mediadores inflamatórios, o 

estresse crônico parece interferir na resposta imunológica por meio da liberação excessiva 

de cortisol (Karalis et al., 2009), e consequente diminuição da proliferação de células do 

tipo B e T em camundongos diabéticos (Rubinstein et al., 2010). Já o estresse crônico 

associado à dieta rica em açúcares e gorduras, promove aumento da concentração de 

glicocorticóides primeiramente na gordura visceral (por mecanismo relacionado à 

dehidrogenase 11b-hidroxiesteróide - 11b-HSD1 - uma enzima que catalisa a conversão do 

cortisol inativo em 11b-HSD1 ativo) (Karalis et al., 2009), e, depois, por meio da 

angiogênese e adipogênese, tende a induzir o crescimento da área abdominal, que com o 

tempo, leva à inflamação tecidual, hipervascularização e mudanças hormonais como a 

hiperinsulinemia e a hiperlipidemia (Kuo et al., 2008). Esses dados comprovam que uma 

sobreposição entre a via de sinalização metabólica e inflamatória piora o efeito da insulina 

no tecido periférico (Senn et al., 2002) e é relacionada ao estado pró-inflamatório 

decorrente da obesidade e do estresse, à resistência insulínica e ao diabetes (Kuo et al., 

2008; Lois & Kumar, 2009). 

As disfunções metabólicas da glicose e dos lipídios, como várias desordens 

aterogênicas desencadeadas pela obesidade (Lois & Kumar, 2009), associadas a quadros de 

hipertensão, corroboram o surgimento de uma alteração de origem multifatorial 
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denominada Síndrome Metabólica (SM) (Pyykkonen et al., 2010). A incidência da SM tem 

sido alta e crescente em todo o mundo e é decorrente do chamado “estilo de vida ocidental 

moderno”. O principal ponto negativo desse estilo de vida inclui o estresse (em longo prazo 

e contínuo), balanço energético positivo (excessivo consumo de energia e baixa atividade 

física), baixa qualidade de sono e alimentar (alta ingestão de comidas calóricas e, ao mesmo 

tempo, pobres em micronutrientes) (Monteiro & Azevedo, 2010; Kim et al., 2011). Da 

mesma forma que a SM tem origem multifatorial, também pode favorecer a disfunção de 

diversos mecanismos do organismo (Pyykkonen et al., 2010). Assim, além de poder ser 

desencadeada em resposta ao estresse (Seematter et al., 2000), acaba se tornando fator de 

risco para o desenvolvimento de DM tipo 2 e doenças cardiovasculares, e pode aumentar a 

taxa de mortalidade relacionada às doenças cardiovasculares e de outras causas (Li et al., 

2010; McGrady, 2010), o que demonstra ainda mais que as variadas respostas ao estresse, 

afetam diretamente o sistema cardiovascular e metabólico. 

 

2.3 Estresse e SRA 

 

Ao investigar os processos fisiopatológicos envolvidos nas disfunções 

cardiovasculares desencadeadas pelo estresse, tem-se dado grande destaque ao SRA. O 

SRA corresponde a um complexo sistema hormonal cujo papel fundamental relaciona-se ao 

controle da pressão arterial, equilíbrio hidro-salino, volume extracelular e resistência 

vascular (Fleming et al., 2005; Harrison-Bernard, 2009). 

Há aproximadamente um século que o SRA tem sido estudado, no entanto, 

somente a partir de 1930 esses estudos foram realizados de forma consistente e a renina foi 

reconhecida como uma peptidase capaz de produzir o peptídeo angiotensina I. A partir de 

então, vários trabalhos foram conduzidos a fim de se identificar e compreender tanto o 

mecanismo fisiológico quanto o patológico desse sistema (Inagami, 1998). 

Classicamente, a renina é sintetizada e armazenada em sua forma inativa, 

denominada pró-renina, nas células justaglomerulares dos rins (células musculares lisas 

modificadas), localizadas nas paredes das arteríolas aferentes, imediatamente proximal aos 

glomérulos. Com a queda de pressão arterial, reações intrínsecas nos próprios rins fazem 
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com que moléculas de pró-renina nas células justaglomerulares sejam clivadas, liberando a 

renina que passa para a circulação renal e circula por todo o corpo. Como mencionado, a 

renina atua sobre o angiotensinogênio que libera a angiotensina I, um fraco vasoconstritor 

que, no entanto, ao sofrer a ação da ECA, dá origem à angiotensina II, reconhecida como 

um potente vasonconstritor. A angiotensina II torna-se responsável por induzir duas ações 

principais que poderão levar ao aumento da pressão arterial. A primeira, por meio de uma 

rápida vasoconstrição, principalmente das arteríolas, induz vasoconstrição periférica total e, 

a segunda, acarreta retenção renal de sal e de água (ao atuar diretamente nos rins, com 

diminuição da excreção de sal e de água, e também, induz a secreção de aldosterona pelas 

glândulas supra-renais, o que aumenta a reabsorção de sal e água pelos túbulos renais) 

(Carey & Siragy, 2003; Fyhrquist & Saijonmaa, 2008). 

Basicamente, o SRA era conhecido por possuir apenas quatro componentes 

protéicos: a renina (que pertence à família da aspartil protease e se encontra elevada em 

30% dos pacientes hipertensos, associada a um maior risco de doença cardiovascular 

quando sua concentração plasmática eleva-se), o angiotensinogênio, a ECA (uma 

metaloprotease identificada nos rins, cérebro e coração) e o receptor de angiotensina II 

(identificado no músculo liso vascular em duas formas: o AT1, que quando estimulado 

provoca a vasoconstrição e o AT2 que provoca vasodilatação supostamente mediada pela 

via do endotélio - óxido nítrico) (Siragy & Carey, 1997; Da Luz et al., 2005).  

Adicionalmente, novos componentes foram identificados, como o peptídeo 

vasodilatador angiotensina (1-7) que pode ser formado diretamente a partir da angiotensina 

I, pela ação de peptidases como a endopeptidase neutra [NEP], prolil endopeptidase [PEP] 

ou ser um metabólito intermediário da conversão da angiotensina II - via PEP ou prolil-

carboxipeptidase, capaz de induzir a vasodilatação mediada pelo óxido nítrico (Carey & 

Siragy, 2003; Da Luz, et al., 2005); a angiotensina III (outro metabólito da angiotensina II, 

encontrado no cérebro e no líquido cérebro-espinhal) e a angiotensina IV (um agonista 

endógeno, identificado em áreas cerebrais distintas onde receptores AT1 e AT2 estão 

localizados, atuando provavelmente por meio de um outro receptor, o AT4); bem como 

uma enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2), que converte a angiotensina II em 

angiotensina (1-7) e que também medeia a conversão de angiotensina I em angiotensina (1-
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9), que pode ser metabolizada em angiotensina (1-7) pela ECA), além de outros receptores 

como a prorenina e o Mas (Phillips & De Oliveira, 2008; Varagic et al., 2008; Mertens et 

al., 2010; Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000). 

Apesar de o SRA fazer parte dos mecanismos fisiológicos fundamentais para a 

regulação da PA, alterações em seus componentes têm sido associadas ao desenvolvimento 

de diversas disfunções e doenças relacionadas ao estresse. A estimulação simpática 

induzida pelo estresse resulta em maior atividade das fibras simpáticas que inervam as 

células justaglomerulares e ativação dos receptores adrenérgicos presentes nos rins 

(Phillips, 1987), levando ao aumento na liberação de renina (Harrison-Bernard, 2009) e 

síntese de angiotensina II (Loures et al., 2002). Além disto, a ativação do SRA está 

associada a aumento na formação de ânions superóxido, diminuição da síntese de óxido 

nítrico (Luft, 2010), aumento do estresse oxidativo, disfunção endotelial, aterosclerose 

(Han et al., 2007; Daugherty et al., 2010), apoptose, degradação mitocondrial, alteração 

bioenergética e acúmulo de lipídios em órgãos como o coração, doença de Parkinson, 

doença de Alzheimer, estresse e depressão (Phillips & De Oliveira, 2008; Mertens et al., 

2010). A inibição farmacológica do SRA também tem sido amplamente utilizada (Ma, et 

al., 2010) no tratamento de pacientes com insuficiência cardíaca congestiva (Kluger et al., 

1982), diabetes (Tikellis et al., 2006), hipertrofia ventricular esquerda (Oigman & Neves, 

2000), nefropatia diabética, hipertensão, edema pulmonar e sistêmico, cirrose hepática, 

esclerodermia, enxaqueca (Harrison-Bernard, 2009) e síndrome metabólica (De Kloet et al., 

2009; 2011).  

