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Resumo

Estresse € uma resposta ndo especifica do organismo a condi¢des adversas,
podendo, quando aplicado de maneira constante na infancia, gerar consequéncias
graves e duradouras. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do
estresse fisico e psicolégico aplicado na fase juvenil do desenvolvimento sobre o
plexo cardiaco de ratos machos da linhagem Wistar. Os animais foram distribuidos
em trés grupos: Controle (GC; n=3), Estresse Fisico (EF; n=2) e Estresse
Psicologico (EP; n=4). Os procedimentos de estresse foram aplicados durante trés
dias consecutivos a partir dos 25 dias de vida pds-natal. A eutanasia foi realizada
aos 64 dias de idade e os coragdes coletados, fixados e processados
histologicamente. Cortes de 5 um foram corados pelas técnicas de Giemsa,
Hematoxilina-Eosina e Picrossirius a fim de que analises morfométricas,
morfolégicas e quantitativas dos neurdnios e de fibras colagenas associadas ao
plexo cardiaco fossem realizadas. Os resultados demonstraram que o estresse fisico
causou diminuicdo da area neuronal e os dois modelos experimentais de estresse
predispuseram deposicéo de fibras colagenas do tipo | no plexo cardiaco.

Introducao

O estresse € uma resposta inespecifica do organismo a condicbes adversas.
Quando o sistema de resposta ao estresse é ativado, ha uma descarga adrenérgica
concomitante ao aumento da frequéncia cardiaca e dos niveis de horménios
relacionados ao estresse como, por exemplo, o cortisol. Caso uma crianga tenha a
ativacdo constante da resposta ao estresse, 0Ss sistemas corporeos em
desenvolvimento poderdo ser afetados, impactando seu comportamento e
aprendizado devido alteracdes morfoldgicas e funcionais (SHONKOFF e GARNER,
2012). Isto porque o estresse pode gerar uma condi¢do bioldgica desfavoravel
caracterizada pelo desequilibrio entre a formacéo e a remocao de agentes oxidantes
no organismo, causando danos aos mais variados tipos de tecidos. Tal condicao,
conhecida como estresse oxidativo, € especialmente danosa ao tecido nervoso o
qual é particularmente sensivel a formacao de espécies reativas (DOBROVOLNY,
SMRCHKA e BIENERTOVA-VASKU, 2018). Nesse contexto, um importante grupo
de neurdnios e células da glia localizados no coragdo (chamados em conjunto de
plexo cardiaco) tem se destacado e sido atualmente apontado como coadjuvante na
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modulacdo da atividade cardiaca (BRACK, 2015). Por isso este estudo teve como
objetivo analisar os efeitos do estresse fisico e psicolégico sobre aspectos
morfométricos e quantitativos do plexo cardiaco de ratos na fase juvenil.

Materiais e métodos )
O protocolo experimental foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UEM, sob o parecer numero 4993050617, datado de 08/08/2017.

Delineamento Experimental

Foram utilizados 9 ratos machos da linhagem Wistar distribuidos aleatoriamente em
trés grupos experimentais: Grupo Controle (GC; n=3), Estresse Fisico (EF; n=2) e
Estresse Psicologico (EP; n=4). Os procedimentos de estresse foram executados
por trés dias consecutivos a partir do 25° dia de vida pés-natal. Animais do grupo EF
foram imobilizados durante trés sessdes de 30 minutos com intervalos de 15 minutos
entre as mesmas (Brydges et al., 2012). Animais do grupo EP foram expostos ao
predador (gato) durante duas sessdes de 10 minutos com intervalo de 5 minutos
entre elas (Blanchard et al., 1998, 2003).

Coleta e processamento histoldgico

Aos 64 dias de vida poOs-natal, os animais foram eutanasiados e submetidos a
toracotomia para remocao cirargica do coracdo. Os 6rgdos foram entdo fixados e
submetidos a rotina histoldgica, sendo realizados cortes transversais semi-seriados
de 5 um os quais foram corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (HE),
Picrossirius e Giemsa.

Andlise do plexo cardiaco

Para analise quantitativa e morfométrica do plexo cardiaco foram utilizadas as
laminas coradas pelas técnicas de HE e de Giemsa, as quais foram visualizadas em
um microscopio optico (MOTIC®) equipado com camera de video associada a um
sistema computadorizado de analise de imagem (Image Pré-Plus 4.0). A analise
quantitativa dos neurbnios dos ganglios do plexo cardiaco foi realizada por
amostragem, sendo contados 40 campos microscopios de cada animal na objetiva
de 20X. A anélise morfométrica foi realizada por meio da mensuracédo da area do
corpo celular de 100 neurénios do plexo cardiaco de cada animal na objetiva de
20X. Para a andlise das fibras colagenas do plexo cardiaco foram utilizadas as
laminas coradas pela técnica de Picrossirius a diferenciando a birrefringéncia e a
organizacdo das fibras colagenas do tipo I, tipo Il e totais da matriz extracelular
associada ao plexo cardiaco. Para tanto, foi utilizado um microscoépio de luz comum
e de luz polarizada (MOTIC®) na objetiva de 40X.

