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RESUMO 

 

Atualmente, a obesidade é considerada uma epidemia, e está associada a doenças 

cardiovasculares (DCV) e transtornos afetivos, como a ansiedade. O estresse psicológico 

também é proposto como fator de risco para DCV e psiquiátricas. No entanto, não é 

completamente conhecido se o estresse crônico exacerba as mudanças fisiológicas e 

comportamentais, induzidas pela obesidade. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os 

efeitos da associação da dieta hiperlipídica (DH) e a exposição a um protocolo de estresse 

crônico variável (ECV) sobre a função cardiovascular e endócrina, atividade autonômica, 

metabolismo, adiposidade e parâmetros comportamentais em ratos. Ratos Wistar machos (60-

70 dias de idade) foram divididos em quatro grupos: dieta padrão (DP)-controle, DH-controle, 

DP-ECV e DH-ECV. Os grupos DH-controle e DH-ECV foram alimentados com uma DH 

por seis semanas, e nos últimos dez dias, os grupos DH-ECV e DP-ECV foram expostos ao 

ECV. A DH produziu distúrbios metabólicos e aumentou os níveis sanguíneos de 

angiotensina II e leptina. Tanto o ECV quanto a DH aumentaram a pressão arterial e a 

modulação do sistema nervoso simpático para o coração e vasos e diminuíram a atividade do 

barorreflexo. A associação entre ECV e DH exacerbou a resposta simpática cardíaca, e 

aumentou os valores basais da frequência cardíaca (FC). Porém, tanto o ECV quanto a DH, 

não afetaram a resposta da pressão arterial aos agentes vasoativos e aos níveis de nitrato na 

aorta. O teste comportamental do labirinto em cruz elevado revelou que o ECV diminuiu a 

exploração do braço aberto no labirinto. Em conjunto, nossos resultados indicam que uma 

dieta rica em gorduras associada ao estresse emocional, aumenta o risco de DCV, mas não de 

ansiedade evocada pelo ECV, e alterações metabólicas e endócrinas relacionadas à DH. 

 

Palavras-chave: Angiotensina II. Barorreflexo, Obesidade.  

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Obesity has been labeled as epidemy and it is associated with cardiovascular diseases and 

affective disorders, such as anxiety. Psychological stress is also proposed as a risk factor for 

cardiovascular and psychiatry diseases. However, it is not completely understood whether 

chronic stress exacerbates the physiological and behavioral changes induced by obesity. Thus, 

this study aimed to evaluate the effects of the association of high-fat diet (HFD) feeding and 

exposure to a chronic variable stress (CVS) protocol on cardiovascular and endocrine 

function, autonomic activity, metabolism, adiposity, and behavioral parameters in rats. Male 

Wistar rats (60-70 days old) were divided into four groups: control-standard chow diet (SD), 

control-HFD, CVS-SD and CVS-HFD. The control-HFD and CVS-HFD groups were fed 

with HFD for six weeks, and in the last ten days, the CVS-HFD and CVS-SD groups were 

exposed to CVS. HFD produced metabolic disorders and increased blood levels of 

angiotensin II and leptin. Either the CVS or HFD increased blood pressure and the 

sympathetic nervous system modulation to the heart and vessels and decreased baroreflex 

activity. CVS and HFD association exacerbated the cardiac sympathetic response and 

increased basal values of heart rate. Neither CVS nor HFD affected blood pressure response 

to vasoactive agents and aorta nitrate. The behavioral test of the elevated plus maze revealed 

that CVS decreased exploration of the open arm of the elevated plus maze. Taken together, 

our results indicate that overnutrition associated with emotional stress increases the risk for 

cardiovascular diseases, but not of anxiety evoked by CVS, and metabolic and endocrine 

changes related to HFD. 

 

Keywords: Angiotensin II. Baroreflex. Obesity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 1.1 ESTRESSE CRÔNICO E FUNÇÃO CARDIOVASCULAR 

 

O estresse pode ser definido como uma percepção subjetiva de uma mudança 

ambiental comum ao indivíduo a um ambiente adverso, que geralmente culmina em um 

conjunto de respostas fisiológicas, permitindo uma adaptação a essa nova condição (Joels et 

al., 2009). Diferentes estressores, tanto de natureza física quanto psicológica, estimulam 

regiões distintas do sistema nervoso central (SNC) para promover respostas apropriadas 

(Scharf et al., 2012). A exposição ao estresse crônico ou a sobrecarga da alostase 

(mecanismos endógenos que restabelecem a homeostase durante situações desafiadoras) 

conduzem a uma resposta adaptativa inadequada em vários órgãos, que resultam em 

alterações que culminam em quadros fisiopatológicos tais como: doenças cardiovasculares 

(Rosengren et al., 2004), distúrbios psicológicos (Charney et al., 2004) e desregulação 

metabólica (Liu et al., 2014).  

Alguns estudos têm correlacionado fatores psicossociais, como o estresse e 

transtornos psiquiátricos como a ansiedade e a depressão, com o desenvolvimento de 

alterações cardiovasculares (Knox et al., 1998; Rozanski et al., 1999). A ansiedade, por 

exemplo, tem sido associada com hipertensão e doença coronariana por um longo tempo 

(Miles et al., 1951). Por definição, a ansiedade no contexto dos transtornos de ansiedade (TA) 

é crônica e persistente, portanto, pode ter muito mais consequências fisiológicas do que a 

ansiedade transitória (Gariepy et al., 2010). A diminuição da variabilidade da frequência 

cardíaca (FC), o comprometimento da função vagal e o desequilíbrio da resposta inflamatória 

parecem estar associados aos TA (Chalmers et al., 2014). Por conseguinte, existe uma alta 

probabilidade dos TA aumentar o risco de doenças cardiovasculares (DCV) (Garfield et al., 

2014). Em roedores, tem sido consistentemente demonstrado, que o estresse psicossocial 

crônico promove a ativação de células mielóides periféricas e centrais 

(macrófagos/micróglias) que aumentam a sinalização neuroinflamatória e contribuem para o 

desenvolvimento e manutenção do comportamento tipo-ansioso (Hanke et al., 2012; Wohleb 

et al., 2013; Ramirez et al., 2016).  
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Ademais, roedores submetidos a protocolos de estresse, também apresentam 

alterações metabólicas, como o aumento dos níveis séricos de colesterol total, VLDL, LDL e 

triglicerídeos (Neves et al., 2009).Além dos fatores de risco cardiovasculares conhecidos 

(hipertensão, hiperlipidemia, diabetes, etc.), Gullette e colaboradores (1997) demonstraram 

que o estresse mental, definidas como sentimentos de tensão, frustração e tristeza, estavam 

associadas com o dobro de risco de isquemia miocárdica na hora subsequente. O estudo 

Interheart, realizado em 52 países com uma amostra de 24.767 pacientes, examinou a 

associação entre estresse psicológico e infarto do miocárdio (Rosengren et al., 2004). Neste 

estudo, os fatores psicológicos avaliados foram divididos em quatro categorias: eventos do 

trabalho, de casa, financeiro e eventos estressantes da vida. Os dados confirmaram que 

pacientes com infarto do miocárdio, apresentaram níveis de estresse significativamente mais 

elevados em uma ou mais das quatro categorias (Rosengren et al., 2004). Muitos outros 

estudos epidemiológicos têm confirmado essa relação entre estresse e patologias 

cardiovasculares (Haines et al., 1987; Kawachi et al., 1994; Knox et al., 1998; Schwartz et 

al., 2012). 

A ativação do sistema nervoso autônomo (SNA) e do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal (HPA) são características da resposta ao estresse, e influenciam a função de outros 

órgãos. Estudos pré-clínicos dão suporte à hipótese de que as alterações cardiovasculares 

desencadeadas pelo estresse estão associadas a disfunções no balanço autonômico cardíaco e 

na atividade do barorreflexo (Grippo et al., 2002; 2008), que são medidas importantes para 

avaliar a função autonômica (Negrao et al., 1992; Grippo et al., 2008; Flues et al., 2010; 

Crestani et al., 2011). A diminuição na sensibilidade do barorreflexo têm sido apontada como 

fator de risco para desenvolvimento de diferentes patologias cardiovasculares (Farrell et al., 

1991; Takase et al., 1992). Já foi demonstrado, que ratos submetidos a um protocolo de 

estresse crônico variável (ECV) apresentaram redução na resposta taquicárdica do 

barorreflexo (Grippo et al., 2008). Ratos expostos a um protocolo de ECV também 

apresentaram taquicardia de repouso, na qual foi associada a um aumento no tônus simpático 

cardíaco (Grippo et al., 2002; Grippo et al., 2003). Desse modo, esses achados sugerem que 

modificações na atividade barorreflexa e no equilíbrio autonômico cardíaco, parecem 

constituir as complicações cardiovasculares desencadeadas pela exposição prolongada a 

estímulos aversivos.  
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O endotélio também possui uma importante participação na fisiopatologia do sistema 

cardiovascular. Existe amplo consenso na literatura, quanto ao papel fundamental da 

disfunção endotelial nos efeitos adversos do estresse no sistema cardiovascular (Lind et al., 

2002; Spieker et al., 2002; Gottdiener et al., 2003). Curtos períodos de eventos estressantes 

induzem episódios temporários de disfunção endotelial, enquanto que o estresse frequente e 

repetitivo, promove o comprometimento da reatividade vascular (Black et al., 2002). O eixo 

HPA e o SNA são os primeiros a responderem a situações estressantes (Wirtz et al., 2006). 

Esses achados sugerem que a disfunção endotelial induzida pelo estresse, provavelmente está 

relacionada às respostas mediadas por esses dois sistemas. Em outras palavras, a atividade 

simpática aumentada em associação com alterações hormonais, provavelmente resultarão em 

distúrbios na função endotelial. Vale ressaltar que alterações na reatividade vascular têm sido 

propostas como um dos mecanismos fisiopatológicos da hipertensão (Conway, 1958; Crestani 

et al., 2011; Ghiadoni et al., 2012). Um estudo pré-clínico in vivo demonstrou que diferentes 

protocolos de estresse crônico promovem alterações na reatividade vascular à agentes 

vasoconstritores e vasodilatadores (Duarte et al., 2015). 

A ativação da resposta ao estresse produz mudanças na circuitaria encefálica, 

afetando a vigilância para estímulos sensoriais, promovendo respostas emocionais de medo, 

evitação e estimulação fisiológica periférica (Brotman et al., 2007). Tais respostas incluem 

ativação do SNA, do eixo HPA e elevação dos níveis de citocinas pró-inflamatórias na 

ausência de agentes patogênicos (Steptoe et al., 2012). 

De maneira geral, o SNA, é ativado em segundos após a exposição a um estímulo 

estressor, induzindo tanto respostas simpáticas quanto parasimpáticas. As catecolaminas, 

aumentam a FC e reduzem a variabilidade da FC (oscilações dos intervalos entre os 

batimentos cardíacos), otimizando o fluxo sanguíneo para os tecidos musculares, e elevando a 

temperatura do tronco corporal (Chrousos et al., 1992). A maior atividade do sistema nervoso 

simpático (SNS) provoca o aumento da FC, da força de contração do miocárdio e efeitos 

pressores, além de afetar o metabolismo e o sistema imunológico (Huang et al., 1997; Goebel 

et al., 2000). A resposta ao estresse pode envolver a ativação simultânea inicial de ambos 

sistemas, simpático e parasimpático, seguidos por uma diminuição da atividade do sistema 

nervoso parassimpático, sustentando a FC elevada, evocada pelo estresse (Carrive, 2006). 

