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RESUMO

Estudamos a influéncia do sexo e das fases do ciclo estral sobre a reacdo de
estresse em ratos submetidos a natagdo, a 30°C. Analisamos as altera¢des de sensibilidade

as catecolaminas em atrios direitos isolados e as concentragbes plasmaticas de
corticosterona de ratos machos e de ratas em estro ou em diestro submetidos a uma sessio
de 5, 15, 30 ou 50 min de natagfio (estresse Gnico), ou a trés sessdes de 5, 15 ¢ 30 min,
aplicadas em dias consecutivos. Em fémeas, as sessdes repetidas ocorreram durante o
diestro, proestro e estro (grupo estro) ou durante o estro, metaestro e diestro (grupo
diestro).

Curvas dose-resposta a isoprenalina, noradrenalina e adrenalina foram obtidas em
atrios direitos isolados de ratos apds 30 ou 50min de natagéo, ou ap6s a Gltima sessdo do
estresse repetido. O sangue foi coletado da veia renal esquerda, sob anestesia com

pentobarbital, para determinagfo das concentragdes plasmaticas de corticosterona por
fluorimetria.

Atrios direitos isolados de ratos machos submetidos a natacio ndo apresentaram
alteragBes de sensibilidade &s catecolaminas, O tecido isolado de ratas em estro
apresentaram subsensibilidade a isoprenalina apdés uma sessdo de 50 min de natacgéio.
Atrios direitos isolados de ratas em diestro, desenvolveram subsensibilidade a
noradrenalina e 4 adrenalina apds uma sessdo de 50 min de natacio ou apés o estresse
repetido.

Em ratos machos, as concentra¢des plasmdticas de corticosterona aumentaram
apos 5, 15 ou 30 min de natagdo, mas nfo apos 50 min. Em ratas, houve aumento nos
niveis plasmaticos de corticosterona em todos os grupos experimentais, mas o perfil de
variagdo foi diferente daquele observado em machos. Houve grande variagdio na resposta
hormonal ao estresse por natagdo dentro de cada grupo analisado.

Em resposta ao estresse repetido, machos ¢ fémeas apresentaram elevagio nos
niveis plasmaticos de corticosterona apos cada uma das sesses de natagdo. Entretanto,
enquanto em machos os niveis aumentaram ainda mais ap6s a Gltima sessfio, em fémeas o
aumento foi menor do que nas duas sessOes anteriores.

Nossos resultados demonstraram que o sexo ¢ o ciclo estral exercem importante
influéncia sobre a reagdo de estresse em ratos submetidos & natagio. Aumentos
significativos nos niveis plasméticos de corticosterona sdo necessarios, porém nio
suficientes, para induzir altera¢des de sensibilidade as catecolaminas. Ha também uma
grande variagdo individual na resposta hormonal a natagfo.




1. INTRODUCAO

A compreensdo do termo estresse estd baseada em experimentos de Hans
Selye datados do inicio do século. Pesquisando os efeitos de um extrato quimico, este
pesquisador observou o desenvolvimento de tlceras gastro-intestinais, atrofia do sistema
imune e aumento das glindulas adrenais em ratos. Para sua surpresa, entretanto, os ratos
do grupo controle, que haviam recebido inje¢do de solugio salina, apresentaram
alteragbes semelhantes. Selye concluiu que tais alteragdes estavam relacionadas a
aplicagdo das repetidas inje¢tes. Encontrou o mesmo resultado expondo animais ao frio,
a patdgenos, a toxinas ou ao barulho (SELYE, 1936; SAPOLSKY, 1990).

Com base nestes resultados, SELYE (1936) descreveu a Sindrome Geral da
Adaptagfio, que representa uma reagdo geral e inespecifica do organismo a estimulos
aversivos ou a situagbes desconhecidas, cuja finalidade seria a adaptagio do animal &

nova condicdo. Posteriormente propds o termo estresse. Segundo a definigdo original,
estresse representa a resposta do organismo, enquanto que o seu agente causador é
definido como estimulo ou agente estressante ou estressor (PICKERING, 1981).

A natureza inespecifica da reagdo de estresse foi revista por diferentes autores,
segundo os quais, a intensidade da resposta obtida varia com a qualidade e intensidade do
agente estressante (MASON, 1968a, 1968b; HENNESSY et al., 1979; HERD, 1991).

Fatores individuais tais como caracteristicas genéticas (MARPLE et al., 1972),
sexo (LESCOAT et al., 1970; ANISHCHENKO & GUDKOVA, 1992; PARE & REDEI,
1993) ¢ idade (RIEGLE, 1973; BANKY et al., 1994) também influenciam a reagio de
estresse. Entretanto, o fator mais importante parece ser a percepedo que o individuo tem
do estimulo que lhe € apresentado. Esta percep¢fo depende das experiéncias previamente
vivenciadas pelo mesmo ou filogeneticamente adquiridas pela espécie, e da novidade ou
previsibilidade do estimulo (VOGEL & JENSH, 1988; GRIFFIN, 1989).

A reaglo de estresse pode ser dividida em trés fases: a fase de alarme ou
excitagdo ocorre quando o organismo reconhece o estimulo como estressante, e
caracteriza-se por aumento da capacidade orgénica em responder ao agente agressor. Se o
estimulo for mantido, a capacidade de reagdo diminui e o organismo desenvolve
mecanismos adaptativos (fase de resisténcia). Quando essa adaptagio ndo ocorre,
desenvolve-se a fase de exaustdo, na qual o organismo torna-se susceptivel a disttrbios
renais, cardiovasculares, gastrointestinais e¢/ou imunologicos (SELYE, 1936MEERSON,
1984).

Embora a reagfio de estresse possa resultar em doengas, é ela que torna
possivel a sobrevivéncia e a adaptagiio dos seres vivos frente aos inGmeros estimulos
ambientais a que estdo constantemente expostos (FRASER et al.,, 1975, CHROUSOS &
GOLD, 1992).

Muitas estruturas cercbrais estdo envolvidas na organizagdo das respostas a
estimulos aversivos ou desconhecidos (VAN DER KAR et al., 1991). O sistema limbico,
ao ser estimulado, age sobre o eixo hipotdlamo-hipofisario alterando a secrecfo




hiporfisaria dos horménios adrenocorticotréfico (HOKFELT et al., 1983), do crescimento
(KRULICH et al, 1974; SEGGIE & BROWN, 1975; HOKFELT et al., 1983),
luteinizante (KRULICH et al, 1974; EUKER et al., 1975), foliculo-estimulante
(KRULICH et al., 1974) e de prolactina (EUKER et al., 1975; SEGGIE & BROWN,
1975). Também ocorrem alteragGes nos niveis e de p-endorfina (KANT et al., 1983).

O aumento dos niveis plasmaticos de ACTH determina uma maior secregiio de
glicocorticdides pelo cortex adrenal (AXELROD & REISINE, 1984). Simultaneamente,
ocorre ativagdo do Sistema Nervoso Simpidtico ¢ da medula adrenal, o que resulta em
aumento dos niveis plasmdticos de catecolaminas (CANNON et al., 1927; AXELROD &
REISINE, 1984; NATELSON et al., 1988).

As agbes fisiologicas das catecolaminas, no organismo, ocorrem por meio de
sua interagdo com os adrenoceptores, identificados por AHLQUIST (1948), e
inicialmente classificados em dois tipos: alfa (a) e beta (B). Atualmente, aceita-se que
existam rés subgrupos de adrenoceptores: o[, ap e B, que diferem entre si quanio a

sequéncia de aminoacidos de sua estrutura proteica (BYLUND et al.,1994), quanto &
afinidade a agonistas ¢ antagonistas adrenérgicos (BYLUND et al.,1994), € quanto ao
sistema de segundo mensageiro a que estdo acoplados: aumento de fosfatidil inositol e
célcio citoplasmaticos - receptores o1; diminui¢iio dos niveis intracelulares de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) - receptores o; ¢ aumento dos niveis intracelulares de
AMPc - receptores B (LANDS et al., 1967; LANDSBERG & YOUNG, 1992).

A resposta dos tecidos as catecolaminas ¢ resultante ndo s6 de sua interagio
com os receptores adrenérgicos, ¢ dos eventos intracelulares que se seguem a essa
interagdo, mas também da atividade dos sistemas de metabolizacdo das catecolaminas: a
recaptagdo neuronal e a capta¢io extraneuronal.

A noradrenalina € o principal substrato do sistema de recaptacio neuronal, no
qual as catecolaminas sdo recaptadas pelas terminagdes nervosas (SHORE, 1972;
SLOTKIN & BAREIS, 1980) e inativadas pela enzima monoamino-oxidase (MAQ)
(TRENDELENBURG et al., 1972; ABELL, 1987, TRENDELENBURG, 1991). No
segundo mecanismo, as catecolaminas séo captadas por células nio nervosas do tecido ¢
sdo metabolizadas por agfio da enzima catecol-orto-metil transferase (COMT), sendo a
isoprenalina e a adrenalina os principais substratos deste sistema (EISENFELD et al.,
1967; TRENDELENBURG & GRAEFE, 1975; TRENDELENBURG, 1978; BONISCH
et al., 1978; BONISCH, 1980).

Diversos fatores alteram a eficiéncia destes dois sistemas, entre os quais os
hormodnios esterdides. Em ratos, os principais inibidores da captacdio extraneuronal de
catecolaminas sdo a corticosterona e o estradiol (IVERSEN & SALT, 1970). MA et al.
(1993) demonstraram que o tratamento com estradiol pode diminuir em 35% a atividade
da MAO em células da linhagem SK-ER3 de neuroblastoma humano, enquanto que
SAARIKOSKI (1988) também observou diminui¢io da atividade da MAO e da COMT
em placenta humana por agdo do estriol e da progesterona.

Em ratas, a atividade da enzima MAQ, em diferentes orgaos, varia ao longo do
ciclo reprodutivo ou estral. Este caracteriza-se por apresentar uma duracio média de 4 a




dias ¢ ¢ formado por quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro, sendo o proestro a
fase ovulatoria (LONG & EVANS, 1922). Nos ovérios e adrenais, a atividade da MAO é
minima na noite entre o estro € o metaestro, ¢ € alta no diestro. No utero, a atividade desta
enzima atinge o pico no metaestro (HOLZBAUER & YOUDIM, 1973). No hipotalamo,
amigdala ¢ cortex frontal, a atividade enzimatica ¢ minima durante o diestro, ¢
progressivamente aumenta, chegando ao pico durante o estro (ZOLOVICK et al., 1966).

Diversos fatores, entre os quais variagdes da concentragio de agonistas
adrenérgicos, podem modular a fungfio dos adrenoceptores, alterando a sua densidade
e¢/ou afinidade ou ainda, interferindo com os componentes dos sistemas de segundos-
mensageiros ¢ seu acoplamento (DAVIES & LEFKOWITZ, 1984).

A resposta dos tecidos periféricos a estimulagfo adrenérgica também pode ser
substancialmente modificada por alteragdes de temperatura, composi¢io quimica do
plasma e niveis circulantes de varios hormonios (LANDSBERG & YOUNG, 1992), tais

como hormdnios tireoidianos (KUPFER et al., 1986), glicocorticoides (DAVIES &

LEFKOWITZ, 1984; MALBON & HADCOCK, 1988), estrégenos (ROBERTS et al.,
1977, FREGLY et al.,, 1978; ROBERTS et al., 1979; LEVIN et al., 1980; ROBERTS et
al., 1981; KLANGKALYA & CHAN, 1988; CONDON et al., 1989) ¢ progesterona
(KANO, 1982; MOAWAD et al., 1982; HATIJIS et al., 1988).

