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RESUMO

O organismo esta sujeito a diversos estimulos estressantes que afetam
processos fisiolégicos. Embora as alteracGes de presséo arterial e frequéncia
cardiaca sejam comuns frente a exposi¢cdo ao estresse, elas podem variar de
acordo com os diferentes estressores, tipo de estresse, duracao, frequéncia e
intensidade do estimulo aversivo utilizado. O estresse € capaz de alterar em
animais a regulacdo autonémica e reflexos respiratorios, como a atividade do
barorreflexo, quimiorreflexo e variabilidade da frequéncia cardiaca. Além disso,
0 estresse também é capaz de alterar o comportamento, que sao melhorados
com o0 uso de antidepressivos, como a fluoxetina. Nesse sentido, o presente
estudo teve como objetivo avaliar se 0 mesmo tipo de estressor (homotipico)
ou diferentes estressores (heterotipico) modulam as respostas
cardiovasculares e respiratérias ativadas pelo barorreflexo e quimiorreflexo,
respectivamente, além da variabilidade da frequéncia cardiaca. Além disso,
verificar se o tratamento com crénico ou agudo com fluoxetina é capaz de
prevenir as alteracdes ocasionas pelo estresse cronico. Para isto, foram
utilizados ratos Wistar, pesando entre 350 a 500g que foram submetidos ao
estresse croénico repetido (ECR, homotipico) ou estresse crénico variado (ECV,
heterotipico) durante 14 dias consecutivos. Sete dias antes do inicio dos
protocolos de estresse cronico foi iniciado o tratamento com fluoxetina agudo,
onde os animais s6 receberam fluoxetina no dia do experimento ou crénico, em
gue os animais receberam fluoxetina todos os dias até o dia do experimento,
completando 21 dias de tratamento. Os animais ECR e ECV apresentaram
uma menor preferéncia por sacarose, demonstrando comportamento de
anedonia, que foi prevenida com o tratamento crénico com fluoxetina.
Adicionalmente, ambos o0s protocolos de estresse demonstraram uma
tendéncia ao aumento nos niveis de corticosterona basais, no entanto 0s
resultados nao foram significativos. Ambos 0s grupos de estresse cronico
também apresentaram uma diminuicdo no peso corporal, entretanto os animais
do grupo controle e ECR tratados cronicamente com fluoxetina apresentaram
uma diminui¢do pronunciada do peso corporal quando comparados com seus

controles. O ECR aumentou os componentes taquicardico e bradicardico do
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barorreflexo, adicionalmente, o tratamento cronico com fluoxetina preveniu o
aumento dos componentes simpatico e parassimpatico do barorreflexo, porém
induziu a reducéo desses componentes no grupo controle. O tratamento agudo
com fluoxetina diminuiu apenas o componente bradicérdico de todos os grupos
estressados e controle. Ambos os protocolos de estresse cronico promoveram
uma diminuicdo na modulacdo simpato-vagal e no ganho do barorreflexo
espontaneo, indicando uma hiperatividade simpatica, que foi reduzida pelo
tratamento cronico e agudo com fluoxetina. Entretanto o tratamento agudo
aumentou o numero de sequéncias barorreflexas do tipo UP (aumentos
sucessivos de pressao arterial). O ECR e ECV também atenuaram a magnitude
da resposta pressora frente a ativacdo do quimiorreflexo, que foi prevenida com
ambos os tratamentos com fluoxetina. Os protocolos de estresse diminuiram os
parametros basais de ventilagdo minuto (Ve), volume corrente (V1) e aumentou
a frequéncia respiratéria (fr), além de aumentar a magnitude da frequéncia
respiratéria frente (Afr) a ativacdo do quimiorreflexo. No mesmo sentido, 0s
tratamentos com fluoxetina aumentaram a magnitude da Afr, porém apenas o
tratamento cronico com fluoxetina preveniu as alteragbes no parametros basais
respiratérios de Vt e fr. Os achados do presente estudo demonstram que o
estresse crénico provoca comportamento do tipo depressivo, além de alterar as
respostas autondémicas de barorreflexo e quimiorreflexo e variabilidade
cardiocirculatéria (PAS e IP), o que pode desencadear patologias no sistema
cardiovascular e respiratério. Adicionalmente, nosso trabalho é um dos
primeiros a demonstrar que o tratamento cronico com fluoxetina previne a
maioria das alteracbes ocasionadas pelo estresse cronico frente a essas

alteracOes autondmicas.
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Abstract

ABSTRACT

The body is submitted to various stressful stimuli that may affect many
physiological processes. Although blood pressure and heart rate oscilations are
common during exposure to stress, they can vary according to the different
stressors type, duration, frequency and intensity of the aversive stimulus.
Several studies suggest that stress can alter the autonomic regulation and
respiratory reflexes, such as the baroreflex, chemoreflex activities and heart
rate variability. In addition to cardiovascular disorders, chronic stress can also
induce behavioral changes that are similar to depression in humans and are
reversed by antidepressants, such as fluoxetine. In this way, the present study
aimed to assess whether the same type of stressor (homotypic) or different
stressors (heterotypic) are able to alter cardiovascular and respiratory
responses activated by baroreflex and chemoreflex, respectively. We also
aimed to verify the heart rate variability and if the chronic treatment with
fluoxetine is able to prevent occasional alterations by chronic stress. For this
purpose, male Wistar rats were used, weighing between 350 -500g. They
underwent repeated chronic stress (RCS, homotypic) or unpredictable chronic
stress (UCS, heterotypic) for 14 consecutive days. Seven days before starting
the stress protocols was started the chronic or acute treatment with fluoxetine,
until the day of the experiment, completing 21 days of treatment. The RCS and
UCS animals have a lower preference for sucrose, demonstrating anhedonia
behavior, which was prevented by chronic treatment with fluoxetine.
Additionally, both stress protocols showed a tendency to increase basal levels
of corticosterone, but the results were not significant. Our results showed that
both stress groups have a decrease in body weight, however the control
animals and RCS chronically treated with fluoxetine showed a marked decrease
in body weight compared to their controls. The RCS increased tachycardia and
bradycardia baroreflex components, however chronic treatment with fluoxetine
prevented the increase of the sympathetic and parasympathetic components of
the baroreflex, but induced a reduction of these components in the control

group. Acute treatment with fluoxetine only decreased bradycardic component
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of all stressed and control groups. Both chronic stress protocols showed a
decrease in sympathovagal modulation and spontaneous baroreflex gain,
indicating a sympathetic hyperactivity that was decreased by chronic and acute
treatment with fluoxetine. Acute fluoxetine treatment increased baroreflexs
sequences up. The RCS and UCS also attenuated the magnitude of pressor
response, which was prevented by both treatments with fluoxetine. Stress
protocols decreased the baseline parameters of Ve, Vt and increased fr, and
increase the magnitude of the respiratory frequency (Afr) by chemoreflex
activation. Both treatment with fluoxetine further increased the magnitude of
Afr, but only chronic treatment with fluoxetine prevented the alterations in
respiratory baseline parameters Vt and fr. The findings of this study
demonstrate that chronic stress causes the depressive-like behavior, and
change the autonomic responses of baroreflex and chemoreflex and
cardiocirculatory variability (PAS and IP), which can trigger diseases in the
cardiovascular and respiratory system. In addition, our work is one of the first to
show that chronic treatment with fluoxetine prevents most of the changes

caused by chronic stress face these autonomic changes.
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1. INTRODUCAO

O termo estresse foi definido inicialmente por Seyle (1976) como sendo
uma resposta ndo especifica do organismo a qualquer fator que coloque em
risco a homeostase do individuo. Constantemente o organismo esta sujeito a
diversos estimulos estressantes que afetam iniUmeros processos fisioldgicos
(Marin et al., 2007). De acordo com Nakata et al., (1993) o estresse altera o
sistema imunoldgico, sistema endocrino, sistema nervoso central, além de
alterar respostas cardiovasculares, tais como presséo arterial (PA) e frequéncia
cardiaca (FC).

No entanto, embora as alteracbes de PA e FC sejam comuns frente a
exposicdo ao estresse, elas podem variar de acordo com diferentes
estressores (Crestani et al., 2010c). Devido a isto, varios estudos realizados em
humanos e animais tém apontado associacdo entre estresse, arritmias
cardiacas e hipertensado (Grippo et al., 2002, 2008) e sugerem que estressores
ambientais podem influenciar a regulacdo autondmica e patogénese das
doencas cardiovasculares (Carpeggiani and Skinner, 1991). Sendo assim,
varios estudos em modelos animais propdem que as alteracdes fisiologicas
decorrentes a exposicdo ao estresse dependem de fatores tais como tipo do
estresse, duracdo, frequéncia e intensidade do estimulo aversivo ao qual o
animal é submetido (Natelson et al., 1988, Aguilera, 1998, Jankord and
Herman, 2008).

Neste sentido, os estudos realizados tém utilizado diferentes protocolos
de estresse psicolégico, dentre os quais se destacam o estresse cronico

variado (ECV), onde os animais s&o submetidos a diferentes estressores, ou
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estresse cronico repetido (ECR), onde os animais sdo submetidos a um mesmo
tipo de estressor (Magarinos and McEwen, 1995, Grippo et al., 2002, Ulrich-Lai
and Herman, 2009). Entretanto, trabalhos mais recentes tém demonstrado que
o ECR e o0 ECV em ratos afetam de maneiras diferentes o comportamento,
peso corporal e secrecdo de corticosterona plasmatica (Marti et al., 1994, Ortiz
et al., 1996, Marin et al., 2007).

A exposicdo ao estresse cronico é conhecida por alterar os mecanismos
basicos da resposta ao estresse. Marti et al., (1994) demonstraram que a
exposicao crénica ao estresse diminui o peso, ingestdo de alimentos e
involucdo de alguns 6rgdos como timo, baco e ganglios linfaticos. No mesmo
sentido, Ortiz e colaboradores., (1996) relataram que animais expostos ao
ECV, quando comparado com animais submetidos ao ECR apresentaram uma
reducdo mais pronunciada no ganho de peso.

Sabe-se que uma das principais respostas enddcrinas ao estresse é dada
através da ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), o que resulta
em um rapido aumento de glicocorticéides circulantes (Aguilera, 1998, Levine,
2005). O estresse fisiologico, ou psicolégico, ativa o eixo HPA, tendo como
resultado a liberagdo do horménio liberador de corticotrofina através do
hipotalamo na circulagdo hipotalamo-hipofisaria, estimulando dessa forma a
liberacdo do horménio adrenocorticotropico pela pituitaria para a circulacao
geral, este por sua vez, estimula a liberacdo sistémica de glicocorticoides pelo
cortex da glandula supra-renal (Kolber et al., 2008, Myers et al., 2014).

Os glicocorticoides tém como funcdo preparar o organismo para desafios
fisiologicos ou ambientais e sdo importantes para a consolidacdo da resposta
ao estresse (Peeters and Broekkamp, 1994). No entanto, o estresse intenso ou
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exagerado pode tornar o eixo hiperreativo, com prejuizos potenciais ao
organismo (Huether et al., 1999). As mudancas ocasionadas pelo estresse
cronico nas respostas fisiolégicas e comportamentais podem estar
relacionadas a adaptacbes do eixo HPA. Essas adaptacdes, em roedores
podem ser monitoradas através da dosagem dos niveis de corticosterona em
resposta ao estresse (Magarinos and McEwen, 1995).

Segundo Cruz et al., (2012) o ECV e o ECR provocam diferentes efeitos
sobre a atividade do eixo HPA. Por exemplo, animais que sdo submetidos ao
ECR apresentam uma habituacdo na liberacdo de corticosterona quando séao
desafiados novamente por uma exposicdo aguda frente ao estresse de
restricdo (Cruz et al.,2012). No entanto, animais que passaram pelo ECV
apresentam maior aumento dos niveis de corticosterona quando o0s animais
Sd0 expostos novamente a uma sessdo de estresse agudo de restricdo
(Magarinos and McEwen, 1995, Gadek-Michalska and Bugajski, 2003).

De acordo com Herman, (2013) o efeito do estresse crbnico é capaz de
gerar um processo de habituacdo, o que diminui as respostas do eixo HPA
ap0s a exposicdo repetida ao mesmo tipo de estressor. Por sua vez, a
exposicdo ao estresse imprevisivel, como no caso do ECV, provoca uma
sensibilizacdo do eixo HPA em respostas aos novos estressores, provocando
dessa forma um aumento significativo da secrecao de glicocorticéides (Jankord
et al., 2011, Flak et al., 2012). Quando ocorre uma ativacdo crénica do eixo
HPA, acontecem modificacbes fisiologicas, resultando em hipertenséo,
imunossupressao, e alteracdes comportamentais (McEwen, 2000, McEwen et

al., 2012).
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Além das alteracdes cardiovasculares, o estresse cronico também pode
desempenhar um papel importante na alteracdo do comportamento em
animais, conhecido como anedonia (diminuicdo ou auséncia da capacidade de
sentir prazer), semelhante a depressdao em humanos (Willner et al., 1992). A
depressdo € evidenciada com um fator de risco significativo para eventos
cardiacos recorrentes em doentes com doenca arterial coronariana
estabelecida, além disso, a maioria dos pacientes que morrem de enfarte do
miocardio, de 20% a 50% tém associacdes anteriores de depresséo (Glassman
and Shapiro, 1998). Nesse sentido, a maior parte dos modelos animais de
depressdo sao induzidos pela exposicdo incontrolavel ao estresse. Essa
exposicdo ao estresse gera uma mudanca de comportamento que sao
atenuadas pela utilizacdo de antidepressivos, como a fluoxetina que € um
inibidor da recaptacdo de serotonina (SSRIs) (Willner, 1990). Entretanto,
algumas evidéncias sugerem gue 0s SSRIs estdo associados com efeitos
cardiovasculares secundarios (Pacher and Kecskemeti, 2004).

Alguns estudos demonstram que a fluoxetina, bem como outros SSRIs,
podem alterar os potenciais de membrana e canais de ions em células
cardiacas e vasculares (Ungvari et al., 2000, Pacher and Kecskemeti, 2004).
Embora alguns estudos tenham investigado o efeito do tratamento crénico com
fluoxetina nas respostas cardiovasculares ao estresse, 0s resultados sao
contraditorios (Grippo et al., 2006, Roche et al., 2007) em virtude dos diferentes
estressores e da duracao do estresse empregado (McDougall et al., 2005).

Sendo assim, sabe-se que a ligagao entre a depressao e a alteracoes
cardiovasculares pode ser mediada em parte por mecanismos autbnomos que
contribuem para a regularizacdo da fungao cardiovascular (Grippo et al., 2008).
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Sabe-se, ainda, que o estresse pode levar a alteracdes no sistema circulatorio,
dependendo do tipo de estressor envolvido (Esch et al., 2002), uma vez que a
exposicao ao estresse provoca o0 aumento da PA e da FC (Irvine et al., 1997,
Barres et al., 2004, Carrive, 2006, Tavares and Correa, 2006). Adicionalmente,
alteracbes cardiovasculares provocadas por pelo estresse cronico sao
seguidas por alteractes da atividade do barorreflexo (Duarte et al., 2015a)

O barorreflexo € um dos mecanismos neurais responsaveis pelo ajuste
em curto prazo da PA através da modulacdo de atividades simpatica e
parassimpatica para o sistema cardiovascular, influenciando FC e resisténcia
vascular (Huang et al., 2010). Os barorreceptores estdo presentes em
terminacBes nervosas encontradas no seio carotideo e no arco adrtico que
respondem a alteracdes na pressao arterial (Papademetriou et al., 2011). Estes
receptores sao capazes de responder ao estiramento arterial, pois possuem
canais ibnicos sensiveis a estimulos mecénicos, conhecidos como “degenerin/
epithelial Na* channels” (DEG/ENaC). Estes canais sdo permeaveis a ions,
devido a isto permitem o influxo de sédio e célcio, causando a despolarizacéo
da membrana (Drummond et al., 2001, Papademetriou et al., 2011).

Com o aumento da pressao arterial, ocorre uma distenséo da parede dos
vasos do seio carotideo e arco aédrtico, promovendo assim a ativacdo dos
canais DEG/ENaC e a geracdo de potenciais de acdo. Esses impulsos
nervosos sao conduzidos pelos nervos sinusal e depressor adrtico até o nucleo
do trato solitario (NTS), localizado no bulbo (Papademetriou et al., 2011). O
NTS é responsavel por estimular os nucleos ambiguo e dorsal do vago, que
sdo locais que possuem corpos celulares de neurdnios pré-ganglionares

parassimpaticos. Além disso, o NTS também & responsavel por enviar
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projecdes excitatérias para bulbo ventrolateral caudal (CVLM) induzindo assim
a liberacdo de &cido gama-aminobutirico (GABA), um neurotransmissor
inibitério, no bulbo ventrolateral rostral (RVLM), o qual envia projecfes para
neurénios pré-ganglionares simpaticos (Averill and Diz, 2000). Desta forma,
ocorre a reducédo da atividade simpatica e aumento do ténus vagal sobre o
coracao e vasos sanguineos, reduzindo dessa maneira a frequéncia cardiaca,
0 retorno venoso e a resisténcia periférica total, contribuindo assim para a
diminuicao da pressao (Michelini and Morris, 1999).

No entanto, quando ocorre a diminuicdo da PA a frequéncia de disparo de
potenciais de acdo para o NTS é diminuida, desta forma, ocorre um menor
estimulo dos neurdnios parassimpaticos nos nucleos ambiguo e dorsal do
vago, bem como uma diminuicdo da liberacdo de GABA no RVLM (Albaghdadi,
2007). Com isso, ocorrera 0 aumento do tbnus simpatico, e diminuicdo da
atividade parassimpdética. O resultado disso sera o aumento da FC e da
resisténcia vascular periférica, elevando a pressao arterial. (Albaghdadi, 2007).

Segundo Sved and Gordon, (1994), quando os barorreceptores detectam
alteracdes na PA, informacfes séo direcionadas ao sistema nervoso central
acerca dos niveis sistémicos de pressédo arterial, levando a respostas reflexas
de resisténcia periférica e FC, com o objetivo de manter a pressao arterial com
pequenas variacfes. Assim, o0 aumento da PA ativa barorreceptores,
aumentando a atividade parassimpatica cardiaca e diminuindo a atividade
simpatica (Michelini, 1994).

Crestani e colaboradores, (2010) demonstram que em ratos o0 estresse
agudo por restricdo foi capaz de aumentar o ganho da resposta taquicardica do
barorreflexo e diminuir a magnitude da resposta bradicardica, sugerindo um
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aumento da atividade simpatica (Crestani et al., 2010c). Além disso, Grippo et
al., (2008) demonstraram que ratos adultos expostos ao ECV apresentaram
reducdo na resposta do barorreflexo induzida por diminuicdo da pressao
arterial.

Segundo Engi et al.,(2012) o prejuizo da atividade do barorreflexo pode
contribuir para a patogénese de varias doencas cardiovasculares. Nesse
contexto, a reversdo eficiente de mudancas autondmicas provocadas pelo
estresse é importante para reduzir as chances de patologias que em longo
prazo podem induzir alteracdes cardiovasculares (Crestani et al., 2010c).

Existem relatos na literatura que a fluoxetina reduz a presséao arterial em
ratos hipertensos (Fuller et al.,, 1979), entretanto, segundo Crestani et al.,
(2011), ratos normotensos submetidos ao tratamento cronico com fluoxetina
desenvolvem uma hipertensdo leve. Adicionalmente, Crestani et al., (2011)
relatam que o tratamento cronico com fluoxetina inibe o componente simpatico
da atividade do barorreflexo e facilita o componente parassimpatico da
atividade do barorreflexo.