Mesmo com a carência de estudos clínicos sobre os mecanismos envolvidos na 

associação estresse e o SRA e, ainda que essa relação não esteja bem estabelecida, sabe-se 

que a elevação dos níveis de renina e angiotensina II está relacionada principalmente a 

ações mediadas por receptores AT1 localizados na musculatura lisa vascular, musculatura 

cardíaca, gânglios simpáticos, na adrenal e na hipófise. Diante disso, durante as respostas 

cardiovasculares ao estresse mental, já foi demonstrado que a angiotensina II interage 

diretamente com os receptores vasculares ou cardíacos ou de forma indireta, por meio da 

modulação da atividade simpática (Aguilera, 1995).  
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Entretanto, dependendo da localização desses receptores, bem como do tipo de 

estressor utilizado, diferentes respostas podem ser desencadeadas, visto que a reatividade 

cardiovascular ao estresse emocional parece ser atenuada com a inativação de receptores 

AT1 cerebrais (seja pela inativação farmacológica ou genética), enquanto que estressores 

físicos não parecem desencadear os mesmos efeitos (Mayorov, 2011). Embora a literatura 

mostre que tanto o estresse agudo quanto o crônico possam alterar os níveis plasmáticos de 

renina e de componentes plasmáticos do SRA devido à estimulação simpática, (Groeschel 

& Braam, 2011), somente no estresse crônico parece haver ainda inibição da atividade da 

aldosterona sintetase e diminuição dos níveis de aldosterona (Aguilera, 1995). Porém, 

Ulrich-Lay et al (2006), observaram que apesar do estresse crônico aplicado durante 14 

dias ter desencadeado hiperplasia e hipertrofia das glândulas adrenais de ratos machos 

Sprague-Dawley, esses estímulos não pareceram afetar o índice basal do eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal, a atividade do SRA e a produção de aldosterona via hormônio 

adrenocorticotrófico, comparado ao grupo controle. 

Em relação à pressão arterial, foi observado que em ratos machos Wistar a 

pressão arterial média pode ser aumentada tanto pela estimulação estressora por 

imobilização, quanto pela infusão subcutânea de angiotensina II e contrariamente, 

diminuída de forma significativa após infusão subcutânea de angiotensina (1-7). Também 

foi visto que essas respostas podem ser alteradas por fatores como o ritmo circadiano 

(considerando que a infusão de angiotensina II pode promover uma inversão na acrofase do 

ritmo circadiano da pressão arterial média) e a presença ou não de estímulos estressores. 

Em animais estressados, a infusão de angiotensina (1-7) não alterou os valores da pressão 

arterial média anteriormente registrados, porém, surpreendentemente, em animais 

estressados que receberam infusão de angiotensina II houve um decréscimo significativo 

dessa medida (revertendo o aumento causado pelo estresse) (Braga et al., 2002). 

Já Loria et al. (2010) submeteram ratos neonatos Wistar Kyoto a um protocolo 

de estresse crônico comportamental e verificaram que embora os valores basais de 

angiotensina II, angiotensina (1-7), atividade plasmática da renina, pressão arterial e 

frequência cardíaca não terem se diferenciado entre os grupos, houve um aumento 

significativo na pressão arterial, na frequência cardíaca e na resposta inflamatória vascular 
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do grupo estressado após haver uma infusão crônica de angiotensina II por minipumps, 

indicando que o estresse prévio pode aumentar a reatividade cardiovascular à angiotensina 

II. 

Os efeitos da estimulação crônica do SRA também podem ser verificados pelas 

mudanças morfológicas atriais observadas em modelos de ratos com superexpressão da 

ECA e de angiotensina II no coração, que desenvolveram arritmia cardíaca e morte súbita 

(Xiao et al., 2004). Estes achados reforçam que a utilização de inibidores da ECA e de 

antagonistas de receptores AT1 podem atuar como fatores de proteção contra a progressão 

de várias doenças cardiovasculares (Fleming et al., 2005), bem como na prevenção da 

ocorrência de hipertrofia do miócito e fibrose intersticial durante o processo de 

remodelação miocárdica em ratos (Epifanio et al., 2005; Trindade et al., 2007). 

De acordo com essas informações, Chung et al. (2010), verificaram que o 

aumento da pressão arterial sistólica, associado à diminuição do relaxamento (induzido pelo 

efeito vasodilatador da acetilcolina) em aorta torácica de ratos machos Sprague-Dawley 

submetidos ao estresse por imobilização, foram revertidos tanto pelo uso de inibidor da 

ECA quanto pelo antagonista de receptor AT1. Além disso, o desenvolvimento de 

disfunção endotelial induzido pelo estímulo estressor também regrediu após a utilização 

desses fármacos. 

Alterações metabólicas também foram verificadas em ratos tratados com 

antagonista de receptor AT1. Após 18 semanas de tratamento, houve redução do ganho de 

tecido adiposo, decréscimo da massa tecidual adiposa (devido à hipotrofia epididimal e 

retroperitoneal) e decréscimo no tamanho dos adipócitos, (sem alterar sua quantidade). 

Além disso, dentre outros efeitos, os níveis de leptina sérica, do RNA mensageiro da 

leptina epididimal e do fator de necrose tumoral alfa decresceram, enquanto a síntese do 

RNA mensageiro de ácidos graxos, e dos níveis de adiponectina sérica e do RNA 

mensageiro da adiponectina epididimal aumentaram, indicando que a atividade do SRA 

local tem um importante papel no metabolismo do tecido adiposo (Zorad et al., 2006).  

Em estudo clínico, o tratamento de indivíduos hipertensos portadores de 

síndrome metabólica, com bloqueadores do SRA melhorou significativamente os níveis de 

colesterol total, triglicérides, LDL-colesterol, HDL-colesterol e adiponectina plasmática, 
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em comparação com grupos que realizaram outras terapias antihipertensivas (Ylmaz et al., 

2007). Diversos estudos clínicos e epidemiológicos mostraram que o tratamento com 

bloqueadores do receptor AT1 podem prevenir ou impedir o desenvolvimento de distúrbios 

renais em pacientes diabéticos e/ou hipertensos (Tocci & Volpe, 2011). Paralelamente, com 

o uso da mesma classe de medicamentos (antagonista de receptor AT1) foi possível reverter 

o aumento do estresse oxidativo e a diminuição da produção de óxido nítrico em homens 

saudáveis submetidos à hipóxia intermitente, semelhante ao que ocorre na apnéia obstrutiva 

do sono (Pialoux et al., 2011). 

Já um estudo realizado com pacientes obesos e hipertensos comparou o uso 

terapêutico do diurético hidroclorotiazida (capaz de diminuir a tolerância à glicose e a 

secreção de insulina pelas células beta pancreáticas) associado ao uso de Valsartan 

(antagonista de receptor AT1) ou de Anlodipina (bloqueador dos canais de cálcio). Ao se 

comparar ao grupo que recebeu o tratamento de diurético + Anlodipina, o grupo que foi 

tratado com diurético + Valsartan obteve melhora significativa na secreção de insulina 

(estimulada pela presença de glicose), mostrando que o antagonista de receptor AT1 

atenuou os efeitos negativos do diurético (Sowers et al., 2010). Adicionalmente, dentre 

pacientes diagnosticados com estenose aórtica entre 1993 e 2008, na região de Tayside, no 

Reino Unido, aqueles que fizeram uso de bloqueadores do SRA (inibidores de ECA ou 

antagonistas de receptor AT1) apresentaram menor taxa de morbidade e mortalidade e de 

complicações cardiovasculares (Nadir et al., 2011), demonstrando assim, que a inibição de 

receptores AT1 parece melhorar os parâmetros glicêmicos e cardiovasculares. 

Considerando a participação do SRA nas alterações cardiovasculares associadas ao 

estresse, é importante investigar a atividade deste sistema em animais submetidos ao ECMI 

com objetivo de se obter melhor compreensão sobre os mecanismos fisiológicos envolvidos 

nos efeitos negativos desencadeados pelo estresse crônico. 
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3. PROPOSIÇÃO  

 

 Investigar a participação do SRA nas alterações induzidas pelo ECMI, por meio da 

determinação da atividade da ECA no sangue e na aorta torácica, da renina circulante e a 

concentração de angiotensina I, II e (1-7) no plasma de ratos.  

