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RESUMO

O estresse é entendido como um processo complexo e multidimensional, cuja resposta
adaptativa é vista como um processo dinamico no qual mecanismos fisioldgicos do individuo
mudam continuamente para ajustarem-se ao ambiente. Esse fator pode contribuir para
altera¢des na funcdo cardiaca, associada, ou ndo, ao transito de Ca’* e a alteracdo vascular
devido ao aumento da atividade da via l-arginina/éxido nitrico. A obesidade é uma doenca
complexa, caracterizada pelo acimulo excessivo de tecido adiposo, levando a disfuncées
cardiacas e vasculares, que podem estar envolvidas com alteragio no fluxo de Ca’' e
comprometimento da resposta vasodilatadora. O estresse é considerado um fator ambiental,

portanto, responsavel por alteragdes no balanco energético e peso corpdreo, uma vez que O peso
corpdreo é a interagdo entre fatores genéticos e ambientais. Devido a escassez de estudos que avaliam
o estresse cronico e dieta hipercaldrica nas alteracGes cardiovasculares, e considerando a hipdtese de

que esta associacdo é capaz de atenuar o desenvolvimento da obesidade e intensificar as
alteracdes cardiovasculares, o objetivo do presente trabalho foi confirmar essa hipétese em animais
submetidos a dieta hipercaldrica e ao estresse crénico. Ratos machos Wistar, divididos em
quatro grupos: DN: dieta normocaldrica; DN/Es: dieta normocaldrica e submetidos ao estresse
cronico; DH: dieta hipercalérica; DH/Es: dieta hipercaldrica e submetidos ao estresse crénico,
foram avaliados quanto aos perfis nutricionais, metabdlicos e a remodelacdo cardiovascular. Os
dados demonstraram que o estresse crénico impediu o desenvolvimento da obesidade, e em
oposicdo a hipdtese, o estresse cronico melhorou a funcdo cardiaca e vascular, independente
do tipo de dieta utilizada.

Palavras-chave: obesidade; estresse cronico; fungdo miocardica; reatividade vascular.



ABSTRACT

The stress is a complex and multidimensional process, the adaptive response is a dynamic
process, in which individual physiologic mechanisms change to adjust to the environment, that
causes alteration in the cardiac function, involved, or not, with Ca’' flux and vascular alterations
due to the increase of the I-arginine/nitric oxide pathway activity. The obesity is a complex
disease, characterized by the excess of adipose tissue that causes cardiac and vascular
dysfunction, involved with Ca®" flux alterations and injury the vasodilating response. The stress
is considered an environmental factor, therefore, it is responsible for the energetic balance
alterations and weight gain, once the body weight is an interaction between genetic and
environmental factors. There are few studies about chronic stress associated with the hypercaloric
diet that evaluate the cardiovascular alterations, and considering the idea that this association can
decrease the obesity development and increase the cardiovascular alterations, the aim of this research
was evaluate the cardiovascular alterations and the obesity development in animals submitted to the
hypercaloric diet and chronic stress. Male Wistar rats were separated into four groups: DN: standard
diet; DN/Es: standard diet and chronic stress; DH: hypercaloric diet; DH/Es: hypercaloric diet and
chronic stress were evaluated in relation to the nutritional and metabolic profile and
cardiovascular remodellating. The data show that the chronic stress inhibited the obesity
development, and different of the initial idea, the chronic stress improved the cardiac and
vascular function, in both diets.

Key-words: obesity; chronic stress; cardiac function; vascular reactivity.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESTRESSE

O primeiro pesquisador a definir estresse foi Selye (1936). Ele definiu estresse como
uma resposta adaptativa, ndo especifica, do individuo a um fator extrinseco fisico ou
psicoldgico-emocional. O estresse é entendido como um processo complexo e
multidimensional (MCEWEN; SEEMAN, 1999), onde estressores agudos ou crénicos agem de
diferentes maneiras. A resposta adaptativa ao estresse é considerada como processo dindmico
mediante o qual os pensamentos, os sentimentos, a conduta e os mecanismos fisiolégicos do
individuo mudam continuamente para se ajustar a um ambiente em constante transformacao
(SELYE 1936; STEADMAN, 1979).

A resposta ao estresse depende da intensidade, frequéncia, duragao e o tipo do agente
estressor. O eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HHA) e o sistema nervoso simpatico
adrenomedular (SSAM) sdo os principais sistemas responsdveis pela resposta adaptativa ao
estresse. Essas ativacdes resultam na liberacdo dos hormoénios glicocorticdides, cortisol
(humanos) ou corticosterona (ratos) pelo HHA, e noradrenalina (NA) e adrenalina pelo SSAM.
Além disso, ocorre secundariamente a ativacao do sistema renina angiotensina-aldosterona
(SRAA) (HUIZENGA et al., 1998; TSIGOS; CHROUSOS, 2002).

A resposta adaptativa ao estresse ocorre por meio da ativacdo do sistema
neuroenddcrino, de multiplos mecanismos moleculares, vias aferentes e eferentes distribuidas

pelo sistema nervoso central (SNC) e pelos tecidos periféricos com funcionalidade integrada,
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gue no seu conjunto sdo designados como o “sistema de estresse”. A resposta individual ao
estresse depende de uma multiplicidade de interagGes entre fatores genéticos e ambientais
(CHROUSOS; GOLD, 1992).

O estresse pode contribuir para o desenvolvimento de muitas patologias como
ansiedade cronica, depressao, sobrepeso, desordens na funcdo imunolégica, asma, Ulcera
péptica e alergias (VANLTALLIE, 2002; LEVINE; LEVINE, 2006) e resisténcia a insulina,
(ROZANSKY et al., 2005). O estresse também esta associado a alteracdes cardiovasculares
como, hipertensdo arterial e alteracdo na composicao e funcdo do coracdo (VIAU; MEANEY,
1991; HIEMDAHL, 2002).

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que o estresse é capaz de promover alteracdes
cardiacas (ROZANSKY et al., 2005), a nivel molecular, funcional e estrutural. Estudos em ratos
submetidos ao estresse cronico mostraram diminuicdo da expressao dos genes dos receptores
do tipo 1 e 2 para inositol-tri-fosfato (IPs) e altera¢des no sistema de transporte de célcio (Ca®*)
(KREPSOVA et al.,, 2004), aumento na expressdao proteica de canal L (ZHAO et al., 2009),
disfuncao sistdlica e diastdlica no ventriculo esquerdo (BURRI et al., 2008) e focos de fibrose no
miocdrdio ventricular esquerdo (COSTOLI et al., 2004).

Além das alteragdes cardiacas observadas no estresse, autores mostram que também
estd associado a alteragbes vasculares, como aumento da biodisponibilidade de dxido nitrico
(NO) na circulacao renal de coelhos estressados (DE MORAES et al., 2004), ratos submetidos ao
estresse agudo mostraram diminuicdo da reatividade vascular a NA (MANUKHINA et al., 1998,

MILAKOFSKY et al., 1993) e aumentada a acetilcolina (ACh) (CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998). As

alteracgOes vasculares induzidas pelo estresse mostram-se dependentes da hiperatividade do



sistema 6xido nitrico e da integridade do endotélio, pois a remocdo do endotélio igualou a
resposta mdaxima quando comparada aos animais controles (CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998;

LANZA JUNIOR; CORDELLINI, 2007).

1.2 OBESIDADE

A obesidade é uma doenca complexa caracterizada pelo acimulo excessivo de tecido
adiposo (KORNER; ARONNE, 2003). A incidéncia e prevaléncia da obesidade no mundo tém
aumentado progressivamente nas ultimas décadas (MATHEW et al., 2007), sendo considerada
atualmente, uma epidemia global e um importante problema em saude publica, que afeta
tanto paises desenvolvidos quanto subdesenvolvidos (ECKEL et al.,, 2002; O’BRIEN; DIXON,
2002; WONG et al., 2004). O numero de individuos com sobrepeso atinge mais de um bilhdo de
pessoas, sendo que, mais de 30% desta populagdo é obesa (site da OMS).

Segundo a Pesquisa de Orcamentos Familiares do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) aproximadamente 40 milhdes de brasileiros apresentam sobrepeso, e dentre
eles, 10,5 milhGes sdo considerados obesos. Estima-se que em 2025, 35% da populacdo
brasileira estara acima do peso, ja nos Estados Unidos a situacdo serd ainda mais grave, a
estimativa é que mais de 40% da populacdo norte-americana serd obesa (KOPELMAN, 2000;
IBGE, 2003).

O tecido adiposo ndo é considerado simplesmente um reservatdrio de energia, mas
como 6rgao, enddcrino, paracrino e autdcrino, capaz de sintetizar e liberar varios mediadores,

leptina, adiponectinas, sistema renina angiotensina, resistina, fator de necrose tumoral alfa e



interleucinas-6. Os aumentos da leptina e insulina estdo associados com a ativa¢do do sistema
nervoso simpatico (MOHAMED-ALI et al., 1998; KERSHAW; FLIER, 2004; PAUSOVA, 2006;
RONDINONE, 2006).

Os estudos que utilizam seres humanos obesos apresentam limitagdes éticas,
financeiras e metodoldgicas (HALL et al., 1993). A obesidade experimental utilizando modelos
genéticos (REN et al., 2000) ou manipulagées dietéticas (FITZGERALD et al., 2001; CARROL et al.,
2006) é uma alternativa para o estudo desta patologia. A obesidade resultante da utilizacdo de
dietas com alta densidade energética, gorduras ou hidrato de carbonos, é o modelo que mais
apresenta semelhangas com a obesidade encontrada nos humanos (PEREIRA et al., 2003).

O aumento da taxa de tecido gorduroso esta vinculado ao aumento da mortalidade e a
reducdo na expectativa de vida (FONTAINE et al., 2003), e associado a diversas comorbidades
como cancer, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, SSAM e do SRAA;
além disso, a obesidade eleva o risco de mortalidade por doencas cardiovasculares em torno de
20 a 30% em homens (HALL, 2003; STEIN; COLDITZ, 2004), estando associada a diversas
anormalidades como, doenca arterial coronariana (SOWERS, 1998) e comprometimento da
funcdo cardiaca (ALPERT et al., 1995).

Os mecanismos envolvidos na disfungdo do coracao nao estao totalmente esclarecidos;
diversos fatores podem contribuir para este processo, como altera¢do nas proteinas contrateis,
na matriz extracelular, nos substratos energéticos e no transito de Ca’*. Alteracdes na
homeostasia do Ca** celular, por modificacdo na expressdo e/ou na funcdo das proteinas, estdo
relacionadas com a disfuncdo cardiaca constatada em diversos modelos experimentais.

Entretanto, sdo escassos os estudos que avaliaram a relagdo entre disfuncdo cardiaca, ciclo de
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Ca®" intracelular e obesidade (TSUTSUI et al., 1997; DING et al., 2008; SUGIZAKI et al., 2009).
Leopoldo et al. (2011 in press) verificaram que ratos obesos por dieta hipercalérica rica em
acidos graxos insaturados por 15 semanas apresentaram disfungao miocardica relacionada com
alteragdo no transito de Ca** celular.

O transporte de Ca** é um dos principais mecanismos reguladores da contracdo e do
relaxamento miocdrdico, sendo os canais L e de rianodina responsaveis pela liberacdo, e a
bomba de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (RS) (SERCA2) pela recaptura do Ca?* citosélico
(BERS, 2002). A contragao cardiaca inicia-se em nivel celular, com a fase de despolarizagao pelo
potencial de ac3o, acarretando abertura dos canais de Ca®" do tipo L e influxo de Ca** do meio
extracelular para o intracelular (BERS, 2002); este influxo promove aumento da concentracao
de Ca?* livre no citosol que desencadeia a liberagio de grande quantidade deste fon a partir do
RS por meio do canal de rianodina, mecanismo conhecido como liberagdo de Ca®* induzida por
Ca®*(FABIATTO, 1983). O aumento de Ca** citosdlico possibilita a ligacdo desse ion com a
troponina C e a interagdo entre actina e miosina. A restauracdo do Ca’" a nivel basal é
promovida pela SERCA2 que é responsavel pela recaptura deste ion para o RS.

Além das alteracdes cardiacas observadas na obesidade, alguns autores mostraram que
esta doenca esta também associada a diversas disfuncdes vasculares. Em pesquisas clinicas,
observou-se que a obesidade visceral compromete a resposta vasodilatadora a ACh (RUEDA-
CLAUSEN et al., 2010); entretanto, outros autores ndo constataram diferencas na vasodilatacdo
induzida pelo nitroprussiato de sddio (NP) entre os grupos controle e obeso (AUBIN et al., 2008;
MORAES et al., 2008; RUEDA-CLAUSEN et al., 2010). Em trabalhos experimentais com ratos

obesos por dieta hipercaldrica foi constatado o comprometimento da vasodilatacdo induzida
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pela ACh, em aortas toracicas (AUBIN et al., 2008) e artérias mesentéricas (MORAES et al.,
2008). Estudos em humanos obesos verificaram que a infusdo de cloreto de potassio (KCl)
promoveu maior aumento na constricdo em artérias mamarias (RUEDA-CLAUSEN et al., 2010).
A avaliacdo da reatividade vascular em ratos obesos por dieta hipercaldérica mostrou que a
noradrenalina (NA) e a fenilefrina promoveram vasoconstricdo semelhante ao grupo controle
(NADERALI et al., 2001; FATANI et al., 2007).

O endotélio possui um importante papel na regulacdo do tonus vascular e na prevencao
da progressdo da aterosclerose através da producdo e liberacio de ambos os fatores
vasodilatadores e vasoconstritores (VANE, 1990). O 6xido nitrico (NO) representa o maior fator
de relaxamento endégeno (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980), e sua producdo pode ser induzida
por estimulos fisicos (shear stress) e agonistas como a ACh, NA, serotonina entre outros. A
ativagdo da guanilato ciclase e subsequente acimulo de GMPc é o principal mecanismo da
vasodilatacdo induzida pelo NO no musculo liso vascular. Entretanto, NP, vasodilatador
independente do endotélio, é capaz de induzir vasodilatacdo por se constituir numa fonte
inorganica de NO (SMITH; KRUSZYNA, 1974). A literatura relata disfuncdo endotelial associada a
obesidade (POIRIER et al., 2006).

Neste contexto, a discrepancia de resultados para agentes vasoconstritores e
vasodilatadores demonstra que as altera¢des de reatividade vascular relacionadas a obesidade

ndo estdo completamente esclarecidas, merecendo maiores investigacdoes.