Diante disso, observa-se que sistema nervoso autbnomo (SNA) € muito
importante na regulacdo dos processos fisioldgicos, além de ser responsavel
em grande parte pelo controle do sistema cardiovascular (Aubert et al., 2003),
desempenhando dessa forma um papel essencial no controle da PA e FC
(Julius, 1991). Sendo assim, uma das formas que vem sendo bastante
utilizadas para se avaliar o SNA é o estudo da variabilidade da frequéncia
cardiaca (HRV). A FC varia batimento a batimento como resultado das
adaptacdes promovidas pelo SNA para a manutencdo do sistema
cardiovascular (Malik and Camm, 1995). Estudos sugerem gue alta HRV é sinal
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de boa adaptacao, entretanto baixa HRV é frequentemente um indicador de
adaptacao anormal e insuficiente do SNA (Pumprla et al., 2002).

Uma das formas de analise da HRV se da através do dominio da
frequéncia, como por exemplo, na analise espectral (Prado, 2005). A andlise
espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca € um método simples néo
invasivo para a quantificacdo da atividade do sistema nervoso auténomo
através da identificacdo de valores sucessivos de FC, intervalo de pulso (IP) e
PA, de oscilacBes ritmicas em diversas frequéncias, que podem refletir a
modulacdo parassimpatica ou simpatica sobre o sistema cardiovascular
(Akselrod et al., 1981, Task Force, 1996). Dessa forma, 0s componentes no
dominio da frequéncia sdo: componente de alta frequéncia (High Frequency-
HF), com variacdo de 0,75 a 3,00 Hz, que corresponde a modulacdo
respiratoria e € um indicador da atuacdo do nervo vago sobre o coracao e
componente de baixa frequéncia (Low Frequency-LF), com variacéo entre 0,20
e 0,75 Hz, através da modulacdo vagal e simpatica sobre o coracdo, com
predominéancia do simpatico.

Recentemente, varios estudos em ratos tém investigado a os efeitos da
exposicdo ao estresse repetido sobre a regulacdo autondémica cardiaca
(Carnevali and Sgoifo, 2014). Segundo Duarte et al., (2015a) a exposi¢do ao
ECV e ndo ao ECR de ratos, aumentou o componente oscilatorio de LF do IP.
No entanto, em outro estudo, ratos que foram estressados sub-cronicamente (5
dias de choques nas patas) apresentaram um aumento no ténus vagal de
descanso (Carnevali et al., 2011).

Essas alteragbes na HRV cardiaca também sdo observadas em modelos
animais de depressdo, como por exemplo, no modelo de derrota social, que é
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um modelo onde um animal intruso é introduzido diariamente na home cage de
animais socializados previamente Wood et al.,(2012). Em seus estudos, o0s
ratos foram expostos a sete dias consecutivos de derrota social apresentando
sintomas de um estado de tipo depressivo. Quarenta e oito horas apés a ultima
sessdo de estresse, 0s ratos apresentaram reducdo da HRV e sinais de
predominio da modulacdo simpatica. Segundo Grippo et al.,(2006) essa
modulacdo anormal da FC no repouso pode ser parcialmente abolida pelo
tratamento crénico com fluoxetina.

Sugere-se entdo que o estresse cronico é um fator de risco estabelecido
para o coracao e que individuos cronicamente estressados séo frequentemente
caracterizados por anomalias na regulacdo autondmica do coracao, tais como
tbnus vagal reduzido e simpéatico elevado, que, por sua vez, podem induzir
taquicardia, reducdo da HRV e alteracdo da funcédo do reflexo barorreceptor
(Rozanski et al., 1999, Barton et al., 2007)

Outra técnica que vem sendo bastante estudada relacionada a atividade
autonémica é a sensibilidade dos barorreceptores (SBR) por meio do método
de sequéncia. Em seus estudos, Duarte et al., (2015b) observou que animais
adolescentes que sao submetidos ao ECR apresentaram um aumento no
namero de sequéncias barorreflexas UP através da SBR. E esse aumento da
atividade do barorreflexo tem sido relacionado a hiperatividade do ténus
simpatico e reducdo da modulacdo parassimpatica para o coracdo (Grassi et
al., 2004).

Além do barorreflexo, outro importante reflexo autondémico é o
quimiorreflexo (Fitzgerald, 2000), um importante mecanismo neural que esta
envolvido no controle cardiovascular e respiratério. Este mecanismo age
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integralmente junto com outros mecanismos de controle neural, como o
barorreflexo arterial, com o objetivo de garantir a homeostase (Freet et al.,
2013a).

Importantes agentes do quimiorreflexo sdo 0s quimiorreceptores
periféricos e centrais que monitoram as concentracdes de oxigénio e gas
carbbnico presentes no sangue (Freet et al.,, 2013a). Os quimiorreceptores
periféricos  respondem  primariamente a  hipdxia, entretanto, 0s
quimiorreceptores centrais respondem a hipercapnia (Freet et al., 2013a). Os
quimiorreceptores periféricos localizam-se nos corpos carotideos e aértico e
enviam aferéncias para o centro respiratorio no bulbo, mais especificamente o
NTS (Lugliani et al., 1971). Estes sdo formados por células quimiossensiveis
gue sao responsaveis por detectar variagcdes da pressao parcial de oxigénio
(PO2) através de um mecanismo que envolve a elevacdo da concentracéo de
calcio intracelular perante mudancas na atividade mitocondrial (Duffin, 2010)

Durante situacGes de hipoxia aguda, ocorre a ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos, o que leva a ajustes respiratérios, que tém a
funcdo de restaurar os niveis de oxigénio aos niveis normais. Estas situacdes
de hipdxia podem ser mimetizadas experimentalmente através da injecéo
intravenosa de baixas doses de cianeto de potassio (KCN) (Barros et al., 2002).
O KCN é uma droga capaz de estimular o quimiorreflexo devido a sua
interferéncia na utilizacdo do oxigénio pelos tecidos, pois inibe a acdo da
enzima citocromo-oxidase da cadeia respiratoria. Desta forma, produz-se um
déficit energético celular associado a indisponibilidade de oxigénio,
promovendo hipdxia citotoxica, levando, portanto, a ativagdo dos
guimiorreceptores periféricos (Biscoe et al., 1969). As respostas fisioldgicas a
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ativacdo dos quimiorreceptores periféricos com administracdo sistémica KCN
sdo caracterizadas por um aumento da frequéncia respiratéria (fr) da PA e
diminuicdo da FC (Franchini and Krieger, 1992).

A ativacdo dos quimiorreceptores periféricos gera impulsos que sao
conduzidos pelos nervos vago e glossofaringeo para o bulbo, onde os terminais
aferentes realizam a primeira sinapse na regido comissural do nucleo do trato
solitario (cNTS) (Paton et al., 2001). Alguns estudos sugerem que existe uma
importante via que compde a resposta simpatoexitatéria do quimiorreflexo
devido a existéncia de projecbes diretas do NTS para a éarea bulbar
ventrolateral rostral (RVLM) (Sequeira et al., 2000, Freet et al., 2013b). Além
disso, outros estudos demonstram que diferentes sub-regiées do NTS contém
terminais serotoninérgicos (Steinbusch, 1981, Maley and Elde, 1982). Dessa
forma, existem muitos trabalhos na literatura que estabelecem uma relacéo
entre o papel fisiolégico dos quimiorreceptores periféricos com a os ajustes
ventilatorios (Heymans and Bouckaert, 1930, Dalymde et al., 1965) e
cardiovasculares (Franchini and Krieger, 1993, Marshall, 1994, Haibara et al.,
1995), com o objetivo de garantir uma perfusdo sanguinea adequada para 0s
tecidos dentro dos niveis normais.

Alguns estudos demonstram que o0 estresse interfere na atividade
respiratoria e que a exposi¢cao ao estresse no inicio da vida altera a trajetoria
de desenvolvimento do sistema de controle respiratério (Bavis and Mitchell,
2008, Cayetanot et al., 2009). De acordo com Genest et al., (2004) animais
previamente separados de suas mées no inicio da vida apresentam alteracdes
ventilatérias como alteracdo do volume por minuto (Ve) e alteracdes
cardiovasculares como, por exemplo, aumento da PA. Estudos também relatam
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gque animais submetidos ao estresse neonatal apresentam alteracdes
respiratorias e cardiovasculares semelhantes a pacientes que possuem
sindrome obstrutiva do sono, além de se tornarem mais sensiveis a ativacédo do
quimiorreflexo (Genest et al., 2004, Gulemetova et al., 2013).

Sendo assim, observa-se que existe uma ligacdo entre o estresse,
alteracdes cardiovasculares e respiratoria e, como citado anteriormente,
animais que sao submetidos ao estresse cronico apresentam comportamento
do tipo depressivo, que sdo revertidos com o uso de inibidores da recaptacéo
de serotonina (Willner et al., 1992). Baseado nisso, sabe-se que a serotonina
(5-HT) desempenha um papel fundamental no controle da respiracéo (Bianchi
et al., 1995) e que regides do cérebro e bulbo estdo envolvidas com o controle
respiratorio por receber entradas serotoninérgicas principalmente a partir dos
ndcleos da rafe (Li et al., 1993). A maioria dos neurbnios presentes nesses
ndcleos sédo heterogéneos, no entanto o principal tipo celular € serotoninérgico
(Mason et al., 2007). Alguns estudos indicaram que uma grande parte das
projeces de neurdnios serotoninérgicos que saem dos nucleos da rafe
medulares para o NTS se origina no nucleo obscuros da rafe (ROB) (Thor and
Helke, 1987, 1989). Existem também evidéncias de que NTS contém a maioria
dos subtipos de receptores 5-HT (Pazos et al., 1985, Manaker and Verderame,
1990).

Adicionalmente, os receptores 5-HT3, os quais sdo predominantemente
localizados pré-sinapticamente em aferentes sensoriais vagais hao-
cardiovasculares (Pratt and Bowery, 1989, Merahi et al., 1992), desempenham
um papel importante no controle neural funcdo cardiaca. Segundo Kinkead et
al., (2001), os neurbnios do rafe caudal sdo ativados durante situagbes de
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hipoxia, e liberam 5HT na vizinhanca das fibras respiratérias. Alguns estudos
demonstram que alteracdes respiratérias também podem ser induzidas pela
administracdo de SSRIs, como no caso da fluoxetina. Segundo Annerbrink et
al., (2010), a administracdo subcronica de fluoxetina aumenta a fr. Em seus
estudos Taylor et al.,, (2004) demonstraram um aumento da resposta
ventilatoria a hipercapnia apos tratamentos de microdialise com a fluoxetina.

Sendo assim, varios estudos em animais demonstram o efeito do estresse
neonatal sobre a atividade do quimiorreflexo, porém, ainda ndo ha relatos na
literatura quanto ao efeito do estresse crénico sobre a modulacéo deste reflexo.
Além disso, alguns estudos demonstram alteracdes respiratorias a hipercapnia
relacionadas com o tratamento de fluoxetina, porém pouco se sabe sobre seu
efeito sob os parametros ventilatorias a hipoxia em condicbes de estresse
cronico.

Diante disso, ha caréncia na literatura quanto aos efeitos ECR e ECV
sobre as respostas cardiovasculares e respiratorias ativadas pelo barorreflexo
e quimiorreflexo, bem como o efeito do tratamento crénico e agudo com
fluoxetina sobre essas respostas.

Sendo assim, a hipotese desse estudo é que o ECR e ECV apresentem
efeito sobre as respostas cardiovasculares ativadas pelo barorreflexo, sobre a
variabilidade da frequéncia cardiaca, e sobre as respostas cardiovasculares e
ventilatorias ativadas pelo quimiorreflexo; além disso, é possivel que o
tratamento com fluoxetina seja capaz de prevenir as alteragbes

cardiovasculares e ventilatérias provocadas pelo estresse crénico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos do estresse cronico repetido e variado na modulagao

das respostas cardiovasculares e ventilatorias ativadas pelo barorreflexo e

quimiorreflexo.

2.2 Objetivos Especificos:

Avaliar se 0 ECR ECV é capaz promover alteracdes nos parametros
basais de PAM e FC e corticosterona plasmatica.

Investigar os efeitos do ECV e do ECR sobre a magnitude das
respostas simpaticas e parassimpaticas do barorreflexo.

Avaliar a variabilidade do intervalo cardiaco e da PAS, avaliada no
dominio da frequéncia pela andlise espectral, por meio da
Transformada Rapida de Fourier

Analisar a SBR, avaliada no dominio do tempo por meio do Método
da Sequéncia

Avaliar os efeitos do ECV e ECR sobre as respostas evocadas
perante a ativacdo do quimiorreflexo

Avaliar o efeito da administracdo cronica e aguda de fluoxetina sobre
o barorreflexo, a variabilidade da frequéncia cardiaca e o

guimiorreflexo de ratos submetidos aos protocolos de ECR e ECV.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso variando de 320g a
550g. Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da
Universidade de Sdo Paulo- Ribeirdo Preto (USP). Os animais foram mantidos
em caixas coletivas, com livre acesso a agua e alimento, em condi¢cdes
controladas de temperatura (23 = 2°C) e luz (ciclo 12/12 horas).

Os procedimentos experimentais desenvolvido nesse estudo foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto sob niumero de protocolo 175/2014.

3.2 Protocolos de estresse crdnico

Nesse estudo, grupos de animais independentes foram submetidos a
dois tipos de estresse cronico: ECV e ECR. Os protocolos tiveram inicio com
sete dias de diferenca, de forma que o0s experimentos realizados com o0s
respectivos grupos também respeitaram este intervalo. Os animais controle
foram mantidos no biotério do laboratério do departamento de farmacologia
FMRP-USP pelo mesmo periodo que os animais submetidos ao estresse
cronico, porém nao foram perturbados, exceto no periodo de limpeza das
caixas que foi realizado todos os dias pela manha. Os animais foram divididos

em trés grupos: Controle, ECR e ECV.
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3.2.1 Estresse por restricao repetido

Os animais foram contidos em tubos cilindricos plasticos com 17 cm de
comprimento e 7,5 cm de largura durante 14 dias consecutivos. Todas as
sessfes diarias tiveram inicio as 10 horas da manhd e cada sessédo de

estresse teve um periodo de duracéo de 1 hora.

3.2.2 Estresse cronico variado

O estresse cronico variado, modificado de Ortiz et al., (1996), foi
realizado mediante a exposicdo diaria a diferentes estressores, alternando os
estressores, durante 14 dias consecutivos (Marin et al., 2007, Cruz et al.,
2012). Tabela 1 apresenta o protocolo completo do estresse crénico variado

empregado.

3.3 Tratamento com fluoxetina

Os animais foram divididos em nove grupos: (1) controle + veiculo; (2)
ECV + veiculo; (3) ECR + veiculo, onde os animais receberam todos os dias
por via intraperitoneal (ip), administracdo de veiculo (solucgéo fisiolégica 0,9% +
Tween-80, 1 mL / kg) durante 21 dias; (4) controle + fluoxetina ; (5) ECV +
fluoxetina; (6) ECR + fluoxetina, que receberam i.p. diariamente administracao
de fluoxetina (10 mg / kg) durante 21 dias; a (7) controle + fluoxetina; (8) ECR +
fluoxetina; (9) ECV + fluoxetina, que receberam todos os dias por via

intraperitoneal (ip), administragéo de veiculo solugéo fisiologica 0,9% + Tween-
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80, 1 ml / kg) durante 20 dias e no ultimo dia foi realizado a administracdo de
fluoxetina (10 mg/kg). Todos os tratamentos tiveram inicio 7 dias antes dos

protocolos de estresses.
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Tabela 1: Protocolo de estresse cronico no qual os animais foram submetidos

durante um periodo de 14 dias.

Dia Tipo de estresse e cronograma
1 10:00h restricao, 60 min; 19:00h serragem Umida durante a noite
> 15:00h, frio (4°C) e isolamento por 60 min; 19:00 h, as luzes acesas durante a noite
3 12:00h, luzes apagadas por 180 min; 15:00 h, nado forgado por 4 min
07:30h, serragem Umida durante todo o dia; 19:00h, privacdo de alimento/agua durante a
4 noite
5 13:00 h, nado for¢ado por 3 min; 19:00 h, isolamento durante a noite
6 14:00 h, frio (4 ° C) e isolamento por 15 min; 15:00 h, luzes apagadas por 120 min
7 19:00 h, serragem Umida e luz acesa durante a noite
8 19:00 h, isolamento e privacao de alimentos/agua durante a noite
9 16:00 h, estresse por restricdo por 60 min; 19:00 h, as luzes acesas durante a noite
10 09:00 h, nado for¢cado por 4 min; 10:00 h, estresse por restricdo por 60 min
15:00h, frio (4°C) e isolamento por 60 min; 19:00 h, privagdo de agua/alimento durante a
11  noite
12 10:00h restrigdo, 60 min; 19h, serragem Umida durante a noite
07:30h, serragem Umida durante todo o dia; 19:00h, privacdo de alimento/agua durante a
13  noite
14  10:00h restricdo, 60 min
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3.4 Teste comportamental
3.4.1 Preferéncia por sacarose (PPS)

Ao fim do protocolo de estresse cronico, foi avaliado a ingestdo de
sacarose (solugcéo de 2%) como medida de anedonia (diminuicdo ou auséncia
da capacidade de sentir prazer) por meio de um teste de preferéncia por
sacarose. Para tanto, o protocolo foi realizado em trés dias, em todos os dias
0os animais foram separados individualmente. No primeiro dia houve um
periodo de habituacdo dos animais com a sacarose por um periodo de 5 horas.
No dia posterior, dia do teste, inicialmente as garrafas de agua pura e solucao
de sacarose (peso inicial) foram pesadas de acordo com protocolo de Willner,
(1997). Em seguida as duas garrafas de agua foram oferecidas para os ratos
por um periodo de 10 horas e depois disto pesou-se novamente as garrafas
(peso final). No terceiro dia, foi realizado o mesmo protocolo do dia anterior
com intuito de verificar se os resultados obtidos eram mantidos. O consumo,
tanto de agua como de solugcdo de sacarose foi calculado pela diferenca entre
os pesos inicial e final. A preferéncia por sacarose (vista na férmula abaixo) foi
calculada em valores percentuais, pela razdo entre o consumo de sacarose
(peso inicial menos o peso final em gramas das garrafas de sacarose) e o
consumo total (consumo de agua (peso inicial menos o peso final em gramas
das garrafas de 4gua) + consumo de sacarose (peso inicial menos o peso final

em gramas das garrafas de sacarose) e multiplicando-o por 100.

. Consumo de Sacarose
Preferéncia = x 100

Consumo de Sacarose + Consumo de Agua
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3.5 Canulacéao da artéria e veias femorais

Todos os animais foram anestesiados com tribromoetanol (Aldrich
Chemical Co. Inc.) na dose de 250 mg/kg (i.p). Vinte e quatro horas antes do
inicio dos experimentos foi realizado o implante cirirgico de canulas de
polietileno (PE-50) a partir do dessecamento da artéria e veia femoral. Antes de
serem implantadas, as cénulas foram preenchidas com solucao fisiolégica e
obstruida na extremidade livre do PE-50 com pinos de metal. Apos o implante
as canulas foram exteriorizadas na regido dorsal do animal e fixadas a pele por
sutura cirdrgica, posteriormente como medida profilatica foi administrado anti-
inflamatério ndo-esteroidal flunixine meglumine (2,5 mg/kg, s.c- Banamine,
Schering Plough, Brazil).

Os experimentos foram realizados 24 horas ap0s a cirurgia, quando as
canulas implantadas na artéria e veia femoral foram utilizadas para realizar o
registro dos parametros cardiovasculares e para infusdo de farmacos
respectivamente. Todos os animais foram mantidos em caixas individuais

durante o periodo pés-operatoério até a realizacdo dos experimentos.

