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O estresse pode alterar a fun¢do vascular. O objetivo deste
trabalho foi estudar a sensibilidade a fenilefrina (FE) em aorta
tordacica de ratos submetidos a natagdo for¢ada. Ratos Wistar
(200-250 g) foram submetidos a trés sessoes de nata¢do aplicadas
em dias consecutivos (15, 30 e 30 min respectivamente).
Imediatamente apos a ultima sessdo, os animais foram
sacrificados e, da aorta tordcica foram obtidos anéis (3-5 mm)
com e sem endotélio. Os anéis foram mantidos em solug¢do de
Krebs-Henseleit (37 °C; 95% 0,-5% CO,). A integridade do
endotélio foi avaliada pelo relaxamento em resposta a acetilcolina
(10 uM), apds indugdo de contragao por FE (0,1 uM). Curvas
concentragdo-efeito a FE foram obtidas (n=>5/grupo). Ndo houve
diferenc¢a na resposta maxima a FE entre os tratamentos controle
e estresse, em anéis com e sem endotélio (p>0,05). A natagdo
forcada induziu subsensibilidade a FE em anéis com endotélio
de aorta tordcica isolada de ratos submetidos a nata¢do (pD,=
6,89 0,07, p<0,05), em relagdo ao grupo controle (pD,= 7,46 +
0,06), sem alteragdo nos anéis desprovidos de endotélio. A
inibi¢do in vitro da sintese de oxido nitrico cancelou esta
subsensibilidade. Em conclusao, a subsensibilidade a FE induzida
pela natagdo for¢cada parece ser causada pelo aumento da
atividade do sistema de oxido nitrico endotelial.
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INTRODUCAO

A reacao de estresse compreende o conjunto de res-
postas do organismo a agentes aversivos ou desconheci-
dos, externos ou internos, as quais desencadeiam proces-
sos adaptativos para a manutencdo de sua homeostasia
(Cannon et al., 1927; Selye, 1936). Os principais media-

dores da resposta ao estresse sdo as catecolaminas libera-
das pelo sistema nervoso simpatico ¢ pela medula da
adrenal, e os glicocorticdides liberados pelo cortex da
adrenal (McEwen, 2000).

Na tentativa de compreender as alteragdes fisiologi-
cas que ocorrem durante a reacdo de estresse, diferentes
modelos experimentais tém sido utilizados em estudos de
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laboratdrio, tais como imobilizagao (Capaz, De Moraes,
1988; Harri et al., 1974), choques nas patas (Bassani, De
Moraes, 1987; Marcondes et al., 1996), exposicao a frio
(Harri et al., 1974; Callia, De Moraes, 1984) e natagdo
(Moura, De Moraes, 1994; Bianchi e al., 2001; Tanno et al.,
2002 a.,b). Os resultados destes estudos mostram diferen-
tes efeitos do estresse sobre a sensibilidade do sistema
cardiovascular as agdes das catecolaminas, sendo tais efei-
tos dependentes da qualidade, intensidade e frequéncia do
agente estressor.

A exposigao de ratos ao frio induziu subsensibilidade
ao efeito cronotropico da norepinefrina, decorrente de uma
alteragdo na estrutura dos adrenoceptores 3, cardiacos
(Callia, De Moraes, 1984). Foi observada subsensibilidade
aos efeitos cronotropicos da norepinefrina e da isoprenalina
em marcapasso isolado de ratos submetidos a imobilizagao
(Capaz, De Moraes, 1988) ou a trés sessoes de natagdo em
espago amplo (Spadari, De Moraes, 1988). Por outro lado,
a aplicacgdo de sessdo unica, em espago amplo (Spadari et
al., 1988; Tanno et al., 2002 a,b), ou de sessodes repetidas de
natagdo em espaco restrito (Moura, De Moraes, 1994), in-
duziu supersensibilidade ao efeito cronotropico da isopre-
nalina em atrio direito isolado de ratos. Estes efeitos do
estresse sobre o controle adrenérgico da resposta cronotro-
pica depende, pelo menos parcialmente, dos niveis plasma-
ticos de corticosterona (Spadari, De Moraes, 1988; Capaz,
De Moraes, 1988; Nourani ef al., 1992; Moura, De Moraes,
1994).