Os dados apresentados acima claramente mostram uma relação entre estresse e 

comprometimentos na função cardiovascular. Alterações na atividade autonômica e na 
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função vascular parecem compor importantes mecanismos envolvidos nas complicações 

cardiovasculares induzidas pelo estresse crônico. 

 

1.2 OBESIDADE E ALTERAÇÕES CARDIOVASCULARES 

 

A obesidade, considerada uma epidemia do século XXI, é definida como uma massa 

corporal desproporcional em relação a altura, e com acúmulo excessivo de tecido adiposo que 

geralmente é acompanhada por inflamação crônica sistêmica (Collaboration, 2016). A 

obesidade é associada com o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, hipertensão, 

doenças cardiovasculares, alguns tipos de câncer e outras condições patológicas crônicas 

(Williams et al., 2015). Estima-se que cerca de 39% da população mundial apresenta 

obesidade ou sobrepeso, apesar de décadas de esforço para retardar o progresso dessa 

epidemia (OMS, 2015). Esta alta prevalência, traduz em um custo global de saúde, 

equivalente a 2,8% do produto interno bruto mundial, ou aproximadamente 2 trilhões de 

dólares (Dobbs et al., 2014).  

Os distúrbios associados a obesidade representam maiores ameaças para a saúde 

pública do que a fome ou a desnutrição (Bhupathiraju et al., 2016). Já a obesidade infantil 

também está gerando grandes preocupações, pois tem sido associada a complicações 

metabólicas e doenças crônicas até na idade adulta (Koletzko et al., 2011).  

Os tecidos adiposos são classificados com base na sua localização no corpo, e dois 

tipos são categorizados: o tecido adiposo subcutâneo e o tecido adiposo visceral (Gonzalez-

Muniesa et al., 2017). Tecidos adiposos viscerais incluem o intra-abdominal, tecido adiposo 

perirrenal e pericárdico (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Já é conhecido que o excesso de 

tecido adiposo resulta em uma disfunção deste tecido, caracterizada microscopicamente por 

hipertrofia dos adipócitos e a infiltração de macrófagos e/ou aumento da liberação de 

adipocinas pró-inflamatórias e diminuição da liberação de adipocinas anti-inflamatórias 

(Gonzalez-Muniesa et al., 2015). Estes fenômenos contribuem para um ambiente resistente à 

insulina e pró-inflamatório. Várias vias de sinalização têm sido propostas para explicar a 

causa do início dos processos inflamatórios associados a obesidade, incluindo estresse 

oxidativo (Le Lay et al., 2014), estresse do retículo endoplasmático (Ozcan et al., 2004) e 

hipóxia do tecido adiposo (Trayhurn et al., 2004).  
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Embora a lista de desfechos clínicos associados à obesidade seja extensa, o número e 

a gravidade dessas complicações parecem depender da presença adicional de depósitos de 

gordura nos depósitos adiposos internos, como o tecido adiposo visceral abdominal, e ao 

redor de tecidos normalmente magros, como o coração, o fígado e os rins, um fenômeno 

conhecido como deposição de gordura ectópica (Despres et al., 2006) (Despres & Lemieux, 

2006; Rosen & Spiegelman, 2014; Shulman, 2014). 

Existe um fenótipo específico, chamado de “obeso metabolicamente saudável” que 

apresenta menos gordura visceral, menor infiltração de macrófagos no tecido adiposo e menor 

tamanho dos adipócitos, o que conduz a um perfil inflamatório mais favorável, embora uma 

meta-análise tenha relatado que esses indivíduos tenham um risco aumentado de desenvolver 

diabetes tipo 2 em comparação aos seus controles magros (Bell et al., 2014).  

Evidências consistentes, também apontam que o modo como o tecido adiposo 

gerencia o excesso de energia, e a hipóxia produzida pelo crescimento patológico dos 

adipócitos, tem um forte efeito no perfil de risco cardiometabólico de um indivíduo, 

sensibilidade à insulina e dislipidemia (altos níveis de triglicerídeos ou baixos níveis de 

lipoproteína de alta densidade) (Gonzalez-Muniesa et al., 2015).  

Um estudo em larga escala, onde a distribuição de gordura corporal foi medida em 

tomografias computadorizadas em 12.443 indivíduos, revelou que o valor absoluto da área de 

gordura visceral se correlacionou positivamente com os riscos cardiovasculares associados à 

obesidade, todavia, os riscos cardiovasculares não aumentaram com o aumento da gordura 

subcutânea (Hiuge-Shimizu et al., 2012). Assim, os tecidos adiposos na obesidade subcutânea 

podem funcionar normalmente com a liberação esperada de adipocinas antiinflamatórias, 

enquanto os tecidos adiposos na obesidade visceral liberam uma quantidade excedente de 

adipocinas pró-inflamatórias, e suprimem a secreção de adipocinas anti-inflamatórias, que 

contribui para o comprometimento metabólico e cardiovascular sistêmico, associado a 

distúrbios relacionados à obesidade (Ouchi et al., 2011; De Heredia et al., 2012).  

Estudos pré-clínicos tem apontado que a ingestão de uma dieta hiperlipídica (DH) 

promove aumento da pressão arterial (Boustany et al., 2005; Pinheiro et al., 2007; Leite et al., 

2013; Speretta et al., 2016a). Nesse sentido, recentemente foi demonstrado que ratos 

alimentados por sete semanas com DH, apresentaram aumento na pressão arterial, na qual foi 

acompanhada de redução na resposta de bradicardia do barorreflexo, aumento na modulação 

simpática da pressão arterial sistólica (PAS) e cardíaca (Speretta et al., 2016a). Dessa forma, 
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parece que as alterações na atividade autonômica contribuem para a hipertensão induzida pelo 

excesso de tecido adiposo. Recentemente foi demonstrado in vitro que a DH aumentou a 

vasoconstrição dependente de noradrenalina (Liu et al., 2015) e reduziu a vasodilatação 

dependente de acetilcolina (Trzepizur et al., 2015) e oxido nítrico (ON) (Sweazea et al., 

2010). Essas alterações foram associadas com inflamação, aumento do estresse oxidativo, 

redução na atividade da enzima oxido nítrico síntase endotelial (ONSe) e menor síntese de 

ON (Sweazea et al., 2010; Liu et al., 2015; Trzepizur et al., 2015).  

Além do mais, inúmeros estudos também demonstraram uma forte associação entre o 

excesso de tecido adiposo e alterações neuroendócrinas e metabólicas, como o aumento dos 

níveis plasmáticos de leptina e angiotensina II (Ang II), aumento da atividade do SNS, 

diminuição da sensibilidade do barorreflexo e alterações na função vascular, contribuindo 

para o desenvolvimento da hipertensão arterial (Boustany et al., 2005; Hall et al., 2010; 

Speretta et al., 2019).  

Um importante mecanismo de regulação da pressão arterial (PA), o sistema renina-

angiotensina (SRA) age através da produção de renina e seu precursor prorenina, pelas células 

justaglomerulares do rim (Singh & Williams., 2017). A principal função da renina é clivar o 

angiotensinogênio (uma globulina derivada do fígado) formando angiotensina I (Ang I), onde 

a enzima conversora de angiotensina (ECA) cliva a Ang I para formar Ang II, considerada a 

principal efetora desse sistema (Singh & Williams., 2017). A diminuição da pressão de 

perfusão renal, a redução da concentração do íon sódio que alcança as células da mácula 

densa, componente tubular do aparelho justaglomerular nos rins, ou a estimulação dos 

receptores β1 adrenérgicos renais, provocam a liberação de renina com subsequente síntese de 

Ang II (Hodge et al., 1966; Cowley et al., 1972; Hackenthal et al., 1990). A queda acentuada 

do volume plasmático, por exemplo, durante uma hemorragia, causa mudanças inversas da 

concentração da Ang II devido a alterações na taxa de secreção de renina (Hodge et al., 1966), 

e a estimulação do SRA nessas condições está associada com a secreção de aldosterona pelas 

glândulas adrenais (Mulrow et al., 1962). Os efeitos fisiológicos da Ang II também envolvem 

a vasoconstrição direta e a potencialização das ações do sistema nervoso autônomo simpático 

(Liang et al., 1978). 

Todos os componentes do SRA, incluindo precursores e enzimas necessárias para a 

produção de Ang II, já́ foram identificados no encéfalo, sugerindo que a Ang II possa agir 

como neurotransmissor no SNC (Grobe et al., 2008; Wright et al., 2013; De Kloet et al., 
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2015) o considerável de evidências sugere que uma hiperatividade do SRA no encéfalo 

contribui para o desenvolvimento de alterações cardiovasculares (Steckelings et al., 1992; 

Blume et al., 1997; Wright et al., 2013). 

A leptina, um hormônio produzido por adipócitos, é liberada em proporção à gordura 

total e atua principalmente no hipotálamo para manter a homeostase energética e a massa 

corporal normal (Farooqi et al., 2009). A leptina atuando no SNC pode promover o aumento 

da atividade simpática, contribuindo para a elevação da PA associada a obesidade (Rahmouni, 

2014; Hall et al., 2015). Além disso, humanos com mutações que promovem perda da função 

dos receptores de leptina, têm baixa PA, apesar de obesidade severa (Simonds et al., 2014). A 

hipertensão induzida pela obesidade em coelhos, é acompanhada por um aumento dos níveis 

plasmáticos de leptina e pode ser bloqueada pela infusão central de um antagonista da leptina 

(Prior et al., 2010; Armitage et al., 2012; Lim et al., 2013).  

Um estudo já demonstrou uma interação entre a leptina e o SRA na regulação do 

SNA (Hilzendeger et al., 2012). A infusão central de leptina aumentou os componentes do 

SRA em regiões específicas do encéfalo. Por outro lado, a inibição central do receptor tipo I 

da Ang II ou o animal “knockout” global para a ECA reduz os níveis circulantes de leptina 

(Hilzendeger et al., 2012). Essas evidências sugerem que o SRA encefálico, desempenha um 

papel facilitatório nas respostas nervosas simpática, à leptina. Também já foi observado, que a 

obesidade pode conduzir a uma resistência seletiva a leptina, de modo que o efeito anoréxico 

da leptina seja atenuado, porém sua ação estimulatória do SNA e da PA permaneçam intactas 

(Mark, 2013).  

Esses achados suportam a ideia de que a obesidade é um fator de risco para doenças 

cardiovasculares, e que alterações na atividade autonômica, metabólica, endócrina e na 

função vascular parecem constituir importantes mecanismos envolvidos nessa associação. 

 

1.3 OBESIDADE E ESTRESSE CRÔNICO 

 

O estilo de vida moderno nas sociedades industrializadas é caracterizado pelo 

aumento da ingestão de alimentos processados, sedentarismo e aumento do estresse 

psicológico. Assim, não é surpreendente que as taxas de obesidade e complicações 

relacionadas ao estresse têm aumentado exponencialmente nas últimas décadas (Kyrou et al., 

2008).  
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O estresse tem sido associado com alterações nas preferências alimentares e 

quantidade de alimentos consumidos (Ulrich-Lai et al., 2015a). Para a maioria das pessoas, o 

estresse influencia tanto a quantidade quanto os tipos de alimentos que eles comem. Por 

exemplo, aproximadamente 35-60% das pessoas relatam comer mais calorias totais quando 

estão sob estresse, enquanto aproximadamente 25% a 40% das pessoas relatam comer menos 

(Epel et al., 2004). Além disso, para muitas pessoas, o estresse altera a seleção de alimentos 

para uma maior proporção de calorias provenientes de alimentos altamente palatáveis 

(Mccann et al., 1990; Groesz et al., 2012; Tryon et al., 2013). Essa seleção alterada de 

alimentos é referida como ''comfort food'' - termo que reflete a ideia de que a ingestão de 

alimentos palatáveis reduzem as respostas ao estresse, proporcionando assim um meio 

potencial para aumentar a sensação de bem-estar e, consequentemente, aliviar o estresse 

(Ulrich-Lai et al., 2015a). De fato, a ingestão de alimentos palatáveis e/ou ricos em 

carboidratos, está associada a melhora do humor, diminuição da percepção de estresse e 

menor concentração de cortisol plasmático (Anderson et al., 1987; Dube et al., 2005; Gibson, 

2006).  