1.3 ESTRESSE E OBESIDADE
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A obesidade é uma doenca multifatorial. O peso corpéreo é determinado por uma
interacdo entre fatores genéticos, ambientais e psicossociais, que atuam por meio de
mediadores fisioldgicos regulando o consumo e o gasto de energia. Embora alteragOes
genéticas sejam de importancia inquestiondvel, o aumento acentuado da prevaléncia da
obesidade é decorrente de mudangas comportamentais e ambientais. (KOPELMAN, 2000).
Dentre esse ultimo fator destaca-se o estresse, que pode influenciar diretamente o consumo

caldrico (Figura 1).

FATORES GENETICOS

Sindromes monogénicas Susceptibilidade génica

N/

Alteragoes
de Peso
Corporeo

<y

Exercicio Consumo calorico

Cultura Estresse J

FATORES AMBIENTAIS

Adaptado de Kopelman; 2000

Figura 1. Fatores que influenciam nas alteracoes de peso corporeo.
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A literatura é bastante controvérsia em relacdo a influéncia do estresse na alteracdo de
peso corpoéreo. Chantal et al. (2003) verificaram que ratos submetidos ao estresse cronico e
dieta hipercaldrica ingeriram maior quantidade de alimentos, que resultou em maior ganho de
peso corporeo quando comparado aos animais com dieta hipercalérica isoladamente. Por outro
lado, o modelo genético de camundongos sensiveis ao estresse mostrou reduc¢ao do ganho de
peso e eficiéncia caldrica durante a exposicdo ao estresse cronico variado (TEEGARDEN; BALE,
2008). Camundongos subordinados, isto é, ndo dominante dentro do grupo, submetidos a dieta
hiperlipidica apresentaram maior ganho de peso quando comparados aos animais dominantes
(MOLES et al., 2006).

Ambos os fatores, obesidade e estresse possuem respostas adaptativas fisiologicas
semelhantes nos sistemas imunolégico, neuroenddcrino e metabdlico; assim, por exemplo,
ocorrem alteragbes das citocinas inflamatérias, da atividade do SSAM, do SRAA, dos perfis
séricos de insulina, leptina e glicose que podem ocasionar disturbios cardiovasculares. (LEVINE;
LEVINE, 2006). Entretanto, ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliaram a

relacdo entre estresse e obesidade com sistema cardiovascular.
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2 OBIJETIVOS

Avaliar as alteragOes cardiovasculares e o desenvolvimento de obesidade em animais
submetidos a dieta hipercalérica e ao estresse crénico. A hipétese desse estudo foi que a
associacao entre o estresse cronico e a dieta hipercaldrica atenuaria o desenvolvimento da

obesidade e intensificaria a disfuncao cardiovascular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

No presente estudo foram utilizados 80 ratos Wistar machos, com 30 dias de idade,
provenientes do Biotério do Laboratdrio Experimental do Departamento da Clinica Médica,
Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, S3do
Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos no biotério de origem sob as seguintes condigdes:
gaiolas individuais de polipropileno com tampas de arame cromado, forradas com maravalha
de Pinus esterilizada, temperatura (24 + 2°C), umidade (55 * 5°C) e ciclos claro e escuro (12
horas cada). Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o “Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals” publicado pelo “U.S. National Institutes of Health” (1985),
tendo sido aprovados pela Comissio de Etica na Experimenta¢gdo Animal do IB-UNESP-
Botucatu, por estarem de acordo com os Principios Eticos na Experimenta¢do Animal adotado

pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA), protocolo n2 95/08-CEEA.

3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os ratos foram randomizados em quatro grupos (n=20 animais/grupo): DN - tratados
com dieta normocalérica; DN/Es - tratados com dieta normocalérica e submetidos ao estresse

cronico; DH - tratados com dieta hipercaldrica; DH/Es - tratados com dieta hipercaldrica e
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submetidos ao estresse cronico. Os ratos DN e DN/Es receberam racdo padrdo para roedores
(RC Focus 1765, Agroceres®) e os DH e DH/Es ciclos de quatro ragées hipercaléricas (RC Focus
2413, 2414, 2415 e 2416, Agroceres®), por periodo de 15 semanas. As ragdes hipercaléricas
foram alternadas a cada 24 horas. Todos os grupos receberam 50 g de racao e, apds 24 horas, a
guantidade ndo ingerida foi mensurada. A oferta de agua foi ad libitum. As racdes idealizadas
no Laboratério Experimental de Musculo Papilar Isolado do Departamento de Clinica Médica,
Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, foram adaptadas a partir de modelo dietético

utilizado anteriormente pelo grupo.(NASCIMENTO et al., 2008).

3.2.1 Ragoes

A racdo padrao RC Focus 1765 foi composta pelos seguintes ingredientes: fosfato
bicdlcico, éleo de soja degomado, cloreto de sédio, milho moido, aditivo antioxidante, farelo de
soja, farelo de trigo, farinha de carne e ossos, farinha de peixe, suplemento mineral e
vitaminico. As quatro rac¢Oes hipercaldricas RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416 (Figura 2)
apresentaram a mesma composi¢cdo nutricional, com exce¢dao dos aditivos flavorizantes,
acrescidos de queijo, bacon, chocolate ou baunilha, respectivamente; as racdes foram
constituidas de cloreto de sédio, caseina, soro de leite em pd, concentrado protéico de soja,
milho integral moido, farinha de bolacha, fosfato bicalcico, carbonato de calcio, éleo de milho,
aditivos emulsificante e antioxidante, suplementos mineral e vitaminico. A composicdo de
macro e micronutrientes das racdes padrdao e hipercaldrica, mensurada pela empresa

Agroceres®, estd apresentada no Quadro 1. Os perfis de aminoacidos, carboidratos e acidos
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graxos, avaliados no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas do Departamento

de Tecnologia - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil,

estdo apresentados nos Quadros 2, 3 e 4, respectivamente.

Figura 2- Exemplos de racbes hipercaléricas RC Focus 2413. A: sabor queijo; B: sabor

baunilha; C: sabor chocolate e D: sabor bacon.

Quadro 1- Macronutrientes e micronutrientes das racgdes (%).

Componentes Padrao Hipercaldrica*
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Minerais 9,0 10,0
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Calcio 1,5 1,4
Fosforo 0,8 0,7
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 49,2

*A dieta hipercaldrica foi composta por racdes hipercaléricas idénticas
nutricionalmente, com excecdo do aditivo flavorizante adicionado

(queijo, bacon, chocolate ou baunilha).
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Quadro 2- Perfil de aminodacidos das ragdes (%).

Aminoacidos Ragdes
Padrdo Hipercaldrica
Acido Aspartico 10,81 9,92
Acido Glutamico 20,12 18,99
Serina 5,23 5,06
Glicina 4,48 4,32
Histidina 2,50 2,43
Arginina 7,47 7,07
Treonina 3,38 4,01
Alanina 4,53 4,69
Prolina 5,93 5,80
Tirosina 3,34 3,48
Valina 5,05 5,33
Metionina 1,89 2,43
Cistina 1,63 1,85
Isoleucina 4,22 4,38
Leucina 7,78 7,96
Fenilalanina 5,01 5,01
Lisina 5,62 6,59

Triptofano 1,01 0,68




Quadro 3- Perfil de carboidratos das racdes (%).

Carboidratos Ragdes
Padrdo Hipercaldrica
Rafinose 1,74 0,81
Maltose 1,07 1,60
Glicose Livre 0,82 1,63
Glicose 46,58 42,37
Frutose Livre 0,62 0,96
Frutose 20,93 16,46
Sacarose 8,83 11,57
Lactose 0,65 4,48
Fucose 0,17 0,15
Arabinose 5,55 6,78
Galactose 4,55 6,08
Xilose 5,47 4,27
Ramnose 0,22 0,26
Manose 2,80 2,58
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Quadro 4- Perfil de dcidos graxos saturados e insaturados das racdes (%).

Acidos graxos Ragdes
Padrdo Hipercaldrica
Capraéico (c6:0) 0,00 0,02
Caprilico (c8:0) 0,03 0,03
Caprico (c10:0) 0,02 0,05
Laurico (c12:0) 0,33 0,25
Miristico (c14:0) 0,30 0,33
Palmitico (c16:0) 16,56 15,09
Heptadecanodico (c17:0) 0,02 0,08
Estearico (c18:0) 3,90 4,36
Palmitoléico (c16:1) 0,06 0,15
Oléico (c18:1n9c¢) 27,96 37,94
Linoléico (c18:2n6c) 47,10 40,83
a-Linolénico (c18:3n3) 3,72 0,87
Acidos Graxos Saturados 21,16 20,21
Acidos Graxos Insaturados 78,84 79,79

3.2.2 Estresse

No estresse devem-se levar em considerac¢do a qualidade, a frequéncia, a severidade, o
tipo de estresse, fisico ou emocional, e a espécie animal a ser investigada (ADAM; EPEL, 2007).
O estresse de imobilizacdo é um modelo de estresse emocional e esta entre as mais utilizadas
(KVETNANSKY et al., 1979). A partir dos 30 dias de idade, os grupos DN/Es e DH/Es foram
contidos, individualmente, em capsulas metalicas (Figura 3), a temperatura ambiente de 259C,
1h por dia, 05 dias por semana, durante as 15 semanas do protocolo de inducdo de obesidade.
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Nesta condi¢gdo ha uma intensa restricdo dos movimentos do animal, permanecendo somente
0s movimentos respiratorios.

Durante a sessdo de estresse, os grupos DN e DH permaneceram em suas gaiolas a
temperatura ambiente de 25° C, sem receber rac3o ou dgua. Ao término da sessdo, os grupos
DN/Es e DH/Es voltaram para suas respectivas caixas. Quarenta e oito horas apds a ultima

sessao de estresse os animais foram submetidos aos protocolos experimentais.

']
/

4F

igura 3- Capsulas de aco utilizadas na exposicao didria ao estresse cronico de imobilizacado.

3.3 AVALIAGAO DO PERFIL NUTRICIONAL E DA INTENSIDADE DO ESTRESSE

3.3.1 Perfil nutricional

O perfil nutricional foi determinado pela analise de ingestao caldrica, eficiéncia
alimentar, peso e gordura corporal, indice de adiposidade e glicemia. A ingestdao caldrica foi

calculada pela seguinte férmula: ingestdo alimentar semanal multiplicada pelo valor energético
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de cada racdo (g x kcal). Com a finalidade de analisar a capacidade de o animal converter a
energia consumida em peso corporal, a eficiéncia alimentar (EA) foi calculada, dividindo-se o
ganho total de peso corporal dos animais (g) pela energia total ingerida (Kcal). O peso corporal
dos animais foi aferido semanalmente, utilizando-se uma balanga digital Mettler® modelo
Spider 2. A quantidade de gordura corporal total foi determinada pela somatdria dos depdsitos
de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral. O indice de adiposidade, utilizada para a
determinacao da possivel obesidade, foi calculado, dividindo-se a gordura corporal total pelo
peso corporal final, multiplicado por 100. Para andlise do perfil glicémico, os ratos foram
colocados em jejum por 12 a 15 horas, anestesiados com pentobarbital sédico (50mg/kg/IP,
Cristalia® Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda) e eutanasiados por decapitacdo. A seguir, as
amostras de sangue foram coletadas em tubos tipo Falcon (TPP), centrifugadas a 3000 rpm por
10 minutos (Eppendorf® Centrifuge 5804-R) e armazenadas em freezer a -802C (Thermo Fisher
Scientific LLC). As concentracbes séricas de glicose foram determinadas utilizando-se kit
especifico (CELMO) e analisadas pelo método enzimatico colorimétrico automatizado

(Technicon, RA-XTTM System, Global Medical Instrumentation).

3.3.2 Intensidade do estresse

O nivel de intensidade de estresse foi determinado pelos seguintes parametros: os

niveis séricos de corticosterona e o peso das glandulas adrenais (TEEGARDEN; BALE, 2007) A

concentracdo hormonal foi determinada pelo método de radioimunoensaio utilizando-se kit
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especifico (Coat-A-Count Rat Corticosterone — Diagnostic Products Corporation). As adrenais
foram coletadas, dissecadas e o peso foi avaliado.

3.4 COMORBIDADES ASSOCIADAS A OBESIDADE E AO ESTRESSE

Considerando que a dieta hipercaldrica, o desenvolvimento da obesidade e o estresse
podem apresentar comorbidades como, hipertensdo arterial sistémica, intolerancia a glicose,
resisténcia sistémica a insulina, dislipidemias, hiperglicemia, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia, (CARROL; TYAGI, 2005; RELLING et al., 2006) foram avaliados nos quatro

grupos as seguintes varidveis:

3.4.1 Pressao arterial sistémica

A pressdo arterial foi avaliada pela mensuracdo da pressao arterial sistdlica caudal (PAS),
por plestimografia, utilizando-se electro-sphymomanometer, Narco Bio—System®, modelo 709-
0610 (International Biomedical, Inc). Com a finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria
caudal, os animais foram pré-aquecidos a 40°C por 5 minutos. O manguito foi colocado em
torno da cauda do animal e conectado a um transdutor de pulso. Em seguida, o manguito foi
insuflado a um valor superior a pressdao arterial sistdlica e, desinflado, para registro das
pulsacOes arteriais em poligrafo Gould, modelo RS 3200. A PAS foi aferida a cada trés semanas
(momentos 0, 3, 6,9, 12 e 15). O valor da PA foi a média de trés registros consecutivos obtidos

a intervalos de 1 minuto.

24



3.4.2 Resisténcia a insulina

Para esta metodologia, os animais foram submetidos a um periodo de jejum de 6 horas.
As coletas sangliineas, na artéria caudal, foram realizadas na condicdo basal e apds
administracdo intraperitoneal de insulina regular (Novolin® R) equivalente a 1,5 Ul/kg, tendo
sido coletadas nos momentos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. O glicosimetro ACCU-CHEK GO

KIT (Roche®) foi utilizado para mensuragao dos niveis glicémicos.

3.4.3 Intolerancia a glicose

Assim como no teste de tolerancia a insulina, os animais foram submetidos a um
periodo de jejum de 6 horas. As coletas de sangue, na artéria caudal, foram realizadas na
condicdo basal e apds administracdo intraperitoneal de glicose 25% (Sigma®-AIdrich)
equivalente a 2,0 g/kg, nos momentos 0, 15, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos. O glicosimetro

ACCU-CHEK GO KIT (Roche®) foi utilizado para mensuragao dos niveis glicémicos.

