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RESUMO

A avaliagio nutricional de novos alimentos ou de novos componentes alimentares em
animais experimentais € wm procedimento rotineiro nos laboratérios biologicos assumindo
que quaisquer condigdes ambientais desconhecidas ou fora de controle viio afetar,
igualmente, tanto os animais experimentais como os controle. O objetivo deste trabatho foi
de verificar se a estimulagdo sonora de alta frequéncia (40 kHz, 60 a 66 dB) podernia
sigmificar um estresse importante en atos submetidos a um balango nitrogenado de sete
dias. Quatro grupos de seis ratos Wistar cada, recém desmamados, foram adaptados a
dietas de alto teor protéico/boa qualidade protéica (18% de caseina - Dieta 1), baixo teor
protéico (5% de caseina - Dieta II), baixa gualidade protéica (18% de gelatina - Dieta I} €
aprotéica (Dieta IV), ¢ foram estimulados diariamente por uma hora, durante o periodo de
ensaio (7 dias). Os pardmetros ganho de peso corporal, ingesta alimentar, balango
nitrogenado e concentragdo sérica de corticosterona dos grupos acima foram comparados
com scus controles, os quais ndo receberam o estimulo ultrassénico. Nenhuma diferenga
no ganho de peso corporal foi observado enifre 0S grupos experimentals e seus controles.
No entanto, o consumo alimentar diminuiu em todos 0s grupos expostos ao ultrassom, mas
as diferencas foram significativas apenas para as dietas T (diminuigio de 26%;) ¢ I
{diminuigio de 33%}) do grupo estressado. Com relagio ao balango de nitrogénio, fol
encontrada diminuigdo de 13% para a dieta de alio teor protéico/boa qualidade protéica,
enquanto nenhuma diferenca significativa foi observada para as dietas com quantidade
deficiente de proteina e para as dietas deshalanceadas (grupos I, 11 e V). Este resultado
foi consistente com o aumento de 134% nos niveis de corticosterona dos animais
alimentados com a dieta I, e com a resposta pouco acentuada dos animais alimentados com
dietas deficientes em proteina ou desbalanceadas. Os resultados sugerem que embora
branda. a estimalagdo ultrassbnica como 2s produzidas per geradores, condicionadores €
exaustores sio capazes de induzir estresse, Cujos efeitos poderiam ser medidos em {Crmos
de ingesta alimentar, balango alimentar ¢ nivel de horménios esteréides no sangue; sendo

este estresse mais pronunciado nos anMais que CONSOMEM a5 dietas de boa quahdade.
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ABSTRACT

Nutritiona! evaluation of new foods or new food ingredients with experimental animals
is rtoutinely performed in our Iaboratory facilities assuming that whatever
environmental conditions that are left, knowingly or otherwise, out of control will
affect both experimental and control animals alike. The purpose of the present work
was to verify if high frequency (40 kHz, 60 a 66 dB) sound stimulation should signify
any considerable stress to rats undergoing a seven-day nitrogen-balance test. Four
groups of six growing Wistar rats each, which had been adapted to either high-
quality/high-protein (18% casein, diet I), low protein (5% casein, diet II), poor quality
protein (18% gelatin, diet 111) and no protein (diet IV) were stimulated daily for one
hour, for the duration of the assay { seven days). The parameters body-weight gain,
feed intake, nitrogen balance and serum concentration of corticosterone of the above
were compared with those of parallel control groups, that did not receive the ultrasonic
stimulation. No difference in body-weight gain was noticed between the experimental
groups and their controls. Nevertheless, food consumption decreased for all groups
exposed to ultrasound, but differences were sigmificant only for diets Il {26% down)
and TT (33% down), under stress. Regarding the nitrogen balance, a decrease of 13%
was foumd for the high-quality, high-protein diet, while no significant differences were
observed for the protein-deficient or imbalanced (groups I, Il and 1V) diets. This
finding was consistent with the increase of 134% in the corticosterone levels of the
animals feeding on diet 1, and the flat response of the animals feeding on the protein
deficient or imbalanced diets. The results suggest that although mild, ultrasonic
stimulation, such as that produced by power generators, air conditioners and exhaust
hoods, is capable of inducing stress in the Wistar rat, whose effects could be measured
in terms of food intake, nitrogen balance and steroid hormone levels in the blood. The

stress is more pronounced in animals consuming the high quality diets.
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1. INTRODUGAO

A palavra "stress” tem sido acrescentada ao nosso vocabulario do dia-a-dia

significando mais uma das doengas modernas.

Segundo a OIT (Organizagdo Internacional do Trabalho, 1992) o estresse "estd
se tomando um fenfmeno global, que atinge todos os paises, muitas categorias de
trabalhadores, familias e a sociedade em geral” ¢ "seu cusio para © individuo, para a
indfistria e para a sociedade ¢ grande e crescente”. Por esse motive, muitos paises estdo

investindo em programas de prevengio e combate a0 estresse.

O estresse ¢ toda forga ou estimulo externo de intensidade acima do toleravel
pelo individuo, incluindo tanto estimulos fisicos como ruido, exposigio a calor ou frio,
dor, choque, estados de exaustio, infecgfio, cirurgias, desnutri¢do, eic.; quanto oS
psicologicos, como medo, tensdo, ansiedade, morte em familia, etc. provocando
reagdes fisiologico-bioquimicas que irazem consequéncias profundas no desempenho
orgAnico, inclusive de ordem nutricional, especialmente quando o fator ¢ de aglo

prolongada, conhecidas como “estado de estresse”

Uma das principais fontes de estresse ambiental é o ruido, que expde varios
trabalhadores de indistrias, aeroportos, entre outros, a conviverem diariamente com
niveis sonoros de alta intensidade. O estresse vai além do ambiente de trabalho como
resultado da vida nos grandes centros urbanos. Por exemplo, somos submetidos a0
barutho de trafego urbano e aéreo, construgdo civil além dos ruidos provenientes de
cletrodomésticos, misica alta, etc. cuja exposigdo prolongada pode provocar perda de
audigio e outros transtornos fisicos, como 08 cardiovasculares (ROSENBERG,
1991) e os psicologicos (IVANOVICH et al, 1994; MELAMED & GREEN, 1991)

diminuindo a produtividade ¢ aumentando o risco de acidentes de trabaitho. 330



necessrias mais pesquisas para esclarecer se o ruido por si s6 € responsavel por estas
alteragbes ou se a ele se somam outros estresses ambientais (HORVATH & BEDL
1990).

Da mesma maneira, o ruido ambiental, muitas vezes nfo intencional, pode
representar win fator de agressfio a animais de laboratdrio causando alteragdes
fisiolégicas e comportamentais e, até, comprometendo o resultado final dos
experimentos {(MILLIGAN et al,, 1993) .

No campo da nutrigiio experimental, os fatores de estresse externo se somam de
uma forma varidvel ¢ imprevisivel, aos fatores do estresse nutricional gerados pelo
proprio experimento. Esses fatores externos, entretanto, ndo sfo levados em conta,

sendo seus efeitos, no resultado final do experimento, desprezados.

ok



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historia e conceilo de “Stress”

O conceito de estresse ¢ relativamente recente ¢ data do inicio deste séeulo. O
médico e cientista austriaco Hans Selye (1907-1982) ¢ considerado o pioneiro no
assunto, ndo por que tenha sido o utmico a observar alteragdes caracteristicas
provenientes de agressdes ao organismo, mas, sem dovida, foi o pesquisador que
primeiramente descreveu e tecen uma teoria 3 respeito do tema. Em uma de suas
publicagdes (1976), cita varios autores do século passado que, assim como ele,
observaram caracteristicas da "Sindrome de estar doente”, termo dado pelo proprio
Selye. Sua publicagdio inicial foi em 1936, num artigo de trés paginas, publicado na
revista Nature (SELYE, 1936 citado por SELYE, 1976) onde descreveu suas
observagdes em ratas submetidas a estimulos nocivos agudos. Apods essa publicago,
pesquisas de diversos autores foram adicionadas e, atualmente o Index Medicus mostra

centenas de trabathos.

Em sua pratica médica, Selye ja havia observado que pacientes sofrendo de
diversas patologias apresentavam sinais € sintomas em comum como a perda de peso e
de apetite e a expressdo "doente”. Mais tarde, em expenmentos com anunats, Selye
observou uma triade de sintomas em ratos submetidos a injegio de extratos ovarianos
de gato: cortex adrenal aumentado, atrofia timico-linfatica e dlcera gastrointestinal .

Esta reacdo foi chamada de GAS (General Adaptation Syndrome).

De acordo com Selye (1946), a Sindrome Geral de Adaptagio é dividida em trés

€Stagios:



a) Reagdo de alarme (fase aguda): “I g somatoria dos fendmenos sistémicos ndo
especificos resultantes de uma exposicdo rapida a um estimulo para o qual o
organisme nio estd quantifativamenie € qualitativamente adaptado™, isto €, ¢ a reagdo
inicial ao agente estressor, ¢ onde ha predomindncia de resposta nervosa pela ativagdo
do sistema nervoso simpatico, através de descarga dos hormbnios adrenalina e

noradrenalina, além dos glicocorticdides.

b) Estigio de resisténcia (fase cronica): “E g somatéria dos reagdes Sistémicas ndo
especificas resultantes de uma exposi¢do prolongada  para o qual o organismo
adquiriu adaplagdo como resultado de exposigdo continua ao estimulo”. Sg 0 animal
resistir a fase de alarme passa entdo & fase de resisténcia onde o organismo se adapta a
presenca do agenie estressor € a glandula adrenal passa a secretar glicocorticides em

menor quantidade em resposta aos estimulos vindos da hipofise e hipotalamo.

¢) Estigio de exaustdo: “E q somatoria das reages sistémicas que finalmente se
desenvolvem, como resultado de uma exposicdo muito prolongada ao estimulo para o
qual a adaptagdo tinha sido desenvolvida, mas que ndo pode mais ser mantida”. Se a
exposigio ao agente estressor continua ou ¢ muito intensa esta adaptagdo pode ser

rompida dando inicio a fase de exaustdo, € 0 animal pode morrer.