Entretanto, já é conhecido de longa data, que o medo do estresse antecipado, inibe a 

ingestão de alimentos (Schachter et al., 1968). Acredita-se que essa supressão da alimentação 

é adaptativa e promove a sobrevivência quando o medo é desencadeado por perigo real (em 

outras palavras, evitar o perigo iminente tem prioridade sobre a alimentação) porém, pode se 

tornar mal-adaptativo quando medo prolongado interrompe a alimentação em estados com 

falta de energia (Ulrich-Lai et al., 2015).  

Um estudo já demonstrou que ratos submetidos a um protocolo de ECV, resultou em 

uma diminuição da ingestão de alimentos, e a associação do estresse com o consumo de 

alimentos palatáveis, induziu um perfil ansiogênico (Ortolani et al., 2011). Os dados atuais 

apontam que a combinação de estresse e acesso a alimentos de conforto, aspectos comuns da 

vida moderna, podem constituir um elo entre estresse, comportamento alimentar e ansiedade. 

Fatores psicossociais parecem ser o elo de ligação na associação de ansiedade 

persistente e alterações cardiovasculares, uma vez que estudos clínicos e pré-clínicos 

demonstraram seu importante papel na etiologia e progressão de DCV e do TA (Rozanski et 

al., 1999; Grippo, 2009; Sgoifo et al., 2014). Entre numerosos fatores psicossociais, o estresse 

psicológico tem sido reconhecido como um fator de risco para alterações cardiovasculares e 

transtornos psiquiátricos (Steptoe et al., 2012; Inoue, 2014). Assim, estudos apontam para um 
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papel do estresse crônico na associação entre TA e DCV (Rozanski et al., 1999; Grippo, 

2009; Sgoifo et al., 2014; Crestani, 2016). Curiosamente, a ansiedade também pode ser um 

gatilho para a obesidade (Gariepy et al., 2010). E o contrário também parece ser verdadeiro, o 

aumento da massa de tecido adiposo e a obesidade pode aumentar a vulnerabilidade à 

depressão e ansiedade (Hryhorczuk et al., 2013). 

Nesse sentido, a obesidade apresenta efeitos imediatos e duradouros na saúde física, 

social e emocional (Haslam et al., 2005; Dreber et al., 2017) e o estresse crônico aumenta os 

efeitos neuroendócrinos e metabólicos deletérios de uma DH (Kuo et al., 2007), levando a 

uma ligação recíproca entre obesidade e transtornos afetivos, incluindo o TA (Stunkard et al., 

2003; Faith et al., 2011; Mansur et al., 2015). 

Embora um recente estudo pré-clínico do nosso grupo de pesquisa tenha 

demonstrado que ratos alimentados com uma DH e submetidos a um protoloco de ECV por 4 

semanas, não apresentaram alterações sobre a FC, pressão arterial média (PAM) e regulação 

barorreflexa, não é completamente entendido se o ECV exacerba outras funções fisiológicas 

(por exemplo, função endócrina e autonômica). Além disso, o papel da combinação entre 

ECV e DH em parâmetros comportamentais como ansiedade e sua relação com complicações 

cardiovasculares nunca foram avaliados. 

Esses dados mostram uma clara associação entre a obesidade e o estresse crônico. 

Como discutido acima, a obesidade e o estresse crônico constituem fatores de risco 

individuais para desenvolvimento de doenças cardiovasculares e desordens comportamentais. 

Entretanto, mais estudos são necessários para compreender as alterações cardiovasculares e 

comportamentais induzidas pela combinação desses fatores, bem como os mecanismos 

envolvidos com essas alterações.  

 

2.0 HIPÓTESE DO TRABALHO 

 

Desse modo, a hipótese do presente estudo é que a associação entre a ingestão de 

uma DH e o ECV pode potencializar as alterações cardiovasculares, metabólicas, endócrinas e 

comportamentais desencadeadas individualmente por estes fatores.  
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3.0 JUSTIFICATIVAS 

 

Através de um modelo animal de estresse, já bem estabelecido na literatura, é de 

trivial importância investigarmos possíveis mecanismos fisiopatológicos que estão envolvidos 

nas alterações cardiovasculares, comportamentais, endócrinas e metabólicas induzidas pelo 

estresse e/ou o consumo de uma dieta hiperlipídica. Além do mais, insights mecaniscistas são 

essenciais para propormos estratégias de tratamentos ou prevenção para tais alterações. 

Especulamos, que em nosso trabalho anterior, não houve alterações na FC, PAM e atividade 

barorreflexa dos animais ECV ou DH, devido a uma provável habituação aos estímulos 

aversivos durante as quatro semanas do protocolo de ECV. Além disso, o período de DH foi 

menor do que aquele utilizado usualmente por nosso grupo de pesquisa. Nesse sentido, 

alteramos o tempo de duração do protocolo, para um desenho experimental mais similar aos 

encontrados na literatura. Por este motivo, é de fundamental importância, elucidarmos os 

mecanismos fisiopatológicos das alterações cardiovasculares induzidas pelo estresse crônico e 

uma dieta rica em gordura.    

 

4.0 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar as consequências da exposição ao estresse crônico sobre o metabolismo, 

função cardiovascular, endócrina e o comportamento tipo-ansioso em ratos alimentados com 

dieta hiperlipídica.   

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a. Avaliar as consequências da exposição ao estresse crônico sobre a ingestão 

alimentar, massa corporal, adiposidade, massa adrenal, alterações endócrinas e metabólicas 

em ratos alimentados com dieta hiperlipídica; 

 

b. Avaliar as consequências da exposição ao estresse crônico sobre a pressão arterial 

e frequência cardíaca basais, a atividade do barorreflexo, atividade autonômica para o coração 

e frequência cardíaca intrínseca em ratos alimentados com dieta hiperlipídica; 
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c. Avaliar as consequências da exposição ao estresse crônico sobre o teste 

comportamental do labirinto em cruz elevado em ratos alimentados com dieta hiperlipídica; 

5.0 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 ANIMAIS 

 

Ratos Wistar machos (60-70 dias de idade) foram obtidos no biotério da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e encaminhados ao Departamento de 

Ciências Fisiológicas pelo menos sete dias antes do início dos procedimentos experimentais. 

Os ratos foram mantidos em caixas coletivas de polipropileno (3-4 ratos / caixa) com alimento 

(ver descrição da dieta abaixo) e água fornecida ad libitum em sala com temperatura 

controlada (22 ± 2 ºC) e umidade (55 ± 10%). As luzes estavam acesas das 07:00 h às 19:00 

h. As condições de moradia e os procedimentos experimentais foram realizados seguindo 

protocolos aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais da UFSC (protocolo nº 

3587130516), que atende as diretrizes brasileiras e internacionais de uso e bem-estar animal. 

 

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais: controle e dieta padrão 

(controle-DP; n = 10); controle e DH (controle-DH; n = 10); ECV e dieta padrão (ECV-DP; n 

= 10); e ECV e DH (ECV-DH; n = 10). Os ratos dos grupos controle-DH e ECV-DH foram 

alimentados com DH por 6 semanas, e nos últimos dez dias antes de completar este período, 

os grupos ECV-DH e ECV-DP foram expostos ao protocolo ECV. Os grupos controle-DP e 

controle-DH permaneceram em repouso até o final da 6ª semana do protocolo experimental. 

A DP ou DH foi oferecida no mesmo período. 

O teste comportamental foi realizado no final da 6ª semana de DP ou DH, e 24 horas 

após o último estímulo de estresse. Os ratos foram transferidos para a sala experimental em 

suas caixas e permaneceram 60 minutos para se adaptarem às novas condições ambientais 

antes de iniciar o teste do labirinto em cruz elevado. 

Após o teste comportamental, os ratos de todos os grupos experimentais foram 

submetidos ao preparo cirúrgico para implante de catéteres nos vasos femorais, e as 

avaliações cardiovasculares foram realizadas 24 e 48 horas depois. Todos os registros 
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cardiovasculares foram feitos na fase clara do ciclo claro-escuro, onde os ratos tendem a ser 

menos ativos. Para evitar a influência do estresse agudo do manuseio e transporte de ratos nos 

dias de registro cardiovascular, os ratos foram transferidos para a sala dos experimentos em 

suas caixas, e tiveram 60 minutos para se adaptar às condições experimentais da sala antes de 

iniciarem os registros cardiovasculares. Além disso, durante os registros cardiovasculares, os 

ratos não foram manipulados. Para assegurar parâmetros cardiovasculares estáveis, 20 

minutos de parâmetros cardiovasculares basais foram registrados nos dois dias de teste antes 

do início dos testes. No primeiro dia, os ratos receberam infusões intravenosas de fenilefrina e 

nitroprussiato de sódio (NPS) em uma ordem aleatória. Então, os ratos receberam 

administração intravenosa de metilatropina e propranolol em uma ordem aleatória. No 

segundo dia, ratos foram tratados com metilatropina e propranolol na sequência oposta à do 

dia 1. No dia seguinte, após 8 horas de jejum, o sangue foi coletado através da ponta da cauda 

e a concentração de glicose no sangue foi medida usando tiras de teste. Em seguida, os ratos 

foram eutanasiados com uma dose excessiva de anestésico inalatório (isoflurano, 4-5% em 

100% O2) e então, o sangue foi coletado por punção cardíaca, para análises do perfil lipídico, 

dosagens de leptina e Ang II. O coração, as glândulas supra-renais e os tecidos adiposos 

(epididimal, retroperitoneal e mesentérico) foram removidos e pesados enquanto que o uma 

amostra do fígado foi coletada para análise do perfil lipídico hepático. Um fragmento da aorta 

descendente também foi removido, para determinação da concentração de nitrato, na mesma. 

A figura 1 apresenta uma representação esquemática do protocolo completo.  
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Figura 1. Desenho Experimental. ECV, estresse crônico variável; DH, dieta hiperlipídica; DP, dieta padrão; 

PAM, pressão arterial média; FC, frequência cardíaca. 

 

5.3 DIETA 

 

Os grupos experimentais receberam DP (Biobase, Águas Frias, SC, Brasil) ou DH 

por 6 semanas. A dieta DP continha 22g de proteína, 48g de carboidratos, 4g de gordura total, 

8g de fibra e 200mg de sódio por 100g de dieta. A DH era composta de ração padrão de rato + 

amendoim, chocolate ao leite e biscoitos de maizena na proporção de 3: 2: 2: 1, como descrito 

anteriormente (Estadella et al., 2004; Speretta et al., 2012), e continha 13g de proteína, 40g de 

carboidrato, 19g de gordura total, 4g de fibra e 73mg de sódio por 100 g de dieta. Os valores 

calóricos das dietas foram aproximados: 3,16 kcal/g para DP e 3,82kcal/g para DH (Speretta 

et al., 2016b; Simas et al., 2018). A ingestão de alimentos e massa corporal foram registrados 

3 vezes por semana. A ingestão de alimentos foi determinada subtraindo-se os alimentos 

acumulados após 48 horas, da quantidade conhecida disponível dois dias antes, em cada caixa 

coletiva. Em seguida, calculou-se uma média do consumo individual, dividindo-se o consumo 

total da caixa pelo número de ratos nela mantidos (Simas et al., 2018). 