3.4.4 Concentragoes séricas de insulina e leptina

As concentra¢des hormonais foram determinadas pelo método de ELISA utilizando-se

kits especificos (Linco Research Inc). A leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa

(Spectra MAX 190).
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3.5 PORCENTAGEM DE UMIDADE NOS TECIDOS

Em razdo da obesidade poder acarretar aumento na volemia corporal dos ratos, o que
poderia promover acumulo de liquido nos tecidos, foi realizada a avaliacdo do teor de agua
tecidual nas amostras de ventriculos esquerdo e direito, atrio, pulmao e figado. Apds a remocao
do tecido, realizou-se a pesagem in natura. Em seguida, as amostras foram submetidas a
secagem em estufa (Kamp Metalurgica), sob temperatura de 55 + 5°C, por um periodo de 48
horas. A determinacdo do teor de agua foi expressa em valores relativos e calculada pela
seguinte formula: [(PN-PS)/PN] x 100%, onde PN representa o peso in natura e o PS o peso

seco.

3.6 CARACTERIZAGCAO DA REMODELAGCAO CARDIOVASCULAR

3.6.1 Coragao

O coracdo foi analisado por meio de estudos estruturais e funcionais. A estrutura foi
avaliada in vitro por meio de ecocardiograma e post mortem por analises macroscépicas. A
fungdo do ventriculo esquerdo foi analisada in vivo por meio de ecocardiograma e in vitro

utilizando o musculo papilar isolado do ventriculo esquerdo.

3.6.1.1 Avaliacdo ecocardiografica
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A avaliacdo funcional e morfolégica do ventriculo esquerdo foi avaliada por meio do
ecocardiograma. Esta metodologia permite avaliar o desempenho ventricular do coragao in
situ, portanto sujeito as variagdes de pré-carga, pds-carga, contratilidade e freqliéncia cardiaca.
Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina
(10mg/kg) por via intraperitonial. Apds tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram
posicionados em decubito lateral esquerdo para realizacdo do ecocardiograma com
ecocardiografo (Philips HDI 5000) equipado com transdutor eletronico de 12 MHz. Para medir
as estruturas cardiacas, utilizou-se imagens em modo-M com o feixe de ultra-som orientado
pela imagem bidimensional com o transdutor na posi¢cdo paraesternal eixo menor. A imagem
monodimensional do ventriculo esquerdo foi obtida posicionando o cursor do modo-M logo
abaixo do plano da valva mitral entre os musculos papilares. Ainda, imagens da aorta e do atrio
esquerdo também foram obtidas na posi¢cdo paraesternal eixo menor com o cursor do modo-M
posicionado ao nivel da valva aértica. O registro da imagem monodimensional foi realizado por
meio de impressora (UP-895MD Sony Co). Posteriormente, as estruturas cardiacas foram
medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos. O diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura diastdlica da
parede posterior do VE (EDPP) e do septo intraventricular (EDSIV) foram medidos no momento
correspondente ao diametro mdximo da cavidade. O diametro sistélico do VE (DSVE) e a
espessura sistdlica da parede posterior do VE (ESPP) e septo intraventricular (ESSIV) foram
medidos no momento correspondente ao didmetro minimo da cavidade. A espessura relativa
da parede do VE foi medida pelo EDPP/DDVE e a massa do VE foi calculada por meio da

seguinte férmula: {{(DDVE + EDPP + EDSIV)3 — DDVE®] x 1.04} / 1000, onde o valor de 1,04 indica
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a densidade especifica do miocardio. O indice de massa do VE foi calculado pela normalizacdo
da massa do VE pelo peso corporal.

A funcdo sistélica do VE foi avaliada calculando-se a porcentagem de encurtamento
endocardico: [(DDVE - DSVE) / DDVE] x 100; porcentagem de encurtamento médio: {[(DDVE + %
EDPP + % EDSIV) — (DSVE + % ESPP + % ESSIV)] / (DDVE + % EDPP +% EDSIV)} x 100 e a
velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (VEPP: tangente maxima do movimento
sistdlico da parede posterior). O indice cardiaco foi mensurado pela razdo entre o débito
cardiaco e o peso corporal. No estudo da funcdo diastdlica do VE foram medidos os picos das
velocidades do fluxo transvalvar mitral correspondente a fase de enchimento inicial (onda E) e

tardia, consequente a contragdo atrial (onda A), bem como o célculo da relagdo onda E/onda A.

3.6.1.2 Estrutura do coragao post mortem

As analises estruturais macroscépicas post mortem permitem identificar a presenca de

remodelagdo cardiaca a nivel atrial e ventricular. A remodela¢dao cardiaca macroscépica, que

identifica a presenca de hipertrofia, foi determinada pela analise dos seguintes parametros:

peso do atrio, dos ventriculos esquerdo e direito, e das respectivas relacdes com o peso

corporal final e o comprimento da tibia.

3.6.1.3 Estudo funcional do musculo papilar isolado
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O desempenho mecanico dos musculos papilares foi avaliado de acordo com a técnica
utilizada rotineiramente em nosso laboratdério. Este tipo de preparagdo permite o controle
preciso da pds-carga e da pré-carga, o que é dificil de ser obtido no coragao in vivo, e possibilita
a andlise da contratilidade miocdrdica independentemente de variagdes de carga, frequéncia
cardiaca, influéncia hormonal e substrato energético.

Ao término do periodo experimental, os animais foram anestesiados e submetidos a
toracotomia mediana. Os corac¢des foram rapidamente removidos e colocados em solucdo de
Kreb’s-Henseleit com a seguinte composicao em mM: 118,5 NaCl; 4,69 KCl; 1,25 CaCl,, 1,16
MgSQ,4; 1,18 KH,PO4; 5,50 glicose e 24,88 Na,COs;, mantidos a temperatura de 28°C,
previamente oxigenada durante 10 minutos com 95% de oxigénio (0;) e 5% de diéxido de
carbono (CO;). Depois de permanecidos aproximadamente 1 minuto na solucdo, os coracdes
foram retirados e o ventriculo direito dissecado com a finalidade de expor o septo
interventricular. Este foi dividido ao meio a fim de permitir a exposicdo adequada dos dois
musculos papilares, anterior e posterior, do ventriculo esquerdo. Esses foram cuidadosamente
dissecados, mantendo-se nas suas extremidades segmentos da parede ventricular. Esses
fragmentos foram presos a anéis de a¢o inoxidavel com diametro interno de 3,8 a 4,2 mm. O
musculo papilar utilizado, apds ter suas extremidades presas aos anéis, foi rapidamente
transferido para camara de vidro contendo solucdao de Krebs-Henseleit, continuamente
oxigenada com 95% de O, e 5% de CO, e mantido a temperatura de 28°C, com auxilio de banho
circulante (PAPST, K-5058). O musculo foi posicionado verticalmente e sua extremidade inferior
acoplada a um fio de aco inoxidavel, 0,38 mm de didmetro, conectado a um transdutor de forga

(Grass FT03 Force Displacent, GRASS Technologies, Na Astro-Med, Inc. Product Hroup). O fio de
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aco atravessava uma fenda, preenchida por mercurio, existente no assoalho da camara de
vidro. A porg¢do superior tendinosa do musculo foi conectada a um fio de ago, semelhante ao
anterior, que estava ligado a extremidade do brago longo de uma alavanca isot6nica. Sobre esta
extremidade havia um micrémetro (The L.S. Starrett. Co. Athol.Mass.USA. n2463) que,
controlava a extensdo dos movimentos da alavanca, permitindo ajustar o comprimento de
repouso do musculo. Na extremidade do braco curto da alavanca foi suspenso, por fio de aco,
um peso de 5,0 g, denominado pré-carga, que teve por finalidade promover o estiramento
inicial do musculo papilar. A alavanca era de aluminio, rigida e leve, sendo a razdo entre os
bracos longo e curto de 4:1.

Os musculos papilares foram estimulados 12 vezes por minuto (0,2 Hz) por meio de
eletrodos de platina tipo agulha (E8 — Grass), posicionados paralelamente ao eixo longitudinal
dos musculos. Os eletrodos foram acoplados a estimulador elétrico que emitia estimulos em
onda quadrada de 5 mili-segundos. A voltagem de estimulo, 12 a 15 volts, corresponde a 10%
acima do valor minimo necessario para provocar resposta mecanica maxima do musculo. O pH
da solucao Krebs-Henseleit estava entre 7,38 a 7,42 e a pressao parcial de oxigénio da solucado
era mantida entre 550 a 600 mmHg.

Apds o periodo de 60 minutos, nos quais os musculos contrairam contra a pré-carga sem
desenvolverem forga - contragao isotbnica - foi colocada carga adicional de 50 g, denominada
pos-carga, na extremidade do braco curto da alavanca. A carga total, pré-carga mais a pos-
carga, impedia que os musculos encurtassem, passando os mesmos a desenvolverem somente
forca, contracdo isométrica. O excessivo estiramento muscular que poderia ser causado pela

adicdo da poés-carga foi evitado pelo micrometro que impediu a movimenta¢do da alavanca.
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Apds a estabilizacdo do musculo em contracdo isométrica, este foi progressivamente estirado,
por meio do micrometro, até a forga desenvolvida atingir o seu valor maximo. O comprimento
de estiramento da fibra muscular associado com a for¢a ou tensdao mdaxima desenvolvida, em
contracao isométrica, denominou-se Lmax. Apds atingir Lmax, o musculo foi novamente
colocado em contragdo isotonica durante 5 minutos. A seguir, o musculo papilar foi recolocado
em contracdo isométrica, para determinacao final de Lmax. O registro das variaveis foi iniciado

apos verificar se o musculo permaneceu estavel em contracdo isométrica durante 15 minutos.

3.6.1.3.1 Parametros funcionais

Os seguintes parametros foram analisados: tens3o desenvolvida (TD, g/mm?), tens3o de
repouso (TR, g/mmz), velocidade de variacdo da tensdo desenvolvida (+dT/dt, g/mmz/s),
velocidade de varia¢do de decréscimo da tensdo desenvolvida (-dT/dt, g/mmz/s). A curva de
contracdo isométrica, que foi obtida durante os experimentos, estd representada abaixo (Figura
4).

As contragOes isométricas foram registradas em um sistema de aquisicdo de dados
computadorizados (AcqKnowIedge® MP 100, Byopac Systems, Inc). A andlise das curvas permitiu
determinar os valores dos parametros mecanicos. Os valores da TD, g/mmz, TR, g/mmz, +dT/dt,
g/mm?/s e -dT/dt, g/mm?/s foram divididos pela area seccional do musculo papilar. Este
processo de normalizacdo permitiu comparar o desempenho de musculos de diferentes

tamanhos. Os dados obtidos estdo apresentados em valores absolutos (g/mm?).
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Figura 4- Representagao da curva de contragdo isométrica.

3.6.1.3.2 Protocolo funcional

O desempenho mecanico dos musculos papilares em contragao isométrica foi analisado
sob condicdo basal e apds diferentes manobras inotrépicas. Estas foram realizadas com a
finalidade de identificar alteracdes da contracdo e do relaxamento que poderiam ndo ser
observadas em condicdes basais. Além disso, as mesmas podem auxiliar no entendimento dos
possiveis mecanismos relacionados com as alteracGes da fungdo mecanica do miocardio. As
manobras mais frequentemente utilizadas sdo: potencial pds-pausa, variacdo da concentracdo
de Ca?* extracelular e alteracdo da freqiiéncia de estimulo cardiaco, que permitem identificar a

participacdo do transito de Ca* intracelular na patogénese da disfungio do miocardio.

3.6.1.3.2.1 Protocolo funcional em condigao basal
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A obten¢do dos dados em condigdo basal foi realizada com concentragao de Ca’*de 2,5

mM na solugao de Kreb’s-Henseleit.

3.6.1.3.2.2 Manobras inotrépicas

As seguintes manobras inotrdpicas miocardicas com efeitos positivos e negativos foram

realizadas

3.6.1.3.2.2.1 Potencial pds-pausa

O potencial pds-pausa é um instrumento utilizado para estudar a fungao de liberagdo e
armazenamento de Ca®* pelo reticulo sarcoplasmatico. Além disso, esta manobra permite
analisar indiretamente o trocador Na*/Ca*". A relacdo entre PPP e a funcdo miocardica foi
realizada com concentracdo de Ca?*de 0,5 mM de Kreb’s Henseleit e apos periodos de repouso
de 10, 30 e 60 segundos com intervalos de 5 minutos entre cada elevag¢dao. Os periodos
crescentes tiveram como finalidade disponibilizar maiores quantidades de Ca’" citosdlico e,

portanto intensificar a magnitude do desempenho do musculo cardiaco.

3.6.1.3.2.2.2 Elevacdo da frequéncia cardiaca
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A relacdo entre freqiiéncia de batimentos e func¢do cardiaca permite avaliar o transito
de Ca®" intracelular e o acoplamento excitagao-contra¢do. Esta manobra foi realizada com
concentragao de Ca’*de 1,0 mM na solucdo de Kreb’s Henseleit e apds aumento seqiiencial da
frequéncia de estimulo de 0,2 para 0,1, 0,2, 0,5, 0,7, 1,0 e 0,2Hz, com intervalos de 5 minutos

entre cada elevagao.

3.6.1.3.2.2.3 Elevacdo da concentragio de Ca®* extracelular

A elevacdo da concentracio de Ca**intracelular acarreta aumento do fluxo desse fon por
meio dos canais lentos de Ca?* e pela troca Na+/Ca®*, o que permite avaliar os mecanismos
relacionados com o transporte de Ca’ intracelular e a funcdo miocardica. A elevacdo da
concentragao de Ca’* na solugdo de Kreb’s-Henseleit foi realizada com aumentos sequenciais de

Ca** de 0,5 para 1,0,1,5,2,0 e 2,5 mM com intervalos de 5 minutos entre cada concentracao.

3.6.1.3.2.2.4 Elevagao da concentragao de Ca’*extracelular na presenca do diltiazem

O diltiazem é um bloqueador especifico de canais lentos sarcolemais da classe
benzodiazepinicas (BUDRIESI et al., 2009). Os canais L no cora¢do contém subunidades alc que
s3o altamente sensiveis ao diltiazem, o que resulta em diminuicdo da entrada de Ca®'
miocardico. Neste experimento, os musculos foram avaliados em elevacio de Ca** de 0,5 para

1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 mM com auséncia ou presenca do bloqueador. A concentracdo de diltiazem

(Sigma Aldhrich Co.) e o tempo de exposicao ao bloqueador para a realizacdo do experimento
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foram, respectivamente, 10* M e 60 minutos. Os dados obtidos foram expressos em
porcentagem média de bloqueio.

As acGes do bloqueador, diltiazem, sobre a fungdo mecanica do musculo papilar foram
expressas em variagcoes percentuais médias (A) em relagdo ao momento da curva de Ca**sem a
presenca do bloqueador especifico (Ex: % média de bloqueio = valor da TD na concentragao de
0,5 de Ca*" intracelular com bloqueador em relagao ao valor da TD na concentragao de 0,5 de
Ca’"intracelular sem bloqueador). Este célculo foi realizado pela seguinte formula: A(%) = (M2-
M1)/M1x100, onde M1 é o valor na condicdo basal e M2 é o valor em resposta a varia¢do da
concentracao de diltiazem.