Alteragbes da sensibilidade adrenérgica também podem ser causadas pelas
modificagSes de natureza neural ¢ hormonal ligadas & reagiio de estresse. Observou-se
alteragfio da resposta cronotrépica as catecolaminas em étrios direitos isolados de ratos
submetidos a estresse por frio (HARRI et al., 1974; CALLIA, 1981; CALLIA & DE
MORAES, 1984), choque nas patas (BASSANI & DE MORAES, 1986; 1987),
imobilizagdo (CAPAZ & DE MORAES, 1988) ou natagio (SPADARI, 1985).

Em resposta ao estresse por 50 min de natacfio, a 35°C, atrios direitos isolados
de ratos machos desenvolveram supersensibilidade ao efeito cronotrépico da isoprenalina.
Esta alteragdo estd relacionada & inibicdio do sistema de captagdo extra-neuronal de
catecolaminas pela corticosterona (SPADARI et al., 1988). Por outro lado, apés trés
sessOes de natagdo, o tecido desenvolveu subsensibilidade A noradrenalina e a
isoprenalina, acompanhada por alteragfio da constante de dissociacdo do antagonista de
adrenoceptores 1, metoprolol (SPADARI & DE MORAES, 1988). A adrenalectomia
bilateral impediu o aparecimento de tais alteragdes, de modo que os autores concluiram
que os altos niveis plasmadticos de corticosterona, secretados em resposta ao estresse,
estavam relacionados, ao menos parcialmente, a tais alteragdes de sensibilidade.

NOURANI et al. (1992) demonstraram que o estresse por choque nas patas
determinou o desenvolvimento de supersensibilidade a isoprenalina, em 4trio direito
isolado de ratos, ¢ que este efeito era bloqueado por administragio de um antagonista dos

receptores citosolicos de corticosterona. A infusdo de um agonista destes receptores, a
ratos néo submetidos a estresse, induziu supersensibilidade a isoprenalina, demonstrando
novamente a participagio da corticosterona no processo de alteracio de sensibilidade as
catecolaminas. CAPAZ & DE MORAES (1988) demonstraram que também a




subsensibilidade do atrio direito 4 noradrenalina pode ser induzida por infusio de
corticosterona em animais normais, nfo submetidos a estresse.

Em atrios direitos isolados de ratas submetidas a estresse também foram
detectadas alteragbes de sensibilidade as catecolaminas, sendo estas dependentes da
intensidade e da frequéncia de apresentagiio do agente causador de estresse ¢ da fase do
ciclo estral (BENCHIMOL & SPADARI, 1992; MARCONDES & SPADARI, 1992;
RODRIGUES, 1993).

Atrios direitos isolados de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas
patas, em dias consecutivos, e sacrificadas em diestro, desenvolveram subsensibilidade a
noradrenalina e a adrenalina (BENCHIMOL & SPADARI, 1992), como havia sido
demonstrado em ratos submetidos ao mesmo protocolo experimental (BASSANI & DE
MORAES, 1986; 1987). Por outro lado, quando as ratas, apos trés sessoes de choques,
foram sacrificadas no estro, nio houve alteragio de sensibilidade as catecolaminas

(BENCHIMOL & SPADARLI, 1992).

RODRIGUES et al. (1993) demonstraram que o estresse por uma sessio de
natagdo, a 35°C, determinou o desenvolvimento de supersensibilidade & isoprenalina, em
atrios direitos isolados de ratas em diestro, a qual estava relacionada aos niveis
plasmaticos de corticosterona.

Além disso, foi demonstrado que, em ratas normais, niio submetidas a estresse,
a sensibilidade do tecido atrial, & adrenalina, ¢ maior durante o proestro em relacfo as
demais fases do ciclo estral (RODRIGUES et al., 1995). As autoras sugeriram que esta
alteragdo era resultante da inibigio do sistema de captagio extraneuronal das
catecolaminas pela corticosterona, cujos niveis atingiram o pico também durante o
proestro (RODRIGUES et al., 1993).

Em ratos normais, os niveis plasmaticos de corticosterona apresentam grandes
flutuagdes circadianas. Sendo um animal de hébito noturno, o rato apresenta o seu mais
alto nivel plasmatico de corticosterona antes do inicio do periodo de escuro, enquanto que
0s niveis mais baixos sio observados pela manhd (TORRELLAS et al., 1981).

Ratos e ratas apresentam grandes diferencas quanto ao ritmo circadiano de
secregdo de corticosterona, ACTH ¢ fator liberador de corticotrofina hipotalamico
(HIROSHIGE & WADA-OKADA, 1973). Em ratas, os niveis plasméticos de
corticosterona, bem como aqueles do ACTH, de gonadotrofinas e dos esteroides gonadais
variam em consonancia com as fases do ciclo estral (FREEMAN, 1988).

Analisando ratas normais, RAPS et al, (1971), PHYLLIPS &
POOLSANGUAN (1978) ¢ BARON & BRUSH (1979) detectaram os maiores niveis
plasmaticos de corticosterona durante o proestro em relagdo as demais fases do ciclo.
Além desta diferenga também foram detectadas concentragdes mais clevadas de
corticosterona no diestro (BARON & BRUSH, 1979) e no metaestro (RODRIGUES et
al., 1992), em relag@o ao estro.

Em ratos adultos, a secrecio de ACTH e de corticosterona durante a reagdo de
estresse difere entre machos e fémeas devido as miultiplas a¢Bes exercidas pelos
androgenos e estrogenos em diferentes niveis do eixo hipotilamo-hip6fise-adrenal (LE




MEVEL et al., 1982; DUPOUY et al., 1987). Em resposta a imobilizagdo (HALEEM et
al., 1988), a exposigdo 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. Apos a exposigio ao éter, esta elevagdo foi mais duradoura
em fémeas do que em machos, embora a vida média da corticosterona no plasma de ratas
seja menor do em ratos (KITAY, 1961). Este autor sugeriu que a hipofise de ratas poderia
apresentar uma maior secregdo de ACTH em resposta a estimulos estressantes.

Foi demonstrado também que o diproprionato de estradiol potencializa o efeito
do ACTH sobre o peso da glandula adrenal, ¢ que a metil-testosterona apresenta efeito
contrario. Este autor sugeriu que o estradiol poderia agir ac mesmo tempo sobre a
secre¢do hipofisiria de ACTH e sobre a sensibilidade da adrenal a este horménio
(GOMPERTZ, 1958).

COYNE & KITAY (1969) relataram que a velocidade de sintese de ACTH,
medida pela incorporagdo de ''C-fenilalanina a nivel hipofisario, diminuiu apds
ovariectomia e que a inje¢do de estradiol restabelece a velocidade normal.

Além disso, a administragdo de estradiol a ratas (BURGESS & HANDA,
1992} e a ratos castrados (HANDA et al., 1994), resultou em maior secrecio de
corticosterona em resposta a estimulos estressantes em relagdo a animais que ndo
receberam terapia hormonal substitutiva ou que foram tratados com testosterona.

Na hipéfise, a densidade de receptores para glicocorticoides e para
mineralocorticoides é menor em ratas do que em ratos. Em animais castrados ndo ha
diferenca. Porém em ratas castradas e tratadas com estrogeno o efeito da castragio é
revertido (TURNER, 1990). Esta autora também demonstrou que o nivel de receptores
hipofisarios para corticosterdides estdo sujeitos a 20% de “down-regulation” pelos niveis
circulantes de estrogeno. Estes dados parecem indicar que o menor niimero de receptores
em fémeas poderia explicar a reduzida sensibilidade & retro-alimentagdo negativa dos
glicocorticoides a nivel da hipofise (TURNER, 1990).

As fases do ciclo estral também influenciam a reacfio de estresse. A exposicao
a choques nas patas (POLLARD et al., 1975) ou a imobilizagio (VIAU & MEANEY,
1991), durante o proestro, resultaram em aumentos maiores nos niveis plasmaticos de
corticosterona do que durante o estro ou o diestro. J4 BARON & BRUSH (1979)
observaram aumento significativo na corticosterona plasmatica, ap6s estresse por
imobilizagdo, apenas durante o estro.

Em varios tecidos, foram observados efeitos dos glicocorticoides e dos
esterGides ovarianos sobre a resposta as catecolaminas ou diretamente sobre o0s receptores
adrenérgicos.

MANO et al. (1979) observaram que a administracdo cronica de
hidrocortisona determinou um aumento de 70% na densidade de receptores  f-
adrenérgicos e diminuigdo da afinidade dos mesmos pelo  antagonista
iodohidroxibenzilpindolol, em membranas pulmonares de ratos. Por outro lado, a
adrenalectomia resultou em diminuigio de 29% no nimero destes receptores sem
alteragdio da afinidade dos mesmos pelo antagonista. Este efeito for revertido pela




administra¢do de hidrocortisona. Em células de pulm@o humano (linhagem VA,), o efeito
deste glicocorticdide sobre o nimero dos receptores B-adrenérgicos foi semelhante
(FRASER & VENTER, 1980).

Também foi observado aumento na densidade de receptores B,-adrenérgicos
induzido pelo cortisol, ¢ pelos glicocorticoides sintéticos dexametasona e “triamcinolone
acetonide”, na linhagem de células DDT, MF-2 derivadas de miosarcoma de canal
deferente de hamster. O efeito da testosterona foi semeclhante porém menos intenso
(NORRIS et al., 1987).

O namero de receptores B-adrenérgicos no utero de ratas ¢ maior durante o
estro e o proestro (KRALL et al., 1978), sugerindo um papel dos esterdides sexuais na
regulagdo destes receptores,

O tratamento com estradiol induziu um aumento no nimero de receptores o-
adrenérgicos ¢ supersensibilidade & noradrenalina em utero (ROBERTS et al., 1977;

1981) ¢ bexiga urindria de coelhas (LEVIN et al., 1980) ¢ em neurdnios hipotalimicos

secretores do fator liberador do horménio luteinizante (LHRH) de cobaias fémeas
(CONDON et al., 1989). Em plaquetas de coethas, o efeito foi inverso (ROBERTS et al.,
1979). Da mesma forma, a administragio aguda intra-venosa de estrégenos a ratos
machos inibiu as respostas vasculares & noradrenalina “in vivo” e “in vitro” ( KONDO et
al., 1980).

Por outro lado, o tratamento com estradiol resultou em aumento na densidade
dos receptores B-adrenérgicos uterinos de cobaias (HATIIS et al., 1988), mas diminuiu a
resposta termogénica 4 noradrenalina em tecido adiposo marrom, em ratos machos
(PUERTA et al, 1993). Em tecido cardiaco, a ovariectomia, seguida de terapia
substitutiva com estradiol e progesterona, resultou em aumento na densidade de
receptores  fB-adrenérgicos, com diminui¢do da afinidade pelo radioligante
(KLANGKALYA & CHAN, 1988). Receptores de estradiol foram detectados nos atrios e
auriculas de ratas (STUMPF & SAR, 1977).

A progesterona também alterou a densidade de receptores B-adrenérgicos no
cortex frontal de ratas (MAGGI et al., 1985) e no ttero (KANO, 1982).

