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Resumo

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia do sexo e do ciclo estral nas respostas
metabodlicas e hormonais em ratos submetidos a estresse agudo. Ratos com 3 meses de
idade, machos e fémeas ovariectomizadas, ou com ciclo estral regular, foram usados (n = 7-
11/grupo). Apds a identificagdo da fase do ciclo estral, manipulacdo (machos) ou 21 dias
ap6s a castragdo, os animais foram submetidos a uma sessd@o de nata¢do. Imediatamente
apos a aplicacdo do estresse, os animais foram sacrificados sob anestesia para coleta do
sangue e dos tecidos. Estes procedimentos também foram realizados em animais controle.
Amostras do figado, coracdo, musculos séleo, gastrocnémio vermelho e branco foram
usados para determinac@o da concentracao tecidual de glicogénio (método colorimétrico do
fenol-sulfurico). Apdés a coleta de sangue e centrifugacdo, o plasma foi usado para
determinac¢do da concentragdo plasmatica de glicose, triglicerideos, corticosterona, estradiol
e progesterona. A glicose e o triglicerideo plasmadticos foram determinados por ensaios
enzimaticos-colorimétricos. ~ As  determinacdes hormonais foram  feitas por
radioimunoensaio. Os dados foram analisados por ANOVA bifatorial seguida do teste de
Tukey com nivel de significancia 5%. Ratos machos e fémeas em diestro controle
apresentaram maior concentracdo de glicogénio hepdtico quando comparados as demais
fases do ciclo estral. A natacdo induziu uma diminui¢do neste parametro em todos os
grupos analisados. Com relagdo ao glicogénio no musculo cardiaco, ratas em metaestro
controle apresentaram menor concentracdo comparadas aos demais grupos e o estresse por
natacdo causou mobilizacdo em todos os grupos, exceto nesta fase do ciclo estral. Ratos
machos e ratas em proestro controle apresentaram respectivamente concentracio
estatisticamente maior € menor de glicogénio no musculo s6leo comparados aos demais
grupos e o estresse por nata¢do induziu uma diminui¢cdo deste carboidrato em machos e
fémeas em estro, sem ocorrer alteracdo nas demais fases. Com relacdo ao glicogénio nos
musculos gastrocnémico vermelho e branco, machos apresentaram maior concentragao
basal deste polissacarideo comparado aos demais grupos controle. Neste tecido o estresse
por natacdo induziu diminui¢do nas concentracdes de glicogénio em todos os grupos
analisados. O grupo de ratas em metaestro controle apresentou maior glicemia em relagao

aos demais grupos. Apds o estresse, ratos machos e fémeas em proestro e em diestro
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apresentaram elevacdo neste parametro, sem alteragdo em fémeas em estro e em metaestro.
Com relacdo as concentracdes plasmadticas de triglicerideos, ratas em diestro controle
apresentaram valores mais elevados que os demais grupos. Machos, fémeas em proestro,
estro € em metaestro submetidos a natacdo apresentaram elevacdo neste parametro,
enquanto que o grupo de ratas em diestro apresentou diminuicdo. Ratas em metaestro
apresentaram maiores concentracdes plasmaticas de corticosterona em relagdo aos demais
grupos controle. Apds o estresse, houve elevacdo neste parametro em todos os animais,
validando o modelo de estresse utilizado, porém este aumento foi menor em machos. As
concentragdes basais de estradiol foram mais elevadas em ratas em proestro em relacdo aos
outros grupos analisados. Apds a sess@o de natagdo somente nesta fase foi observado
aumento, sem alteracOes nas demais fases do ciclo estral. Com relacdo a concentragdo
plasmdtica de progesterona, ratas em metaestro controle apresentaram concentracdo mais
elevada comparadas as demais fases. O estresse induziu aumento e queda respectivamente
no metaestro e no proestro. Desta forma, o sexo e o ciclo estral influenciaram a mobilizagao
tecidual de glicogénio, a glicemia, a concentracdo plasmatica de triglicerideos e a secrecao
de corticosterona. Também, o ciclo estral influenciou a secre¢do de estradiol e progesterona

apos estresse agudo por natacao.



Abstract

ABSTRACT

The aim of this work was to analyze the influence of the sex and of the estrous cycle in the
metabolic and hormonal responses from rats submitted to acute stress. Bilaterally
ovariectomized rats with 3 months of age, males and females, with regular estrous cycle,
were used (n = 7-11/grupo). After the identification of the phase of the estrous cycle,
manipulation (male) or 21 days after the ovariectomizared, the animals were submitted to
one swimming session. Immediately after the stress session, the animals were sacrificed
under anesthesia for collection of the blood and tissues. These procedures were also done
in control animals. Samples of liver, cardiac, soleus, red and white gastrocnemius muscles
were used for glycogen determination (phenol-sulphuric method). After the collection of
blood and centrifugation, the plasma was used for determination of the concentration of
glucose, triacylglicerol, corticosterone, estradiol and progesterone. The plasmatic glucose
and triacylglicerol levels were determined by enzymatic-colorimetric assay. The hormonal
determinations were made by radioimunoassay. The data were analyzed by bifactorial
ANOVA followed of the Tukey test with level of significance 5%. Male and Female rats in
diestrus and ovareictomized control presented higher concentration of hepatic glycogen
when compared to the other phases of the estrous cycle. Swimming induced a decreased in
this parameter in all groups. Metestrus control rats presented lower glycogen concentration
compared to the other control groups. Stress caused its mobilization in all the groups, but
not in females at metestrus. Control male and female rats at proestrus showed respectively
higher and lower concentration of glycogen in the soleus muscle compared to the other
groups. Swimming stress decreased these levels only in males and female rat at estrus.
Male and females ovarietomized rats presented higher basal concentration of glycogen in
the muscles gastrocnemius red and white, compared to the other control groups. In this
tissue the stress induced reduction in the glycogen concentrations in all groups. Control
female rats at metestrus presented glucose plasmatic higher in relation to other control
groups. After the swimming session, males and ovariectomized and at proestrus and
diestrus females presented an increase in this parameter, without alteration in females at
estrus and metestrus. Control female at diestrus presented higher plasmatic concentrations

of triacylglicerol compared to the other control groups. In males, females at proestrus,
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estrus and metestrus swimming stress increased this parameter, and reduced it at diestrus
female rats. Rats at metestrus presented higher plasmatic concentration of corticosterone
compared to other control groups. After the stress, there was an increase in this parameter
in all groups, validating the model of stress used. However this increase was lower in
males. The basal concentration of estradiol was higher in rats at proestrus compared to the
other control groups. After swimming stress the levels of this hormone increased in
females at proestrus at control proestrus, without changes in the other groups. Rats at
metestrus presented higher plasmatic concentration of progesterone compared to the other
phases. Stress increased and decreased this hormone levels respectively at metestrus and
proestrus. In summary, the sex and the estrous cycle influenced the tissue glycogen
mobilization, glucose and triacylglicerol and corticosterone secretion after acute stress.
Also, the estrous cycle influenced the estradiol and progesterone production after acute

swimming stress.



Introdugdo

1. INTRODUCAO

Os principais mediadores da reacdo de estresse sdo as catecolaminas (noradrenalina
e adrenalina) liberadas pelo sistema nervoso simpdtico e pela medula da supra-renal, e os
glicocorticéides liberados pelo cortex desta glandula. As catecolaminas e o0s
glicocorticéides iniciam eventos celulares que promovem mudancas adaptativas em células
e tecidos, com a funcdo de proteger e promover a sobrevivéncia do organismo (McEwen,
2000). Estas e outras alteragdes hormonais e comportamentais desencadeadas por estimulos
estressores sdo influenciadas por caracteristicas individuais tais como fatores genéticos
(Marple et al., 1972), idade (Riegle, 1973), sexo (Anishichenko & Gudkova, 1992; Paré &
Redei, 1993) e fase do ciclo reprodutivo (Bianchi et al., 2002; Tanno et al. 2002).

Em ratas, o ciclo reprodutivo é chamado de ciclo estral, e € composto por quatro
fases: proestro, estro, metaestro e o diestro (Long & Evans, 1922; Young et al., 1945), ao
longo das quais ocorrem variagdes dos niveis plasmadticos de corticosterona e de esterdides
sexuais (Smith, 1975). O estresse pode influenciar a liberacdo destes hormonios (Shors et
al., 1999) e os esteroides sexuais também podem influenciar a resposta do organismo frente
a estimulos aversivos.

Para o estudo da reacdo de estresse usando animais de laboratdrio, ha varios
protocolos propostos na literatura, como por exemplo, a natacdo. Esta € considerada um
agente estressor para roedores de laboratdrio devido ao exercicio fisico, a novidade que este
estimulo representa para o animal e a impossibilidade de fuga, somada a iminéncia de
morte (Ostman-Smith, 1979; Cox et al., 1985; Garcia-Marquez & Armario, 1987). Bruner
& Vargas (1994) demonstraram que a movimentacdo do animal na dgua parece estar
negativamente correlacionada as suas chances de sobrevivéncia. Assim sendo, a diminui¢ao
da movimentagdo representaria uma resposta adaptativa.

Durante o exercicio fisico, e portanto durante a natacdo, ocorre aumento na secre¢ao
de glucagon, que promove a liberacdo de glicose armazenada sob a forma de glicogénio
hepatico para o sangue. Ocorre também aumento do catabolismo de gorduras e reducao dos
niveis plasmaticos de aminodcidos (Felig et al,. 1972; Farias-Silva et al, 1999; Mcardle et

al., 1998). Estas respostas fisioldgicas visam fornecer ao Sistema Nervoso Central (SNC) e
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aos musculos em atividade maior aporte de substratos energéticos. Estes ajustes
metabdlicos sdo também estimulados pelas catecolaminas, glicocorticides e esterdides
sexuais.

A influéncia do ciclo reprodutivo e dos esterdides sexuais nos diferentes sistemas
organicos tem sido muito estudada a fim de se compreender a relacdo entre os hormdnios
sexuais, o sistema  cardiovascular, as alteracbes emocionais e comportamentais
relacionadas ao ciclo reprodutivo e o estresse (Shors et al., 1999; Bianchi et al., 2001;
Tanno et al. 2002). Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar em ratos a influéncia do
ciclo estral e do estresse por natacdo sobre a mobilizacdo de reservas energéticas, a

secrecdo de corticosterona, progesterona e estradiol.
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2. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do sexo e do ciclo estral sobre as
respostas metabdlicas e hormonais de ratos e ratas submetidos ao estresse agudo por
natacao através da andlise da mobilizacdo do glicogénio hepatico e cardiaco e dos misculos
esqueléticos (sOleo, gastrocnémio vermelho e branco), concentracdes plasmdticas de

glicose e triglicerideos e na secrecdo de corticosterona, progesterona e estradiol.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ESTRESSE

Experimentos de Hans Selye datados do inicio do século XX auxiliaram na
compreensdo do termo estresse. Pesquisando os efeitos de um extrato quimico, este
pesquisador observou o desenvolvimento de ulceras gastro-intestinais, atrofia do sistema
imune e aumento das glandulas adrenais em ratos. Porém, para sua surpresa, os ratos do
grupo controle, que haviam recebido inje¢des de solucdo salina, apresentaram alteracdes
semelhantes. Selye concluiu que tais alteracdes estavam relacionadas a aplicacdo das
repetidas injecdes e ndo aos efeitos do extrato quimico. Encontrou os mesmos resultados
expondo animais ao frio, a patégenos, a toxinas ou ao barulho (Selye, 1936; Sapolsky,
1990). Estas trés alteracOes receberam o nome de triade morfolégica. Com base nestes
resultados, Selye (1936) descreveu a Sindrome Geral da Adaptagdo, que representava uma
reacdo geral e inespecifica do organismo a estimulos aversivos ou a situacdes
desconhecidas que pudessem ameacar a homeostasia, cuja finalidade seria a adaptagdo do
animal a nova condi¢do (Selye, 1936; Koolhaas et al., 1999). Segundo a defini¢do original,
proposta por Selye (1936), estresse representa a resposta do organismo, enquanto que o seu
agente causador € definido como estimulo ou agente estressante ou estressor (Pickering,
1981; Kopin, 1995).