Apds o término das manobras de avaliacdo mecanica dos musculos papilares, os
mesmos foram retirados da preparacdo e usados para a avaliacdo da area seccional. Os
pardametros morfolégicos utilizados para caracterizar os musculos papilares foram:
comprimento (mm), peso (mg) e area seccional (mm2). O comprimento in vitro (Lmax) foi
medido com auxilio de um catetdbmetro Gartner (Gartner Scientific Corporation). A porc¢ao
muscular entre os anéis de aco foi cortada, submetida a secagem com papel filtro e pesada.
Considerando- se que o musculo papilar tem forma cilindrica, uniforme e peso especifico, a
area seccional foi calculada dividindo-se o peso pelo comprimento determinado em Lmax.

Os musculos papilares dissecados inadequadamente ou que apresentaram
comportamento funcional fora do padrdo de normalidade foram excluidos do estudo. O
desempenho mecanico foi considerado inadequado quando os valores das variaveis obtidos em
contracdo isométrica apresentaram afastamento superior a 1,96 desvios padrao da média. Os

musculos papilares que apresentaram darea seccional entre 0,5 e 1,5 mm? foram utilizados no
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experimento. Estes experimentos e procedimentos foram realizados nos grupos DN, DN/ES, DH

e DH/Es.

3.6.2 Vaso

A avaliacdo da remodelacdo vascular foi verificada por meio de estudos funcional e

estrutural.

3.6.2.1 Reatividade vascular

A anadlise funcional dos vasos foi feita utilizando-se as artérias aorta descendente.
Nestes segmentos foi avaliada a reatividade vascular, de acordo com a metodologia descrita
abaixo. Apds serem mortos por decapitagdo, os animais foram submetidos a toracotomia, e em
seguida procedeu-se o isolamento da aorta toracica. Apds a remocao do tecido adiposo, a aorta
foi subdividida em quatro anéis. Indistintamente, dois dos anéis tiveram os endotélios
removidos mecanicamente. Os anéis foram suspensos em cuba para 6rgdo isolado, contendo
solucdo de Kreb’s-Henseleit modificado (composicdo em mM: NaCl 113,0; KCI 4,7; CaCl, 2,5;
KH,PO4 1,2; MgS0,4 1,1; NaHCO; 25,0; Glicose 11,0; acido ascdrbico 0,11). A solucdo nutriente
foi mantida a 37,0 + 0,5°C e saturada com carbogénio (95% O, e 5% CO,). Os anéis foram
conectados a transdutores de forca isométricos, acoplados a um fisidgrafo (Ugo Basile). O
periodo de estabilizacdo foi de 1h, sob uma tensdo inicial de 1,5 g mantida ao longo de todo o

experimento, com trocas de solucdo nutriente e ajuste de tensdo a cada 15 minutos.
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A avaliacdo da funcdo endotelial foi analisada a partir das respostas aos agentes
vasoconstritores, cloreto de potassio e noradrenalina, e vasodilatadores, acetilcolina e
nitroprussiato de sddio. Os experimentos foram desenvolvidos em anéis de aorta com (+E) e

sem (-E) endotélio, estudados em paralelo.

3.6.2.1.1 Curvas concentragdo-efeito do cloreto de potassio (KCl)

Ao se completar o periodo de estabilizacdo de 1h, as preparacdes foram inicialmente
desafiadas com KCl na concentracdo de 60mM. Posteriormente, foram determinadas de modo
cumulativo as curvas concentracdo-efeito (CCEs) ao KCl nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50,

60 e 70 mM.

3.6.2.1.2 Curvas concentracdo-efeito a noradrenalina (NA)

Ao se completar o periodo de estabilizacdo de 1h, as preparag¢des foram desafiadas com
KCl na concentracdao de 60mM. Posteriormente, foram determinadas de modo cumulativo, as
curvas concentragdo-efeito a NA (Sigma), nas concentracdes de 10Ma 10" M.

Ao final das CCEs, concentrag¢des Unicas de ACh (Sigma), 10°M, e NP (Sigma), 10% M,
foram utilizadas para testar a integridade da célula endotelial e da camada muscular lisa,

respectivamente.

3.6.2.1.3 Curvas concentracdo efeito a noradrenalina na presenca de prazosin
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Quando pertinente, o prazosin (Sigma), 10® M, que é antagonista reversivel para
receptor a; adrenérgico, foi adicionado 30min antes da realizagcdo da CCE a NA, permanecendo
em contato com a preparagdo até o término do experimento.

Ao final das CCEs, concentrag¢des Unicas de ACh, 10°M, e NP, 10™* M, foram utilizadas

para testar a integridade da célula endotelial e da camada muscular lisa, respectivamente.

3.6.2.1.4 Curvas concentragdo efeito a noradrenalina na presenca de N®-nitro-L-arginina

metil éster (L-NAME)

Quando pertinente, o L-NAME (Sigma), 3x10™* M, que é inibidor da 6xido nitrico sintase
(NOS), foi adicionado 30min antes da realizagdo da CCE a NA, permanecendo em contato com a
preparac¢ao até o término do experimento.

Ao final das CCEs, concentragdes Unicas de ACh, 10°® M, e NP, 10* M, foram utilizadas

para testar a integridade da célula endotelial e da camada muscular lisa, respectivamente.

3.6.2.1.5 Curvas concentracdo efeito a acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sddio

(NP)

Ao se completar o periodo de estabilizacdo de 1h, anéis de aorta foram pré-contraidos

com noradrenalina, 107 M, e as CCEs & ACh foram obtidas nas concentracoes de 102 a 10" M.
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Posteriormente, apds terem sido reestabilizadas, os anéis foram pré-contraidos novamente

com noradrenalina, 10”7 M, e as CCEs foram obtidas com NP nas concentragdes 10?3 10" m.

3.6.2.1.6 Contribuicdo do Ca?*intracelular e extracelular na resposta a noradrenalina

Para analisar a contribuicdo relativa da liberacdo de Ca®' intracelular na reatividade
vascular a noradrenalina, resposta contratil a este agonista foi obtida em solucdo de Kreb’s-
Henseleit livre de Ca®". Anéis (-E), para evitar o envolvimento de qualquer fator endotelial,
foram expostos a essa solucdo por 1min e entdo foram estimulados com noradrenalina nas
concentracdes de 10”7 e 10°M, e a resposta maxima obtida foi avaliada. Além disso, o papel da
mobilizagio do Ca’" extracelular foi investigado por meio da contragio induzida por cloreto de
calcio (CaCly) na presenga de noradrenalina. Anéis (—E) foram primeiramente contraidos com
noradrenalina, 107 M, para deplecdo dos estoques de Ca’* intracelular em solugdo de Kreb’s
Henseleit livre de Ca’** contendo EDTA (1mM) (por aproximadamente 90min), e entdo foram
lavados em solucdo de Kreb’s Henseleit livre de ca*' (sem EDTA) contendo noradrenalina, 107

M.

3.6.2.1.7 Avaliacao de reatividade vascular

A reatividade vascular foi avaliada através das alteracdes da resposta maxima e poténcia
(concentracdo eficaz 50% - CE50) do tecido aos agentes vasoconstritores e vasodilatadores em

experimentos individuais. A CE50 é definida como a concentracdo molar do agonista
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responsavel pela obtencdo de um efeito igual a 50% do efeito maximo. As CE50s foram medidas
por determinacdo grafica e as médias foram apresentadas como antilogaritmo da média
aritmética dos log CE50 de cada experimento, com os respectivos intervalos de confianga (IC)
de 95%.

Para verificacdo da poténcia do antagonismo do prazosin nas CCEs a noradrenalina entre
os diferentes grupos experimentais, o pA, foi calculado. Esta verificacdo foi estimada através da
equacao (1): pA2= log(CR-1)-logB, na qual CR é o log da diferenca entre os valores de CE50 na
auséncia e na presenca do antagonista e B é a concentracdo molar do antagonista (10®),

(ARUNLAKSHANA; SHIELD, 1959).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise das caracteristicas gerais, nutricionais, morfolégicas e funcionais in vivo, in situ
e in vitro em condicdo basal, bem como dos parametros de reatividade vascular, foram
realizados pela de andlise de variancia (ANOVA) no modelo de medidas repetidas para esquema
de dois fatores independentes e complementada com o teste de comparagdes multiplas de
Tukey.

O desenvolvimento do peso corporal e a comparagao do perfil glicEmico entre os
grupos, visualizado tanto pelo teste de tolerdncia a insulina quanto pelo teste de tolerancia a
glicose, foram realizados pela ANOVA no modelo de medidas repetidas para esquema de dois

fatores independentes e complementada com o teste de comparag¢des multiplas de Bonferroni.
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As variaveis relacionadas ao estudo funcional do musculo papilar, apds a realizagdo das
diferentes manobras inotrépicas, foram analisadas pela ANOVA no modelo de medidas
repetidas para esquema de dois fatores independentes e complementada com o teste de
comparag¢bes multiplas de Student-Newman-Keuls.

As ac¢Oes do bloqueador, diltiazem, sobre a fungcdo mecanica do musculo papilar foram
apresentadas por variacbes percentuais e submetidas a ANOVA no modelo de medidas
repetidas para esquema de dois fatores independentes e complementada com o teste de
comparac¢6es multiplas de Student-Newman-Keuls.

O nivel de significancia considerado para todas as variadveis foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 PERFIL NUTRICIONAL

A Tabela 1 mostra o perfil nutricional dos grupos DN, DN/Es, DH e DH/Es. A dieta
hipercaldrica tornou os ratos DH obesos quando avaliados pelo indice de adiposidade (DH= 6,45
+ 2,16*; DN= 4,09 + 1,48; P<0.05) O resultado mais importante deste trabalho em relagdo ao
perfil nutricional é que o estresse impediu o desenvolvimento da obesidade nos ratos
submetidos a dieta hipercalérica (DH/Es= 4,45 + 1,52; DN= 4,09 + 1,48; P>0.05). Outros
avaliadores do perfil nutricional como, o peso corporal final, ingestdo caldrica, eficiéncia
alimentar, ganho de peso, os depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral e a
gordura corporal total foram maiores no DH do que o grupo DN. Entretanto, a ingestdo
alimentar foi maior nos animais do grupo DN e DN/Es. A glicose se mostrou elevada nos grupos
DN/Es, DH e DH/Es em relagdo ao grupo DN, mostrando que o estresse per se alterou o perfil
glicémico.

A Figura 5 mostra o desenvolvimento semanal do peso corpéreo de ratos DN, DN/Es, DH
e DH/Es. A partir da 52 semana de idade houve um aumento de peso corpdreo significativo dos
ratos DH em relacdo ao grupo DH/Es; esta diferenca de peso se manteve até o final do
protocolo. Na 122 semana houve diferenca significativa entre os grupos DN e DH, que se

manteve até o término do protocolo. O conjunto de dados do perfil nutricional mostra que o
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grupo DH ficou obeso, e que o estresse impediu o desenvolvimento da obesidade no grupo

DH/Es.

Tabela 1- Perfil nutricional

. Grupos
Variaveis
DN (n=20) DN/Es(n=20) DH (n=20) DH/Es (n=20)
PCl (g) 139+ 12 137 +17 140+ 12 141 + 11
PCF (g) 438 + 49 421 +33 482 + 54* 430+ 31
Ingestdo alimentar (g/dia) 23,1+1,9"  23,2+2,1" 212+2,4 19,1+2,3
Ingestdo caldrica (kcal/dia) 68,7+5,1 69,2 £ 8,6 80,3 +7,8* 69,8+6,3
Eficiéncia alimentar (g/Kcal)x100 2,24 + 0,25 2,25+0,32 2,64 +£0,30* 2,41 +0,34
Ganho de peso (g) 299+ 52 284 + 56 342 + 58* 289 + 20
Gordura Epididimal (g) 6,78 £ 2,54 6,68 £3,15 11,2 +4,5%* 6,82 + 2,64
Gordura Retroperitoneal (g) 7,25+ 3,61 7,02 £4,83 11,8 +5,1* 7,81 +2,98
Gordura Visceral (g) 4,76 +2,98 4,96 + 3,70 8,61 +3,75* 4,65+ 2,33
Gordura total (g) 18,8 £ 8,6 18,7+ 11,2 31,5+12,8* 19,3+7,3
indice de Adiposidade (%) 4,09+ 1,48 4,07 +1,88 6,45 + 2,16* 4,45+ 1,52
Glicose (mg/dl) 92,1+6,3 118 + 11t 116 + 13t 122 + 10t

Dados expressos em média + desvio padrao. DN: ratos mantidos em dieta normocaldrica por 15
semanas; DN/Es: ratos mantidos em dieta normocaldrica e submetidos ao estresse cronico de
imobilizagdo por 15 semanas; DH: ratos mantidos em dieta hipercalérica por 15 semanas;
DH/Es: ratos mantidos em dieta hipercalérica e submetidos ao estresse cronico de imobilizacdo
por 15 semanas; PCl: peso corporal inicial; PCF: peso corporal final. Andlise de variancia
(ANOVA) e pos-teste de Tukey Kramer. ¥*P<0.05 DH vs DN e DH/Es. TP<0,05 DN/Es e DH vs DN,
sem diferenca estatistica entre os grupos DN/Es, DH e DH/Es.
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Figura 5- Desenvolvimento do peso corpdreo (n=20). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Andlise de varidncia (ANOVA) two way para modelos de medidas repetidas em
grupos independentes e pds-teste de Bonferroni. ¥*P<0,05 DH em relagdo DH/Es; 'P<0,05
DH em relacao DN.

4.2 COMORBIDADES

4.2.1 Teste de resisténcia a insulina

A Figura 6 ilustra o resultado do teste de resisténcia a insulina realizado nos grupos DN, DN/Es,
DH e DH/Es. Os niveis glicémicos foram semelhantes nos grupos DN, DH/Es, DH e DH/Es no
momento 0 e 30. Entretanto, apds a administracdo intraperitoneal de insulina, momentos 5, 10,
15 e 25 min para o grupo DH e 5 e 10 min para o grupo DH/Es, a glicemia mostrou-se elevada

em relagdo aos grupos DN e DN/Es, respectivamente
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Figura 6- Teste de resisténcia a insulina (n=10). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) two way para modelos de medidas repetidas
em grupos independentes e pds-teste de Bonferroni. *P<0,05 DH e DH/Es vs DN e

DN/Es; 'P<0,05 DH vs DN e DH/Es.