 

5.4 ESTRESSE CRÔNICO VARIÁVEL (ECV) 

 

O protocolo ECV foi usado como um regime de estresse heterotípico como descrito 

anteriormente (Duarte et al., 2015). O protocolo de 10 dias do ECV consistiu na exposição 

diária a diferentes estressores inevitáveis e imprevisíveis (estresse de contenção, serragem 

úmida, frio, estresse de nado, inversão do ciclo de luz, privação de alimento/água e 

isolamento) (conforme Tabela 1). Durante este período, os ratos dos grupos controle não 

foram perturbados, exceto, para a limpeza das caixas no biotério. 

 

Tabela 1- Protocolo de estresse crônico variável (ECV). 

Dia: Tipo de estresse e cronograma 

1: 10:00h contenção, 60 min; 19:00h serragem úmida durante a noite;                            

2: 15:00h, frio (4°C) e isolamento social por 60 min;19:00h, luzes acesas durante a noite; 

3: 12:00h, luzes apagadas por 180 min;16:30 h, nado forçado por 5 min; 

4: 07:30h, serragem úmida durante o dia; 19:00h, privação de água e comida durante a noite; 
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5: 13:00 h, nado forçado por 5 min; 19:00 h, isolamento social durante a noite; 

6: 14:00 h, frio (4°C) e isolamento social por 20 min; 15:30h , luzes apagadas por 120 min; 

7: 19:00 h, serragem úmida e luzes acesas durante a noite; 

8: 19:00h isolamento social e privação de água e alimento durante a noite; 

9: 16:00h contenção, 60 min; 19:00 luzes acesas durante a noite; 

10: 08:00h nado forçado por 5 min; 10:00 restrição, 60 min; 

 

5.5 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE) 

 

O LCE foi usado para avaliar o conflito entre o medo inato de ratos em ambientes 

abertos versus seu desejo de explorar novos ambientes, um paradigma bem estabelecido para 

avaliar o comportamento semelhante à ansiedade (Pellow et al., 1985; Rodgers et al., 1997). 

O aparato, feito de madeira e fórmica, consiste de dois braços abertos (50 x 10 cm), opostos a 

dois braços fechados (50 x 10 x 40 cm), elevados a 50 cm do solo. A área de junção dos 

quatro braços (plataforma central) mede 10 x 10 cm. Cada animal foi colocado no centro do 

labirinto de frente para um braço aberto. Eles foram observados por 5 min, com os seguintes 

parâmetros avaliados: as entradas e o tempo nos braços abertos, bem como o número de 

entradas nos braços fechados. Considerou-se uma entrada quando as quatro patas do animal 

estavam dentro do braço. Estes dados foram utilizados para calcular a porcentagem de 

entradas nos braços abertos [% EA: entradas nos braços abertos / (entrada nos braços abertos 

+ entradas nos braços fechados) x 100]; porcentagem de tempo nos braços abertos [% TBA: 

tempo nos braços abertos / (tempo nos braços abertos + tempo nos braços fechados) x 100]. O 

número de entradas nos braços fechados foi usado como um índice de atividade locomotora 

(Rodgers et al., 1997). As experiências foram conduzidas numa sala com temperatura 

controlada (23°C, humidade entre 40% - 60%) e intensidade de baixa luminosidade (12 lux). 

 

5.6 PREPARAÇÃO CIRÚRGICA 

 

Os ratos foram anestesiados com cetamina (80 mg/mL/kg, ip; Cristália, Itapira, SP) e 

xilazina (7 mg/mL/kg, ip, Agener Union, Embu/SP) e um cateter de polietileno (um segmento 

de 4cm de PE-10 ligado ao calor a um segmento de 15cm de PE-50; Clay Adams, Parsippany, 

NJ, EUA) preenchido com uma solução de solução salina (0,9%) contendo heparina (50 

UI/mL, Cristália, São Paulo, Brasil) foi inserido na aorta abdominal através da artéria femoral 
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para registro cardiovascular. Um segundo cateter foi implantado na veia femoral para a 

infusão de drogas. Ambos os cateteres foram tunelizados sob a pele e exteriorizados no dorso 

dos ratos. Após a cirurgia, os ratos foram tratados com uma formulação de poliantibiótico de 

estreptomicina e penicilina (560 mg/mL/kg, im) para prevenir infecção, e receberam o anti-

inflamatório não-esteróidal flunixina meglumina (0,5 mg/mL/kg, sc) para analgesia pós-

operatória. Os ratos foram alojados em caixas individuais ao longo do período após a cirurgia. 

Procedimentos cirúrgicos semelhantes têm sido utilizados sistematicamente (Crestani et al., 

2010; Costa-Ferreira et al., 2016; Simas et al., 2018) e nossos experimentos de padronização 

indicaram que os ratos são completamente recuperados 24h após o procedimento cirúrgico, 

sem alterações significativas na massa corporal, PAM ou FC. 

 

5.7 MENSURAÇÃO DE PARÂMETROS CARDIOVASCULARES 

 

A cânula arterial foi conectada a um transdutor de pressão (MLT0380, 

ADInstruments, Bella Vista, NSW, Austrália). A pressão arterial pulsátil foi registrada 

utilizando um amplificador (AVS Projetos, São Carlos, Brasil) e uma placa de aquisição 

(PowerLab, ADInstruments) conectada a um computador pessoal. Os valores de PAM e FC 

foram derivados de registros de pressão arterial pulsátil. 

 

5.8 INFUSÃO DE AGENTES VASOATIVOS 

 

Infusão intravenosa de cloridrato de fenilefrina, agonista do receptor adrenérgico α1 

(70 µg/mL a 0,4 mL/min/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e doador de óxido nítrico 

NPS (100 µg/mL a 0,8 mL/min/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi realizada 

utilizando uma bomba de infusão (KD Scientific, Holliston, MA) ) (Costa-Ferreira et al., 

2016; Simas et al., 2018). As infusões das drogas vasoativas foram randomizadas e o segundo 

tratamento só foi dado quando os parâmetros cardiovasculares retornaram aos valores obtidos 

antes da administração de drogas vasoativas (o intervalo entre as infusões foi de 

aproximadamente 5 min). A fenilefrina causou um efeito pressor incremental enquanto o NPS 

evocou respostas depressoras incrementais. As infusões duraram de 20 a 30 segundos, 

resultando na administração de uma dose total de 9-14μg/kg de fenilefrina e 26-40μg/kg de 

NPS. 
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5.9 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE AUTÔNOMICA CARDÍACA, VASCULAR E 

DA FREQUÊNCIA CARDÍACA INTRÍNSECA (FCi)  

 

A avaliação do tônus autonômico cardíaco e da FCi (a freqüência cardíaca sob 

bloqueio farmacológico da atividade autonômica cardíaca, representando a atividade do 

marcapasso cardíaco) foi realizada por injeção intravenosa em bolus do antagonista do 

receptor muscarínico metilatropina (3 mg/ml/kg, iv; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o 

antagonista β-adrenérgico cloridrato de propranolol (4 mg/ml/kg, iv; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA). Para facilitar as comparações, selecionamos essas doses de medicamentos 

com base em estudos anteriores que avaliaram as alterações autonômicas evocadas por 

estressores crônicos e DH (Costa-Ferreira et al., 2016; Simas et al., 2018). O protocolo foi 

realizado em 2 dias. No primeiro dia, os ratos de todos os grupos experimentais receberam 

administração intravenosa de metilatropina e propranolol em uma ordem aleatória. O 

intervalo de tratamento entre as drogas foi de 10 minutos. No dia seguinte, ratos foram 

tratados com metilatropina e propranolol na sequência oposta àquela realizada no primeiro dia 

(Costa-Ferreira et al., 2016; Simas et al., 2018). 

A atividade do sistema nervoso parassimpático foi determinada pela mudança na FC 

basal causada pela metilatropina, enquanto a atividade do SNS foi determinada pela mudança 

da FC após o tratamento com propranolol. A FCi foi determinada após o tratamento 

combinado com propranolol e metilatropina (Costa-Ferreira et al., 2016; Simas et al., 2018). 

A atividade simpática vasomotora foi avaliada por meio da análise da variabilidade da PAS, 

que foi realizada com software personalizado (CardioSeries v2.4 - http: 

//www.danielpenteado.com), conforme descrito anteriormente (Speretta et al., 2019). Por 

breves instantes, os espectros foram integrados em bandas de baixa frequência (LF; 0,2–0,75 

Hz) e alta frequência (0,75–3 Hz) e os resultados são apresentados como valores absolutos 

(mmHg2) 

 

5.10 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BARORREFLEXA 

 

A análise da atividade barorreflexa foi realizada por dois métodos: (i) a técnica de 

análise sequencial e (ii) a abordagem farmacológica clássica. No método da sequência, a 
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sensibilidade barorreflexa espontânea foi calculada para avaliar a função barorreflexa sobre o 

intervalo fisiológico das oscilações na pressão arterial, sem quaisquer manipulações 

farmacológicas. Para isso, utilizando o software Cardioseries v2.4 

(http://www.danielpenteado.com), os valores batimento a batimento da PAS e o intervalo de 

pulso (IP) foram analisados para identificar sequências em que o aumento da PAS esteve 

associado ao alongamento do IP (sequências para cima), ou decréscimos da PAS foram 

associados com o encurtamento do IP (sequências para baixo) (Bertinieri et al., 1988; Barbosa 

et al., 2017).A sequência barorreflexa foi considerada quando o coeficiente de correlação (r) 

entre a variação da pressão arterial e a resposta do intervalo do pulso reflexo foi maior ou 

igual a 0,8. A sequência foi determinada a partir da inclinação da regressão linear da pressão 

arterial sistólica e do intervalo de pulso e dividida em ganho UP (barorreflexo calculado a 

partir das sequências para cima), ganho DOWN (barorreflexo calculado a partir das 

sequências para baixo) e ganho TOTAL (barorreflexo calculado de todas as sequências, para 

cima e para baixo combinados). 

Para a abordagem farmacológica clássica, os valores pareados de alterações de PAM 

e FC evocados pela infusão de fenilefrina e NPS foram plotados para gerar funções 

logarítmicas sigmóides (Korner et al., 1972; Head et al., 1987; Crestani et al., 2010). A 

análise das curvas sigmóides foi baseada em cinco parâmetros: a) menor platô de FC (P1; em 

batimentos/min; ou seja, bradicardia reflexa máxima); b) platô superior da FC (P2; em 

batimentos/min; isto é, taquicardia reflexa máxima); c) variação da FC (em batimentos/min; 

i.e., diferença entre os dois platôs superior e inferior); d) pressão arterial média (PA50; em 

mmHg), que é o valor da PAM que promove 50% de variação na FC) e o ganho (G; em 

batimentos/min por mmHg), que é a inclinação da porção linear da curva (Head et al., 1987; 

Crestani et al., 2010). 