Assim, o eswesse ¢ a resposta organica a gualguer tipo de estimulo
extraordinario - seja por sua intensidade ou duragdo - que altere os limites normais da
homeostase orginica. Ao confrario do que poSsamos PENsar, scim ele o orgamismo
poderia entrar em faléncia por falta de wm alarme geral que resulie no fornecimento de

uma solugdo definitiva 4 ultrapassagem dos limites dos mecanismos homeostaticos.

Embora a resposta ndo seja especifica aos tipos de estresse, a natureza ©
magnitude da resposta depende de uma série de varidveis que vao desde a intensidade

do estimulo agressor até as diferengas individuais de quem o recebe. Por isso,



organismos diferentes percebem um fator de estresse em graus diferentes (McEWEN
& STELLAR, 1993).

Essas diferengas na forma de perceber estimulos sdo atribuidas a predisposices
geneticas, estagio bioldgico de desenvolvimento e histéria individual de cada um, ou
seja, caracteristicas bioldgicas ¢ psicolbgicas. Essas caracteristicas individuais vio

levar a diferengas na susceptibilidade ao estresse (McEWEN & STELLAR, 1993).

Seja qual for a razdo, se a homeostase falha por “adaptagio” inadequada ao
agente estressor, este mecamismo se traduzird em respostas bioldgicas chamadas
“Doengas da Adaptagio” (SELYE, 1946), tais como asma, diabetes, cncer, infecgbes
virats, desordens gastrointestinais, etc. e envolvem mecanismos neurais, endocrines e

imunes (McEWEN & STELLAR, 1993},

2.2 - O Eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal

A relagfio entre o hipotalamo ¢ a hip6fise ndo provém somente da proximidade
anatomica dada pela ligagdo através do pedincule hipofisario, mas também do

funcionamento interligado de ambos.

A hipofise, também chamada de glindula pituitiria, é controlada pelas
secregles provenientes do hipotdlamo. Tudo se inicia a partir de um estimulo (interno
ou exierno} provemente do sistema nervoso, que alcan¢a o hipotilamo induzindo a
sintese de hormonios liberadores e inibidores. Estes sdo sintetizados nos corpos
celulares dos neurdnios hipotaldmicos, percorrem os axdnios e s3o armazenados nas
terminagles nervosas, situadas na neurohipéfise ou na eminéncia mediana, Uma vez

estimulado o hipotdlamo. os horménios sdc liberados das terminagdes nervosas



dirctamente na hipdfise posterior cu entdo, liberados na eminéncia mediana e
absorvidos pelos capilares do sistema porta hipotalamo-hipofisario para serem
iransportados até hipéfise anterior (RUSKIND & MARTIN, 1989 ; BERNE & LEVY,
1990},

Entre os hormdnios liberadores ou mibidores , destacam-se: THR (hormdnio
liberador da tierotrofina), CRH (hormdnio hiberador da corticotrofina), GHRH (fator
liberador do hormonie de crescimento}, somatostatina (hormdnio mnibidor do hormbnio
de crescimento), LHRH (hormdnio liberador do horménio luteinizante), PIF (fator
intbidor da prolactina) e PRF (fator liberador da prolactina). A hipéfise, sob o estimulo
dos mesmos, sintetiza horménios troficos, cujo papel nas fungdes fisiologicas se darad
pelo estimulo direto nos tecidos/Orglos alvo, ou pelo estimulo de outras glandulas. Os
hormdnios secretados pela hipdfise sio o GH (hormdnio de crescimento), ACTH
(hormdnio adenocorticotrdfico), LH (hormdnio luteinizante), TSH (hormdnio tireo-
estimulante), prolacting - secretados pela adenohipdfise - ¢ o ADH (hormdnio
antidiurético) e oxatocina - que sdo sintetizados no hipotdlamo mas sdo secretados pela

newrchipdfise { WILSON & FOSTER, 1992}

Alguns destes horménios liberadores do hipotadlamo nfio controlam somente a
secrecdo de um Unico hormonio hipofisario como € o caso do TRH que estimula a
secrecio de tireotrofina e de prolacting; a somatostatina que além de nibir o GH pode

também inibir a secregdo de tircotrofina ¢ prolactina (BERNE & LEVY, 1990).

No final deste eixo temos as glindulas supra-renats {ou adrenais), situadas na
parte superior dos rins, que produzem, principalmente, adrenalina e em menor
quantidade noradrenalina , em resposta aos estimulos do simpdtico, e corticosteroides
em resposta aos estimulos hormonais da hipofise. A secre¢io dos corticoesterdides €
controlada pelo CRH, que por sua vez, estimula a liberagio de ACTH que ao alcangar
as adrenais estimula as zonas fasciculada e reticular do corfex a secretarem

principalmente glicocorticoides, embora também estimule discretamente a produgio de



mineralocorticéides (pela zona glomerular) e hormdnios sexuais. O ACTH age
ligando-se a receptores especiticos na superficie celular do cortex adrenal promovende
a conversio do colesterol a pregnenolona, um dos compostos intermedidrios da sintese
dos hormdnios esterdides. Entre as agdes do ACTH neste processo estdo a ativagdo,

estimulacio e regulagio da sintese enzimatica envolvida na formacdo destes compostos

(SIMPSON & WATERMAN, 1989).

Resumindo, a partir de estimulos provenientes do sistema nervoso, o hipotdlamo
produz CRH que induz a secreglo de ACTH e que, por sua vez, leva a produgdo de

glicocorticoides, os chamados hormdnios do estresse.

Entre os glicorticoides temos a predomindncia do cortisol ou corticosterona
dependendo da espécie animal em questo. No caso de ratos, a corticosterona € o

principal glicocorticdide secretado e, no homem, o cortisol (BERNE & LEVY, 1950).

A secregdo do CRH pelo hipotalamo, seguida de todo mecanismo descrito
acima, segue uma dindmica ditada, primeiramente pelo ritmo circadiano natural de
cada espécie. No homem, tanto o ACTH quanto o cortisel atingem seu pico pela
manhd, caindo ao longo do dia ¢ no rato os nivels plasmaticos se mostram menores no
comego da manhd até cerca de 11:00 horas, depots do que comegam a aumentar
atingindo seu pico por volta das 17:00 horas (DUNN et al, 1972). No homem, este
ciclo estaria ligado principalmente ao pericdo sono/vigiha e as atividades sociais,
enquanto que em animais o ciclo luz/escuriddio seria responsavel pelo nitmo secretdrio
destes hormdnios (HALE & REES, 1989). O segundo fator responsavel seria o

estimulo de um agente estressor a nivel hipotalamico.

Em condigdes normais, a regulagdo dos niveis de glicocorticdides € feita
através de feedback negativo, onde o propnio cortisol/corticosterona inibe a produgdo

de CRH, a nivel hipotaldmico ¢ de ACTH a nivel hipofisario. No entanto, no estresse,



este mecanismo pode estar alterado ¢ seu estimulo se superpde ao ritmo circadiano e

ao mecanismo de feedback negativo (DALLMAN & JONES, 1973).

Assim, temos um aumento circulante de glicocorticdides em situagles de
estresse. No entanto, outros horménios estdo ligados a resposta ao estimulo, tais como
os mineralocorticoides e as catecolaminas {adrenalina e noradrenalina), LH (hormoénio
luteinizante), FSH (hormdnio foliculo-estimulante), prolactina, ACTH e AMP ciclico,

entre outros.

O uso desses marcadores depende da sua sensibilidade como indicador do

estado de estresse.

As catecolaminas, aumentadas nestas situagdes, sdo consideradas bons indices
humorais porque sic sensiveis principalmente 2 intensidade da agressdo sofnda
NATELSON et al. (1981) submeteu animais ao estresse agudo por chogque em
crescentes intensidades, e encontrou aumento uniforme & intensidade do choque da
adrenalina e noradrenalina. No entanto, um problema observado pelos autores fot o
aumento da variabilidade das respostas ao redor da média, dificultanto a detecgdo

exata da magnitude do estresse.

A prolactina, também usada por ser um indice sensivel, parece refletir methor a

sensibilidade para o estresse agudo do que para o crdnico (KANT et al., 1983, 1987).

(s glicocorticoides, como a corticosterona nos animais experimentals, sdo
considerados como um bom indice de avaliagdo de estresse, mostrando valores
plasmaticos alterados fante na forma aguda quanto cronica, em estimulos
comprovadamente agressivos como a imobilizagdo, choque ¢ o esforgo de cornda
KANT et al. (1983); HENNESSY et al. (1979) e PITMAN et al. (1988) também

validam o uso deste hormdnio como indice de avaliagdo ao estresse.



Em fungdo do exposto, vamos considerar neste trabatho a corticosterona para

avaliagdo e comparagfio do estresse entre 0s grupos.

Um dos obstaculos para andlhise dos perfis hormonais e sua consequente
resposta, sdo as diferengas encontradas nas concentragles plasmaticas, decorrentes do
tipo, intensidade, tempo e namero de exposigdes, além dos mtervalos entre esses
estressores. A exposigdio multipla de um mesmo estimulo pode alterar a resposta
humoral, na medida em gue parece haver um mecanismo de adaptagio ao estimulo. De
uma maneira geral, a repetigdo a determinado agente estressor leva a uma resposta
hormonal menor a cada sessdo. Entretanto, essas observacles nio sfo compartilhadas
por outras pesquisas como a de PITMAN et al, (1988) que avaliaram a resposta
hormonal da corticosterona (definida como a diferencga dos niveis pré-estresse e pds-
estresse) em ratos submetidos a 60 minutos de contengdio por imobilizagdc das patas
ou por restricio de movimentos em tubos, No primeiro grupo, ¢ hormdnto se habituou
parcialmente até o sétimo dia, principalmente em fun¢fo dos altos niveis basais; porém
ainda havia grande resposta ao estresse. No segundo grupo, cujo estressor €
considerado menos severo, ndo houve adaptacio hormonal mesmo apods 21 dias de
repetigfo. Os niveis basais (ou anteriores as sessdes de estresse) apresentaram-se
crescentes, quando comparados aos niveis pés estresse, que s¢ mantiveram constanies,

mas altos.