4.2.2 Teste de tolerancia a glicose

A Figura 7 ilustra o resultado do teste de tolerancia a glicose realizado nos grupos DN,
DN/Es, DH e DH/Es. Os niveis glicémicos ndo diferiram nos grupos DN, DH/Es, DH e DH/Es no
momento 0 e 15 minutos, decaindo de modo semelhante nos grupos DN e DN/Es, a partir dos
30 minutos. Entretanto, o grupo DH teve a glicemia aumentada em relagdo ao grupo DN nos
momentos 30 a 180 min, enquanto que o grupo DH/Es mostrou a glicemia aumentada em

relagdo ao grupo DN/Es nos momentos 30 e 60 min.
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Figura 7- Teste de tolerancia a glicose (n=10). Dados expressos em média * desvio
padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) two way para modelos de medidas repetidas

em grupos independentes e pds-teste de Bonferroni. ¥*P<0,05 DH vs DN e DH/Es;
'P<0,05 DH/Es vs DN/Es.

4.2.3 Hiperinsulinemia

A Figura 8 mostra a concentragdo plasmatica do hormonio insulina. O grupo DN/Es teve
aumento nos niveis séricos de insulina em relagao ao grupo DN. Ainda, o aumento dos niveis no
grupo DH/Es ndo diferiu do grupo DN/Es. Entretanto, o grupo DH teve aumento significativo em

relacdo tanto ao grupo DN quanto ao grupo DH/Es.

46



E 3
S~
o0
=
£
S
(72}
c
< L
0 A
DN DN/Es DH DH/Es
Grupos

Figura 8- Niveis séricos de insulina (n=5-7). Dados expressos em média + desvio padrao.
Andlise de variancia (ANOVA) two way e pés-teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.
Letras diferentes simbolizam diferenca estatistica significativa (P<0,05).

4.2.4 Hiperleptinemia

A Figura 9 mostra a concentracdo plasmatica do hormoénio leptina. Os niveis séricos de
leptina do grupo DH mostraram-se aumentados quando comparados aos grupos DN e DH/Es.
Ainda, o grupo DH/Es n3o diferiu do grupo DN/Es. Ndo houve diferenca estadistica significativa

entre os grupos DN e DN/Es.
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Figura 9- Niveis séricos de leptina (n=5-7). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Analise de variancia (ANOVA) two way e pos-teste de Bonferroni. Letras
diferentes simbolizam diferenca estatistica significativa (P<0,05).

4.2.5 Hipercosticosteronemia

A Figura 10 mostra a concentragdo plasmatica do horménio corticosterona. Ambos os

grupos DN/Es e DH/Es tiveram aumento nos niveis séricos de corticosterona em relagdo aos

seus respectivos controles. Estes niveis ndao diferiram entre os grupos DN e DH e entre os

grupos DN/Es e DH/Es.
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Figura 10- Niveis séricos de corticosterona (n=5). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Analise de variancia (ANOVA) two way e pos-teste de comparagdes multiplas
de Bonferroni. Letras diferentes simbolizam diferenca estatistica significativa (P<0,05).

4.2.6. Peso das glandulas adrenais

A Figura 11 apresenta o peso das glandulas adrenais. Ambos os grupos DN/Es e DH/Es

tiveram aumento do peso das glandulas em relagdo aos seus respectivos controles. Este peso

ndo diferiu entre os grupos DN e DH e entre os grupos DN/Es e DH/Es.
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Figura 11- Peso das glandulas adrenais (n=20). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Analise de variancia (ANOVA) two way e pos-teste de comparagdes multiplas
de Bonferroni. Letras diferentes simbolizam diferenga estatistica significativa (P<0,05).

4.2.7 Hipertensao arterial sistémica

A Figura 12 ilustra os resultados de pressao arterial sistélica caudal nos grupos DN,
DN/Es, DH e DH/Es. A partir da 32 semana, ambos os grupos DN/Es e DH/Es em relacdo aos seus
respectivos grupos, tiveram aumento na pressao arterial significativo, que permaneceu até o
término do experimento.

Os dados apresentados de comorbidades mostram que os modelos utilizados

apresentaram alteracdes sistémicas consistentes, sugerindo confiabilidade dos modelos.
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Figura 12- Desenvolvimento da pressdo arterial sistélica semanal (n=20). Dados expressos
em média * desvio padrdo. Andlise de varidancia (ANOVA) two way e pds-teste de
comparacgBes multiplas de Bonferroni. *P<0,05 DN/Es e DH/Es vs DN e DH.

4.3 PORCENTAGEM DE UMIDADE NOS TECIDOS

A Tabela 2 mostra a porcentagem de umidade dos tecidos dos ratos DN, DN/Es, DH e

DH/Es. N3do houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Tabela 2- Porcentagem de umidade nos tecidos.

Grupos
Variaveis
DN (n=20) DN/Es (n=20) DH (n=20) DH/Es (n=20)
VE (%) 75,4 +0,81 75,6 + 0,82 76,0+ 0,79 75,7 £ 0,80
VD (%) 75,7 +£0,92 75,8 +1,01 75,6 + 0,93 76,0+ 0,91
AT (%) 77,8+ 1,20 77,3+1,83 76,9+1,73 77,0+1,70
Pulmao (%) 77,5+0,55 77,3 +0,60 77,8 +0,81 77,6 £ 0,90
Figado (%) 67,8 + 0,86 67,6 + 0,87 66,1+ 1,25 66,6 +1,28

Dados expressos em média * desvio padrdo. VE: peso do ventriculo
esquerdo; VD: peso do ventriculo direito; AT: peso do atrio. Andlise de
variancia (ANOVA) two way e pds-teste de comparages multiplas de Tukey

4.4 ALTERACOES CARDIACAS

4.4.1 Analise estrutural macroscépica post mortem

A Tabela 3 apresenta o peso do cora¢do dos grupos DN, DN/Es, DH e DH/Es e suas

respectivas relacées com a tibia e PCF. Os grupos DN/Es e DH/Es tiveram aumento na relagdo

VE/PCF em relacdo aos grupos DN e DH. Nas demais variaveis ndo ocorreu nenhuma alteracdo

estatisticamente significativa.
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Tabela 3- Analise macroscépica cardiaca.

Grupos
Variaveis

DN (n=20) DN/Es (n=20) DH (n=20) DH/Es (n=20)
VE (g) 0,76 £0,11 0,81+0,14 0,87+0,12 0,79+0,11
VD (g) 0,24 £ 0,06 0,25+ 0,06 0,27 £ 0,06 0,26 £0,05
AT (g) 0,10+ 0,05 0,08 £0,01 0,10+0,01 0,09+0,01
tibia (cm) 4,41 + 0,07 4,37 0,10 4,39 + 0,07 4,37 +0,09
VE/ tibia 0,17 +0,02 0,18 +0,03 0,20 +£0,02 0,18 £0,02
VD/ tibia 0,054 + 0,001 0,057 £ 0,002 0,061 £ 0,001 0,059 + 0,001
AT/ tibia 0,019 + 0,001 0,019 + 0,002 0,022 £ 0,003 0,020 + 0,002
VE/PCF 1,71+0,24 1,86 +0,37* 1,71+0,22 1,84 +0,29*
VD/PCF 0,56 £ 0,97 0,57+0,84 0,59 +0,82 0,60 + 0,89
AT/PCF 0,19+0,04 0,18 £0,02 0,20+0,03 0,20 £0,02
Pulmado (g) 1,64 +0,22 1,67 +0,20 1,69 +0,21 1,70+0,21
Adrenais (g) 0,57 £ 0,09 0,73 £0,08* 0,56 £ 0,01 0,70 £0,01*

Dados expressos em média + desvio padrdo. VE: peso do ventriculo esquerdo; VD: peso do
ventriculo direito; AT: peso do atrio; VE/tibia: relacdo do peso do ventriculo esquerdo pela
tibia; VD/tibia: relacdo do peso do ventriculo direito pela tibia; AT/tibia: relacdo do peso do
atrio pela tibia; VE/PCF: relagdo do peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal final;
VD/PCF: relagdo do peso do ventriculo direito pelo peso corporal final; AT/PCF: relagdo do
peso do atrio pelo peso corporal final. Andlise de variancia (ANOVA) two way e pds-teste de
comparagGes multiplas de Tukey Kramer. *P<0,05 DN/Es e DH/Es vs DN e DH.

4.4.2 Analise ecocardiografica

4.4.2.1 Analise estrutural

A Tabela 4 apresenta parametros estruturais do coracdo analisados por estudos

ecocardiograficos nos ratos DN, DN/Es, DH e DH/Es. Os grupos DN/Es e DH/Es tiveram um
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aumento significativo no indice de massa do VE em relagdo aos seus respectivos controles. Ndo

houve alteragdes estatisticamente significativas em outras varidveis.

Tabela 4- Analise estrutural ecocardiografica.

Grupos
Variaveis

DN (n=8) DN/Es (n=8) DH (n=8) DH/Es (n=8)
DDVE (mm) 8,33+0,41 8,28+0,42 8,38+0,54 8,67+0,27
DDVE/PCF (mm/g) 18,31+2,52 18,22+1,37 16,22+1,03 18,56+1,10
DSVE (mm) 3,79%0,23 3,92+0,11 3,87%0,16 4,04+0,19
EDPP (mm) 1,37¢0,12  1,35%0,08 1,3410,10 1,35+0,07
EDSIV (mm) 1,38+0,13 1,3610,08 1,37+0,09 1,37+0,07
Espessura relativa VE 0,16 £ 0,01 0,16 £ 0,01 0,16 £ 0,01 0,15+0,01
AE (mm) 5,45%0,49 5,92+0,61 5,80+0,47 5,85+0,68
AE/PCF (mm/g) 12,0+2,17 13,0+1,89 11,62+1,51 12,5+1,36
Massa VE (mg) 0,81+0,12 0,7940,11 0,8210,16 0,88+0,08
Indice de Massa VE (mg/g) ~ 1,67t0,21  1,7840,15'  1,63:0,16 1,85+0,09"

Dados expressos em média = desvio padrao. DDVE e DSVE: diametros diastdlico e
sistélico do ventriculo esquerdo (VE); PCF: peso corporal final; EDPP: espessura diastélica
da parede posterior do VE; EDSIV: espessura diastélica do septo ventricular; AE: diametro
do atrio esquerdo. Anadlise de variancia (ANOVA) two way e pds-teste de comparacdes
multiplas de Tukey Kramer. *P<0,05 DN/Es e DH/Es em relacdo aos grupos DN e DH.

4.4.2.2 Analise funcional
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A Tabela 5 mostra a avaliacdo funcional do ventriculo esquerdo por ecocardiograma em

ratos DN, DN/Es, DH e DH/Es. Ndo houve alteragbes funcionais do ventriculo esquerdo

significativas entre os grupos.

Tabela 5- Analise funcional ecocardiografica.

Varidveis Grupos

DN (n=8) DN/Es (n=8) DH (n=8) DH/Es (n=8)
FC (bpm) 294 + 55 287 +31 309 £ 57 298 £ 20
Volume Sistélico (mL) 0,52+0,06 0,51+0,07 0,53+0,10 0,55+ 0,06
Débito Cardiaco (mL/min) 153 +29 160 £ 20 160 £ 35 173+31
IC (mL/min/g) 305 + 50 320 + 42 317 + 45 353+ 58
Encurtamento médio (%) 33,5+4,3 32,5+2,0 31,3+1,7 32,2+4,9
Onda E (cm/s) 90,1+11,5 87,3%5,2 88,8 £13,0 91,3+9,8
Onda A (cm/s) 66,1+ 22,2 55,7 6,6 68,6 + 24,8 63,3 8,6
E/A 1,49+0,47 1,58+0,15 1,43 +0,46 1,45 +0,15

Dados expressos em média * desvio padrdo. FC: freqliéncia cardiaca; IC: indice cardiaco;
E/A: razdo entre os picos de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragdo atrial
(onda A) do fluxo transmitral. Andlise de variancia (ANOVA) two way e pods-teste de

comparag¢des multiplas de Tukey-Kramer.

4.4.3 Analise funcional do musculo papilar isolado

4.4.3.1 Avaliacdo da contracao basal

A Tabela 6 retrata a contra¢do basal de ratos DN, DN/Es, DH e DH/Es. Ndo ocorreu

diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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Tabela 6- Contragao isométrica basal na concentragao de Ca’*2,5mM

Variaveis Grupos
DN (n=9) DN/E(n=8) DH (n=9) DH/Es (n=9)
D (g/mm?) 6,64+0,79 692+131 6,76+0,9 6,97 £ 0,71
TR (g/mm?) 0,83+0,26 0,88+0,32 0,91+0,29 0,90 £ 0,28
+dT/dt (g/mm?/s) 71,6+11,1 751+139 72,9+13,1 71,7+ 4,3
-dT/dt (g/mm?/s) 19,9+2,1 21,1+7,4 21,6+55 21,2+2,1
Area seccional (mmz) 1,26+0,21 1,29+0,18 1,24 +0,3 1,31+0,19

Dados expressos em média £ desvio padrdao. TD: tensdao desenvolvida; TR: tensao de
repouso; +dT/dt: velocidade de variacdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt: velocidade de
variacdo de decréscimo da tensdo desenvolvida. Analise de variancia (ANOVA) two way e
pos-teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls.

4.4.3.2 Avaliacdo do potencial pds-pausa

A Figura 13 mostra os resultados de potencial pds-pausa no musculo papilar em ratos

DN, DN/Es, DH e DH/Es. Houve um aumento significativo na TD dos grupos DN/Es e DH/Es,

momentos 30 e 60 segundos, em relagdo aos seus respectivos controles. No parametro TR, no

momento denominado basal, ocorreu aumento de resposta nos grupos DN/Es e DH/Es em

relagdo aos grupos DN e DH. O grupo DN/Es mostrou aumento de TR em relagdo ao grupo DN

nos momentos 10, 30 e 60 segundos. A +dT/dt mostrou-se aumentada no grupo DN/Es,

momento 60 segundos, em relacdo ao grupo DN. Na —dT/dt, no momento 30 segundos, o grupo

DH/Es manifestou aumento em relacdo ao grupo DN. No momento 60 segundos, ambos os

grupos, DN/Es e DH/Es, tiveram acréscimo de —dT/dt em relacdo aos grupos DN e DH.
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Figura 13- Potencial pds-pausa no miocardio apds o estimulo ser cessado durante 10, 30 e 60
segundos (n=9). A: TD (tensdo desenvolvida normalizada pela area seccional do musculo
papilar); B: TR (tensdo de repouso normalizado pela area seccional do musculo papilar); C:
+dT/dt (velocidade de variacdo da tensdo desenvolvida normalizada pela area seccional do
musculo papilar); D: -dT/dt (velocidade de variagdo de decréscimo da tensdo desenvolvida
normalizada pela area seccional do musculo papilar). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) two way e pds-teste de comparagdes multiplas de
Student-Newman-Keuls. *P<0,05 DN/Es e DH/Es vs DN e DH; 'P<0,05 DN/Es vs DN; #P<0,05

DH/Es em rela¢do aos grupos DH.