 

5.11 AVALIAÇÕES NO SORO, PLASMA E TECIDOS 

 

O sangue foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos a 4-8ºC. Os níveis séricos 

de triglicerídeos (TG) e colesterol total (CT) foram determinados pelo método colorimétrico 

utilizando kits comerciais (Laborlab, São Paulo, Brasil), com sensibilidade de 0,7 mmol. L-1 e 

0,14 mmol. L-1, respectivamente (Simas et al., 2018). O plasma foi utilizado para determinar 

as concentrações de leptina (Kits ELISA para rato/murganho de Millipore, EZML-82K), que 
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foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante. O plasma também foi usado para 

determinar os níveis de corticosterona e Ang II usando radioimunoensaios específicos após 

extração com etanol ou cartucho de octadecilsilano ativado (SEP-COLUMN, Peninsula 

Laboratories, Belmont, CA, EUA), como descrito anteriormente (Elias et al., 1997; Mecawi et 

al., 2013). As sensibilidades dos radioimunoensaios e os coeficientes de variação intra e 

interensaio foram de 0,4 μg/dL, 5,1% e 8,4%, para corticosterona e 0,4 pg/mL, 4,2% e 10,3% 

para Ang II, respectivamente. 

A análise dos níveis de glicose de jejum foi avaliada utilizando tiras de teste padrão 

(Accu-Chek Performa; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). Resumidamente, 

os ratos foram suavemente contidos, e a ponta da cauda (~ 1-2 mm) foi cortada usando uma 

tesoura cirúrgica para coleta de sangue. A primeira gota foi descartada, e a segunda gota foi 

coletada para a determinação da concentração de glicose no sangue em jejum (Simas et al., 

2018). 

Para a determinação do conteúdo hepático de TG e CT, amostras de fígado (~ 100 

mg) foram transferidas para tubos de ensaio contendo NaCl 1M e T18 UltraTurrax 

homogeneizado (IKA, Campinas, SP, Brasil). Em seguida, foram adicionados 2 mL de 

solução de clorofórmio/metanol (2: 1), misturados e centrifugados durante 10 min a 3500 x g. 

A fase metanólica foi então transferida para outro tubo de ensaio e seca em banho-maria. Uma 

solução composta por Triton x100/metanol (2: 1) foi adicionada para ressuspender as 

amostras para determinação do teor de TG e CT hepático. O experimento foi realizado pelo 

método colorimétrico enzimático de acordo com as instruções do fabricante (Biotécnica®, 

Varginha, MG, Brasil). 

Hidroperóxidos lipídicos hepáticos (HLH) foram quantificados pelo método de 

oxidação de ferro com xilenol laranja (FOX2), como descrito anteriormente (Nourooz-Zadeh 

et al., 1994). O princípio do método baseia-se na rápida oxidação de Fe+2 (ferroso) a Fe+3 

(férrico) em ácido mediado por peróxidos lipídicos. Resumidamente, alíquotas de 50 µL do 

fígado previamente homogeneizado foram centrifugadas a 5.000 g por 5 min com 200 μL de 

metanol. O sobrenadante (18 mL) foi adicionado em uma placa com 2 mL de metanol 

(amostra em branco) ou 2 mL de 10 mM trifenilfosfina. A placa foi coberta e mantida à 

temperatura ambiente durante 30 min. Em seguida, 180 μL do reagente de trabalho FOX2, 

composto por 1 mM de xilenol laranja, 2,5 mM de sulfato de amônio preparado em 250 mM 

de H2SO4 e 4,4 mM de butil-hidroxitolueno, foram adicionados a cada poço. A placa foi 
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mantida no escuro durante 30 min e a absorvência foi lida a 560 nm. A absorvência da 

amostra (com metanol) foi subtraída da absorbância da amostra tratada com trifenilfosfina. Os 

resultados são expressos em µmol ∙ 100 mg de tecido hepático. 

Para a determinação do nitrato/nitrito da parede vascular (NOx, metabólitos do óxido 

nítrico), a aorta abdominal foi coletada e homogeneizada em 200 μL de ácido acético 0,1 N 

frio e centrifugada a 3.000 rpm / 5min. Vinte e cinco microlitros de tecido homogeneizado 

foram utilizados para determinação do teor de proteína (Bradford, 1976). Cinquenta 

microlitros de etanol absoluto a frio foram adicionados a 25 μL de tecido homogeneizado, 

misturados e mantidos a -20°C por 30 min. As amostras foram centrifugadas durante 5 min 

(10.000 rpm) a 4ºC e o sobrenadante foi recolhido. A determinação do teor de NOx no 

sobrenadante foi realizada por quimiluminescência de NO/O3 utilizando um analisador de NO 

(Sievers 280 NO Analyzer, Boulder CO, USA). Os resultados foram expressos em μmol/μg 

de proteína (Hampl et al., 1996).  

 

5.12 REATIVIDADE VASCULAR A DROGAS VASOATIVAS 

 

As mudanças graduais na PAM evocadas pela infusão intravenosa do agente pressor 

fenilefrina e o agente depressor NPS foram plotadas para gerar curvas dose-resposta  (Costa-

Ferreira et al., 2016). Curvas dose-resposta foram construídas para cada agente vasoativo, 

calculando-se a quantidade de droga infundida e a PAM a cada 2 segundos após o início da 

infusão. O efeito máximo (Emax) e a dose que promove 50% da resposta máxima da PAM 

(ED50) para cada agente vasoativo foram comparados em todos os grupos experimentais.  

 

5.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A ANOVA 

de duas vias para medidas repetidas (estresse e dieta como fatores independentes e tempo 

como uma medição repetida) seguida pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls foi usada 

para analisar as curvas de tempo para massa corporal, ingestão de alimentos e consumo de 

energia. Os outros dados foram analisados usando ANOVA de duas vias (estresse e dieta 

como fatores independentes), seguido pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. As 

diferenças foram consideradas significativas quando P < 0,05. 
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6.0 RESULTADOS 

 

6.1. MASSA CORPORAL E INGESTÃO ALIMENTAR 

 

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas indicou efeitos significativos para a 

dieta [F = 5,2; P < 0,05] por semanas [F = 520,5; P < 0,0001), e para interação dieta x 

semanas [F = 16,0; P < 0,0001) na massa corporal (g). Comparações post hoc revelaram um 

aumento progressivo da massa corporal da primeira para a última semana nos grupos 

controle-DP, controle-DH, ECV-DP e ECV-DH (P < 0,0001 para todos; Figura 2). 

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas indicou efeitos significativos para a 

dieta [F = 12,95; P < 0,001], por semanas [F = 25,45; P < 0,0001], para interação dieta x 

semana [F = 12,98; P < 0,0001], e para a interação ECV x semanas [F = 3,95; P < 0,01] na 

ingestão de alimentos (g). Comparações post hoc revelaram (i) uma redução na ingestão de 

alimentos nos grupos ECV-DH e controle-DH na 2ª semana (P < 0,05 para ambos), nos 

grupos controle-DH e ECV-DP na 6ª semana (P < 0,05 para ambos) quando comparado à 1ª 

semana, além de um aumento da ingestão de alimentos no grupo ECV-DP na 5ª semana (P < 

0,05), quando comparado à 1ª semana (P < 0,05), (ii) redução na ingestão de alimentos no 

grupo controle-DH quando comparado ao grupo controle-DP na 6ª semana (P < 0,05), (iii) 

redução na ingestão de alimentos no grupo ECV-DH quando comparado aos grupos controle-

DP, ECV-DP e controle-DH na 6ª semana (P < 0,005 para todos); e (iv) redução na ingestão 

de alimentos no grupo ECV-DH na 6ª semana quando comparado ao mesmo grupo na 1ª, 2ª, 

3ª, 4ª e 5ª semana (P < 0,0001; P < 0,0001; P < 0,0001; P < 0,005; P < 0,05 ; Figura 2). 

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas indicou efeitos  significativos para a 

dieta [F = 17,90; P < 0,001], por semanas [F = 24,81; P < 0,0001], para interação dieta x 

semana [F = 15,10; P < 0,0001], e para a interação ECV x semanas [F = 3,64; P < 0,05] na 

ingestão de energia (kcal/dia). A análise post hoc mostrou uma diminuição na ingestão de 

energia (i) no controle-DP quando comparado ao grupo controle-DH e ECV-DH (P < 0,0001; 

para ambos) e ECV-DP quando comparado aos grupos controle-DH e ECV-DH na 1ª semana 

(P < 0,0001; para ambos); (ii) grupo controle-DH na 1ª semana quando comparado ao mesmo 

grupo na 2ª, 3ª, 4ª e 5ª semana (P < 0,0001 para todos) e o grupo ECV-DH na primeira 

semana quando comparado ao mesmo grupo 2ª, 3ª, 4ª e 5ª semanas (P < 0,005; P < 0,0001; P 
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< 0,0001; P < 0,0001; P < 0,0001, respectivamente); (iii) grupo controle-DP quando 

comparado ao grupo ECV-DH na 2ª semana (P < 0,05) e no grupo ECV-DP na 5ª semana 

quando comparado ao mesmo grupo na 6ª semana (P < 0,05); e (iv) grupo ECV-DH quando 

comparado ao grupo controle-DP na 6ª semana (P < 0,05; Figura 2). 

 

 

                                 

      

 

Figura 2. A) Massa corporal, B) Ingestão de alimentos, C) Ingestão de energia em ratos alimentados com dieta 

padrão (DP) ou hiperlipídica (DH) e expostos a estresse crônico variável (ECV) ou controle. Os resultados são 

apresentados como média ± EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida do teste de Student-

Newman-Keuls. * diferente do respectivo grupo DP dentro da mesma condição; # diferente do respectivo grupo 

controle; & diferente do controle-DP; @ diferente da semana 0 para o painel A e diferente da semana 1 para os 

painéis B e C; P < 0,05; controle-DP, n = 9, control-DH, n = 10, ECV-DP, n = 10, ECV-DH, n = 9. 

 

6.2 MASSA ADRENAL 

  

A análise da massa adrenal relativa indicou efeitos da DH [F (1, 32) = 6,27; P < 

0,05], mas sem efeitos do ECV [F (1,32) = 4,07; P = 0,05] ou entre esses fatores [F (1, 32) = 

0,02; P = 0,88]. A análise post hoc revelou aumento da massa adrenal relativa no grupo 

controle-DH quando comparado ao grupo ECV-DP (P < 0,05; Tabela 2). 
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6.3 TECIDO ADIPOSO  

 

A análise da massa relativa do tecido adiposo epididimal mostrou efeitos da DH [F 

(1,30) = 25,03; P < 0,0001]. A massa relativa do tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico 

mostrou efeito da DH para ambos [F (1,30) = 67,85; P < 0,0001], [F (1,30) = 59,86; P < 

0,0001], respectivamente. A análise post hoc mostrou aumento do tecido adiposo epididimal 

relativo no grupo ECV-DH quando comparado aos grupos controle-DP e ECV-DP (P < 0,05 

para ambos) e no grupo controle-DH quando comparado aos grupos controle-DP e ECV-DP 

(P < 0,0001 e P < 0,01, respectivamente). Além disso, os grupos controle-DH e ECV-DH 

apresentaram aumento dos tecidos adiposo retroperitoneal e mesentérico quando comparados 

aos grupos controle-DP e ECV-DP (P < 0,0001 para todos; Tabela 2). 

 

6.4 CONCENTRAÇÕES PLASMÁTICAS DE HORMÔNIOS 

  

A análise das concentrações plasmáticos de leptina indicaram um efeito da DH [F 

(1,27) = 19,86; P < 0,0001], e o teste post hoc mostrou concentrações de leptina aumentada 

nos grupos controle-DH e ECV-DH quando comparados com os grupos controle-DP e ECV-

DP (p < 0,05 para ambos; Tabela 2).  

A análise das concentrações plasmáticos de Ang II também indicaram um efeito da 

DH [F (1,23) = 22,90; P < 0,0001]. O teste post hoc demonstrou concentrações mais elevados 

de Ang II no grupo ECV-DH quando comparado aos grupos controle-DP e ECV-DP (P < 0,05 

para ambos; Tabela 2). 