 Avaliar se os efeitos da angiotensina II, mediados pelo receptor AT1, estão envolvidos 

na disfunção endotelial e na resistência à insulina induzidos pelo ECMI, e seus impactos 

sobre a pressão arterial, por meio da análise da resposta ao TTG, sensibilidade da aorta 

torácica à acetilcolina in vitro, evolução temporal da pressão arterial e frequência cardíaca 

in vivo, em ratos controles e estressados, tratados ou não com o antagonista do receptor 

AT1 losartan. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Animais 

Neste estudo foram feitos 2 experimentos e ao total foram utilizados 62 ratos 

machos Sprague-Dawley com 2 meses de idade, pesando inicialmente entre 300 e 350 g, 

fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigação Biológica (CEMIB) da 

Universidade Estadual de Campinas. Os animais receberam ração para ratos Purina®, 

foram alojados em gaiolas individuais e em sala climatizada (22 ± 2ºC), com ciclo 

claro/escuro de 12/12 h (luzes acendendo às 06:00 h), no Biotério do Depto de Fisiologia da 

Faculdade de Odontologia de Piracicaba – FOP/UNICAMP. Todos os procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal do Instituto de Biologia da 

Universidade Estadual de Campinas - Processo CEEA nº 1829-1 (ANEXO 1).  

 

4.2. Delineamento - Experimento 1 e 2 

O período de ambos os experimentos teve a duração de 7 semanas (Figura 1) e 

o peso corporal foi registrado semanalmente para avaliação do efeito do ECMI, já que sua 

redução é um índice de estresse (Retana-Márquez. et al., 2003).  

No experimento 1, os animais foram divididos em 2 grupos: Controle e 

Estresse. Nas semanas 1, 2, 6 e 7 do período experimental, os animais foram submetidos 

aos procedimentos relacionados à troca e limpeza das gaiolas. O ECMI foi aplicado nas 

semanas 3, 4 e 5 e os animais foram eutanasiados, por decapitação, 15 dias após o término 

do último estímulo estressor. Alguns animais do grupo Estresse foram eutanasiados um dia 

após o fim do ECMI, com o objetivo de avaliarmos a evolução da concentração sanguínea 

de hormônios marcadores do estresse (corticosterona, adrenalina e noradrenalina) e 

confirmar o aumento mantido na secreção dos hormônios do estresse até 15 dias após o 

ECMI. Como o objetivo principal deste experimento foi avaliar o efeito, a longo prazo, do 

ECMI sobre a atividade do SRA, os demais animais foram eutanasiados 15 dias após 

finalizado o protocolo de estresse, com tempo equivalente para o grupo controle (no início 

da 8
a
 semana do período experimental). O sangue foi coletado para posterior determinação 

da atividade da renina e ECA e dosagem de catecolaminas, corticosterona e angiotensinas. 
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O terço médio da aorta torácica foi isolado e congelado a -70ºC, para posterior análise da 

atividade tecidual da ECA. 

No experimento 2, outros animais foram divididos em 4 grupos experimentais: 

Controle, Estresse, Controle losartan e Estresse losartan. Nos grupos tratados com losartan 

(Aradois®), este foi administrado na água (50mg/Kg/dia), em volume aproximado ao 

consumo hídrico diário determinado em estudo piloto (média de consumo diário de 

aproximadamente 30 mL ± 2, tanto em grupos controle como estresse) e registrado por 

meio de pesagem das garrafas. Como o bloqueio de receptor AT1 pode aumentar a diurese, 

diminuir a volemia e estimular a secreção de renina, os animais tratados com losartan 

receberam solução de NaCl 1%, com o objetivo de diminuir estes efeitos, evitando assim a 

alteração da pressão arterial (Ronchi, 2006; Barauna et al., 2008). Semanalmente (semanas 

1 a 7), a pressão arterial foi registrada por pletismografia de cauda. Nas semanas 1, 2 e 6 do 

período experimental, os animais foram submetidos apenas aos procedimentos relacionados 

à troca e limpeza das gaiolas. Na semana 7, todos os animais foram submetidos ao TTG. Os 

ratos foram eutanasiados, por decapitação, 15 dias após o ECMI, para coleta de sangue. O 

terço médio da aorta torácica foi isolada para obtenção de curvas concentração-efeito à 

acetilcolina in vitro. 
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Figura 1: Fluxograma do delineamento experimental 1 e 2 

 

4.3. Protocolo de Estresse 

Na 3ª, 4ª e 5ª semanas do período experimental, os animais foram submetidos 

ao protocolo de ECMI, modificado de acordo com Neves et al. (2009), a partir da 

metodologia descrita por Moreau (1997). O protocolo de ECMI consiste na aplicação de 

diferentes estímulos estressores ao longo de 7 dias, repetindo-se os procedimentos por 3 

semanas consecutivas (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

Semanas 1 e 2: 

Troca das gaiolas 

 

EXPERIMENTO 1  

 
EXPERIMENTO 2  

 

Semana 6: 

Troca das gaiolas 

Semana 7: 

TTG 

Semana 6: 
Eutanásia de 

alguns animais do 

grupo Estresse 

Semana 7: 

Troca das gaiolas 

Semana 8: 

Eutanásia dos animais 

Medida da pressão 
arterial 

Semanas 3, 4 e 5: 

ECMI 

 

Grupos: 
- Controle 
- Estresse 

 

Grupos: 
- Controle 
- Estresse 
- Controle losartan 
- Estresse losartan 
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Tabela 1. Protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível. 
 Manhã Tarde 

Segunda-feira 8:00 – 9:00 h: Imobilização 13:00-14:00 h: Imobilização 
18:00 h: Iluminação contínua durante a noite 

Terça-feira 8:00 – 9:00 h: Imobilização 14:00 - 15:00 h: Imobilização seguida de 

privação de água e comida durante 17 horas. 

Quarta-feira 8:00 - 10:00 h: Acesso restrito a 
comida por 2 horas. 

13:00 - 14:00 h: Imobilização seguida de 
privação de água por 18 horas. 

Quinta-feira 8:00 – 10:00 h: Exposição a 

garrafas de água vazias. 
11:00 – 12:00 h: Imobilização 

14:00 - 15:00 h: Imobilização seguida de 

alojamento em gaiolas com maravalha úmida 
durante 17 horas. 

Sexta-feira 8:00 – 9:00 h: Imobilização 18:00 h: Ciclo claro/escuro invertido (até 08:00 

h da segunda-feira seguinte) 

 

4.4. Determinação da concentração plasmática de corticosterona 

A determinação da concentração plasmática de corticosterona foi realizada por 

ensaio enzimático colorimétrico, utilizando-se kit comercial produzido pela Assay 

Designs
® 

(Ann Arbor, MI, USA), com sensibilidade de 0,027 ng/mL e com coeficiente de 

variação intra e inter-ensaio de 7,7% e 9,7%, respectivamente.  

 

4.5. Determinação da concentração plasmática de catecolaminas  

O plasma foi submetido à purificação conforme descrito por Di Marco et al. 

(2003). O sobrenadante foi filtrado (0,22 µm) e injetado em coluna de fase reversa. As 

catecolaminas foram separadas, usando um par iônico acoplado com detecção 

eletroquímica (0,5 V). A separação isocrática foi obtida usando uma coluna Spheri-5 ODS 

5 µm. O sistema de cromatografia líquida de alta performance (HPLC) consta de uma 

bomba (modelo LC- 10 ADVP- Shimadzu), detector eletroquímico (modelo L-ECD- 6A- 

Shimadzu), injetor automático (SIL- 20AC- Shimadzu), coluna 5 µm, (4,6x 250 mm), pré-

coluna RP 18,7µm (15x3,2 mm). As aminas biogênicas foram separadas por eluição 

isocrática, fluxo de 0,8 mL /minuto durante aproximadamente 25 minutos, sendo que a 

fase móvel foi composta de fosfato de sódio 0,02M (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), 

citrato de sódio 0,02 M  (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), EDTA 0,12 mM (Merck 

KGaA, Darmstadt, Germany), heptano sulfônico 566 mg/L (Sigma Chemical Company, 

St. Louis, MO, EUA) e metanol  (Licrosolv) 10% e ajustado o pH para 2,53 com ácido 
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perclórico a 50% (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), A concentração de monoamina 

foi expressa em pg/mL. Os cálculos foram feitos a partir da seguinte fórmula: 

Pg A/mL= PsA/PsDHBA x quantidade do padrão x fator de diluição 

                                  PstA/PstDHBA 

Onde: A=amina; Ps= área do pico da amina na amostra; PstA= área do pico da 

amina no padrão; PsDHBA= área do pico do DHBA (dihidroxibenzilamina) na amostra; e 

PstDHBA= área do pico de DHBA no padrão. DHBA é o padrão interno de extração, usado 

para o cálculo de recuperação nos tempos de retenção esperados. 