4.4.3.3 Avaliacao da frequéncia cardiaca

S7



A Figura 14 mostra os resultados de frequéncia cardiaca no musculo papilar dos ratos
DN, DN/Es, DH e DH/Es. No parametro TD, houve um aumento de resposta no momento basal e
0,1 dos grupos DN/Es e DH/Es em relagdo aos grupos DN e DH. Ainda, no momento 0,1 no
parametro +dT/dt, ocorreu aumento de resposta nos grupos DN/Es e DH/Es em relagdo aos

grupos DN e DH, respectivamente.
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Figura 14. Efeitos da elevacdo da frequéncia cardiaca no miocardio (n=9). A: TD (tensdo
desenvolvida normalizada pela drea seccional do musculo papilar); B: TR (tensdo de repouso
normalizado pela drea seccional do musculo papilar); C: +dT/dt (velocidade de variagdo da
tensdo desenvolvida normalizada pela area seccional do musculo papilar); D: -dT/dt (velocidade
de variacdo de decréscimo da tensdao desenvolvida normalizada pela area seccional do musculo
papilar). Dados expressos em média + desvio padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) two way e
pds-teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls. *P<0,05 DN/Es e DH/Es vs DN e
DH.
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4.4.3.4 Avaliacio da elevacdo de Ca®'

A Figura 15 mostra os resultados de elevagdao de Ca?* no musculo papilar de ratos DN,
DN/Es, DH e DH/Es. Nos parametros TD e +dT/dt, nas concentragdes 1,5, 2,0 e 2,5, as respostas
se mostraram aumentadas nos grupos DN/Es e DH/Es em relagdo aos grupos DN e DH,
respectivamente.

No parémetro —dT/dt, ocorreu aumento nos grupos DN/Es e DH/Es em relacdo aos
grupos DN e DH, respectivamente, nas concentragdes de 1,5 e 2,0. Ainda, na concentracao 2,5,

o grupo DH/Es teve aumento —dT/dt em relagdo ao grupo DH.
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Figura 15- Efeitos da elevacdo da concentracgio de Ca®" extracelular no miocardio (n=9). A: TD
(tensdo desenvolvida normalizada pela area seccional do musculo papilar); B: TR (tensdo de
repouso normalizada pela area seccional do musculo papilar); C: +dT/dt (velocidade de
variacdo da tensdo desenvolvida normalizada pela drea seccional do musculo papilar); D: -
dT/dt (velocidade de variagdo de decréscimo da tensdo desenvolvida normalizada pela area
seccional do musculo papilar). Dados expressos em média + desvio padrdo. Analise de variancia
(ANOVA) two way e pos-teste de comparacdes multiplas de Student-Newman-Keuls. *P<0,05
DN/Es e DH/Es vs DN e DH; TP<0,05 DN/Es em relacdo aos demais grupos. “P<0,05 DH/Es vs

DH.
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4.4.3.5 Bloqueio do canal L pelo diltiazen

A Figura 16 mostra a influéncia do diltiazen sobre a fun¢ao do musculo papilar dos ratos
DN, DN/Es, DH e DH/Es. Ndo ocorreu nenhuma alteragdo estatisticamente significativa nos
experimentos na presenca de diltiazem.

Os dados de remodelacdo cardiaca sugerem que o estresse melhorou o desempenho do
musculo cardiaco in vitro, independente da dieta, e ndo alterou o desempenho do coracdo in

vivo. A obesidade ndo promoveu mudanca na func¢do do coracao.
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Figura 16- Efeitos do bloqueio dos canais L de Ca** com diltiazem no miocardio (n=9). A: TD
(tensdo desenvolvida normalizada pela area seccional do musculo papilar); B: TR (tensao
de repouso normalizada pela area seccional do musculo papilar); C: +dT/dt (velocidade de
variacdo da tensdo desenvolvida normalizada pela area seccional do musculo papilar); D: -
dT/dt (velocidade de variagdo de decréscimo da tensdo desenvolvida normalizada pela
area seccional do musculo papilar). Dados expressos em média + desvio padrdo. Analise de
variancia (ANOVA) two way e pos-teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-

Keuls.
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4.5 ALTERACOES VASCULARES

4.5.1 Peso dos anéis de aorta

O peso dos anéis foi mensurado nos grupos DN, DN/Es, Dh e DH/Es. Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos [Peso dos anéis (g): DN: 0,0089 + 0,0010; DN/Es: 0,0092 +

0,0012; DH: 0,0094 + 0,0016; DH/Es: 0,0099 + 0,0018].

4.5.2 Curva concentragao-efeito ao KCl

Nas Tabelas 7 e 8 e na Figura 17 s3ao apresentados dados de CCEs ao KCL de grupos DN,
DN/Es, DH e DH/Es. Os grupos DN/Es e DH/Es em relagdo aos demais grupos tiveram
diminuicdo de resposta maxima em anéis com endotélio, ndo ocorrendo diferenca na CE50
nestes mesmos anéis. Nao houve diferenca de resposta maxima e de CE50 em anéis sem

endotélio.

Tabela 7- Reposta méxima (g), em curvas concentracdo-efeito ao KCl obtidas em anéis,
com e sem endotélio, de aorta toracica isolada.

Resposta Maxima (g)
DN (n=7) DN/Es (n=8) DH (n=7) DH/Es (n=8)
aorta com endotélio 2,65+0,48° 2,05+0,26° 2,32+0,39®® 2,03+0,26°

Agonista

KCl
aorta sem endotélio 2,62+0,64° 2,18+0,62®° 2,38+0,35® 2,25+0,57*

Dados expressos em média + desvio padrdo. Resposta maxima em curvas concentragao-
efeito obtidas em dois anéis da mesma aorta tordcica isolada de ratos. Analise de variancia
(ANOVA) two way e pods-teste de Tukey teste. Letras diferentes representam diferenca
significativa (P<0,05).
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Tabela 8- Concentragdo eficaz 50% em curvas concentragdo-efeito obtidas em dois anéis,
com e sem endotélio, da mesma aorta toracica isolada.

1CE50 (x 10 M)
Agonista
DN (n=7) DN/Es (n=8)  DH (n=7) DH/Es (n=8)
aorta com endotélio 2,97 7,05 2,89 9,49
<l (0,75-11,6)  (3,14-26,1) (0,54-6,72)  (2,41-37,3)
1,06 2,73 4,87 4,16

aortasem endotélio 3" 415 (028 65 (171-13,8)  (0,87-19,7)

Dados expressos em intervalo de confianca de 95%. Concentracdo eficaz 50% em curvas
concentracdo-efeito ao KCl obtidas em dois anéis, com (+E) e sem endotélio (-E), de aorta
tordcica isolada. Andlise de variancia (ANOVA) two way e pds-teste de Tukey teste.
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Figura 17- Curvas concentracdo-efeito médias ao KCl obtidas em aortas toracicas (n=7-8;). A:
anéis de aorta com endotélio; B: anéis de aorta sem endotélio. Dados expressos em média +
desvio padrdo. Analise de variancia (ANOVA) two way e pds-teste de Tukey teste. *P<0.05 DH
em relagdo aos demais grupos.
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4.5.3 Curva concentragao efeito a noradrenalina

As Tabelas 9 e 10 e a Figura 18 mostram dados de CCEs a NA, na presenga ou auséncia
de L-NAME, de grupos DN, DN/Es, DH e DH/Es. Em anéis sem endotélio, os grupos DN/Es e
DH/Es tiveram uma hiporreatividade a NA em relagdo aos grupos DN e DH, a qual foi restaurada
pela presenca de L-NAME. Nao houve diferenca estatistica de CE50 entre os grupos.

Em anéis com endotélio, o grupo DH mostrou diminuicdo de resposta mdaxima em
relagdo ao grupo DN, ainda os grupos DN/Es e DH/Es também tiveram diminui¢cdo da resposta
em relacdo ao grupo DN. Esta hiporreatividade foi abolida na presenca de L-NAME. Ainda, a

presenca de L-NAME determinou deslocamento a esquerda em todos os grupos.

Tabela 9- Resposta maxima (g), em curvas concentragao-efeito a noradrenalina obtidas em
anéis, com e sem endotélio, de aorta toracica isolada

Resposta Maxima (g)

Agonista
DN (n=5) DN/Es (n=7) DH (n=6) DH/Es (n=7)
aorta com
. endotélio 2,65+021° 1,20+0,40° 1,82+0,45* 1,18+0,36"
Noradrenalina
aorta sem
endotélio 458+0,64° 3,17+058° 4,10+0,24° 3,43+0,64°
. aortacom 54070  440+0,63° 4,12+040° 418+ 0 64°
Noradrenalina/ endotélio
L-NAME aorta sem 464+0,55% 4,16+0,78° 4,18+025° 408+ 0,45
endotélio

Dados expressos em média * desvio padrdo. Resposta maxima em curvas concentracao-efeito
a noradrenalina obtidas em dois anéis, com e sem endotélio, de aorta toracica isolada, na
presenca ou auséncia de L-NAME 3x10™ (inibidor NOS). Analise de varidncia (ANOVA) two way
e pos-teste de Tukey teste. Letras diferentes representam diferenca significativa (P<0,05).
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Tabela 10. Concentragdo eficaz 50% em curvas concentragdo-efeito a noradrenalina obtidas
em anéis, com e sem endotélio, de aorta toracica isolada.

1CE50 (x107M)
Agonista
DN (n=5) DN/Es (n=7) DH (n=6) DH/Es (n=7)

aorta com 4,58° 1,02° 1,08° 2,78°
Noradrenaling  €ndotélio (3,27-6,b42) (0,29-4,bs4) (0,55-2,b17) (1,04-7,{)39)

aorta sem 0,24 0,19 0,16 0,82

endotélio (0,08-0,73)  (0,04-0,81) (0,07-0,38) (0,53-2,60)

aorta com 0,89" 0,82° 0,99° 0,98°
Noradrenalina/ endotélio (0,22-3,53) (0,13-4,90) (0,59-1,65) (0,16-5,70)
L-NAME aorta sem 0,36" 0,91° 0,61° 0,80°

endotélio (0,28-3,92)  (0,18-7,14) (0,29-1,29) (0,19-3,26)

Dados expressos em intervalo de confianga de 95%. Concentragdo eficaz 50% em curvas
concentracdo-efeito a noradrenalina obtidas em dois anéis, com e sem endotélio, de aorta
toracica isolada, na presenca ou auséncia de L-NAME 3x10™ (inibidor NOS). Analise de
variancia (ANOVA) two way e pos-teste de Tukey teste. Letras diferentes representam
diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 18- Curvas concentracao-efeito médias a noradrenalina obtidas em aortas toracicas
(n=5-7). A: anéis de aorta com endotélio; B: anéis de aorta sem endotélio; C: anéis de aorta
com endotélio na presenca de L-NAME (3x10™ M); D: anéis de aorta sem endotélio na
presenca de L-NAME (3x10™ M). Dados expressos em média = desvio padrio. Andlise de
variancia (ANOVA) two way e pds-teste Tukey teste. "P<0,05 DN vs DH e DN;Es; tP<0,05 DN e
DH vs DN/Es e DH/Es.
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A Tabela 11 e a Figura 19 mostram curvas concentracdo efeito a noradrenalina na
presenca ou auséncia de prazosin (10® M). N3o houve diferenca estatistica significativa nos
valores de pA, entre os grupos. Entretanto, houve diferenga em anéis de aorta com endotélio

em relacdao a anéis de aorta sem endotélio.

Tabela 11- pA,, de curvas concentracdo-efeito a noradrenalina obtidas em anéis, com e sem
endotélio, de aorta tordcica isolada

pA’
Agonista = = =

DN (n=7) DN/Es (n=8) DH (n=7) DH/Es (n=8)

aorta c,o'm 8,089 +0,22 8,187 £ 0,17 8,185 +0,15 8,086 £ 0,09
. endotélio

Noradrenalina  ta sem 9,830+0,11* 9,771+0,14* 9,909 + 0,10*

L) 9,783+0,17* ! - ! - ! -

endotélio

Dados expressos em média * desvio padrdo. pA, de curvas concentracdo-efeito a
noradrenalina na presenca ou auséncia de prazosin (10®)obtidas em dois anéis, com e sem
endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos. Analise de varidancia (ANOVA) two way e
pos-teste de Tukey. *P < 0,05 em relagdo a preparagdes com endotélio.
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Figura 19- Curvas concentragdo-efeito médias a noradrenalina na presenga ou auséncia de
prazosin (antagonista reversivel de adrenoceptores-a;) obtidas em aortas toracicas (n=5-7). A:
anéis de aorta com endotélio na auséncia (simbolos cheios) ou presenca de prazosin
(simbolos vazios); B: anéis de aorta sem endotélio na auséncia (simbolos cheios) ou presenca
de prazosin (simbolos vazios). Analise de variancia (ANOVA) two way e pds-teste de Tukey

teste. P<0.05 presenca vs auséncia de antagonista.
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4.5.4 Curvas concentragao efeito a acetilcolina

A Tabela 12 e a Figura 20 mostram CCEs a ACh em ratos DN, DN/Es, DH e DH/Es. Os
grupos DN/Es, DH e DH/Es tiveram diminuicdo semelhante de resposta maxima e de valores de
CE50 em relagao ao grupo DN. A remogao do endotélio inibe a vasodilatagdo induzida pela

acetilcolina.

Tabela 12- Resposta maxima (%) e concentragdo eficaz 50% em curvas concentragao-efeito a
acetilcolina obtida em anéis com endotélio de aorta tordcica isolada.

% de relaxamento

Agonista DN/Es

DN (n=5) (n=7) DH (n=7) DH/Es (n=7)

+
Resposta Maxima (%) 62,4 + 8,63° 9156,32b_

5,29° 0,42° 0,35 0,22°
(0,58-48,3) (0,02-7,93) (0,06-2,25)  (0,06-0,76)

82,6 +8,20° 84,6+4,92°
Acetilcolina
CE50% (x10® M)

Resposta maxima expressa em média + desvio padrdao da média. Concentragao eficaz 50%
dados expressa em intervalo de confianca de 95%. Curvas concentracdo-efeito a acetilcolina
obtidas em dois anéis, com e sem endotélio, de aorta toracica isolada. Andlise de variancia
(ANOVA) two way e pobs-teste de Tukey teste. Letras diferentes indicam significancia
estatistica dentro do mesmo parametro (P<0,05).
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Figura 20- Curvas concentracdo-efeito médias a acetilcolina obtidas em aortas tordcicas (n=5-
7). Dados expressos em média + desvio padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) two way e p6s-
teste de Tukey teste. "P<0,05.