Esta reagdo € trifdsica: a fase de alarme ou excitacdo ocorre quando o organismo
reconhece o estimulo como estressante, e caracteriza-se por aumento da capacidade
organica em responder ao agente agressor. Se o estimulo for mantido, o organismo
desenvolve mecanismos adaptativos (fase de resisténcia). Quando essa adaptacdo nao
ocorre, desenvolve-se a fase de exaustdo, na qual o organismo torna-se susceptivel a
patologias, como por exemplo, distdrbios renais, cardiovasculares, gastrointestinais e/ou
imunolégicos (Selye, 1936). E nesta fase de exaustio que o estresse contribui direta ou
indiretamente para muitas patologias, como por exemplo doengas corondrias, neoplasias,
complicacOes respiratérias e depressdo. Também pode agravar outras condicdes ja
existentes, como: herpes, esclerose, diabetes, doengas mentais, alcoolismo, abuso de
drogas, discordias familiares e violéncia, sendo conhecido por psicélogos e psiquiatras

como o assassino silencioso (Briner, 1997).
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Porém, a reacd@o de estresse visa a manutencdo da homeostase (Kopin, 1995) e tem
sido fundamental para a sele¢do natural, aumentando a capacidade de sobrevivéncia dos
organismos (Nesse & Young, 2000). A adaptacdo dos seres vivos frente aos inimeros
estimulos ambientais a que estdo constantemente expostos € a finalidade desta reagdo,
sendo que em casos em que ela ndo ocorra poderia resultar em doencas (Fraser et al., 1975;
Chrousos & Gold, 1992; Koolhaas et al., 1999).

Embora Hans Selye (1936) tenha descrito a reagdo de estresse como sendo uma
resposta inespecifica, este postulado foi revisto por diferentes autores, segundo os quais, a
intensidade das respostas e as estruturas ativadas variam com a qualidade e intensidade do
estimulo estressor (Mason, 1968a, b; Pacak et al, 1998).

Frente a um estressor, a alteracdo fisiolégica inicial decorre da decodificacdo da
informagdo sensorial pelo sistema limbico, em associagdo com dareas corticais do cérebro
(Eliot, 1992). As principais alteracdes centrais incluem a facilitacdo de vias neurais
relacionadas ao estado de alerta, cogni¢do e inibi¢ao de outras como as do comportamento
sexual e do crescimento (Caldeira, 2001). Dentre as intimeras alteragdes hormonais
desencadeadas por estimulos estressores, o que a caracteriza € a ativacdo do sistema de
estresse primdrio, que ocasiona a ativacdo do eixo sistema nervoso simpdtico — medula
adrenal, resultando em aumento dos niveis plasméticos das catecolaminas: noradenalina e
adrenalina (Axelrod & Reisine, 1984; Natelson et al., 1988; Chrousos & Gold, 1992; Koob,
1999) e simultaneamente ha a ativacdo do eixo HHA, resultando em aumento dos niveis
plasméticos de ACTH e de cortisol, no homem e de corticosterona, em ratos (Axelrod &
Reisine, 1984; Chrousos & Gold 1992; Koob, 1999).

Muitos pesquisadores definiram modelos animais para o estudo do estresse. Nestes
as varidveis externas que poderiam interferir nos experimentos podem ser melhor
controladas, em relacdo a estudos realizados em humanos. Os protocolos animais
complementam estudos com seres humanos. Os agentes estressantes podem ser fisicos,
quimicos, sociais, psicoldgicos ou de ordem interna (metabodlicos), e podem ser
classificados de acordo com suas caracteristicas, durac@o e intensidade. Estressores fisicos
incluem calor (Pacak & MacCarty, 2000), frio (Taylor, 2000), imobilizacao (Miyahara et al.,
1999), choque (Anderson et al., 1996) e natacao (Marcondes et al., 1996; Dal-Zotto et al.,
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2000; Bianchi et al., 2002). Estressores quimicos incluem a exposicao ao éter (Sudrez et al.,
1999), venenos (Chang et al., 1997), insulina (Frier et al., 2000), formalina (Pacak &
MaCarty, 2000), entre outros. Estressores psicoldgicos, como a exposicdo a ambientes
desconhecidos e a novidade afetam profundamente os processos emocionais, € podem
resultar em mudangas comportamentais, como ansiedade, medo ou frustragdo (Ottenweller,
2000). Como exemplo de estressores sociais, citam-se as relagdes de dominancia, no caso
de animais, e em humanos, de hierarquia nas relagdes de trabalho, além de fatores como
desemprego, separacao conjugal, perda de entes queridos (Fliige, 1996; Haller et al., 1999;
Zelena et al., 1999). Porém, esta classificacdo dos tipos de agentes estressores ndo indica a
presenca apenas de um tipo, apenas estabelece uma predominancia de um sobre os demais,
pois a maioria dos estressores utilizados na pesquisa animal inclui estimulos que
apresentam simultaneamente componentes fisicos, quimicos e emocionais (Pacak &
McCarty, 2000).

Diferentes estressores causam uma heterogeneidade das respostas neuronais,
neuroenddcrinas € comportamentais, pois dependendo do modelo utilizado podera ocorrer
ativacdo de estruturas cerebrais diferentes com circuitos neuronais distintos (Palkovits,
2000), e as alteracdes adaptativas que levam ao redirecionamento das fontes de energia e
mudancas no padrdo de comportamento, durante a exposi¢do ao estimulo estressor,
dependem das estruturas cerebrais e vias neurais ativadas.

Um dos modelos muito utilizado € o estresse por privacdo de dgua (Ryan et al.,
1993). Neste modelo o animal fica privado da ingestdo de 4gua por um periodo prolongado,
sendo recrutadas vias neurais que permitam a ativagao vasopressinérgica. Um outro modelo
relacionado a dieta é a privacdo de sal, que favorece a ativacdo do sistema angiotensina-
aldosterona, aumentando a reabsor¢do de sodio pelos tibulos renais (Krieger et al., 1990).

A exposi¢do dos animais ao frio, consiste na exposicdo dos mesmos a
temperaturas abaixo da habitual. Este modelo € utilizado por pesquisadores para o estudo
dos mecanismos relacionados ao desenvolvimento de ulceras gastrointestinais (Popovic &
Popovic, 1999). Outro modelo descrito na literatura é a imobilizacdo, que consiste em
imobilizar os quatro membros de um rato e colocar a cabeca em anéis de metal para

impedir o sua movimentacdo. A duracdo e a freqiiéncia do estimulo estressor variam
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conforme os diversos protocolos experimentais. A imobilizagdo € um estressor complexo
que apresenta componentes fisicos e psicoldgicos. A tentativa de escapar e a contragao
muscular associadas representam uma intensa forma de exercicio fisico (Kvetnasnky &
McCarty, 2000).

O protocolo de dor causado pela administracdo de formalina no animal pode ser
utilizado para indugdo de estresse. Neste teste utiliza-se a formalina (preparada a base de
solucdo de formaldeido), administrada no animal para indu¢do de dor (Dubuisson et al.,
1997; Clavelou et al., 1995; Palkovits et al., 1995; Domingos et al., 2000)

Outro modelo muito utilizado e definido como protocolo de estresse € a natagdo,
que constitui um estimulo estressor devido a necessidade de ajustes fisiol6gicos para a
realizacdo do exercicio fisico. Além disso, também € um estressor emocional devido a
ameaca de morte por afogamento e por se caracterizar por uma situagao desconhecida e nao
permite fuga para o rato de laboratério (Ostman-Smith, 1979; Cox et al., 1985; Garcia-
Marquez & Armario, 1987). Ao ser colocado na dgua pela primeira vez, o rato rapidamente
passa a nadar em torno das bordas do tanque, aparentemente procurando escapar, € este
comportamento foi denominado de “tentativa de fuga” (Bianchi et al., 2002). Depois de
alguns minutos seus movimentos passam a ser menos vigorosos € o animal passa a boiar, o
maior tempo possivel (Bianchi et al., 2002). Bruner & Vargas (1994) demonstraram que a
atividade de ratos durante a sessdo de natacdo varia com a temperatura da dgua e que a
movimentacdo do animal parece estar negativamente correlacionada as suas chances de
sobrevivéncia. Dados obtidos por Bianchi ef al. (2002) demonstraram menor tempo de
imobilidade e maior taxa de defecagdo em ratos submetidos a 35°C do que a 25°C e 30°C,
sugerindo maior nivel de estresse em ratos submetidos a 35°C do que a 25°C e 30°C.

Com relacdo a duragdo, os estimulos estressores podem ser agudos ou cronicos. As
respostas adaptativas a um estressor agudo incluem processos fisioldgicos e
comportamentais que sdo essenciais para restabelecer a homeostasia. Durante uma resposta
ao estresse agudo, os processos fisioldgicos sdo importantes para inibir ou estimular a
mobilizacdo e redirecionamento das reservas energéticas entre os vdrios orgdos (Pacak &

McCarty, 2000).
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Estudos mostram que a exposi¢do a estressores agudos tem efeitos de longa
duragdo. Van Dijken (1993) demonstrou que o estresse por choque nas patas produziu
efeitos sobre o eixo HHA e no comportamento destes animais, que perduraram por 14 dias
apo6s a aplicacdo do estimulo. Nakashima et al. (2002) submeteram animais a sessdo Unica
de imobilizac@o e observaram aumento nos niveis de ACTH até 6 dias apds o estresse.

No caso do estresse cronico, as elevagdes nos niveis de glicocorticéides mantidas
por longo periodo podem ter efeitos deletérios para o organismo, que envolvem alteragdes
na sintese de receptores para glicocorticéides (Pavlides et al., 2002), e uma atrofia de
neurdnios piramidais da regido CA3, o que ocasiona diminuicdo do fluxo de informacdes
que passam por esta regido, diminuindo a capacidade de memoria espacial (Pavlides et al.,
2002).

Outro fator que pode influenciar a resposta orginica a estimulos estressores € a
idade. Estudos em animais de laboratério confirmam a complexa interagcdo entre estresse e
envelhecimento. Em resposta a estressores ocorreu uma maior € mais prolongada liberagao
de glicocorticéides em individuos velhos em relagdo a jovens. Esta diferenca na
responsividade adrenocortical estd relacionada a diminui¢do da atividade do sistema de
controle da secrecdo de glicocorticéides em ratos velhos (Riegle, 1973). Desta forma, com
a diminuicdo da retroalimentacdo negativa, causada pela diminui¢io do ndmero de
receptores para glicocorticoides no SNC, a inibicdo do eixo HHA estard reduzida,
tornando-o mais ativo, proporcionando maior e mais prolongada liberacdo de
glicocorticéides (Sapolsky, 1990).

Muitos fatores individuais tais como caracteristicas genéticas (Marple et al.,
1972), sexo (Lescoat et al., 1970; Anishchenko & Gudkova, 1992; Paré & Redei, 1993) e
fase do ciclo reprodutivo (Popovic & Popovic, 1999) também influenciam a reacido de
estresse. Entretanto, o fator mais importante parece ser a percep¢do que o individuo tem do
estimulo que lhe € apresentado. Esta percepcdo depende das experiéncias previamente
vivenciadas pelo mesmo ou filogeneticamente adquiridas pela espécie, e da novidade ou
previsibilidade do estimulo (Vogel & Jehsh, 1988; Griffin, 1989).