Em ratas, os menores niveis de estradiol sio observados durante o estro,
ocorrendo aumento no metaestro para atingir o pico no proestro (BROWN-GRANT et al.,
1970; NAFTOLIN et al,, 1972; DUPON & KIM, 1973; BUTCHER et al., 1974; SHAIKI
& SHAIKI, 1975; FREEMAN, 1988). Quanto a progesterona, ocorre um pico durante o
metaestro ¢ outro durante o proestro, sendo os menores niveis observados durante o
diestro (HASHIMOTO et al., 1968; BUTCHER et al., 1974; NEQUIN et al., 1979;
FREEMAN, 1988). DUPON & KIM (1973) detectaram um pico na secreciio de
testosterona durante o proestro.

A relaglio entre os niveis plasmaticos de corticosterona e dos hormonios
sexuais parece ser muito complexa. KAMEL & KUBAJAK (1987) demonstraram que a
corticosterona diminuiu o efeito estimulatorio do estradiol, ¢ aumentou o efeito inibitorio
da testosterona, sobre a secre¢do de LH em hipdfise de ratas, “in vitro”. Estes resultados e
a demonstracdo de que os esterdides sexuais alteram a secrecdo de ACTH e de




corticosterona em resposta ao estresse (BURGESS & HANDA, 1992; HANDA et al.,
1994) sugerem que os eixos hipotdlamo-hipofise-adrenal e hipotalamo-hipofise-gonadas
estdo intimamente interrelacionados.

Assim sendo, e considerando que, em ratos, o estresse é acompanhado de
alteragdes de sensibilidade do dtrio direito as catecolaminas; que estas alteragBes
dependem da presenca dos altos niveis de corticosterona; que ratas apresentam oscilagdes
dos niveis basais deste horménio durante o ciclo estral bem como durante a exposigio a
estimulos estressantes, nosso objetivo, neste trabalho, foi estudar os efeitos do estresse
sobre a sensibilidade do atrio direito as catecolaminas, considerando a influéncia do sexo
e das fases do ciclo estral.




2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia do sexo e das fases do ciclo
estral sobre os efeitos do estresse em ratos.

Para isto, nos propusemos a:

1) Analisar a sensibilidade s catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e
isoprenalina) de atrios direitos isolados de ratos machos, ratas em estro e em diestro
submetidos ao estresse por natagio.

2) Dosar os niveis plasmaticos de corticosterona de ratos machos e de ratas em
estro ¢ em diestro submetidos  natagdo;

3) Avaliar a relagiio entre as alteragdes de sensibilidade adrenérgica, os niveis
plasmaticos de corticosterona, o sexo e a fase do ciclo estral dos animais submetidos 2
natacao.




3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com 105 a 120 dias de idade, fémeas pesando
entre 175 e 250 gramas, ¢ machos pesando entre 300 e 400 gramas, fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas. Os animais foram
mantidos no Departamento de Fisiologia e Biofisica, alojados em gaiolas coletivas, com
5 animais no maximo em cada gaiola, em sala climatizada (22 £ 2°C) ¢ com ciclo
claro/escuro de 12/12 h (luzes acendendo as 7:00 h). Receberam, durante todo o periodo,
agua e ragfo para ratos (Purina) a vontade.

Os animais foram pesados no inicio da manipulagéo e imediatamente antes da

primetra sesséo de natagfo.

3.2. Determinacio das fases do ciclo estral

A determinagio das fases do ciclo estral foi feita diariamente entre 7:00 e
9:30 h, por meio de esfregago vaginal, durante oito dias consecutivos (dois ciclos), no
minimo. Desprezaram-se as ratas que apresentaram ciclos irregulares, caracterizados por
auséncia ou permanéncia em uma das fases além do periodo médio normal
(DRICKAMER, 1987). As ratas apresentando ciclos de 4 dias (proestro, estro, metaestro,
diestro) foram utilizadas (SMITH et al., 1973). Nos dias em que os animais foram
submetidos ao estresse, o esfregaco vaginal foi realizado imediatamente antes da natago.

Devido & realizagdo do esfregago vaginal, as fémeas habituam-se a
manipulagdo. Para eliminar esta varidvel, os machos também foram manipulados,
durante um minimo de oito dias, antes de serem utilizados.

3.3. Estresse por natacéo

Os animais dos grupos experimentais foram submetidos 4 natacdo em um
tanque de vidro medindo 100x50x60 cm, contendo dgua a 30 + 1°C, em uma
profundidade suficiente para que os animais nfo apoiassem a cauda no fundo do tanque
(35 cm para fémeas e 40-45 cm para machos). O estresse foi aplicado entre 7:20 e
10:10 h.

Utilizamos dois modelos de estresse:

O ESTRESSE UNICO, que consistiu em uma sessdo de natagiio com duracio de
30 ou 50 min aplicados em ratos machos, ratas em estro € em diestro. Os experimentos
farmacologicos foram realizados imediatamente apés a sessdo de natagfo.
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No ESTRESSE REPETIDO, 0s animais foram submetidos a trés sessdes de
natagdo aplicadas em dias consecutivos, com duracfo de 5, 15 e 30 min, respectivamente.
ApOs a primeira e/ou segunda sessdes de natagdo (19 e 2° dias), os animais foram
mantidos em ambiente aquecido, onde permaneceram por cerca de 45 minutos, até
estarem secos, retornando em seguida para suas gaiolas. Os experimentos farmacologicos
foram realizados imediatamente ap6s a terceira sessdo de natacfio, no 3° dia. De acordo
com dados anteriores, trés sessdes de natagdo ndo provocam alteragio no ciclo
reprodutivo. Assim sendo, em fémeas, os grupos controle foram formados de acordo com
a fase do ciclo estral do grupo experimental no terceiro dia, como estd indicado na
tabela 1.

Os animais dos grupos controles ndo foram submetidos a nenhum tratamento
diferencial em relagdo aos grupos submetidos & natagfio, excetuando-se a ndo aplicagio
do estimulo estressante,

Tabela 1. Fases do ciclo estral de ratas submetidas ao estresse repetido.

Protocolo Experimental N°de Grupos Submetidos Grupos
sessdes a Natagéio ® Controles *
ESTRO
5, 15 ¢ 30 min 3 D,PekE E
DIESTRO
5, 15 e 30 min 3 E.MeD D

? Fases do ciclo estral: Estro (E), Metaestro (M), Diestro (D) e Proestro (P).

3.4. Atrio direito isolado

Imediatamente apds as sessdes de natagdo, os animais foram sacrificados com
um golpe na cabega seguido de sec¢do dos vasos cervicais. O térax foi aberto e o coragfo
removido. O atrio direito foi excisado e preparado para registro isométrico das
contragdes espontdneas, sob tensao diastélica de 0.5gf, em cdmara para érghios isolados,
contendo 20 m! de solug@io de Krebs-Henseleit, com a seguinte composigio [mM]: NaCl
115,0; KCI 4,7; CaClp.2Hp0 2,55 KHpPOy4 1,2; MgSOy4 . THHO 2.5; NalCO3 25,0;
glicose 11,0; acido ascdrbico 0,11. Este tltimo foi adicionado para diminuir a oxidagfo
das catecolaminas, durante a obteng¢fio das curvas concentragio-efeito. O liquido de
incubagdo foi borbulhado continuamente com 95% de 09 e 5% de CO7 e a temperatura




11

mantida a 36,5 + 0,1°C, com auxilio de uma bomba de perfusio. Para registro das
contragdes esponténeas foi utilizado um transdutor isométrico de tensfio Narco Bio -
System, modelo F-60, acoplado a um poligrafo Narco Bio - System, modelo DMP-4.

A estabilizagio da frequéncia do atrio direito isolado ocorreu entre 30 e 45
min apés a montagem da preparagdo e foi determinada por variagdes de frequéncia
menores que 3 batimentos por minuto (bat/min), durante 15 min, com contagens
sucessivas a cada 5 m. Atrios que apresentaram irregularidades ritmicas, ou que ndo
estabilizaram sua frequéncia apés 60 min de incubagio foram descartados. Durante o
periodo de incubagdo, o liquido foi substituido a intervalos de 15 minutos.

3.5. Curvas dose-resposta

Ap0s o periodo de estabilizagdo, foram obtidas curvas dose-resposta para a
isoprenalina, noradrenalina ou adrenalina.

De acordo com dados anteriores, a realizagdo de até trés curvas dose-resposta
em um mesmo atrio nfio provoca dessensibilizagdo da preparagdo. Assim, sempre que
possivel, as curvas aos trés agonistas foram obtidas no mesmo atrio. Ao final da curva
dose-resposta & isoprenalina, o tecido era lavado com solugdo de Krebs-Henseleit até que
a frequéncia retornasse ao nivel obtido antes da realizagdo da curva. Atrios que ndo
retornaram a esta frequéncia nao foram utilizados para a realizacfio de outras curvas.

Foi utilizado o método cumulativo e os incrementos sucessivos da
concentrago molar do agonista foram de 0,5 unidade logaritmica. A resposta maxima foi
determinada quando trés concentragdes sucessivas e crescentes do agonista nio alteraram
a resposta obtida com a concentra¢io imediatamente anterior.

A sensibilidade do atrio direito foi avaliada pela determinagdo do valor pDo,
que corresponde ao logaritmo negativo da concentragdo molar do agonista que determina
50% do efeito maximo, em experimentos individuais. Os valores pD, foram expressos
como medias aritméticas, com seus respectivos erros padres.

3.6. Coleta de sangue

Para a dosagem dos niveis plasmaticos de corticosterona, outros animais
foram submetidos a natag#o.

No modelo de ESTRESSE UNICO, ratos machos, ratas em estro ¢ em diestro
foram submetidos a uma sessdo de natagio com duragdo de 5, 15, 30 ou 50 min de
natacdo, sendo anestesiados em seguida.

No ESTRESSE REPETIDO, os animais foram anestesiados apés uma (5 min),
duas (5 e 15 min) ou trés (5, 15 e 30 min) sessdes de natagdo, aplicadas em dias
consecutivos. Para fémeas, 0s grupos controles foram determinados de acordo com a fase
do ciclo estral das ratas submetidas a natagdo, com esta indicado na tabela 2. Os grupos
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submetidos a um sessdo de nata¢o (Smin) correspondem aos grupos “5 min” do modelo
de estresse unico.

Tabela 2: Fases do ciclo estral de ratas submetidas ao estresse repetido.

Protocolo Experimental N°de Grupos Submetidos Grupos
sessdes a Nataggo ® Controles *

ESTRO

5 min | E E

3, 15 min 2 D,P P

J, 15 e 30 min 3 D,PeE E
DIESTRO

S min 1 D D

5, 15 min 2 EM M

5, 15 e 30 min 3 E,M,D D

® Fases do ciclo estral: Estro (E), Metaestro (M), Diestro (D) e Proestro (P).

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (Hipnol). O
anestésico foi dissolvido em uma solugio de NaCl a 0,9% e alcool etilico na proporgio
de 3:1 (v/v) e administrado por via intraperitoneal (75 mg/kg) entre 8:00 ¢ 10:10 h. Apos
anestesia, os animais foram mantidos proximos a um aquecedor a fim de evitar
hipotermia. A temperatura retal dos animais foi monitorada durante o periodo de
anestesia.

