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Resumo

Fundamento: O estresse é definido como um estado complicado de distiirbios da homeostase, hiperatividade do sistema
nervoso simpatico e das respostas do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal. O pré-condicionamento cardiaco diminui os
danos do miocardio.

Objetivo: Esse estudo avaliou os efeitos cardioprotetores do estresse fisico agudo contra a lesao por isquemia-reperfusao
(I/R) através da ativacao do sistema nervoso simpatico.

Métodos: Trinta e dois ratos machos Wistar foram divididos em quatro grupos; (1) IR (n = 8): ratos submetidos a IR,
(2) Estresse agudo (St+IR) (n = 8): estresse fisico induzido 1 hora antes da I/R, (3) Simpatectomia (Symp+IR) (n = 8):
a simpatectomia quimica foi realizada 24 horas antes da I/R e (4) Simpatectomia-estresse fisico (Symp+St+IR) (n = 8):
simpatectomia induzida antes do estresse fisico e da I/R. A simpatectomia quimica foi realizada com 6-hidroxidopamina
(100 mg/kg, SC). Em seguida, os coracdes foram isolados e colocados em aparato de Lagendorff por 30 minutos para induzir
isquemia, seguida de reperfusao por 120 minutos. Os fluxos coronarianos, os parametros hemodinamicos, o tamanho do
infarto e os niveis de corticosterona plasmatica foram investigados. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
Resultados: O estresse fisico anterior a I/R pode melhorar a pressao desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE) e duplo
produto (DP), respectivamente, (63 + 2 versus 42 = 1,2, p < 0,05, 70 = 2 versus 43 = 2,6, p < 0,05) e reduzir o tamanho do
infarto (22,16 = 1,3 versus 32+1,4, p < 0,05) quando comparado com a I/R isoladamente. A simpatectomia quimica antes do
estresse fisico eliminou o efeito protetor do estresse fisico sobre os danos cardiacos induzidos pela I/R (DP: 21 + 6,6 versus
63 = 2, p < 0,01) (PDVE: 38 = 4,5 versus 43 = 2,6, p < 0,01) (tamanho do infarto: 35 + 3,1 versus 22,16 + 1,3, p < 0,01).
Conclusao: Os achados indicam que o estresse fisico agudo pode funcionar como um estimulador pré-condicional e,
provavelmente, a presenca do sistema nervoso simpatico é necessaria. (Arq Bras Cardiol. 2019; 113(3):401-408)
Palavras-chave: Estresse Mecanico; Sistema Nervoso Simpatico; Sistema Hipotalamo Hipofisario; Isquemia; Simpatectomia.

Abstract

Background: Stress is defined as a complicated state that related to homeostasis disturbances, over-activity of the sympathetic nervous system
and hypothalamus-pituitary-adrenal axis responses. Cardiac preconditioning reduces myocardial damages.
Objective: This study was designed to assess the cardioprotective effects of acute physical stress against ischemia/reperfusion (I/R) injury through
the activation of the sympathetic nervous system.
Methods: Thirty-two male Wistar rats were divided into four groups; (1) IR (n = 8): rats underwent I/R, (2) Acute stress (St+IR) (n = 8):
physical stress induced 1-hour before I/R, (3) Sympathectomy (Symp+IR) (n = 8): chemical sympathectomy was done 24-hours before I/R
and (4) Sympathectomy- physical stress (Symp+St+IR) (n = 8): chemical sympathectomy induced before physical stress and I/R. Chemical
sympathectomy was performed using 6-hydroxydopamine (100 mg/kg, sc). Then, the hearts isolated and located in the Langendorff apparatus
to induce 30 minutes ischemia followed by 120 minutes reperfusion. The coronary flows, hemodynamic parameters, infarct size, corticosterone
level in serum were investigated. P < 0.05 demonstrated significance.
Results: Physical stress prior to I/R could improve left ventricular developed pressure (LVDP) and rate product pressure (RPP) of the heart respectively,
(63 = 2 versus 42 = 1.2, p < 0.05, 70 = 2 versus 43 = 2.6, p < 0.05) and reduces infarct size (22.16 = 1.3 versus 32 = 1.4, p < 0.05) when
compared with the I/R alone. Chemical sympathectomy before physical stress eliminated the protective effect of physical stress on I/R-induced cardiac
damages (RPP: 21 = 6.6 versus 63 = 2, p < 0.01) (LVDP: 38 = 4.5 versus 43 = 2.6, p < 0.01) (infarct size: 35 = 3.7 versus 22.16 + 1.3, p < 0.07).
Conclusion: Findings indicate that acute physical stress can act as a preconditional stimulator and probably, the presence of sympathetic
nervous system is necessary. (Arq Bras Cardiol. 2019; 113(3):401-408)
Keywords: Stress, Mechanical; Sympathetic Nervous System; Hypothalamo-Hypophyseal System; Ischemia; Sympathectomy.
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Introducao