 

4.6. Determinação da atividade da renina  

A determinação da atividade da renina foi realizada, segundo Prieto-

Carrasquero et al. (2008), em amostras de plasma incubadas a 37°C com 1 nmol de 

tetradecapeptídeo em volume final de 1 mL de tampão Tris/HCl 0,05M na presença de um 

pool de inibidores (50 mM EDTA, 1.0 mM Ophe, 300 mM, PMSF and 200 mM DTT). 

Alíquotas do incubado foram coletadas nos tempos inicial e final, e a reação foi 

interrompida com 10 L de ácido ortofosfórico 50%. A angiotensina I, produto da reação 

da renina sobre o tetradecapeptídeo, foi quantificada por HPLC de fase reversa usando uma 

coluna aquapore ODS 300, previamente equilibrada com 0,1% de ácido ortofosfórico 

contendo 5% de acetonitrila.  

 

4.7. Determinação da atividade da ECA 

A atividade enzimática da ECA foi determinada fluorimetricamente, utilizando-

se Z-Phe-His-Leu (ZPhe-HL; ECA N-domínio) (1 mM) como substrato, segundo Friedland 

& Silverstein (1976) e Carmona et al., (2005). O tampão padrão utilizado para os ensaios 

foi fosfato de dipotássio 0,1 M, pH 8,3, contendo NaCl 0,3M e ZnSO4 10 
-4

 M. Uma 

alíquota da amostra (soro ou homogenato de tecido) foi incubada com substrato a 37C. A 

reação enzimática foi interrompida com 1,5 mL de NaOH 0,28 N, e em seguida, foram 

adicionados 100 L de ortoftaldialdeído (20 mg/mL em metanol), permanecendo em 

repouso durante 10 minutos para posterior adição de 200 L de HCl 3 N, a fim de que a 
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reação fluorimétrica fosse interrompida. Em seguida, foi realizada a leitura da fluorescência 

(excitação: 360 nm; emissão: 500 nm) em espectrofluorímetro. Neste ensaio foi preparada 

uma solução branco, com o mesmo volume de amostra, substrato e reagentes citados, 

porém, tendo como diferença a adição de NaOH antes do substrato, não sendo necessário 

incubar esta solução. A curva padrão foi feita com uma solução His-Leu 10
-3

 M para os 

posteriores cálculos da atividade da ECA. As medidas de unidades arbitrárias de 

fluorescência foram registradas para posterior cálculo e correção dos valores pela 

concentração protéica, determinada pelo método de Bradford (1976). Os resultados foram 

expressos em mU/mL, no soro, e mU/mg de proteína nas amostras de tecido (aorta). 

 

4.8. Quantificação de Angiotensinas 

A concentração de angiotensinas foi determinada conforme descrito por Franco 

et al. (2008). Amostras de plasma foram concentradas em colunas C18 Sep-Pak previamente 

ativadas com metanol (5 mL), tetrahidrofurano (5 mL), hexano (5 mL), metanol (5 mL) e 

água (10 mL). Após a ativação, as amostras foram aplicadas nas colunas, lavadas com água 

e eluídas na mistura etanol/ácido acético/água na proporção 90%/4%/6%. Os eluatos foram 

então liofilizados, redissolvidos em 500 µL de fase móvel A (5% de acetonitrila em 0,1% 

de ácido ortofosfórico) e filtrados com membrana 0,22 μm para serem analisados por 

HPLC. Os peptídeos foram separados em uma coluna de fase reversa Aquapore ODS 300 

(250 x 4,6 mm), 7µ, utilizando 5 min de gradiente isocrático seguido por 20 minutos de 

gradiente linear de 5% a 35% de fase móvel B (95% Acetonitrila em ácido trifluoroacético 

0,1%), sob um fluxo de 1,5 mL/min por 40 minutos por HPLC. As angiotensinas I, II e (1-

7) de cada amostra foram identificadas, comparando-as com o tempo de retenção das 

angiotensinas padrão no HPLC. 

 

4.9. Determinação da pressão arterial e frequência cardíaca 

Uma semana antes da análise da pressão arterial e da frequência cardíaca, foi 

realizado uma adaptação dos animais ao dispositivo. Durante todo o período experimental, 

uma vez por semana, foi verificada a pressão arterial dos animais por meio da conexão de 

um pletismógrafo (BP-2000 Blood Pressure Analysis System
TM

) à cauda dos mesmos 
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(Krege et al., 1995), em sala com isolamento acústico e diminuição de quaisquer fontes de 

ruído que pudessem interferir nesta avaliação. Os ratos foram retirados do biotério e 

mantidos por 30 minutos no laboratório de experimentação para que pudessem se adaptar 

ao ambiente. Dois ratos, de grupos alternados foram colocados no aparelho, cada um dentro 

de um compartimento retangular adequado ao tamanho do animal, onde permaneceram por 

5 minutos sobre uma plataforma aquecida a 36 ºC e com a cauda já conectada ao “cuff” do 

aparelho. Após 5 minutos de adaptação do animal ao aparelho, este foi acionado e as 

medidas de pressão arterial sistólica, diastólica, média e freqüência cardíaca foram 

coletadas. Em cada troca de animal cada compartimento retangular foi lavado com sabão 

neutro e secado para evitar que os odores liberados pelos ratos anteriormente analisados 

pudessem interferir nas análises subsequentes. As análises foram realizadas uma vez por 

semana entre as 8:00 e 12:00 h. 

 

4.10. Teste de tolerância à glicose  

Na sexta semana, após jejum de seis horas, os animais foram anestesiados 

superficialmente por inalação de halotano e uma amostra de sangue foi coletada da veia 

caudal, para determinação do valor de glicemia em jejum (Liang et al., 2005). Em seguida, 

foi administrada solução de glicose (2 g/ kg) por via oral (gavagem). Após 30, 60, 90 e 120 

minutos, o sangue foi novamente coletado, para determinação da glicemia (Liang et al., 

2005). Uma gota de sangue foi utilizada para determinação da glicemia, imediatamente 

após cada coleta, em glucosímetro digital.  

 

4.11. Curvas concentração-efeito à acetilcolina em aorta torácica isolada  

A aorta torácica foi cuidadosamente isolada para preservação do endotélio. Do 

terço medial de cada aorta foram obtidos dois anéis (3-5 mm), e montados sob 2 g de tensão 

inicial, em câmara para órgão isolado, contendo 20 mL de solução de Krebs-Henseleit, com 

a seguinte composição [mM]: NaCl 115,0; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; KH2PO4 1,2; 

MgSO4.7H2O 2,5; NaHCO3 25,0; glicose 11,0; ácido ascórbico 0,11. Este último foi 

adicionado para diminuir a oxidação das catecolaminas, durante a obtenção das curvas 
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concentração-efeito (CCE). O líquido de incubação foi borbulhado continuamente com 

95% de O2 e 5% de CO2 e a temperatura mantida em 36,5 ± 0,1ºC, com auxílio de uma 

bomba de perfusão (Moura & Marcondes, 2001). 

Antes da adição de qualquer substância, os anéis da aorta torácica 

permaneceram no banho para equilíbrio por 60 min e a solução de Krebs foi trocada a cada 

15 min (Moura & Marcondes, 2001). Após o equilíbrio, a presença do endotélio foi 

comprovada fisiologicamente pela indução de relaxamento com a adição de acetilcolina 

(10
-6

 M) em anéis pré-contraídos com fenilefrina (10
-7

 M). Foi considerado que o endotélio 

estava presente nos anéis que apresentaram 100% de relaxamento. Anéis que apresentaram 

relaxamento inferior a 100%, em resposta à acetilcolina, foram descartados. Após este teste, 

os anéis foram lavados e mantidos para nova estabilização por um período de 45 min, com 

troca de solução de Krebs a cada 15 min (Moura & Marcondes, 2001).  

Após estabilização e confirmação da integridade do endotélio, o anel foi 

contraído com fenilefrina 10
-6

M, e ao atingir a resposta em platô à fenilefrina, uma curva 

concentração-efeito cumulativa à acetilcolina foi obtida (3 x 
10-8  

– 
10-6

M) (Feng et al., 2008; 

Sun et al., 2008), e foi registrado o efeito vasodilatador da acetilcolina. Os resultados foram 

expressos em % da pré-contração induzida pela FE (Neves et al., 2011). 

 

4.12. Análise estatística 

Os resultados do Experimento 1, foram comparados por teste t de Student para 

amostras não pareadas. Para comparação das concentrações hormonais entre os grupos 

controle e estresse sacrificados 1 dia e 15 dias após o ECMI, foi utilizada Análise de 

Variância Monofatorial, seguido de teste de Tukey.  