4.5.5 Curvas concentragdo efeito ao nitroprussiato de sodio

As Tabelas 13 e 14 e, a Figura 21 mostram resultados de CCEs ao NP nos grupos DN,
DN/Es, DH e DH/Es. Independentemente da presenca do endotélio, ndo houve alteragdo
significativa de resposta maxima ao NP entre os grupos. Ainda, os valores de CE50 nos grupos
DN e DH foram semelhantes e ndao foram afetados pela remocado do endotélio. Entretanto, os
grupos DN/Es e DH/Es demostraram diminui¢do significativa dos valores de CE50, em relagdo

aos seus respectivos grupos na auséncia de estresse (DN e DH), e esta diminuicdo foi
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significativamente maior na preparacdo sem endotélio do que na presenca de endotélio

integro.

Tabela 13- Reposta mdaxima (g), em curvas concentragdo-efeito ao nitroprussiato de sédio
obtidas em anéis, com e sem endotélio, de aorta toracica isolada.

Resposta maxima (% de relaxamento)

Agonista
DN (n=5) DN/Es (n=7) DH (n=7) DH/Es (n=7)
. . aortacom  4h4454 108+10,4  104+49 105+ 5,5
Nitroprussiato  endotélio
de Sodio aortasem  4h1 454 103+3,7 100+ 2,9 101+2,8
endotélio

Dados expressos em média *+ desvio padrdo. Resposta maxima em curvas concentracao-
efeito ao nitroprussiato de sédio em curvas concentracao-efeito obtidas em dois anéis, com
e sem endotélio, de aorta toracica isolada. Andlise de varidncia (ANOVA) two way e pOs-
teste de Tukey teste.

Tabela 14- Concentracdo eficaz 50% em curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de
sodio obtidas em dois anéis, com e sem endotélio, de aorta toracica isolada

Agonista 1CE50 (x107°M)
DN (n=5) DN/Es (n=7) DH (n=7) DH/Es (n=7)
aorta com 5,804 0,068% 3,849 0,087
Nitroprussiato  endotélio (2,02-16,6) (0,01-0,41) (0,14-10,2) (0,02-0,48)
de Sédio aorta sem 4,143 0,258 2,365 0,161
endotélio  (2,53-0,76)  (0,09-0,71)  (1,61-3,46) (0,06-0,39)

Dados expressos em intervalo de confianca de 95%. Concentracdo eficaz 50% em curvas
concentracdo-efeito ao nitroprussiato de soédio obtidas em dois anéis, com e sem endotélio,
de aorta toracica isolada. Andlise de variancia (ANOVA) two way e pos-teste de Tukey teste.
Letras maiusculas diferentes representam diferenca estatistica significativa em anéis com
endotélio vs sem endotélio (P<0,05). Letras minusculas diferentes representam diferenca
estatistica significativa entre os grupos (P<0,05).
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Figura 21- Curvas concentracdo-efeito médias nitroprussiato de sédio obtidas em aortas
toracicas (n=5-7). A: anéis de aorta com endotélio; B: anéis de aorta sem endotélio. Dados
expressos em média * desvio padrdao. Andlise de varidncia (ANOVA) two way e pds-teste de
Tukey teste. P<0,05 DN e DH vs DN/Es e DH/Es.

4.5.6 Participagao do Ca®* intracelular e extracelular na resposta contratil a

noradrenalina

A Figura 22 mostra a participa¢do do Ca’* intra e extracelular na contracdo a NA nos
grupos DN, DN/Es, DH e DH/Es. Independente da concentragdo, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos para resposta da aorta 3 NA na auséncia de [Ca®'] extracelular
[resposta maxima (g tens3o): DN 0,58 + 0,07 para NA 10’ M e 0,91 + 0,10 para NA 10°°; DN/Es
0,55 + 0,12 para NA 107 M e 0,75 + 0,10 para NA 10°; DH 0,52 + 0,11 para NA 10" M e 0,84 +
0,08 para NA 10°® M e DH/Es 0,40 + 0,10 para NA 10’ M e 0,64 + 0,10 para NA 10 M]. N3o

foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos.
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Da mesma maneira, nenhuma alteracdo significativa na resposta maxima e nos valores
de CE50 foi observada para as CCEs ao CaCl, [resposta maxima (g tensdao): DN 2,68 + 0,40;
DN/Es 2,04 + 0,34; DH 2,47 + 0,27 e DH/Es 2,19 + 0,22; CE50 (M): DN 1,53 (0,30-7,76); DN/Es
1,06 (0,18-6,11); DH 2,32 (0,64-8,36) e DH/ES 2,32 (0,64-8,36)]. Ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos.

Os resultados de reatividade vascular podem sugerir que os grupos DN/Es, DH e DH/Es

desenvolveram uma resposta adaptativa vascular benéfica.
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Figura 22- Experimentos de verificagdo do Ca’' intracelular e extracelular (n=5-7). A:
Contragao induzida por noradrenalina em anéis de aorta sem endotélio em solugao de Kreb’s-
Henseleit livre de Ca2+; B: Curvas Concentracao Efeito ao CaCl, em anéis de aorta sem
endotélio realizada em solucdo de Kreb’s-Henseleit livre de Ca®* contendo noradrenalina
(10’M). Dados expressos em média + desvio padrdo. Anélise de varidncia (ANOVA) two way e
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5 DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO DOS MODELOS UTILIZADOS

O resultado desta investigagdo mostrou que estresse cronico ndo alterou o indice de
adiposidade em relagdo ao grupo controle, ja que ndo modificou a ingestado alimentar e caldrica
dos animais submetidos a dieta padrdo. A literatura mostra que em estudos experimentais, o
estresse pode levar, em alguns casos, aumento, mas principalmente a diminui¢cao do consumo
caldrico, e consequente, perda de peso corporeo (LEVINE; MORLEY, 1981; MORLEY et al., 1983).
A relacdo entre estresse, ingestdo alimentar e perda de peso vem sendo utilizada como
um marcador confidvel para verificar a severidade do modelo de estresse. Em humanos, o
estresse afeta a alimentacdo de maneira bidimensional; um subgrupo, aproximadamente 30%,
tem diminuicdo de ingestdo alimentar, e consequente perda de peso durante ou depois do
estresse, enquanto que a maioria dos individuos aumenta a ingestdo alimentar durante o
estresse (STONE; BROWNELL, 1994; EPEL et al., 2004).

Diversos estudos tém utilizado dieta hipercalérica a base de acidos graxos insaturados
para analisar a relacdo entre coracao e obesidade. O presente estudo mostrou concordancia
com as investigacdes anteriores (FITZGERALD et al., 2001; CARROL et al., 2006), desde que a
dieta hipercaldrica utilizada aumentou significativamente o indice de adiposidade em relacao
ao grupo controle. O maior consumo de gordura e da ingestdo caldrica, ndo acompanhada da
elevacdo na oxidacdo dos lipideos, favorece o acimulo de tecido adiposo (TENTOLOURIS et al.,

2008).
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Um dado importante do presente trabalho foi que o estresse cronico impediu o
desenvolvimento de obesidade no grupo DH/Es; o indice de adiposidade deste grupo foi
semelhante ao do grupo controle e menor que o do DH. Este dado estda em concordancia parcial
com a hipédtese inicial, em que se afirmava que o estresse atenuaria o desenvolvimento da
obesidade. Este fendmeno esta relacionado com a menor ingestdo caldrica do grupo DH/Es;
além disso, o estresse estd associado com elevagdo dos niveis de catecolaminas, agentes
responsaveis pela lipdlise do tecido gorduroso. (LEVINE; LEVINE, 2006) Este dado estd em
discordancia com Chantal et al. (2003) que verificaram ganho de peso em ratos submetidos ao
estresse e mantidos sob dieta hipercaldrica.

A obesidade e o estresse estdo associados a alteracdes metabdlicas como, intolerancia a
glicose, resisténcia a insulina, hipertensdo arterial, hiperglicemia, hiperinsulinemia,
hiperleptinemia e hipercorticosteronemia (LEVINE; LEVINE, 2006; ADAM; EPEL, 2007). No
presente estudo o estresse desenvolveu hiperinsulinemia, hipercorticosteronemia e
hipertensdo arterial. A obesidade apresentou as comorbidades citadas acima, com exce¢ao da
hipertensdo arterial. O grupo DH/Es apresentou as mesmas comorbidades do grupo DN/Es,
com excecdo de hiperleptinemia, manifestada apenas no grupo DN/Es.

Os mecanismos responsaveis pelo controle da pressao arterial incluem hiperatividade
do SAM, aumento da atividade do SRAA, estresse oxidativo, os quais acarretam vasoconstri¢cao
periférica e aumento da reabsorcdo de sodio (PAUSOVA, 2006; RELLING et al.,, 2006;
BOUSTANY-KARI et al., 2007). O aumento de pressao arterial associada aos grupos submetidos
ao estresse provavelmente estd relacionado com os fatores citados anteriormente, apesar

desses mecanismos ndo terem sido avaliados neste trabalho. A auséncia da alteracdo da
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pressdo arterial no grupo DH, provavelmente, reflete que a obesidade ndo alterou os fatores
envolvidos no controle da pressao arterial. Os resultados deste estudo estao de acordo com os
trabalhos desenvolvidos anteriormente e que utilizaram a mesma metodologia para indugao da
obesidade (CARROL et al., 2006; RELLING et al., 2006). Entretanto o estresse, independente da

dieta, ficou caracterizado por aumento da pressao arterial, esses dados estdo de acordo com resultados
vistos na literatura, que mostram que o estresse estd associado com fatores responsdveis por elevagao

da pressdo arterial, como aumento da atividade SSAM e do SSRA (LEVINE; LEVINE, 2006).

Outra alteracdo observada no presente trabalho foi a hipercorticosteronemia nos
animais dos grupos DN/Es e DH/Es. Este aumento foi independente da dieta e estdo em
concordancia com os dados da literatura (ADAM; EPEL, 2007). A explicacdo para este aumento
estd relacionada ao eixo hipotdlamo-hipoéfise-adrenal (HHA), que é um dos principais sistemas
responsaveis na resposta adaptativa ao estresse. O hormonio liberador de corticotrofina (CRH)
é liberado pelo nucleo paraventricular, o qual inicia a resposta ao estresse e compode o principal
regulador hipotalamico do eixo HHA. O CRH estimula a liberagdo do hormoénio
adrenocorticotréfico (ACTH) da hipdfise anterior. O ACTH circulante atua na zona fasciculada do
cortex da adrenal onde estimula a liberacdo de cortisol em humanos ou corticosterona nos
ratos. O cortisol promove um “feedback negativo” no hipotdlamo, responsavel por manter a
concentracdo de cortisol dentro de uma faixa operacional. (HUIZENGA et al., 1998) A literatura
mostra que o estresse crénico promove hipertrofia das glandulas adrenais (RICART-JANE et al.,
2002), dados que ratificam os achados do presente trabalho. Essa hipertrofia aumenta os

indicios de hiperatividade do eixo HHA nos animais submetidos ao estresse.
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Os niveis séricos de glicose mostraram-se elevados na presenca de obesidade e nos
grupos expostos ao estresse cronico, apds a anestesia e decapitagdo. Entretanto, esse resultado
na condi¢do basal ndo se consolidou durante o teste de tolerancia a glicose, onde os niveis de
glicose nos animais conscientes foram iguais nos quatro grupos. O teste de tolerancia a glicose
mostrou que os dois grupos submetidos a dieta hipercaldrica apresentaram nivel glicémico
aumentados em relacdo aos grupos submetidos a dieta normocalérica. Esse dado mostra que o
estresse ndo teve influéncia no comportamento da glicose apds a sobrecarga. A intolerancia a
glicose observada nos animais DH, estagio intermediario entre a homeostase normal da glicose
e o diabetes mellitus tipo 2, deve estar relacionada com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina nos animais (PEREIRA et al., 2003). As acGes bioldgicas da insulina sdo essenciais para a
regulacdo e para manutencdo dos niveis de glicose (PEREIRA et al., 2003). A resisténcia a
insulina é definida pela diminui¢do da sensibilidade ou resposta a acdo metabdlica da insulina.
A resisténcia a acdo deste hormonio ocorre quando os niveis circulantes de insulina sao
insuficientes para regular este processo (QUON, 2001). Nesta situacao, as células B do pancreas
secretam maiores quantidades de insulina, condicdo denominada hiperinsulinemia,
acarretando aumento da captacdo de glicose, sendo gerado na tentativa de manter os niveis
glicémicos normais (JELLINGER, 2007). Nossos resultados permitem sugerir que o grupo DH
manifestou resisténcia a insulina. Esse fato pode ser visualizado na Figura 4, em que se verificou
aumento nos niveis de insulina nos grupos DH. A resisténcia a insulina pode ser gerada por
alteragGes nos numeros de receptores para insulina e na sinalizacdo insulinica (MAEGAWA et
al., 1986; FIELD et al., 1990); muitos pesquisadores tém observado que a resisténcia a insulina

em modelos experimentais de obesidade pode estar associada as anormalidades no
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transportador da glicose 4 (GLUT 4). Neste contexto podemos inferir que a resisténcia a insulina
pode ter ocorrido como consequéncia na altera¢do do GLUT 4.