3.6 Medida de corticosterona plasmatica

A dosagem hormonal foi realizada de acordo com a metodologia descrita
pelo fabricante através do kit Corticosterone Enzyme Immnuoassay, (Enzo Life
Sciences, EUA) por ensaio competitivo imunoenzimatico (ELISA). As amostras
de sangue foram coletadas através da artéria femoral e colocadas em tubos

contendo EDTA (1Img/mL de sangue). As amostras foram centrifugadas a
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2,000xg durante 15 minutes a 4°C, e posteriormente o plasma foi distribuido
em aliquotas que permaneceram congeladas a-80°C até o momento da
realizacdo do ensaio. Para o ensaio de corticosterona plasmatica as

amostras foram diluidas de 1:40.

3.7 Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de
pressdo PowerLab, (ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) conectado a
um amplificador (ML870, LabChart, Australia) e uma placa de aquisicdo de
dados (ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) conectado a um
computador, o mesmo foi utilizado para o registro da pressdo arterial pulsatil
(PAP). Os valores de pressao arterial média (PAM), bem como a frequéncia
cardiaca (FC), foram obtidos a partir dos sinais da PAP em uma frequéncia de

amostragem de 2000Hz.

3.8 Avaliacéo da atividade barorreflexa

A estimulacdo do barorreflexo foi realizada pela infusdo intravenosa de
fenilefrina (50ug/mL/kg), agonista seletivo dos adrenoceptores a1, ou de
nitroprussiato de sodio (NPS), doador de 6xido nitrico, utilizando uma bomba
de infusdo (K.D. Scientific, EUA) (Resstel et al., 2004, Crestani et al., 2009).

O cateter da veia femoral foi conectado através de um tubo de polietileno
(PE-50) a uma seringa de 1 mL preenchida com a solugdo vasoativa. A

seringa foi colocada na bomba de infusdo que foi programada para uma
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velocidade de infusdo de 0,80 pL/min/kg para a fenilefrina e de 150 pL/min/kg
para o nitroprussiato de sédio. A partir disso, foi possivel obter variagcdes na
PAM de aproximadamente 50 mmHg em um periodo de 40 a 50 segundos de
infusdo. A fenilefrina e o nitroprussiato de sédio foram dissolvidos em salina

estéril a 0,9%.

3.9 Método de analise barorreflexa

A atividade do barorreflexo foi analisada através dos dados registrados
(PAM e FC) apos a infusdo dos agentes vasoativos fenilefrina e nitroprussiato
de sédio. A andlise foi feita através de uma relacao entre os pontos da variagdo
de PAM com a variacdo da FC reflexa correspondente. A partir disso foram
tracadas curvas sigmoides utilizando os pontos obtidos da correlacdo na

variagao de PA e FC durante as infusdes de fenilefrina ou de NPS.
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Figura 1. Parametros da curva sigmoéide do barorreflexo relacionando frequéncia
cardiaca (FC) e presséo arterial média (PAM). P1 (bpm), platé minimo da frequéncia
cardiaca; P2 (bpm), platb maximo da frequéncia cardiaca; AP (bpm), diferenga entre
P1 e P2; G, ganho (inclinacdo da curva); PAso(mmHg), média da pressao arterial
guando a frequéncia cardiaca variar 50%. Modificado de (Almeida et al., 2015)
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Para analise separada das respostas taquicardicas e bradicardicas, foi
feita a correlacéo entre as alteracdes de PAM para 10, 20, 30 e 40 mmHg e os
respectivos valores de FC. Esses valores foram plotados para criar curvas de

regressao linear. Posteriormente, as inclinacdes obtidas foram comparadas.

3.10 Variabilidade da frequéncia cardiaca

A anadlise da variabilidade do IP (intervalo de pulso) e PAS (presséo
arterial sistolica) foi realizada por um programa computacional especifico
(CardioSeries v2.4 — http://www.danielpenteado.com), desenvolvido por Daniel
P.M Dias, da Universidade de Sédo Paulo (FMRP/USP), Brasil. O programa foi
projetado para realizar a andlise da variabilidade cardiovascular nos dominios
do tempo e da frequéncia, permitindo um ajuste preciso dos parametros
relacionados com a analise no dominio da frequéncia. Foram utilizados trechos
com 5 minutos de duracdo com valores de IP e PAS que mantiverem uma
relativa estacionaridade, para serem utilizados na analise da variabilidade do IP
e PAS. Posteriormente, para regularizacdo do intervalo de tempo entre
batimentos, os valores de IP e PAS foram reamostrados em 10Hz (1 valor a
cada 100 ms) por interpolacédo cubica do tipo spline, e as séries com valores
interpolados foram divididos em segmentos de 512 pontos , com sobreposicao
de 50 % (Protocolo de Welch).

Em seguida, cada segmento foi visualmente examinado em busca de
transientes que pudessem afetar o calculo de densidade espectral de poténcia

(PSD). Foi utilizado um janelamento do tipo Hanning e posteriormente cada

48



Material e Métodos

segmento estacionario de IP e PAS foi submetido a andlise espectral pela
Transformada Réapida de Fourier (FFT). Os espectros de IP foram integrados
em bandas de baixa (LF: 0,20 — 0,75 Hz) e alta (HF: 0,75 — 3,00 Hz)
frequéncia, enquanto que os espectros de PAS foram integrados somente na
banda de baixa frequéncia (LF: 0,20 — 0,75 Hz).

A média das poténcias dos espectros do IP, nas bandas de frequéncia
(LF e HF), foram utilizadas para expressar a poténcia do IP para cada rato. Ja
a média dos valores das poténcias dos espectros da PAS na banda de LF, foi

utilizada para expressar a poténcia da PAS para cada rato.

3.11 Sensibilidade do barorreflexo espontaneo

A sensibilidade barorreflexa foi calculada, no dominio do tempo, por
meio do método da sequéncia. Séries temporais de PAS e IP foram
processadas por um programa computacional especifico (CardioSeries v2.4 —
http://www.danielpenteado.com), desenvolvido por Daniel P. M. Dias, da
Universidade de Sdo Paulo (FMRP/USP), Brasil. O programa buscou por
sequéncias de 4 ou mais batimentos que apresentassem aumentos
progressivos ha PAS acompanhados por aumentos, também progressivos, no
IP (sequéncias UP), ou sequéncias de 4 ou mais batimentos que
apresentassem reducfes progressivas na PAS acompanhadas por reducdes,
também progressivas, no IP (sequéncias DOWN). Diferencas foram
consideradas somente quando mudangas maiores ou iguais a 1 mmHg (PAS) e
1 ms (IP) foram observadas. A SBR foi determinada a partir da média do
coeficiente angular da reta da regresséao linear entre os valores de PAS e IP de
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cada sequéncia encontrada. O indice de efetividade do barorreflexo (BEI) foi
definido pela razdo entre o nimero de sequéncias barorreflexas e o nimero
total de rampas de PAS (aumentos ou reducdes progressivas, por 4 ou mais

batimentos, na PAS independente de alteracées concomitantes do IP).

3.12 Estimulo dos quimiorreceptores periféricos

A estimulacdo dos quimiorreceptores nesse estudo foi realizada
baseadando-se pelo método descrito por Franchini and Krieger, (1992) e ja
empregado por (Granjeiro et al.,, 2012; Granjeiro et al., 2011). Para isto, foi
administrado em cada rato uma solucdo de cianeto de potassio (KCN), em
concentragao unica de 40 ug/0,05 mL/rato através da canula implantada na
veia femoral. O KCN € considerado uma potente droga de estimulo dos
quimiorreceptores periféricos, pois atua inibindo a enzima citocromo-oxidase,
promovendo desta forma uma condicdo de hipdxia citotdéxica (Franchini and
Krieger, 1992). Ao detectarem essa condicdo, as células quimiossensiveis do
corpusculo carotideo ativam o quimiorreflexo. Estudos realizados por nosso
grupo ja empregaram esta metodologia (Granjeiro et al., 2012; Granjeiro et al.,

2011).

3.13 Registro da ventilacdo e analise dos dados

Os parametros ventilatérios foram avaliados pelo método pletismografia
de corpo inteiro para pequenos animais descrito por Bartlett and Tenney,
(1970). O método consiste em colocar o animal em uma camara rigida vedada
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a entrada de gases, e em decorréncia da diferenca de temperatura entre 0 gas
inspirado (~25°C) e o gas expirado (~37°C) sdo geradas oscila¢des de presséo
no interior da camara, que serdo utilizadas para o célculo dos parametros
ventilatorios. As oscilacdes de presséo geradas foram captadas através de um
transdutor de pressdo diferencial acoplado a camara (ML141 Spirometer,
PowerLab, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia), o sinal foi gravado
pelo software de aquisicdo de dados (PowerLab, ADInstruments, Bella Vista,
NSW, Australia). Dessa forma, com cada registro gerado foi permitido calcular
o volume corrente (VT) e a ventilagdo minuto (Ve), que sdo os parametros que
indicam o volume de ar inspirado ou expirado em cada movimento respiratorio

e o0 volume de ar trocado por minuto respectivamente.

3.14 Anédlise da frequéncia respiratoria

A frequéncia respiratoria (fr) foi calculada pelo software de aquisicéo de
dados (PowerLab, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia). Ao longo da
realizacdo do protocolo experimental as oscilacbes de presséo produzidas pela
respiracdo do animal dentro da camara plestimografica foram registradas
durante 20 segundos antes e 20 segundos ap0s a injecao intravenosa de KCN.

A quantificacéo da fr foi realizada a cada intervalo de 2 segundos.

3.15 Anélise do volume corrente e da ventilagdo minuto nos animais
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Os valores basais de Vr e Ve dos animais foram calculados
considerando os registros correspondentes ao intervalo de 20 segundos antes
da administracdo de KCN no periodo controle.

Tendo em vista que para uma analise confiavel dos parametros
respiratorios o animal deve permanecer quieto (Mortola and Frappell, 1998), a
pletismografia de corpo inteiro tem como fator limitante a movimentacdo do
animal, que pode interferir na captacdo e analise dos ciclos respiratorios.
Devido a isto, 0 VT e 0 Ve dos animais submetidos ao protocolo de ativacéo do
quimiorreflexo ndo foram calculados apds administracédo de KCN, uma vez que
o KCN promove uma exuberante resposta comportamental.

A quantificacdo dos parametros ventilatorios Vr e Ve dos animais foram
feitas a partir das equacdes mostradas abaixo (Drorbaugh and Fenn, 1955). A
calibracdo de volume foi realizada injetando-se um volume conhecido de ar

(1mL) dentro da camara do animal com o uso de uma seringa graduada.

Vi = VK x PT x Tc(PB - PA)

Pk Tc(PB-PA)-TA (PB - PC)

Ve (mL.Kg'.min') = V;(mL.Kg') x fi(cpm)

Os dados citados acima correspondem a: VK: volume de ar injetado na
camara do animal para calibracdo; PT: deflexdo de pressdo associada com
cada volume de ar corrente; PK: Deflexdo de pressado associada com cada

volume de ar injetado para calibracdo; TC: temperatura corporal; TA:
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Temperatura do ar dentro da camara do animal; PB: pressdo barométrica; PC:
Pressao de vapor d’agua a temperatura corporal; PA: pressdo de vapor d’agua

a temperatura da camara.

3.16 Registros simultaneos da pressao arterial, frequéncia cardiaca e

ventilacao

O registro simultdaneo dos parametros cardiovasculares e respiratérios,
tanto em condi¢bes basais quanto em resposta a ativacdo do quimiorreflexo,
foram obtidos através da técnica de pletismografia de corpo inteiro. No dia do
experimento os animais foram mantidos dentro da camara de pletismografia
por 30 minutos para a ambientacdo, periodo em que a camera permaneceu
aberta permitindo o fluxo de ar entre o interior e o exterior da camara. As
canulas previamente implantadas foram exteriorizadas por um orificio na tampa
da camara, permitindo que a canula arterial fosse conectada ao transdutor de
pressao para registrar a PAP e a canula venosa fosse conectada a seringa de
infusdo do KCN. Para a ativacdo do quimiorreflexo foram realizadas injecdes
intravenosas de KCN (40 pg/0,05 mL/rato) por meio da canula venosa
conectada a uma extensdo de polietileno (PE-50). Através de um orificio na
lateral da céamara foi conectado o transdutor das variagcbes de pressao
pletismograficas para quantificar os parametros ventilatérios. Ambos os
transdutores foram acoplados a um mesmo sistema de aquisicdo para o
registro simultaneo das alteracdes cardiovasculares e ventilatorias.

Ao longo da realizacdo dos protocolos experimentais a camara
pletismografica permaneceu fechada por no maximo 2 minutos e nos intervalos
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entre as ativacfes do quimiorreflexo a camara foi aberta permitindo a troca do
ar. A ativacao do quimiorreflexo com KCN foi realizada com os animais dentro
da camara pletismografica fechada, permitindo assim o registro simultdneo dos
parametros cardiovasculares e ventilatorios. Cada animal foi estimulado trés

vezes com a infusao intravenosa de KCN.

3.17 Solucdes e drogas utilizadas

Fenilefrina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), nitroprussiato de
sédio (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), tribromoetanol (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA), uretana (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
cianeto de Potassio - KCN (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), e

fluoxetina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1 Desenho experimental dos protocolos de estresse crbnico e
tratamento com fluoxetina sobre os parametros cardiovasculares e

respiratorios.

Os protocolos de estresse foram iniciados no sexagésimo dia pds-natal
como demonstram as figura 2, 3 e 4. Todos os animais deste estudo foram
submetidos ao procedimento cirargico para o implante de cateter na artéria e

veia femoral no dia 14 dos protocolos de estresse cronico, imediatamente apés
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a ultima sessédo de estresse. Os experimentos foram iniciados 24 horas apés o

procedimento cirdrgico.

Experimento
Estresse cronico T
{ 14 dias de estresse \ { ‘
60 pn 74 pn 75 pn

|

Procedimento cirargico

Figura 2. Protocolo experimental para estudo do efeito do estresse crénico variado
(ECV) e estresse por exposicdo repetida a restricio (ECR) sobre a funcdo
cardiovascular e respiratoria.
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Tratamento fluoxetina (21 dias)
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Figura 3. Protocolo experimental para estudo do tratamento crénico com fluoxetina
sobre os efeitos ocasionados pelo estresse crbénico variado (ECV) e estresse por
exposicao repetida (ECR) a restricado sobre a funcao cardiovascular e respiratoria.

Tratamento fluoxetina agudo

Tratamento veiculo (20 dias) | I

I | | Experimento
Estresse cronico T

) ) )
I | N \

55pn 60pn 74pn  75pn

!

Procedimento cirargico

Figura 4. Protocolo experimental para estudo do tratamento com fluoxetina agudo
sobre os efeitos ocasionados pelo estresse crénico variado (ECV) e estresse por
exposicao repetida a restricdo (ECR) sobre a funcdo cardiovascular e respiratoria.
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4.2 Efeito do estresse crbnico sobre a atividade do barorreflexo,

variabilidade da frequéncia cardiaca e quimiorreflexo.

Os animais foram submetidos a 14 dias de ECR ou ECV. No dia do
experimento, os animais foram levados para a sala de experimentacdo para
habituacdo ao ambiente. Antes da conexao dos animais ao sistema de registro
cardiovascular foram coletadas amostras de sangue (0,5 mL) para analise da
corticosterona plasmatica. Em seguida foi avaliada a atividade do barorreflexo,
variabilidade da frequéncia cardiaca e quimiorreflexo seguindo as metodologias

citadas acima.

4.3 Efeito do estresse crbnico e tratamento cronico com fluoxetina
durante 21 dias sobre a atividade do barorreflexo, variabilidade da

frequéncia cardiaca e quimiorreflexo.

Os animais foram submetidos a 14 dias de ECR ou ECV, no entanto foi
iniciado o tratamento crénico com fluoxetina (10mg/kg/dia) ou veiculo 7 dias
antes de iniciar o estresse, terminando o 21° dia de tratamento no dia do
experimento. Antes da conexdo dos animais ao sistema de registro
cardiovascular foram coletadas amostras de sangue (0,5 mL) para analise da
corticosterona plasmatica. Em seguida foi avaliada a atividade do barorreflexo,
variabilidade da frequéncia cardiaca e quimiorreflexo seguindo as metodologias

citadas acima.
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4.4 Efeito do estresse crdnico e tratamento agudo com fluoxetina sobre a
atividade do barorreflexo, variabilidade da frequéncia cardiaca e

guimiorreflexo.

Os animais foram submetidos a 14 dias de ECR ou ECV, no entanto o
tratamento foi iniciado com administracdo de veiculo 7 dias antes de iniciar o
estresse, terminando o 21° dia de tratamento no dia do experimento. Neste dia
foi realizada a administracdo aguda de fluoxetina (10mg/kg). Antes da conexao
dos animais ao sistema de registro cardiovascular, foram coletadas amostras
de sangue (0,5 mL) para analise da corticosterona plasmética. Em seguida foi
avaliada a atividade do barorreflexo, variabilidade da frequéncia cardiaca e

quimiorreflexo seguindo as metodologias citadas acima.

5. ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados séo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). O
efeito do protocolo de estresse crénico sobre a funcdo cardiovascular em
animais adultos expostos aos protocolos de estresse foram analisados
utilizando a andlise de variancia (ANOVA one-way). Os parametros
barorreflexos foi analisado por meio de andlise de variancia (ANOVA) de uma
via seguido de poés-teste de Newman-Keuls. Todos os testes foram realizados
assumindo-se o nivel de significancia de P< 0,05.

Para andlise da atividade do quimiorreflexo os resultados obtidos nesse
estudo foram expressos como media + erro padrao da média (EPM). A analise

estatistica dos valores basais de PAM e FC dos grupos experimentais foram
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comparados aos valores obtidos pelos grupos controle em cada protocolo
experimental, ao passo que para a analise estatistica dos parametros
ventilatorios (fr, V1 e VE) basais foi considerada a média dos 10 pontos obtidos
(a cada 2 segundos) antes das administracdes de KCN. Como teste estatistico
foi utilizado a analise de variancia (ANOVA, one-way) e 0 poés-teste de
Newman-Keuls através do software GraphPad Prism 5, e foram considerados
estatisticamente significantes os valores com P<0,05.

Para a analise dos resultados da variabilidade da frequéncia cardiaca,
também foi utilizado inicialmente andlise de variancia (ANOVA-one way) e 0
pos-teste de Newman-Keuls para comparar os diferentes parametros entre os
animais que sofreram estresse cronico e o grupo controle.

Para verificar o efeito do tratamento crénico e agudo com fluoxetina
frente ao estresse crénico foi utilizado analise de variancia (ANOVA-two way)
seguido do pos-teste de Bonferroni em todos os experimentos realizados
anteriormente, utilizando-se o software GraphPad Prism 5, e foram

considerados estatisticamente significantes os valores com P<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Efeito do estresse cronico sobre o comportamento dos animais (teste

de preferéncia por sacarose)

Como pode ser observado na figura 5, nos animais estressados
cronicamente a preferéncia por solucédo de sacarose foi menor no dia do teste
guando comparado ao grupo controle (ECR= 82,27 + 4,812%; ECV= 80,30 +
4,811%; controle= 95,40 * 1,664%; F@.24= 5,11; P<0,05; ANOVA-two way).
No entanto, é possivel observar que o tratamento crénico com fluoxetina (10
mg/kg) durante 21 dias foi capaz de prevenir as alteracées provocadas pelo
estresse cronico em ambos os grupo (ECR= 89,93 + 3,195%; ECV=91,69 +

1.774%; controle = 97,54 + 1.053%); F(2,24)= 4,45; P<0,05 ANOVA-two way).