Os resultados do Experimento 2, foram comparados por Análise de Variância 

Bifatorial. Quando o valor de F foi significativo, o teste de Tukey foi utilizado para 

comparação das médias. Foram considerados como fatores o estresse e o tratamento com 

losartan. No fator estresse, houve dois níveis – controle (grupos não estressados) e estresse 

(grupos submetidos ao ECMI). No fator tratamento com losartan, também foram analisados 

dois níveis – não tratado com losartan e tratado com losartan. Além dos fatores principais, 

foi analisada a interação entre ambos. 
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Para ambos os experimentos, os valores de p menores do que 0,05 foram 

indicativos de significância estatística.  
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5.  RESULTADOS 

Nas Figuras 2, 3, 4 e 5 estão apresentados os resultados obtidos no experimento 

1 e, nas Figuras 6, 7, 8 e 9, os resultados obtidos no experimento 2. Na Figura 2, são 

apresentados os dados referentes ao aumento da corticosterona plasmática um dia após a 

aplicação dos estímulos estressores (97,2  12,3 ng/mL, Figura 2A), em comparação com o 

grupo controle (1,6  0,4 ng/mL, Figura 2A; p < 0,05). O grupo de animais estressados 

eutanasiados quinze dias após o ECMI apresentou concentração plasmática de 

corticosterona menor (39,2  3,1 ng/mL, Figura 2A) do que observado um dia após o 

ECMI, porém significativamente maior em relação ao grupo controle (Figura 2A; p < 0,05). 

O ECMI também induziu aumento da secreção de adrenalina observado um dia 

após o ECMI (258,1  19,1 pg/mL) em relação ao grupo controle (107,6  19,4 pg/mL; 

Figura 2B; p<0,05). Animais eutanasiados quinze dias após o ECMI apresentaram maior 

concentração de adrenalina (482,6  37,6 pg/mL) em relação aos grupos controle e estresse 

– 1 dia (Figura 2B, p < 0,05). 

Um dia (714,0  24,3 pg/mL) e quinze dias (603,2  75,9 pg/mL) após o ECMI 

foi observado aumento da concentração plasmática de noradrenalina em relação ao grupo 

controle (139,6  10,4 pg/mL; Figura 2C, p < 0,05). 
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Figura 2: Concentração plasmática de corticosterona (A), adrenalina (B) e noradrenalina (C) de 

ratos controle ou submetidos ao protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível e 
eutanasiados 1 ou 15 dias após o fim do ECMI. Os resultados estão apresentados em média ± erro 

padrão *Diferença estatística em relação ao grupo controle; # Diferença estatística em relação ao 

grupo Estresse - 1 dia (p < 0,05). N = 6-10/grupo. 
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Não foram constatadas diferenças estatísticas no peso corporal inicial entre os 

dois grupos experimentais (Figura 3, p > 0,05). Ao final do período experimental, os 

animais dos dois grupos experimentais apresentaram média de peso corporal 

significativamente maior ao peso inicial (p < 0,05). O peso corporal, ao final do período 

experimental, foi significativamente menor no grupo estresse (peso inicial: 317  2 g; peso 

final: 408  5 g) quando comparado ao grupo controle (peso inicial: 320  2 g; peso final: 

441  6 g; p < 0,05). 
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Figura 3: Efeito do estresse crônico moderado e imprevisível sobre a evolução do peso corporal 
(g). Os resultados estão apresentados em média ± erro padrão #Diferença significativa em relação 

ao peso corporal inicial no mesmo grupo (p < 0,05). *Diferença estatística em relação ao grupo 

controle no final do período experimental (p < 0,05). N = 9/grupo. 
 

 

 

Na Figura 4A, estão apresentados os dados referentes à atividade da ECA nos 

grupos controle ou submetidos ao ECMI, 15 dias após o estresse. O ECMI aumentou 

significativamente a atividade sérica da ECA, em relação ao grupo controle (controle: 176,5 

± 3,6 vs. estresse: 253,9 ± 24,4 mU/mL; p < 0,05).  

O ECMI também aumentou significativamente a atividade da ECA na aorta 

torácica de ratos, em relação ao grupo controle (controle: 70,6 ± 6,8 vs. estresse: 258,0 ± 

68,7 mU/mg proteína; p < 0,05, Figura 4B). 

Também foi observado um aumento significativo da atividade da renina 

plasmática de animais submetidos ao ECMI (1,2 ± 0,3 mmol/L) em relação ao grupo 
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controle (0,5 ± 0,1 mmol/L; p < 0,05, Figura 4C). 
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Figura 4: Atividade sérica da enzima conversora de angiotensina (ECA) (A); atividade da ECA na 
aorta torácica (B) e atividade plasmática da renina (C) de ratos controle ou submetidos ao protocolo 

de estresse crônico moderado e imprevisível. Os resultados estão apresentados em média ± erro 

padrão *Diferença estatística em relação ao grupo controle (p < 0,05; N=5-7/grupo). 
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Não houve diferença significativa entre os grupos com relação à concentração 

plasmática de angiotensina I (controle: 115,1 ± 20,7 vs. estresse: 168,3 ± 14,5 pmol/mL; p 

> 0,05, Figura 5A). Por outro lado, animais submetidos ao ECMI apresentaram aumento 

significativo nas concentrações de angiotensina II (controle: 226,6 ± 38,3 vs. estresse: 610,7 

± 86,0 pmol/mL; p < 0,05, Figura 5B) e angiotensina (1-7) (controle: 329,1 ± 10,1 vs. 

estresse: 452,2 ± 51,0 pmol/mL; p < 0,05), em relação ao grupo controle (Figura 4C). 
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Figura 5: Concentração plasmática de angiotensina I (A), angiotensina II (B) e angiotensina (1-7) 

(C) de ratos controle ou submetidos ao protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível. Os 

resultados estão apresentados em média ± erro padrão *Diferença estatística em relação ao grupo 

controle (p < 0,05; N = 5-6/grupo). 
 

 

No estudo 2, não foram observadas diferenças significativas no peso inicial dos 

grupos estudados (Figura 6; p > 0,05), e todos os grupos apresentaram peso final maior em 

relação ao peso inicial (Figura 6; p < 0,05). Ratos submetidos ao ECMI, tratados ou não 
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com losartan, apresentaram menor peso corporal final em relação aos grupos controle e 

controle losartan (Figura 6; p < 0,05). 
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Figura 6: Peso corporal inicial e final dos grupos experimentais, determinado nas semanas 1 e 7 

respectivamente.  # Diferença significativa em relação ao peso inicial no mesmo grupo (p < 0,05). 

Os resultados estão apresentados em média ± erro padrão *Diferença estatística referente ao peso 
corporal final do respectivo grupo não submetido a estresse (p < 0,05). N = 9/grupo.  

 

 

Os dados referentes ao controle glicêmico estão representados na Figura 7. O 

grupo estresse apresentou maior área sob a curva glicêmica (885,2 ± 10,07 mmol x min/ L; 

Figura 7; p < 0,05) em relação aos grupos controle (754,4 ± 16,0 mmol x min/ L; p < 0,05), 

controle losartan (745,9 ± 15,4 mmol x min/ L) e estresse losartan (816,4 ± 17,0 mmol x 

min/ L; p < 0,05). Não houve diferença significativa na resposta ao TTG entre os grupos 

controle losartan e estresse losartan (Figura 7; p > 0,05).  
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Figura 7: Área sob a curva obtida a partir do teste de tolerância à glicose de animais controle ou 

submetidos ao protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível, tratados ou não com 
losartan. Os resultados estão apresentados em média ± erro padrão *Diferença estatística em 

relação aos demais grupos (p < 0,05). N= 7-9/grupo. 

 

 

O ECMI reduziu a porcentagem de relaxamento induzido pela acetilcolina na 

aorta torácica (estresse: 59,15 ± 4,17 %) em relação ao grupo controle (102,3 ± 6,45 %; p < 

0,05; Figura 8). O tratamento com losartan cancelou este efeito, não tendo sido observada 

diferença significativa na resposta à acetilcolina entre os grupos estresse  losartan (99,05 ± 

6,05 %), controle losartan (105,1 ± 6,34 %) e controle (102,3 ± 6,45 %; p > 0,05; Figura 8).  
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Figura 8: Curvas concentração-efeito à acetilcolina (ACh) obtidas em anéis pré-contraídos com 

fenilefrina, de aorta torácica isolada de ratos controle ou submetidos ao protocolo de estresse 

crônico moderado e imprevisível, tratados ou não com losartan. A resposta está expressa em 
porcentagem da pré-contração induzida por fenilefrina (10

-6
M). *Diferença estatística em relação 

aos demais grupos (p < 0,05). N = 6/grupo. 