Para eliminar o efeito da injegdo sobre os niveis plasmaticos de corticosterona,
a coleta de sangue foi realizada 40 min ap6s a administragdo do anestésico (LESCOAT et
al., 1970). Por meio de laparotomia, foram coletados aproximadamente 3 ml de sangue
da veia renal esquerda, com seringa previamente heparinizada. O mesmo foi centrifugado

por 15 min a 10.000 r.p.m., e o plasma foi separado e estocado a -20°C até o momento da
dosagem.

MHEE & wd
BB PR DR TR AL
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3.7. Dosagem das concentragdes plasmaticas de corticoste-
rona

Para a determinacdo dos niveis plasmaticos de corticosterona utilizamos o
método  fluorimétrico de ZENKER & BERNSTEIN (1958) modificado por
MATTINGLY (1962).

Os esterdides foram extraidos do plasma em diclorometano. A adi¢do de
NaOH 0,1 N garantiu a destruigdo dos outros esterdides plasmaticos. A corticosterona foi
convertida em um produto fluorescente pela adigfo de uma mistura acido sulfirico:etanol
(7:3, viv). A fluorescéncia foi medida em espectrofotofluorimetro Perkin - Elmer,
modelo 204-a, nos comprimentos de onda de 475 nm para excitagdo ¢ 520 nm para
emissdo. Para cada leitura foram feitas corregdes usando-se "brancos" e padrdes

adequados. As amostras foram analisadas em duplicata.,

3.8. Farmacos e Solucdes

Analises Farmacoldgicas:

Para a solugdo de Krebs-Henseleit foram utilizados sais de padrio analitico
(A.C.5.)) e dgua deionizada.

Os farmacos utilizados foram Adrenalina, Noradrenalina e Isoprenalina
(Sigma Chemical Co).

As solugdes-estoque foram preparadas em solugfio aquosa de acido ascorbico
a 2% e armazenadas a -20°C, por uma semana. As dilui¢des foram feitas em solucéo de
Krebs-Henseleit imediatamente antes do uso, e descartadas em seguida.

Coleta de sangue:
O anestésico utilizado foi o pentobarbital sodico (Hipnol - Laboratério
Cristalia), e como anticoagulante utilizamos heparina (Liquemine - Roche),

Dosagem de Corticosterona:

Corticosterona (Sigma Chem.Co)

Diclorometano (Merck S.A.)

Hidroxido de sédio (Quimica Moderna)

Etanol 95% (Merck, S. A))

Acido sulfiirico 96% (Carlo Erba)

A solugdo-estoque de corticosterona foi preparada em etanol absoluto e
estocada a -20°C,
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3.9. Analise estatistica

Analise de Varidncia monofatorial, seguida do Teste de Tukey para
comparagdes multiplas de médias foi utilizada para:

a) comparar os valores de frequéncia inicial, resposta maxima, pD, e niveis
plasmaticos de corticosterona do grupos controle entre si (machos, fémeas em estro ou
em diestro nfo submetidos a estresse);

b) analisar o efeito do estresse sobre a resposta as catecolaminas e os niveis
plasméticos de corticosterona apds uma sessio de natacio, em animais do mesmo sexo
e/ou na mesma fase do ciclo estral;

¢) avaliar o efeito do estresse sobre os niveis plasmaticos de corticosterona em
animais submetidos a trés sessdes de natagdo.

O Teste t de Student foi utilizado para analisar o efeito do estresse sobre a

resposta as catecolaminas apos trés sessdes de natagdo, em animais do mesmo sexo e/ou
na mesma fase do ciclo estral.

Para grupos que nio apresentaram homogeneidade de varidncia, foi realizada
transformagdo logaritmica dos dados antes da aplicagio dos testes estatisticos (BOX et

al., 1978; ZAR, 1984).
As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas ao nivel
de 5%.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos serdio apresentados a seguir e os efeitos do estresse
Unico e do estresse repetido serfio analisados separadamente.

Nas curvas dose-resposta o eixo das ordenadas apresenta a resposta do tecido
em porcentagem da resposta maxima quando os grupos ndo apresentaram diferengas
nestes valores. Havendo alteracdo de resposta maxima, a ordenada esta expressa em
batimentos por minuto. No eixo das abcissas estdo representadas as doses do agonista
utilizado, em logaritmo negativo da concentragéio molar.

4.1. Estresse Gnico

4.1.1. Frequéncia inicial

Para a andlise da frequéncia inicial, foram utilizados os dados obtidos apos a
montagem ¢ estabilizagdo da preparacdo, ¢ imediatamente antes do inicio da primeira
curva dose-resposta. Estes dados sdo apresentados na tabela 3. Néo houve diferenca de
frequéncia inicial entre os animais dos grupos controles.

Atrios direitos isolados de machos e de fémeas em estro submetidos a natacio
ndo apresentaram alteragfio de frequéncia inicial. Entretanto, atrios direitos isolados de
fémeas submetidas & natagdo durante o diestro apresentaram diminuigiio da frequéncia

inicial apos uma sessdo de 30 min de natagdo em relagiio ao grupo controle (tabela 3).
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Tabela 3 - Frequéncia inicial de atrios direitos isolados de ratos, ratas em estro e
ratas em diestro submetidos a uma sessdo de natac#io.

Grupo Tempo de N* FI°
natagfo (bat/min)
MACHO Controle 6 272407
30 min 6 263 + 09
50 min 5 278+ 11
ESTRO Controle 6 2904 15
30 min 6 2704+ 05
50 min 9 251 +11
DIESTRO Controle 6 285+ 08
253 4 07 *
30 min 7
270 + 06
50 min 7

? Nomero de animais. Frequéncia inicial em batimentos por minuto
(média =+ erro padrio). * Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle
(p<0,05; Teste de Tukey).

4.1.2. Sensibilidade a isoprenalina

Na tabela 4 s@o apresentados os dados de resposta maxima e pD,
isoprenalina em atrios direitos isolados de ratos machos, fémeas em estro ou em diestro
submetidos a uma sessdo de 30 ou 50 min de natagdio, e na figura 1 sdo ilustradas as
respectivas curvas dose-resposta.

Entre os grupos controles, dtrios direitos isolados de fémeas em estro

apresentaram resposta maxima a isoprenalina menor do que aqueles isolados de machos

ou de fémeas em estro (tabela 4), sem diferenca de sensibilidade do tecido a esta

catecolamina.
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Nao houve alteragiio de resposta maxima ou de sensibilidade & isoprenalina
em atrios direitos isolados de ratos e de ratas em diestro submetidos a uma sessio de
natacdo (figuras 1a e 1b).

Entretanto, atrios direitos isolados de ratas em estro submetidas ao estresse
tnico desenvolveram subsensibilidade & isoprenalina em relagio ao grupo controle. Apbds
a sessdo de 30 min a curva dose-resposta & isoprenalina apresenta um desvio de 2 vezes a
direita em relagfio ao controle (F = 4,44; p = 0,088). Apés a sessdo de 50 min de natacio,
a subsensibilidade passa a ser significativa (p<0,05) e caracteriza-se por um desvio a

direita de 2,24 vezes da curva dose-resposta & isoprenalina (figura 1b).

Tabela 4 - Resposta maxima e pD, da isoprenalina em atrios direitos isolados de ratos,
ratas em estro e ratas em diestro submetidos a uma sessio de natagio.

Grupo Tempo de N? Rm” pDy’
natacio (bat/min)
MACHO Controle 6 198 + 07 8,69 + 0,05
30min 6 177 =14 8,90 + 0,08
50min 5 172+ 11 8,78 + 0,08
ESTRO Controle 6 138+ 127 8,83 = 0,10
30min 5 194 + 15 8,51 £ 0,10
50min 7 200+ 21 8,48 = 0,08 *
DIESTRO Controle 6 170 + 04 1 8,74 £0,03
30min 6 188+ 12 8,60+ 0,15
50min 7 187+ 19 8,54 =+ 0,09

* Nimero de animais. ° Resposta Maxima (média + erro padrio). © Valores pD2 (média + erro
padrdo). * Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle (p<0,05; Teste de Tukey).
T Estatisticamente diferente do grupo macho controle. 1 Estatisticamente diferente do grupo estro
controle (p<0,05; Teste de Tukey).
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Figura 1 - Curvas dose-resposta & isoprenalina (ISO) em étrios direitos isolados de ratos
machos (la), ratas em estro (1b) e ratas em diestro (Ic) submetidos a uma
sessdo de 30 ou de 50 min de natagfio. * indica diferenca estatistica em
relagdo ao grupo controle nos valores de pD; (p<0,05; Teste de Tukey).
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4.1.3. Sensibilidade a noradrenalina

A tabela 5 apresenta os valores de resposta méxima a noradrenalina e
respectivos pD, de étrios direitos isolados de ratos machos, ratas em estro ou em diestro
submetidos a uma sessdo de natagdo.

A comparagdo entre animais dos grupos controles (tabela 5) mostrou que
atrios direitos isolados de ratas em diestro apresentaram resposta méaxima a noradrenalina
menor do que o tecido isolado de ratos machos. A andlise dos valores pD, desta
catecolamina demonstrou que atrios direitos isolados de ratas em estro apresentaram-se
subsensiveis quando comparados aqueles de ratos machos, e o tecido isolado de ratas em
diestro apresentou-se supersensivel em relagio aquele isolado de ratas em estro
(tabela 5).

O estresse por uma sessdo ndo resultou em alteragGes de resposta méaxima ou
de sensibilidade & noradrenalina em atrios direitos isolados de ratos ou de ratas em

diestro (figuras 2a ¢ 2b).

Entretanto, o estresse dnico determinou o desenvolvimento de
subsensibilidade a esta catecolamina em atrios direitos isolados de ratas em diestro. Foi
observado um desvio a direita de 2,9 vezes (F = 4,63; p = 0,086) na curva dose-resposta
apés uma sessfo de 30 min, que tornou-se significativo apos a sessdo de 50 min (figura
2¢). Neste caso o desvio foi de 3,8 vezes (p<0,05), em relagio ao respectivo grupo
controle (figura 2¢).

A sensibilidade a noradrenalina foi semelhante em 4trios direitos isolados de

ratas controles em estro e submetidas a 50 min de natacfio durante o estro ou o diestro
(tabela 5).




Tabela 5 - Resposta méaxima e pD, da noradrenalina em atrios direitos isolados de
ratos, ratas em estro e ratas em diestro submetidos a uma sessio de

nataco.

Grupo Tempo de N* RM" pD,°
natacfo {(bat/min)

MACHO Controle 6 200+ 07 7,44 £ 0,07
30min 6 182+13 749 £ 0,15
50min 5 188 & 10 7,34 + 0,26

ESTRO Controle 7 176 £ 13 7,01 £ 0,137
30min 5 184+18 727 + 0,16
50min 7 176 £ 09 7,07 £ 0,16

DIESTRO Controle 6 152+ 1371 7,67 £0,11 97
30min 6 187 £ 09 7,21 £0,16
50min 6 173 £ 17 7,09 £ 0,16 *

* Namero de animais. ° Resposta Maxima (média = erro padrio). © Valores pD7 (média + erro
padrao). * Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle (p<0,05; Teste de Tukey).
i Estatisticamente diferente do grupo macho controle (p<0,05, Teste de Tukey); 1
Estatisticamente diferente do grupo estro controle (p<0,05; Teste de Tukey).
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Figura 2 - Curvas dose-resposta & noradrenalina (NA) em atrios direitos isolados de
ratos machos (2a), ratas em estro (2b) e ratas em diestro (2¢) submetidos a
uma sessdo de 30 ou de 50 min de natagfo. * indica diferenca estatistica em
relagéio ao grupo controle nos valores de pD, (p<0,05; Teste de Tukey).
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4.1.4. Sensibilidade a adrenalina

Como esta ilustrado na tabela 6, atrios direitos isolados de ratas controless em
estro ou diestro apresentaram resposta méxima a adrenalina menor do que aqueles
isolados de ratos machos. Ainda comparando animais ndo submetidos a estresse, o tecido
isolado de ratas em diestro apresentou-se supersensivel a adrenalina quando comparado
aquele de ratas em estro (tabela 5).