6.2 Efeito do estresse crénico sobre a dosagem de corticosterona

A andlise dos niveis de corticosterona plasmatica ndo apresentou efeito
significativo, no entanto, apresentou uma tendéncia de efeito do estresse
(Fes3s)= 2,48; P>0,09; ANOVA-two way), mas sem influéncia do tratamento
(Fe.38= 0,07; P >0,05; ANOVA-two way) e da interacdo tratamento x estresse

(F@,39=2,21; P>0,05; ANOVA-two way).
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Figura 5. Efeito do estresse crénico no teste de preferéncia por sacarose e efeito do
tratamento crénico com fluoxetina nas alteragcbes ocasionadas pelo estresse. Os
dados representam os valores médios + EPM. dos grupos controle (sem estresse;
n=5); estresse crbnico repetido (ECR; n=5); estresse crbnico variado (ECV; n=5);
controle + Fluoxetina (n=5); ECR + Fluoxetina (n=5) ECV + Fluoxetina (n=5). Foram
considerados significativos valores de P < 0,05. (*) comparado ao grupo controle; (#)
comparado aos seus respectivos veiculos. ANOVA-two way, seguido do post hoc
Bonferroni.
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Figura 6. Dosagem de corticosterona plasmética de animais tratados durante 21 dias
com fluoxetina crénica (colunas cinza claro); fluoxetina aguda (colunas cinza escuro)
ou veiculo (colunas brancas) e submetidos a 14 dias de estresse cronico. As colunas
representam média £+ SEM entre 0s grupos controle (sem estresse; n=5), estresse
cronico repetido (ECR; n=6); estresse cronico variado (ECV; n=5); controle + fluoxetina
cronica (n=6); ECR + fluoxetina crénica (n=6); ECV + fluoxetina crénica (n=6); controle
+ fluoxetina aguda; (n=6);ECR + fluoxetina aguda (n=4); ECV + fluoxetina aguda (n=4).
ANOVA two-way, seguido do post hoc Bonferroni.
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6.3 Efeitos do estresse cronico sobre o peso corporal dos animais.

A figura 7 mostra que tanto os animais que passaram pelo ECR quanto o
ECV apresentaram uma diminui¢cdo no ganho de peso quando comparados aos
ratos controle (Fe4200 = 78,29; P >0,05; ANOVA-two way) no decorrer do
tempo, principalmente a partir do oitavo dia (F@420) = 37,12; P >0,05; ANOVA-
two way). Os dados médios dos pesos de cada grupo encontram-se na tabela

3.

6.4 Efeito do tratamento com fluoxetina crénico e agudo frente as
alteracdes ocasionadas pelo estresse cronico sobre o peso corporal dos

animais.

E possivel observar nas figuras 8 e 9 que o tratamento cronico e agudo
com fluoxetina apresentou diferenca tanto na condicdo, onde o0s grupos
veiculos ECR e ECV ganharam menor peso que o0 grupo controle (F(o,1554) =
99,40; P>0,05; ANOVA-two way), quanto no tratamento (F(o,1554) = 107,96;
P>0,05; ANOVA-two way), onde é possivel observar que os grupos ECR e
controle que foram tratados cronicamente, apresentaram uma reducao do peso
corporal quando comparado com seus respectivos veiculos. Os grupos ECR e
ECV tratado agudamente demonstraram um aumento no peso corporal,
quando comparado com seus respectivos veiculos. Os dados médios dos

pesos de cada grupo encontram-se na tabela 4.
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Figura 7. Evolucdo de peso dos grupos controle (ndo estressados; n=11), ECR
(estresse cronico repetido; n=10) e ECV (estresse crbnico variado; n=10) no decorrer
dos 15 dias de estresse. Os grupos estressados ganham menos peso em relagdo ao
grupo controle ao final do experimento. Os dados representam os valores médios +
EPM. *P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA-two way, seguido do post hoc
Bonferroni.
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Figura 8. Evolucéo de peso dos grupos controle (sem estresse; n=8), estresse cronico
repetido (ECR; n=9); estresse cronico variado (ECV;n=11); Controle + fluoxetina;
n=11); ECR + fluoxetina (n=11); ECV + fluoxetina (n=10) de animais tratados
cronicamente durante os 21 com fluoxetina (simbolos cinzas) ou veiculo (simbolos
brancos).Os dados representam os valores médios + EPM. *P<0,05 comparado ao
grupo controle.”P<0,05 comparado aos seus respectivos veiculos; ANOVA-two way,
seguido do post hoc Bonferroni.
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Figura 9. Evolucao de peso dos grupos controle (sem estresse; n=9), estresse crénico
repetido (ECR; n=9); estresse crdnico variado (ECV; n=11); controle+fluoxetina aguda;
(n=6);ECR + fluoxetina aguda (n=8); ECV +fluoxetina aguda (n=6) de animais tratados
cronicamente durante os 21 com fluoxetina (simbolos cinza escuro) ou veiculo
(simbolos brancos). Os dados representam os valores médios + EPM. *P<0,05
comparado ao grupo controle.P<0,05 comparado aos seus respectivos veiculos;
ANOVA-two way, seguido do post hoc Bonferroni.
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6.5 Efeitos do estresse crdonico sobre os parametros cardiovasculares

basais.

Foi realizado a avaliacdo dos parametros cardiovasculares basais de
PAM e FC de animais ndo anestesiados que foram submetidos aos protocolos
de estresse crénico. Os niveis de PAM e FC foram avaliados por um periodo
de 10 minutos, antes do inicio dos experimentos, em animais do grupo controle
(n=11), ECR (n=10) e ECV (n=10). No entanto, o teste ANOVA-one way,
seguido pelo pés hoc Newman-Keuls demonstrou que ndo houve alteracdes
significativas nos parametros de PAM (Fe,30 = 0,2671; P >0,05; ANOVA-one
way) e FC (F=@30) = 0,05448 P >0,05; ANOVA-one way) entre os diferentes

grupos. Esses resultados estado representados na figura 10.

6.6 Efeito do tratamento com fluoxetina crénico e agudo frente as
alteracdes ocasionadas pelo estresse crénico sobre os parametros

cardiovasculares basais.

Na figura 11 observa-se o efeito do tratamento com fluoxetina sobre os
parametros basais cardiovasculares de PAM e FC entre os grupos: controle x
veiculo (n=8); ECR x veiculo (n=9); ECV x veiculo (n=11); controle x fluoxetina
cronica (n=11); ECR x fluoxetina cronica (n=11); ECV x fluoxetina crénica
(n=10); controle x fluoxetina aguda (n=6); ECR x fluoxetina aguda (n=8) e ECV
x fluoxetina aguda (n=6). Nao houve diferenca entre os animais que passaram

pelo estresse crbnico quando comparados ao grupo controle (PAM; Fe71)=
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0,42, p>0,05; FC; Fe,71= 0,88, P >0,05; ANOVA-two way). Além disso, também
nao houve diferenca no efeito do tratamento (PAM; Fe,71= 0,76, p>0,05; FC;
Fey= 1,22, P >0.05 ANOVA-two way) e na interacdo entre tratamento X
condicdo (PAM; F@7y= 0,82, p>0,05; FC; Fu7y= 2,08, P >0,05, ANOVA-two
way).

Desta forma, foi possivel observar que o estresse crbnico, tanto o ECR,
qguanto o ECV néo alterou os parametros cardiovasculares e que o tratamento
com fluoxetina (10 mg/kg) tanto o agudo quanto o crdnico nao interferiu nos

resultados observados.
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Figura 10. Parametros basais de (A) PAM (pressdo arterial média) e (B) FC
(frequéncia cardiaca) de animais submetidos a 14 dias de estresse cronico. As
colunas representam média + EPM entre os grupos controle (n=11), barras brancas);
ECR (estresse cronico repetido; n=10, barra cinza claro); ECV (estresse cronico
variado; n=10, barras pretas). (*) Foram considerados significativos p<0,05; ANOVA-
one way, seguido do post hoc Newman-Keuls.
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Figura 11. Parametros basais de (A) PAM (pressdo arterial média) e (B) FC
(frequéncia cardiaca) de animais tratados durante 21 dias com fluoxetina crdnica
(colunas cinza claro); fluoxetina aguda (colunas cinza escuro) ou veiculo (colunas
brancas) e submetidos a 14 dias de estresse crdnico. As colunas representam média +
EPM entre os grupos controle (sem estresse; n=8), estresse cronico repetido (ECR;
n=9); estresse cronico variado (ECV; n=11); Controle + fluoxetina cronica (h=11); ECR
+ fluoxetina crénica (n=11); ECV + fluoxetina crdnica (n=10); controle + fluoxetina
aguda; (n=6);ECR + fluoxetina aguda (n=8); ECV + fluoxetina aguda (n=6). *P<0,05
comparado ao grupo controle.”P<0,05 comparado aos seus respectivos veiculos;
ANOVA-two way, seguido do post hoc Bonferroni.
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6.7 Experimento da atividade do barorreflexo em ratos submetidos ao

estresse crbnico.

A figura 12 representa o tracado de um animal, mostrando as alteracdes
na pressdo PA, e FC ap0s a infusdo de agentes vasoativos como fenilefrina
(0,80 pL/min/kg) e o nitroprussiato de sodio (150 pL/min/kg) de animais

submetidos ao estresse cronico.

6.7.1 Efeito do estresse crénico sobre a atividade do barorreflexo

Na figura 13 demonstra o efeito do estresse cronico sobre a atividade
do barorreflexo. E possivel observar que o ECR foi capaz de aumentar a
inclinacdo da regressao linear relacionado com as respostas bradicardica
(controle= -2,07 + 0,25 e ECR = -2,99 + 0,35; F2.27= 4,090; P<0,05; ANOVA-
one way) e taquicardica (controle =-1,59 + 0,18 e ECR =-2,.45 + 0,34;F@27)=
3,407; P<0,05; ANOVA-one way). No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre o grupo ECV e o grupo controle. A maior parte dos
parametros da curva sigmoide (P1, P2, G, AP), sofreram alteracbes, exceto o

PAso (Tabela 5).
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Figura 12. Tracados representativos de uma rato de cada grupo, da variagdo da PAM

e FC apos a administracdo de drogas vasoativas fenilefrina e nitroprussiato de sodio

para ativacdo do barorreflexo cardiaco.
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Figura 13. (A) Curvas de regresséo linear correlacionando as respostas de APAM e
AFC de animais do grupo controle (ndo estressado, n=11), e animais que foram
submetidos ao estresse crbnico repetido (ECR, n=10) e estresse cronico variado
(ECV, n=10). Valores de correlacéo r? para as curvas de regressdo bradicardica foram
0,66; 0,73 e 0,74 respectivamente. Valores de correlacdo r? para as curvas de
regressao taquicardica foram 0,67; 0,66; 0,38 respectivamente. (B) Curvas sigméides
correlacionando pressao arterial média (AMAP) e freqléncia cardiaca (AFC) do grupo
controle (r?=0,80), ECR (r?=0,81) e ECV (r?=0,71).
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6.7.2 Efeito do tratamento crénico com fluoxetina sobre as alteracdes

provocadas pelo estresse cronico frente a ativacdo do barorreflexo.

Apbs observar que o ECR altera os componentes do barorreflexo, foi
realizado o tratamento crénico e agudo com fluoxetina com o objetivo de
verificar as possiveis alteracdes ocasionadas pela fluoxetina. Como
anteriormente, foi observado que o ECR aumentou a inclinagdo da regresséo
linear relacionado com as respostas bradicardica (controle= -2,33 + 0,23; ECR
=-3,39 £+ 0,32; ECV = -2,56 * 0,14; F@255= 10,33; P <0.05; ANOVA-two way) e
taquicardica (controle = -1,98 + 0,30; ECR = -2.57 + 0.24 e ECV = -2.15 *
0.37;F,55= 8,07; P <0.05; ANOVA-two way) no entanto, ndo houve diferenca
significativa entre o grupo ECV e o grupo controle.

E possivel notar na figura 14 que o tratamento crénico com fluoxetina
apresentou efeito por si s6, uma vez que diminuiu o a inclinacdo da curva

bradicardica do grupo controle, além de prevenir as alteracdes ocasionadas

pelo ECR (controle x veiculo = -2,33 %= 0,23 e controle x fluoxetina crénica
1,29 + 0,18; ECR x veiculo = 3.39 + 0.35; ECR x fluoxetina crénica = 2,35 +
0,28; ECV x veiculo = 2,56 + 0,14; ECV x fluoxetina crénica = 2,42 +0,29; F(2,55)
= 9,10; p<0.05; ANOVA-two way).

Relacionado ao componente taquicardico, o tratamento crénico com
fluoxetina também apresentou efeito por si s6, um vez que diminuiu o
componente taquicardico do grupo controle, no entanto preveniu as alteracdes
ocasionadas pelo ECR, diminuindo o componente taquicardico quando
comparado com seu respectivo veiculo (controle x veiculo = -1,98 + 0,30;

controle x fluoxetina crénica = 1,15 + 0,23; ECR x veiculo =-2,57 + 0,24; ECR
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x fluoxetina crénica = -1,910 * 0,22; ECV = -2,15 + 0.37 e ECV x fluoxetina
cronica = 1,96 £ 0,30; F,55 = 3,21; p>0.05; ANOVA-two way).
Ja ao analisar o tratamento agudo com fluoxetina, observou-se na figura
15 que houve uma diminuicdo do componente bradicardico tanto do grupo
controle, ECR e ECV quando comparado com seus respectivos veiculos
(controle x veiculo = -2,33 £ 0,23; controle x fluoxetina aguda = -1,61 + 0,32;
ECR x veiculo = -3,39 + 0,35; ECR x fluoxetina aguda = -2,27 + 0,12; ECV x
veiculo = -2,56 + 0,14 e ECV x fluoxetina aguda = -2,22 *+ 0,29; Fss = 9,10;
p<0.05; ANOVA-two way). Porém o tratamento agudo com fluoxetina nao
alterou o componente taquicardico de nenhum dos grupos (controle x veiculo =
-1,98 £ 0,30; controle x fluoxetina aguda= -2,05 + 0.25; ECR x veiculo = -2,57
0,24; ECR x fluoxetina aguda = -2,75 + 0,41; ECV x veiculo = -2,15 + 0,37 e
ECV x fluoxetina aguda = -1,84 + 0,20; F55 = 3,21; P>0.05; ANOVA-two way).
Todos os parametros da curva sigmoide (P1, P2, G, AP), sofreram

alteracdes, exceto a PAso que ndo sofreu alteracdo (Tabela 6).

75



Resultados

Controle (vei)
Controle (flu cro)
ECR (vei)

ECR (flu cro)

AFC (bpm)
B
1

7. I
-60 -50 -40

T

-30

T i

T T
-20 10 0 10 20

A PAM (mmHg)

AFC (bpm)

-120

Controle {vei)
Controle {flu cro)

ECR (vei)

+ ECR({flu oro)

-140 T

60 -50 40 -30

T T T
-20 10 0

A PAM (mmHg)

| R SR T,
10 20 30 40 50

AFC (bpm)

A FC (bpm)

-100—
-120 -
-140

140
120
100
80
60—
404

20

Controle (vei)
Controle (flu agu)
ECR (vei)

ECR (flu agu)

20
-40+
60

-804

T
10 2

A PAM (mmHg)

-60 =30 -20 0 30 40 50
A PAM (mmHg)

120

100+

304 — Controle (vei)
604 + Controle (flu agu)
40 ECR (vei)
204 + ECR (flu agu)
0

-20-

40

604

-804

-100

-120

-140 T T T T T T T T T
60 -50 40 -30 -20 10 20 30 40 50

Figura 14. (A) Curvas de regressao linear correlacionando as respostas de APAM e
AFC de animais do grupo: controle (ndo estressado, n=7), e animais que foram
submetidos ao estresse cronico repetido (ECR, n=7) e efeito do tratamento crbénico
com fluoxetina durante 21 dias nos grupos: controle + fluoxetina (n=7) e ECR +
fluoxetina (n=8). (B) Curvas de regresséo linear correlacionando as respostas de
APAM e AFC dos grupos controle (ndo estressados, n=7), e animais que foram
submetidos ao estresse crénico repetido (ECR, n=7) e de animais que receberam
tratamento agudo com fluoxetina nos grupos: controle + fluoxetina aguda (n=5) e ECR
+ fluoxetina aguda (n=7); Valores de correlacdo r?> para as curvas de regressdo
bradicardica do grupos foram 0,79; 0,77; 0,65 e 0,69
tratamento crénico e 0,79; 0,77; 0,57 e 0,92 respectivamente para o tratamento agudo
. Valores de correlacdo r? para as curvas de regresséo taquicardica foram 0,62; 0,81;
0,49 e 0,71 respectivamente para o tratamento crénico e 0,62; 0,81; 0,77 e 0,63 para o
tratamento agudo. (C,D) Curvas sigméides correlacionando pressao arterial média (A
MAP) e frequéncia cardiaca (A FC) do grupo controle (r?=0,85), ECR (r>=0,82); ECV
(r>=0,71); controle + fluoxetina cronica (r?=0,67); ECR + fluoxetina crénica (r?=0,77);

controle + fluoxetina aguda (r?=0,81); ECR + fluoxetina aguda (r?=0,81).

respectivamente para o
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Figura 15. (A) Curvas de regresséo linear correlacionando as respostas de APAM e
AFC de animais do grupo: controle (ndo estressados, n=7), e animais que foram
submetidos ao estresse crbnico variado (ECV, n=9) e efeito do tratamento crénico com
fluoxetina durante 21 dias nos grupos: controle + fluoxetina (n=7) e ECV + fluoxetina
(n=8). (B) Curvas de regressao linear correlacionando as respostas de APAM e AFC
dos grupos controle (ndo estressado, n=7), e animais que foram submetidos ao
estresse cronico variado (ECV, n=7) e de animais que receberam tratamento agudo
com fluoxetina nos grupos: controle + fluoxetina aguda (n=5) e ECV + fluoxetina aguda
(n=6); Valores de correlacéo r? para as curvas de regressdo bradicardica do grupos
foram 0,79; 0,90; 0,65 e 0,69 respectivamente para o tratamento crénico e 0,79; 0,90;
0,57 e 0,71 respectivamente para o tratamento agudo . Valores de correlacéo r? para
as curvas de regressao taquicardica foram 0,62; 0,47; 0,49 e 0,58 respectivamente
para o tratamento crbénico e 0,62; 0,81; 0,77 e 0,77 para o tratamento agudo. (C,D)
Curvas sigmoéides correlacionando pressao arterial média (A MAP) e frequéncia
cardiaca (A FC) do grupo controle (r?=0,85), ECV (r>=0,82); controle + fluoxetina
cronica; ECV + fluoxetina cronica (r>=0,71); controle + fluoxetina aguda (r’=0,81); ECV
+ fluoxetina aguda (r’=0,93).

77



Resultados

6.8 Efeito do estresse crdonico sobre a variabilidade da frequencia

cardiaca (PAS e IP) e sensibilidade barorreflexa espdntanea.

As figuras 16, 17 e 18 mostram respectivamente a PAS, variabilidade
total e poténcia da banda de LF da PAS em condi¢bes controle e apds os
animais serem submetidos aos diferentes protocolos de ECR e ECV. Apos o
estresse cronico, foi possivel observar que ndo houve diferenca na PAS
(Fe,30= 1,267; P>0,05; ANOVA-one way), e nem na variabilidade total da PAS
(Fe30= 1,131; P<0,05; ANOVA-one way). O grupo ECR apresentou um
pequeno aumento da poténcia da banda de LF (F(,30= 3,488; P<0,05; ANOVA-
one way) quando comparado ao grupo controle.