Também foram observadas alteragdes da sensibilida-
de vascular as catecolaminas in vitro. O frio reduziu a sen-
sibilidade da artéria carotida de coelhos ao efeito
vasoconstritor da norepinefrina (Flain, Hsieh, 1978). O
estresse por imobiliza¢do induziu diminui¢ao da resposta ao
efeito vasoconstritor da norepinefrina em aorta toracica de
ratos (Cordellini, Vassilieff, 1998). Martins e Spadari
(1990) observaram subsensibilidade in vivo ao efeito
pressor da norepinefrina em ratos submetidos a uma sessao
de natagdo. As autoras sugeriram que a subsensibilidade a
catecolamina decorria de uma reduzida participagao dos
adrenoceptores alfa vasculares na acao vasoconstritora da
norepinefrina.

As alteragdes nas respostas as catecolaminas podem
envolver a modulagdo da atividade de adrenoceptores alfa
ou beta, e alteragdes nos processos de metabolizagdo das
catecolaminas (Tanno et al., 2002a, b). O uso de agonistas
seletivos e sintéticos, que nao sejam substrato dos proces-
sos de metabolizag@o das catecolaminas, constitui uma
ferramenta para o estudo dos mecanismos envolvidos nas
alteracdes de sensibilidade adrenérgica. O objetivo deste
trabalho foi estudar a sensibilidade alfa-adrenérgica ao
efeito contratil da fenilefrina (FE) em aorta toracica de
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ratos submetidos a natacdo for¢ada e avaliar a participa-
¢a0 do endotélio na modulacgao da atividade contratil deste
tecido apds a natacao forcada.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando
entre 200 e 250 g. Os animais foram mantidos, em grupo
de trés, em gaiolas plasticas (30x16x19 cm), recebendo
agua e racdo a vontade, durante uma semana antes de qual-
quer manipulacao experimental. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimenta-
¢ao Animal do Instituto de Biologia da Universidade Es-
tadual de Campinas, de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram submetidos, individualmente, a
natagdo forgada em um tanque cilindrico de PVC, com di-
ametro de 22 cm (Porsolt et al., 1978; Moura, De Moraes,
1994). A altura da coluna de agua foi de 35-38 cm, sufici-
ente para evitar que 0s animais encostassem as patas ou a
cauda no fundo do tanque. As sessdes de natagdo foram
aplicadas, entre 8 e 11 h, em dias consecutivos, com dura-
cdode 15, 15 e 30 min, respectivamente no primeiro, segun-
do e terceiro dias. Apos a primeira e a segunda sessoes de
nata¢do, os animais foram mantidos proximos a um aque-
cedor de ambiente, retornando ao biotério apos estarem
completamente secos. Imediatamente apds a terceira sessao
de natag@o, os animais foram sacrificados por concussao
cerebral seguida de seccdo dos vasos cervicais (Moura, De
Moraes, 1994). Ratos do grupo controle, submetidos so-
mente & manipulagdo relativa a limpeza das gaiolas, tam-
bém foram sacrificados da mesma maneira.

A aorta toracica de cada animal foi cuidadosamen-
te isolada para preservacao do endotélio. De cada aorta
foram retirados dois anéis (3-5 mm), tendo um deles sua
superficie interna delicadamente massageada para remo-
¢do do endotélio. Os anéis foram montados sob 2 g de ten-
sao inicial, em camara para 6rgao isolado contendo solu-
¢do de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢cao (mM):
NaCl, 115,0; KCl, 4,6; CaCl1 2H,0, 2,5; KH PO, 1,2;
MgSO,7H,0, 2,5; NaHCO,, 25,0 ¢ glicose 11,0. O liqui-
do de incubagdo foi continuamente borbulhado com 5%
de CO, € 95% de O, e mantido a 37 °C.

Antes da adi¢do de qualquer droga, os anéis perma-
neceram no banho para equilibrio, por 60 minutos, € a so-
lugdo de Krebs foi trocada a cada 15 min. Apds o equilibrio,
a presenca do endotélio foi comprovada fisiologicamente
pela indugdo de relaxamento com a adig¢ao de acetilcolina
(10 uM) em anéis pré-contraidos com fenilefrina (0,1 pM).
Considerou-se que o endotélio estava presente nos anéis
que apresentaram no minimo 80% de relaxamento e ausente
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nos anéis que ndo apresentaram nenhum relaxamento.
Anéis que apresentaram relaxamento inferior a 80%, em res-
posta a acetilcolina, foram descartados. Apos este teste, os
anéis foram reequilibrados por um periodo de 45 min, com
troca de Krebs a cada 15 min (Moura, Marcondes, 2001).