A mensuração das concentrações plasmáticas de corticosterona não mostraram 

efeitos da DH [F (1,27) = 1.652; P = 0,20], do ECV [F 1,27) = 0.8516; P = 0,36] ou da 

interação entre os fatores [F (1,27) = 0.06672; P = 0.80] (Tabela 2). 

 

6.5 PERFIL LIPÍDICO SÉRICO E GLICOSE 

 

A análise das concentrações de TG indicaram apenas efeitos da DH [F (1, 30) = 

24,76; P < 0,0001], e análise post hoc demonstrou que a concentração de TG foi maior nos 

grupos controle-DH e ECV-DH quando comparados aos grupos controle-DP e ECV-DP (P < 
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0,05 para todos, Tabela 2). A comparação da concentração de CT indicou efeitos apenas de 

CVS [F (1, 28) = 15,11; P < 0,001], e a análise post hoc mostrou que o CT estava diminuído 

nos grupos controle-ECV e ECV-DH quando comparado ao grupo controle-DH (P < 0,05 

para ambos, Tabela 2). 

A análise da glicemia de jejum indicou efeitos da DH [F (1, 23) = 4,58; P < 0,05], 

mas sem efeitos do ECV [F (1, 23) = 2,12; P = 0,16] e interação ECV x DH [F (1, 23) = 

0,0001; P = 0,99]. A análise post hoc não revelou diferenças entre os grupos (Tabela 2). 

 

6.6 PERFIL LIPÍDICO HEPÁTICO E HIDROPERÓXIDOS LIPÍDICOS 

 

Análises da concentração hepática de TG indicaram efeitos apenas da DH [F (1,23) = 

20,83; P < 0,0001] e análise post hoc mostrou que os níveis hepáticos de TG foram maiores 

no grupo ECV-DH quando comparados com os grupos controle-DP e ECV-DP (P < 0,05) e 

no grupo controle-DH quando comparado ao grupo controle-DP (P < 0,05). 

A comparação da concentração hepática de CT não indicou efeitos do ECV [F (1,23) 

= 2,47; P = 0,13] ou DH [F (1,23) = 0,65; P = 0,42] ou interação ECV x DH [F (1,23) = 0,05; 

P = 0,82] (Tabela 2). 

A análise dos níveis de HLH revelou apenas efeitos da DH [F (1,16) = 13,28; P < 

0,05) e análise post hoc revelou maiores níveis de HLH no grupo ECV-DH quando 

comparado ao grupo controle-DP (P < 0,05) e um aumento nos níveis de HLH no grupo 

controle-DH quando comparado ao grupo controle-DP (P < 0,05, Tabela 2). 

 

Tabela 2. Adiposidade, perfil lipídico hepático e plasmático, hidroperóxidos lipídicos hepáticos, 

glicemia, níveis hormonais e massa adrenal nos animais controle ou expostos ao ECV, alimentados com dieta 

padrão (DP) ou dieta hiperlipídica (DH). 

 

Grupos 
Controle 

DP 

Controle 

DH 

ECV 

DP 

ECV 

DH 

Tecido adiposo 

epididimal 

(g/100g mc) 

1.1 ± 0.1 

(n = 8) 

2.3 ± 0.7* 

(n = 9) 

1.3 ± 0.3 

(n = 8) 

1.9 ± 0.4* 

(n = 9 ) 
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Tecido adiposo 

retroperitoneal  

(g/100g mc) 

 1.0 ± 0.2 

(n = 9) 

2.1 ± 0.1* 

(n = 9) 

1.0 ± 0.1 

(n = 8) 

1.8 ± 0.1*& 

(n = 10 ) 

Tecido adiposo 

mesentérico 

(g/100g mc) 

 0.8 ± 0.1 

(n = 9) 

1.6 ± 0.1* 

(n = 9) 

0.6 ± 0.1 

(n = 8) 

1.7 ± 0.2*& 

(n = 8) 

Colesterol 

hepático total 

(mg/g) 

       1.2 ± 0.1 

(n = 6) 

      1.2 ± 0.1 

(n = 8) 

0.9 ± 0.1 

(n = 5) 

1.1 ± 0.1 

(n = 8) 

TG hepático 

(mg/g) 

2.4 ± 0.4 

(n = 6) 

6.7 ± 1.2* 

(n = 8) 

2.8 ± 0.3 

(n = 5) 

8.5 ± 1.2*& 

(n = 8) 

HLH  

(µmol/100 mg) 

6.2 ± 0.8 

(n = 5) 

14.8 ± 1.4 

(n = 5) 

11.4 ±1.9 

(n = 4) 

14.9 ± 1.9& 

(n = 6) 

CT plasmático 

(mg/dL) 

111 ± 6 

(n = 10) 

131 ± 7 

(n = 8) 

97 ± 3 

(n = 8) 

97 ± 5# 

(n = 7) 

TG plasmático 

(mg/dL) 

48 ± 2 

(n = 10) 

75 ± 7* 

(n = 9) 

46 ± 7 

(n = 7) 

80 ± 5*& 

(n = 8) 

Glicose 

sanguínea 

(mg/dL) 

106 ± 2 

(n = 6) 

113 ± 2 

(n = 8) 

111 ± 5 

(n = 5) 

118 ± 2 

(n = 8) 

Leptina 

(ng/mL) 

2.2 ± 0.5 

(n = 7) 

9.5 ± 1.6* 

(n = 8) 

3.0 ± 0.7 

(n = 8) 

8.1 ± 1.9*& 

(n = 8) 

Angiotensina II 

(pg/mL) 

190 ± 24 

(n = 6) 

510 ± 11* 

(n = 8) 

253 ± 82 

(n = 7) 

819 ± 154*& 

(n = 7) 

Corticosterona 

(µg/dL) 

11.1 ± 6.0 

(n = 7) 

9.2 ± 4.6 

(n = 7) 

9.8 ± 6.5 

(n = 8) 

7.0 ± 3.0 

(n = 7) 

Massa adrenal 

(g/g mc) 

0.02 ± 0.003 

(n = 9) 

0.02 ± 0.002 

(n = 8) 

0.02 ± 0.003 

(n = 9) 

0.02 ± 0.003 

(n = 10) 
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Todos os valores são apresentados como médias ± erro padrão da média (EPM). ANOVA de duas vias seguida 

pelo teste de Student-Newman-Keuls; P < 0,05; * diferente dos respectivos grupos DP; # diferente do seu 

controle; & diferente do grupo controle-DP. CT: colesterol total; TG: triglicerídeo; HLH: Hidroperóxido lipídico 

hepático. A discrepância no número de animais em algumas análises apresentada na tabela se deve a coleta de 

tecidos e sangue desigual entre os grupos por diferentes motivos.. Por exemplo, quantidade insuficiente de 

sangue coletada,  amostras hemolisadas, e a quantidade de reagentes insuficientes para todas as amostras. 

 

6.7 PARÂMETROS CARDIOVASCULARES BASAIS 

 

A análise da PAM mostrou efeito da DH [F (1,27) = 6,67; P < 0,05], do ECV [F 

(1,27) = 4,50; P < 0,05] e uma interação entre esses fatores [F (1,27) = 4,28; P < 0,05] (Figura 

3). O teste post hoc revelou maior PAM nos grupos controle-DH, ECV-DP e ECV-DH 

quando comparado ao grupo controle-DP (P < 0,05 para todos; Figura 3.a). A análise da FC 

mostrou efeito da DH [F (1,28) = 5,70; P < 0,05] e do ECV [F (1,28) = 11,22; P < 0,05], mas 

sem interação entre ambos [F (1,28) = 0,38; P = 0,54]. O teste post hoc mostrou aumento da 

FC no grupo ECV-DH quando comparado aos grupos controle-DH, ECV-DP e controle-DP 

(P < 0,05; Figura 3.b). 

A análise da LF da PAS (ou seja, tônus simpático vascular) mostrou efeitos da DH [F 

(1,28) = 9,18; P < 0,05] e interação ECV x DH [F (1,28) = 4,84; P < 0,05]. O teste post hoc 

mostrou um aumento na LF da modulação simpática da PAS nos grupos controle-DH, ECV-

DH e ECV-DP quando comparado ao grupo controle-DP (P < 0,05 para todos; Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Basal A) pressão arterial média (PAM), E) freqüência cardíaca (FC) e C) baixa frequência 

(LF) da pressão arterial sistólica (PAS) em ratos alimentados com dieta padrão (DP) ou dieta hiperlipídica ( DH) 

e expostos ao estresse crônico variável (ECV) ou controle. Os resultados são apresentados como média ± EPM. 

ANOVA de duas vias seguida do teste de Student-Newman-Keuls. * diferente do respectivo grupo DP dentro da 

mesma condição; # diferente do respectivo grupo controle; & diferente do controle-DP; P < 0,05; Controle-DP, n 

= 8-9, controle-DH, n = 8-9, ECV-DP, n = 7-8, ECV-DH, n = 5-8. 
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6.8 MODULAÇÃO AUTONÔMICA CARDÍACA, VASCULAR E FREQUÊNCIA 

CARDÍACA INTRÍNSECA (FCi) 

 

A análise da alteração da FC induzida pela administração intravenosa de 

metilatropina não indicou efeito do ECV [F (1,24) = 3,74; P = 0,06] ou da DH [F (1,24) = 

0,01; P = 0,92] (Figura 4.a). A análise da alteração da FC induzida pela administração 

intravenosa de propranolol indicou efeito da DH [F (1,24) = 19,39; P < 0,001] e do ECV [F 

(1,24) = 10,02; P < 0,05], mas sem interação entre esses fatores [F (1,24) = 0,01; P = 0,91;]. O 

teste post hoc mostrou aumento na alteração da FC após a administração de propranolol no 

grupo ECV-DH quando comparado ao grupo controle-DP (P < 0,001), no grupo ECV-DH 

quando comparado aos grupos ECV-DP e controle-DH (P < 0,05 para ambos), e nos grupos 

ECV-DP e controle-DH quando comparado ao grupo controle-DP (P < 0,05 para ambos; 

Figura 4.b). 

A análise dos valores da FC após tratamento combinado com propranolol e 

metilatropina (i.e., para avaliar a FCi) revelou apenas efeito da DH [F (1,24) = 7,80; P < 

0,05], e o teste post hoc mostrou aumento na FCi no grupo controle-DH quando comparado 

aos grupos controle-DP e ECV-DP (P < 0,05 para ambos; Figura 4.c). 

 

  

 

Figura 4. Freqüência cardíaca (FC) delta (Δ) evocada pela administração de A) propranolol e B) 

metilatropina, e C) FC intrínseca (FCi), valores da FC após tratamento combinado com metilatropina e 

propranolol em ratos alimentados com dieta padrão (DP) ou dieta hiperlipídica ( DH) e expostos ao estresse 

crônico variável (ECV) ou controle. Os resultados são apresentados como média ± EPM. ANOVA de duas vias 

seguida do teste de Student-Newman-Keuls. * diferente do respectivo grupo DP dentro da mesma condição; # 
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diferente do respectivo grupo controle; & diferente do controle-DP; P < 0,05; Controle-DP, n = 8-9, controle-

DH, n = 8-9, ECV-DP, n = 7-8, ECV-DH, n = 5-8. 