A doenga isquémica do coragdo é o principal problema
de satide no mundo." Embora a reperfusao, que se refere ao
rapido reestabelecimento do fluxo sanguineo, seja um dos
métodos mais eficazes contra as lesoes letais,? ela esta associada
com danos adicionais ao miocardio.* Foram propostos muitos
métodos para minimizar os efeitos deletérios das lesées por
isquemia/reperfusao (I/R) e aumentar a resisténcia cardiaca.
Com base nesses avangos, a indugao de episédios de curto prazo
de I/R ou o uso precoce de agentes farmacolégicos, ao invés
de periodos prolongados de I/R, induz o pré-condicionamento
cardfaco, que pode atenuar a necrose celular e conservar niveis
altos de energia com sucesso.**

O sistema nervoso simpatico e o eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HHA) sdo dois sistemas de defesa coordenados.
Eles podem mediar a comunicagao bidirecional entre cérebro
e corpo durante situacoes de estresse.® A ativacao do sistema
autondmico contribui para as respostas comportamentais em
animais e promove a regulacao da homeostase e a melhora
da resisténcia.” O estresse é caracterizado por uma resposta
geral do eixo HHA contra estimulos potenciais e deletérios.®
De fato, o estresse, através do aumento da atividade do
eixo HHA e da liberacdo de corticosterona, desempenha
um papel fundamental na coordenagao das fungoes
neuroenddcrina, autondmica e comportamental e resulta em
respostas adaptativas.”'® A ocorréncia de estresse aumenta a
atividade do sistema nervoso simpéatico bem como altera a
secrecao de neurotransmissores."" Varios sistemas corporais,
tais como os sistemas nervoso, cardiovascular e imunolégico
sao influenciados pelo estresse. Além disso, sdo observadas
alteragoes significativas nos parametros hemodinamicos, tais
como frequéncia cardiaca (FC) e pressao arterial, durante o
estresse, que podem causar doencas do coragao.'? Por outro
lado, a liberagdo de norepinefrina do sistema nervoso
simpdatico aumenta na isquemia letal e contribui para a
indugao de lesoes por I/R através da produgao de radicais
livres de hidroxila. Este estudo foi elaborado com a finalidade
de avaliar o papel do sistema nervoso simpatico na mediagao
da cardioprotecao induzida por estresse agudo contra lesdes
por I/R em coragdes isolados de ratos.

Métodos

No total, 32 ratos machos Wistar (200-250 g) foram
mantidos em ambiente com ar condicionado, com ciclo
de 12h de luz e 12h de escuridao, a uma temperatura de
22 + 2°C, com livre acesso a dgua e comida. Os protocolos
experimentais seguidos nesse estudo estao em conformidade
com as Diretrizes para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério publicadas pelo National Institutes of Health
(NIH publicagdo no. 85-23, revista em 1996) e foram
posteriormente aprovados pelo comité de ética institucional
da Universidade de Ciéncias Médicas de Tehran (Tehran, Ird).