KANT et al. (1987} mostrou que exposigio a varias intensidades de choque
durante 14 dias consecutivos, manteve altos os niveis plasmaticos de corticosterona
durante os primeiros 7 dias, retornando aos valores normais somente no 14°. dia. O
mesmo autor (1983), usando varios modelos de estresse (frio, imobilizagdo, corrida,
choque), com exposiclo de 15 minutos por 10 dias, ndo encontrou niveis elevados do
hormdnio entre as sessfes de estresse, mas apos as sessdes, os nivels eram elevados,

mostrando a ndo adaptagio.



A confrovérsia entre os resultados ressaltam a dificuldade de definir o estresse

crdnico como a elevaglo dos glicocortocdides durante ou entre a exposi¢io ao estresse
(PITMAN et al., 1988).

Uma possivel explicagdo seria o tempo de intervalo entre as exposigdes,
responsavel pela volta aos niveis basais do horménio, como observado por DE SOUZA
& VAN LOON (1982) que analisaram os niveis de corticosterona apdés uma ou
multiplas sessdes de restrigdo - por 2 minutos - ¢ observaram que estes tendiam a se
adaptar, se o intervalo entre os estimulos era de 30 ou 60 minutos; mas aumentando o
intervalo para 90 minutos, o hormdnio voltava aos niveis iniciais; isto &, assemelhava-
se as concentragdes encontradas apos o primeiro estimulo (agudo). Os autores sugerem
que a inibigHo da resposta da corticosterona a subsequentes estresses ocorre se 0s seus

niveis ainda ndo tiverem retornado ao normal.

2.3 - O METABOLISMO DOS GLICIDES, LIiPIDES E PROTIDES NO ESTRESSE

Um dos estresses mais estudados tem sido os provocados por traumas ¢
cirurgias, onde observamos alteragdes hormonats como aumento das catecolaminas,
GH e glucagon; diminuigdo de hornménios tireoideanos ¢ de insulina, com pouca
alteragiio de TSH, FSH, LH. Em relag¢do aos glicocorticdides hé corvelagio entre sua

conceniragdo ¢ o grau de injlria sofrido (WEISSMAM, 1990).

Nessas sttuagdes ocorrem  alteragdes nutricionais como consequéneia das
perturbag8es metabdhicas induzidas pela agressdo. Os mecanisnios envolvidos nessas
mudangas sdo bastante complexos ja que abarcam uma série de interagSes enddcerinas,
gue por sua vez vém alterar 0 metabolismo glicidico, lipidico ¢ protidico; Os
hormdnios de contra regulagdo - cortisol, catecolaminas ¢ glucagon - aumentados

nessas situagSes, desempenhar papel importante neste quadro.
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Em relagiio ao metabolismo dos carboidratos, principalmente duas vias estdo
estimuladas: a glicogendlise e gliconeogénese, que vao preferencialmente fornecer a
energia necessiria ac corpo. Esta Gltima vai utilizar como substratos certos
aminoacidos, lactato, piruvato e gheerol. E interessante notar que a despeito do
aumento das necessidades energéticas no estresse, observa-se um quadro conjunto de
hiperglicemia (devido A estimulagio das duas vias ) ¢ hiperinsulinemia, causado por
certa resisténcia periférica 4 insulina. Os hormdnios da contraregulagdo sio, em parte,
responsaveis por essas alteragdes: as catecolaminas e o glucagon estimulam tanto a
glicogendlise quanto a gliconeogénese, a0 passo que o cortisol estimula principalmente

esta idtima, além de bloquear a aglio da insulina no tecido adiposo e muscular.

Como a captagio e utilizagio da glicose esta prejudicada, o fornecimento de
energia vira também da oxidagdo lipidica, que estara aumentada tanto pela ago do
glucagon e adrenalina, quanto do cortisol que potencializa a agdo desses hormdnios.
Somando-se a estas respostas hormonais, a mediagdo de substincias como as
interleucinas (IL-1 e 6) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) no estresse infeccioso ou

cirfirgico, tem despertado grande interesse (DELARUE, 1990 ; WEISMAN, 1990).

Os amincacidos que servem de substrato a gliconeogénese provém
principalmente da protedlise muscular, ocasionando grande perda nitrogenada. O
balanco nitrogenado negativo observado nestes casos se deve ao fato do catabolismo
superar a sintese de proteinas. KINNEY & ELWYN (1983) citam pesquisas que
mostram que nas lesdes severas, assim ¢omo nas quetmaduras ¢ sepsis, ha aumento
tanto na taxa de sintese quanto de catabolismo protéico, mas esta sintese pode estar em
taxas inferiores 4 da quebra. As perdas nitrogenadas nestes casos parecem  ser
provenientes principalmente dos misculos. A rapida perda de peso que acontece no
catabolismo das cirurgias estd associada a um aumento das perdas nitrogenadas,
consistente com a perda de massa muscular ¢ capacidade de trabalho muscular. Nos~

primeiros dias, esta perda de peso pode ser predominantemente de agua corpdrea, mas
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acima de duas ou trés semanas, as perdas sdo de proteinas, gorduras e gua. As perdas
sho tanto majores quanto maior for a duragdo e 3 severidade da lesdo (SCHILLER et
al, 1979) e tendem a se normalizar na fase de recuperagdo. O perfil alterado dos
horménios contribui para o catabolismo aumentado: a insulina que teria efeito anti
protedlise e pré sintese protéica tem sua secrecio ou atividade diminuida pelos
hormdnios que se opdem & sua agdo como OS glicocorticdides e o glucagon

(WEISSMAM, 1990; DELARUE et al., 1990).

Em funcio do quadro descrito acima, observa-se geralmente balango
nitrogenado negativo, ¢omo observado por SHAW et al. (1987} ¢ SCHILLER et al.
(1979), onde pacientes com diferentes graus de estresse cirfirgico excretavam grandes
quantidades de creatinina e nitrogénio, ¢ GIESECKE et al. (1994), que encontraram
anmento do catabolismo protéico de tecido muscular estriade devido ao estresse

anestesico.

O catabolismo protéico ndio se instala somente para prover as necessidades
energéticas. Os aminogcidos mobilizados do misculo esquelético siio captados pelo
figado com a finalidade de produzir certos tipos de proteinas de defesa (“acute phase
proteins”} estimuladas pelos glicocorticoides, [L ¢ TNF, Portanto, a despeito da alta
degradagdo protéica observada nessa fase, a sintese ndo estd suprimida, mas é superada
pelo catabolismo, levando ao balango nitrogenado negativo. O’KEEFE & SENDER
{1974) chegam mesmo a sugerir que a resposta catabolica ao estresse cirlirgico

envolvem principalmente uma queda na sintese, sem aumento rapido de proteolise.

Se o organismo reagir adequadamente a0 €Siresse, ele se adaptara 4 agressdo e
entrard em fase catabolica adaptativa e o balango de nitrogénio ndo se torna tdo
negativo, e quande o estimulo agressor for afastado, gradativamente o individuo

revertera este quadro.



Na desnutrigio protéico-energética e protéica {(Marasmo ¢ Kwashiorkor),
considerada um estresse metabélico, observa-se diminuigio do gasto energético como
forma de adaptagio a baixa ingesta alimentar. No momento em que ela nfio pode ser
mais mantida, os depdsitos gordurosos sfio mobilizados, seguidos dos tecidos
musculares como forma de assegurar aminodcidos para fornecimento de energia. O
déficit de ingesta protéica leva 4 diminuigdo na sintese muscular ¢ visceral, além de
intensificar o turnover aminoacidico, negativando o balango de nitrogénio. Notamos
alteracdes hormonais tais como: diminuigio das concentragdes de insulina, hormonio
tireaidiano T3 e gonadotrofinas; hormdnio do crescimento normal ou aumentado;
adrenalina normal a aumentada ; e glicocorticoides aumentados (TORUN & VITERL
1988). A adigdo de um fator de estresse, que inicialmente conduz a um balango
negativo, ¢ seguida de uma segunda fase onde o organismo tende a se adaptar as
agressbes através da diminuicdo do gasto energético basal e até mesmo da diminuigdo

da perda pitrogenada.

FERNANDEZ et al, (1993). observaram que pacientes desnutridos submetidos
a cirurgia apresentavam gasto energético pos operatorio menor ¢ fator de estresse para
excre¢io nitrogenada (excreglio pos estresse / excre¢dn pré operatdria) apenas
levemente aumentada em relagio a pacientes em bom estado nutricional, o que pode

ser entendido como wm mecanismo adaptativo na deficiéncia nutricional crénica,

ZUCOLOTO et al. {1975} pesquisaram a excregdo de nitrogénio total e uréico
em ratos submetidos a estresse por contengdo (24 horas por semana - 7 semanas)
alimentados com dietas normais ou deficientes em proteinas € observaram que em
animais alimentados com quantidades normais de proteinas, a adigdo do estresse
aumentava a excrecdo desses pardmetros, 0 que ndo ocorria naqueles com dietas
deficientes. Isso mostra que o estatus nutricional protéico influi na resposta a estimulos

¢stressanies.
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YOKOGOSHI et al. (1990) também em experimentos com animais, testaram o
efeito do estresse por suspensdo (hipocinesia) por um periodo de 10 dias, sobre a
excreglio de nitrogénio uréico e fecal em relagio A diferentes concentragdes profeicas
na dieta (5, 10, 20, 40 e 60 %), encontrando balango nitrogenado negativo apenas nos
dois primeiros dias para todos os grupos com excegdo dos alimentados com 60% de
caseina; Gradualmente a excregdio nitrogenada se positivava, sendo esses valores
dependentes dos niveis protéicos oferecidos. Outros indicios de estresse foram,

entretanto, observados como a perda de peso e o aumento das adrenas.

A dificuldade de comparaciio entre os experimentos se deve a diversidade das
condigBes experimentais como ja citado anteriormente. Em vista disto e da falta de
dados existentes para o estimulo sonoro nosso intuito foi o de fornecer mais dados a

gsse tipo de estresse € de comparar a resposta induzida por ele.

2.4 - O Estimudo Sonoro

O estudo do estresse aciistico ganhou interesse ha mais de 50 anos em fungdo
do aumento & exposigio de ruidos, tanto provenientes de ambientes de trabatho quanto
de ruidos ambientais dos grandes centros urbanizados. Ele pode ser considerado um
fatar de estresse para o homem como mostrou ARGUELLES et al (1962), que
observou aumento de corticosterdide plasmatico em individuos expostos a 63 ou 93 dB

principalmente, em frequéncias de 10.000 Hz.