As caracteristicas genéticas e individuais podem influenciar a reacdo de estresse,

pois hd padrdoes de personalidade que podem determinar individuos mais ou menos
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susceptiveis. Além disso, as respostas hormonais a estimulos estressores sofrem influéncia
do sexo e do ciclo reprodutivo, sendo que em ratos adultos, a secrecdo de ACTH e de
corticosterona durante a reacdo de estresse difere entre machos e fé€meas devido as
multiplas a¢des exercidas pelos andrégenos e estrégenos em diferentes niveis do eixo HHA
(Le Mével et al., 1982; Dupouy et al., 1987). Em resposta a exposicdo a um ambiente
desconhecido (Lescoat et al.,1970) ou ao éter (Kitay, 1961) fémeas apresentaram um
aumento mais rapido da corticosterona plasmatica do que machos. Apds exposi¢do ao éter,
esta elevacdo foi mais duradoura em fémeas do que em machos, embora a vida média da
corticosterona no plasma de ratas seja menor do que em ratos (Kitay, 1961). O ciclo

reprodutivo de ratas também influéncia a reacio de estresse como veremos a seguir.

3.2 CICLO ESTRAL E ESTRESSE

A rata apresenta vdarios ciclos reprodutivos ovulatdrios anualmente e por este motivo
€ um animal poliestro. O seu ciclo é chamado de estral. Muito do conhecimento sobre o
ciclo ovariano de mamiferos deve-se aos resultados obtidos em estudos realizados sobre o
ciclo estral de ratas (Silva, 2001).

A palavra estro significa aflito; e € uma variacdo da palavra latina "oistros", para
definir o periodo de desejo sexual de fémeas. As outras fases do ciclo foram denominadas
utilizando os prefixos pro, met e di associadas com a palavra estro. O ciclo estral é
composto por quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro, com duragdo de 12-18 h,
25-30 h, 24-30 h, 28-50 h, respectivamente (Young et al., 1945; Mandl, 1951; Houssay,
1980). Estas fases podem ser identificadas a0 microscopio Optico pelos tipos celulares que
constituem o epitélio vaginal apds coloragdo (Long & Evans, 1922; Hoar, 1975) ou a
fresco (Marcondes et al., 2002), devido as acdes hormonais neste tecido. No estro hd o
predominio de células epiteliais queratinizadas; no metaestro, ha uma propor¢cao
semelhante entre células epiteliais queratinizadas, células epiteliais nucleadas e leucdcitos.
No diestro sdo encontrados predominantemente leucdcitos e finalmente no proestro
observa-se o predominio de células epiteliais nucleadas (Hoar, 1975; Marcondes et al.,

2002).
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Durante o ciclo estral ocorre variacdo ciclica dos hormodnios sexuais. A
concentracdo plasmatica de estradiol € baixa entre o estro e a manha de metaestro e comeca
a aumentar na tarde desta fase, alcancando valores mais altos no meio da fase do proestro.
No final da tarde deste estdgio, as concentragdes de estradiol caem rapidamente atingindo
valores basais no inicio da madrugada do estro. Estas variagdes estrogénicas funcionam
como gatilho que iniciam uma cascata de eventos hormonais. Estes terminam com um pico
pré-ovulatorio de gonadotrofinas e prolactina (Hashimoto et al., 1968; Butcher et al, 1974;
Nequin et al., 1979; Freeman, 1988; Silva, 2001).

A progesterona apresenta aumento de suas concentragdes plasmadticas durante o
anoitecer do proestro. Este aumento ocorre quase que simultaneamente com o pico pré-
ovulatério de LH, e retorna as concentracoes basais na manha da fase do estro. Este pico de
progesterona € de origem folicular. Um segundo pico deste hormonio, de origem luteal,
inicia-se na metade do dia do metaestro. Este € mantido na madrugada do diestro e diminui
para os niveis basais no inicio da manha desta fase (Freeman, 1988; Silva, 2001).

Os niveis de LH sd@o mantidos baixos durante as fases do metaestro e diestro até o
inicio da tarde do proestro, quando se elevam. Este aumento rdpido de LH induz a ruptura
do foliculo e a ovulacdo As menores concentracdes plasmaticas deste hormodnio ocorrem
durante a madrugada da fase do estro, imediatamente apds a ovulag¢do. (Freeman, 1988;
Silva, 2001).

O padrdo de secrecao de FSH no ciclo estral € similar ao de LH. Os niveis basais
deste hormdnio sdo observados desde a noite do estro até o inicio da tarde do proestro,
quando ocorre um aumento de sua secre¢do juntamente com a de LH. As concentragdes de
FSH, assim como de LH comecam a diminuir apds o pico. Porém na madrugada do estro,
ocorre um pico secundario de FSH. Apds este pico, as concentracdes deste hormonio
comecam a diminuir até alcancar suas concentragdes basais no inicio da noite do estro
(Freeman, 1988; Silva, 2001).

Estas alteracOes hormonais possibilitam a ocorréncia da ovulacdo durante o estro,
fase em que a fémea estd receptiva ao macho. Caso ndo ocorra a fecundagdo, um corpo
liteo pequeno e transitério, forma-se durante o metaestro e regride no diestro. O utero, que

se apresenta rosado e preenchido por fluidos durante o estro, torna-se fino e anémico no
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diestro. Durante o proestro, novos foliculos se formam e o Utero novamente aumenta de
volume em preparagdo para uma possivel implantacdo durante o estro seguinte (Hoar,
1975).

As variagdes das concentragdes dos hormonios sexuais que ocorrem durante o
ciclo estral também influenciam func¢des que ndo estdo diretamente relacionadas a
reproducdo. A temperatura retal de ratas, por exemplo, é maior durante o proestro quando
comparada as outras fases do ciclo. Isto é devido a ac@o da progesterona que eleva o ponto
fixo hipotalamico, e ativa mecanismos termogénicos periféricos, como tremor muscular
(Marrone, 1976). Também foi observada maior sintese cerebral de dopamina e
noradrenalina durante o proestro em relagdo ao diestro (Zschaeck & Wurtman, 1973).
Popovic & Popovic (1999) observaram maior resisténcia de ratas em metaestro em
desenvolverem ulcera quando comparadas as demais fases do ciclo estral, apds exposi¢ao
ao frio.

Outros estudos evidenciam a influéncia do ciclo estral no comportamento nao
diretamente relacionados a reproducdo. A taxa de defecagdo de ratas submetidas ao teste de
campo aberto foi menor no estro comparado as demais fases (Ciocca et al., 1995).
Marcondes et al. (2001), com a finalidade de avaliar o nivel de ansiedade em ratas controle
no teste do Labirinto em Cruz Elevado, observaram que durante o proestro o nivel de
ansiedade era menor comparado ao diestro. Avistur et al. (1995) demonstraram, no teste do
campo aberto, que fémeas foram menos ativas no diestro do que no estro. E, no teste da
natacdo forcada, fémeas em diestro apresentaram maior imobilidade em relacdo a fémeas
em estro (Marvan et al. 1996; 1997).

Com relacdo a reagdo de estresse, as fases do ciclo estral influenciam a ativagdo
do eixo HHA. A exposi¢do a choques nas patas (Pollard et al., 1975) ou a imobilizacao
(Viau & Meaney, 1991) durante o proestro resultou em aumentos maiores nas
concentragdes plasmaticas de corticosterona do que durante o estro e o diestro. J4 Baron &
Brush (1979) observaram aumento significativo na corticosterona plasmaética, apos estresse
por imobilizacdo, apenas durante o estro.

Marcondes et al. (1998) mostrou que ratas sacrificadas em estro submetidas a trés

sessOes de natagdo apresentaram uma elevacdo maior na concentragdo plasmatica de
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corticosterona, em relacdo a ratas sacrificadas no diestro. Uma das explicacdes poderia
estar relacionado com o aumento do nimero de receptores para glicocorticdides no SNC
mediada pelo estradiol (Handa er al., 2000). Miller & Sita (2000) propuseram que o
estrogeno aumenta a atividade do eixo HHA inibindo a retroalimentagdo negativa da
corticosterona no hipocampo, desta forma haveria um aumento da secrecdo de
corticosterona.

Redei et al. (1994) demonstraram através da andlise hormonal a acdo dos
estrégenos na regulacdo rdpida da secrecao de glicocorticdides. Esta regulacdo rapida do
feedback do ACTH ¢ influenciada por hormoénios ovarianos. Eles relataram uma
diminuicdo da capacidade de regulacdo do eixo HHA em ratas ovariectomizadas tratadas
com estradiol e progesterona usando o modelo de estresse por choque nas patas. Ratas que
apresentam concentracdo de hormonios sexuais mais elevados tem uma menor regulagdo,
quando comparado a ratas ovariectomizadas. Embora o estimulo estressor usado por estes
pesquisadores seja diferente, eles mostram que os estrégenos facilitaram a regulacdo da
liberacao dos hormdnios ACTH e corticosterona.

Além da influéncia dos esterdides sexuais sobre a ativacdo do eixo HHA, em
situagdes aversivas, foi demonstrado que os hormonios liberados durante a reacdo de
estresse, como o CRH, ACTH, corticosterona e noradrenalina podem afetar a secrecao
gonadal de esterdides sexuais, alterando as func¢des reprodutivas (Adler et al., 1983).

A exposicdo a estressores, dependendo do tipo e duracdo do estimulo estressor,
pode aumentar ou reduzir os niveis de estrogeno e progesterona em ratas, e isto também ¢é
influenciado pelas fases do ciclo estral. As exposi¢des do animal a natacdo e ao frio elevam
as concentragdes de estradiol, enquanto que o estresse cronico por imobilizacdo em ratas
promove diminuicdo dos niveis de estradiol (Shors er al., 1999). E as concentragdes
plasmaticas de progesterona aumentaram em fémeas em estro e em diestro apds a sessao de
choque nas patas (Marcondes et al., 1998) e estes hormodnios apresentam uma intervencao

nas fungdes metabodlicas, como veremos a seguir.
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3.3 ASPECTOS GERAIS DO METABOLISMO DOS MAMIFEROS

Define-se metabolismo com sendo uma atividade celular dirigida e coordenada, na
qual ocorrem inumeras reagdes quimicas, mediadas pela acdo enzimdtica. Estas reacdes
apresentam dois objetivos principais: obtencdo de energia quimica e sintese de moléculas
celulares (Lehninger, 2002). Durante o processo digestivo, macromoléculas ingeridas sao
degradadas em moléculas menores para serem absorvidas durante o seu curso pelo
intestino. Apds este processo, estas serdo captadas pelas células do organismo onde
sofrerdo processos para sintese de novas macromoléculas essenciais para o individuo ou
para liberacdo de energia (Guyton, 1995; Friedman, 1986).

Um dos 6rgdos principais no processo metabdlico € o figado, que atua como um

importante centro de formacdo de novas moléculas captadas durante o processo absortivo
(Myers, 1991; Radziuk, 2001). Numa dieta rica em carboidratos, a degradacdo destes levara
a formacdo de grande quantidade de glicose (Lavoie, 2002) que, ao ser captada pelo figado,
serd fosforilada pela enzima glicoquinase, formando glicose-6-fosfato (Radziuk, 2001),
podendo ser alocada em cinco vias metabdlicas distintas, como veremos na figura 1.
Uma das vias € a desforilacido da glicose-6-fosfato em glicose, tornando-a disponivel para
voltar a corrente sangiiinea, mantendo a glicemia dentro de condicdes que possibilite o
individuo exercer suas funcgdes (Borba-Murad,1998). Porém, quando a taxa de glicose no
sangue estd normal, a glicose-6-fosfato € transformada em glicogénio e armazenada no
figado, como um polissacarideo de reserva (Radziuk, 1997). A terceira via corresponde a
glicélise, transformando-a em substrato do ciclo do 4cido citrico (Lehninger et al., 2002).