Em machos ¢ em fémeas em estro, o estresse por uma sessio de natagio ndo
resultou em alteragéio de resposta maxima ou de sensibilidade a esta catecolamina (tabela
6 e figuras 3a e 3b).

Intretanto, quando o estresse foi aplicado durante o diestro, houve um
aumento da resposta maxima & adrenalina ap6s uma sessdo com duragdo de 30 e de 50
min de natago, em relagio ao grupo diestro controle (tabela 6). Foi observado também o
desenvolvimento de subsensibilidade a adrenalina em atrios direitos isolados de ratas em

diestro submetidas a 50 min de natagdo. Esta subsensibilidade ¢ caracterizada por um
desvio de 3 vezes a dircita na curva dose-resposta a este agonista, em relagio ao
respectivo grupo controle (figura 3¢).

Além disso, os valores pD, da adrenalina em atrios direitos isolados de ratas
submetidas a 50 min de natagio durante diestro ndo diferiram daqueles observados no
tecido isolado de ratas em estro controles ou submetidas ao mesmo protocolo
experimental (tabela 6).
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Tabela 6 - Resposta méxima e pD, da adrenalina em &trios direitos isolados de ratos,
ratas em estro e ratas em diestro submetidos a uma sessio de natagio.

Grupo Tempo de N* RM" pD,*
natacio (bat/min)

MACHO Controle 6 213209 7,16 £ 0,08
30min 6 180 + 14 7,28 = 0,09
50min 5 196 £ 08 7,28 + 0,07

ESTRO Controle 10 16510 1 7,01 + 0,09
30min 5 190+ 19 7,02 £ 0,06
50min 6 168 + 09 6,80 = 0,13

DIESTRO Controle 6 142+ 09 1 7,38 £ 0,00 1
30min 5 196 +12% 7,28 +£0,13
50min 6 00+10" OS2 EOIE

* Nimero de animais. " Resposta Maxima (média + erro padriio). © Valores pD2 (média + erro
padriio). * Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle (p<0,05; Teste de Tukey).
T Estatisticamente  diferente do grupo macho controle  (p<0,05; Teste de Tukey). i1
Estatisticamente diferente do grupo estro controle (p<0,05; Teste de Tukey).
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Figura 3 - Curvas dose-resposta 4 adrenalina (ADR) em atrios direitos isolados de ratos
machos (3a), ratas em estro (3b) e ratas em diestro (3¢) submetidos a uma
sessdo de 30 ou de 50 min de natagdio. * indica diferenca estatistica em
relagdo ao grupo controle nos valores de pD, (p<0,05; Teste de Tukey).
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4.1.5. Concentracdes plasmaticas de corticosterona

Na tabela 7 ¢ figura 4 sdo apresentados as concentragbes plasmaticas de
corticosterona de ratos, ratas em estro e em diestro submetidos ao estresse por uma
sessdo de natagdo. As concentragdes basais deste hormonio nio diferiram entre os grupos
controles (tabela 7).

A analise dos dados apresentados na tabela 7 e figura 4 permite observar que
houve diferenga entre machos ¢ fémeas no padrio de variagio das concentragdes
plasmaéticas de corticosterona em resposta a uma sessio de natagdo. Machos
apresentaram aumento de cerca de 3 vezes nas concentragdes plasmaticas de
corticosterona apés uma sessdo de 5 ou 15 min de natagfo, atingindo o pico (cerca de 6
vezes o valor basal) apos a sessdo de 30 min de estresse, retornando em seguida aos
niveis do controle (tabela 7 e figura 4a).

A clevaglo das concentragdes plasmaticas de corticosterona em ratas foi mais

rapida do que em ratos. Ratas em estro apresentaram o aumento maximo ap6s a sessio de
5 min de nata¢do (aumento de cerca de 6 vezes em relagfio ao controle). Esta elevagiio se
manteve apds uma sessdo de 15 e de 30 min. Ao final de 50 min de natacio, as
concentragbes plasmaticas de corticosterona apresentaram um aumento de cerca de 3
vezes em relagdo ao controle (tabela 7 e figura 4b).

Ratas em diestro apresentaram uma elevagiio das concentragdes plasmaticas
de corticosterona de mesma magnitude (cerca de 5 vezes) apds uma sessdo de 5, 15 e 30
min de natagdo. Apds a sessdo de 50 min, as concentragdes deste hormdnio
permaneceram elevadas (cerca de 3 vezes em relagdo ao grupo controle), como estd
indicado na tabela 7 e na figura 4c).

Destaca-se também o fato de que animais submetidos a estresse apresentaram,
geralmente, maiores coeficientes de variagio em relagio aos respectivos grupos controle
(tabela 7). O coeficiente de variagfio indica a variabilidade dos dados em cada grupo
analisado.
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Tabela 7 - Concentragdes plasmaticas de corticosterona de ratos, ratas em
estro e ratas em diestro submetidos a estresse por uma sessdo de

natacao.
Grupo Tempo de N* Corticosterona o\
natagdo [1g/100mI]" %)
MACHO
Controle 6 13£0,33 A 7
Smin 6 36£5,66 B 39
15min 6 44+ 6,68 BC 37
30min 6 77+7,08 C 22
50min 6 144520 A 90
ESTRO
Controle 6 10 £ 048 A 8
Smin 6 64 = 586 B 22
15min 6 54 £ 5,14 C 23
30min 5 52 £10,32 C 45
50min 6 33 £ 6,30 C 46
DIESTRO
Controle 5 15 + 1,68 A 29
Smin 6 73 £11,81 B 39
15min 6 76+ 13,47 B 43
30min 6 78+ 13,50 B 42
50min 5 47+ 3,14 B 15

% Ntmero de animais. b Valores médios acompanhados dos erros-padréo das
médias. © Coeficiente de variagio (desvio padrio + média). Letras diferentes
indicam grupos diferentes estatisticamente (p<0,05; Teste de Tukey). Para a
andlise estatistica, foi realizada transformagio logaritmica dos dados, porém os
mesmos sdo apresentados ndo transformados.
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Figura 4 - Concentra¢des plasmaticas de corticosterona de ratos machos (4a), ratas em
estro (4b) e ratas em diestro (4¢) submetidos a uma sesséo de 5, 15, 30 ou 50
min de natagdo. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre grupos

(p<0,05; Teste de Tukey). Para a analise estatistica, foi realizada

transformagdo logaritmica dos dados, porém os mesmos sdo apresentados

ngo transformados. Os erros-padrdo ¢ o niimero de animais em cada grupo

estdo indicados na tabela 7.
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4.2. Estresse repetido

Os dados referentes a sensibilidade as catecolaminas dos animais dos grupos
controles ja foram descritos anteriormente (item 4.1. Estresse tinico), serdo re-utilizados
para anélise do efeito do estresse repetido.

4.2.1.Frequéncia inicial

Na tabela & sdo apresentados os valores de frequéncia inicial de batimentos
apresentados por atrios direitos isolados de ratos machos, ratas em estro € em diestro
submetidos a trés sessdes de natagio aplicadas em dias consecutivos.

Em resposta ao estresse por trés sessdes de natagdo, ndo houve alteragfo de
frequéncia inicial em étrios direitos isolados de ratos e de ratas submetidas & primeira

sessdo durante o diestro e sacrificadas durante o estro (tabela 8).

Entretanto, atrios direitos isolados de ratas submetidas 4 primeira sessdo
durante o estro, e sacrificadas no diestro apresentaram diminui¢do de frequéncia inicial
quando comparados ao grupo controle (tabela 8). A frequéncia inicial deste grupo de
atrios néo diferiu daquela apresentada por atrios direitos isolados de ratas em diestro
submetidas a uma sesséio de 30 min de nata¢fo (253 + 7 bat/min, tabela 3).
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Tabela 8 - Frequéncia inicial de 4trios direitos isolados de ratos, ratas em
estro e ratas em diestro submetidos a sessdes repetidas de

natagdo.
Grupo Tempo de natacéio FI* (bat/min)
MACHO Controle 272 4+ 07
5,15,30 min 248 £ 08
ESTRO Controle 290+ 15
5,15,30 min 272 + 06
DIESTRO Controle 285+ 08
25508 *
5,15,30 min

" Frequéncia inicial em batimentos por minuto (média = erro
padrio).* Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle
(p<0,05; Teste t de Student). O nimero de animais foi igual a 6 para
cada grupo.

4.2.2. Sensibilidade a isoprenalina

Os valores de resposta maxima e pD, da isoprenalina de atrios direitos
isolados de ratos e ratas submetidos ao estresse repetido sdo apresentados na tabela 9 ¢
figura 5.

Nio houve alteracio de resposta maxima ou de sensibilidade & isoprenalina
em atrios direitos isolados de ratos machos e de ratas submetidas a trés sessdes de
natagdio ¢ sacrificadas durante o estro (figuras 5a e 5b). Entretanto, atrios direitos
isolados de ratas submetidas & primeira sessdo durante o estro, ¢ sacrificadas no
diestro, apresentaram aumento de resposta méaxima, sem alteracio de sensibilidade a
esta catecolamina (tabela 9 e figura 5¢).




Tabela 9 - Resposta maxima e valores pD, da isoprenalina em atrios direitos isolados
de ratos, ratas em estro e ratas em diestro submetidos a sessdes repetidas

de natac#o.
Grupo Tempo de RM* pDy°
natagio (bat/min)

MACHO Controle 198 £ 07 8,69 £ 0,05
5,15,30 min 202+ 15 8,88 + 0,13

ESTRO Controle 138+12% 8,83 + 0,10
5,15,30 min 173+ 12 8,86 + 0,10

DIESTRO Controle 176+ 04 8,74 + 0,04

#*

5,15,30 min 212412 8,73 40,09

® Resposta maxima em batimentos por minuto (média + erro padrio). ® Valores pD2 (média
+ erro padrdo). * Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle (p<0,05; Teste t de
Student). T Estatisticamente diferente dos grupos macho e diestro controle (p<0,05; Teste de
Tukey). O ntimero de animais foi igual a 6 em cada grupo.
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Figura 5 - Curvas dose-resposta 4 isoprenalina (ISO) em atrios direitos isolados de
ratos machos (5a), ratas sacrificadas em estro (5b) e ratas sacrificadas
em diestro (5¢) submetidos a estresse por sessdes repetidas de natagio.
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4.2.3. Sensibilidade a noradrenalina

Na tabela 10 e figura 6 sdo apresentados os dados referentes a sensibilidade a
noradrenalina de étrios direitos isolados de ratos e ratas submetidos ao estresse repetido.

Atrios direitos isolados de ratos machos e de ratas do grupo estro submetidos
a0 estresse repetido ndo apresentaram alteragbes de resposta méxima ou pD, 4
noradrenalina (figuras 6a e 6b). Entretanto, o tecido isolado de ratas submetidas 3
primeira sessdo de nata¢do durante o estro, ¢ sacrificadas no diestro, apresentou aurmento
de resposta méxima e subsensibilidade & noradrenalina em relagdo ao grupo controle
(razéio = 4,47 vezes, entre os valores pD,), como est4 ilustrado na figura 6c.