Ap06s o periodo de reequilibrio acima descrito, uma
curva concentragao-efeito cumulativa (Van Rossum, 1963)
a fenilefrina foi obtida em cada anel. Os incrementos da
concentracao molar foram de 0,5 unidade logaritmica. O
efeito maximo foi determinado quando trés concentragdes
sucessivas e crescentes do agonista nao alteraram a resposta
obtida com a concentra¢do imediatamente anterior. As res-
postas, transformadas em gf/100mg de tecido, foram ex-
pressas em porcentagens das respostas maximas. As curvas
concentracao-efeito foram analisadas por regressao nao li-
near (Moura, Marcondes, 2001). A sensibilidade da aorta
foi avaliada pela determinagdo do valor pD,, que
corresponde ao logaritmo negativo da concentragao molar
do agonista (EC, ) que determina um efeito igual a 50% da
resposta maxima em experimentos individuais.

Para a avalia¢do do papel do 6xido nitrico (NO), de-
rivado do endotélio, na modulagdo da sensibilidade a FE,
anéis com endotélio integro obtidos de aorta isolada de
outros animais controle ou submetidos a natagao forgada,
foram incubados por 40 min com o inibidor da sintese de
NO, NC-L-Arginina-metil-ester (L-NAME, 10°M), apos a
verificagdo da presenca do endotélio, conforme descrigao
acima. Apos o periodo de reequilibrio, uma curva concen-
tragao-efeito a fenilefrina foi obtida em cada anel.

Os resultados sdo apresentados como médias acom-
panhadas de seus respectivos erros-padrao (EPM). Dife-
rengas, nos valores de RM (resposta maxima) e pD,, en-
tre os tratamentos estresse e controle foram avaliadas pelo
teste t de Student para amostras ndo pareadas. Valores de
p menores do que 0,05 foram indicativos de significancia
estatistica.

RESULTADOS

Nao houve diferenca nos valores de resposta maxima
a fenilefrina entre os grupos estudados, em anéis com ou
sem endotélio (Tabela I; p>0,05). Assim sendo, as curvas
concentragdo-efeito estao apresentadas em porcentagem da
resposta maxima. Em anéis da aorta toracica, com endotélio
integro, foi observada diminui¢ao de sensibilidade a
fenilefrina no tecido isolado de animais submetidos a nata-
cdo for¢ada, em relagdo ao grupo controle (Figura 1; p =
0,0002). Esta subsensibilidade foi caracterizada por um
desvio significativo de 4 vezes a direita na curva concentra-
¢ao-efeito a fenilefrina no tecido de animais submetidos a
estresse quando comparada a curva obtida no tecido isola-
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do de animais controle (Figura 1). Em anéis da aorta
toracica, desprovidos de endotélio, nao houve diferenca de
sensibilidade a fenilefrina entre animais controles e
estressados (Figura 2, p = 0,9034). Nao houve diferenca
entre os grupos controle e submetido a natagao forgada, nas
curvas concentragao-efeito a fenilefrina, obtidas na presen-
ca do inibidor da sintese de 6xido nitrico, L-NAME (Figu-
ra 3, p=0,4264).

TABELA | - Valores de resposta maxima (RM) a fenilefrina
em anéis, com e sem endotélio, de aorta toracica isolada de
ratos controle ou submetidos a natagao forgada

Grupos N? RMP
(gf/100 mg)
Anéis com endotélio
Controle 5 365
Natagao 5 36+9
Anéis sem endotélio
Controle 5 27+4
Natagao 5 36+6
Anéis incubados com L-NAME®
Controle 5 35+9
Natagdo 5 34+7

“*Numero de experimentos. ® Valores médios + erros-
padrao das médias. °L-NAME = éster metilico da Ns-L-
Arginina, inibidor da sintese de 6xido nitrico.
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FIGURA 1 - Curvas concentragdo-efeito a fenilefrina em
anéis com endotélio, isolados da aorta toracica de ratos
controle ou submetidos a natagdo forgada. Os valores
indicados na legenda representam a média =+ erro-padrao
da média dos logaritmos negativos da concentracao molar
de fenilefrina que determinou 50% da resposta maxima
nos tecidos isolados (n). *Estatisticamente diferente do
grupo controle (p<0,05).
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FIGURA 2 - Curvas concentragio-efeito a fenilefrina em
anéis sem endotélio, isolados da aorta toracica de ratos
controle ou submetidos a natacdo for¢ada. Os valores
indicados na legenda representam a média =+ erro-padrao
da média dos logaritmos negativos da concentragao molar
de fenilefrina que determinou 50% da resposta maxima
nos tecidos isolados (n).
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FIGURA 3 - Curvas concentragao-efeito a fenilefrina
obtidas, na presenca do inibidor da sintese de 0xido nitrico
L-NAME, em anéis isolados da aorta toracica de ratos
controle ou submetidos a natacdo forgada. Os valores
indicados na legenda representam a média =+ erro-padrao
da média dos logaritmos negativos da concentragao molar
de fenilefrina que determinou 50% da resposta maxima
nos tecidos isolados (n).