Caso ocorra uma hiperglicemia, a glicose que nao foi utilizada para sintese de
glicogénio ou para manutencdo da glicemia, serd degradada pelo processo de glicdlise e
formara Acetil Coa, que servird para a producdo de precursores para a sintese de lipidios.
Estes serdo formados pela associacdo de 4cidos graxos com triglicerideos, aumentando a
reserva adiposa do organismo. E numa ultima situagdo, esta glicose poderd participar da
formacdo de d-ribose-5-fosfato, importante precursor na biossintese de nucleotideos

(Lehninger et al., 2002).
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Figura 1. Metabolismo da glicose no figado e sua distribui¢do para o organismo.
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z

Uma das vias mais importantes ¢ a formacdo do glicogénio (Blawacka et al.,
1978). Em animais o glicogénio € o principal polissacarideo de reserva e a sua presenga €
muito importante na regulacdo da glicemia nos periodos entre as refei¢cdes e em situagoes
de exercicio fisico e estresse. Os dois maiores reservatorios de glicogénio em mamiferos
sdo o figado e os musculos esqueléticos. Este polissacarideo € estocado na forma de
granulos citoplasmadticos altamente hidratados, o que facilita sua riapida mobilizacao
(Blawacka et al., 1978). Durante sua sintese ocorre a participa¢cdo da enzima glicogénio
sintase (Shulman et al., 1995), que se apresenta sob duas formas: a e b. Quando na forma g,
possui alta atividade e participa do processo de formagdo do glicogénio, porém quando
apresentada na forma b estd inativa. No processo de degradacao do glicogénio, a enzima
atuante € a glicogénio fosforilase, tendo agdo contrdria a sintase (Brau et al., 1997;
Radziuk, 2001) O glicogénio muscular atua como importante reserva energética para a sua
propria utilizagdo durante a atividade fisica, visto que uma vez degradado, haverd a
formacdo de glicose fosforilada, que ndo € lancada na corrente sangiiinea (Blawacka et al.,
1978). Ja4 o glicogénio hepético apresenta um papel fundamental na manutencdo da
glicemia (Lehninger et al., 2002).

O metabolismo muscular possui uma inter-relacdo com o hepatico. Grande parte
do oxigénio consumido durante a respiracdo servira para a realizagdo de seu trabalho. O
musculo esquelético apresenta caracteristicas que favorecem a rdpida mobilizacdo de
energia na forma de ATP. Quando o musculo se apresenta em repouso utiliza como
substratos os 4cidos graxos provenientes da degradacdo dos triglicerideos e dos corpos
cetonicos originados no figado pela degradacdo do excesso de Acetil Coa em situacdes de
hipoglicemia (Lehninger et al., 2002). Durante a atividade fisica, a principal fonte
energética dos musculos € a glicose proveniente da circulagdo sangiiinea, que ao ser
captada ird ser fosforilada e entrard no ciclo de Krebs gerando energia para a atividade
contrétil do musculo e isto depende do tempo e da intensidade do exercicio (Lehninger et
al., 2002), como visto anteriormente. Porém, no inicio da atividade onde ha déficit de
oxigénio ocorre a utilizagdo da fosfocreatina, que ¢ uma associacdo da creatina (proteina
sintetizada apenas no figado) e que serd transportada pela corrente sanguinea até o musculo,

onde formard a fosfocreatina a partir da sua jungdo com o ATP (primeira fonte de energia
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do organismo). Esta é tida como a segunda fonte energética do corpo humano sendo capaz
de fornecer energia principalmente em exercicios de curta duracdo (prova de velocidade)
por aproximadamente 10 segundos (Ghorayeb & Barros, 1999).

A captacdo da glicose pelos misculos em repouso é mediada por receptores do
tipo tirosina-quinase que ativard alguns transportadores. Os receptores do tipo tirosina
quinase para insulina apresentam um sitio denominado a. A formacdo do complexo
receptor-hormdnio fosforilard a subunidade 3 que se localiza no interior da célula muscular.
Isto ocasionard a externalizacdo dos transportadores de glicose para a porcdo exterior do
sarcolema (Grimm, 1999; Niklasson, 2000). Estes transportadores sao denominados de
GLUT e apresentam intimeras isoformas, que facilitam a difusdo da glicose para o interior
das células, apresentando afinidades diferentes para a glicose. No repouso, a isoforma mais
presente ¢ o GLUTI e estdo alocados na membrana plasmaética da célula (Hansen et al.,
1995). Nestas condi¢des basais, os transportadores GLUT4 estdao localizados no meio
intracelulares e sdo externalizados por estimulos, como a insulina e o exercicio fisico.
Sobre a acdo destes estimulos, haverd rapidamente a difusdo das vesiculas contendo estes
transportadores para a membrana plasmdtica, aumentando a populacdo disponivel para o
transporte da glicose (Cushman et al., 1980; Niklasson, 2000). Desta forma, a glicose é
captada pelo musculo e podera atuar no processo de formacgdo de glicogénio.

O musculo apresenta-se constituido por dois tipos de fibras: as vermelhas e as
brancas. As primeiras apresentam contracdo lenta, alta capacidade oxidativa, abundante
irrigacdo sanguinea, metabolismo energético predominantemente aerdbico e sdo solicitadas
em exercicios de baixa intensidade (Mcardle et al., 1998; Ghorayeb & Barros, 1999).

Por outro lado, as fibras do tipo branca, apresentam velocidade de contracdo
elevada e estdo envolvidas em atividades de alta intensidade por um periodo de tempo
reduzido (Saltin et al, 1977). Diferente das vermelhas, apresentam alta capacidade
glicolitica, facilitando a mobilizagdo do glicogénio tecidual para sua prépria utilizacdo. Nao
apresentam concentracdes elevadas de triglicerideos e menor irrigagcdo sangiiinea do que as
fibras vermelhas (Ghorayeb & Barros, 1999). O tipo de fibra ativada depende da

intensidade do exercicio fisico e do tipo de metabolismo energético recrutado.
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Porém, caso a glicose torne-se escassa no organismo, poderd ocorrer um processo
denominado de gliconeogénese que ocorre principalmente no figado e musculo esquelético
(Lehninger et al., 2002). Assim, havera formagdo de glicose a partir de outros precursores
que ndo sejam as hexoses, tais como lactato, piruvato, glicerol e aminodcidos. Esta € uma
das maiores contribuicdes para a formacdo de glicose e glicogénio no organismo, atuando
como importante forma para obten¢ao de energia.

Outro mecanismo para obtengdo de energia € a utilizagdo de aminodcidos. Estes
agem como precursores para a sintese protéica em vdarios tecidos, como por exemplo, no
figado (Ritcher et al., 1984). Da mesma forma que a glicose, podem participar no processo
de formagdo de nucleotideos e dependendo das necessidades do organismo, poderiam
participar na degradacdo em Acetil-CoA ou na via do 4cido citrico. Nesta havera algumas
alternativas, podendo ser armazenado na forma de lipideos, produzindo energia ou
compostos com uréia (Lehninger et al., 2002), conforme a figura 2.

Os lipidios apresentam vias bioquimicas complexas e com intimeras alternativas,
dependendo da necessidade do organismo. Os triglicerideos sdo compostos por trés
moléculas de dcidos graxos associados a uma de glicerol. Esta forma de armazenamento de
energia apresenta varias vantagens sobre o do glicogénio. Devido a natureza dos carbonos
que compde os dcidos graxos, ha uma liberacdo de energia duas vezes maior que a liberada
pelos acucares. Outra vantagem estaria no fato dos triglicerideos apresentarem uma
caracteristica hidrofébica, ndo necessitam estarem hidratados para o transporte como os
polissacarideos, agilizando o transporte e captacdo por outros tecidos, como por exemplo,
pelos musculos (Lehninger et al., 2002). Eles podem ser degradados em &cidos graxos e
glicerol. Os primeiros sio enviados ao figado, podendo ser armazenado na forma de tecido
adiposo neste 6rgdo. Eles podem sofrer o processo de oxidac¢ao entrando no ciclo do dcido
citrico para obtencdo de energia (Grimm, 1999). O excesso de Acetil-Coa, formado na
oxidacgao € transformado em corpos cetonicos e apresentam importante funcao na formagao
do colesterol, que sera utilizado na biossintese de membranas e hormonios ou podem ser
incorporados ao tecido adiposo, como reserva de energia (Lehninger et al., 2002). Parte
deste dcido graxo se liga a soroalbumina e serd utilizado pelo coragdo como principal

substrato para fornecimento de energia (Moreau et al., 1978).
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Figura 2. As vias de proteinas e aminodcidos no metabolismo.
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Os triglicerideos representam uma importante fonte de energia durante exercicios
longos, sendo que sua oxidacdo aumenta progressivamente durante a atividade pela enzima
triacilglicerol lipase (Horowitz, 2000) e o gliicerol plasmatico (Lin, 1977), podera ser
utilizado como substratos para a gliconeogénese ou para a sintese de triglicerideos (Pittner
et al., 1985; Brindley et al., 1988; Souza et al., 1996), conforme a figura 3.

Veremos, no proximo tépico desta revisao, como os hormoénios liberados durante

a reacao de estresse e os esterdides sexuais podem alterar o metabolismo.
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Figura 3. As vias dos lipidios no metabolismo.
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3.4 RESPOSTAS METABOLICAS ATIVADAS POR HORMONIOS.

Os processos de sintese e degradacao do glicogénio sdo controlados por sistemas
enzimaticos complexos, descritos no item anterior e regulados por fatores metabolicos e
hormonais, através de inimeras reagcdes (Blawacka e al., 1978). Entre estes hormonios,
merecem destaque a insulina, glucagon, os hormonios do estresse e ovarianos.

No pancreas, as catecolaminas estimulam a liberacdo de glucagon pelas células
alfa das Ilhotas de Langerhans, enquanto inibem a liberagcdo de insulina pelas células beta
(Porte, 1969; Porte & Robertson, 1973; Yamaguchi, 1991). A insulina e o glucagon
apresentam efeitos opostos, no primeiro hd uma tendéncia de reduzir e o segundo aumentar
a glicemia, ambos trabalhando na manutencdo da glicemia. As catecolaminas e os
glicocorticéides liberados na reagdo de estresse agem sobre os tecidos adiposo, hepatico,
pancreatico e muscular modificando o metabolismo de carboidratos, com efeitos opostos
aos da insulina (Pittner et al., 1985; Brindley et al., 1988; Verago, 2000).

Com relag¢do ao metabolismo de carboidratos, as catecolaminas, principalmente a
adrenalina, estimulam a glicogendlise e a gliconeogénese hepaticas (Radziuk & Pye, 2001).
A corticosterona influéncia o metabolismo de carboidratos através de sua acdo permissiva
aos efeitos glicogenoliticos e gliconeogénicos das catecolaminas e do glucagon (Exton et
al., 1972).

Durante a natacdo, um exercicio fisico, ocorre aumento dos niveis de glucagon.
Este € responsdvel pela ativacdo da glicogendlise, que promovera a quebra do glicogénio
em glicose, que poderd ser lancada diretamente na corrente sangiiinea (Felig, 1972). Como
conseqiiéncia da glicogendlise, havera diminuicao da concentracdo do glicogénio no figado
para manutengcdo da glicemia (Wahrenberg et al., 1987; Wasserman et al., 1991). O
exercicio fisico estimula a translocacdo do transportador de glicose (GLUT4) que estao
internalizados no citosol para a membrana plasmatica estimulando a captacdo de glicose
pelos musculos (Liu et al., 1996).