Néo houve diferenga entre os valores de pD, da noradrenalina obtidos em
atrios direitos isolados de ratas em estro controle ¢ aqueles de ratas submetidas a trés
sessOes de natagio e sacrificadas no diestro (tabela 10).

Tabela 10 - Resposta maxima e valores pD, da noradrenalina em 4trios direitos
isolados de ratos, ratas em estro e ratas em diestro submetidos a sessdes
repetidas de natagéio.

Grupo Tempo de N* RM" pDzb
natacgéo (bat/min)
MACHO Controle 6 200 £ 07 7,44 = 0,07
5,15,30 min 5 200 £ 09 7,21 £ 0,11
ESTRO Controle 7 176 £ 13 7,01 & 0,13 91
5,15,30 min 6 193 + 09 7,31 £ 0,06
DIESTRO Controle 6 152+ 137 7,67 0,11
* -+ *
3,15,30 min 6 207+ 10 703 0,11

Numero de animais. Resposta mdaxima em batimentos por minuto (média + erro padrio).
¢ Valores pD7 (média % erro padrdo). * Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle

(p<0,05; Teste t de Student). ¥ Estatisticamente diferente do grupo macho controle (p<0,05; Teste

de Tukey). 17 Estatisticamente diferente dos grupos macho e diestro controle (p<0,05; Teste de
Tukey).
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Figura 6 - Curvas dose-resposta & noradrenalina de atrios direitos isolados de ratos
machos (6a), ratas sacrificadas em estro (6b) ou em diestro (6¢)
submetidos a estresse por sessdes repetidas de natagfo. * indica
diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle (p<0,05; Teste t de
Student).
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4.2.4. Sensibilidade a adrenalina

Atrios direitos isolados de ratos machos e de ratas do grupo estro submetidos
a trés sessbes de nataglo ndo apresentaram alteragdes de resposta méaxima ou pD, da
adrenalina, como estd ilustrado na tabela 11 e figuras 7a e 7b.

Entretanto, étrios direitos isolados de ratas do grupo diestro apresentaram
aumento de resposta maxima e subsensibilidade & adrenalina (tabela 11). Esta
subsensibilidade caracterizou-se por um desvio de 3 vezes i direita da curva dose-
resposta (figura 7).

Néo houve diferenga entre os valores de pD, da adrenalina observados no
tecido isolado de ratas em estro controle e aqueles de ratas submetidas a trés sessdes de
natacdo e sacrificadas no diestro (tabela 11).

Tabela 11 - Resposta méxima e valores pD), da adrenalina em étrios direitos isolados de
ratos, ratas em estro e ratas em diestro submetidos a sessdes repetidas de

natagdo.
a b b
Grupo Tempo de N RM pD7
natacio (bat/min)
MACHO Controle 6 213 £ 09 7,16 + 0,08
5,15,30 min 6 213+ 10 7,12 £ 0,07
ESTRO Controle 10 165107 7,01 + 0,09
5,15,30 min 9 191 + 07 7.33 £ 0,18
DIESTRO Controle 6 142 £ 097 7,38 + 0,09 17
& *
5,15,30 min 6 205+ 17 6,90 & 0,07

“ Namero de animais. ° Resposta maxima em batimentos por minuto (média = erro padrio). © Valores
pD2 (média * erro padréio); * Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle (p<0,05; Teste t

de Student). ¥ Estatisticamente diferente do grupo macho controle (p<0,5; Teste de Tukey). T
Estatisticamente diferente do grupo estro controle (p<0,5; Teste de Tukey).
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Figura 7 - Curvas dose-resposta a adrenalina de atrios direitos isolados de ratos
machos (7a), ratas sacrificadas em estro (7b) e ratas sacrificadas em
diestro (7c) submetidos a estresse por sessdes repetidas de natacio.
*indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (p<0,05;

Teste t de Student).
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4.2.5. Concentragdes plasmaticas de corticosterona

As concentragdes plasmaticas de corticosterona dos animais submetidos a trés
sessOes de natagdo sdo apresentadas nas tabelas 12, 13 ¢ 14 ¢ figura 8.

Em ratos machos, as concentragbes plasmaticas de corticosterona
apresentaram uma elevagio de cerca de 3 vezes em relag@o ao animal controle apds a
primeira sesséo de natacfio (tabela 12). Apds a segunda e terceira sessdes o aumento foi
de cerca de 5 vezes o valor basal (tabela 12 e figura 8a). Este padrdo diferiu daquele
observado em ratas em estro ou em diestro submetidas ao mesmo tipo de estresse.

Ratas submetidas & primeira sessfio de natagdo durante o diestro e sacrificadas
no estro apresentaram clevacdo de cerca de 5, 2 e 3 vezes nas concentra¢des plasmaticas
de corticosterona ap6s uma, duas e trés sessdes de natagdo, respectivamente (tabela 13 e

figura 8b).
Quando as ratas foram submetidas & primeira sessdo no estro e sacrificadas no
diestro, as concentragdes plasmaticas deste horménio apresentaram elevacdes de cerca de

6, 4 ¢ 3 vezes ap0s a primeira, a segunda e a terceira sessdes, respectivamente (tabela 14 e
figura 8c).




Tabela 12 - Concentragdes plasmaticas de corticosterona de ratos submetidos
a trés sessoes de natagio.

Grupos Corticosterona [pg/100ml]*
0 min 1340,33
5 min 365,66 ¥
5,15 min 63+ 11,10 *
5,15,30 min 60+9,65 ¥

* Valores médios acompanhados dos erros-padrio. O nimero de
animais em cada grupo foi igual a 6. * Estatisticamente diferente
do grupo controle (p<0,05; Teste de Tukey). Para a analise

estatistica, foi realizada transformagiio logaritmica dos dados,
porém os mesmos sdo apresentados ndo transformados.

Tabela 13 - ConcentragBes plasmaticas de corticosterona (tg/100 ml) de ratas em
estro submetidas a estresse por sessdes repetidas de natacdo.

Grupos Controle® Natagdo®
5 min 15£1,68 (D) 73+ 11,81 (D) *
5,15 min 46+ 1,96 (P) 80+7,16 (D) *
5, 15, 30 min 10+048 (E) 34+234 (D,P,E) *

? Valores médios acompanhados dos erros-padrio. Entre parénteses ¢ indicada a fase do
ciclo estral: estro (E), metasstro (M), diestro (D), proestro (P). O ntimero de animais em
cada grupo foi igual a 6. * Estatisticamente diferente do respectivo grupo controle
(p<0.05; Teste de Tukey). Para a andlise estatistica, foi realizada transformacio
logaritmica dos dados, porém os mesmos sfo apresentados nfio transformados.

Tabela 14 - Concentragdes plasmdticas de corticosterona (ug/100 ml) de ratas em
diestro submetidas a trés sessdes de natagio.

Grupos Controle® Natacdo®
5 min 10£0,48 (E) 64+5386 (E) *
5,15 min 18£0,76 (M) 70+£920 (EM) ¥
5,15,30 min 15+ 1,68 (D) 40+854 (EMD) ¥

Legenda igual & da Tabela 13.
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Figura 8 - ConcentragGes plasmaticas de corticosterona de ratos machos (8a), ratas em
estro (8b) e ratas em diestro (8c) submetidos a trés sessbes de natacdio. O

numero de animais em cada grupo foi igual a 6. Letras diferentes indicam
grupos estatisticamente diferentes (p<0,05; Teste de Tukey). Para realizacio

da andlise estatistica, os dados sofreram transformagdo logaritmica, porém

sio apresentados néo transformados. Os erros-padriio estdo indicados nas
tabelas 12, 13 e 14.
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5. DISCUSSAO

A sobrevivéncia dos seres vivos ¢ assegurada por sua capacidade adaptativa.
Para que um organismo possa se adaptar a uma alteragio ambiental ou reagir a um
predador, por exemplo, ocorrem inimeras reagSes orginicas para que a sua homeostasia
ndo seja comprometida. Estas alterages fisiologicas constituem a reagdo de estresse e
sdo desencadeadas pelos mais diferentes estimulos ambientais, fisicos, psicologicos ou
sociais (SELYE, 1936; GRIFFIN, 1989; CHROUSOS & GOLD, 1992; FRANKS, 1994).

A exposi¢io de um animal a um estimulo desconhecido ou aversivo provoca
ativagdio do sistema nervoso simpatico, com maior liberagdio de catecolaminas, e
estimulagéio do eixo hipotdlamo-hip6fise-adrenal, resultando em aumento da secrecdo de
glicocorticoides. Estas substincias agem entfo no organismo a fim de que 0 mesmo reaja

ou fuja do agente estressor. Se a situagio se mantém ou se repete, estes mesmos

hormonios desencadeiam os processos adaptativos que permitem a convivéncia com a
situacdo aversiva.

Para o estudo da reagdio de estresse em ratos de laboratorio, diferentes
modelos experimentais tém sido utilizados, tais como a imobilizagdo, choques nas patas,
barutho ou natagéo.

A natagio, além de representar um agente estressante pelo exercicio fisico,
apresenta um forte componente emocional, relacionado & novidade que este estimulo
representa para animal e & impossibilidade de fuga, somada & iminéncia de morte
(OSTMAN-SMITH, 1979; COX et al., 1985; GARCIA-MARQUEZ & ARMARIO,
1987).

Ao ser colocado na agua pela primeira vez, o rato rapidamente passa a nadar
em torno das bordas do tanque, aparentemente procurando escapar. Depois de alguns
minutos seus movimentos passam a ser menos vigorosos e o animal passa a boiar, o
maior tempo possivel.

A reaglo de estresse envolve uma interagdo de respostas neuro-enddcrinas,
metabolicas e ajustes circulatérios, que podem incluir alteragdes de sensibilidade de
tecidos periféricos as catecolaminas, como ja foi observado em ratos submetidos 2
imobilizagdo (CAPAZ & DE MORAES, 1988), ao frio (CALLIA, 1981) ou a choques
nas patas (BASSANI & DE MORAES, 1986, BENCHIMOL & SPADARI, 1992;
VANDERLEI et al., 1995).