 

6.9 ATIVIDADE BARORREFLEXA  

 

A análise da função barorreflexa, avaliada pelo método de análise sequencial, 

mostrou efeito da DH no ganho UP [F (1,27) = 4,41; P < 0,05], DOWN [F (1,27) = 4,46; P < 

0,05] e ganho TOTAL [F (1,27) = 5,57; P < 0,05], assim como interação DH e ECV para 

todos os parâmetros [F (1,27) = 20,84; P < 0,0001; F (1,27) = 4,43; P < 0,05; e F (1,27) = 

11,44; P < 0,05; respectivamente]. O teste post hoc mostrou diminuição nos ganhos UP, 

DOWN e TOTAL, no grupo controle-DH quando comparado ao grupo controle-DP (P < 

0,001; P < 0,05 e P < 0,05 respectivamente) e diminuição do ganho UP e ganho TOTAL nos 

grupos ECV-DH e ECV-DP quando comparados ao grupo controle-DP (P < 0,05 para ambos; 

Figura 5). 

Os resultados da análise não linear da atividade barorreflexa mostraram efeitos do 

ECV em P1 [F (1,21) = 10,14; P < 0,05], variação da FC [F (1,21) = 4,94; P < 0,05] e G [F 

(1,21) = 11,30; P < 0,05]; bem como efeito de DH em P1 [F (1,21) = 9,35; P < 0,05] e no 

ganho [F (1,21) = 4,45; P < 0,05]. Contudo, a análise não indicou o efeito do ECV em P2 [F 

(1, 21) = 0,42; P = 0,52] e PA50 [F (1, 21) = 1,63; P = 0,22]; ou o DH em P2 [(1, 21) = 2,16; P 

= 0,16] e PA50 F (1, 21) = 2,14; P = 0,16]. O teste post hoc revelou uma diminuição no reflexo 

bradicárdico (P1) e G nos grupos controle-DH, ECV-DP e ECV-DH quando comparado ao 

grupo controle-DP (P < 0,05 para todos; Figura 5 e Tabela 3). 
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Figura 5. A) Ganho UP (barorreflexo calculado a partir das sequências para cima), B) Ganho DOWN 

(barorreflexo calculado a partir das sequências para baixo), C) Ganho TOTAL (barorreflexo calculado a partir de 

todas as sequências, combinadas) e D) análise de regressão não linear do barorreflexo correlacionando Δ pressão 

arterial média (PAM) e Δ frequência cardíaca (FC) (símbolos em curvas indicam a PA50) em ratos alimentados 

com dieta padrão (DP) ou dieta hiperlipídica (DH) e expostos ao estresse crônico variável (ECV) ou controle. Os 

resultados são apresentados como média ± EPM. ANOVA de duas vias seguida do teste de Student-Newman-

Keuls. Controle-DP, n = 7, controle-DH, n = 9, ECV-DP, n = 7-8, ECV-DH, n = 7. 

 

Tabela 3. Atividade barorreflexa (G, P1, P2, variação da FC, G e PA50) em ratos controle ou expostos ao ECV 

alimentados com dieta padrão (DP) ou dieta hiperlipídica (DH). 

 

Grupo 
Controle 

    DP 

Controle 

DH 

ECV 

DP 

ECV 

DH 

G 

(bpm/mmHg) 
-2.6 ± 0.2 -1.8 ± 0.3* -1.5 ± 0.1# -1.2 ± 0.2& 

P1 (bpm) -64 ± 2 -48 ± 4* -48 ± 2# -39 ± 6& 

P2 (bpm) 120 ± 10 97 ± 15 108 ± 16 91 ± 7 

Variação da 

FC (bpm) 
184 ± 11 156 ± 17 145 ± 15 131 ± 13 

BP50 

(Δ mmHg) 
-5.8 ± 0.9 -7.3 ± 2.2 -6.8 ± 3.4 -12.8 ± 2.7 

 

Todos os valores são apresentados como médias ± o  EPM. ANOVA de duas vias seguida do teste de Student-

Newman-Keuls; P < 0,05; * diferente dos respectivos grupos DP; # diferente do controle; e diferente do grupo 
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controle-DP. P1: menor patamar da FC, isto é, bradicardia reflexa máxima; P2: platô da FC superior, ou seja, 

taquicardia reflexa máxima; Variação da FC: diferença entre os níveis de platô superior e inferior; PA50: pressão 

arterial média, que é a PAM em 50% da variação da FC; e G: ganho médio, que é a inclinação média das curvas 

entre +1 e -1 da derivação padrão do PA50. controle-DP, n = 7; controle-DH, n = 6; ECV-DP, n = 7, ECV-DH, n 

= 5. 

 

6.10 REATIVIDADE VASCULAR E CONCENTRAÇÃO DE NITRATO NA 

AORTA 

 

Na análise da reatividade vascular, quando a variável Emax em resposta à infusão de 

fenilefrina foi medida, não encontramos efeitos do ECV [F (1,19) = 1,45; P = 0,24], da DH [F 

(1,19) = 0,10; P = 0,74) ou interação ECV x DH [F (1,19) = 1,37; P = 0,25]. A variável Emax 

em resposta à infusão de NPS também não apresentou efeitos do ECV [F (1,19) = 1,41; P = 

0,24], DH [F (1,19) = 1,71; P = 0,20] ou interação ECV x DH [F (1,19) = 0,70; P = 0,41]. A 

variável ED50 em resposta à fenilefrina não mostrou efeitos do ECV [F (1,23) = 1,91; P = 

0,18], DH [F (1,23) = 0,14; P = 0,71] ou interação ECV x DH [F (1,23) = 1,75; P = 0,19]. O 

mesmo ocorreu com ED50 em resposta ao NPS, não observamos efeitos do ECV [F (1,23) = 

1,17; P = 0,29], DH [F (1,23) = 0,25; P = 0,61] ou interação ECV x DH [F (1,23) = 0,64; P = 

0,43] (Figura 6 e Tabela 4). 

A análise dos níveis de nitrato na aorta abdominal não mostrou efeito da DH [F 

(1,32) = 1,81; P < 0,18] do ECV [F (1,32) = 0,83; P < 0,37] ou da interação ECV x DH [F 

(1,32) = 0,17; P < 0,68]. A análise dos níveis plasmáticos de corticosterona não indicou 

nenhum efeito da DH [F (1,27) = 1,65; P = 0,2097] do ECV [F (1,27) = 0,85; P = 0,36] ou da 

interação ECV x DH [F (1,27) = 0,06; P = 0,79] (Figura 6). 
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Figura 6. Curvas dose-resposta foram construídas para A) fenilefrina (fenil) e B) nitroprussiato de 

sódio (NPS) calculando-se a quantidade de droga infundida e a pressão arterial média (PAM) a cada 2s após o 

início da infusão, e C) níveis de nitrato/nitrito (Nox) na aorta abdominal em ratos alimentados com dieta padrão 

(DP) ou dieta hiperlipídica (DH) e expostos a estresse crônico variável (ECV) ou controle. Os resultados são 

apresentados como média ± EPM. Controle-DP, n = 9, controle-DH, n = 7, ECV-DP, n = 6, ECV-DH, n = 5, 

para reatividade vascular; e controle-DP, n = 9, controle-DH, n = 9, ECV-DP, n = 8, ECV-DH, n = 10 para os 

níveis de nitrato. 

 

Tabela 4. Reatividade vascular (Emax e ED50) em ratos controle ou expostos ao ECV alimentados com dieta 

padrão (DP) ou dieta hiperlipídica (DH). 

 

Grupo 
Controle 

DP 

Controle 

DH 

ECV 

DP 

ECV 

DH 

Emax 29 ± 3 29 ± 5 37 ± 6 25 ± 5 

ED50 0.90 ± 0.05 0.89 ± 0.06 0.95 ± 0.02 0.79 ± 0.07 

 

Todos os valores são apresentados como médias ± EPM. ANOVA de duas vias seguida do teste de Student-

Newman-Keuls; P < 0,05. Emax: O efeito máximo da amplitude da pressão arterial média (PAM); ED50: a dose 

que promove 50% da resposta máxima da PAM. Controle-DP, n = 7; controle-DH, n = 6; ECV-DP, n = 7, ECV-

DH, n = 5. 
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6.11 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE) 

 

Comportamento tipo-ansioso foi avaliado no LCE. A ANOVA de duas vias indicou 

um efeito significativo do fator ECV para a porcentagem de tempo nos braços abertos [F 

(1,30) = 7,40; P < 0,05]. Posteriormente comparações post hoc indicaram que o grupo ECV-

DP apresentou diminuição da porcentagem de tempo gasto nos braços abertos em comparação 

com o grupo controle-DP (P < 0,05). A ANOVA de duas vias não revelou efeitos do ECV [F 

(1,30) = 0,72; P = 0,40] da DH [F (1,30) = 0,28; P = 0,59] ou da interação ECV x DH [F 

(1,30) = 2,11; P = 0,15] para a porcentagem de entradas nos braços abertos. Além disso, a 

análise não mostrou efeitos do ECV [F (1,30) = 1,17; P = 0,28] da DH [F (1,30) = 0,92; P = 

0,34] ou a interação ECV x DH [F (1,30) = 0,11; P = 0.74] para o número de entradas nos 

braços fechados (Figura 7). 

 

 

Figura 7. A) Porcentagem de entradas nos braços abertos, B) porcentagem de tempo em braços abertos e C) 

número total de entradas nos braços fechados em ratos alimentados com dieta padrão (DP) ou dieta hiperlipídica 

(DH) e expostos ao estresse crônico variável (ECV) ou controle. Os resultados são apresentados como média ± 

EPM. ANOVA de duas vias seguida do teste de Student-Newman-Keuls. * diferente do respectivo grupo DP 

dentro da mesma condição; # diferente do respectivo grupo controle; & diferente do controle-DP; P < 0,05; 

Controle-DP, n = 7-8, controle-DH, n = 10, ECV-DP, n = 10, ECV-DH, n = 7-8. 

 

 

7.0 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, nós demonstramos que (i) ECV ou DH aumentaram a PAM. No 

entanto, a associação entre eles não exacerbou essa resposta; (ii) DH ou ECV aumentaram a 

modulação do SNS para o coração e vasos, além de diminuir a sensibilidade do barorreflexo; 

(iii) ECV e DH combinados exacerbaram o aumento da atividade do SNS cardíaco, e 

aumentaram a FC; (iv) a DH promoveu mudanças metabólicas e aumentou os níveis 
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sanguíneos de Ang II e leptina; e (v) o teste comportamental mostrou que o ECV reduziu a 

exploração do braço aberto do LCE, mas sem o efeito da DH ou interação entre ECV e DH. 

A leptina é um hormônio secretado por adipócitos, e possui um papel trivial na 

regulação do balanço energético, diminuindo a ingestão de energia e aumentando o gasto 

calórico (Chan et al., 2003). Porém, apesar da obesidade ser caracterizada pelo aumento dos 

níveis de leptina, a resistência aos seus efeitos anoréxicos e redutores da massa corporal são 

bem estabelecidos (Lönnqvist et al., 1995, Considine et al., 1996). No presente estudo, 

evidenciamos aumento dos níveis de leptina nos animais alimentados com DH, porém,  a 

resistência a leptina parece não ter occorrido, uma vez que, em nenhum momento observamos 

aumento exacerbado na ingestão alimentar e calórica nos ratos alimentados com DH. Ao 

contrário, observamos uma redução da ingestão calórica nos ratos dos grupos ECV,  

independemente de terem sido tratados com DP ou DH. Tal fato, provavelmente, está 

relacionado ao protocolo de ECV, pois ela ocorreu apenas após o início dos estímulos 

estressores. 

Ademais, é amplamente aceito na literatura, que o estresse também altera as 

preferências alimentares, além da ingestão de alimentos (Ulrich-Lai et al., 2015b). 