 

 
 

O grupo ECMI apresentou aumento significativo na pressão arterial sistólica 

(Figura 9A; p < 0,05) e na pressão arterial média (Figura 9C; p < 0,05), nas semanas 4, 5 e 

6 comparado ao grupo controle, sem diferença estatística entre os grupos estresse losartan 

e controle losartan (Figura 9A e C; p > 0,05). Na primeira semana, os grupos tratados com 

losartan apresentaram redução da pressão arterial média em relação aos respectivos 

animais não tratados com o losartan (Figura 9C; p < 0,05). 

No grupo ECMI houve aumento na pressão arterial diastólica nas semanas 4, 

5, 6, e 7, em relação ao grupo controle  (Figura 9B; p < 0,05). Porém, não houve diferença 

significativa entre os grupos estresse losartan e controle losartan (Figura 9B; p > 0,05). 

Nas semanas 1, 2 e 3, o tratamento com losartan diminuiu a pressão arterial diastólica nos 

grupos controle losartan e estresse losartan, quando comparados aos grupos controle e 

estresse, respectivamente (Figura 9B; p < 0,05). 

Nas semanas 3 e 4, o ECMI induziu aumento da frequência cardíaca em 

relação aos grupos controle, controle losartan e estresse losartan (Figura 9D; p < 0,05), 

sem diferença entre os grupos controle losartan e estresse losartan (Figura 9D; p > 0,05). 
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Figura 9: Valores basais de pressão arterial sistólica (A), diastólica (B) e média (C) e de 

freqüência cardíaca (bpm – batimentos por minuto) (D) de ratos controle ou submetidos ao 

protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível, tratados ou não com losartan. Os 
resultados estão apresentados em média ± erro padrão *Diferença estatística do grupo estresse em 

relação aos demais grupos (p < 0,05). # Diferença estatística dos grupos controle losartan e 

estresse losartan em relação aos grupos controle e estresse, respectivamente (p < 0,05). N = 9-

12/grupo. 
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6. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo foi observado que a disfunção endotelial, o aumento da 

pressão arterial e a diminuição da captação de glicose desencadeados pelo estímulo do 

ECMI em ratos, estão associados à ativação do SRA, e envolve a participação do receptor 

AT1, provavelmente via ligação da angiotensina II ao mesmo. 

A eficiência do protocolo de estresse utilizado foi confirmada pelo menor 

ganho de peso e aumento nas concentrações sanguíneas de hormônios do estresse 

observado em ratos submetidos ao ECMI, em comparação com ratos controles. Já foi 

demonstrado, tanto em humanos como em modelos animais, que em resposta ao estímulo 

estressor, pode haver redução ou ganho do peso corporal (Retana-Márquez. et al., 2003). 

Acredita-se que isso ocorra devido à estimulação β–adrenérgica, que favorece a lipólise 

(Kuo et al., 2008; Ferreira, 2009) ou ao aumento do consumo de alimentos ricos em 

gorduras e açúcares (Dallman et al., 2005), respectivamente. Em resposta ao estresse, há 

um redirecionamento da utilização de substratos energéticos, de forma seletiva, entre 

órgãos e tecidos que são inibidos ou estimulados (Houshyar et al., 2004; Dallman et al., 

2005). Nesse contexto, ocorre mobilização de aminoácidos e ácidos graxos para a 

gliconeogênese hepática (Dallman et al., 2005). Características do estresse, alterações no 

consumo alimentar, na secreção do hormônio do crescimento e na atividade da glândula da 

tireóide também poderiam estar envolvidos no efeito observado sobre o peso corporal 

(Dallman et al., 2005; Kuo et al, 2008). 

O aumento dos níveis circulantes de adrenalina, noradrenalina e corticosterona 

também confirmam a eficiência do protocolo de estresse utilizado e podem estar envolvidos 

no efeito observado sobre o peso corporal. As catecolaminas, liberadas na reação de 

estresse, aumentam o estado de alerta e inibem algumas funções neurovegetativas tais como 

comer e dormir (Chrousos & Gold, 1992; Tsigos & Chrousos, 2004). Além disto, as 

catecolaminas, por possuírem ação lipolítica, aumentam a hidrólise de triglicerídeos nos 

depósitos de tecido adiposo do organismo (Lafontan et al., 2009) e estimulam diretamente a 

liberação de ácidos graxos e glicerol na corrente sanguínea, a partir de depósitos de gordura 

(Stoney, 2007), diminuindo significativamente a massa adiposa corporal (Bougneres et al., 
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1997; Hauner, 1997; Black, 2003). Concomitante ao aumento dos níveis circulantes de 

catecolaminas, ao se comparar ao grupo controle, observou-se que o grupo submetido ao 

ECMI demonstrou elevação da concentração de corticosterona, hormônio que exerce um 

efeito permissivo às ações lipolíticas das catecolaminas (Brindley et al., 1993; Black, 

2002). Porém, como o objetivo da análise do peso corporal foi utilizá-lo como um indicador 

de estresse, não foram avaliados os mecanismos fisiológicos que podem estar envolvidos 

no menor ganho de peso corporal, o que faz parte de outro estudo desenvolvido por nosso 

grupo de pesquisa. 

As alterações desencadeadas pelo estresse crônico podem ser observadas após a 

retirada dos estressores. Com o objetivo de confirmar se 15 dias após finalizado o protocolo 

de ECMI, os animais ainda se encontravam estressados, no presente estudo foram 

determinadas as concentrações dos hormônios do estresse 1 e 15 dias após o ECMI. As 

maiores concentrações de corticosterona, noradrenalina e adrenalina circulantes observadas 

nestes períodos, no grupo submetido ao ECMI em comparação com o grupo controle, 

confirmam a efetividade do protocolo de estresse empregado e mostram que este protocolo 

experimental foi adequado para a análise dos efeitos em longo prazo, conforme descrito 

previamente por Neves et al. (2009).  

As elevações dos níveis de corticosterona e catecolaminas induzem alterações 

cardiovasculares e metabólicas que visam permitir ao organismo adaptar-se ao estímulo 

estressor. Dentre estas, podem ser citadas o aumento do cronotropismo e inotropismo 

cardíaco, alterações do tônus vascular e liberação de substratos energéticos na corrente 

sanguínea (Roy et al., 1998; Tanno & Marcondes, 2002; Luecken et al., 2005). Porém, 

quando esses estímulos são mantidos por tempo prolongado, como em situações de estresse 

crônico, efeitos deletérios podem ser observados, tais como a ocorrência de intolerância à 

glicose, hiperglicemia, hipertensão arterial e dislipidemia, em médio ou longo prazo 

(Bjorhtorp, 1996; McCowen et al., 2001; Marcondes et al., 2011) 

Estudo anterior de nosso grupo de pesquisa evidenciou que a dislipidemia e o 

aumento na resposta vasoconstritora à fenilefrina, induzidos pelo ECMI, foram observadas 

15 dias após o término do ECMI, tendo ocorrido, portanto, mesmo na ausência do estímulo 

estressor (Neves et al., 2009). Em estudo mais recente, foi observado que a aplicação do 
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protocolo de ECMI reduziu a resposta vasodilatadora à acetilcolina e induziu aumento da 

camada íntima na aorta torácica de ratos (Neves et al., 2011), indicando o desenvolvimento 

de disfunção endotelial. Estes efeitos também foram observados após finalizado o protocolo 

de estresse e foram acompanhados de desenvolvimento de resistência à insulina, 

evidenciado por aumento do índice HOMA (Homeostasis Model Assessment) (Sondergaard 

et al., 2006), e da área sob a curva no TTG, em ratos submetidos a ECMI em relação ao 

grupo não estressado (Neves et al., 2011).  

Como o aumento da atividade do SRA tem sido relacionado à ocorrência de 

resistência à insulina e disfunção endotelial (Cooper et al., 2007), no experimento 1 do 

presente trabalho foi avaliada a atividade do SRA em ratos submetidos ao ECMI, com o 

objetivo de melhor compreender os mecanismos fisiológicos envolvidos nos efeitos 

vasculares e metabólicos induzidos pelo ECMI, descritos acima. 

O aumento da atividade da ECA e renina circulantes em resposta ao estresse, 

verificado no presente estudo, está de acordo com os resultados obtidos por Grippo et al. 

(2005). Estes autores relataram que o estresse crônico desencadeou aumento significativo 

na atividade plasmática da renina. Chung et al. (2010) observaram aumento significativo 

nos níveis plasmáticos da ECA em ratos Sprague-Dawley estressados, os quais foram 

associados a aumento de estresse oxidativo, efeitos estes que poderiam contribuir para a 

ocorrência de alterações cardiovasculares. 