Trabathos anteriores, realizados em nosso laboratério, mostraram que 50 min
de natagiio, em A4gua aquecida a 35°C, determinou o desenvolvimento de
supersensibilidade do trio direito ao efeito cronotropico da isoprenalina em ratos
machos (SPADARI, 1985) e em ratas em diestro, sem alteragiio no estro (RODRIGUES,
1993). Por outro lado, 4trios direitos isolados de ratos machos, submetidos a trés sessdes
de natagdo, desenvolveram subsensibilidade ao efeito cronotrépico da isoprenalina,
noradrenalina e adrenalina (SPADARI, 1985).
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No presente trabalho, comparamos a resposta cronotropica do 4trio direito
isolado de ratos, ratas em estro e ratas em diestro submetidos a uma ou a trés sessdes de
natacdo, a 30°C. Nossos resultados mostraram que #trios direitos isolados de ratos
machos néo apresentaram nenhuma alteragdo de sensibilidade, em resposta ao estresse
por uma ou por trés sessdes de natagdo, a 30°C. Atrios direitos isolados de ratas em estro
apresentaram subsensibilidade & isoprenalina apés uma sessdo de natagdo. E &trios
direitos isolados de ratas em diestro submetidas a um sessdo de 50 min ou a trés sessdes
de nata¢fio desenvolveram subsensibilidade a noradrenalina e & adrenalina,

Estes dados sdo aparentemente conflitantes com aqueles de SPADARI (1985)
¢ de RODRIGUES (1993). Entretanto, acreditamos que tais diferengas de resposta se
devem a temperatura da 4gua em que os animais foram submetidos & natagfio. Em nosso
estudo utilizamos 4dgua a 30° C enquanto que nos trabalhos acima citados foi utilizada a
temperatura de 35°C. BRUNER & VARGAS (1994) demonstraram que a atividade de

ratos durante a sessdo de natagéo varia com a temperatura da 4gua. A movimentagdo do

animal na dagua parece estar negativamente correlacionada com as chances de
sobrevivéncia. Assim sendo, a diminui¢do da atividade representaria uma resposta
adaptativa. Estes autores observaram que a 29°C a taxa de atividade ¢ menor do que a 35
°C. Desse modo, o nivel de estresse poderia ser menor a 29°C do que a 35°C.

Além disso, sendo 37°C a temperatura corporal do rato, a natagio a 30°C
favoreceria a perda de calor para o meio de maneira mais eficaz, de modo que as
exigéncias fisioldgicas para a adaptagdo seriam menores, dispensando as alteragdes de
sensibilidade relacionadas ao processo adaptativo.

A influéncia da temperatura da dgua também se verifica na elevagdo dos
niveis plasmaticos de corticosterona em resposta ao estresse por natacio. Ratos
submetidos a uma sessdo de 50 min ou a 3 sesses de 5, 15 e 30 min de natacfo, a 35°C,
apresentaram clevagdo de 3 e 2 vezes respectivamente nas concentragdes plasmaticas de
corticosterona (SPADARI, 1985). Nos observamos que, apés 50 min de natagio, a 30°C,
os niveis deste hormonio, ndo diferiram dos niveis basais (figura 4a), € ap6s 3 sesssdes
de natagdo apresentaram um aumento de 5 vezes em relagfio ao animal controle (figura
8a).

Em ratas, 50 min de natagfo a 35°C, induziu um aumento de 2 ¢ de 5 vezes
nas concentragdes plasmaticas deste horménio durante o estro e o diestro,
respectivamente (RODRIGUES, 1993). Nossos dados mostraram que, a 30°C, os
aumentos foram de cerca de 3 vezes durante o estro (figura 4b) e o diestro (figura 4c¢).

Nossos dados também confirmam que o sexo e o ciclo estral influenciam a
sensibilidade as catecolaminas do étrio direito de ratos submetidos 4 natagdo, como ja
havia sido demonstrado em animais submetidos a choques nas patas (BENCHIMOL &
SPADARI, 1992; VANDERLEI et al., 1995). Estes autores ndio observaram alteragtes de
sensibilidade as catecolaminas em 4trios direitos isolados de ratas submetidas a trés

sessOes de choques nas patas e sacrificadas no estro. Por outro lado, quando o animal
estressado foi sacrificado no diestro, o 4trio direito isolado apresentou-se subsensivel 3
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noradrenalina e & adrenalina, como ocorre em ratos machos submetidos ao mesmo
estimulo estressor (BASSANI & DE MORAES, 1986, 1987).

Nos observamos que o sexo ¢ a fase do ciclo estral influenciaram nfio apenas a
sensibilidade as catecolaminas em atrios direitos de ratos submetidos ao estresse, mas
também a resposta hormonal, avaliada pelos niveis de corticosterona. Assim, em ratos
machos, as maiores concentragdes de corticosterona foram observadas apds uma sessio
de 30 min de natagdo (figura 4a), enquanto que em fémeas o pico foi atingido apos a
sessdo de 5 min (figuras 4b e 4c). Fémeas em estro apresentaram diminuigdo dos niveis
deste hormonio ap6s uma sessio de 15, 30 ou 50 min de natagdo em relagio aos niveis de
pico, mas sem retorno aos niveis observados no controle (figura 4b). Entretanto, durante
o diestro, as concentragdes plasmaticas de corticosterona permaneceram igualmente
clevadas ap6s uma sessdo de 5, 15 ou 30 min de natagfio, apresentando pequena queda
somente apos a sessdo de 50 min (figura 4¢). Além disso, em resposta ao estresse Gnico,

ratas em geral apresentaram maior elevagiio dos niveis plasmaticos de corticosterona do

que ratos. Estes dados concordam com aqueles de KITAY (1961) e DUPOUY et al.
(1987), que demonstraram maiores aumentos nos niveis de corticosterona em ratas do
que em ratos submetidos ao mesmo agente estressante.

Em resposta ao estresse repetido, machos apresentaram elevacio de mesma
magnitude nos niveis de corticosterona apos a primeira e a segunda sessdes de natagio,
atingindo o pico na terceira sessdo. Em fémeas, o padrio temporal da secregio de
corticosterona em resposta a trés sessdes de natagdo foi independente da fase do ciclo
estral. O pico foi observado apos a primeira sessio, este nivel se manteve ap6s a segunda
¢ diminuiu ao final da terceira sessfio, porém permaneceram elevados em relagdo ao
controle. Neste caso, o aumento maximo da corticosterona plasmatica foi da ordem de 5,
3, ¢ 6 vezes em machos, fémeas em estro ¢ fémeas em diestro, respectivamente. Nos
machos, 0 aumento da corticosterona em resposta a nata¢dio foi mais lento (figuras 4 ¢ 8)
do que em ratas, concordando com dados anteriores obtidos em ratos expostos a um
ambiente desconhecido ou ao éter (LESCOAT et al.,1970).

Observamos ainda que em animais submetidos a estresse houve grande
variagdo individual da resposta hormonal. Devido a esta grande variacio, ndo houve
homogeneidade das varidncias entre grupos, sendo indicada a transformagdo logaritmica
para analise estatistica dos dados. Como foi destacado por GRIFFIN (1989), a percepgdo
que o individuo tem do estimulo estressante parece ser o principal fator a influenciar a
reacio de estresse. Esta percepgdo depende de caracteristicas genéticas e de experiéncias
ja& vivenciadas anteriormente. VOGEL & JENSH (1988) observou também grande
variacfio nos niveis de corticosterona, noradrenalina e adrenalina em ratos submetidos a
imobilizag¢do, luz ou barulho.

Além disso, em ratos machos e em ratas em diestro submetidos a 50 min de
natagdo a 35°C, as alteragOes de sensibilidade do marca-passo cardiaco as catecolaminas
estdo intimamente relacionadas a elevagfo dos niveis plasméticos de corticosterona
(SPADARI, 1985; RODRIGUES, 1993).
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RODRIGUES (1993) observou que ratas em diestro submetidas a 50 min de
natagfo, a 35°C, apresentaram uma elevacio dos niveis de corticosterona de 5 vezes em
relaglo ao grupo controle, e um desvio de 3 vezes a esquerda na curva dose-resposta &
isoprenalina no étrio direito isolado. Esta supersensibilidade estava relacionada a agiio
inibitéria da corticosterona sobre o sistema de captagdo extra-neuronal das
catecolaminas. Ratas em estro apresentaram uma elevagio de 2 vezes nos niveis de
corticosterona em resposta a este agente estressor, mas nfo desenvolveram alteracdes de
sensibilidade as catecolaminas no tecido cardiaco (RODRIGUES, 1993). Em resposta ao
mesmo tratamento, ratos machos apresentaram elevago de 2 vezes nos niveis
plasmaticos de corticosterona e um desvio de 30 vezes a esquerda na curva dose-resposta
a isoprenalina (SPADARI, 1985). Esta supersensibilidade também era dependente da
presenga de altos niveis de corticosterona, pois foi anulada pela adrenalectomia ou
tratamento com metirapona, que inibe a sintese deste horménio.

Nossos resultados demonstraram que apos 50 min de natagdo, a 30°C, ratos

machos ndo apresentaram elevagio dos niveis plasmaticos de corticosterona em relacio
ao controle. Nestas condi¢Bes atrios direitos isolados de ratos no apresentaram nenhuma
alteragfio de resposta cronotrépica as catecolaminas. No entanto, fémeas em estro ou em
diestro, nas mesmas condigdes, apresentaram ainda um aumento de 3 vezes nos niveis
deste hormonio, acompanhado de subsensibilidade do étrio direito isolado a isoprenalina
no estro, e subsensibilidade a noradrenalina e 4 adrenalina no diestro.

A auséncia de alteracdes de sensibilidade as catecolaminas, em atrios direitos
isolados de ratos machos, submetidos a 50 min de natagfio, nos quais os niveis
plasméticos de corticosterona ndo diferem daqueles observados em ratos controles,
confirmam trabalhos anteriores nos quais foi enfatizado que o aumento da corticosterona
plasmatica, que ocorre durante o estresse, é necessdrio para que se desenvolvam
alteracdes de sensibilidade as catecolaminas (SPADARI et al., 1988; SPADARI & DE
MORAES, 1988; NOURANI et al., 1992). Estes dados também mostram que, apesar da
clevagdo dos niveis plasmaticos de corticosterona observados em ratas serem de mesma
magnitude, a resposta do marca-passo isolado s catecolaminas foi diferente.

Apoés 3 sessdes de natagdo, ratos machos, ratas em estro e ratas em diestro
apresentaram um aumento de 5, 3 e 3 vezes, respectivamente, nos niveis plasmaéticos de
corticosterona (figura 8). Nestas condigOes, atrios direitos isolados de ratos e de ratas em
estro ndo desenvolveram alteragdes de sensibilidade as catecolaminas (figuras 5.6, ¢ 7).
Entretanto, o tecido isolado de ratas em diestro desenvolveu subsensibilidade a
noradrenalina e 4 adrenalina (figuras 6 e 7). Novamente observamos niveis plasmaticos
de corticosterona semethantes em ratas e diferentes respostas do atrio direito isolado.

Estes dados sugerem que além da corticosterona, outros fatores podem estar
influenciando as alteragdes de sensiblidade as catecolaminas em 4trios direitos isolados
de ratos submetidos a estresse por natago.

Os esteroides sexuais t€m sido apontados como capazes de exercer agdes
diretas sobre a densidade de receptores B-adrenérgicos e ativagfo dos sistemas de
segundos-mensageiros (ROBERTS et al., 1977, 1979; FREGLY et al., 1978; LEVIN et
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al., 1980, DAVIES & LEFKOWITZ, 1984, KLANGKALYA et al., 1988) sobre a
atividade das enzimas responséaveis pela metabolizacdo das catecolaminas (IVERSEN &
SALT, 1970; SAARIKOSKI, 1988; MA et al., 1993), ou ainda por uma a¢io modulatoria
sobre o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (DUPOUY et al., 1987; BURGESS &
HANDA, 1992; HANDA et al., 1994).

Nos atrios e auriculas, ha receptores para estradiol (STUMPF & SAR, 1977).
Recentemente foi demonstrado que o estradiol aumentou a secre¢do basal do fator atrial
natriurético, enquanto que a testosterona diminuiu a secregfio do mesmo em resposta a
distensdo do tecido, o que confirma que o coragdo, e mais especificamente o dtrio é um
orgéo alvo dos esteréides gonadais (DENG & KAUFMAN, 1993).