Um dado interessante deste trabalho é que, embora os grupos submetidos ao estresse
nao tenham desenvolvido resisténcia a insulina, estes apresentaram hiperinsulinemia. A
literatura refere que os glicocorticoides possuem uma relagdo com a insulina no balanco
energético e este pode desregular-se com o estresse cronico. Os glicocorticoides exercem
efeito diabetogénico por interferir com a acdo da insulina em diferentes niveis, como na
alteracdo no transporte para o meio intracelular de glicose através do GLUT 4 (ROSMOND,
2003). Estes resultados sugerem que apesar dos niveis de insulina se mostrarem aumentados,
uma possivel explicacdo seria que a hiperatividade do sistema nervoso autébnomo simpatico
libera noradrenalina que, atuando nos receptores B,-adrenérgico pancredtico aumentam a
liberacdo de insulina (FRONTONI et al., 2003)

O estresse ndao promoveu aumento nos niveis séricos de leptina; entretanto, a dieta
hipercaldrica promoveu hiperleptinemia nos grupos DH e DH/Es, sendo mais elevado no grupo
DH; esses dados levam a conclusdo que o fator mais importante para o aumento d leptina é o
tecido gorduroso, embora a dieta hipercaldrica também aumente a taxa de leptina. A leptina é
produzida pelo tecido adiposo e age no sistema nervoso aumentando a saciedade e a liberagao
de catecolaminas (PAUSOVA, 2006) Os niveis de leptina se correlacionam com a quantidade de
gordura corporal, diminuindo a lipogénese e aumentando a lipdlise (AINSLIE et al., 2000)
Atualmente tem sido relatado que as dietas hipercaldricas inibem a acdo da leptina, elevando a
ingestdo alimentar, esta elevacdo é devida a falha no mecanismo da saciedade, o que acarreta

aumento da adiposidade (FREDERICH et al., 1995; AINSLIE et al., 2000).
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5.2 REMODELACAO CARDIACA

5.2.1 Estudo ecocardiografico e post mortem

Neste estudo ndo ocorreram alteragdes estruturais macroscépicas importantes. O Unico
indice que variou foi a relacdo VE/PCF, avaliado por ecocardiograma ou post mortem, que se
mostrou aumentado no grupo DN/Es e DH/Es em relacdo aos seus respectivos controles.
Entretanto, essa alteracdo, ndo se confirmou em outros sinalizadores de hipertrofia como,
relacdo de VE/tibia ou peso isolado do ventriculo esquerdo. Em conclusdo, se o processo de
hipertrofia no ventriculo esquerdo ocorreu, o mesmo foi de pequena magnitude, incapaz de
alterar a funcdo sistdlica ou diastélica in vivo do ventriculo esquerdo que se manteve iguais nos
guatro grupos. Os resultados da avaliagdo funcional e estrutural mostram que as alteragdes
neuroenddcrina que ocorrem com o estresse cronico e obesidade (LEVINE; LEVINE, 2006) ndo
foram capazes de alterar as estruturas responsaveis pelo funcionamento do coracdo. E
importante ressaltar que o ecocardiograma representa uma importante metodologia para
avaliar morfologia e a fungdo do coragdo (TANAKA et al., 1996; ONO et al., 2002). E um método
versatil, indolor e ndo invasivo, com adequada sensibilidade para deteccdo de anormalidades

morfofuncionais cardiacas.

5.3 MUSCULO PAPILAR
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Neste estudo a funcdo miocardica foi analisada também in vitro por meio de musculos
papilares isolados do VE. A avaliagdo da fungao basal, em concentragdao extracelular de Ca2+
(2.5 mM) capaz de estimular a quase totalidade dos midcitos existentes no musculo papilar,
mostrou o mesmo comportamento normal do coragao avaliado por ecocardiograma, isto é, ndao
houve diferenca entre os grupos. Os resultados obtidos mostram um comportamento funcional
na situacdo basal excelente, musculos papilares extremamente integros.

A avaliacdo da funcdo mecéanica com manobras inotrdpicas positivas como, pds-pausa,
elevagio da frequéncia cardiaca e a elevagio sucessiva da concentragio de Ca®" extracelular,
possibilitam observar os efeitos da maior oferta de Ca®* intracelular miocitério, sendo capazes
de detectar alteracdes na funcdo cardiaca dependentes do transito de Ca®*. Nos animais do
grupo DH ndo se verificou diferenca em relacdo ao grupo DN; esse resultado contrasta com o
de Leopoldo et al. (2011 in press) que verificaram que os ratos obesos apresentaram uma
performance melhor do que os controles. A explicacdo para esse desencontro encontra-se na
diferenca metodoldgica; Leopoldo et al. (2011 in press) utilizaram um critério de inclusdo de
ratos DH/obesos mais restritivos do que o utilizado no presente estudo, além disso, o tempo de
obesidade foi maior nesses animais.

Neste experimento o estresse, isolado ou associado a dieta, promoveu uma melhoria do
comportamento mecanico em relacdo aos seus respectivos controles. O(s) mecanismo(s)
responsavel(is) por essa melhoria ndo estd(do) esclarecido(s); acredita-se, que a melhora na
resposta a estimulacdo inotrépica dos ratos estressados pode estar relacionada ao aumento da
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*. Essa especulacdo baseia-se em trabalhos da literatura,

em que os autores sugerem que o exercicio fisico melhora a funcdo cardiaca por meio do
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mecanismo citado (WISL@FF et al., 2001). O exercicio fisico e o estresse possuem alteracdes
neuroenddcrinas semelhantes, por exemplo, aumento nos niveis de ACTH, corticosterona,
mineralocorticoides, vasopressina e catecolaminas (WILMORE; COSTILL, 2005; BJOERNTOP;
ROSMOND, 2001). Outro fator que poderia participar da melhoria no grupo estressado seria o
aumento da atividade e da expressdo do canal L, observado por Zhao et al. (2009) em ratos
submetidos ao estresse cronico de restricao.

O presente trabalho também avaliou a funcdo miocardica por meio de manobras
inotrdpicas negativas, como o bloqueio do canal L pelo diltiazem. Esta manobra, que diminui a
oferta de Ca®" tecidual, acarretou um comportamento dos musculos papilares diferente dos
estimulos inotrépicos citados anteriormente; enquanto, as positivas acarretaram diferenca de
comportamento funcional entre os grupos estressados e respectivos controles, o bloqueio com
diltiazem nao gerou alteragdo entre os grupos. Nao encontramos na literatura explicagdao para
diferenca de comportamento dos musculos perante as manobras; em razdo de termos
aventados que o grupo estressado apresentou melhor desempenho, em razdao do aumento da
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®, podemos especular que o diltiazem normalizou o
aumento da sensibilidade resultante do estresse.

Em resumo, enquanto ecocardiografia e o musculo papilar, situacdo basal, nao
revelaram altera¢des de comportamento entre os diferentes grupos, as manobras inotrépicas
positivas potencializaram a fun¢do miocardica nos grupos estressados; o mecanismo
responsavel é desconhecido, tendo-se sugerido aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao

calcio.
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5.4 REATIVIDADE VASCULAR

A disfun¢do da reatividade vascular associada a obesidade induzida por dieta tem sido
frequentemente relatada por muitos autores (NADERALI; WILLIAMS, 2003; FATANI et al., 2007;
MUNDY et al.,, 2007). Entretanto, a literatura é escassa quanto a alteracBes vasculares na
influéncia do estresse no desenvolvimento da obesidade induzida por dieta hipercalérica.

No presente estudo, a obesidade e o estresse determinaram resposta vascular
adaptativa, caracterizada por hiporreatividade a NA semelhantemente aos achados na
literatura (CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998; FATANI et al., 2007). Enquanto a resposta vascular
adaptativa a obesidade mostrou-se dependente da integridade do endotélio, a do estresse
mostrou-se independente da integridade. Esta hipdtese decorre da observacdo de que a
remocao do endotélio aboliu a hiporreatividade a NA em aorta de DH, mas ndo afetou a
hiporreatividade a este agonista em aorta de ratos do grupo DH/ES. A presenca de L-NAME
aboliu ambas as respostas adaptativas. Estes dados em conjunto sugerem que ambas as
respostas adaptativas envolvam aumento de atividade da via NO vascular, mas em estruturas
celulares distintas, isto &, célula endotelial para a obesidade e musculo liso vascular para o
estresse. O aumento da atividade da via NO no estresse corrobora dados anteriores de nosso
laboratdrio e da literatura (CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998; LANZA JUNIOR; CORDELLINI, 2007).
Contrariamente, a literatura frequentemente relata prejuizo da via NO na obesidade (LEVINE;
LEVINE, 2006). A discrepancia entre estes achados poderia ser atribuida ao modelo de
obesidade utilizado. A literatura mostra inimeros modelos de obesidade, que variam desde

modelos genéticos a diferentes modelos de dietas (REN et al., 2000; FITZGERALD et al., 2001;
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CARROL et al., 2006;). A associacdo de ambos obesidade e estresse ndo potencializou a
resposta vascular adaptativa.

A literatura mostra que o NO possui muitos mediadores capazes de estimular a
liberagdo do mesmo pela estimulagdo da éxido nitrico sintase endotelial (eNOS); a insulina (KIM
et al., 2006), a leptina (VECCHIONE et al.,, 2002) e até mesmo o glicorticoide (HAFESI-
MOGHADAM et al., 2002) sdo exemplos de mediadores que possuem essa capacidade. Assim, a
hiperinsulinemia, a hiperleptinemia e a hipercorticosteronemia poderiam servir de explicacdes
para a hiporreatividade a NA vista no presente estudo.

Outra observacdo interessante deste estudo foi que as respostas vasculares adaptativas
induzidas, tanto pela obesidade quanto pelo estresse, mostraram-se inespecificas ao agente
vasoativo utilizado. Esta hipdtese vem da observacdo de hiporreatividade, expressa pela
diminui¢do nos valores de CE50 e aumento de resposta maxima a ACh, em aorta de ratos DH,
DN/ES e DH/ES quando comparada ao grupo DN. Mais uma vez os achados do presente estudo
corroboram a literatura que relata aumento da via NO vascular induzida pelo estresse
(MILAKOFSKY et al., 1993; CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998; MANUKHINA et al., 1998; LANZA
JUNIOR; CORDELLINI, 2007). Entretanto, muitos estudos relatam dano da dieta hipercalérica
sobre a reatividade vascular a agentes vasodilatadores. Por exemplo, a obesidade induzida por
dieta hipercalédrica leva a um prejuizo da vasodilatacdo dependente do endotélio (NADERALI;
WILLIAMS, 2003; MUNDY et al., 2007). A divergéncia nestes achados poderia ser devida a
diferencas na composi¢cdo, no tempo e periodo de exposicdo a dieta, como anteriormente
observado por Mundy et al. (2007). Estes autores relataram prejuizo da funcdo endotelial

apenas na dieta altamente gordurosa, mas ndo na dieta moderadamente gordurosa.
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Diferentemente do observado para a ACh, vasodilatador dependente da célula
endotelial, o estresse, mas ndao a obesidade, determinou resposta vascular adaptativa ao NP em
aorta de ratos DN e DH, caracterizada pelo aumento de poténcia a este agente vasodilatador
independente do endotélio. Este achado corrobora relatos de Naderali et al. (2004) que nao
observaram alteracdo na resposta ao NP em artéria mesentérica de ratos obesos por dieta. O
aumento da poténcia vasodilatador ao NP induzida pelo estresse foi maior em preparagdes com
endotélio integro relativamente a preparacdes sem endotélio. Este achado ndo surpreende,
uma vez que ao lado da vasodilatacdo em resposta as acdes do NP mediadas pelo GMP-ciclico
soma-se a liberacdo endotelial de NO basal. As diferencas entre as respostas vasculares
adaptativas induzidas pelo estresse e obesidade reveladas pelo aumento da vasodilatacdo em
resposta as acdes da ACh e do NP mediadas pelo GMP-ciclico reforcam a hipdtese
anteriormente expressa de que a hiporreatividade ao estresse e a obesidades sdo mediadas,
respectivamente, pelo musculo liso e célula endotelial.

A presenca de prazosin, antagonista especifico de adrenoceptores-a;, determinou
decréscimo caracteristico nos valores de CE50 a NA que foi semelhante em todos os grupos
experimentais. Dessa maneira, fica descartado o envolvimento de ambos adrenoceptores-a,; e
adrenoceptores-a,, disponiveis para a interagdo com a NA apds bloqueio o, na resposta
vascular adaptativa induzida por ambos, obesidade e estresse. Ainda, o decréscimo nos valores
de CE50 a NA na presenca de prazosin foi maior nas prepara¢des sem endotélio do que nas
preparacdes com endotélio integro. Este dado ndo surpreende, uma vez que na presenca de
prazosin, ocorre maior disponibilidade de agonista noradrenérgico para atuar em

adrenoceptores-a, endoteliais responsdveis pela liberagdo de NO (ANGUS et al.,, 1986;
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VANHOUTTE; MILLER, 1989), diminuindo o deslocamento da curva a NA na presenc¢a do
antagonista adrenoceptores-a;.

Semelhantemente ao observado para a NA, a obesidade, isoladamente ou em
associacao ao estresse, determinou resposta vascular adaptativa ao KCl, caracterizada por
hiporreatividade. Entretanto, esta resposta vascular adaptativa mostrou-se dependente da
integridade do endotélio, diferentemente do observado para a NA. Estes dados sugerem que a
resposta vascular adaptativa ao KCl induzida por ambos, obesidade e estresse, envolve
aumento da disponibilidade de fator(es) endotelial(iais), provavelmente NO como observado
para a NA, modulando a vasoconstricdo induzida pelo KCl em aorta de ratos DH, DN/ES e
DH/Es. Estes dados corroboram a literatura que relata que em ratos obesos com idade superior
a 20 semanas, geralmente, ndo sdo observadas alteracdes de reatividade vascular, ou se estas
se fazem presentes, correspondem a uma diminuicdo na sensibilidade vascular para agonistas
de receptores a-adrenérgicos e KCl (COX; KIKTA, 1992;. SEXL et al., 1995; TURNER; WHITE,
1996; FATANI et al., 2007).

Para verificar se as alteracdes na mobilizacdo de ca® poderiam participar da resposta
vascular adaptaiva induzida por ambos, estresse e obesidade, investigou-se a resposta da NA e
do CaCl, em solugdo de Kreb’s-Henseleit livre de ca®, parametros que permitem inferir sobre
os estoques intracelulares e o influxo do meio extracelular dos ions Ca®, respectivamente. Uma
vez que nenhuma alteracao na resposta a NA e ao CaCl, foi observada nesta condicdo, sugere-
se que as respostas vasculares adaptativas induzidas pela obesidade e o estressse nao

~ N . ’ 2
envolvem altera¢des no transito do ion Ca”".
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Embora se tenha observado resposta vascular adaptativa ao estresse e obesidade,
isoladamente, a associagdo de ambas as condicdes nao determinou potencializagdao desta
resposta adptativa.

Considerando-se a hiporreatividade a NA e ao KCl, o aumento de resposta a ACh e ao NP
e o aumento da atividade da via NO como respostas vasculares adaptativas benéficas pode-se
sugerir que estas adaptacdes se fazem no sentido de diminuir o risco cardiovascular associado a
obesidade e ao estresse. Ainda, a hipertensdo arterial observada no estresse seria
consequéncia de alteracdes hemodinamicas, provavelmente ndo associadas a reatividade

vascular.

6 CONCLUSOES

O estresse crénico e a dieta hipercalérica sao capazes de melhorar a fun¢ao vascular,
com possivel participa¢do da via l-arginina/NO.
O estresse cronico é capaz de aumentar o desempenho do musculo cardiaco e impedir o

desenvolvimento da obesidade, independente da dieta utilizada.
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