O aumento da atividade da ECA tecidual pode estar relacionado a maior 

atividade simpática e aumento na concentração de catecolaminas plasmáticas (Muller & 

Luft, 1998; Hayashi & Kimoto, 2010), contribuindo para o aumento da pressão arterial e 

hipertensão (Sharifi et al., 2004; Currie et al., 2011). Apesar de a renina plasmática também 

ser secretada durante a ativação do sistema nervoso simpático e contribuir para a 

estimulação de respostas vasoconstritoras (Harrison-Bernard, 2009), no estudo de Hamer et 

al. (2011) não foi observada uma relação entre o estresse mental e o aumento da atividade 

da renina plasmática e da pressão arterial em indivíduos africanos. Entretanto, foi 

observada associação entre o aumento da atividade da renina plasmática e o aumento da 

espessura das camadas média e íntima da artéria carótida, o que é considerado um marcador 

da aterosclerose subclínica (Hamer et al., 2011), relacionada diretamente ao processo de 
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disfunção endotelial (Neves et al., 2009; Tomasoni et al., 2010). Estes achados e o aumento 

na atividade da ECA e renina, observados no presente estudo, sugerem que a disfunção 

endotelial e a resistência à insulina induzidos pelo ECMI poderiam envolver aumento na 

atividade do SRA. 

Acredita-se que as maiores complicações relacionadas à hiperatividade do SRA 

estejam associadas ao aumento das propriedades vasoconstritoras da angiotensina II 

(Saavedra et al., 2005; Saavedra & Bernicky, 2007), bem como sua ação em promover 

aumento de radicais livres (Hsueh et al., 2004).  

A angiotensina II é produzida a partir da angiotensina I, por ação da ECA. 

Porém, além desta via clássica, outras duas vias de produção da angiotensina II também 

foram descritas. Este peptídeo pode ser sintetizado pela catepsina G, a partir da hidrólise 

direta do angiotensinogênio (De Resende & Mill, 2002), ou pode ser produzido pela 

clivagem da angiotensina I, por meio de uma serino-protease, denominada quimase (Ma et 

al., 2010). No presente estudo, o aumento da atividade da renina, da ECA e da 

concentração de angiotensina II circulantes, juntamente com a não alteração da 

concentração sanguínea de angiotensina I, sugerem que o estresse estimulou as vias 

clássicas do SRA, e provavelmente a angiotensina I foi hidrolisada em angiotensina II pela 

ação da ECA (Chappell et al., 1998).  

Porém, a redução da concentração de angiotensina I induzida pelo ECMI 

também poderia ser explicada por sua utilização como substrato para a síntese de 

angiotensina (1-7). Por ação da ECA 2, a angiotensina I é convertida em angiotensina (1-9) 

e esta pode ser convertida em angiotensina (1-7) por ação da ECA. Além desta via, 

endopeptidases como a NEP, a PEP e a oligopeptidase também podem mediar a conversão 

direta da angiotensina I em angiotensina (1-7) (Ferrario, 2011). 

Reconhecida como um antagonista endógeno de angiotensina II, a maioria das 

ações da angiotensina (1-7) acarretam diminuição da pressão arterial, contrabalanceando as 

ações constritoras, proliferativas, pró-fibróticas e pró-trombóticas da angiotensina II 

(Ferrario, 2011). Além disso, a angiotensina (1-7) participa do processo de modulação da 

liberação de vasopressina, potencializa os efeitos hipotensivos da bradicinina, estimula a 

síntese e a liberação de prostaglandinas vasodilatadoras e óxido nítrico (Ferrario & Iyer, 
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1998; Zimmerman, 2011). Assim, o aumento da angiotensina (1-7) pelo ECMI poderia 

representar um mecanismo de defesa para contrabalancear as ações da angiotensina II. 

As ações clássicas da angiotensina II são mediadas pelo receptor AT1 

(Matsusaka & Ichikawa, 1997). No tecido vascular, a angiotensina II estimula a produção 

de espécies reativas de oxigênio, diminuindo a biodisponibilidade de óxido nítrico e 

resultando em injúria vascular (Hsueh et al., 2004). Inibidores da ECA e antagonistas de 

receptores de angiotensina previnem as complicações vasculares decorrentes de nefropatia 

e retinopatia no diabetes (Mc Farlane et al., 2003).  

As ações da angiotensina II, no tecido vascular, via receptor AT1, incluem 

também a ativação de moléculas de adesão, fatores de crescimento que modulam a 

migração de células inflamatórias para o espaço subendotelial (Zhou et al., 2001; Goldstein 

& Sacalia, 2004). Na presença de hiperinsulinemia, a angiotensina II, endotelina e 

vasopressina potencializam a proliferação de células musculares lisas e endoteliais, no 

tecido vascular (Stenhouwer et al., 1997). Além disso, evidências da participação da 

angiotensina II na etiologia da resistência à insulina foram obtidas nos estudos conduzidos 

com o modelo monogenético de hipertensão e resistência à insulina – o rato TG(mREN2)27 

(Henriksen, 2007). Este animal desenvolve severos distúrbios cardiovasculares 

(hipertensão, hipertrofia ventricular esquerda e insuficiência cardíaca), apresenta elevada 

concentração tissular de angiotensina II e resistência à insulina em todo o organismo (Lee 

et al., 1996; Blendea et al., 2005; Henriksen, 2007). 

Considerando as evidências sobre a relação entre disfunção endotelial, 

resistência à insulina e ações da angiotensina II, no experimento 2 foi investigada a 

participação deste peptídeo e do receptor AT1 nos efeitos desencadeados pelo ECMI, por 

meio do bloqueio deste receptor pelo losartan. 

Sabe-se que o SRA participa na regulação do balanço energético, entretanto, 

suas ações sobre o metabolismo ainda não estão bem esclarecidas (De Kloet et al., 2011). 

Como citado e discutido no estudo 1, a diminuição do peso corporal é um dos indicadores 

de estresse. Assim, o resultado obtido no experimento 2 confirma que o protocolo de ECMI 

diminuiu o ganho de peso corporal nos animais estressados (grupos estresse e estresse 

losartan) em relação grupos não estressados (controle e controle losartan). 
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Embora o tratamento com o antagonista de receptor AT1 possa atenuar a 

redução de massa corporal induzida pela angiotensina II (Ortiz et al., 2010) e o tratamento 

com o losartan possa inibir a diminuição do ganho de peso corporal em animais estressados 

por meio da imobilização (Chung et al., 2010), acredita-se que no presente estudo, esse 

mesmo resultado não foi observado devido ao tipo de protocolo de estresse crônico 

utilizado, o qual é constituído por diferentes estímulos ao longo de 3 semanas consecutivas 

(Neves et al., 2009). 

Além de interferir no peso corporal, o estresse pode interferir no controle da 

glicemia. Sabe-se que o aumento na concentração de glicocorticóides é capaz de influenciar 

o metabolismo da glicose (McCowen et al, 2001; Nowotny et al., 2010), dificultar o 

controle glicêmico (Boyle et al., 2007) e favorecer a disfunção endotelial (Toda & Toda, 

2011).  

No presente estudo foi observado um aumento significativo na glicemia do 

grupo submetido ao ECMI, comparado ao grupo controle, evidenciado pelo aumento da 

área sob a curva, no TTG, resultados que corroboram aqueles obtidos por Neves et al. 

(2011). Estes autores mostraram que a aplicação do mesmo protocolo de estresse, utilizado 

no presente trabalho, acarretou aumento da área sob a curva no TTG, além de maior 

concentração de insulina em jejum, aumento do índice aterogênico e prejuízo da função 

vascular de ratos Sprague-Dawley.  

Elevados níveis de glicose e de ácidos graxos em resposta ao estresse, induzem 

resistência à insulina, estresse oxidativo e disfunção endotelial, principalmente pela piora 

nas vias de sinalização da insulina (Raikkonen et al., 1996; Black, 2003). Nesse contexto, 

estudos mostram que fármacos antihipertensivos podem melhorar a função endotelial por 

vias enzimáticas e não enzimáticas, incluindo inibidores da ECA e antagonistas de receptor 

AT1 que, dentre outras funções, favorecem a liberação e o efeito vasodilatador do óxido 

nítrico (Chung et al., 2010; Mizuno et al., 2010). Como a administração do losartan 

cancelou os efeitos hiperglicêmicos do estresse no experimento 2, os dados do presente 

estudo mostram que o aumento da área sob a curva no TTG era mediado pela angiotensina 

II, via receptor AT1, e sugerem o seu envolvimento na resistência à insulina induzida pelo 

ECMI, descrita por Neves et al. (2011). 
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Inibidores do SRA são utilizados para melhora da tolerância à glicose e da 

sensibilidade à insulina por desencadearem vasodilatação, aumento do fluxo sanguíneo e da 

microcirculação nos músculos esqueléticos, facilitando o transporte da glicose em tecidos 

dependentes da ação da insulina (Scheen, 2004), e prevenindo o desenvolvimento de 

complicações renais em pacientes diabéticos e/ou hipertensivos (Tocci & Volpe, 2011). 