Em relacdo ao IP, € possivel observar na figura 19 e 20 respectivamente
o IP, variabilidade total e a poténcia da banda de LF e HF do IP de ratos em
condicBes controle e apds serem submetidos aos diferentes protocolos de ECR
e ECV. Apods o estresse cronico, ndo houve alteracdo no IP (Fe,30) = 0,3351;
P>0,05; ANOVA-one way) e na variabilidade total (Fe.30 = 0,8925; P>0,05;
ANOVA-one way) quando comparado ao grupo controle, entretanto, o ECR e 0
ECV foram capazes de atenuar tanto a poténcia da banda de LF (F,30) = 8,184;
P<0,05; ANOVA-one way), quanto a poténcia da banda de HF (F.30) = 7,299;
P<0,05; ANOVA-one way) do IP.

A figura 21 mostra as poténcia das bandas de LF e HF do espectro do IP
em unidades normalizadas, assim como a razao entre estas poténcias (LF/HF).
Verificou-se que o estresse cronico foi capaz de provocar uma diminuicdo na
poténcia das bandas de LF (u.n) (F30) = 5,280; P<0,05; ANOVA-one way), HF

(u.n) (Fes30= 4,602; P<0,05; ANOVA-one way), e na razdo das poténcias

78



Resultados

quando comparado com o grupo controle (F.30 = 4,307; p<0,05; ANOVA one-
way).

Na figura 22 é possivel observar que os animais que foram submetidos
ao ECR e ECV apresentaram uma reducdo no ganho total (Fe.30 = 12,77,
P<0,05; ANOVA-one way). Além disso, o0 estresse cronico também foi capaz de
alterar o nimero de sequéncias UP (F,30 = 12,74, P<0,05; ANOVA-one way) e
0 numero de sequéncias DOWN (F,30) = 6,024, P<0,05; ANOVA-one way).

Com relacao ao indice de efetividade do barorreflexo € possivel notar na
figura 23 que os animais que foram submetidos ao ECR e ECV apresentaram
um menor numero de sequéncias barorreflexas quando comparado ao grupo
controle (F,30) = 4,607, p<0,05; ANOVA-one way). Além disso, o BEI calculado
a partir das sequéncias UP (Fe30 = 7,635, P<0,05; ANOVA-one way), e
sequéncias DOWN (F@,30) = 13,72, P<0,05; ANOVA-one way) apresentou-se

reduzido em relacdo ao grupo controle.
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Figura 16. Pressdo arterial sistolica (PAS) de animais submetidos ao protocolo de
estresse cronico durante 14 dias. As colunas representam média + EPM entre os
grupos controle (n=11), estresse cronico repetido (ECR, n=10) e estresse crbnico
variado (ECV, n=10). *P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA-one way, post
hoc Newman-Keuls.
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Figura 17. Variabilidade total da pressao arterial sistlica (PAS) de animais
submetidos ao protocolo de estresse crbénico durante 14 dias. As colunas representam
média + EPM entre os grupos controle (n=11), estresse cronico repetido (ECR, n=10)
e estresse crbnico variado (ECV, n=10). *P<0,05 comparado ao grupo controle.
ANOVA-one way, post hoc Newman-Keuls.
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Figura 18. Poténcia da banda de baixa frequéncia (LF) do espectro da presséo arterial
sistélica (PAS) de animais submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14
dias. As colunas representam média + EPM entre os grupos controle (n=11), estresse
cronico repetido (ECR, n=10) e estresse cronico variado (ECV, n=10). *P<0,05
comparado ao grupo controle. ANOVA-one way, post hoc Newman-Keuls.
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Figura 19. (A) Intervalo de pulso (IP) e (B) Variabilidade total do intervalo de pulso de
animais submetidos ao protocolo de estresse crénico durante 14 dias. As colunas
representam média £ EPM entre os grupos controle (n=11), estresse cronico repetido
(ECR, n=10) e estresse crbnico variado (ECV, n=10). *P<0,05 comparado ao grupo
controle. ANOVA-one way, post hoc Newman-Keuls.
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Figura 20. (A) Poténcia da banda de baixa frequéncia (LF); (B) e alta frequéncia (HF)
do espectro do intervalo de pulso de animais submetidos ao protocolo de estresse
cronico durante 14 dias. As colunas representam média + EPM entre os grupos
controle (n=11), estresse cronico repetido (ECR, n=10) e estresse crbnico variavel
(ECV, n=10). *P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA-one way, post hoc
Newman-Keuls.
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Figura 21. (A) Poténcia da banda de baixa frequéncia (LF) e (B) e alta frequéncia (HF)
em unidades normalizadas do espectro do intervalo de pulso (C) razdo entre as
poténcias das bandas de LF/HF de animais submetidos ao protocolo de estresse
cronico durante 14 dias. As colunas representam média + EPM entre os grupos
controle (n=11), estresse crbnico repetido (ECR, n=10) e estresse crbnico variado
(ECV, n=10). *P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA-one way, post hoc
Newman-Keuls.
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Figura 22. (A) Ganho de todas as sequéncias barorreflexas, (B) ganho das
sequéncias UP, (C) Ganho das sequéncias DOWN de animais submetidos ao
protocolo de estresse crénico durante 14 dias. As colunas representam média + EPM
entre os grupos controle (n=11), estresse cronico repetido (ECR, n=10) e estresse
cronico variado (ECV, n=10). *P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA-one way,
post hoc Newman-Keuls.
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Figura 22. (A) indice de efetividade do barorreflexo total (BEI), (B) BEI das sequéncias
barorreflexas UP e (C) BEI de sequéncias barorreflexa DOWN de animais submetidos
ao protocolo de estresse cronico durante 14 dias. As colunas representam média +
EPM entre os grupos controle (n=11), estresse crbnico repetido (ECR, n=10) e
estresse cronico variado (ECV, n=10). *P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA-
one way, post hoc Newman-Keuls.
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6.9 Efeito do tratamento com fluoxetina sobre a variabilidade da
frequencia cardiaca e sensibilidade barorreflexa de animais submetidos

ao estresse cronico.

As figuras 24, 25 e 26 mostram respectivamente a PAS, a variabilidade
total e a poténcia da banda de LF da PAS em condi¢cBes controle e apds os
animais serem submetidos aos diferentes protocolos de ECR e ECV e seus
respectivos tratamentos. Apos o tratamento crénico e agudo com fluoxetina, foi
possivel observar que ndo houve efeito da condicdo (F@7y= 0,09; P>0,05;
ANOVA-two way) e do tratamento (Fi2,71= 1,07; P>0,05; ANOVA- two way) nos
parametros basais de PAS. Embora o fator condicdo ndo tenha alterado
nenhum dos parametros avaliados, o tratamento crénico com fluoxetina
diminuiu a poténcia da banda de LF da PAS do grupo ECR e ECV e o
tratamento agudo diminuiu a poténcia da banda da PAS do grupo ECV
(condicao; Fe71= 0,52; P>0,05; ANOVA-two way; tratamento;F@e71)= 6,92;
P<0,05; ANOVA-two way). Além disso, o tratamento crénico diminuiu
variabilidade total da PAS do grupo ECV (Fe72= 6,78; p<0,05; ANOVA-two
way).

Em relacdo ao IP, é possivel observar nas figuras 27 e 28 o IP, a
variabilidade total e a poténcia da banda de LF e HF do IP de ratos em
condicBes controle e apds serem submetidos aos diferentes protocolos de ECR
e ECV e seus respectivos tratamentos. O tratamento com fluoxetina crdnico ou
agudo, ndo levou a alteracfes significativas entre os grupos estressados (F,71)
= 0,27; P>0,05; ANOVA-two way), porém ambos 0s tratamentos aumentaram o

IP do grupo ECV (Fe71y = 3,68; P<0,05; ANOVA-two way). Ao analisar a
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variabilidade total do IP, ndo houve efeito da condicdo (Fi,71) = 0,04; p>0,05;
ANOVA-two way). Porém apenas o tratamento crénico diminuiu a variabilidade
total do IP do grupo controle (Fi71) = 3,91; P<0,05; ANOVA-two way). Em
relacdo a poténcia da banda LF, houve efeito do tratamento, mas ndo houve
efeito da condicdo, uma vez que tratamento cronico e agudo diminuiu o a
poténcia da banda LF do IP do ECR sem alterar os demais grupos (condicéo
Fe7y = 1,25; P>0,05; ANOVA-two way,; tratamento Fe71) = 6,82; P<0,05;
ANOVA-two way ). Ja o ao analisar a banda HF, ndo foram observadas
alteracdes nos fatores condicédo e tratamento (condicdo Fe,71) = 1,97; P>0,05;
ANOVA two-way; tratamento (F,71) = 3,12; P>0,05; ANOVA two-way).

A figuras 29 mostra as poténcia das bandas de LF e HF do espectro do
IP em unidades normalizadas (u.n), assim como a razao entre estas poténcias
(LF/HF). E possivel observar que ndo houve efeito da condicdo, porém o
tratamento crénico com fluoxetina diminuiu a banda de LF (u.n) (condicdo F,71)
= 1,24; P>0,05; ANOVA-two way; tratamento F,71) = 6,82; P<0,05; ANOVA-two
way) do grupo ECR. O tratamento agudo aumentou a poténcia da banda HF
(u.n) do IP (condig&o F,71)= 1,93; P>0,05; ANOVA-two way; tratamento F,71) =
4,53; P<0,05; ANOVA-two way). Ja ao avaliar a razdo das poténcias (LF/HF),
observa-se que ambos os tratamentos diminuiram LF/HF (condicdo F@71) =
0,82; P>0,05; ANOVA-two way, tratamento F@,71) = 6,61; P<0,05; ANOVA-two
way)

Ao analisar a sensibilidade do barorreflexo espontaneo (SBR), observe-
se na figura 30 o ganho das sequéncias barorreflexas de animais que foram

submetidos ao tratamento cronico e agudo com fluoxetina. Observa-se que nao
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houve efeito nem do tratamento e nem da condi¢cdo (condicdo Fpe,71) = 2,81,
P>0,05; ANOVA-two way; tratamento Fi71) = 0,41, P>0,05; ANOVA-two way)
no ganho total da SBR. Além disso, a condicdo e o tratamento nao
apresentaram efeitos no ganho das sequéncias UP (condicdo Fe71) = 1,04,
P>0,05; ANOVA-two way; tratamento F,71) = 0,18, P>0,05; ANOVA-two way).
Por outro lado, no ganho das sequéncias DOWN houve efeito do tratamento e
da condicao (condigéo F,71)= 5.93, P<0,05; ANOVA-two way; tratamento F,71)
= 9,57, P>0,05; ANOVA-two way).

Com relacéo BEI, é possivel observar na figura 31, que os animais que
foram tratados com fluoxetina crénica e aguda ndo apresentaram efeito da
condicdo e do tratamento no BEI de todas as sequéncias (condicdo Fe,71) =
1,14, P>0,05; ANOVA-two way; tratamento F@,71) = 0,43, P>0,05; ANOVA-two
way), bem como no BEI das sequéncias UP (condicdo F,71) = 0,37, P>0,05;
ANOVA-two way; tratamento Fe71 = 0,50, P>0,05; ANOVA-two way). O
tratamento crénico com fluoxetina foi capaz reduzir o BEI das sequéncias
DOWN (condicdo Fe,71) = 2,11, P>0,05; ANOVA-two way; tratamento Fe,71) =

5,11, P>0,05; ANOVA-two way).
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Figura 24. Pressao arterial sistolica (PAS) de animais submetidos ao protocolo de
estresse cronico durante 14 dias e tratados com fluoxetina crénica ou aguda durante
21 dias. As colunas representam média + EPM entre os grupos controle x veiculo
(n=8); controle x fluoxetina crénica (n=11); controle x fluoxetina aguda (n=6); estresse
crbnico repetido (ECR x veiculo n=9); ECR x fluoxetina crénica (n=11); ECR x
fluoxetina aguda (n=8);estresse cronico variado (ECV x veiculo, n=11); ECV Xx
fluoxetina crénica (n=10); e ECV x fluoxetina aguda (n=6) *P<0,05 comparado ao
grupo controle. ANOVA-two way, seguido do post hoc Bonferroni.
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Figura 25. Variabilidade total da PAS de animais submetidos ao protocolo de estresse
crbnico durante 14 dias e tratados com fluoxetina crbnica ou aguda durante 21 dias.
As colunas representam média =+ EPM entre os grupos controle x veiculo (n=8);
controle x fluoxetina crénica (n=11); controle x fluoxetina aguda (n=6); estresse cronico
repetido (ECR x veiculo n=9); ECR x fluoxetina crdnica (n=11); ECR x fluoxetina aguda
(n=8);estresse crbnico variado (ECV x veiculo, n=11); ECV x fluoxetina crbnica (n=10);
e ECV x fluoxetina aguda (n=6) *P<0,05 comparado ao grupo controle; #*P<0,05
comparado ao seu respectivo veiculo. ANOVA-two way, seguido do post hoc
Bonferroni.
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Figura 26. Poténcia da banda de baixa frequéncia (LF) do espectro da pressao arterial
sistélica (PAS) de animais submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14
dias e tratados com fluoxetina cronica ou aguda durante 21 dias. As colunas
representam média + EPM entre o0s grupos controle x veiculo (n=8); controle X
fluoxetina crénica (n=11); controle x fluoxetina aguda (n=6); estresse crbénico repetido
(ECR x veiculo n=9); ECR x fluoxetina cronica (n=11); ECR x fluoxetina aguda (n=8);
estresse cronico variado (ECV x veiculo, n=11); ECV x fluoxetina crbnica (n=10); e
ECV x fluoxetina aguda (n=6) *P<0,05 comparado ao grupo controle; #P<0,05
comparado ao seu respectivo veiculo. ANOVA-two way, seguido do post hoc
Bonferroni.
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Figura 27. (A) Intervalo de pulso (IP) e (B) Variabilidade total do intervalo de pulso de
animais submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14 dias e tratados com
fluoxetina crénica ou aguda durante 21 dias. As colunas representam média + EPM
entre 0s grupos controle x veiculo (n=8); controle x fluoxetina crbnica (n=11); controle
x fluoxetina aguda (n=6); estresse cronico repetido (ECR x veiculo n=9); ECR x
fluoxetina crénica (n=11); ECR x fluoxetina aguda (n=8); estresse crbnico variado
(ECV x veiculo, n=11); ECV x fluoxetina crénica (n=10); e ECV x fluoxetina aguda
(n=6) *P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao seu respectivo
veiculo. ANOVA-two way, seguido do post hoc Bonferroni.

93



Resultados

A
2,54 :
(1 Veiculo
2,0 I @ Fluoxetina Cronica
- I Bl Fluoxetina Aguda
0 1,5
E
L 1,0 # #
0,5-
0,0- — —EI
Controle ECR ECV
B
6 ,
1 Veiculo
[ Fluoxetina Cronica
— 4- l Bl Fluoxetina Aguda
g T
L
o 2.
0_ I | S
Controle ECR ECV

Figura 28. (A) Poténcia da banda de baixa frequéncia (LF) e (B) alta frequéncia (HF)
do espectro do intervalo de pulso de animais submetidos ao protocolo de estresse
crbnico durante 14 dias e tratados com fluoxetina crénica ou aguda durante 21 dias.
As colunas representam média + EPM entre os grupos controle x veiculo (n=8);
controle x fluoxetina crénica (n=11); controle x fluoxetina aguda (n=6); estresse crbénico
repetido (ECR x veiculo n=9); ECR x fluoxetina crdnica (n=11); ECR x fluoxetina aguda
(n=8); estresse cronico variado (ECV x veiculo, n=11); ECV x fluoxetina crbnica
(n=10); e ECV x fluoxetina aguda (n=6) *P<0,05 comparado ao grupo controle;
#P<0,05 comparado ao seu respectivo veiculo. ANOVA-two way, seguido do post hoc
Bonferroni.
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Figura 29.(A) Poténcia da banda de alta frequéncia (LF) (B) alta frequéncia (HF) do
espectro do intervalo de pulso e (C) razdo entre as poténcias das bandas de LF/HF de
animais submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14 dias e tratados com
fluoxetina crbnica ou aguda durante 21 dias. As colunas representam média + EPM
entre os grupos controle x veiculo (n=8); controle x fluoxetina crénica (n=11); controle
x fluoxetina aguda (n=6); estresse cronico repetido (ECR x veiculo n=9); ECR x
fluoxetina crénica (n=11); ECR x fluoxetina aguda (n=8); estresse crbnico variado
(ECV x veiculo, n=11); ECV x fluoxetina crénica (n=10); e ECV x fluoxetina aguda
(n=6) *P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao seu respectivo

veiculo. ANOVA-two way, seguido do post hoc Bonferroni.
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Figura 30. (A) Ganho de todas as sequéncias barorreflexas, (B) ganho das
sequéncias UP e (C) ganho das sequéncias DOWN avaliados pelo método da
sequéncia de animais submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14 dias e
tratados com fluoxetina crénica ou aguda durante 21 dias. As colunas representam
média £ EPM entre os grupos controle x veiculo (n=8); controle x fluoxetina crénica
(n=11); controle x fluoxetina aguda (n=6); estresse crénico repetido (ECR x veiculo
n=9); ECR x fluoxetina cronica (n=11); ECR x fluoxetina aguda (n=8); estresse crbnico
variado (ECV x veiculo, n=11); ECV x fluoxetina crénica (n=10); e ECV x fluoxetina
aguda (n=6) *P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao seu
respectivo veiculo. ANOVA-two way, seguido do post hoc Bonferroni.
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Figura 31. (A) indice de efetividade do barorreflexo total (BEI), (B) BEI das sequéncias
barorreflexas UP e (C) BEI das sequéncias barorreflexas DOWN de animais
submetidos ao protocolo de estresse crbénico durante 14 dias e tratados com fluoxetina
cronica ou aguda durante 21 dias. As colunas representam média + EPM entre os
grupos controle x veiculo (n=8); controle x fluoxetina cronica (n=11); controle x
fluoxetina aguda (n=6); estresse cronico repetido (ECR x veiculo n=9); ECR x
fluoxetina crénica (n=11); ECR x fluoxetina aguda (n=8); estresse crbnico variado
(ECV x veiculo, n=11); ECV x fluoxetina crénica (n=10); e ECV x fluoxetina aguda
(n=6) *P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao seu respectivo
veiculo. ANOVA-two way, seguido do post hoc Bonferroni.
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6.10 Experimento de ativacdo do quimiorreflexo em ratos submetidos ao

estresse crbnico.

A figura 28 apresenta os tracados de animal, representativos de seus
grupos, mostrando as alteracfes na pressdo PA, FC e na respiracdo de um
animal em condicdes basais e no momento da ativacao do quimiorreflexo com
KCN (40 pg/0,05 mL). E possivel observar que a ativagdo do quimiorreflexo
altera tanto as respostas cardiovasculares quanto respiratérias, promovendo

uma resposta de aumento na PA e fr e diminui¢do FC.

6.10.1 Respostas cardiovasculares e ventilatérias a ativacdo do
quimiorreflexo com KCN (40 pg/0,05 mL) em animais submetidos ao

estresse crbnico.

Na figura 33 é apresentado o conjunto de variagcbes na PAM e FC
decorrentes do estresse cronico promovidas pela ativagdo do quimiorreflexo
com KCN (40 pg/0,05 mL). Como é possivel observar, os grupos ECR e ECV
promoveram uma diminuicdo na magnitude da resposta pressora a ativacao do
quimiorreflexo quando comparado ao grupo controle (Fe30 = 10,32; P<0,05;
ANOVA-one way), no entanto, ndo houve diferenga significativa entre os
grupos com relacdo a resposta bradicardica (Fe,30 = 1,048; P>0.05; ANOVA
one way).