Uma caixa com dispositivo estressor foi usada para exposigao
ao estresse fisico. Ela continha barras de ago inoxidavel na parte
inferior, ligadas a um dispositivo de eletrochoque através de
um cabo de conexdo. O estresse fisico foi induzido através
de choque elétrico nas patas (TmA) por 10 segundos com
50 segundos de intervalos durante 1 hora. Depois disso, os

animais foram anestesiados com tiopental s6dico (60 mg/kg,
i.p)'"? e colocados na prancha cirdrgica. O térax foi aberto e a
sutura de seda 6-0 foi colocada sob a raiz da artéria coronaria
descendente anterior esquerda (DAE). Finalmente, o coragao
foi removido do térax e ligado a um aparelho de perfusao de
Langendorff. O coragao foi perfundido de forma retrégrada
com tampao de bicarbonato de Krebs-Henseleit (em mmol/l):
bicarbonato de sédio = 25, cloreto de s6dio = 118,5, cloreto
de potdssio= 4,7, sulfato de magnésio = 1,2, glicose = 11,
borbulhada com uma combinagdo de 95% O, e 5% CO,
(pH = 7,3-7,4, a 37°C). Depois disso, as extremidades da
sutura foram passadas por uma pipeta de plastico para formar
um lago para indugao da isquemia. A reperfusao foi realizada
através da liberacdo do lago. Um baldo de latex foi inserido no
ventriculo esquerdo e conectado a um transdutor de pressao
(Harvard, March-Hugstetten, Alemanha), o aparato da Biolab
foi usado para o registro das pressoes ventriculares. Durante o
procedimento cirtirgico, o registro foi feito ao longo de trés
periodos determinados: 20-30 minutos nos momentos basais
(periodo sem qualquer manipulagao), 30 minutos da isquemia
local e 120 minutos da reperfusao. Apds a reperfusao, a artéria
corondria DAE foi ocluida novamente; foi administrado 3mL
da solugdo de azul de Evans a 1,5% para diferenciar a zona
isquémica (a drea sob risco; [ASR]) da zona nao isquémica.™
Ap6s congelado (—20°C por 24 horas), o coragao foi cortado
em secgOes paralelas de 2mm e mantido em 2,3,5-cloreto
de trifeniltetrazélio (1%) (TTC em tampao fosfato 0,1M,
pH 7,4 - Sigma) por 15-20 min a 37°C para separar a zona
isquémica da zona de infarto.” Ao final dos experimentos, a
razao do tamanho do infarto sobre a drea sob risco (TI/ASR %)
foi calculada usando o programa Photoshop.

Os animais foram alocados em 4 grupos:

1. Grupo IR (n = 8): Os ratos foram mantidos em caixas com
dispositivo estressor (sem exposigao ao estresse) durante
1 hora e, em seguida, os coragdes foram removidos do
térax e submetidos a isquemia e reperfusao.

2. Grupo Estresse agudo (St+IR) (n = 8): Os ratos foram
expostos a choques elétricos nas patas na caixa estressora
durante 1 hora e, em seguida, os coragoes foram
removidos do térax e submetidos a isquemia e reperfusao.

3. Grupo Simpatectomia (Symp+IR) (n = 8): a
simpatectomia quimica foi realizada através de injecao
de 6 hidroxidopamina (6-OHDA, 100 mg/kg, SC) 24
horas antes da inducéo da I/R."®

4. Grupo Simpatectomia-estresse fisico (Symp+St+IR)
(n = 8): asimpatectomia quimica foi realizada 24 horas
antes do estresse fisico e da inducéo da I/R.

Os niveis séricos de corticosterona foram medidos usando
o método de ELISA. Além disso, a pressao arterial sistélica foi
medida usando uma técnica nao-invasiva (Tail Cuff e power lab)
para confirmar a simpatectomia quimica (n = 4).

Analise estatistica

O tamanho da amostra e as divisdes dos grupos foram
definidos com base em estudos anteriores."” Todos os dados
foram relatados como média = DP. A normalidade foi
checada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, software
SPSS versao 20. Para comparagao dos pardmetros entre os
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diferentes grupos foi utilizado o teste One-way ANOVA e
teste Post-Hoc de Tukey. A andlise das alteragoes nos valores
médios por mais de trés vezes foi feita utilizando ANOVA de
medigdo repetida dentro de cada grupo. O teste t da amostra
foi usado para comparar a pressao arterial sistdlica antes e
depois da simpatectomia. Foram consideradas alteragdes
significativas quando p< 0,05.