Simultaneamente, o exercicio fisico, promove o catabolismo de gorduras (Felig,
1972). Holega & Zaasgma (1989) descreveu a participacdo dos receptores 3 adrenérgicos
na lip6lise em adipdcitos, podendo ser ativada pelos hormonios do estresse. Com a ativagao

deste processo haverd a degradacdo do tecido adiposo em d&cidos graxos, glicerol e
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triglicerideos que serdao enviados ao plasma (Slavin et al., 1994; Lafontan et al., 1995). O
glicerol participard do processo de gliconeogénese, enquanto que os dacidos graxos
participardo do processo de -oxidacao no figado e musculo, liberando energia.

Os triglicerideos representam uma importante fonte de energia para os musculos
durante exercicios longos, sendo que sua oxidagdo aumenta progressivamente durante a
atividade (Horowitz, 2000). O figado € considerado o principal tecido responsdvel pela
captacao de glicerol plasmatico (Lin, 1977), que pode ser utilizado como um dos substratos
para a gliconeogénese, mas também para a sintese de triglicerideos de reserva (Pittner et
al., 1985; Brindley et al., 1988; Souza et al., 1996).

A sintese hepdtica de triglicerideos a partir de dcidos graxos e de glicerol pode ser
modulada pelas catecolaminas, pelo glucagon e pelos proprios 4cidos graxos,
principalmente através da estimulacdo da atividade enzimatica da fosfidato fosfohidrolase
(Pauletto et al., 1971; Pittner et al., 1985; Brindley et al., 1988). Tanto a sintese, quanto a
atividade desta enzima em hepatdcitos sdao estimuladas por glicocorticéides (Knox et al.,
1979; Pittner et al., 1985; Brindley et al., 1988).

Os triglicerideos em células hepaticas podem ser incorporados em lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) e assim serem liberados para o plasma sangiiineo
(Pittner et al., 1985; Titov & Pitsin, 1985; Brindley et al., 1988). A velocidade desta
liberacao depende da circulacdo existente no tecido hepético que pode ser influenciada pela
acdo adrenérgica sobre os vasos sangiiineos (Gardemann et al., 1991). Desta forma, em
situagdes em que ocorrem elevacdes das concentragdes plasmaticas das catecolaminas e dos
glicocorticéides, como ocorre em situacdes de estresse e exercicio fisico, espera-se um
aumento do turnover dos elementos lipidicos do metabolismo que pode ser acompanhado
ou nao de elevacdes de suas concentracdes plasmaticas (Verago et al., 2000).

O aumento dos niveis de corticosterona e catecolaminas promove também o
catabolismo protéico, além de facilitar a acdo de outros hormonios como o glucagon e atuar
como antagonista da insulina (Exton, 1972; Mcardle et al., 1998). O catabolismo protéico
aumentard a concentracdo plasmatica de aminodcidos, substratos para a gliconeogenénese.

Este redirecionamento metabdlico torna disponivel maior quantidade de

substratos para a atividade celular, o que € imprescindivel para a atividade fisica. Tais
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adaptacdes contribuem para a manuteng¢do da homeostase em situagdes aversivas, gerando
maior aporte de energia, para que dependendo da situacdo seja deflagrado o
comportamento de luta ou fuga (Selye, 1936; Herd, 1991; Radziuk & Pye, 2001).

Porém, ndo sdo apenas os hormonios liberados durante a reacio de estresse que
ativam as respostas metabdlicas. Muitos autores demonstraram a participacdo de
hormoénios sexuais influenciando-as. Kendrick & Ellis (1991) mostraram o efeito do
estradiol no metabolismo de glicogénio em ratos submetidos ao estresse. A administracao
de estradiol por cinco dias diminuiu a utilizagdo de glicogénio tecidual comparada a ratas
castradas sem suplementacdo, evidenciando que outra forma de energia estaria sendo
utilizada. Hackney (1999) sugeriu que os niveis elevados de estrégeno resultam em uma
reducdo na utilizacdo do glicogénio muscular, provavelmente por um aumento do
metabolismo lipidico. Estudos demonstraram a presenca de receptores para esterdides
sexuais em adipdcitos, isto evidencia a participacdo destes hormdnios no controle da
lip6lise e lipogénese (Gray et al., 1985; Rebuffe-Scrive, 1987; Pedersen et al., 1996).
Tarnopolsky & Ruby (2001) mostraram que mulheres submetidas a exercicio oxidam mais
lipidios e menos carboidratos que homens, e desta forma apresentam menor utilizacdo do
glicogénio muscular. Os autores ressaltam a importancia destes dados e suas implicagdes
futuras em pacientes com diabetes e erros no metabolismo de lipidios.

Entretanto, ndo é apenas o estradiol que influencia as repostas metabdlicas.
Muitos estudos mostram a influéncia da progesterona no metabolismo. Sancho et al.
(1988) relataram que a progesterona atua no figado e ativa a enzima glicogénio fosforilase
responsavel pela quebra deste polissacarideo de reserva, tendo um efeito glucagon-simile.
Campbell & Febbraio (2002) também encontraram uma diminui¢do nos receptores de
GLUT4 no musculo esquelético em ratas castradas tratadas com progesterona. Yamaguchi
et al. (2002) analisaram a atividade da enzima lipase lipoproteica durante as fases do ciclo
estral. Esta enzima € responsavel pela degradacdo dos triglicerideos em 4cidos graxos e
glicerol, sendo mais ativa na fase do diestro.

Porém, ainda ndo hda trabalhos que relacionam a influéncia do sexo e do ciclo

estral na mobiliza¢do do glicogénio hepdtico e muscular e nas concentracdes plasmaticas
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de glicose, triglicerideos com concentragdes plasmdticas de corticosterona, estradiol e

progesterona em animais submetidos a estresse agudo por natacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos de acordo com o sexo, fases do ciclo estral e
realizacdo da ovariectomia (machos, fémeas em proestro, estro, metaestro, diestro e
ovariectomizadas), e estes grupos foram subdivididos em grupos controle (n=7-11) e
estressados (n=7-11).

Os animais do grupo controle foram mantidos no laboratério sem aplicacao do
estresse por natagdo, enquanto que aqueles do grupo estresse foram submetidos a uma
sessdo de natacdo. Apds a aplicacdo do estimulo estressor ou a permanéncia no laboratoério,
os animais foram sacrificados e amostras teciduais e sangue foram coletados para
determinagdo da concentracdo de glicogénio hepdtico e dos misculos cardiaco, séleo e
gastrocnénio branco e vermelho. Também foram realizadas as dosagens plasmdticas de
glicose e triglicerideos. Também foi realizada a dosagem dos esterdides sexuais e da
corticosterona, para avaliarmos a relacio com o estresse e as respostas metabodlicas

observadas.

4.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar SPF (specific pathogen free), com 12 a 14 semanas
de idade, fémeas pesando 225 + 5 g, e machos pesando 320 + 8 g. Os animais foram
fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica CEMIB — UNICAMP e
foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, alojados em gaiolas coletivas com no maximo 5 animais, em
sala climatizada (22 + 2°C) e com ciclo de claro/escuro de 12/12 h. Receberam agua e
racdo a vontade e foram pesados no dia do experimento. Todos os procedimentos realizados
neste projeto foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto

de Biologia/UNICAMP (CEEA - protocolo n° 390-1- Anexo 01).
4.3. DETERMINACAO DAS FASES DO CICLO ESTRAL

A determinacdo das fases do ciclo estral foi feita diariamente entre 7:30 e 8:30 h,

por meio da observacdo do lavado vaginal, durante no minimo oito dias consecutivos (dois
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ciclos). O lavado vaginal foi coletado com uma ponteira plastica preenchida com 10 pL de
soro fisiolégico (solugdo salina 0,9 %) (Figura 4). Apds a coleta, o lavado vaginal foi
observado a fresco, ao microscépio Optico, utilizando-se aumento de 10 vezes (Marcondes
et al., 2002). A classificacdo da fase do ciclo estral foi feita pela propor¢ao observada entre
o numero de células epiteliais nucleadas, células queratinizadas e leucdcitos (Hoar, 1975).
No estro encontra-se um predominio de células epiteliais queratinizadas; no metaestro, ha
uma proporcao semelhante entre células epiteliais queratinizadas, epiteliais nucleadas e
leucécitos. No diestro sdo encontrados predominantemente leucdcitos e finalmente no
proestro observa-se o predominio de células epiteliais nucleadas (Figura 5) (Hoar, 1975;
Marcondes et al., 2002).

As ratas que apresentaram ciclos irregulares, caracterizados por auséncia ou
permanéncia em uma das fases além do periodo normal, foram desprezadas (Drickamer,
1987). Somente ratas que apresentaram ciclos regulares de quatro dias (proestro, estro,
metaestro e diestro) foram utilizadas (Smith et al., 1973). Nos dias em que os animais
foram submetidos a sessdo de estresse, a fase do ciclo estral foi determinada 30 min antes
da aplicacdo do mesmo.

Devido a realizagdo didria do esfregaco vaginal, as ratas habituam-se a
manipulagdo. Para eliminar a varidvel de estresse por manuseio entre machos e fémeas, os
machos e ratas castradas foram manipulados por pelo menos 10 dias antes da realizacao do

experimento.
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Figura 4. Coleta do lavado vaginal com 10 uL de salina (Marcondes et al., 2002).
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Proestro Estro

Diestro

Figura 5. Observacdo de lamina a fresco no microscépio dptico, permitindo

identificar e quantificar os tipos celulares (Marcondes et al., 2002).

4.4 OVARIECTOMIA

Primeiramente todos animais foram pesados e receberam, via intramuscular, uma
solucdo de cloridrato de xilazina (25 mg/Kg - Rompum®; Bayer S.A, Sao Paulo, S.P, Brasil) e
de cloridrato de ketamina (50 mg/Kg - Dopalen®; Agribrands do Brasil LTDA, Paulinia, S.P,
Brasil). Em seguida, foram realizadas tricotomia e anti-sepsia da drea operatdria com alcool
iodado. Dezesseis ratas foram submetidas a ovariectomia, através de incisdes cutineas
bilaterais, divulsionamento do tecido muscular, acesso aos ovarios € excisdo dos mesmos
(figura 6). Para sutura cutinea foram usados pontos interrompidos de fio mononylon 4-0
(Ethicon®, Johnsons do Brasil SA, Sao José dos Campos, SP, Brasil). Em seguida, os animais
receberam aplicacdo Unica de 1mg/kg de antibidtico via intramuscular (Pentabidtico pequeno
porte, Laboratérios Wyeth-Whitehall Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil) e analgésico numa tnica
dose de 0.15mg/kg via subcutanea (Dipirona Sdédica, Boehringer Ingelheim do Brasil,
Itapecerica da Serra, S.P., Brasil). Onze dias apds a realizacdo da cirurgia, as ratas foram

submetidas 4 manipulacdo didria durante 10 dias.
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Figura 6. Procedimentos realizados para a ovariectomia: A- Incisdo na pele apds
a tricotomia e anti-sepsia. B- Exposi¢do do ovério. C- Amarrilha do ovério a ser extirpado

para evitar hemorragia. D- Sutura. E- Ovario removido.

Figura 7. Figura do tdtero de animais normais e submetidos a ovariectomia A-

Utero normal; B- Utero atrofiado 21 dias apds a ovariectomia.
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O sucesso da ovariectomia foi confirmado no momento da necrépsia pela andlise
do tdtero dos animais. Apds o sacrificio, foi observada a morfologia dos cornos uterinos.
Estes, na presenca de hormdnios ovarianos apresentam-se roseo, volumoso e totalmente
preenchido por fluido, enquanto que na auséncia dos mesmos apresentam-se fino, atréfico e

anémico (Figura 7).