DISCUSSAO

A natagdo ¢ um dos protocolos experimentais utili-
zados em estudos sobre estresse. Além de representar um
agente estressor por seu componente fisico, a natagao
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apresenta um forte componente emocional, relacionado a
novidade que este estimulo representa para o animal ¢ a
impossibilidade de fuga, somada a iminéncia de morte
(Ostman-Smith, 1979; Garcia-Marques, Armario, 1987;
Marcondes et al., 1996; Bianchi et al., 2001). Porém, di-
ferentes protocolos experimentais de natagdo tém sido uti-
lizados resultando em diferentes respostas em nivel celu-
lar, entre as quais merecem destaque as altera¢des de sen-
sibilidade as catecolaminas em tecidos periféricos. As
diferengas entre os resultados obtidos estdo relacionadas
a intensidade dos componentes fisico e emocional envol-
vidos na adaptacdo ao estresse.

Neste trabalho, ratos foram submetidos a natagao
forgada em espago restrito, em trés dias consecutivos. Em
anéis, com endotélio intacto, de aorta toracica isolada de
animais submetidos a este modelo experimental houve
diminuicdo de sensibilidade a fenilefrina em relagdo ao
tecido isolado de animais controle.

Jansakul (1995) mostrou que ha uma diminui¢ao na
reatividade a fenilefrina, mas ndo ao KCl, em anéis de aorta
toracica de ratos submetidos a nata¢ao durante 5 a 6 sema-
nas. Oltman et al. (1992) mostraram resultados semelhan-
tes em suinos. Por outro lado, o treinamento fisico induziu
subsensibilidade a norepinefrina e ao KCl, sem alteragdo da
resposta vascular a fenilefrina (Delp et al., 1993). Também
Spier et al. (1999) relataram o desenvolvimento de
subsensibilidade a norepinefrina em ratos treinados, por 10
semanas, em esteira. Entretanto, em caes, a resposta
contratil de artérias coronarias a norepinefrina e fenilefrina
nao foram diferentes entre animais treinados e sedentarios
(Rogers et al., 1991). Também, ndo foram observadas alte-
racdes de sensibilidade a norepinefrina em tiras helicoidais
de aortas de ratos treinados (Edwards et al., 1985).

Estas diferengas poderiam ser atribuidas as diferen-
¢as nas espécies animais estudadas, as diferencas nos te-
cidos vasculares utilizados e ao tipo de preparagdo. O
mecanismo do efeito vasoconstritor da norepinefrina é
diferente na aorta toracica e abdominal sendo nesta Giltima,
mediada em parte, por um metabdlito da cicloxigenase
(Lamb et al. 1994). Com relagdo ao tipo de preparagdo
utilizada, Jansakul (1995) trabalhou com anéis enquanto
que Edwards et al. (1985) utilizaram tiras helicoidais de
aortas de ratos.

Considerando que a fenilefrina ndo é substrato dos
sistemas de metabolizag¢ao das catecolaminas, a subsensi-
bilidade, induzida pela natagao observada no presente estu-
do, ndo parece envolver alteragdo nos processos de
recaptagdo neuronal e captagdo extraneuronal, como ja foi
demonstrado em outros tecidos (Spadari, De Moraes,
1988). A auséncia de subsensibilidade nos anéis desprovi-
dos de endotélio sugere que a alteracdo observada deve-se
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a alguma alteracao na fun¢ao endotelial e ndo a acao dire-
ta do estresse sobre a musculatura lisa vascular. Assim, esta
menor sensibilidade a fenilefrina pode estar relacionada a
processos compensatorios como a diminui¢ao da densida-
de ou fung¢do de adrenoceptores alfa, endoteliais.