Observamos resultados semelhantes, uma vez que os grupos ECV alimentados com DP ou 

DH, apresentaram uma diminuição na ingestão de energia e alimentos a partir do início do 

protocolo ECV. Esses resultados estão de acordo com estudos anteriores que observaram 

inibição do comportamento alimentar em ratos em jejum expostos ao medo, como choques 

elétricos leves ou ambientes aversivos (Petrovich et al., 2011; Reppucci et al., 2013). Além 

disso, considerando o papel do eixo hipotalâmo-hipófise-adrenal na regulação do balanço 

energético, observou-se uma atenuação do efeito estimulador do neuropeptídeo Y, na 

alimentação, após a administração do hormônio liberador de corticotrofina (HLC) (Morley et 

al., 1987; Heinrichs et al., 1999). Também foi demonstrado que um aumento na liberação de 

noradrenalina e no HLC em resposta ao estresse, suprime o apetite durante o estresse 

(Halford, 2001; Takeda et al., 2004). Tal mecanismo possivelmente está por trás da redução 

na ingestão de alimentos e energia, observada nos grupos ECV-DP e ECV-DH, embora não 

tenhamos encontrado alterações nos níveis de corticosterona circulante, como observado 

anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando o mesmo protocolo de ECV (Duarte et 

al., 2015). 
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A ansiedade têm sido freqüentemente avaliada após o estresse crônico (Ulrich-Lai et 

al., 2015b). Nesse sentido, o conflito entre aproximação e esquiva é um conceito psicológico 

importante que tem sido extensivamente usado para melhor compreender a emoção (Aupperle 

et al., 2010). O paradigma do LCE é um teste etológico para avaliar o comportamento 

relacionado à ansiedade em roedores. Ao contrário de outros ensaios comportamentais usados 

para avaliar as respostas de ansiedade que dependem da apresentação de estímulos nocivos 

(por exemplo, choque elétrico), que normalmente produzem uma resposta condicionada, o 

labirinto em cruz elevado depende da tendência dos roedores irem para espaços escuros e 

fechados (aproximação) e um medo incondicionado de alturas/espaços abertos (esquiva) 

(Pellow et al., 1985; Walf et al., 2007). Aqui mostramos que o grupo ECV-DP apresentou um 

tempo reduzido gasto nos braços abertos do aparato, indicando assim um efeito ansiogênico 

do protocolo de estresse crônico. Esses achados são corroborados por evidências anteriores de 

que o ECV é capaz de induzir tal comportamento  (Bulos et al., 2015; Vieira et al., 2018). 

Curiosamente, mudanças comportamentais no LCE não foram afetadas pela DH. Nossos 

achados contrastam com um relato recente de que a DH exacerbou o efeito ansiogênico no 

LCE e no teste de campo aberto evocado por um protocolo de ECV (Yang et al., 2016). No 

entanto, outros autores relataram uma ausência de interação entre DH e ECV no 

comportamento semelhante à ansiedade no LCE (Aslani et al., 2015). 

No presente estudo, tanto a DH quanto o ECV isolados, aumentaram a atividade do 

SNS para o coração e diminuíram a sensibilidade do barorreflexo. Além disso, observamos 

uma exacerbação da resposta da atividade simpática cardíaca, bem como um aumento na FC 

basal em animais submetidos ao ECV e DH. Sabe-se, que desequilíbrios no equilíbrio 

autonômico cardíaco e prejuízos na atividade do barorreflexo contribuem para o 

desenvolvimento da hipertensão (Grippo et al., 2003; Grippo, 2009; Hall et al., 2010). Nesse 

sentido, o aumento da PAM nos grupos controle-DH e ECV-DP, possivelmente está 

relacionado às alterações autonômicas e barorreflexas. O grupo ECV-DH também aumentou a 

PAM, embora as mudanças não tenham sido potencializadas pela combinação dos dois 

fatores. Estes resultados, estão de acordo com estudos anteriores que avaliaram o efeito da 

DH ou do ECV de forma independente (Grippo et al., 2003; Grippo, 2009; Duarte et al., 

2015; Speretta et al., 2016b). 

Aumentos na leptina sistêmica e na Ang II, foram observados apenas nos grupos DH, 

e esses efeitos podem estar envolvidos nas respostas cardiovasculares. A leptina ativa o 
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sistema de melanocortina em várias regiões do SNC (Hall et al., 2010; Da Silva et al., 2015) 

aumentando a atividade do SNS (Hall et al., 2010) e diminuindo a sensibilidade do 

barorreflexo (Fardin et al., 2012; Ciriello, 2013). Assim, destacou-se um papel importante da 

leptina no desenvolvimento e manutenção da hipertensão induzida pela obesidade (Hall et al., 

2010; Do Carmo et al., 2016).  

O SRA parece ter um papel primário na hipertensão, principalmente um dos seus 

componentes, a Ang II. Este peptídeo apresenta inúmeros efeitos fisiológicos, dentre eles, a 

vasoconstrição direta devido ao aumento do influxo de Ca2+, a ativação do SNS (Liang et al., 

1978),  e o aumento da secreção de vasopressina, a sede e o apetite ao sódio (Blair-West et 

al., 1998). A importância da Ang II no desenvolvimento da hipertensão associada à 

obesidade, também é clara, uma vez que o antagonista do receptor de angiotensina tipo 1 

(AT1), losartan, é capaz de reverter o aumento da PA induzida por DH (Boustany et al., 

2005). Além disso, foi demonstrado que a Ang II atua nos receptores AT1 no tronco 

encefálico e no núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), aumentando o PAM (Vieira et 

al., 2010; De Kloet et al., 2013; Speretta et al., 2016b; Speretta et al., 2019) e o bloqueio de 

AT1 no núcleo do trato solitário, diminui a PAM e restaura a sensibilidade do barorreflexo em 

ratos alimentados com uma DH (Speretta et al 2019). É importante ressaltar que a barreira 

hematoencefálica parece estar alterada na obesidade (De Kloet et al., 2013), e a Ang II 

sistêmica pode aumentar as respostas do SRA no SNC. Provavelmente, as alterações 

cardiovasculares nos grupos DH podem ter sido influenciadas, ao menos em parte, pela 

atuação sistêmica e central da Ang II.  

A DH também aumentou o tecido adiposo e provocou outras alterações metabólicas, 

como, o aumento dos níveis de glicose no sangue, e alterações no perfil lipídico do sangue e 

do fígado associados ao aumento do tecido adiposo, o que está em linha com estudos 

anteriores (Estadella et al., 2004; Speretta et al., 2012; Speretta et al., 2016b). Sabe-se que o 

acúmulo de gordura, especialmente no tecido adiposo visceral, provoca importantes alterações 

metabólicas, incluindo a liberação excessiva de ácidos graxos livres, que são armazenados em 

outros tecidos, e aumenta a síntese e a secreção de adipocinas pró-inflamatórias pelos 

adipócitos. Essas mudanças estão diretamente associadas ao desenvolvimento de DCV 

(Despres et al., 2006).  

Os aumentos na PAM observados no grupo ECV-DP estão de acordo com estudos 

prévios que também identificaram aumentos na PAM de roedores submetidos ao protocolo 



49 

 

 

ECV (Grippo et al., 2003; Grippo, 2009; Costa-Ferreira et al., 2016). Embora não tenhamos 

encontrado efeito do ECV na FC, observamos um desequilíbrio autonômico cardíaco nesses 

ratos, revelado pelo aumento do tônus do SNS para os vasos e o coração. Em um estudo 

anterior com um protocolo de estresse crônico diferente, uma potenciação de longo prazo foi 

revelada nos gânglios do SNS dos ratos (Alkadhi et al., 2005). Este aumento na eficácia 

sináptica, pode ser um mecanismo subjacente ao aumento do tônus simpático no grupo ECV. 

Encontramos também uma diminuição na atividade barorreflexa no grupo ECV-DP. Assim, o 

comprometimento do barorreflexo induzido pelo ECV provavelmente está relacionado à 

hiperatividade do SNS. Além disso, como dito acima, a associação entre o comprometimento 

da atividade barorreflexa e o aumento do SNS pode explicar, pelo menos em parte, o aumento 

da PAM encontrado nestes ratos. 

O papel da disfunção vascular na fisiopatologia da hipertensão está bem estabelecido 

(Crestani, 2016). No entanto, não observamos qualquer alteração na resposta da pressão 

arterial ao agente vasoconstritor fenilefrina e ao fármaco vasodilatador NPS. Ausência de 

respostas também foi observada anteriormente, onde tanto o ECV (Costa-Ferreira et al., 2016) 

quanto a DH (Fardin et al., 2012) não promoveram alterações na reatividade vascular em 

resposta a agentes vasoativos em ratos. Embora não tenhamos encontrado alterações na 

função vascular, inclusive na concentração de nitrato na aorta, encontramos um aumento na 

LF da PAS, que é um marcador indireto da atividade vascular do SNS (Pagani et al., 1997) 

nos grupos controle-DH e ECV-DH. Portanto, o aumento do tônus vasomotor simpático 

também parece contribuir para o aumento evocado pela DH na PAM. 

 

8.0 CONCLUSÃO 

 

Em resumo, a DH provocou distúrbios metabólicos e alterações endócrinas, que não 

foram afetadas pelo ECV. Por outro lado, os efeitos ansiogênicos evocados pelo ECV não 

foram afetados pela DH. Além disso, tanto a DH como o ECV provocaram várias alterações 

cardiovasculares e autonômicas, incluindo aumento da pressão arterial, aumento da atividade 

vascular e cardíaca do SNS e comprometimento do barorreflexo. Sinergismo relevante entre 

DH e ECV foi identificado na resposta do SNS cardíaco, bem como nos valores basais da FC, 

o que pode aumentar o risco de DCV. Os mecanismos de alterações cardiovasculares 

evocadas pelo ECV parecem ser proeminentemente mediados por mecanismos neurogênicos, 
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por meio de alterações autonômicas e barorreflexas, enquanto que a DH evoca alterações 

cardiovasculares por mecanismos neurais e neuroendócrinos. Em conjunto, esses dados 

indicam que o consumo de uma dieta hiperlipídica associada ao estresse emocional, aumenta 

o risco de DCV, mas sem afetar a ansiedade evocada pelo ECV e as alterações metabólicas e 

endócrinas relacionadas à DH. 

 

9.0 DESDOBRAMENTOS DO ESTUDO 

 

De maneira geral, nossos dados demonstram de forma consistente, um forte 

componente neurogênico e endócrino, no desenvolvimento das alterações cardiovasculares 

induzidas pelo estresse crônico e/ou DH, no entanto, ainda há lacunas a serem esclarecidas, 

tais como: a realização de uma análise do SNC, através de uma imunohistoquímica para 

identificação de uma possível hiperativação dos neurônios adrenérgicos, de áreas como o 

núcleo paraventricular do hipotâlamo, em resposta ao estresse e/ou DH. Outro desdobramento 

a ser respondido é a investigação dos efeitos do estresse agudo em ratos alimentados com uma 

DH, e se estes são similares ou mediados pelos mesmos mecanismos dos efeitos 

cardiovasculares do ECV. Do ponto de vista translacional, mais estudos são necessários, 

entretanto, é facilmente reconhecido que o estilo de vida moderno, está fortemente associado 

ao aumento da obesidade e do estresse psicológico, dessa forma, é de trivial importância, uma 

melhor compreensão dos mecanismos por de trás desses fatores, seus efeitos, e possíveis 

intervenções como opções de tratamento, já que, doenças cardiovasculares ainda são as 

principais causas de morte no mundo.   
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