4.5. ESTRESSE POR NATACAO EM ESPACO AMPLO

Apo6s ter sido determinada a fase do ciclo estral, ou realizada a manipulagdo, os
animais permaneceram no laboratério por pelo menos 30 minutos, para eliminar o estresse
causado pelo transporte a sala de experimentagdo. Entre 8:00 e 10:00 h, os animais do grupo
estresse foram submetidos individualmente a uma sessdo de 50 min de natacdo, em um tanque
de acrilico medindo 50 cm x 50 cm x 50 cm, contendo dgua a uma profundidade de 38 cm,
suficiente para evitar que os animais encostassem a cauda no fundo do mesmo (Figura 8). A
dgua foi mantida a 30 + 1°C e foi trocada apds duas observacdes (Bianchi et al., 2001). A
temperatura ambiente foi mantida a 25°C por um sistema de condicionador de ar quente/frio.

O grupo controle foi mantido na sala de experimentacao por 30 min apds o transporte

e os animais foram sacrificados, sem a realizacdo da sessao de estresse.

= sl

Figura 8. Ilustracdo da sessdo de estresse por natacdo (Bianchi et al., 2002).
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4.6. COLETA DAS AMOSTRAS

Os animais, apds terem sido submetidos a sessdo de natagdo ou terem
permanecido no laboratério em condi¢des ndo estressantes, foram anestesiados por inalacao
de halotano (Tanno, 2002), o sangue foi coletado da veia renal esquerda em seringa
contendo anticoagulante EDTA, e centrifugado. Apds a coleta de sangue o animal foi
sacrificado por parada respiratéria sob anestesia. O plasma coletado foi dividido em duas
aliquotas. Uma delas foi congelada para determinagdo dos niveis hormonais. A outra foi
mantida em geladeira por um periodo ndo superior a quatro horas para dosagem, no mesmo
dia, da glicose e triglicerideos plasmatico.

Amostras do figado e dos musculos cardiaco, gastrocnémio (vermelho e branco) e

sOleo foram obtidas pela determinacdo do glicogénio tecidual.

4.6.1. EXTRACAO E DETERMINACAO DO GLICOGENIO HEPATICO E
MUSCULAR

Em amostras do figado e dos musculos cardiaco, sdleo, gastrocnémio vermelho e
branco a extragdo do glicogénio foi realizada pelo método descrito por Lo ef al. (1970) e a
determinacgdo deste polissacarideo foi realizada pelo método colorimétrico fenol-sulftrico.
Amostras de 500 mg de figado e 200 mg de cada musculo foram digeridas em 2 ¢ 1 mL de
KOH 30%, respectivamente, em tubos de ensaio mantidos por 15 min em banho fervente.

Em seguida, os tubos foram agitados e adicionado Na2SO4 saturado (200 pL p/ figado e

100 pL p/ musculo) para favorecer a precipitacao do polissacarideo. Apds nova agitacao foi
adicionado etanol a quente (7 mL p/ figado, e 3,5 mL p/ musculo) e os tubos foram
centrifugados por 15 min a 3500 rpm, o sobrenadante desprezado e o precipitado
ressuspenso em agua deionizada (25 mL p/ figado e 5 mL p/ musculo). Em seguida foi
preparada uma curva padrao de glicose (0,01 a 0,06 mg/mL). A curva e as amostras foram
realizadas em duplicata, e a determinag@o da absorbancia feita em espectrofotometro com
comprimento de onda de 490 nm. As concentracdes de glicogénio sdo apresentadas em

mg/100mg de tecido.
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3.5.2. DETERMINACAO DOS NIVEIS PLASMATCOS DE GLICOSE E
DE TRIGLICERIDEOS

A glicemia foi determinada pelo método enzimético-colorimétrico, conforme o
teste de GLICOSE E-Enzimatica (CAT n° 02200 LABORLAB®) (Trinder, 1969). A
solucdo de trabalho do kit comercial apo6s ter sido preparada foi colocada em todos os tubos
(1 mL). O reativo padrado foi adicionado aos respectivos tubos (10 pL) e o mesmo volume
do plasma foi adicionado aos tubos das amostras. Estas foram mantidas incubadas em 4dgua
a 37°C por um periodo de 10 minutos. A absorbancia foi determinada em
espectrofotometro com comprimento de onda de 505 nm. Estes experimentos foram
realizados em duplicatas.

A dosagem plasmadtica de triglicerideos foi realizada utilizando-se o kit totalmente
enzimatico (CAT n° 02700 LABORLAB®) (McGowan et al, 1983), semelhante a
preparacdo da determinagdo da glicemia. Também foi realizada a determinac¢do da

absorbancia com o mesmo comprimento de onda usado na glicemia.

3.5.3 DOSAGENS HORMONAIS

As concentragdes plasmaticas de corticosterona, progesterona e 17 -p- estradiol
(estradiol) foram determinadas utilizando-se kits de radioimunoensaio (KIT Amerlex RPA
548)"

Para dosagem de corticosterona, 10 pLL de cada amostra foram diluidos em 200
uL de diluentes especificos para esterdides. Foram utilizadas aliquotas de 100 uL das
solucdes padrao e das amostras diluidas em duplicatas, as quais adicionaram-se 200 pL da
solugdo com horménio marcado radioativamente (‘> I-corticosterona). Em seguida, foram
acrescentados 200 uL da solucdo de anticorpo anti-corticosterona. Apds agitacdo, os tubos
foram incubados por 2 horas, em temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 500
uL de solugdo precipitante e as amostras foram agitadas e centrifugadas, a 2500 rpm por 15
min, para precipitacdo do complexo antigeno-anticorpo. O sobrenadante foi retirado e a

radioatividade do precipitado foi determinada, em contador automdtico através de

! Laboratério do Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.
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cintilografia. A concentracio de corticosterona nas amostras foi obtida utilizando-se curva
padrdo para cada ensaio.

Para as dosagens de progesterona e estradiol, 100 uL das solugdes padriao e de
cada amostra, em duplicata, foram adicionados aos respectivos tubos especiais recobertos

com uma camada de anticorpos anti-progesterona e anti-estradiol. A seguir, foi

125 125
I-

acrescentado 1 mL de hormdnio marcado radioativamente: “I-17B-estradiol ou
progesterona. Os tubos foram agitados e incubados em banho-maria, a 37+1°C, por duas
horas para progesterona, e por 3 horas para o estradiol. Em seguida, os sobrenadantes foram
descartados, e a radiotividade dos tubos foi mensurada. As concentracdes das amostras

foram determinadas como descrito acima para a corticosterona.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise do efeito do ciclo estral e do estresse nos parametros analisados foi
utilizada Andlise de Variancia Bifatorial, com andlise dos fatores FATOR 1 e FATOR 2,
respectivamente com seis (macho, proestro, estro, metaestro, diestro e ovariectomizadas) e
dois (controle e estresse) niveis. Para comparacdo das médias foi realizado o teste de

Tukey. Valores de p menores do que 0,05 foram indicativos de significancia estatistica.
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5. RESULTADOS
A andlise estatistica bifatorial indicou que para todas as varidveis analisadas houve

interacao significativa entre os fatores fase e tratamento (p<0,05).

Apresentamos na figura 9, os dados referentes a concentragdo do glicogénio
hepatico. Considerando animais controle, ratos machos e ratas ovariectomizadas e em
diestro apresentaram maior concentracdo de glicogénio hepdtico quando comparados as
demais fases do ciclo estral. A natacdo induziu uma diminui¢do na concentracdo deste
parametro em todos os grupos submetidos a sessdo de natagdo. Machos apresentaram uma
porcentagem de diminui¢do de 67%, fémeas ovariectomizadas 64%, ratas em proestro 52%,
em estro 59%, em metaestro 54% e em diestro 53% quando comparados aos respectivos

controles (p<0,05; Figura 9).
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Figura 9. Concentracdo tecidual de glicogénio no figado de ratos e ratas controle e
submetidos a natacdo. O nimero de animais de cada grupo estd indicado acima
das barras. ¢ Diferenca estatistica em relacdo aos grupos controle de fémeas em
proestro, estro e metaestro. * Diferenca estatistica em relacdo ao respectivo
controle (p<0,05). OVX= ratas ovariectomizadas.
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Na figura 10 observamos a concentracdo plasmdtica de glicose em animais
controle e submetidos a estresse por natacdo. O grupo de ratas em metaestro controle
apresentou maior glicemia basal em relagdo aos demais grupos controle. Ratos machos,
fémeas ovariectomizadas e em proestro € em diestro submetidos a estresse apresentaram
aumento da glicemia de 44%, 43%, 31% e 39% quando comparados aos respectivos
controles (p<0,05; Figura 10). Porém a natacdo nao alterou as concentragdes plasmaticas de

glicose em fémeas em estro e em metaestro (p<0,05; Figura 10).
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Figura 10. Concentracdo plasmadtica de glicose de ratos e ratas controle e submetidos a
natacdo. O numero de animais em cada grupo estd indicado acima das barras. ¢
Diferenca estatistica em relagdo aos demais grupos controle * Diferenca
estatistica em relagdo aos respectivo controle (p<0,05). OVX= ratas
ovariectomizadas.
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A figura 11 ilustra as concentracdes plasmdticas de triglicerideos em animais
controles e submetidos ao estresse. Ratas controle em diestro apresentaram maiores niveis
plasmaéticos de triglicerideos quando comparadas aos demais grupos controle (p<0,05;
Figura 11). Ratos machos, fémeas ovariectomizadas, em proestro, estro € em metaestro
submetidos a sessdo de natacdo apresentaram um aumento significativo dos niveis
plasmaéticos de triglicerideos nas seguintes porcentagens: 44%, 77%, 57%, 38% e 73%

comparados aos respectivos controles (p<0,05; Figura 11). Entretanto, ratas em diestro

submetidas a estresse apresentaram diminuicdo (33%) deste pardmetro (p<0,05; Figura 11).
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Figura 11. Concentracao plasmatica de triglicerideos de ratos e ratas controle e submetidos
a natacdo. O niimero de animais em cada grupo estd indicado acima das barras.
¢ Diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos. * Diferenca estatistica
em relacdo ao respectivo controle (p<0,05). OVX= ratas ovariectomizadas.
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Com relacdo as avaliagdes hormonais, fémeas em metaestro controle apresentaram
concentracdes plasmdticas mais elevadas de corticosterona em relagdo aos demais grupos
controle (p<0,05; Figural2). O estresse por natacdo induziu elevacdo na concentragao
plasmdtica deste hormonio em ratos machos (110%) e fémeas ovariectomizadas (286%) em
proestro: 196%, estro: 540%, metaestro: 124% e diestro: 543% em relacdo aos respectivos
grupos controle (p<0,05; Figura 12). A elevacdo plasmadtica de corticosterona, induzida
pelo estresse, em ratos machos foi menor do que aquela observada em fémeas (p<0,05;

Figura 12).
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Figura 12. Concentracdo plasmdtica de corticosterona de ratos e ratas controle e
submetidos a natagdo. O numero de animais em cada grupo estd indicado
acima das barras. ¢ Diferenca estatistica em relacdo aos grupos de fémeas em
estro e em diestro controle. # Diferenca estatistica em relacdo aos demais
grupos submetidos ao estresse. * Diferenca estatistica em relagdo aos
respectivos grupos controle (p<0,05). OVX= ratas ovariectomizadas.
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A concentragdo plasmaética de estradiol e progesterona de machos e ratas castradas
era inferior ao limite de sensibilidade da técnica, e desta forma, nao foi possivel mensurar
estes valores.