Resultados

Efeito do estresse fisico agudo sobre o fluxo coronariano e
a frequéncia cardiaca

A Figura 1T mostra o fluxo coronariano (FCo) no final dos
periodos de baseline, isquemia e reperfusdo. Nao foram
encontradas diferencas significativas para o FCo no final da
isquemia e reperfusao quando comparado com o final do
perfodo de baseline entre os grupos (p < 0,01). A FC diminuiu
significativamente no final tanto da isquemia quanto da
reperfusao em relagdo ao final do periodo de baseline entre
0s grupos (p < 0,01), mas nenhuma mudanga significativa foi
observada entre grupos diferentes (Figura 2).

Efeito do estresse fisico agudo sobre os parametros
hemodinamicos cardiacos

A pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo (PDVE,
a diferenga entre as pressoes intraventriculares sistélica e
diastélica), duplo produto (DP, PDVE multiplicada pela FC)
diminuiram no final da reperfusdo em relagdo ao final do
periodo de baseline entre os grupos.

As quantidades de DP e PDVE no grupo de estresse agudo
aumentaram significativamente em comparagao com o grupo IR
(p < 0,05). Na indugao da simpatectomia quimica anterior ao
estresse fisico, o DP e a PDVE diminuiram consideravelmente
em comparagao com o grupo estresse fisico (p < 0,05), mas
nao foram encontradas diferengas acentuadas entre o grupo
simpatectomia em comparagao com o grupo IR (Figura 3).

Efeito do estresse fisico agudo no tamanho do
infarto (TI/ASR %)

A Figura 4 mostra o tamanho do infarto (TI/ASR %) nos
diferentes grupos.

O tamanho do infarto foi muito menor no grupo estresse
agudo se comparado com o grupo IR (p < 0,05), mas nao

FCo (ml/min)

R St+IR

I Final da Baseline

Il Final da Isquemia

Symp + IR

Symp + St + IR

Grupos

[l Final da Reperfuséo

Figura 1 - Fluxo coronariano (FCo) no final do periodo basal, periodos de isquemia e reperfuséo. IR: Isquemia/reperfusédo; St: estresse fisico;, Symp: Simpatectomia.

**p < 0,01 vs fase basal dentro do mesmo grupo.
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Figura 2 - Frequéncia cardiaca (FC) no final do periodo basal, periodos de isquemia e reperfuséo. IR: Isquemia/reperfuséo, St: estresse fisico; Symp: Simpatectomia.
**p < 0,01 vs. fase de linha de base dentro do mesmo grupo.
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Figura 3 — Pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (PDVE) e taxa de duplo produto (DP) no final da reperfuséo. IR: Isquemia/reperfuséo; St: estresse fisico;
Symp: Simpatectomia. * p < 0,05 comparado ao IR, && p < 0,01 comparado a St + IR.
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Figura 4 - A porcentagem de tamanho do infarto (TI/ASR%). IR: Isquemia/reperfusdo; St: estresse fisico; Symp: Simpatectomia. * p < 0,05 comparado ao IR, &&p < 0,01

comparado a St + IR.

houve alteragao consideravel no grupo simpatectomia quimica
quando comparado com o grupo controle. A simpatectomia
quimica anterior ao estresse fisico agudo nao representou
nenhuma alteracao extrema se comparado com o grupo IR,
ao passo que foi demonstrada diminuicao significativa no
tamanho do infarto quando comparado com o estresse fisico
agudo isoladamente (p < 0,01).

Efeito do estresse fisico agudo nos niveis séricos
de corticosterona

A Figura 5 mostra o nivel sérico de corticosterona nos
diferentes grupos. A inducdo do estresse fisico agudo, com
ou sem simpatectomia quimica nos grupos St e St+Symp+IR,
aumentou a quantidade de corticosterona sérica quando
comparado com o grupo IR (p < 0,01).

Efeito da simpatectomia quimica na pressao arterial sistolica

A Figura 6 representa a redugdo significativa da pressao arterial
sistélica ap6s a indugao da simpatectomia quimica (p < 0,05).