O endotélio vascular foi considerado durante muito
tempo como um conjunto de células cuja funcao primaria
seria a de revestir internamente os vasos sanguineos, se-
parando os espagos intravascular e extravascular, garan-
tindo assim uma superficie lisa para o fluxo sanguineo. O
classico experimento de Furchgott (Furchgott, Zawadski,
1980) estabeleceu o papel fundamental do endotélio na
modulacdo da atividade contratil vascular através da pro-
ducdo e liberagao de um fator relaxante derivado do
endotélio, posteriormente identificado como ¢xido nitrico
(Palmer et al. 1987, Moncada, 1991). Além do 6xido
nitrico, a prostaciclina (Gryglewski et a/., 1988) e um fa-
tor hiperpolarizante (Feletou, Vanhoutte, 1976), ambos
derivados do endotélio, determinam o relaxamento da
musculatura lisa vascular. Este tecido pode ainda liberar
substancias ou fatores que determinam vasoconstricao e
que foram, coletivamente, denominados de vasocons-
tritores derivados do endotélio (Rubanyi, Vanhoutte,
1985; Yanagisawa et al., 1988; De Moraes et al., 1995).

A importancia da participagdo do endotélio em pro-
cessos fisiopatologicos vasculares ¢ indiscutivel. Neste
contexto, investigamos no presente estudo, sua participa-
¢do na diminui¢do da sensibilidade a fenilefrina em aortas
toracicas com endotélio intacto de ratos estressados. Os
resultados obtidos mostraram que este efeito foi cancela-
do pela inibicao da sintese de 6xido nitrico. Portanto, es-
tes dados indicam que a natagao forcada parece ter indu-
zido um aumento na sintese de 6xido nitrico na aorta
toracica. Respostas semelhantes foram induzidas por ou-
tros protocolos experimentais.

O estresse agudo e cronico por imobilizagao promo-
veu o aumento na liberagdo de 6xido nitrico, pelo endotélio
vascular, o que atenuou a resposta a fenilefrina (Cordellini;
Vassilieff, 1998; Navarro-Oliveira ef al., 2000). Também foi
relatado que o exercicio fisico por natacao em espago am-
plo induziu diminui¢do da resposta vasoconstritora a
fenilefrina através do aumento na liberacdo de 6xido nitrico
derivado de endotélio (Jansakul, 1995).

O sistema vascular tem um papel critico no desen-
volvimento de alteragdes funcionais e estruturais respon-
saveis por danos a 6rgdos e tecidos em animais de labora-
torio e na espécie humana, em patologias, envelhecimento
e em resposta ao estresse (Plante, 2002). Neste contexto,
nossos resultados evidenciam a importancia dos estudos
sobre a resposta vascular a agonistas adrenérgicos em si-
tuagdes de estresse, tendo em vista que alteragcoes nos
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adrenoceptores endoteliais ou do musculo liso vascular
podem modificar a resposta a firmacos utilizados duran-
te situagOes estressantes e/ou tratamento de doengas
cardiovasculares.

ABSTRACT

Forced-swim induces subsensitivity to
phenylephrine in the rat thoracic aorta.

Stress may change vascular function. The aim of this
report was to study the sensitivity to phenylephrine (PHE)
in the thoracic aorta from rats submitted to forced-swim.
Male Wistar rats (200-250 g) were submitted to three
swimming sessions, one session/day (15, 30 and 30 min,
respectively). Immediately after the last swimming
session, the animals were sacrificed and thoracic aorta
was isolated. Aortic rings (3-5 mm), with and without
endothelium, were carefully obtained and were main-
tained in Krebs-Henseleit solution (95% 02— 5% CO2,
37 °C). Endothelial integrity was assessed by relaxation to
acetylcholine (10 uM) in pre-contracted rings (PHE
0.1 uM). Concentration-effect curves to PHE were
obtained (n = 5/group). There was no difference between
control and stress groups in the maximum response to
PHE of aortic rings with and without endothelium
(p>0.05). Forced-swim induced subsensitivity to PHE in
aortic rings with endothelium isolated from stressed rats
(pD, = 6.89 £ 0.07; p<0.05) compared to the control
group (pD, = 7.39 +0.06), without changes in aortic rings
without endothelium. The in vitro inhibition of nitric oxi-
de synthesis cancelled this subsensitivity. It is concluded
that forced swim-induced-subsensitivity to PHE in
thoracic aorta from rats seems to be caused by an increase
in the activity of the endothelial nitric oxide system.

UNITERMS: Stress. Phenylephrine. Subsensitivity. Aorta.
Endothelium. Swimming.
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