O grupo de fémeas em proestro controle apresentou maior concentragdo de
estradiol em relacdo aos demais grupos controle (p<0,05; Figura 13). O estresse por natagao
induziu aumento na concentragdo plasmdtica de estradiol em ratas nesta fase (89%)

(p<0,05), sem alterac@o nas demais fases do ciclo estral (p>0,05; Figura 13).
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Figura 13. Concentracido plasmadtica de estradiol de ratas controle e submetidas a natacao.
O numero de animais em cada grupo estd indicado acima das barras. ¢
Diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos controle. * Diferenca
estatistica em relagdo aos demais grupos controle e submetidos ao estresse
(p<0,05).
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Na figura 14 apresentamos as concentragdes plasmadticas de progesterona de
fémeas controle e submetidas a natagdo. Ratas em metaestro controle apresentaram maior
concentracdo basal de progesterona comparadas as demais fases do ciclo estral (p<0,05;
Figura 14). Ratas em proestro submetidas a natacao apresentaram aumento na concentragao
plasmdtica de progesterona (443%) em relacdo ao respectivo grupo controle (p<0,05;
Figura 14). Porém, na fase de metaestro, foi observada diminuicdo nas concentragdes
plasmaéticas deste hormOnio em ratas submetidas a estresse (63%) quando comparadas ao
respectivo grupo controle (p<0,05; Figura 14), sem alteracdes no estro e diestro (p>0,05;

Figura 14).
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Figura 14. Concentracdo plasmaética de progesterona de ratas controle e submetidos a
natacdo. O nimero de animais em cada grupo estd indicado acima das barras. ¢
Diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos controle. # Diferenca
estatistica em relacdo aos demais grupos submetidos ao estresse. * Diferenca
estatistica em relagdo ao respectivo controle. (p<0,05).
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Na figura 15 ilustramos a concentragdo tecidual de glicogénio do musculo
cardiaco. O grupo de fémeas controle em metaestro apresentou menor concentracdo de
glicogénio neste musculo quando comparado aos demais grupos controle (p<0,05; Figura
15). Ratos machos, fémeas ovariectomizadas e em proestro, estro e diestro submetidos a
sessdo de estresse apresentaram diminuicdo deste substrato nas seguintes porcentagens:
58%, 66%, 53%, 45%, e 43% quando comparados aos respectivos controle (p<0,05; Figura
15). Porém, n3o houve alteracdo na concentragdo de glicogénio no musculo cardiaco de
ratas em metaestro submetidas a natacdo comparadas ao respectivo controle (p>0,05;

Figura 15).
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Figura 15. Concentracdo tecidual de glicogénio no musculo cardiaco de ratos e ratas
controle e submetidos a natacdo. O nimero de animais de cada grupo estd
indicado acima das barras. ¢ Diferenca estatistica em relacdo aos demais
grupos controle. * Diferenca estatistica em relagdo ao respectivo controle
(p<0,05). OVX= ratas ovariectomizadas.
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Ratos machos controle e fémeas ovariectomizadas apresentaram maiores niveis
basais de glicogénio no musculo séleo quando comparados a ratas em proestro, metaestro e
diestro controle (Figura 16). No grupo de fémeas controle em proestro foi observada menor
concentragdo de glicogénio em relacdo a fémeas controle na fase de estro, ovariectomizadas
e machos. A natac@o induziu uma diminui¢do da concentracio de glicogénio no musculo
s0leo somente em ratos machos, fémeas ovariectomizadas e em estro com as seguintes

porcentagens de decréscimo: 70%, 52% e 46% (p<0,05, Figura 16).
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Figura 16. Concentragdo tecidual de glicogénio no musculo séleo de ratos e ratas controle
e submetidos a natacdo. O ndmero de animais de cada grupo estd indicado
acima das barras. ¢ Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle de ratas
em proestro, metaestro e diestro. # Diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle de fémeas em estro. * Diferenca estatistica em relacdo ao respectivo
controle (p<0,05). OVX= ratas ovariectomizadas.
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N

Com relacdo a concentragdo tecidual de glicogénio no musculo gastrocnémio
vermelho, ratos machos e fémeas ovariectomizadas controle apresentaram maiores
concentragdes em relacdo a fémeas controle nas quatro fases do ciclo estral (p<0,05; Figura
17). Houve diminuicdo dos niveis de glicogénio neste musculo em todos os grupos
submetidos a natacdo quando comparados aos respectivos grupos controle nas seguintes
porcentagens respectivamente: 77% - machos, 52% - ovariectomizadas, 57%- proestro,

55% - estro, 58% - metaestro € 54% - diestro .
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Figura 17. Concentracdo tecidual de glicogénio no musculo gastrocnémio vermelho de
ratos e ratas controle e submetidos a natacdo. O nimero de animais em cada
grupo estd indicado acima das barras. ¢ Diferenca estatistica em relacao aos
demais grupos controle. * Diferenca estatistica em relacio ao respectivo
controle (p<0,05). OVX= ratas ovariectomizadas.
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A figura 18 ilustra os valores de glicogénio tecidual no musculo gastrocnémio
branco. Semelhante ao ocorrido com o musculo gastrocnémio vermelho, os grupos
machos de fémeas ovariectomizadas controle apresentaram maiores niveis de glicogénio
muscular em relacdo a fémeas controle. Em ratos machos, fémeas ovariectomizadas e em
proestro, estro e diestro, a nata¢do induziu diminui¢do significativa na concentracdo de
glicogénio nas seguintes porcentagens: 61%, 73%, 38%, 36% e 45% em relagdo aos
respectivos grupos controle (p<0,05; Figura 18). Porém nio houve alteracdo em fémeas

submetidas a natacdo na fase de metaestro (p>0,05; Figura 18).
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Figura 18. Concentracdo tecidual de glicogénio no musculo gastrocnémio branco de ratos
e ratas controle e submetidos a natacdo. O nimero de animais em cada grupo
estd indicado acima das barras. ¢ Diferenca estatistica em relacdo aos demais
grupos controle * Diferenca estatistica em relacdo ao respectivo controle
(p<0,05). OVX= ratas ovariectomizadas.
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Discussdo

7. DISCUSSAO

Sabe-se que o aumento de corticosterona ocorre em resposta ao estresse € ao
exercicio fisico (Axelrod & Reisini, 1984; Koob, 1999). Observamos que os grupos
submetidos a natacdo apresentaram elevacdo das concentragdes plasmadticas de
corticosterona, validando o modelo de estresse por nés utilizado. O aumento foi menor em
machos. Muitos trabalhos relatam as diferengas entre machos e fémeas na liberacdo de
corticosterona. Esta diferenca pode estar relacionada com as miltiplas acdes exercidas
pelos andrégenos e estrégenos em diferentes niveis do eixo HHA (Le Mével et al., 1982;
Dupouy et al., 1987; River, 1999), podendo haver uma maior ou menor inibi¢cdo do mesmo
(Shors et al., 1999)

A corticosterona juntamente com as catecolaminas, liberadas durante a reacdo de
estresse, estimulam a glicogendlise e a neoglicogénese hepdticas (Exton, 1972; Lavoie,
2002), resultando em elevacdo da glicemia (Lehninger et al., 2002). Isto indica que
provavelmente a elevacdo deste parametro observada em ratos machos, fémeas
ovariectomizadas, em proestro e em diestro submetidos a estresse, poderia estar relacionada
com as acOes destes hormdnios, o que aumentaria o processo de glicogendlise hepatica,
liberando a glicose para a corrente sangiiinea e favorecendo a catagdo por outras células
(Lehninger et al., 2002; Lavoie, 2002; Verago, 2000). Em nossos resultados, a andlise da
mobilizacdo de glicogénio hepdtico, durante a natacdo, evidencia que a diminuicdo do
glicogénio hepatico ocorrida em machos e ratas ovariectomizadas, em proestro e em diestro
estaria relacionada a manutencdo da concentracdo plasmadtica de glicose, evitando o
comprometimento de atividades vitais (Pacak & McCarty, 2000).

Porém, em ratas nas fases do estro e do metaestro, este aumento de glicemia ndo
foi evidenciado, mesmo havendo a mobilizacdo de glicogénio hepético. Fémeas em
metaestro controle apresentaram glicemia e concentracdes de corticosterona e progesterona
mais elevadas em relacdo as outras fases do ciclo estral. As concentragdes de corticosterona
aumentadas no controle poderiam explicar as maiores taxas glicémicas, como vimos
anteriormente (Exton, 1972; Lavoie, 2002). Ha estudos na literatura relacionando o papel
dos hormonios sexuais na regulacdo da glicogendlise. Sancho et al. (1988) relataram que a

progesterona ativa a enzima glicogénio fosforilase hepdtica, responsavel pela quebra deste
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polissacarideo de reserva, tendo um efeito glucagon-simile. Desta forma, hda uma maior
formacdo de glicose, que pode ser liberada na corrente sangiiinea, elevando a glicemia
(Lehninger et al., 2002). Nossos dados, com relacdo a concentragdo de progesterona,
evidenciam uma elevagdo na fase do metaestro que poderia estar aumentando a atividade da
enzima glicogénio fosforilase hepatica, aumentando a glicemia (Sancho et al., 1988;
Lehninger et al., 2002).

Outras alteragdes causadas pelos hormoOnios sexuais poderiam também estar
participando destes achados, como por exemplo, a captacdo de glicose pelos tecidos,
causada pela externalizacdo dos transportadores de glicose. Para ser captada pelos
musculos, em situacdes de repouso, a glicose necessita da acao da insulina, que atuard em
receptores do tipo tirosina quinase, ativando o processo de externalizacdo dos
transportadores GLUT (Grimm, 1999; Niklasson, 2000). Estes facilitam o processo de
transporte da glicose para o interior das células, ndo elevando a glicemia mesmo que a
glicogendlise hepdtica esteja atuando. Kumagai et al. (1993) demonstraram o papel da
progesterona e do estradiol na sensibilidade dos tecidos a insulina, concluindo que a
progesterona parece causar um quadro de resisténcia a insulina. Grimm (1999) descreveu
este quadro, no qual hd diminui¢cdo dos transportadores GLUT, diminuindo a captacdo de
glicose pelo musculo esquelético durante o repouso, havendo aumento nas concentracdes
plasmaéticas da mesma. Isto poderia explicar as possiveis causas da glicemia aumentada em
ratas em metaestro controle, as quais apresentam concentragdo plasmatica de progesterona
mais elevada.

Ratas em metaestro e em estro submetidas a natagdo nio apresentaram elevagao da
glicemia em relacdo aos seus respectivos controles. Apds a sessdo de estresse por natagao,
as concentracdes plasmdticas de progesterona diminuiram no metaestro sem alteracao no
estro. A queda nas concentracdes deste hormonio, em ratas no metaestro, poderia estar
relacionado a uma maior captacdo da glicose pelos musculos, através da ativagdo dos
transportadores GLUT (Kumagai, 1993). Outra explicagdo poderia ser a maior atividade da
enzima hexoquinase, pois a progesterona em niveis baixos aumenta sua atuagdo. Esta
enzima fosforila a glicose captada, impedindo que a mesma seja removida do interior da

fibra muscular (Lehninger et al., 2002), ndo elevando a glicemia, mesmo em animais

53



Discussdo

submetidos ao estresse. Ratas em estro, mesmo apresentando corticosterona mais elevada e
quebra do glicogénio hepatico, ndo apresentou elevacdo da glicemia, que poderia estar
associado a uma maior utilizacdo deste substrato por outros oOrgdos (Ivy et al., 1981;
Lehninger et al., 2002).

O figado € considerado o principal tecido responsdvel pela captacdo de glicerol
plasmatico (Lin, 1977), que pode ser utilizado como um dos substratos para a
gliconeogénese mas também para a sintese de triglicerideos (Souza et al, 1996). Em
situagdes em que ocorre elevacdo da concentragdo plasmdtica das catecolaminas e dos
glicocorticoides, espera-se um tfurnover maior ou menor dos elementos lipidicos do
metabolismo (Verago, 2000), que pode ser acompanhado ou ndo da elevacdo de suas
concentragcdes plasmdticas. Em ratas em diestro, poderia estar ocorrendo uma captagdo
muscular aumentada, ocasionando valores menores que o controle.