Discussao

Atualmente a vida cotidiana estd associada com o
estresse, que é dividido em estresse agudo e estresse cronico,
dependendo da duragao da exposicdo.” O estresse agudo
medeia varias vias neurogénicas.' Registros eletrofisiolégicos
revelaram que o estresse agudo pode ter efeitos positivos, tais
como favorecer maior estimulagao e aumentar a flexibilidade
cognitiva em tarefas de mudanca de configuracao atencional.?
Sob outro ponto de vista, o estresse é dividido em fisico e
psicolégico. Um estressor fisico, como uma cirurgia, um trauma
e atividade fisica pesada podem desencadear muitos eventos
cardiacos.?' O estresse psicolégico pode afetar o sistema
cardiovascular através de fatores metabdlicos, inflamatérios
e hormonais.?>?* Nesse estudo, foram avaliados os efeitos
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do estresse fisico agudo anteriores a simpatectomia sobre as
les6es por isquemia-reperfusao no coragao isolado de ratos.

Os efeitos do estresse

Os resultados mostraram que a indugao do estresse
agudo antes do periodo isquemia-reperfusdo levou a uma
diminui¢do no tamanho do infarto, melhorou os parametros
hemodinamicos e aumentou os niveis séricos de corticosterona
quando comparado com os grupos IR e Symp+IR. Duas teorias
paradoxais foram propostas para explicar tanto os efeitos
vantajosos e desvantajosos do estresse para o coragao.
A FC extremamente elevada, a contratilidade cardiaca e a
resisténcia periférica decorrentes da exposigdo ao estresse
podem aumentar a carga cardiaca e o consumo de oxigénio.
Em contrapartida, existem indicios crescentes do efeito oposto,
por exemplo; o estresse de contengdo no frio induz a protegao
das células do coragdo * e pode diminuir o tamanho do infarto
como parametro principal do dano cardfaco.?

A este respeito, Abe et al. demonstraram que o estresse
agudo atenua a lesao por isquemia-reperfusao no rim através
da ativagdo da via simpatica e antiinflamatéria.?®

Além disso, a exposigao para intermediar o estresse envolve
a protecdo celular contra uma isquemia letal posterior, como
um conceito, e fendmeno pré-condicionante.?”? Parece que a
exposigao ao estresse fisico como um agente pré-condicionante
protege o coragao contra a I/R. Foi observado um aumento das
quantidades de DP e PDVE em decorréncia da indugao do
estresse agudo no grupo St+IR em comparagdo com o grupo
IR, indicando que o estresse agudo desencadeou mecanismos
para preparar o corpo para respostas adequadas aos estimulos,
uma vez que a melhora da fungdo cardiaca é importante.
Consequentemente, parece que a eficacia da indugao do
estresse estd associada com; 1. natureza do estressor, 2.
duracdo do episédio de estresse, 3. intensidade do estimulo
e 4. previsibilidade ou imprevisibilidade do estresse. De fato,
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Figura 5 - Nivel de corticosterona no soro. IR: Isquemia/reperfusdo; St: estresse fisico; Symp: Simpatectomia. ** p < 0,01 comparado ao IR.
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Figura 6 - Pressdo arterial sistélica antes e apds a simpatectomia quimica. * p < 0,05 comparado antes da simpatectomia.

cada um dos fatores acima tem efeitos sobre as respostas neurais
e hormonais ao estresse. Nossos resultados mostraram que a
corticosterona aumenta apés a indugao de estresse, e no grupo
Symp-+St+IR ela é mais elevada do que no grupo IR. E um fato
que o estresse melhora a atividade do eixo HPA que resulta no
aumento da secregdo da corticosterona??° que pode ter um
efeito protetor uma vez que prepara o organismo para lidar
com desafios. Com base nos nossos resultados, a simpatectomia
ndo teve efeito na corticosterona elevada por indugao de
estresse possivelmente porque o estresse afeta o eixo HPA
por meio de diferentes mecanismos, tais como alteragbes
nos fatores metabélicos e inflamatérios além do aumento do
sistema nervoso simpdtico.?> Ademais, esse hormoénio induz
mudangas na redistribuigao das células imunes que melhoram
a funcdo imunolégica.* Foram demonstradas uma diminuicao
no tamanho do infarto no grupo St+IR em relagao ao grupo
IR e uma melhora dos pardmetros hemodinamicos no grupo
St+IR em comparagdao com o grupo IR. A diminuigdo no

tamanho do infarto levou a reducao de ocorréncia de arritmia
cardiaca®*? e também melhorou a contratilidade cardiaca.*
Parece que os efeitos benéficos da indugao do estresse agudo
podem estar relacionados com a melhora da funcao do sistema
imunolégico como consequéncia do encontro do nivel elevado
de corticosterona com fatores inflamatérios, desencadeando
as lesdes por I/R.