Em todos os grupos experimentais, a fr dos animais foi quantificada a

cada 2 segundos durante 20 segundos antes e 20 segundos apoés a ativacao
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do quimiorreflexo com KCN. Além disso, também foram quantificados os
valores de Ve e V1 a cada dois segundos antes da ativagdo do quimiorreflexo
em condicdes basais. A figura 34 apresenta as alteracdes na fr dos animais 20
segundos antes (basal) e 20 segundos apds a administracdo de KCN. Com
relacdo a resposta de aumento da fr decorrente da ativagdo do quimiorreflexo,
a andlise dos resultados demonstrou que ambos 0S grupos gque passaram pelo
estresse crénico apresentaram maior aumento na média do aumento maximo
da fr decorrente da ativagdo do quimiorreflexo quando comparado ao grupo
controle (Fe,30) = 5,317; P>0,05 ANOVA-one way).

Com relacéo a fr basal, antes da ativacdo do quimiorreflexo, como é
possivel verificar na figura 35, os resultados apresentados demonstram que
apenas 0 grupo ECV demonstrou maior aumento na fr basal quando
comparado ao grupo controle (Fe,30) = 4.365; P>0.05).

Ja em relacdo aos parametros ventilatorios basais, a figura 36 apresenta
0 conjunto das variacbes médias nos valores de Ve e V1 entre os diferentes
grupos. E possivel observar que tanto o grupo ECR quanto o grupo ECV
apresentaram atenuacdo nas respostas de volume corrente (Vt); (F@30) =
8.154 P<0.05, ANOVA-one way) ventilagdo minuto (Vg); (Fes0 = 6.411;

P<0.05; ANOVA-one way) quando comparados ao grupo controle.
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Figura 32. Tracados representativos da pressao arterial pulsatil (PAP), presséao arterial
média (PAM, mmHg), frequéncia cardiaca (FC, bpm) e das oscilacbes de presséo
decorrentes da respiracdo de um animal (inspiracdo) antes (basal) e apoés
administracdo de KCN. E possivel observar a resposta caracteristica pressora,
bradicardica e aumento da frequéncia respiratdria apds a administracédo de cianeto de
potassio (KCN) entre os diferentes grupos controle, estresse crbnico repetido (ECR) e
estresse cronico variado (ECV).
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Figura 33. (A) Variacdo da presséo arterial média (PAM) e (B) frequéncia cardiaca
(FC) a ativacdo de KCN de animais submetidos ao protocolo de estresse cronico
durante 14 dias. As colunas representam média + EPM entre os grupos controle
(n=11); estresse cronico repetido, (ECR, n=10); estresse cronico variado(ECV, n=10).
(*) Foram considerados significativos p<0,05; ANOVA-one way, seguido do post hoc
Newman-Keuls.
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Figura 34. Decurso temporal das alteragdes na frequéncia respiratéria (fr, cpm) basal
e na resposta de aumento da fR a ativacdo do quimiorreflexo com KCN de animais
submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14 dias. Os pontos representam
média = EPM entre os grupos controle (n=11); estresse cronico repetido, (ECR, n=10);
estresse cronico variado(ECV, n=10). (*) Foram considerados significativos p<0,05;
ANOVA-one way, seguido do post hoc Newman-Keuls.

300

* 1 Controle
' 0 ECR

—~ 200- o — Hl ECV

g

&

o

< 100-

0_

Figura 35. Variagbes no aumento da fr a ativagdo do quimiorreflexo com KCN de
animais submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14 dias. As colunas
representam média + EPM entre os grupos controle (n=11); estresse cronico repetido,
(ECR, n=10); estresse cronico variado(ECV, n=10). (*) Foram considerados
significativos p<0,05; ANOVA-one way, seguido do post hoc Newman-Keuls.
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Figura 36. (A) Frequéncia respiratéria (fr, cpm) basal (B) volume corrente (V1) e (C)
ventilagdo minuto (Ve) de animais submetidos ao protocolo de estresse crénico
durante 14 dias. As colunas representam média + EPM entre 0os grupos controle
(n=11); estresse cronico repetido, (ECR, n=10); estresse crdnico variado (ECV, n=10).
(*) Foram considerados significativos p<0,05; ANOVA-one way, seguido do post hoc
Newman-Keuls.
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6.10.2 Efeito do tratamento crénico e agudo com fluoxetina nas respostas
cardiovasculares e ventilatorias a ativacdo do quimiorreflexo com KCN

(40 pg/0,05 mL) em animais submetidos ao estresse cronico.

A figura 37 apresenta o conjunto de variagcdes na PAM e FC decorrentes
do estresse crénico promovidas pela ativacdo do quimiorreflexo com KCN (40
1g/0,05 mL) e o efeito do tratamento cronico e agudo com fluoxetina frente as
alteracdes ocasionadas pelo estresse cronico. Como € possivel observar, tanto
o grupo ECR gquanto o grupo ECV apresentaram uma atenuacédo na magnitude
da resposta pressora decorrente da ativacdo do quimiorreflexo quando
comparados ao grupo controle (Fee9 = 17,15; P<0,05; ANOVA-two way), ja o
tratamento cronico e agudo com fluoxetina foram capazes de aumentar a
magnitude da resposta pressora (Fee9 = 35,67; P<0.05; ANOVA-two way)
gquando comparados aos seus respectivos veiculos, do mesmo modo, néo
havendo interacdo entre o tratamento e a condicdo (Fwu.e9 = 13,53; p<0,05;
ANOVA-two way).

Em relacdo a FC, nossos resultados demonstraram que a resposta
bradicéardica frente a ativacdo do quimiorreflexo com KCN (40 pg/0,05 mL) ndo
foi alterada pelo estresse cronico (F@e9 = 0,93; P>0,05; ANOVA-two way). No
entanto, o tratamento agudo com fluoxetina foi capaz de aumentar a magnitude
da resposta bradicardica quando comparado com seus respectivos veiculos
(Fe9 = 9,47; P<0.05; ANOVA-two way).

Em todos os grupos experimentais, a fr dos animais foi quantificada a

cada 2 segundos durante 20 segundos antes e 20 segundos apos a ativacéo
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do quimiorreflexo com KCN. Além disso, também foram quantificados os
valores de Ve e Vra cada 2 segundos antes da ativagdo do quimiorreflexo em
condicOes basais. A figura 38 apresenta as alteracdes na fr dos animais 20
segundos antes (basal) e 20 segundos apos a administracdo de KCN. Com
relacdo a resposta de aumento da fr frente a ativagdo do quimiorreflexo, é
possivel observar na figura 39 que ambos 0s grupos que passaram pelo
estresse cronico apresentaram um aumento na média do aumento maximo da
fr decorrente da ativagdo do quimiorreflexo quando comparado ao grupo
controle (Fe.69) = 6,26; P>0,05; ANOVA-two way), no entanto, tanto tratamento
cronico quanto o tratamento agudo com fluoxetina foram capazes de provocar
um aumento ainda maior na fr em decorréncia da ativagdo do quimiorreflexo
(Fe.69= 7,34; P>0,05; ANOVA-two way).

A figura 39 apresenta o conjunto de variagcdes médias na fr basal, antes
da ativacdo do quimiorreflexo. Os resultados apresentados demonstram que
apenas o grupo ECV foi capaz de promover um aumento na fr basal quando
comparado ao grupo controle (Feey = 3,65; P<0,05; ANOVA-two way),
reproduzindo os resultados anteriores. Todavia o tratamento crénico com
fluoxetina foi capaz de atenuar o aumento da fr basal no grupo ECR e ECV,
porém ambos os tratamentos aumentaram a fr do grupo controle, ou seja, 0s
animais que nao foram submetidos ao estresse crénico (F@69 = 5,74; P<0,05;
ANOVA-two way).

Com relacdo aos parametros ventilatérios basais, a figura 40 (B,C)
apresenta o conjunto das variacdes médias nos valores de Ve e V1 entre 0s

diferentes grupos. E possivel observar que tanto o grupo ECR quanto o grupo
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ECV promoveram uma atenuacdo nas respostas de volume corrente (VT);
(Fee9 = 5,96; P<0,05; ANOVA-two way) e ventilacdo minuto (Vg); (Fee9 =
7,91; P<0,05; ANOVA-two way) quando comparado ao grupo controle. No
entanto ao analisar o VT, observa-se que houve interacdo entre o tratamento
cronico com fluoxetina e o0 ECR, e controle, uma vez que o tratamento cronico
foi capaz de prevenir as alteracbes ocasionadas frente o ECR, no entanto
apresentou efeito por si s6 no grupo controle (Fe69) 3,99; P<0.05; ANOVA-two
way), provocando um aumento do Vr. Em relacéo a ventilagdo minuto, tanto o
ECR quanto o ECV foram capazes de atenuar a resposta ventilatoria (F,69) =
7,91; P<0.05; ANOVA-two way), porém o tratamento crénico com fluoxetina
apenas promoveu uma diminuicdo por si na resposta ventilatéria do grupo

controle (Fe.69) = 6.17; p<0.05; ANOVA-two way).
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Figura 37. (A) Variacdo da presséo arterial média (PAM) e (B) frequéncia cardiaca
(FC) a ativacdo de KCN de animais submetidos ao protocolo de estresse crénico
durante 14 dias e tratados com fluoxetina cronica ou aguda durante 21 dias. As
colunas representam média + EPM entre os grupos controle x veiculo (n=8); controle x

fluoxetina crénica (n=10);

controle x fluoxetina aguda (n=6); ECR + veiculo (n=9);

ECR + fluoxetina crénica (n=10); ECR + fluoxetina aguda (n=9) e ECV + veiculo (n=9);
ECV + fluoxetina crénica (n=10) e ECV + fluoxetina aguda (n=6). *P<0,05 comparado
ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao seu respectivo veiculo. ANOVA-two way,

seguido do post hoc Bonferroni.
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Figura 38. (A,B) Discurso temporal das alteragdes na frequéncia respiratoria (fR, cpm)
basal e na resposta de aumento da fR & ativagdo do quimiorreflexo com KCN de
animais submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14 dias e tratados com
fluoxetina crénica ou aguda durante 21 dias. Os pontos representam média + EPM
entre os grupos controle x veiculo (n=8); controle x fluoxetina crénica (n=10); controle
+ fluoxetina aguda (n=6); ECR x veiculo (n=9); ECR + fluoxetina crbnica (n=10); ECR
+ fluoxetina aguda (n=9) e ECV + veiculo (n=9); ECV + fluoxetina crénica (n=10) e
ECV + fluoxetina aguda (n=6).
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Figura 39. Resposta de aumento da fr a ativacdo do quimiorreflexo com KCN de
animais submetidos ao protocolo de estresse cronico durante 14 dias e tratados com
fluoxetina crénica ou aguda durante 21 dias. As colunas e 0s pontos representam
média £+ EPM entre os grupos controle x veiculo (n=8); controle + fluoxetina crénica
(n=10); controle + fluoxetina aguda (n=6); ECR + veiculo (n=9); ECR + fluoxetina
cronica (n=10); ECR + fluoxetina aguda (n=9) e ECV + veiculo (n=9); ECV + fluoxetina
crbnica (n=10) e ECV+ fluoxetina aguda (n=6). *P<0,05 comparado ao grupo controle;
#P<0,05 comparado ao seu respectivo veiculo. ANOVA-two way, seguido do post hoc

Bonferroni.
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Figura 40. (A) Frequéncia respiratoria (fr, cpm) basal (B) volume corrente (V1) e (C)
ventilagdo minuto (Vg) de animais submetidos ao protocolo de estresse cronico
durante 14 dias e tratados com fluoxetina cronica ou aguda durante 21 dias. As
colunas e os pontos representam média + EPM entre os grupos controle x veiculo
(n=8); controle x fluoxetina crénica (n=10); controle x fluoxetina aguda (n=6); ECR +
veiculo (n=9); ECR + fluoxetina crbnica (n=10); ECR x fluoxetina aguda (n=9) e ECV +
veiculo (n=9); ECV + fluoxetina crbnica (n=10) e ECV + fluoxetina aguda (n=6).
*P<0,05 comparado ao grupo controle; P<0,05 comparado ao seu respectivo veiculo.
ANOVA-two way, seguido do post hoc Bonferroni
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7. DISCUSSAO

A hipétese do presente trabalho foi que o estresse cronico de diferentes
tipos (ECR e ECV) altera as respostas cardiovasculares e ventilatorias que sao
ativadas por mecanismos autondémicos como o barorreflexo e quimiorreflexo,
além de interferir na variabilidade da frequéncia cardiaca e, finalmente, que o
tratamento com fluoxetina era capaz de prevenir as alteracdes ocasionadas
pelo estresse cronico.

O presente trabalho demonstrou que os animais que foram submetidos
ao ECV e ECR apresentaram um comportamento do tipo depressivo, uma que
vez que demonstraram uma menor preferéncia por sacarose quando
comparados aos animais controle, e que o tratamento cronico com fluoxetina
foi capaz de prevenir essas alteragfes. Além disso, ambos os protocolos de
estresse cronico reduziram o peso corporal dos animais, no entanto n&o
alteraram os niveis basais de PAM e FC, sendo que o tratamento crénico ou
agudo com fluoxetina ndo interferiu com esses parametros cardiovasculares.

Nosso estudo também demonstrou que o ECR, mas ndo o ECV é capaz
de potencializar as respostas taquicardicas e bradicardicas frente a ativacdo do
barorreflexo com a infusdo de drogas vasoativas (fenilefrina e nitroprussiato de
sodio) e que o tratamento crénico com fluoxetina foi capaz de prevenir as
alteracdes ocasionas pelo ECR. Além disso, observamos que o estresse
cronico é capaz de alterar a variabilidade do intervalo de pulso e a
sensibilidade do barorreflexo, além de promover alteracbes da PA a ativacéo

do quimiorreflexo, bem como os parametros respiratorios. Observamos ainda
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que o tratamento crénico e agudo com fluoxetina interferiu na maioria dos
parametros avaliados.

Inicialmente, nossos resultados demonstraram que animais que Sao
submetidos ao estresse cronico apresentam uma diminuicdo pela preferéncia
por sacarose. Levando em consideracdo que modelos de estresse cronico sédo
bastante utilizados e apropriados para o estudo experimental de depressao
(Katz et al., 1981). Willner et al., (1987) demonstraram que a exposi¢cdo ao
estresse cronico, seja em ratos ou camundongos, provoca uma diminuicdo na
capacidade de resposta de recompensa, que geralmente € expressa por um
menor consumo e preferéncia por solucdo de sacarose. No entanto, esse
comportamento alterado, € revertido apds o tratamento crénico com todas as
principais classes de medicamentos antidepressivos, além disso, o tratamento
cronico com drogas antidepressivas afeta o comportamento apenas dos
animais que foram cronicamente estressados, sem alterar o comportamento
dos animais que nao sofreram estresse (D'Aquila et al., 1994, Willner, 1997).

A exposicdo ao estresse cronico é conhecida por alterar os mecanismos
basicos da resposta ao estresse. Varios estudos na literatura tem demonstrado
gque a exposicdo ao estresse crénico provoca alteragcdes anatdmicas,
comportamentais e neuroenddcrinos, perda peso corporal e reducdo na
ingestdo de alimentos; inducdo a hipertrofia adrenal, involucdo do timo, baco e
ganglios linfaticos;p modificagdo da plasticidade neuronal (Marti et al., 1994,
Dominguez-Gerpe and Rey-Mendez, 1997, Marin et al., 2007).

Alguns estudos demonstram que o ECR e o ECV, em ratos jovens,

afetam de maneiras diferentes o comportamento, peso corporal e secregéo de
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corticosterona plasmatica (Marti et al., 1994, Ortiz et al.,, 1996, Marin et al.,
2007). Nossos resultados demonstram quem ambos 0s estresses sdo capazes
de diminuir o peso corporal dos animais. Estes resultados estdo sd acordo com
estudos realizados por Duarte et al., (2015a) que relatam que o ECR e 0 ECV
diminuem o peso corporal dos animais adultos.

Ao analisar o efeito do tratamento com fluoxetina, nos grupos ECR e
ECV, foi possivel obsevar que ndo houve diferenca significativa entre os pesos
dos animais, no entanto o tratamento crénico com fluoxetina reduziu o peso
dos animais ndo estressados. Varios estudos tém demonstrado que o
tratamento crénico com fluoxetina reduz a ingestdo de alimentos e o peso
corporal em roedores (Yen and Fuller, 1992, Crestani et al.,, 2011). Estudos
clinicos também tem relatado uma perda de peso dos pacientes durante o
tratamento com fluoxetina (Serretti and Mandelli, 2010). O efeito do tratamento
agudo com fluoxetina observado nos animais ndo estressados possivelmente
se da pela diferenca de peso no inicio do protocolo.

Com relacdo a corticosterona plasmatica, varios estudos demonstram
gue o estresse crénico aumenta os niveis de corticosterona quando os animais
sdo expostos a um novo estressor (Magarinos and McEwen, 1995, Gadek-
Michalska and Bugajski, 2003). Porém, assim como no estudo de Almeida et
al., (2015), nossos resultados demonstraram que ndo houve efeito nem da
condicdo e nem do tratamento sobre os parametros de corticosterona. As
diferencas de protocolos podem ser responsaveis por essas diferengas, uma
vez que noés coletamos as amostras 24 horas apds a Ultima sessdo de

estresse.
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Além dessas alteragcbes no peso e comportamento, varios estudos
demonstram que o estresse pode levar a alteracbes no sistema circulatorio,
dependendo do tipo de estressor envolvido (Esch et al., 2002), uma vez que a
exposicao ao estresse provoca o aumento da PA e da FC (Irvine et al., 1997,
Barres et al., 2004, Carrive, 2006, Tavares and Correa, 2006, Grippo et al.,
2008, Duarte et al., 2015b). Nossos achados estdo em conformidade com
estudos de Grippo et al., (2006), que demonstraram que 0 estresse cronico nao
foi capaz de alterar os parametros basais de PA e FC.

Além disso, o tratamento com fluoxetina também néo influenciou nesses
parametros. Tais resultados estdo de acordo com estudos de Almeida et al.,
(2015) eRoose et al., (1998) em que o estresse cronico e o tratamento com
SSRIs ndo provocam alteracdo na pressao arterial, concordando com nossos
resultados. Segundo, Fone and Porkess, (2008) o manuseio diario para o
tratamento farmacol6gico e 0 manuseio excessivo do experimentador podem
atenuar as consequéncias fisiologicas de estressores crénicos. Além disso, as
diferencas de linhagens de ratos e idade poderiam explicar estas diferencas
cardiovasculares.

Embora as alteracbes cardiovasculares sejam comuns frente a
exposicdo ao estresse, elas podem variar de acordo com os diferentes
estressores utilizados (Crestani et al.,, 2010c). Adicionalmente, alteracdes
cardiovasculares provocadas por pelo estresse crbnico sdo seguidas por
alteracOes da atividade do barorreflexo (Duarte et al., 2015a). Baseado nisso,
nossos resultados demonstraram que ECR foi capaz de aumentar a inclinacao

das curvas de regressao linear (ganho do barorreflexo) tanto do componente
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taquicardico quanto do componente bradicardico do barorreflexo cardiaco.
Logo, ocorreu uma maior variacdo da FC dos animais frente as alteracdes de
PA.

Do mesmo modo, a maior parte dos parametros da curva sigmoide
também sofreram alteracbes (P1, P2, G e AP). Segundo Head and McCarty,
(1987) o platd inferior da curva sigmoide, chamado de P1, € um indicador de
atividade parassimpatica maxima, enquanto que o platd superior, ou P2, € um
indicador de atividade simpéatica maxima. E possivel observar que houve um
aumento de ambos os platdés apos o ECR, demonstrando que o0 estresse
cronico por restricdo esta afetando os componentes simpatico e parassimpatico
do barorreflexo.