Andlise estatistica

Os grupos foram comparados pela andlise de variancia (ANOVA). O nivel de
significancia foi de 5%. A analise estatistica e a construcdo dos graficos foram
realizadas usando o programa GraphPad Prism® versao 5.0.
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Resultados e Discusséo

Os ganglios cardiacos foram nitidamente visualizados e analisados em todos os
grupos, mostrando-se proximos aos vasos da base do coracdo e a outros vasos
sanguineos menores. Também foi observada a presenca de tecido adiposo
unilocular e miocardio ao redor dos mesmos. Ademais, 0s ganglios apresentaram
dimensdes e formatos variados.

Os resultados mostraram diminuicdo da area do neurdnio no grupo EF quando
comparado aos grupos controle e de estresse psicolégico. Houve também aumento
das fibras colagenas do tipo | associadas ao plexo cardiaco nos grupos EP e EF em
relacdo ao grupo controle. As demais analises realizadas ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos analisados (Tabela 1)

Tabela 1. MédiatDesvio padrao de morfometria neuronal, nimero de neurdnios e fibras colagenas

dos tipos I, 1l e totais associadas ao plexo cardiaco nos grupos GC, EP e EF. * indica significancia
estatistica com p<0,05. _
VARIAVEIS GRUPOS | MEDIA + DESVIO PADRAO
GC 659,0 + 28,7
Morfometria neuronal (p?) EP 572,3+48,5
EF 530,3 £ 0,9*
GC 11,99 £ 0,89
N° de neurdnios/campo (n) EP 8,83 +1,60
EF 10,36 £ 3,77
GC 8,67 £1,17
Fibras coladgenas tipo | (12) EP 12,30 +1,39*
EF 12,86 +1,11*
GC 3,83+0,51
Fibras colagenas tipo Il (4?) EP 3,76 £ 0,64
EF 2,43 £0,08
GC 39,82 +£4,70
Fibras colagenas totais (J2) EP 42,50 + 7,05
EF 45,24 + 10,42

A diminuicdo da area do neurénio no grupo EF condiz com os resultados obtidos por
Smirnov, Pisarev e Samusev (2006) os quais constataram que O estresse por
imobilizacéo aplicado por 3, 7, 15 e 30 dias modificou o plexo cardiaco e o nucleo
ambiguo da medula de ratos em crescimento, causando diminuicdo no volume do
corpo neuronal e no volume médio do nucleo dos neurdnios. Rorabaugh et al. (2019)
verificaram que o estresse crénico por exposi¢cdo ao predador pode induzir lesdes
miocardicas caracterizadas por deposicdo de colageno, necrose e infiltracdo de
células mononucleares. Além disso, associa-se a mudancas indicativas de
remodelacdo cardiaca, tais como alteracdes na expressao génica e na estrutura do
tecido.

Ademais, a inalteracdo apresentada nas demais variaveis deste estudo pode estar
relacionada ao fato de que o estresse pode gerar trés tipos de respostas diferentes
dependendo da duragéo, da aplicacdo e da fase do desenvolvimento da vida na qual
o individuo foi submetido ao estresse. Assim, respostas positiva ou toleravel podem
ocorrer se 0 estresse for aplicado de maneira aguda. No entanto, na resposta
positiva ocorrem pequenas mudangcas momentaneas na frequéncia cardiaca e nos
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niveis hormonais, enquanto que na resposta toleravel ha ativacdo dos sistemas de
resposta ao estresse em maior grau, sendo associada a eventos mais severos e
duradouros. De maneira mais comprometedora, pode haver uma resposta toxica se
0 estresse for aplicado cronicamente. Neste caso, as adversidades sdo mais
intensas e persistentes, e podem gerar consequéncias severas como, por exemplo,
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor quando os estimulos estressores séo
aplicados precocemente (SHONKOFF e GARNER, 2012). Outro fator que pode ter
colaborado para a ndo diferenca significativa de alguns aspectos aqui analisados € a
capacidade de recuperacdo dos animais. Um estudo de Saber et al. (2018)
demonstrou que animais submetidos ao estresse por imobilizagdo tiveram maior
perda de peso quando ele foi aplicado de maneira cronica. Inclusive, animais que
nao foram imediatamente eutanasiados ap6s as sessdes de estresse, mas
receberam cuidados de rotina por mais cinco dias consecutivos, apresentaram
recuperagdo completa do peso corporal. Assim, mais pesquisas Sd0 necessarias a
fim de ampliar o conhecimento acerca dos diferentes modelos experimentais de
estresse e suas correlagdes com o plexo cardiaco.

Conclusoes

O estresse fisico por imobilizacdo provocou diminuicdo da area neuronal no grupo
EF. Ademais, os dois modelos experimentais de estresse predispuseram deposi¢ao
de fibras colagenas do tipo | no plexo cardiaco.
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