Além disso, a melhora na sensibilidade à insulina pelo tratamento com bloqueadores de 

receptor AT1 está relacionada à diminuição da estimulação do sistema nervoso simpático e 

redução da liberação de noradrenalina (Aksnes et al., 2008). Uresin et al. (2004), 

confirmaram que a ativação do sistema nervoso simpático pelo estresse crônico 

desencadeou elevação da glicemia em ratos Wistar. Entretanto, após o tratamento com o 

antagonista de receptor AT1, losartan, esses efeitos foram revertidos, sugerindo que o uso 

desse fármaco pode diminuir o excesso da atividade simpática causada pelo estresse e, 

assim, prevenir o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e do diabetes tipo II. 

Também foi proposto que o papel preventivo do bloqueio de receptores AT1 na ocorrência 

do diabetes pode estar relacionado à sua função de auxiliar no recrutamento e diferenciação 

de adipócitos, bem como na atenuação da deposição de lipídios em tecidos como músculos, 

fígado ou pâncreas, melhorando a sensibilidade à insulina (Boden, 2002; Lewis et al., 2002; 

Scheen et al., 2004).  

A resistência à insulina pode resultar em disfunção endotelial em vasos 

periféricos e coronarianos (Hsueh et al., 2003; De Carvalho et al., 2006). Como descrito 

anteriormente, estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa mostraram que o ECMI 

também induz disfunção endotelial (Neves et al. 2009; 2011). O termo disfunção endotelial 

tem sido amplamente utilizado para se referir à piora no mecanismo de vasodilatação 

dependente do endotélio. Dentre as principais substâncias vasodilatadoras derivadas do 

endotélio, destaca-se o óxido nítrico, o qual é gerado a partir do aminoácido L-arginina pela 

óxido nítrico sintase endotelial. Sua produção pode ser estimulada pelo fluxo sanguíneo 

(por força de cisalhamento) através da superfície celular endotelial ou por mediadores 

químicos, como a acetilcolina, capazes de estimularem receptores presentes na membrana 

celular endotelial. Por este motivo, alterações relacionadas à piora no relaxamento 
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endotelial podem ser avaliadas por meio da redução da resposta vasodilatadora à 

acetilcolina (John & Schmieder, 2000), como parâmetro este analisado no presente estudo. 

Os resultados no presente trabalho mostram que a angiotensina II parece estar 

envolvida na disfunção endotelial induzida pelo ECMI uma vez que o tratamento com 

antagonista do receptor AT1 cancelou a redução na resposta vasodilatadora à acetilcolina 

em aorta torácica isolada de ratos estressados em relação ao grupo controle. O 

envolvimento da angiotensina II e do receptor AT1 na disfunção endotelial também foi 

observado por outros autores. Zhang et al. (2009) observaram que a exposição de ratos 

Sprague-Dawley a um modelo de microgravidade induziu aumento da resposta 

vasoconstritora à fenilefrina, diminuição da resposta vasodilatadora à acetilcolina e 

aumento da expressão da enzima óxido nítrico sintase e da produção de ânions superóxido 

em artérias cerebrais e carótidas. A maior expressão da óxido nítrico sintase associada a 

aumento da produção de radicais livres foi referida como desacoplamento desta enzima na 

vasculatura (Zalba et al., 2001) e está associada a estresse oxidativo e disfunção vascular. 

Estas respostas foram parcialmente revertidas pelo tratamento com losartan. 

Como mencionado, sabe-se que fisiologicamente o endotélio desempenha um 

papel crucial no controle do tônus vascular por sua habilidade em produzir tanto fatores 

relaxantes quanto constritores. Desta forma, mudanças na reatividade vascular que 

envolvam  o músculo liso e células endoteliais podem ter participação no desenvolvimento 

e/ou manutenção da hipertensão arterial (Luscher et al., 1988; Linder & Bendhack, 2002; 

Mitchell et al., 2004). Considerando que a disfunção endotelial e a resistência à insulina 

induzida pelo ECMI poderiam resultar em aumento da resistência periférica, no presente 

estudo, foram também avaliados os efeitos do ECMI sobre a pressão arterial e frequência 

cardíaca in vivo. 

O aumento da pressão arterial sistólica e diastólica, observado a partir da 

segunda semana do protocolo de ECMI, sugere que o efeito pressórico do ECMI pode estar 

relacionado ao aumento da resistência periférica total, e não à estimulação simpática do 

cronotropismo cardíaco. Esta interpretação está baseada no fato de que a pressão arterial 

sistólica e pressão arterial diastólica mantiveram-se elevadas até uma ou duas semanas após 

o ECMI, respectivamente, enquanto a frequência cardíaca apresentou elevação somente nas 
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duas primeiras semanas de aplicação do protocolo de estresse. Considerando os efeitos 

vasculares do ECMI descritos anteriormente, o aumento da resistência periférica poderia 

ser desencadeado pela disfunção endotelial e resistência à insulina observada em ratos do 

grupo estressado, quando comparados a animais controle. Além disto, a ausência de 

alteração da pressão arterial em ratos submetidos ao ECMI e tratados com losartan indicam 

a provável participação da angiotensina II, via receptor AT1, nos efeitos pressóricos 

desencadeados pelo estresse. Estes resultados estão de acordo com Chung et al. (2010), que 

observaram que o estresse crônico por imobilização, em ratos, causa elevação da pressão 

arterial sistólica, e esta, pode ser revertida por inibidores da ECA ou de antagonistas de 

receptores AT1 (Chung et al., 2010). 

A relação entre aumento da pressão arterial e maior produção de angiotensina II 

parte do pressuposto que esse peptídeo pode aumentar a resposta vasoconstritora aos 

estímulos simpáticos por meio de uma maior expressão de receptores de catecolaminas e 

também por sua ação estimulatória sobre a síntese e a liberação de noradrenalina 

(Zimmerman, 1981; Balt et al., 2001; Abdulla et al., 2011), além das ações vasoconstritoras 

próprias da angiotensina II. 

Em humanos foi relatado que o estresse mental promove aumento dos valores 

de pressão arterial sistólica, pressão arterial diastólica e frequência cardíaca, bem como 

aumento da resistência periférica em indivíduos com hipertensão arterial essencial em 

relação aos valores basais. O tratamento com antagonistas de receptores de AT1 diminuiu 

significativamente os níveis pressóricos, demonstrando também a possível participação da 

angiotensina II nas respostas ao estresse mental em humanos (Arosio et al., 2005). 

Considerando os dados presentes na literatura que demonstram as alterações 

desencadeadas pelo estresse crônico, associados aos resultados obtidos no presente estudo, 

observou-se que a aplicação do protocolo de ECMI levou ao processo de disfunção 

endotelial em ratos, evidenciado pela diminuição do relaxamento dependente do endotélio 

na aorta torácica induzido pela acetilcolina, aumento na pressão arterial in vivo e 

intolerância à glicose. Estes efeitos mostraram-se associados à hiperatividade SRA, e foram 

cancelados pelo tratamento com losartan. Estes resultados mostram, portanto, que 

alterações acima descritas desencadeadas pelo ECMI são provavelmente mediadas pela 
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ligação da angiotensina II ao receptor AT1, e esclarecem parte dos mecanismos fisiológicos 

envolvidos nas alterações metabólicas e cardiovasculares decorrentes do estresse crônico. 

Dessa forma, há grande importância de continuidade desse estudo para avaliar a 

participação do SRA sistêmico e do tissular na fisiopatologia das complicações observadas. 

Para essa finalidade, torna-se fundamental a utilização de animais em pesquisa, trazendo 

como perspectiva o entendimento detalhado desse processo, o que poderá auxiliar no 

tratamento de indivíduos que sofrem de comorbidade relativa ao estresse. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

O presente estudo demonstrou que o estresse crônico moderado e imprevisível 

promove aumento atividade do Sistema Renina-Angiotensina e que a angiotensina II 

parece estar envolvida, via receptor AT1, nas alterações induzidas por este estímulo 

sobre o controle da glicemia, reatividade vascular e a pressão arterial, em ratos. 
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