Relatos na literatura demonstram que respostas taquicardicas
exacerbadas constituem um importante fator de risco para isquemia do
miocardio e morte subita (Palatini and Julius, 1997). Dessa forma, a
potencializacdo das respostas reflexas taquicardicas apdés o ECR podem
constituir um risco fator de risco cardiovascular, ja a facilitacdo das respostas
bradicardicas podem constituir um mecanismos de atenuacdo das alteracdes
cardivasculares induzidas pelo estresse cronico (Duarte et al., 2015a).

Vérias estruturas do sistema nervoso central podem ser responsaveis
pela modulacdo da atividade do barorreflexo cardiaco em situacdes de
estresse, uma vez que estudos demonstram que a estimulacdo ou a inibicéo
de estruturas limbicas envolvidas com respostas autondmicas e
comportamentais & ameacga, como 0 cortex pré frontal medial (Resstel et al.,

2004, Resstel et al., 2006a), hipotalamo anterior (Simon et al., 1985) ou
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hipotalamo posterior (Bauer et al., 1988), e substancia cinzenta periaquedutal
(Pelosi et al., 2007), séo capazes de modular a funcéo do barorreflexo.

Apos verificar o efeito do estresse crbnico sobre a atividade do
barorreflexo, nés realizamos o tratamento cronico e agudo com fluoxetina, pois
além das alteracbes cardiovasculares, o estresse crénico também pode
desempenhar um papel importante na alteracdo do comportamento que €
semelhante a depressdo em humanos (Willner et al., 1992). Frequentemente
na pratica pré-clinica a fluoxetina ¢é utilizada para reverter -efeitos
comportamentais ocasionados pelo estresse. Dessa forma, nossos resultados
demonstraram que o tratamento crénico com fluoxetina preveniu as alteracdes
ocasionadas pelo ECR, ou seja, 0s animais estressados cronicamente e que
foram previamente tratados com fluoxetina por um periodo de 21 dias, com o
término da 21 2 injecdo no dia do experimento, apresentaram uma diminuicdo
da taquicardia e bradicardia evocadas pelo ECR, além de diminuir ambos os
platbés, demonstrando que o tratamento crénico com fluoxetina inibiu tanto o
componentes simpatico quanto o parassimpatico do barorreflexo, sem alterar a
atividade barorreflexa dos animais que passaram pelo ECV. No entanto, o
tratamento crénico com fluoxetina diminuiu as respostas reflexas de taquicardia
e bradicardia do grupo controle.

Alguns mecanismos podem explicar o efeito da fluoxetina sobre a
atividade do barorreflexo. Ja foi relatado que estruturas do sistema nervoso
central estdo envolvidas na resposta do barorreflexo cardiaco. Considerando
gue estudos demonstraram que o tratamento cronico com fluoxetina de 21 dias

aumenta o numero de células que expressam a proteina Fos, um marcador de
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ativacdo neuronal em varias areas envolvidas no controle da atividade
autonémica (Lino-de-Oliveira et al., 2001), € possivel que a acdo central da
fluoxetina possa mediar essa alteracdo no barorreflexo, sugerindo que uma
mudanca no padrao de ativacdo central poderia influenciar a acao da fluoxetina
sobre as respostas cardiovasculares frente ao estresse crénico por restricao.
Ja em relacdo ao tratamento agudo com fluoxetina, nossos resultados
demonstram que o tratamento agudo nao interferiu na resposta taquicéardica, no
entanto foi capaz de atenuar a resposta bradicardica tanto do grupo controle,
quanto do grupo ECR, analisados pelas curvas de regresséao linear. O mesmo
foi observado através das curvas sigmoides, onde o platé inferior foi reduzido
com o tratamento agudo, sem alterar o platé superior.
Além das alteracBes cardiovasculares frente a atividade do barorreflexo
0 estresse cronico também promoveu alteracdo na variabilidade da do intervalo
de pulso e a sensibilidade do barorreflexo espontdneo. A andlise da
variabilidade dos parametros cardiovasculares, como PA e FC, assim como a
avaliacdo da sensibilidade do barorreflexo, sdo importante ferramentas
utilizadas em estudos de modulacdo autonémica sobre o coracdo (Akselrod et
al., 1981, (Bertinieri et al., 1985). Em nosso estudo, foi possivel observar que o
estresse crénico alterou a variabilidade do intervalo de pulso, uma vez que o
ECR apresentou um aumento na PAS, seguido do aumento da poténcia da
banda de LF do espectro PAS. A literatura demonstra que oscilacdes de baixa
frequéncia, tanto da PA quanto do IP estdo associadas a modulagédo simpética
cardiaca (Malik and Camm, 1995). Apesar do aumento da PAS e aumento na

poténcia da banda LF do espectro da PAS, esse aumento nado foi suficiente
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para ocasionar alteracdo da PA. Nao houve aumento no IP, porém os
protocolos de estresse crénico diminuiram as poténcias das bandas das de LF
e HF do espectro do IP, bem como a razdo das poténcias dessas bandas
(LF/HH). ). As oscilacbes de baixa frequéncia (LF) do espectro do IP séo
mediadas, essencialmente, pelo sistema nervoso simpatico, e dependem da
integridade do barorreflexo (Malik and Camm, 1995). Ja as oscilagfes de alta
frequéncia (HF) estdo relacionadas ao sistema nervoso parassimpatico.
Observa-se que apesar da potencializacao simpatica e parassimpatica frente a
ativacdo barorreflexa com a infusdo de drogas vasoativas, as poténcias das
bandas de baixa (LF) e alta (HF) frequéncia do espectro do IP foram
diminuidas.

Vérios estudos na literatura demonstram que uma das formas de avaliar
a sensibilidade barorreflexa é através da quantificacdo da resposta reflexa de
FC frente as variacfes de PA desencadeadas por drogas vasoativas (Crestani
et al., 2006, Resstel et al., 2006b, Crestani et al., 2010a, Engi et al., 2012). No
entanto, neste estudo a sensibilidade do barorreflexo também foi avaliada no
dominio do tempo por meio do método da sequéncia.

Varios estudos na literatura relatam que o estresse crénico promove um
aumento da atividade simpatica e altera a sensibilidade do barorreflexo
(Malliani et al., 1991, Grassi et al., 2004, Duarte et al., 2015b). Duarte et al.,
(2015b) demonstram que o0 estresse crbnico em animais adolescentes
aumentou a poténcia da banda de LF, HF e a razdo LF/HF espectro do IP,
indicando, portanto, tanto um aumento da modulag&o simpatica cardiaca, como

um aumento da modulacdo parassimpéatica cardiaca. Além disso, ao analisar a
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sensibilidade do barorreflexo espontaneo, foi possivel observar que os animais
submetidos ao ECR apresentaram um aumento no ganho das sequéncias
barorreflexas totais, demonstrando aumento na SBR. Segundo Grassi et al.,
(2004) alteracbes na atividade do barorreflexo tem sido relacionada a
hiperatividade do tdnus simpatico.

Nossos resultados demonstraram que além das alteragbes nhas
poténcias das bandas de LF e HF do espectro do IP, o estresse cronico
também foi capaz de diminuir a sensibilidade barorreflexa analisado através do
método da sequéncia. Esses resultados vao de encontro com os dados supra
citados. E importante ressaltar ainda que estudos da literatura demonstram que
casos de hiperatividade simpatica (Mortara et al.,, 1994), deficiéncia
barorreflexa (Casadei et al., 1996) ou baixa responsividade do nodo sinusal
(Malik and Camm, 1993) podem ocasionar diminuicdo do componente LF. Essa
diminuicdo na poténcia da banda de LF e da razdo LF/HF do espectro do IP,
além da diminuicdo na SBR provavelmente podem ser explicadas por uma
hiperatividade simpatica, fazendo com que oscilacbes de baixa frequéncia
sejam pouco evidentes no espectro do IP, como no caso de pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva (Van de Borne et al., 1997) em que nos
estagios mais graves da doenca a excitagdo neuro-hormonal ocorre uma
reducdo da modulacdo da frequéncia cardiaca que apenas pequenas
flutuacdes que sdo sincronas com atividade respiratoria sdo detectaveis
(Mortara et al., 1994).

No entanto, ao realizarmos o tratamento com fluoxetina, nossos

resultados foram contraditorios do protocolo inicial, uma vez que o estresse nao
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diminui a modulacéo simpato-vagal como descrito anteriormente, apresentando
dessa forma, uma tendéncia no aumento na modulacédo simpatica na poténcia
da banda de LF e da razdo LF/HF do espectro do IP. Provavelmente a alta
manipulacdo dos animais durante o tratamento crénico e agudo com fluoxetina
pode ter interferido nos resultados, pois, de acordo com Fone and Porkess,
(2008) o manuseio diario para o tratamento farmacologico pode atenuar as
consequéncias fisioldgicas de estressores cronicos.

Nossos resultados demonstram que o tratamento crénico atenuou a
variabilidade total da PAS, bem como a LF/HF. No entanto, no trabalho de
Almeida et al.,, (2015), esses parametros estavam aumentados apos o
tratamento cronico com fluoxetina. Esssas diferencas podem ser explicadas
devido a diferenca de protocolo, jA que o mesmo realiza o tratamento de
apenas 15 dias, enquanto nos realizamos o tratamento durante 21 dias. Da
mesma forma ndés observamos que o tratamento cronico com fluoxetina
também diminuiu a modulac¢éo simpatica do IP, demonstrado pelas poténcias
da banda de LF (u.n) e pela razdo LF/HF e aumentou a modulacdo vagal,
representado pela poténcia da panda de HF (u.n). Esses resultados estdo de
acodo com estudo de (Cohen et al., 2000), no qual individuos diagnosticados
com estresse pos traumatico, apresentaram prejuizo na funcéo autonémica que
foi normalizada pelo tratamento crénico com fluoxetina, apresentando uma
diminuicdo do componente simpatico e um aumento do componente
parassimpatico cardiaco.

Inesperadamente, a avaliacdo da SBR por meio da técnica do método

da sequéncia apresentou resultados diferentes do anterior, em virtude da
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manipulacdo dos animais ja discutida acima. Além disso, esses resultados
também foram diferentes da abordagem farmacoldgica utilizada frente a
ativacdo do barorreflexo. Embora os grupos controle e ECV tenham
apresentado aumento das sequéncias DOWN ap0s o tratamento agudo, ambos
0S grupos apresentaram uma diminuicdo da bradicardia ao aumento da
pressdo por infusdo de fenilefrina. Essas alteracfes podem ser explicadas por
diferentes circuitos neurais que podem estar envolvidos em alteracdes de
pequenas faixas de pressao arterial, seguidas de respostas reflexas, e durante
alteracdes mais pronunciadas de pressdo arterial. Estudos de Crestani et al.,
(2010b) e de Andrade et al., (2014) demonstraram que a ablacdo aguda de
regides especificas do sistema nervoso central afeta diretamente as respostas
de barorreflexo analisadas por diferentes métodos de avaliacdo do
barorreflexo.

Outro importante reflexo autonémico é o quimiorreflexo (Fitzgerald,
2000), um importante mecanismo neural envolvido no controle cardiovascular e
respiratorio. Nossos resultados demonstram que o ECR e ECV provocam
alteracdes cardiovasculares, uma vez que ambos o0s protocolo diminuiram a
magnitude da resposta pressora sem alterar a frequéncia cardiaca. Esse
aumento da pressdo arterial, em resposta a ativacdo quimiorreflexa, sem
alterar a frequéncia cardiaca, estd de acordo com evidéncias anteriores que
suportam o conceito de que 0s componentes simpatico e parassimpatico do
guimiorreflexo sdo mediadas por diferentes vias neurais e mecanismos
neuroquimicos independentes (Franchini and Krieger, 1993, Haibara et al.,

1995).
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Quando ocorre a ativacao dos quimiorreceptores periféricos através da
administracdo de KCN, impulsos sdo gerados no corpusculo carotideos e
conduzidos pelos nervo vago e glossofaringeo para o bulbo, onde os terminais
aferentes realizam sinapse na regido comissural do nucleo do trato solitario
(CNTS) (Paton et al., 2001). Estudos sugerem que existe uma importante via
que compde a resposta simpatica do quimiorreflexo, devido a existéncia de
projecOes diretas do NTS para a area bulbar ventrolateral rostral (RVLM). No
entanto esta projecdo ndo parece ser essencial para a resposta simpatica da
ativacdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados ja que a lesao bilateral
do nucleo paraventricular do hipotalamo reduz a magnitude e duracdo da
resposta pressora (Olivan et al., 2001) sugerindo que outras estruturas também
podem estar envolvidas na modulacdo das respostas cardiovasculares
causadas pela ativacdo quimiorreflexa junto ao NTS e RVLM.

Estudos realizado por Granjeiro et al., (2011) confirmam que estruturas
supra-bulbares sdo capazes de modular as respostas cardiovasculares
ativadas pelo quimiorreflexo, uma vez que a inibicdo do cértex pré limbico com
cloreto de cobalto (Coclz) foi capaz de diminui a resposta pressora de animais
nao anestesiados sem alterar a resposta bradicardica quando comparado ao
grupo controle.

Sabe-se que o cortex pré-frontal (CPF), a substancia periaquidutal
cinzenta (PAG), a amigdala e o hipocampo sdo componentes do sistema
limbico (O'Mara et al., 2001) e essas estruturas sdo responsaveis por integrar
respostas autondmicas e emocionais, tanto que ja foi demonstrado que

algumas de destas areas estdo envolvidas na modulacdo de respostas
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cardiovasculares (PA e FC) associadas ao estresse e ai medo condicionado ao
contexto, que € um modelo de aprendizado associativo (Fanselow, 1980, Fendt
and Fanselow, 1999, Resstel et al., 2006a, Resstel et al., 2008a, Resstel et al.,
2008b, Resstel et al., 2008c). Dessa forma, possivelmente o ECR desencadeia
alteracdes nessas principais areas que por sua vez, estdo modulando as
respostas cardiovasculares, provocando uma diminuicdo na resposta pressora
frente a ativacao do quimiorreflexo.

O tratamento crénico com fluoxetina aumentou a magnitude da
resposta pressora, sem alterar a bradicardica. Entretanto, o tratamento agudo
com fluoxetina foi capaz de aumentar a resposta pressora e atenuar a resposta
bradicardica. Como dito anteriormente, quando ocorre a ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos através da administracdo de KCN, os impulsos
gerados sdo conduzidos até o cNTS (Paton et al., 2001). O nucleo do solitario
trato (NTS) recebe projecdes de neurbnios serotoninérgicos do nucleo caudal
da rafe (Thor and Helke, 1987), dessa forma, foi demonstrado que diminui¢céo
de serotonina no bulbo dorsomedial atenua tanto as respostas ventilatorias
qguanto as respostas simpaticas decorrentes da administracdo de KCN Kung
and Scrogin, (2011), sugerindo que a serotonina nessa regido facilitaria a
atividade do quimiorreflexo, o que poderia justificar o aumento da magnitude da
resposta pressora apdés o tratamento com fluoxetina. No entanto, quando
ocorre a ativagdo do nucleo obscuro da rafe, 0 mesmo envia projecdes de
serotoninérgicas para o NTS, desempenhando um papel inibitério sobre a
resposta bradicardica frente a situagdo de hipdxia e consequente ativacdo do

guimiorreflexo (Weissheimer and Machado, 2007), provavelmente levando a
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diminuicdo da resposta bradicardica evocada pela administracdo aguda com
fluoxetina.

Além das alteracdes cardiovasculares o ECR e o ECV também
provocaram alteracdes respiratérias basais, ocasionando a diminuicdo de Vr,
Ve e aumento na magnitude da fr em resposta a ativagdo do quimiorreflexo.
Sabe-se que a resposta ventilatoria hipoxica (HVR) ndo € o produto de um
anico mecanismo, mas sim uma interacdo entre varios mecanismos distintos.
Esses mecanismos dependem dos estimulos especificos que os evocam, como
por exemplo intensidade e exposicdo a hipoxia; o tempo de curso da resposta
(segundos a anos); e os efeitos sobre os componentes de ventilacdo (volume
corrente x frequéncia) (Powell et al., 1998).

Alguns estudos demonstram que o estresse interfere na atividade
respiratoria e que a exposi¢cao ao estresse no inicio da vida altera a trajetoria
de desenvolvimento do sistema de controle respiratério (Bavis and Mitchell,
2008, Cayetanot et al., 2009). De acordo com Genest et al., (2004) animais
previamente separados de suas maes no inicio da vida apresentam alteracfes
ventilatorias como alteragcdo do Ve, além de alterar os componentes do
quimiorreflexo central e periférico do controle respiratorio (Kinkead et al., 2001).
Porém, apesar de haver relatos na literatura evidenciando alteracGes
respiratorias ocasionadas pelo estresso crénico na vida adulta, os estudos em
animais sobre o tema ainda s&o escassos.

Animais que sdo submetidos ao estresse crbnico apresentam
comportamento do tipo depressivo, que sao revertidos com o uso de inibidores

da recaptacdo de serotonina. Baseado nisso, sabe-se que a serotonina (5HT)
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desempenha um papel fundamental no controle da respiracdo (Bianchi et al.,
1995) e que regides do cérebro e a medula espinhal estdo envolvidas com o
controle respiratério por receber projecfes serotoninérgicas principalmente a
partir dos nucleos da rafe (Li et al., 1993). Segundo Kinkead et al., (2001), os
neurénios do rafe caudal sdo ativados durante situacdes de hipoxia, e liberam
5HT em regibes circunvizinhas a neurdnios respiratorios. Dessa forma, as
alteracdes respiratorias também podem ser induzidas pela administracdo de
SSRIs, como no caso da fluoxetina.

Baseado nisso, nosso estudo demonstrou que ambos 0s grupos que
passaram pelo estresse crbnico apresentaram um aumento na média da
resposta maxima da fr, no entanto, tanto o tratamento crénico quanto o
tratamento agudo com fluoxetina foram capazes de provocar um aumento
ainda maior na fr em decorréncia da ativacdo do quimiorreflexo. Os estudos
Kung and Scrogin, (2011) demonstraram que a diminuicdo de serotonina no
bulbo dorsomedial atenua as respostas ventilatorias a ativacdo ao KCN, sendo
assim, provavelmente o aumento da fr esteja relacionado a grande quantidade
de serotonina disponivel, facilitando assim sua acao nos centros respiratorios.

Com relagdo as variagbes médias na fr basal antes da ativacdo do
quimiorreflexo, o ECV provocou um aumento na fr basal, porém o tratamento
atenuou a fr basal no grupo ECR e ECV. Nota-se que tanto o grupo ECR
quanto o grupo ECV apresentaram uma atenuacdo nas respostas Vr e VE,
porém o tratamento crénico com fluoxetina foi capaz de prevenir as alteracdes
ocasionadas frente 0 ECR nos parametros de V. Alguns estudos sugerem que

0s nucleos da rafe bulbares ndo sdo ativados em condi¢cdes basais, uma vez
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gue a microinjecao de fluoxetina (inibidor da recaptacéo de 5-HT) ou muscimol
(agonista de receptor GABAA) na rafe bulbar ndo causaram alteracdes na
ventilacdo (Hodges et al., 2004, Taylor et al.,, 2004, Taylor et al., 2006),
sugerindo a participacdo de outros nucleos nessas respostas.