A densidade de receptores p-adrenérgicos uterinos é maior durante o estro ¢ o
proestro, sugerindo uma ago regulatéria dos esteréides sexuais (KRALL et al., 1978).

Ja foi demonstrado também que o estradiol pode alterar a densidade de
receptores adrenérgicos em bexiga urinria (LEVIN et al., 1980), utero (ROBERTS et

al., 1977) e plaquetas de coelhas (ROBERTS et al., 1979), no ttero de cobaias (HATJIS
et al., 1988) e no coragdio de ratas (KLANGKALYA & CHAN, 1988), além de diminuir
a sensibilidade do tecido adiposo marrom de ratos ao efeito termogénico da
noradrenalina (PUERTA et al., 1993).

Quanto a agdo dos esterdides sexuais sobre os sistemas de metabolizagfo das
catecolaminas, foi demonstrado que a atividade da COMT e da MAO pode ser modulada
pela agdio de estrogenos efou da progesterona, em diferentes tecidos. Em placenta
humana, estradiol e progesterona diminuiram a atividade destas duas enzimas
(SAARIKOSKI, 1988). Além disso, a atividade da MAO no ovirio, ttero e adrenal de
ratas, varia ao longo do ciclo estral (ZOLOVICK et al., 1966; HOLZBAUER &
YOUDIM, 1973).

Com relagdo as agbes dos esterdides gonadais sobre o eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal, BURGESS & HANDA (1992) observaram que em ratas
ovariectomizadas, o tratamento com estradiol resulta em maior e mais prolongada
clevagéio dos niveis de corticosterona em resposta ao estresse por choques nas patas ou
por ¢ter. Além disso, ratas apresentaram um aumento maior e mais ripido da
corticosterona plasmatica do que machos, quando submetidas a imobilizacdo, ao éter ou a
um ambiente desconhecido (HALEEM et al., 1988; LESCOAT et al., 1970; KITAY,
1961).

Isto poderia ser resultante de uma maior sensibilidade da hipéfise de ratas ao
CRH por agfio estrogénica (KITAY, 1961; COYNE & KITAY, 1969). Sugeriu-se
também que a sensibilidade da adrenal ao ACTH poderia ser maior em ratas do que em
ratos, tendo em vista que o diproprionato de estradiol potencializou o efeito do ACTH
sobre o peso da glandula adrenal, e que a metil-testosterona apresentou efeito contrario
(GOMPERTZ, 1958).

Em estudo recente, HANDA et al. (1994) analisaram os efeitos dos esteréides
sexuais na resposta ao estresse, em ratos submetidos a choques nas patas ou expostos a
um ambiente desconhecido (campo-aberto). O aumento dos niveis plasmaéticos de ACTH
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¢ de corticosterona em resposta aos dois estimulos estressantes foi maior em ratos
castrados do que em animais normais. Este efeito foi revertido pela administragdo de
testosterona ou de propionato de dehidrotestosterona. A administragdo de estrogeno aos
animais castrados determinou um aumento dos niveis basais de corticosterona e daqueles
observados em resposta ao segundo protocolo de estresse. Os autores concluiram que as
diferengas sexuais observadas em resposta ao estresse podem estar relacionadas a um
efeito estimulatorio do estrégeno em fémeas, e inibitério da testosterona em machos
(HANDA et al., 1994; DUPOUY et al., 1987). _

Na hipofise de ratas, a densidade de receptores para glicocorticéides e para
mineralocorticoides € menor do que em ratos machos, e esté sujeita a regulagio por agdo
estrogénica (TURNER, 1990), o que poderia explicar a reduzida sensibilidade a retro-
alimentagfio negativa dos glicocorticoides a nivel hipofisario em fémeas (TURNER,
1990).

Por outro lado, a vida média da corticosterona no plasma de ratas ¢ menor do
que aquela de ratos (KITAY, 1961).

Em ratas, ocorre aumento nos niveis plasmaticos de estradiol e de
progesterona em resposta 4 imobilizagio (MacNIVEN et al., 1992). Em experimentos
preliminares, nos verificamos que, em ratas, os niveis plasmaticos de progesterona e de
estradiol também parecem ser alterados pela natagfo. Em resposta a 50 min de natagdo,
ocorre diminuigdo nos niveis de progesterona durante o estro, sem altera¢fo no diestro. O
mesmo estimulo provoca elevagio nos niveis de estradiol no estro e uma diminuigfio no
diestro (MARCONDES & SPADARI, 1995). Por outro lado, trés sessdes de natagio
resultaram em diminuicfo dos niveis de progesterona independentemente da fase do ciclo
estral. Os niveis de estradiol diminuiram durante o estro, e nfio se alteraram no diestro
(MARCONDES & SPADARI, 1995).

Além da influéncia do sexo e das fases do ciclo estral sobre a resposta ao
estresse em ratos, também verificamos esta influéncia em animais controles. Observamos
que o atrio direito isolado de ratas em estro apresentaram menor resposta maxima &
isoprenalina do que aquele isolado de machos e de ratas em diestro (tabela 4). Atrios
direitos isolados de ratas em diestro apresentaram menor resposta maxima 2
noradrenalina do que aquele isolado de machos (tabela 5). Observou-se também menor
resposta maxima a adrenalina em &trios direitos isolados de ratas em estro ¢ em diestro
em relagdo a machos (tabela 6). Além destas diferengas de resposta maxima, atrios
direitos isolados de fémeas em estro apresentaram-se subsensiveis 4 noradrenalina
quando comparados ao tecido isolado de machos e de fémeas em diestro (tabela 5). E, em
fémeas, a sensibilidade do tecido isolado a adrenalina foi maior durante o diestro em
relagdo ao estro (tabela 6),

Com relagdo ao ciclo estral, o atrio direito isolado de ratas em estro,
apresentou subsensibilidade a noradrenalina e & adrenalina em relago ao tecido isolado
de ratas em diestro. RODRIGUES et al. (1995) observaram que a sensibilidade do
marca-passo cardiaco & adrenalina varia ao longo do ciclo estral aumentando na seguinte
ordem: estro < metaestro < diestro < proestro. Esta variacio ciclica da sensibilidade do
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marca-passo a adrenalina estaria relacionada a inibigfo da captagdo extraneuronal desta
catecolamina pela corticosterona, cujos niveis seguem o mesmo padrio de oscilagdo ao
longo do ciclo estral.

Apesar de ndo haver diferenga entre os niveis basais de corticosterona quando
s¢ comparam machos, ratas em estro ¢ em diestro, a alteragdo ciclica dos niveis de
corticosterona ao longo do ciclo estral em ratas estd amplamente documentada (RAPS et
al, 1971; PHYLLIPS & POOLSANGUAN, 1978; BARON & BRUSH, 1979;
RODRIGUES et al., 1995). Além disso, os niveis de progesterona e de estradiol sdo
maiores em fémeas e também variam ao longo do ciclo reprodutivo (FREEMAN, 1988).

Concluindo, os resultados por nés obtidos demonstram que a reacfio de
estresse em ratos sofre grande influéncia do sexo e das fases do ciclo reprodutivo, bem
como da intensidade e frequéncia de apresentagio do estimulo estressante. Acreditamos
que tais influéncias se devem a uma interagfio entre os niveis de corticosterona e de

esterdides sexuais. E nosso proximo objetivo analisar os mecanismos responsaveis pelas

alteragdes de sensibilidade adrenérgica aqui relatadas e a influéncia exercida pelo
estradiol e pela progesterona neste fenémeno.
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6. CONCLUSOES

. Atrios direitos isolados de ratos machos submetidos a uma sessao de 30 ou 50 min de
natagdo, ou a trés sessdes (5, 15, 30 min), aplicadas em dias consecutivos, ndo

apresentam alteragdo de sensibilidade as catecolaminas, quando a temperatura da dgua
¢ de 30°C .

. Atrios direitos isolados de ratas submetidas a uma sessdo de 30 min de natacfo, a

30°C, durante o estro ou o diestro, nio apresentam alteracdo de sensibilidade as
catecolaminas.

. Atrios direitos isolados de ratas submetidas a uma sessdo de 50 min de natacgdo, a 30°

C, desenvolveram subsensibilidade a isoprenalina no estro, € subsensibilidade a
noradrenalina ¢ & adrenalina no diestro.

. Atrios direitos isolados de ratas sacrificadas no estro, apos trés sessdes de natagdo (5,
15, 30 min) a 30°C, nfo apresentaram altera¢do de sensibilidade as catecolaminas,
Quando o animal estressado foi sacrificado no diestro, o tecido desenvolveu
subsensibilidade & noradrenalina e & adrenalina.

. O sexo ¢ o ciclo estral influenciaram o padrio temporal de variacio dos niveis
plasméticos de corticosterona em resposta ao estresse.

. Aumentos significativos nos niveis plasmaticos de corticosterona sfo necessarios
porém ndo suficientes, para que se desenvolvam alteracdes de sensibilidade do 4trio
direito isolado de ratas submetidas a estresse.

. As alteragGes de sensibilidade do atrio direito isolado de ratos, ratas em estro ou em
diestro submetidos & natagdo, a 30°C, nfio apresentaram relagiio direta com as
variages dos niveis plasmaticos de corticosterona e sofreram importante influéncia do
sexo e das fases do ciclo reprodutivo.

Ha grande variagdo individual na elevagdo da concentragdo plasmética de
corticosterona em ratos machos e fémeas, submetidos a uma ou a trés sessdes de
natagio a 30°C.
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ABSTRACT

We studied the influence of sex and estrous cycle on the response of rats to
swimming stress, at 30°C. The sensitivity to cathecolamines of isolated right atria and
corticosterone plasma levels on male rats and female rats at estrus or diestrus were
analysed after one swimming session of 5, 15, 30 or 50 min (single stress) or after three
sessions of 5, 15 and 30 min. In female rats, repeated swimming sessions were applied
during diestrus, metestrus and estrus (estrus group), or during estrus, metestrus and
diestrus (diestrus group).

Dose-response curves to isoprenaline, noradrenaline and adrenaline were
obtained in right atria isolated from rats after a 30 min or 50 min session, or after the last
swimming session of repeated stress. Blood was withdrawn from the left renal vein under

pentobarbital anestesy, and corticosterone plasma levels were determined
fluorimetrically.

Right atria isolated from male rats submitted to swimming stress at 30°C did not
present any alteration on sensitivity to catecholamines. Tissue isolated from rats at estrus
exhibited subsensitivity to isoprenaline after a 50 min swimming session. Right atria
isolated from rats at diestrus showed subsensitivity to noradrenaline and to adrenaline
after a single 50 min swimming session or after repeated stress.

Corticosterone plasma levels of male rats showed an increase after 5, 15 and 30
min of swimming, but not after a 50 min session compared to the control group. In female
rats at estrus, corticosterone plasma levels were increased in all experimental groups.
However the variation profile was different comparing male with female rats. There was
a large variation of the hormonal response to swimming stress within each group.

After repeated stress, corticosterone plasma levels of male and female rats
increased. However, in the third session, whereas male rats exhibited a higher plasma
corticosterone leves, female rats showed lower increase than those observed after the two
previous sessions.

Our results demonstrated that sex and estrous cycle have an important influence
on the stress response to swimmming in rats. Significant increase on corticosterone
plasma levels are necessary, but not sufficient, to induce changes on sensitivity to
catecholamines. There is also a large individual variation on the hormonal response to
swimming stress.