O estresse aclistico parece causar varias alteragdes metabolicas. ANITESCQO et
al. (1973) estudaram trabalhadores que haviam sido submetidos, nos ultimos 5-10
anos, a intensidades de 82 a 86 dB, intercaladas com picos de 102 dB e frequéncia

10.000 Hz, 2 horas por dia, observando um aumento das perdas urindrias de potassio ¢
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de excregic de noradrenaling. ANDREN et al. (1979) relataram alteragdes
hemodindmicas com intensidades de som de 95 dB tais como aumento da pressio
arterial e da pressio diastolica, embora estas retornem ao normal apos 10 minutos de

interrupcdo do ruido.

O estresse agudo pode interferir com o desempenho na execudo de tarefas que
dependem de informagdes, a0 passo que o cronico pode alterar a memoria ¢ a atengio.
Por este motive, o estresse actstico pode estar associado a acidentes de trabalho ¢ a
diminuicio na produtividade (SMITH, 1990). Segundo GLASS & SINGER (1972},
mesmo que haja adaptagdo ao ruido, ele pode prejudicar a execugdo de tarefas assim
como o comportamento humano, podendo apresentar efeitos cumulativos, muitas vezes
observaveis meses apés o estimulo inicial. Além disso ele afeta a tolerdncia a sons
posteriores.

Em animais experimentais, os ruidos podem ser igualmente agressivos.
SCHIMIDT et al. (1989) relata aumento nos indices de epinefrina plasmatica ¢
comportamento agressivo em ratos (90 dB/40 Khz - por | minuto/12 vezes por hora) ¢
HRUBES & BENES (1965) observam aumento de excregdo de catecolaminas (95 4B -
4 dias/semana durante 11 semanas) nesses animais. BORREL et al. (1980} também
relatam aumento nos niveis séricos de corticosterona com estimulos sonoros de 110
dB, 500 Hz por 15 minutos durante 11 dias em que permancceram glevados até o

quinto dia.

GEBER et al. (1966) mostraram que niao apenas os estimulos sonoros de alta
intensidade, mas também os de intensidade moderada  68-71 dB alteravam
parimentros hematologicos tais como 2 confagem de cosindfilos e/ou biogquimicos
como a concentragdo de acido ascorbico das adrenais. Mesmo apés 21 dias de
experimento observavam-se alteragSes como o aumento do peso ¢ da concentragdo de
4cido ascérbico das adrenais e o aumento do colesterol sérico. FRIEDMAN et al.

(1967) também observaram que o ruido (som continuo - 102 dB ou som intermitente -



114 dB por periodos de 1 minuto) resulta em elevagdo de lipides séricos por cerca de
21 dias. ARMARIO et al. (1983), ao contrério de outros autores, afirmam gque o ruido
(83 dB) aphicado de forma cronica em ratos (4h/dia - 21 dias) ndo é um estressor
potente, j4 que a perda de peso dos animais foi leve ¢ ndo houve alteracio no peso dos

varios érglos analisados.

NAYFIELD & BESCH (1981) em experimento com ratos submetidos a
estimulo de 107 db por periodos de 30 minutos durante 2,5 horas, num total de 5 dias,
observaram aumento de peso das adrenats, eosinopenia e leucocitose, além de
comportamento alterado, demonstrando que este tipo de agressdo ¢ um estressor,
SACKLER et al. (1959) expuseram ratos a 1 ou 5 minutos de estimulo sonoro de
110dB/ 375-500 cps ¢ observaram aumento das adrenais, e alteragfo no peso de oufros

orgdos.

DOYLE et al. {1977) encontraram compromennmento no desenvolvimento dos
ossos longos, avaliados pela diminwigcdio do comprimento e massa/comprimento,
Porém, estes dados sdo de dificil comparagdo, uma vez que os autores nio

caracterizam o estimulo sonoro aplicado,

JURTSHUR et al. (1959) relatam redugdo dos niveis de glutationa sanguinea
em ratas expostas a estimulos sonoros de intensidade 100 £ 5 dB e frequéneia 120 Hz,
5 minutos por dia, durante 15 dias, on 1 minuto por dia durante 11 dias.
Posteriormente PYE (1984) mostrou que estimulos de 120 dB a 20 kHz por periodos
de 3’257 a 30 minutos causavam danos auditives em cobatas, principalmente nos

intervalos de exposigdo mais curtos.
Outro pardmetro sensivel para avaliagio de estresse seria o ganho de peso

corporal dos animais e¢xperimentals, que nestes casos, estaria diminuido, segundo
relatam varios autores SACKLER et al. (1939), HRUBES & BENES (1965),
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NAYFIELD & BESCH (1981) o que sugere que o estimulo acustico representa

realmente um estresse.

Enquanto a maioria das pesquisas ja demonstrou os efeitos estressantes do
ruido, devemos considerar que estes se apresentam dentro do limite audivel para o
homem (20 Hz - 20.000 kHz). No entanto, muitos animais experimentais como 0s
roedores, possuem sensibilidade auditiva acima desta faixa, isto €, sdo sensivels a
ultrassons. Em ratos, por exemplo, a faixa de maior sensibilidade parece se concentrar
em torno de 30 - 40 kHMz { BROWN & PYE, 1975; CLOUGH, 1982). Essa
sensibilidade se deve ao fato desses animais se utilizarem dos sons de alta frequéncia
na comunicagdo, em diversas situagdes tais como: interagdo mae-cria (KLINT &
ANDERSON, 1994), luta, agressividade, acasalamento {BELL, 1974, GAMBLE,
1982) e até mesmo no estresse onde animais submetidos a um estimulo agressor

transmitem-no a0s animais proximos (PITMAN et al, 1988).

Portanto, sons nesta faixa de frequéncia podem significar estresse aos animais

experimentais.

PETERSON (1968) observou, por exemplo, danos no sistema auditivo de
cobaias submetidos a frequéncias de 10 a 40 kHz. ZONDER & TAMARI (citado por
MILLIGAN et al., 1993) mostraram diminui¢do de fertilidade ¢ produtividade em rates
expostos a 50-80 kHz/80-90dB/por quatro dias, enquanto SALES (1991) descreveu
redugiio no comportamento locomotor de ratos expostos a ultrassons naturais - 22kHz -
e artificiais - 38kHz. CIURZYNSKA et al.(1994) induziram Olcera gastnica em ratos
expostos a frequéncias de 17 - 24 kHz durante 24 horas. Além das alteragdes
fisiologicas, é possivel que haja prejuizo na comunicagio desses animais quando em

ambientes ricos de sons de alta frequéncia {(GAMBLE, 1982)
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Devemos considerar, também que estes sons podem passar despercebidos nos
laboratorios de ensaio biolégico uma vez que estdo fora da faixa audivel pelo homem.
SALES et al {1988) demonstraram que muitos equipamentos presentes nesses locais
podem produzir sons audiveis ¢ ndo audiveis ou somente ndo audiveis, dificultando sua
deteccdo. MILLIGAN et al (1993) sugerem que as atividades hurnanas sdo importante
fonte de sons ¢ ultrassons e alertam que o ambiente acastico dos animais de
taboratério, pode representar uma varidvel ndo controlavel, afetando respostas
fisiclogicas e/ou comportamentais desses animais ¢, porianto, alterando a validade dos

trahalhos cientificos.

Uma vez que os efeitos do ultrassom ndo foram totalmente explorados, este

trabalho pode contribuir para futuras pesquisas na area.



3. OBJETIVOS

Em virtude da possivel relevincia dos estimulos sonoros na fisiologia do rato,

este trabalho objetivou:

1) Verificar se o estimulo sonoro de alta frequéncia resulta em estresse aos animais
submetidos a condicdes de ensaio biologico nutricional através da anahise da

corticosterona sérica, do ganho de peso corporal e do consumo alimentar,

2) Avaliar qualquer efeito deste estimulo no balango nitrogenado de ratos expostos a

diferentes niveis de proteina na dieta,
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4. MATERIAL E METODOS

£.1 - Materiaf

4,1.1 - Animals

Foram utilizados 48 ratos machos, Linhagem Wistar, recém desmamados (22
dias), provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Foram divididos em dois grupos: coutrole e estresse com pesos médios
de 56 +4.6g e 65*48 ¢ respectivamente. Cada grapo foi dividido em 4 subgrupos

de 6 ratos cada, que receberam ragBes de diferentes composigdes.

Devido a impossibilidade de realizar o experimento conjuntamente, cada grupo

acupou o laboratério de ensaios bioldgicos em ¢pocas distintas.

4,1.2 - Ragdes

Foram utilizados quatro tipos de ragdo cuja composigdo seguiu as proporgdes

descritas na Tabela 1.

As racdes foram isocaléricas, manipulando-se as quantidades de carboidratos
para tanto. Dessa forma, as dietas controle foram compostas de caseina comercial
{dieta [) e a dieta aprotéica (IV) teve sua composi¢iio centesimal ipualada as diefas

teste, pela substituigio de sua fra¢do protéica por carboidratos.

20



TABELA 1 - Formulagdo das dietas utilizadas no ensaio biologico.

INGREDIENTES % {g) nas Dietas

I | ¢ [11] v
Caseina comercial 18,0 5,0 . -
Gelatina - - 18.0 -
DL- Metionina 0,3 0,3 0,3 0,3
Cehilose 5,0 5,0 3.0 5,0
Oleo de Mitho “Mazola” 50 5.0 5,0 5,0
Mistura Salina AIN-76 3,5 3.5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica- AIN- 76 1,0 1,0 1,0 1,0
Ritartarato de Colina 0.2 0.2 0.2 0,2

Carboidratos:

mistura de milho(*Maizena™)
acticar refinado (“Unido”) .8.P. wworsrsearsrmsssanonsancrrssarsesnnessaces 100

na proporgdo de 50%: 15%
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TABELA 2 - Mistura vitaminica AIN-76.