Entdo, baseando-se no fato de que a resposta respiratéria a hipoxia é
um dos componentes mais importantes da ativacdo do quimiorreflexo, conclui-
se gue todos os mecanismos envolvidos na geracao da atividade respiratoria
sdo bastante complexos devido aos diferentes nucleos que participam dessa
resposta, como nucleos da rafe, NTS e ndcleo ambiguo (Fuxe, 1965, Holtman,
1988, Li et al., 1993)

As diferentes respostas ventilatorias encontradas apos o tratamento
cronico e agudo com fluoxetina, provavelmente ocorrem pelos distintos efeitos
moduladores da 5-HT sobre os diferentes receptores envolvidos no controle
respiratorio (Hodges and Richerson, 2008), uma vez que existem diversos
subtipos diferentes de receptores 5-HT expressos nos nucleos respiratorios

(Lein et al., 2007) que podem estar mediando respostas distintas.
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8. CONCLUSAO

Os achados do presente estudo demonstram pela primeira vez que o
estresse crénico provoca comportamento do tipo depressivo, além de alterar as
respostas autondémicas de barorreflexo e quimiorreflexo e variabilidade
cardiocirculatoria (PAS e IP), o que pode desencadear patologias no sistema
cardiovascular e respiratério. Adicionalmente, nosso trabalho é um dos
primeiros a demonstrar que o tratamento cronico com fluoxetina previne a
maioria das alteracbes ocasionadas pelo estresse cronico frente a essas

alteracOes autondmicas.
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10. APENDICES

Tabela 2. Valores de percentagem (%) de ingestdo de sacarose entre 0S grupos
veiculos e tratados cronicamente com fluoxetina (10mg/kg).

Grupo

Preferéncia por sacarose (%)

Controle veiculo (n=5)

Controle fluoxetina crénica (n=5)

ECR veiculo (n=5)
ECR fluoxetina crdnica (n=5)
ECV veiculo (n=5)

ECV fluoxetina crénica (n=5)

95,40 + 1,664
97,54 + 1,053
82,27 +4,812*
89,93 + 3,195*
80,30 + 4,811*

91,69 +1,774%

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s
#P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s

Tabela 3. Valores de média e EPM do peso corporal (g), e valores médios basal de
pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (Fc) obtidos do grupo controle,

ECR e ECV.
Grupo Peso corporal PAM FC
(9) (mmHg) (bpm)
CONTROLE (n=11) 403,9 £ 6,117 107,5 + 1,609 362.5+ 10,90
ECR (n=10) 383,4+5518* 108,2 + 1,153 364,1 £ 5,290
ECV (n=10) 384,5 + 5,452+ 106,3 + 2,526 360 + 8,471

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni's
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Tabela 4. Valores de média e EPM do peso corporal (g), e valores médios basal de
pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (Fc) obtidos entre os diferentes
grupos apos o0 estresse cronico e tratamento crbnico e agudo com fluoxetina

(10mg/kg).
Grupo Peso corporal PAM FC
) (mmHg) (bpm)

Controle veiculo (n=8) 423 + 6,555 104,1 + 2,539 375,5+13,90
Controle fluoxetina crénica (n=11) 385,5 + 6,344 94,00 + 8,595 386,3+12,80
Controle fluoxetina aguda (n=6) 419,2 + 8,327 111,0 £0,3651 347,3 £7,697
ECR veiculo (n=9) 399,4 + 4,096* 108,4 £ 2,935 377,0£13,74
ECR fluoxetina cronica (n=11) 313,6 + 5,508" 105,4 + 3,228 377,9£7,694
ECR fluoxetina aguda (n=8) 372 + 8,683" 106,0 + 2,113 388,0 + 6,876
ECV veiculo (n=11) 365,8 +5,617* 99,00 + 9,339 391,7 £ 15,95
ECV fluoxetina crénica (n=10) 365 + 3,630 103,8 £2,670 357,5 + 8,659
ECV fluoxetina aguda (n=6) 403 + 4,900% 104,8 + 6,498 358,7 + 13,44

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’'s
#P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s

Tabela 5. Valores de média e EPM dos parametros derivados das curvas sigmoéides

apos o estresse cronico entre os diferentes grupos.

Grupo G (bpm/mmHg) P1 P2 AP PAso
(bpm) (bpm) (bpm) (mmHg)
CONTROLE (n=9) -1,311 £ 0,0779 -76 + 8,360 56,78 + 6,557 132,8 +12,77 5,407 £ 2,953
ECR (n=7) -2,236 + 0,1454* -108 £ 11,48* 95,57 £ 10,02* 204,4 £15,87* 0,03813 + 1,992
ECV (n=12) -1346 + 0,0876 -70,42 £5,81 58,42 + 6,929 120,5+12,82 5,302 £ 3,045
Fee2n= 24 F2.27= 5,80 F,27= 6,90 F@.27=9,43 F@,2n=10,9

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA one way, seguido por post hoc Newman-Keuls
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Tabela 6. Valores de média e EPM dos parametros derivados das curvas sigméides

apos o estresse crbnico entre os diferentes grupos apdés o estresse cronico e
tratamento cronico e agudo com fluoxetina (10mg/kg).

Grupo G P1 P2 AP PAso
(bpm/mmHg) (bpm) (bpm) (bpm) (mmHg)
Con x Veiculo (n=7) -1,64 £ 0,03 -84,4+2,7 75,14 £ 3 159 + 9,09 3,01 £ 2,67
ECR x Veiculo (n=7) -1,09 + 0,05* -113,7 £ 4,1* 102,3 + 1* 216 £ 9,22* 1,66 +2,43
ECV x Veiculo (n=9) -1,641 + 0,03 -83+3 80,5+4,1 170+ 13,8 5,68 £ 4,44
Con x flu crénica (n=7) -2,384 + 0,05% -53,8 + 3,3 48,8 + 3,57 102,7 + 15# -3,52+4,01
ECR x flu crénica (n=8) -1,917 + 0,04% -86 = 2,7% 70,3 + 1,4*% 154 + 11,4% 3,05+2,88
ECV x flu crénica (n=8) -1,391 + 0,03% -95+8 73,6 2,2 157 +11,6 1,282 £ 1,65
Con x flu aguda (n=6) 1,85 + 0,064 -69,6 + 2,5% 77,8+5 147,4 + 14
ECR x flu aguda (n=7) -1,23 + 0,07 -79,7 £0,9% 94,2+5,5 174 + 14,2% -1,59 £ 2,22
ECV x flu aguda(n=6) -1,71 £ 0,02 -95+8 75+27 155+9,6 -0,82 £ 3,53
2,67 £3,95
Condic&o: F(2,55= 13,33 Fs5= 6,31 F55= 5,18 F(2,55= 66,63 F(2,55= 0,98
Tratamento: F.55= 11,92 F2.55= 6,11 F.55= 3,27 F(2,55= 63,03 Fe.s5=1,01
Interacgéo: Fws5= 7,30 Fas5= 1,17 F55= 0,60 Fas5= 11,26 F55= 0,45

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni's

#P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s

Tabela 7. Valores de média e EPM da pressao arterial sistélica (PAS), variabilidade

total e LF de animais controle, ECR e ECV.

Grupo PAS Variabilidade total LF
(mmHg) (mmHg?) (mmHg?)
CONTROLE (n=11) 127,5+ 3,944 11,90 + 1,533 2,647 +0,3161

ECR (n=10) 135,2+4,171 16,07 +£1,832 3,960 + 0,4559*

ECV (n=10) 135,3+ 3,913* 15,68+ 3,049 3,287 + 0,2696

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA one way, seguido por post hoc Newman-Keuls
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Tabela 8. Valores de média e EPM de intervalo de pulso (IP), variabilidade total e LF e
HF de animais controle, ECR e ECV.

Grupo IP Variabilidade LF HF

(ms) total (ms?) (ms?) (ms?)
CONTROLE (n=11) 162,8 £ 2,044 14,14 + 2,167 1,135 +0,1534 4,248 + 0,5351
ECR (n=10) 162,2 £ 1,625 11,04 + 1,836 0,5600 £ 0,1355* 2,194 £ 0,2678*
ECV (n=10) 159,9 £ 3,851 10,89 £ 1,841 0,4890 £ 0,0609* 2,691 +0,3127*

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA one way, seguido por post hoc Newman-Keuls

Tabela 9. Valores de média e EPM de LF (u.n), HF (u.n), e razdo LF/HF de animais
controle, ECR e ECV.

Grupo LF HF LF/HF

(un) (un)
CONTROLE (n=11) 23,91 £1,998 76,09 £ 1,998 0,3464 + 0,03767
ECR (n=10) 15,70 + 1,892* 83,67 £ 1,993* 0,2320 £ 0,03527*
ECV (n=10) 17,40 + 1,815* 82,60 £ 82,60* 0,2190 £ 0,02822*

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA one way, seguido por post hoc Newman-Keuls

Tabela 10. Valores de média e EPM de ganho das sequéncias totais, nimero ganho
das sequéncias barorreflexas UP e ganho das sequéncias barorreflexas DOWN de
ratos em condi¢des controle e que foram submetidos ao ECR e ECV.

Grupo Sequéncias totais Sequéncias UP Sequéncias Down
(ms/mmHg) (ms/mmHg) (ms/mmHg)
CONTROLE (n=11) 1,239 + 0,05043 1,302 £ 0,1553 1,313 +£0,1376
ECR (n=10) 0,8052 + 0,05036* 0,7746 + 0,05462* 0,8470 + 0,05898*
ECV (n=10) 0,7684 + 0,1099* 0,4952+ 0,1041* 0,9387 + 0,07821*

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA one way, seguido por post hoc Newman-Keuls
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Tabela 11. Valores de média e EPM de pressao arterial sistolica (PAS), variabilidade
total e LF apo6s o estresse crbnico e tratamento cronico e agudo com fluoxetina (10

mg/kg).

Variabilidade total

(mmHg?)

LF
(mmHg?)

Grupo PAS
(mmHg)
Controle veiculo (n=8) 130,5 + 3,396
Controle fluoxetina crénica (n=11) 130,3 + 3,284
Controle fluoxetina aguda (n=6) 136,7 + 1,838
ECR veiculo (n=9) 134,9+ 2,685
ECR fluoxetina cronica (n=11) 132,6 £ 4,640
ECR fluoxetina aguda (n=8) 133,6 +2,672
ECV veiculo (n=11) 138,8 + 3,758
ECV fluoxetina crénica (n=10) 128,4 + 2,634
ECV fluoxetina aguda (n=6) 130,7 + 8,965

12,35 +£0,9265
15,16 + 3,329
17,79 £ 3,329
17,79 £2,431
11,76 + 1,485
17,15 + 2,826
19,45 1,775
12,75 + 1,604%

15,26 + 3,235

4,399 + 0,5878
4,075 £ 0,5759
4,700 £ 0,6840
6,078 + 00,8706
3,317 £ 0,4647*
4,918 £ 0,6383
6,645 + 00,7432
3,968 + 0,5812*

3,808 £ 0,5042*

*P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s
#P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s

Tabela 12. Valores de média e EPM de intervalo de pulso (IP), poténcia das bandas
de LF e HF do espectro do IP ap0s o estresse crbnico e tratamento crénico e agudo

com fluoxetina (10mg/kg) entre os diferentes grupos.

Grupo IP Variabilidade total (ms?) LF HF
(ms) (ms?) (ms?)
Controle veiculo (n=8) 157,1 + 5,521 13,40 + 2,718 1,260 + 0,3662 3,130 £ 0,8483
Controle fluoxetina crénica 154,7 + 3,957 6,094 + 1,373" 0,6545 + 0,1561 2,969 + 0,6862*
(n=11)
170,3 + 1,801 11,59 + 2, 308 1,067 + 0,3007 4,732 £ 0,4620*
Controle fluoxetina aguda (n=6)
160,8 + 5,346 10,49 + 1,510 1,751 +0,4479 3,341 £ 0,8153
ECR veiculo (n=9)
158,6 + 3,367 10,82 + 2,055 0,5950 + 0,1695% 3,228 £ 0,4697
ECR fluoxetina crdnica (n=11)
156,6 + 3,459 12,01 + 2,140 0,6575 + 0,2140% 3,719 £ 0,5736
ECR fluoxetina aguda (n=8)
147,7 £5,221 9,244 + 1,772 1,5661 + 0,5098 2,022 £0,1954
ECV veiculo (n=11)
164,9 + 4,1881% 9,177 +£1,488 0,34440 + 0,0958 2,022 £ 0,1954
ECV fluoxetina crénica (n=10)
171,3 + 4,984% 13,99 + 1,156 0,9783 + 0,2531 3,448 £ 0,4207

ECV fluoxetina aguda (n=6)

*P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s
#P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s
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Tabela 13. Valores de média e EPM das poténcias das bandas de LF e HF, em
unidades normalizadas (u.n), do espectro do IP, e da razdo LF/HF de animais controle,

ECR e ECV.
Grupo LF HF LF/HF
(un) (un)
Controle veiculo (n=8) 23,13+ 3,248 76,88 + 3,248 0,4250 *= 0,00953
Controle fluoxetina crdnica (n=11) 17,09 + 2,447 81,91 + 2,447 0,2655 = 0,07843
Controle fluoxetina aguda (n=6) 15,00 + 2,989 85,00 + 2,989 0,1967 £ 0,04264
ECR veiculo (n=9) 34,89 + 3,519 65,78 + 3,616 0,6222 + 0,09417
ECR fluoxetina cronica (n=11) 20,55 + 4,152# 72,55 + 6,156 0,3327 +0,1047#

ECR fluoxetina aguda (n=8)
ECV veiculo (n=11)
ECV fluoxetina crénica (n=10)

ECV fluoxetina aguda (n=6)

14,75 + 3,104%
25,91 +4,532
19,90 + 4,252

20,00 + 4,640

85,25 + 3,104%
80,10 + 4,252
84,10 + 3,160

80,00 + 4,640

0,2113 + 0,0448%
0,4550 + 0,09896
0,2590 + 0,07932

0,3000 + 0,08027

*P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s
#P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s

Tabela 14. Valores de média e EPM do ganho das sequéncias barorreflexas totais,
ganho das sequéncias barorreflexas UP e ganho das sequéncias barorreflexas DOWN

de ratos em condi¢des controle e que foram submetidos ao ECR e ECV.

Grupo Sequéncias totais Sequéncias UP Sequéncias DOWN

(ms/mmHg)

(ms/mmHg)

(ms/mmHg)

Controle veiculo (n=8)

Controle fluoxetina crénica (n=11)
Controle fluoxetina aguda (n=6)
ECR veiculo (n=9)

ECR fluoxetina cronica (n=11)
ECR fluoxetina aguda (n=8)

ECV veiculo (n=11)

ECV fluoxetina crénica (n=10)

ECV fluoxetina aguda (n=6)

0,8618 + 00,1104
0,8882 +0,1138
1,117 £0,1162
0,8720 = 0,0866
1,140 +£0,08213
1,111 +0,1522
0,9364 + 0,1566
0,6086 + 0,0783

0,7327 £ 0,2329

0,8964 +0,1155
1,030 +0,1466
1,049 + 0,09972
0,746 +0,1199
1,038 + 0,09696
0,9216 +0,1311
1,053 +£0,2171
0,6311 + 0,0983

1,301 £ 0,5700

0,8193 +0,1385
0,7452 + 0,0915
1,174 + 0,1146"
1,003 £0,1105
1,209 +0,1209
1,490 = 0,2445
0,733 £0,1167
0,608 +0,0783

1,316 + 0,2441%

*P>0,05 versus o tratamento agudo, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’'s # P>0,05 versus
seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s
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Tabela 15. Valores de média e EPM da variagao da pressao arterial média (APAM) e
frequéncia cardiaca (AFc) em resposta a infusdo de KCN obtidos do grupo controle,
ECR e ECV.

Grupo APAM AFC
(mmHg) (mmHg)
CONTROLE (n=11) 74,49 + 3,789 -318,1 + 7,423
ECR (n=10) 58,91 £ 2,106 * -310,2 + 9,968
ECV (n=10) 58,82 + 2,030* -296,5 + 5,647

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA one way, seguido por post hoc Newman-Keuls

Tabela 16. Valores de média e EPM da variacao da pressao arterial média (APAM) e
frequéncia cardiaca (AFc) em resposta a infusdo de KCN apés o estresse crbnico e
tratamento cronico e agudo com fluoxetina (10mg/kg) entre os diferentes grupos.

Grupo APAM AFC
(mmHg) (mmHg)
Controle veiculo (n=8) 76,75 + 2,250 -326,4 + 7,353
Controle fluoxetina crénica (n=11) 63,30 £ 2,872% -310,5 + 11,54

Controle fluoxetina aguda (n=6)
ECR veiculo (n=9)
ECR fluoxetina crdnica (n=11)
ECR fluoxetina aguda (n=8)
ECV veiculo (n=11)

ECV fluoxetina crénica (n=10)

ECV fluoxetina aguda (n=6)

88,67 +1,647*
56,78 +2,373*
66,18 + 2,910*
70,78 + 2,686*
54,22 +1,714*
72,30 +1,521%

80,67 + 2,044*

-305,7 £0,2108
-328,2 +£ 16,48
-296,6 + 8,004
-284,1 +7,802%
-329,0 £ 6,545
-309,5 + 10,86

-281,2 £ 5,907

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s

#P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s
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Tabela 17. Valores de média e EPM na variacdo da pressdo arterial média da
frequéncia respiratoria (Afr) em resposta a infusdo de KCN, frequéncia respiratéria
basal (fr), ventilacdo minuto basal (VE) e minuto corrente basal (VT) entre os

diferentes grupos.

Grupo fr A fr VE VT
(cpm) (cpm) (mL,Kg-1,min-1) (mL,Kg-1)
CONTROLE (n=11) 117,3 £ 3,354 182,3 £ 13,80 1086 + 66,89 8,478 = 0,5580
ECR (n=10) 132,0 + 5,148 243,8 +16,37* 865,5 * 36,03* 6,736 £ 0,2111*
ECV (n=10) 140,6 + 8,009* 242,1 +16,27* 837,8 £ 52,83* 6,522 + 0,2045*

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA one way, seguido por post hoc Newman-Keuls

Tabela 18. Valores de média e EPM na variagdo da pressdo arterial média da
frequéncia respiratoria (Afr) em resposta a infusdo de KCN, frequéncia respiratGria
basal (fr), ventilacdo minuto basal (Ve) e minuto corrente basal (V1) apds o estresse
cronico e tratamento crbénico e agudo com fluoxetina (10mg/kg) entre os diferentes

grupos.
Grupo fr Afr VE VT
(cpm) (cpm) (mL,Kg-1,min-1) (mL,Kg-1)
Controle veiculo (n=8) 109,9 + 3,518 149,1 + 12,56 1070 + 73,48 8,914 + 0,6505
126,7 £ 6,007* 202,3 £ 15,73* 857,6 + 40,51 7,028 £ 0,2628

Controle fluoxetina crénica (n=11)
Controle fluoxetina aguda (n=6)
ECR veiculo (n=9)

ECR fluoxetina cronica (n=11)
ECR fluoxetina aguda (n=8)

ECV veiculo (n=9)

ECV fluoxetina crénica (n=10)

ECV fluoxetina aguda (n=6)

142,6 + 6,831*%
124,7 + 5,036
111,2 £ 3,027*
118,3 +£ 3,685
140,5+7,797*
112,7 + 4,289*

132,5 + 3,677

221,5+17,24%
192,2 + 15,90*
270,5 + 14,05*
254,6 +17,19*
192,2 +9,816*
205,8 + 20,65

192,4 + 20,06

956,8 + 6,569%
806,2 + 44,67
802,6 + 31,19
855,2 + 53,76
809,5 +51,69*
729,4 + 31,62

951,5+ 59,26

7,788 £ 0,7896*
6,390 + 0,2111*
7,270 £ 0,2284*
6,543 + 0,2992
6,709 + 0,4243*
7,609 +0,4916

7,307 +0,3451

*P>0,05 versus o grupo controle, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni's

#P>0,05 versus seus respectivos veiculos, ANOVA two-way, seguido por post hoc Bonferroni’s
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