Os efeitos da simpatectomia

Ja foi estabelecido que a exposigao a condigbes estressantes
aumenta a atividade do sistema nervoso autonémico.*
A cardioprotecao da atividade simpatica foi estudada® e nés
utilizamos a simpatectomia quimica apés a indugao do estresse
agudo para confirmar os efeitos protetivos do sistema nervosa
simpatico. Os animais no grupo Symp+IR foram submetidos
a simpatectomia quimica antes da indugdo da I/R e nao houve
mudanga significativa no tamanho do infarto em relacao ao
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grupo IR, indicando que a denervagao simpética quimica ndo
tem nenhum efeito sobre a lesdo por IR. Adicionalmente,
a simpatectomia quimica anterior ao estresse fisico agudo
removeu o efeito de cardioprotegdo do estresse agudo sobre
o tamanho do infarto no grupo Symp+St+IR, o que enfatiza
que a presenga do sistema simpdtico é necessdria para os
efeitos cardioprotetores do estresse agudo. Foi constatado que
a indugdo do estresse agudo apés a simpatectomia quimica
superou os efeitos nocivos do sistema simpatico suprimido
sobre os parametros hemodindmicos no grupo Symp+St+IR
quando comparado com o grupo Symp+IR, indicando o
papel primordial da atividade fisiol6gica do sistema simpatico
na regulacdo da FC, da pressao e do fluxo.* Hara e Abiko?
declarou que a norepinefrina tem dois efeitos positivos sobre
os danos conforme a duragdo da isquemia, o que significa
que a isquemia curta pode proteger o coragdo e a isquemia
prolongada, aumentar as lesdes.”® As propriedades positiva e
negativa do sistema nervoso simpatico estao associadas com
o tempo de exposicdo ao estimulo. Na isquemia de longo
prazo, grandes quantidades de norepinefrina sao liberadas
do sistema nervosa simpatico, agindo como uma fonte de
radical livre e geragao subsequente do radical livre OH.3
O efeito protetor da norepinefrina pode surgir da produgao
de energia para o misculo cardiaco em episédios de isquemia
de curto prazo.’” Além disso, a administragdo de ioimbina
(como antagonista dos receptores alfa-2) reduziu a incidéncia
de arritmia através do aumento da liberagao da norepinefrina
simpatica.>”*® De acordo com estudos prévios, o pré-tratamento
com agonistas do receptor alfa, tais como a fenilefrina, pode
proteger os cardiomidcitos contra os danos da I/R na FC
isolada.’ A ativagdo da proteina quinase-C (PKC) via de
sinalizagao* e a liberagdo de NO*' pela norepinefrina, estao
envolvidas na abertura de canais KATP mitocondriais, que por
sua vez podem reduzir a carga mitocondrial de calcio** e causar
a atenuagao dos efeitos benéficos da norepinefrina. Também foi
demonstrado que a pressdo arterial sistélica diminuiu apds
a simpatectomia quimica, corroborando o fato de que a
descarga simpatica muscular é responsavel pela regulacao da
pressao arterial.** As limitagdes desse estudo foram o método
de inducdo de estresse fisico que ndo ocorre normalmente
na vida cotidiana. Infelizmente, nds nao tinhamos os dados
do nivel de corticosterona no grupo Symp+IR, de modo que
nao foi possivel discutir o efeito da simpatectomia no nivel
de corticosterona e a comparagao entre o grupo St+IR e o
grupo Symp+St+IR ndo foi significativa. Em consonancia com
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nossos resultados, Lowrance et al. mostraram que o nivel de
corticosterona induzido por estresse nao sofreu alteracao apés
a simpatectomia farmacolégica.*

Conclusao

O presente estudo mostrou que a indugao de estresse
fisico agudo anterior a I/R teve como como consequéncia
a cardioprotecdo e a simpatectomia quimica removeu esse
efeito benéfico do estresse agudo fisico.
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