Vitamina Quantidade por
quilpgrama de mistura

Tiamina. HCY, mg 600

Riboflavina, mg 600

Piridoxina. HCL, mg 700

Acido nicotinicod, g 3

D-Pantotenato de célcio, g 1,6

Acido folico, mg 200

D-Biotina, mg 20

Cianocobalamina (Vit. By,), mg 1

Retinil palmitato ou acetato (Vit. A) +b

DL-a-tocoferi] acetato {(Vit. E) *
Colecalciferol (Vit. D), mg 2,54
Menaguinona (Vit. K¢, mg 5,0
Sacarose, q.5.D., 8 1000,0

4 - ou Nicotinarnida

b - Coma pé estabilizado para prover $00.000 Ul de atividade de vidamina A ou 120,000 equivalentes de
retingt.

¢ « Como pé estabilizade para prover 5.000 UT de atividade de vitamina B,

4 - 106,000 UL Pode ser na forma de po.

¢ - Menadiona,



TABELA 3 - Mistura mineral AIN-76.

Ingrediente g'kg de mistura
Fosfato de caicio dibasico (CaHPO,) 500,0
Cloreto de sédio (NaCl) 74.0

Citrato de sédio monohidratado (K;C3H;0-.H,0) 2200

Sulfato de potassio (K,80,) 52,0

Oxido de magnésio Mg 24,0
Carbonato manganoso {(43-48% M) 3.5
Citrato férmico (16-17% Fe) 6,0
Carbonato de Zinco (70% Zn() 1,6
Carbonato cuprico {53-55% Cu) 0.3
lodato de potéssio (KI10;) 0,01
Selenito de sédio (Nay5,05.5H,0) 0,01

Sulfato de cromo-potassio <CrK{8O;),. 12H,C> 0,33

Sacarose, g.8.p. 1000,0




4.1.3 - Reagentes para as determinacdes gquimicas

4.1.3.1 - Nitrogénio . acido sulfurico concentrado, catalisador {K,S50; + CuSQs + Se),
Hidrdxido de Sodio a 50%, acido borico a 2%, indicador fenolftaleina, dcido cloridrico

a 0,02 N.

4.1.3.2 - Corticosterona : Primeira fase: etanol puro (extragéio) ¢ tampio Tns (diluiglo);
Segunda Fase: tampdo Tns, corticosterona, corticosterona marcada CH -

corticosterona), anticorpo anticorticosterona (SIGMA, C 8784), canvdo dextran.

4.2 - Métodos

4.2.1 - Determinacdes Quimicas

4.2 LI -Nitrogénio

O nitrogénio para o célculo da concentragfio protéica da caseina, gelatina,
ragBes e material bioldgico coletado {fezes e urina) foi determinado pelo método
semimicrokjeldahl (A O.A.C., 1975). O Balango Nitrogenado foi obtide pela formula:
Balango Nifrogenado = Nitrogénio Ingendo - Nitrogémo Excretado (fezes + urina)

{PIKE & BROWN, 1984).

£.2 1.2 -Corticosterona sérica

As concentragbes séricas de corficosterona foram  determinadas  por

radicimunoensaio (RIE), como parametro do grau de estresse dos animais (KANT et



al., 1983), Este método baseia-se na competigio entre um antigeno “frio” (quantidade
variavel) ¢ um antigeno radicativo ou “quente” (quantidade fixa) em se ligar a um
anticorpo especifico presente em quantidade fixa. Neste caso o antigeno foi a
corticosterona - presente no soro dos animais em quantidade desconhecida , que
compefin com a corticosterona marcada com “tritio” (*H) pelo sitio de ligagdo do

anticorpo anticorticosterona.

A primeira fase do RIE constituiu-se da extragdo da corticosterona plasmatica,
seguida de sua diluigio. Na segunda fase, adicionou-se 0 anticorpo anticorticosterona
(Sigma Chemical Company), seguindo-se incubagdo por 30 minutos e adigdo da
corticosterona marcada. Apés incubagio durante a noite, colocou-se carviio ativado
para precipitar as formas livres do hormonio e fez-se a leitura da radioatividade do
complexo formado, em contador de radiagio P (Beckman Liguid Scintillation Systems

-15 5000 TD }.

A interpretagdo dos resultados foi feita atraves de curva padrdo, manipulada nas
mesmas condi¢Ses que as amostras, e que relaciona radiagdo (cpm) e concentracdo de
corticosterona em ng/ml, As concentragdes dos padrdes foram 2.5 3,0; 10,0; 500 e

250 ng/ml.

4.2,2. - Ensaio Biologico

O experimento foi realizado em duas fases: a pnmera utilizou 24 animais como

grupo controle e a segunda 24, estes dltimos submetidos ao estresse actstico.

Ao final do experimento do grupo controle, o grupo sob estresse ja se
encontrava no biotério para o inicio do tempo de adaptagdo, de modo a encurtar a

duragdo total do experimento e sem coincidir com as sessdes de estresse.



Os ratos recém desmamados foram colocados em gaiolas metabdlicas

individuais, em condigdes ambientais controladas (t = 22 + 2 OC, umidade relativa
70%, ciclo luz/escuriddo 12/12 h (6:00/18:00 h), ventilagdio adequada), permanecendo
oito dias em fase de adaptagdo ao biotério. Agua e ragio comercial ("NUVILAB" -
Purina) foram fornecidas sem limitagdo. Antes de iniciados os testes, houve uma fase

adicional de adaptacdo & ragdo de dots dias.

( ensaio consistiu de balango nitrogenado de sete dias, durante 0 qual houve
coleta de sangue (no primeiro e no Gltimo dia), fezes ¢ urina (diariamenie) e foram

controlados o peso ¢ o consumo alimentar de cada animal.

4.2.3 - Estresse Actistico

Para o segundo grupo de animais, procedeu-se ao estresse em sessoes diarias de
60 minutos durante o balango nitrogenado, das 7:45 as 8:45 h, por meio de um
altrassonicador modelo THORNTON T4, 110/220 wvolts, frequéncia de 40 kHz,
distando da estantes dos animais de 121 ¢cm . A intensidade do ruido (Sound Level
Pressure) foi de 62 a 66 dB Escala A, enquanto que o ruido ambiental de fundo foi de

60 dB medidos por Decibelimetro (Simpson - model 886 - Sound Level Meter type 2).

4.2.4. - Coleta de sangue

Para a coleta de sangue utilizou-se o mesmo procedimento nos dois grupos.

Para as analises de corticosterona, foram coletadas duas amostras de sangue de

cada animal, sendo uma no inicio e outra no final do periodo teste.



A quantidade de sangue colhida ndo ultrapassou os 10% do peso total do animal
(cada 100 g de peso animal correspondern a 5,8 m! de sangue). A coleta se iniciava as

9.00 h e nunca ultrapassava as 11:00 h para evitar alteragdes hormonais devidas ao
riftmo circadiano (DUNN et al,, 1972).

Os ratos eram retirados um a um de suas gaiolas, transferidos a sala de
aquecimento, onde eram colocados individualmente em caixa de madeira previamente
aquecida com lampada de 100 watts, permanecendo por 1,5 minutos. Em seguida

eram retirados da caixa, envoltos em flanela e transferidos 4 sala de coleta.

Para a coleta de sangue, a cauda dos animais era levemente umedecida com
algoddo embebido em solugdo contendo EDTA a 0,05% (para evitar a coagulagdo
rapida do sangue) ¢ uma pequena parte da ponta da cauda (+ 1 mm) era seccionada
com ldmina afiada e o sangue collido em tubos conicos. Os tubos eram previamente
marcados com 3 quantidade desejada de sangue a ser coletada. O corte era rapido e

preciso para evitar dor e, portanto, minimizar o estresse.

O tempo de coleta foi de 3 minutos, em média, sendo escothido apods verificagio
de que os niveis de corticosterona permaneciam inalterados até 4 minutos de

manipulagdo do animal (LOPEZ-JIMENEZ et al.,1989).

Apds a retirada do sangue, os animais eram colocados em gaiolas individuais,
cujo fundo era recoberto por folhas plasticas para evitar a perda de material biologico e
transfertdos para sala de repouso, até que se desse a coleta do Glfimo rato. Esse
procedimento era realizado para evitar a comunicagio entre eles por meio de
vocahizaglio e/ou ferormdnios (PITMAN et al 1988} e, assim, nfio permitir estresse

entre aqueles que ndo haviam sofrido a coleta.




Tomou-se o cuidado de penmitir que somente uma pessoa retirasse 08 animais
da sala de repouso e os levasse 3 sala de aquecimento, transferindo-os para a sala de
coleta, onde outras pessoas faziam a coleta do sangue. Este procedimento visou evitar

que o cheiro de sangue das coletas anteriores estressasse os proximos animais.

O sangue coletado foi centnifugado em centrifuga DAMON/IEC DIVISION-IEC
UV CENTRIFUGE a 2000 rpm por 10 minutos ¢ o soro armazenado em freezer a uma

temperatura de -15 ©C até o momento das andlises de RIE.

Para a aleatorizacio do experimento, a primeira coleta fot realizada seguindo-se
a ordem numérica crescente dos animais {rato n® 1 ao n® 24) e a Gltima coleta em

ordem decrescente (rato n? 24 ao o” 1).

4.3 - Apdlise Estatistica

Usou-se a analise de vanidncia e para a comparagdo entre os grupos o Teste de
Tukey com  significincia de 93%. Quando necessdrio, os resultados foram
transformados em logaritimo para permitir a analise estatistica de valores com alta
vaniabilidade. Foi wtilizado o sistema SANEST - Sistema de Analise Estatistica para

analise dos dados.



5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- EFEITO DO ESTRESSE NO BALANCO DE Ni?ROQ@H{Q {(MITROGENIO
INGERIDO, NITROGENIO FECAL E NITROGENIC URINARIO)

A Tabela 4 mostra os valores de mtrogénio ingendo, fecal e urindrio. A
concentragdo de nmitrogénio ingenido aumenta conforme aumentou o nivel protéico da
dieta, tanto no grupo controle guanto no grupo estresse. Excetuou-se a dieta 111, que
nfo diferiu da dieta I na quantidade mas, na qualidade protéica, onde a baixa qualidade
levou a um menor consumo para todos 0s grupos dentro das categorias controle e
estresse. A comparagio entre os dois grupos mostra gue o estimulo actstico levon a
diminuigdo na ingesta de nitrogénio, mas com diferenga significativa apenas para o
grupo Il As diferengas observadas foram consequéncia do consumo ahmentar
diminuido, uma vez que os ammais experimentals mantidos na dieta com caseina 5%
{deficiente em proteina) ¢ gelatina 18% (proteina desbalanceada) reduziram sua
ingesta quando submetidos ao ultrassom. Este topico serd abordado com mais detalhes

no tem “Consumo Alimentar™.