Virios estudos clinicos e experimentais sugerem o envolvimento de hormdnios
esterdides sexuais no controle do metabolismo e na distribuicao regional do tecido adiposo,
além de demonstrarem a presenca de receptores para esterdides sexuais em adipdcitos
(Gray et al., 1985; Rebuffe-Scrive, 1987; Pedersen et al., 1996). Além da influéncia do
sexo, foi também descrita a influéncia do ciclo estral sobre a tecido adiposo. A atividade da
enzima lipase lipoproteica € maior na fase do diestro comparada as demais fases do ciclo
estral. Este grupo de enzimas atua na degradacdo dos triglicerideos armazenados no tecido
adiposo, aumentando a concentracdo de dcidos graxos, diacilglicerdis e triglicerideos
plasméticos (Yamaguchi et al., 2002), podendo explicar os niveis mais elevados deste
parametro em ratas em diestro controle. A queda dos niveis de triglicerideos nestas ratas,
apOs o estresse, poderia estar associado a sua maior captacdo por outros tecidos, em
especial os musculos esqueléticos, para producao de energia (Lehninger et al., 2002).

O aumento de triglicerideos plasmaticos que foi observado em ratos machos,
fémeas ovariectomizadas e em proestro, estro € em metaestro poderia estar associado a
estimulagdo da atividade lipolitica, devido a acdo do glucagon e das catecolaminas
liberados durante a reacdo de estresse (Farias-Silva, 1999), liberando acidos graxos, glicerol

e triglicerideos para o sangue (Slavin et al., 1994; Lafontan et al., 1995).
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Analisamos também a mobiliza¢do de glicogénio muscular. Este carboidrato de
reserva, quando quebrado, € utilizado para a atividade contrétil do préprio musculo no
momento do exercicio (Blawacka et al., 1978; Mcardle et al., 1998; Radziuk, 2001). Na
fibra muscular, ndo ocorre a desfosforilacdo da glicose-6-fosfato formada pela
glicogendlise (Lehninger ef al., 2002), ndo havendo participacdo direta do glicogénio
muscular na manutencdo da glicemia. Desta forma, a mobilizacdo deste substrato
energético permite verificar quais musculos sdo ativados durante o protocolo de estresse
agudo por natacgdo.

Com relacdo a concentracdo de glicogénio no musculo cardiaco, fémeas em
metaestro controle apresentaram menor concentragdo comparado em relagdo aos demais
grupos. Isto poderia estar relacionado as altas concentragdes plasmadticas de progesterona
observado nesta fase do ciclo estral. Isto, como vimos anteriormente, poderia estar inibindo
a atividade da enzima hexoquinase, impedindo que a glicose, ao ser captada, fosse
fosforilada, impossibilitando a sua permanéncia e utilizacdo pelo musculo (Grimm et al.,
1999), ocasionando uma maior mobilizagdo de suas proprias reservas. Ratas nesta mesma
fase, quando submetidas a natacdo, ndo apresentaram diminuicdo de glicogénio neste
musculo. O miusculo cardiaco, na maior parte das vezes, utiliza dcido graxo para produgao
de energia (Moreau et al., 1978). Assim, os carboidratos poderiam nao estar sendo
utilizados por ratas nesta fase. Este fato poderia também estar associado aos niveis teciduais
deste polissacarideo mais baixos comparados aos outros grupos, 0 que seria um mecanismo
de protecdo do organismo evitando a queda do glicogénio a concentra¢des muito reduzidas
(Blacwacka et al., 1977), que comprometeriam a atividade contritil espontinea do corac¢io
(Guyton, 1995). Ratos machos, ratas ovariectomizadas, em proestro, estro e diestro,
provavelmente utilizaram tanto 4cidos graxos, como o glicogénio tecidual. Estes grupos
controle apresentaram uma concentragdo mais elevada de polissacarideo em relacdo a
fémeas em metaestro, e sua utilizacdo durante a sessdo de estresse por natagdo, nao
comprometeria a atividade contratil cardiaca.

A resposta fisiolégica ao exercicio acarreta em aumento da frequéncia cardiaca,
pressdo sanguinea e aumento do fluxo de sangue para os musculos, e parte destas sdo

ocasionadas pelo Sistema Nervoso Auténomo Simpético (Rowel et al., 1990). Mudancas no
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metabolismo muscular resultam em estimulagdo de fibras aferentes sensitivas a metabolitos
localizadas no intersticio da fibra muscular (Kaufman et al., 1984). Quando ativadas, estas
fibras causam um reflexo pressérico aumentando a acdo do Sistema Nervoso Autdonomo
Simpético causando uma vasodilatacdo nos musculos ativos (Mark et al., 1955). Os
hormonios ovarianos podem causar alteracdes neste metabolismo e altero aporte sanguineo
aos musculos (Jurkowski et al., 1981).

Ratas em proestro controle apresentaram menor concentragdo de glicogénio no
miusculo séleo quando comparadas a ratas ovariectomizadas, em estro € em machos. Isto
poderia estar relacionado com as maiores concentracdes plasmdticas de estradiol, que
poderiam estar causando um aumento da glicogendlise (Ashley, 1995). E como mostram
nossos resultados. E a ndo utilizacdo de glicogénio em ratas na fase do proestro submetidas
a natacdo estaria relacionado ao mecanismo de protecdo do organismo, como Vimos
anteriormente, para que este estoque ndo diminuisse excessivamente (Blawacka et al.,
1977). Outra hipdtese seria a realizacdo de um metabolismo anaerobio, formando maior
concentracdo de acido latico e outros metabdlitos. Estes ativariam fibras nociceptivas do
tipo C, altamente discriminativas e lentas, provocando a sensa¢do de queimadura no local,
impossibilitando a ativagao do musculo (Ghorayeb & Barros, 1999).

No musculo s6leo observamos que ocorreu a ativacao da glicogendlise nos grupos
de ratos machos e ratas ovariectomizadas e em estro submetidos a natacdo. Este musculo
apresenta a maior parte constituida pelas fibras vermelhas e como caracteristicas destas
observa-se a contracdo lenta (Mcardle et al., 1998), alta capacidade oxidativa e abundante
irrigacdo sanguinea. Estas fibras sdo solicitadas em exercicios de baixa intensidade e o
metabolismo energético predominante € o aerdbico (Ghorayeb & Barros, 1999). Durante a
natacdo ocorrem ajustes circulatérios nos musculos pela vasodilatacdo (Andersen & Saltin,
1985; Langberg et al., 2002). Ratas em metaestro e em diestro poderiam ter tido este ajuste
circulatério mais acelerado no musculo séleo, permitindo uma maior utilizagdo de
substratos provenientes da corrente sangiiinea como glicose, acidos graxos e triglicerideos,
porém seriam necessdrios mais esudos sobre o fluxo sanguineo neste musculo para
estabelecermos se ocorreu maior vasodilatacdo (Jurkowski er al., 1981). Estes dados,

associados ao fato de que ratas na fase de metaestro submetidas a natacao nao apresentaram
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elevacdo da glicemia, podem indicar que houve um maior fluxo sangiiineo e desta forma,
captacdo pelos musculos de outros substratos e de glicose, ndo havendo necessidade do
musculo quebrar suas reservas estocadas, pois teria substratos suficientes provenientes da
circulacao (Langberg et al., 2002).

Com relacdo ao misculo gastrocnémio vermelho, houve mobiliza¢do das reservas
energéticas em todos os grupos submetidos a natacdo. Este resultado permite estabelecer a
participacdo deste musculo durante a natagdo, pois houve a ativacdo da glicogendlise pelo
exercicio fisico. A natacdo induziu uma diminuicao nos niveis de glicogénio do musculo
gastrocnémio branco com exce¢do de ratas em metaestro. As fibras musculares presentes
neste musculo sdo predominantemente do tipo branca, apresentando alta velocidade de
contragdo e estdo envolvidas em atividades de alta intensidade e de curta duracdo (Saltin ef
al, 1977). Apresentam alta capacidade de quebra do glicogénio tecidual para sua propria
utilizacdo (Ghorayeb & Barros, 1999).

Entretanto, analisamos apenas a concentracdo tecidual do glicogénio, seria
necessdria a realizacdo de experimentos envolvendo enzimas que participam nos processos
de sintese e degradacdo deste polissacarideo nos musculos para termos dados conclusivos

da influéncia do sexo, do ciclo estral e do estresse agudo no metabolismo destes animais.

Os esterdides sexuais também poderiam estar envolvidos em outros aspectos além
dos metabdlicos descritos, tendo em vista que a secre¢do de progesterona e estradiol podem
ser alteradas por estimulos estressores, conforme nossos resultados e outros autores
demonstraram (Plas-Roser & Aron, 1977; Boehm et al., 1982; Bruce et al., 1984;
MacNiven, 1992; Marcondes, 1998; Shors et al., 1999). A exposi¢do a eventos estressores
pode aumentar ou reduzir os niveis de estrogeno em ratas, dependendo do tipo e da duragdo
da experiéncia estressante, quando animais foram submetidos a nata¢do ocorreu aumento
nos niveis séricos de estradiol (Shors er al, 1999), enquanto o estresse cronico por

imobilizacao em ratas promoveu diminui¢ao (Shors et al, 1999).

Estes dados com relagdo as alteragdes metabdlicas e hormonais podem auxiliar na
compreensdo das respostas comportamentais por nds descritas anteriormente, no mesmo

modelo experimental (natacdo). Ao ser colocado na dgua pela primeira vez, o rato
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rapidamente passa a nadar em torno das bordas do tanque, aparentemente procurando
escapar (Bianchi et al., 2001). Depois de alguns segundos seus movimentos passam a ser
menos vigorosos € o animal passa a boiar, alternando a natacdo com momentos de
imobilidade (Bianchi et al., 2001; 2002). Como a movimenta¢do do animal na dgua parece
estar negativamente correlacionada as chances de sobrevivéncia do animal, a diminuicao
da atividade representa uma resposta adaptativa (Bruner & Vargas, 1994; Bianchi et al.,
2001; 2002). Analisando o tempo de imobilidade de ratos submetidos a uma sessdo de
natacdo observarmos que, durante o proestro € o metaestro, o tempo total de imobilidade
foi menor em relacdo a ratas ovariectomizadas e nas fases do estro e diestro € em machos.
Estes animais apresentaram uma adaptacdo (desenvolveram mais rapidamente o ato de
boiar) mais rdpida, o que poderia estar relacionada com as baixas concentragdes dos

hormonios ovarianos.

O sexo e o ciclo estral influenciaram a mobilizacdo das reservas de energia,
secrecdo de hormonios ovarianos e corticosterona e o comportamento de animais

submetidos ao estresse agudo por natacao.
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8. CONCLUSOES

e Em ratos ndo estressados, o sexo, ciclo estral e ovariectomia influenciaram: o
armazenamento de glicogénio, as concentracOes plasmaticas de triglicerideos e
glicose e a concentracao basal de corticosterona.

e Em ratos submetidos a estresse agudo por natacao, o sexo, ciclo estral, ovariectomia
influenciaram: a mobilizacdo das reservas de glicogénio tecidual, a liberacdo de
triglicerideos e glicose e a secrecao de corticosterona, de estradiol e progesterona.

e Em ratos, os efeitos do sexo e do ciclo estral sobre as respostas metabodlicas ao
estresse agudo por natagcdo, parecem estar relacionadas as diferencas na secrecdo de

corticosterona, estradiol e progesterona.
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