A excregdo fecal nitrogenada foi maior para 08 grupos consumindo o nivel mais
alto de proteina na dieta, tanto para os grupos confrole quanto para os estresse.
Notamos que o efeito do estresse foi o de diminuir esses valores, mas ndo o suficiente
para provocar uma diferenga significativa. Excetucu-se, novamente, o grupo

consumindo gelatina (dieta I1I). o qual mostrou diferenga em relaglo ao seu controle.

A excrecdo de nitrogénio urinario também aumentou em fungfo do aumento da
proteina na dieta, Porém, para o grupo controle consumindo a dieta Hi, essa excreglio

se mostrou significativamente maior em razdo da baixa quahdade da protema da ragdo.
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Como descrifo na metodologia, a gelatina foi a fonte protéica utilizada para compor a
dieta [T e esta ¢ deficiente no aminoéacido essencial triptofanc o que torna a dieta
desbalanceada. Quando ha baixa concentragdc de um aminoacido no sangue, outros
aminodcidos ndo podem ser utilizados convenientemente pelo organismo para a sintese
protéica e aqueles ndo utilizados sdo desaminados e oxidados, conduzindo a perdas
nitrogenadas pela urina, o que explica os valores diferenciados obtidos. Além disso, 0
triptofano é precursor da niacina, importante no metabolismo dos protides, lipides e
glicides, de maneira que os requerimentos desta vitamina estdo associados a
quantidade de triptofano dietético. No grupo submetido a0 estresse, a mesma tendéncia
se confirma. isto ¢, ha aumento de nitrogénio urindrio segundo a proteina dieta. No
entanto, nesta situacio, o grupe I nic mostra niveis de excregiio diferenciados,

igualando-se aos valores dos grupos consumindo as dietas I, H e IV.

Comparando-se o grupo controle e o grupo estresse, observamos que os valores
de excrecdo nitrogenada para as dietas 1, I e IV estfio aumentados para grupo estresse
sem .no entanto, diferir estatisticamente dos controles. Embora muitos  auntores
tenham encontrado aumento de perdas nitrogenadas em fungdo de situagdes de estresse
( SHILLER et al., 1979; SHAW, et al., 1987; GIESECKE et al.,1994), FERNANDEZ
et al.(1993) encontraram efeito do estresse cirfirgico na excregio urinaria de nitrogénio
{excreco pré-operatéria/ excregdo pés-operatdria), o qual afo for significativo enire
pacientes nutridos e desnutridos; isto ¢, a excregio de nifrogénio urinano aumentou
apés a cirurgia, mas o aumento ndo foi significativo entre os pacientes desnutridos.
ZUCOLOTTO et al.(1974), trabathando com ratos Wistar alimentados com 0s mesmos
teores protéicos utilizados por nés - 18 e 5% de caseina - observaram que o estresse
por contengdio aumentava significativamente a excregdo de nitrogénio total ¢ nitrogénio
uréico nos amimais com caseina 18%; mas naqueles com baixa ingesta protéica o
estresse adicional da contengdo ndo foi suficiente para modificar o quadro de excregdo

urinaria. Em nosso trabatho, o aumento nfo estatisticamente diferente, pode ser devido
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ao menor tempo de experimento (7 dias) contra as 7 semanas utilizadas, ou mesmo

pela menor severidade do estresse aplicado no estudo.

Comparando-se os grupos da dieta HI entre si, notamos que a excregio de
nitrogénio urindrio foi significativamente inferior para os animais com estresse, o que
pode ser explicado como uma tentativa do organismo de se proteger frente 2 adigio de
duas agressdes: a dieta e o estresse acustico. Esta reagdo de adaptaclo foi descrita por
SELYE (1946, 1976) como The General Adaptation Syndrome (G.A.5.) tendo como
uma de suas fases a de adaptagfio (ou resisténcia), que consiste em um mecanismo de
defesa onde o organismo tenta retornar s suas fungdes habituais adaptando seu
funcionamento para, na medida do possivel, conviver com o estressor. Assim, a fim de
adaptar-se a0s dois tipos de estresse a que foram submetidos, 0s animais consumindo a
dieta Il tentaram reter a maior quantidade possivel de nitrogénio, através da
diminui¢io de sua excregdo pela urina numa tipica reacdo de adaptagio. O aumento da
pratica de coprofagia é mais um possivel mecanismo disponivel para o rato, como
meio de atenuar ¢ impacto metabdlico deixado por uma dieta desbalanceada ou

deficiente em algum nutriente (ROGERS, 1979}

A Tabela 5 mostra os valores do balango nitrogenado para os grupos controle e
estresse. Como podemos observar, em ambos os grupos, a dieta foi fator importante no
balango nitrogenado e, como era esperado, este foi inversamente proporcional a
quantidade de nitrogénio oferecido nas dietas. As dietas contendo gelatina, levaram a
urn balango de nitrogénio menor que os grupos consumindo 5% de caseina, mostrando
que nio 56 a quantidade mas também a qualidade da proteina na dieta foi um fator
limitante na resposta animal, Sabe-se que fatores como o estado fisioldgico, a ingesta
caldrica e a composi¢do da dieta influem no balango nitrogenado (PIKE & BROWN,
1980). Uma vez que as dietas foram isocaléricas, apenas a quantidade e qualidade
protéica das ragBes podem ter afetado os valeres de balango do grupoe controle. O

finico grupo a mostrar valores negativos foi o grupo aprotéico. Ao considerarmos o
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Tabela 5 - Valores médios (+ Desvio Padriio) de balango nitrogenado
em fungdo do nivel protéico e da presenga ou auséneia de
estresse acistico.

Balanc¢e Nitrogenado (g}

DIETAS CONTROLE ESTRESSE
I 2,50 2,17 %2
{cas. 18%) + 037 + 0,26
i 0,51 0,32
{cas. 5%) + 011 £0,12
i 1,08 < 0.85 ¢
(gel. 18%) £ 0,62 +0.04
v - 0,09% 0,14 %
{aprot.) + 0,03 + 0,03

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si ao nivel
de 5% pelo Teste de Tukey.

Médias seguidas de ndrneros diferenies na mesma linha diferern estatisticamente ac nivel de 5%
pele Teste de Tukey.

{s respltados representam a meédia para seis animais,
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fator estresse como interferente no balango nitrogenado, podemos notar que todos os
grupos submetidos ao estresse acustico apresentaram valores inferiores ao grupo
controle, embora apenas ¢ grupo com caseina 18% apresentasse diferenga

significativa, principalmente em fungfio das perdas nitrogenadas pela unina .

E tamhém sabido que qualquer fator de estresse significativo, tanto fisico (ex.
infecgdes) quanto psicoldgico (ex. medo, ansiedade), resnlta no aumento da excregdio
mitrogenada, podendo levar a um balango negativo em individuos mais susceptiveis
(PELLET & YOUNG, 1980), ¢ de acordo com a severidade do estresse. Esta perda
provém principalmente da quebra de proteina muscular mediante agdo dos
glhicocorticoides e catecolaminas, os quais sdo aumentados nas situagles de estresse,
Esses fatores, além de promoverem o catabolismo protéico, initbem a agio da insulina
nos tecidos periféricos. Esta resisténeia 4 msulina leva & quebra de proteinas para
utilizagdio como fonte energética e excre¢do concomitante de nitrogénio pela urina. No
entanto, ac se adicionar mais um fator de agressfio, o organismo tende a se adaptar
com a diminuicio destas perdas (TORUN & VITERI, 1988; ZUCOLOTTO et al,
1974) através da redugdio da degradacdo protéica e sintese de uréia (TORUN &
VITERI, 1988). E o que se observou na Tabela 5 com os valores de balango
nitrogenado para os grupos alimentados com as dietas 1, 1l e IV, por ndo diferirem
estatisticamente de seus controles. A mesma conclusdo foi estendida para o grupo que
se alimentou da dieta I, cujo valor embora menor, ndo chegou a atingir valores

inferiores a zero.

Trabalhos como os de YOKOGOSHI et al. (1990) também mostram esta
adaptagdo no metabolismo protéico; os autores enconfraram valores de balango
nitrogenado negativos apenas nos dois primeiros dias de estresse por hipocinesia em
ratos alimentados com S, 10, 20 e 40% de caseina, sendo que a partir do terceiro dia,
os valores se tornavam positives ¢ se mantinham positivos até o final do experimento

de dez dias.



Com base nos dados apresentados, conclui-se que, embora a excregdo de
nitrogénio urinario/fecal e de nitrogénio ingerido mostrassem valores diferenciados
para os grupos submetidos a estresse, somente 0§ animais bem nutridos responderam
significativamente aos estimulos agressivos do ulirassom. Os outros grupos
provavelmente reagiram de forma a se ajustarem a associagdo de dois estimulos
estressantes, se adaptando para manter o equilibrio homeostdtico. Experiéncias
biologico-nutricionais de curta duragdo (sete dias) com ratos Wistar em crescitnento,
portanto, estariam sujeitas a erro inerente provocado por fontes emissoras de
ultrassom, por razdo do impacto nos grupos controle. Grupos experimentais com
estresse nutricional, entretanto, podem mostrar reagio minima, ndo sendo possivel a

anulagio do efeito do ulirassom como um erro sistematico.

5.2 - CONSUMO ALIMENTAR

O consumo de ragdo (Tabela 6) foi proporcional 4 quantidade ¢ qualidade da
proteina oferecida. Assim, observamos que 08 animais do grupo controle ¢ estresse tém
sua ingesta diminuida com a redugdo da porcentagem protéica {dietas H e [V) ou com a
oferta de uma proteina incompleta (dieta HI). Em ambos os grupos podemos notar que
o consumo das dietas 1if e IV foram similares em fungdo da composicao da dieta I

que € de baixo valor nutricional.

Essas diferencas de consumo sdo esperadas uma vez que oS animais
experimentais regulam sua ingesta em fung3o da quantidade protéica da ragdo
(PETERS & HARPER, 1985) ou mesmo do desbalanco aminoacidico desta proteina,
provavelmente associado a alteragdes na concentragao de amimoécidos no plasma ¢ no

cérebro (PENG et al. 1972). Em especial a dicta III, sabemos que o triptofano,
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TABELA 6 - Médias de consumo alimentar (+ Desvio Padrio) nos sete
dias de ensaio em fungdo do nivel protéico da dietae da
presenga ou auséncia de estresse aclstico.

DIETAS CONSUMO ALIMENTAR (g)
Controle Estresse
I 102,171 94,37
{cas.18% + 16,6 + 1262
I 87,65 4! 64,87 %
{cas. 5% + 1314 + 17,99
il 53,24 B 35,82
{gel. 18%) + 1272 + 328
v 51,42 38,59
(aprot.) + 11,65 * 14,25

Midias seguidas de letras diferentes na mesma colupa diferem estatisticamente aaire $i a0 nivel de
5% pelo Teste de Tokey.

Médias seguidas de némeros diferentes na mesma linhs diferem estatisticamente so nivel de 3%
pelo Teste de Tukey.

Os resultados represeniam a média para seis animais



aminodcide ausente na gelatina, é precusor de substancias como a serofoninag,
estando este neurotransmissor associado a baixa ingesta alimentar (ASHLEY et al,
1979).

Quanto a influéncia do estiesse no consumo alimentar dos animais, podemos
notar uma diminui¢do em todos os grupos, mas a diferenca estatistica s¢ observa
apenas nos animais com caseina 3% e gelatina 18%. Inesperadamente 0s grupos com
caseina 18% e aprotéico ndo apresentaram diferenca significativa. Os fatores que
levaram a wm consumo similar de ragdo nos grupos [ e IV em relagdo aos seus
controles sdo desconhecidos, uma vezZ que a literatura tem mostrado alteragdo no

apetite de animais submetidos a estresse.

MORITA & NAKANO (1982), usande modelo de estresse por contengdo, 4
horas/dia, durante 1, 3, 10 ou 14 dias, observaram prejuizo 1o Consumo alimentar de
ratos alimentados com 25% de caseina. As diferengas de consumo foram : 47% no 3°
dia, 33% no 8° e 27% no 11° dia, mostrando a magnitude do efeito e a tendéncia a4
adaptagio do animal. YOKOGOSHI et al.(1990) e TAKASE et al.(1991) encontraram
diminuicio aproximada de 35% na ingesia alimentar de ratos  estressados por
contengdo (10 dias) com relagdo ao controle, consumindo dieta com 20% de caseina.
Em nosso estudo, a reduciio foi de 7.5% (dieta 1), 26%(dieta 1), 33%(dieta IlI) e
25%{dieta [V).

Qutros tipos de estresse como 0 choque também diminuem o conswmo alimentar
conforme observado por ARMARIO et al, (1988) e por KANT et al.(1987) que
notaram diminuigdo de consumo de ragdo até o sétimo dia, retornando ao normal ao

fim do 14° dia.

Especificamente em relagdo ao estresse aciistico, outros trabalhos tém mostrado

alteragdes na ingesta ; SACKLER et al. (1939) que aplicou som com intensidade de



110 dB, por 1 minuto durante 11 dias ou 75 mirutos em periodos de 5 minutos, por 21
dias, encontrou redu¢do no consumo alimentar, embora os autores nlio referissem as
quantidades consumidas. NAYFIELD & BESCH (1981) que submeteram ratos a 105 -
110 dB: 1,5 horas/dia por 5 dias, relataram diminuigéo significativa na ingesta
alimentar no terceiro dia de estresse, € que gradativamente retornou ao normal até o
quinto dia embora ao final do experimento oS animais estressados tenham consumido
quantidade maior de ragdo, talvez para compensar a redugdo inicial. Entretanto, 0
aumento de consumo alimentar também fot observado na associagio de estresse
acastico (90 dB) e estresse por pressao na cauda (15 minutos cada ), durante 6 dias

(WILSON & CANTOR, 1983).

Assim, podemos observar que OS animais comseguem se adaptar mais
rapidamente a £ss€ tipo de estresse, que possivelmente ¢ menos Severd que O da
contengdo. Em nosso experimento ¢ possivel que ternha tiavido alguma redugfo de
consumo durante o periodo teste assim como relaton NAYFIELD & BESCH (1981) ¢
por este motivo ndo tenha sido detectado no final do estudo; no entanto, o motivo pelo

qual apenas dois grupos permaneceram com baixa ingesta ndo € claro.

5.3 - PESO CORPORAL

A evolugio ponderal e o ganho de peso dos animais durante a fase experimental

sio mostrados nas Figuras 1-2¢3 respectivamente.

O ganho de peso dos animais controle e estresse mostrou-se diretamente
proporcional ao consumo de suas respectivas dietas 0 que, por sua vez, esta ligado &
composigio das mesmas. Para os animais que consurniram as ragbes compostas de

18% de caseina, o ganho médio de peso foi de aproximadamente 5 g/dia nas trés
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FIGURA 1 - Evolugdo ponderal dos animais controle durante o periodo

teste.
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FIGURA 2 - BEvoluglio ponderal dos animais submetidos a estresse
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Ganho de Peso (g)

GRUPO CONTROLE GRUPQO ESTRESSE

Dieta k- Caseina 18% Dieta I- Caseina 18%
Dieta IT- Caseina 5% 8 Dieta IE- Caseina 5%
Dieta - Gelatina 18% Dieta III- Gelatina 18%
4 Dieta IV- Aprotéica | Dieta V- Aprotéica

FIGURA 1 - Valores médios (+ .'Dgsviﬁ Padrio) de ganho de peso durante
o periodo feste.
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primeiras semanas apos o desmame, estando de acordo com estudos realizados por
PIAU-VIEIRA (1992), Podemos observar que o perfil de crescimento (Figuras 1 e 2)
dos animais alimentados com as dietas Il e IV foram similares, devido a associaglo de
uma proteina de baixo valor nutricionalincapaz de sustentar o crescimento dos animas,
¢ da caréncia de niacina, cujo precursor, o triptofano, é o aminodcido lumitante da

gelatina,

No entanto, o peso corporal dos ratos estressados ndio diferiu dos controles para
todas as dietas analisadas. Mesmo a evolugfo ponderal ndo mostrou crescimento

diferenciado durante o periodo teste para os animais submetidos ao ultrassom.

Diminuigdes de peso nas situagBes de estresse podem decorrer da baixa ingesta
alimentar e/ou do catabolismo protéico aumentado. Nestes experimentos, porém, 0$
animais que mostraram redugdo significativa de consumo (dietas I e 1) tiveram ganho
de peso equivalente ao registrado pelo grupo consumindo a dieta [ que, por sua vez,
apresentaram diminuigdo significativa do balango nitrogenado. Nenhum dos trés
grupos, entretanto, diminuwiu sua taxa de ganho de peso significativamente, mesmo
constatando-se uma pequena queda no consumo alimentar {Figura 3). Esses resultados
diferem de trabathos encontrados na literatura para outros tipos de estresse, como o de
choque (3 segundos/ 2 horas/ 3, 4, 7, 10 dias) (OTTENWELLER et al, 1992}
contengdo ou hipocinesia que, ao final de 10 dias, levou 4 redugdo significativa de
peso (YOKOGOSHI et al, 1990; TAKASE et al, 1991) e imobilizagio (MORITA &
NAKANQ, 1982}, que também levou a expressiva redugo de peso a partir do terceiro
dia, permanecendo até o 14° dia. Entretanto, PITMAN et al., (1988) mostraram que
ratos sob contengdo leve ¢ severa mantiveram ganho de peso similar aos controles até

sexto dia, diminuindo até o 21° dia.

Em relaglio ao estresse produzido por som, os resultados sfio variados em

fungdo das variadas condigdes experimentais. Assim, SACKLER et al (1959}



encontraram reducio de 14% para 1 minuto de estresse durante 11 dias e de 19% para
75 minutos de estresse por 21 dias (ambos a 110 dB, 375-500 Hz ), sendo esta redugio
de peso significativa apenas nestas Gltimas condigbes. HRUBES & BENES (1963)
também registraram diminui¢do significativa durante e apds experimento utilizando 95
dB - 6 horas/ 4 dias por semana - durante 2 ou 4 semanas. NAYFIELD & BESCH
{1981) encontraram ganho de peso reduzido em 15% (107 dB - 1,5 hora/5 dias)
durante 11 dias. Ja trabalhos como o de ARMARIO et al. (1983) observaram que o
estresse acfstico cronico provocava um leve decréscimo no crescimento com
alteragdes significativas apenas a partir da 3" semana ou mesmo nenhuma modificagio
no ganho de peso dos animais submetidos a 85 dB - 4 horas/dia - 28 dias (ARMARIO
et al., 1984}

Enquanto a maioria dos trabathos mostram redugiio de peso para animais
estressados, ARMARIO et al. (1988) encontraram aumento no ganho de peso para
ratos com imaiﬁi!izagﬁo prévia, mesmo tendo consumido menor quantidade de ragdo;
também PRITCHETT et al.(1978) observaram pesc significantemente maior para 0§
animais submetidos a estresse sonoro (110 dB/ 30 segundos a cada 6 minutos - durante

28 dias) embora estes autores ndo tenham apresentado dados sobre consumo alimentar.

Parece claro que a alteraglo de peso varia em fungdo da mtensidade, do tempo ¢
da duragdo do estimulo sonoro. Possivelmente o tipo de estresse utilizado em nosso
estudo, assim como sua duragio ndo foi sufictente para observar mudangas

perceptiveis durante um ensaio de balango de sete dias.

Portanto, quanto a este indice, ndo houve diferenga entre os animais controle e
0s animais experimentais, embora durante a Fase de Resisténcia (sessdo 2.1) o peso
corporal possa mostrar estabilidade (SELYE, 1946) enquanto outros parametros como
o peso aumentado das adrenais mostrem indicios evidentes de estresse (SELYE, 1946,

SACKEL et al, 1959).



5.4 - CONCENTRACAO DE CORTICOSTERONA SERICA

Os valores médios iniciais ¢ finais de corticosterona sérica, apresentados na

Tabela 7, foram usados como parametro para avaliar o grau de estresse dos animais.

Analisando a categoria dos animais controle, observamos que houve ampla
variagdo inicial entre os grupos, principalmente entre o grupo I e os restantes cujo
valor hormonal foi menor, embora a mesma nfo tenha sido estatisticamente
significativa. Foi interessante notar a tendéncia, mesmo ndo sendo significativa a nivel
de 5%, a aumentar os niveis do hormdnio conforme aumentou a restrigio protéica
quantitativa ou qualitativa da dieta; essa provavel tendéncia poderia estar relacionada
com a afirmacgio de TORUN & VITERI (1988) ¢ LEAKEY (1994) no sentido de que
as restri¢des energéticas ¢ protéico-energéticas podem aumentar os niveis de
corticosterona sérica. De qualquer forma, os desbalangos da dieta sdo um tipo de

estresse alimentar.

Os animais submetidos ao estimulo acstico mostraram diferengas apds a
primeira sessfo de estresse, significativas apenas entre os grupos [ e L
Surpreendentemente, entretanto, os niveis de hormonio destes animais foram similares
aos valores iniciais apresentados por seus pares ndo estressados, [sto indica que a
primeira exposigdo ao ultrassom ndo resultou em estresse detectavel pelo indicador

corticosterona .

Comparando-se os valores finais com os iniciais dos grupos submetidos ao
estresse, observamos que a concentragdo hormonal dos animais alimentados com as
dietas I, I e IV evoluiu para niveis significativamente maiores na sesso final,
indicando que o estimulo com ultrassom ¢ capaz de induzir um efeito significativo no

sistema hormonal apenas naqueles animais submetidos a dietas hipoprotéicas e/ou com
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desbalanco aminoacidico. O aumento da corticosterona do grupo caseina 18% (dieta I}
nio foi considerado significativo, contrariamente ao observado com o valor do balango

nitrogenado.

£ aceito que a exposigdo repetida a estimulos estressantes leva 4 adaptagéo, o
que se reflete em resposta hormonal diminuida frente ao agente agressor. A intensidade
do estresse ¢ um dos fatores que podem determinar a ocorréncia da adaptagdo, sendo
que estimulos mais fortes mantém a resposta hormonal, independentes do nimero de
sessOes (PITMAN et al,, 1990; NATELSON et al., 1988). O intervalo entre as sessoes
também ¢ fator importante (DE SOUZA & VAN LOON, 1982) assim como a duraglo
e a frequéncia do estresse aplicado. Por essas razes encontramos na literatura
respostas hormonais diversas frente ao estresse cromico: resposta hormonal diminuida
em apenas quatro dias (MURISON et al., 1986); resposia anmentada durante sete
primeiros dias com diminuigdo até o 14° dia (KANT et al, 1986). Respostas
aumentadas num periodo de oito dias (PITMAN et al., 1990); por dez dias (KANT et
al., 1983); por dez dias e ainda mantidas por mais trés dias apés o término do estresse
(OTTENWELLER et al. 1992). Tambem se relatow o caso de dosagem aumentada
durante sete dias em ensaio de restrigio e 21 dias para contenglo fisica {(PITMAN et
al., 1988). Em relagdo ao estimulo sonoro, DE BOER et al. (1988) encontraram
resposta hormonal diminuida 3 exposi¢do sucessiva (100 dB/30 minutos) assim como
ARMARIO et al, (1984) (85 dB/ 28 dias) enquanto que BORRELL et al, (1980}
encontraram adaptagdo a 100 dB/ 11 dias somente a partir do sexto dia de estresse
alcangando adaptagéio completa no 11° dia. No presente estudo, pode observar-se que,
ac cabo de sete exposigdes didrias ao ulfrassom, houve atenuagdo estatistica da
resposta hormonal apenas para o grupo com a melhor dicta, enquanto que para oS
demais nio houve adaptagdo. Note-se que houve uma larga faixa de variagdo nos
niveis de honmonio encontrados nos animais dos grupos com a methor proteina (dietas
[ e I1), a qual foi responsavel pelo mascaramento da reagdo de alguns dos animais do

grupo 1. Portanto, nossos resultados estdo de acordo com a maioria dos trabathos



citados, no sentido de que, num periodo de sete dias j& pode notar-se uma adaptagio ao

estimulo estressor,

Para os animais estressados consumindo a dieta I , o valor final da
corticosterona ndo foi significativamente maior do que no inicio. Isto pode ter sua
explicagio pa alta variagdo dos valores em forno da média. Fstas amplas diferengas
hormonais na resposta a0 estresse s3o encontradas na literatura (VOGEL & IJENSH,
1988: NATELSON et al.,, 1988) ¢ se devem a predisposigdes fisicas e psicologicas
que individualizam a manewra de se perceber um estimulo (MCEWEN & STELLAR,
1993). NATELSON et al., 1988 chegam mesmo a classificar os animais em “low

responders” e “high responders” para postertor analise.

J4 comparando as concentragbes finais de corticosterona entre 0s animais
controle e os submetidos a estresse, encontraremos valores aumentados para esta
{4ltima categoria sem, no entanto, as mesmas serem significativas, exceto para 0 grupo

1, que difere de seu controle.

Através dos dados analisados, podemos concluir que 0s animais experimentais
{estressados) apresentaram resposta ao estimulo aclstico empregado, sem maostrar
adaptagdo organica ao estresse, se comparados aos valores hormonais migiais; porém,
a pequena diferenga entre os valores finais dos animais controle ¢ agueles sob estresse
sugerem que o estimulo aplicado foi brando ou que algum outro fator ndo percebido
pelos pesquisadores , pode ter afetado o grupo controle, elevando os niveis hormonais

de corticosterona e tornando-os similares aos niveis do grupo eXposto ao estresse.
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5.5 - COMPORTAMENTO DOS ANIMAIS

Embora o comportamento dos animais submetidos a0 estresse tenha sido
observado, mas ndo quantificado, foi possivel perceber algumas alteragbes que

confrastaram com a dos animais controle,

Uma vez iniciada a se¢do de estresse, 08 animais mostraram-se ativos, correndo
agitadamente nas gaiolas. Apos alguns minutos adotaram um estado de aleria,
permanecendo iméveis mas visivelmente afetados pelo som em atitude de rejei¢do a0
barutho ambiental, permanecendo assim até o término da sessio (60 minutos). Esse
comportamento diferiu daquele dos animais conirole que se mantiveram calmos
durante todo o periodo do ensaio biologico. No entanto, 0 comportamento alterado foi
observado para os amimais bem nutridos, pois os animais com dictas deficientes
permaneceram aparentemente calmos, exibindo uma reagdo de defesa passiva frente a0
som. Essas alteracdes foram observadas principalmente nos 3-4 primetros dias das

sessBes, mas tenderam a desaparecer nos dias subsequentes.

A alteragiio de comportamento diante de um estimulo agressor foi relatada em
estudos utilizando estresse acustico {(NAYFIELD & BESCH), 1981; DE BOER et al.,
1988 SCHMID et al., 1989) e outros tipos de estresse como o chogue (PITMAN et al,
1990) .

Embora a alteragdo no comportamento tenha side observada somente nos
primeiros dias de apresentagdo do estimulo, sabemos, através da analise dos valores
hormonais obtidos, que os animais nio se adaptaram completamente a0 estresse SONOLO
imposto o suficiente para nao sex detectada a elevagio da corticosterona no sétimo dia.
Isto se deve ao fato dos mecanismos de adaptagdo do eixo adrenal serem diferentes dos

da adaptagio comportamental .
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£ evidente que a alteragio do gquadro comportamental seguiu uma evoluglo
diferente da observada com os parimentros consumo alimentar e balange nitrogenado.
E importante salientar, entretanto que, enguanto o quadro comportamental € resposta a
um estimule de duracdo relativamente curta, a ingesta alimentar e o balango so efettos
de maior abrangéncia, assim como, a determinagdio dos niveis do hormdnio mostra
apenas os pontos inicial ¢ final do ensaio. Isso deixa ver a possibilidade de que o8
animais melhor nutridos, apesar de mostrarem uma reagdo momentinea mais clara do
que os mal nutridos, tiveram a capacidade também de se adaptar externa e

hormonalmente a um estimulo de duragfio relativamente curta.
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6 . CONCLUSAO

Dentro das condigdes experimentais aqui utilizadas, podemos concluir que o

estimulo achstico de frequéncia ultrassonica:

- Representou estresse aos animais experimentais analisados segundo os resuitados da
concentragdo de corticosterona sérica, se estes valores forem comparados aos valores

inicias;

- Nso alterou a evolugio do peso corporal, mas alterou parcialmente o consumo
alimentar dos animais experimentais. Uma vez que as concentragdes hormonais
mostraram que houve estresse, podemos presumir que a avaliagdo do estresse depende

da variavel analisada;

- Diminuiu o balango de nitrogénic dos animais alimentados com a dieta que fornecia
18% de caseina sugerindo, porfanto, que o animal bem nutrido reage ao cstresse
enquanto os alimentados com dietas deficientes mostraram um tipo de tolerdncia ou
adaptagio passiva ao agente agressor. Assim o ultrassom, como varavel ndo

controlada, pode afetar o resultado final de um experimento biolégico;

3



7 . SUGESTOES PARA PROXIMAS PESQUISAS

- Acompanhar por maior espago de tempo as possiveis alteragles causadas por esta
fonte de estresse, assim como avaliar outras varidveis tais como o tamanho das
adrenais e a formagio de tlceras gastrointestinais, que sdo considerados bons

indicadores de estresse;

- Identificar a presenga de fontes de ulirassom dentro ¢ fora dos locais de experimento

biolégico, inclusive visando melhorar futuros projetos de construgdo de biotérios;

- Estudar o efeito de outras deficiéncias nutricionais ou caracteristicas composicionais

da dieta, verificando quais sdo relevantes na resposta animal frente ao estresse.
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