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RESUMO 

 

Os efeitos do estresse por natação sobre marcadores metabólicos diferem daqueles do 

estresse por choques nas patas. Estas diferenças poderiam ser conseqüências da natureza do 

estressor, que difere nos dois modelos, ou da intensidade de estresse, que parece ser menor 

quando os animais são submetidos à natação do que quando submetidos a choque nas patas. 

O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da intensidade do estressor sobre a mobilização 

de substratos metabólicos. Ratos Wistar adultos foram distribuídos em grupos: controle, 

não submetido à natação; e ratos submetidos à natação em água a 35ºC, 24ºC ou 18ºC. As 

sessões de natação ocorreram em três dias consecutivos com 5, 15 e 15 min de duração, 

respectivamente. Os ratos foram pesados antes da primeira e da última sessão de natação e 

após a última sessão sua temperatura retal foi determinada por um tele-termômetro; foram 

anestesiados e uma amostra de sangue foi coletada por punção cardíaca. Foram retiradas 

amostras do fígado e dos músculos gastrocnêmio, sóleo e ventricular cardíaco. Adipócitos 

foram isolados do tecido adiposo epididimal e incubados com agonistas adrenérgicos. O 

glicerol e o lactato liberados no meio infranadante foram considerados como indicadores da 

sensibilidade das respostas lipolítica e glicolítica aos agonistas, respectivamente. Foram 

determinadas também as concentrações plasmáticas de glicose, lactato, ácidos graxos 

livres, glicerol e corticosterona, além da concentração muscular e hepática de glicogênio. O 

peso corporal dos ratos dos quatro grupos não apresentou diferença estatisticamente 
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significativa antes da primeira ou da terceira sessão de natação. Após natação em 

temperaturas de 24ºC e 18oC os ratos apresentaram hipotermia (30,7 ± 0,7ºC e 24,0 ± 

0,5ºC, respectivamente) em relação os grupos controle (37,2 ± 0,12ºC) e natação a 35ºC 

(36,7 ± 0,2ºC), entre os quais não houve diferença estatisticamente significativa. Após a 

terceira sessão de natação, a concentração plasmática de corticosterona aumentou 

significativamente nos grupos submetidos à natação em 18ºC (294,7 ± 17,9 ng/mL) e 24ºC 

(289,5 ± 27,1 ng/mL) do que 35ºC (166,3 ± 11,8 ng/mL), sendo os três significativamente 

diferentes do controle (57,2 ± 10,0 ng/mL), enquanto que as concentrações sanguíneas de 

lactato e de ácidos graxos livres estavam significativamente elevadas em relação ao 

controle, mas não diferiram entre os grupos de ratos submetidos à natação. As 

concentrações de glicogênio das amostras hepáticas, cardíacas e do músculo sóleo de ratos 

submetidos à natação não diferiram significantemente do grupo controle. Porém, as 

concentrações de glicogênio nas porções branca e vermelha do músculo gastrocnêmio 

estavam reduzidas após natação. Em adipócitos isolados de ratos submetidos à natação 

houve aumento da liberação basal de glicerol e de lactato, mas as respostas ao d-butiril-

AMPc, à noradrenalina e à adrenalina, assim como a sensibilidade às duas catecolaminas, 

não diferiu significantemente do controle. Concluímos que a intensidade do agente 

estressor pode ser modulada pela temperatura da água em protocolos de estresse por 

natação, de modo que as temperaturas mais baixas em relação à temperatura corporal do 

rato determinam respostas de estresse mais intensas, evidenciadas pela concentração 

plasmática de corticosterona. Entretanto, as alterações observadas nos marcadores 

metabólicos analisados são independentes da intensidade do estressor, no paradigma de 

estresse utilizado neste trabalho. 
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ABSTRACT 

 

The effects of swimming stress on metabolic markers are different than those induced by 

foot-shock stress. These differences might be due either to stress intensity, which seems to 

be minor when the rats are submitted to swimming than foot-shock stress, or to the type of 

stressor agent. The aim of this work is to evaluate the effect of the stressor intensity on 

metabolic markers. Adult Wistar rats were distributed in groups: control, not submitted to 

swimming; or swimming stressed rats with the water temperature at 35ºC, 24ºC or 18ºC. 

Swimming sessions occurred daily, for 3 days, with 5, 15 and 15 min duration, 

respectively. Before the first and last sessions the rats were weight and after the last 

swimming session the rat’s rectal temperature was determined using a tele-thermometer; 

then the rats were anesthetized and a blood sample was collected through cardiac puncture. 

Samples of the liver, as well as the gastrocnemius, soleus and cardiac muscles were also 

collected. Adipocytes were isolated from the epididimal adipose tissue and were incubated 

with adrenergic agonists. The glycerol and lactate released in the infranatant were 

considered as indicative of in vitro lipolytic and glycolytic sensitivity to the agonists, 

respectively. The plasma concentrations of glucose, lactate, free fat acids, glycerol and 

corticosterone, as well as the muscular and hepatic glycogen concentrations were 

determined. The results have shown that the rat’s body weights were not altered by 

swimming. After swimming at 24ºC and 18ºC the rats showed severe hypothermia (30.7 ± 

0.7ºC and 24.0 ± 0.5ºC, respectively, p<0.05), whereas swimming at 35ºC did not alter the 

rats rectal temperature (36.7 ± 0.2ºC) compared to control (37.2 ± 0.12ºC). The plasma 

levels of corticosterone significantly enhanced in 18ºC (294.7 ± 17.9 ng/mL), 24ºC (289.5 
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± 27.1 ng/mL) and 35ºC (166.3 ± 11.8 ng/mL) swimming groups, compared to control 

(57.2 ± 10.0 ng/mL). The glucose and glycerol plasma levels were not altered, whereas the 

blood lactate and free fat acids levels significantly increased after swimming, with no 

difference between the stressed groups. Swimming did not alter the glycogen 

concentrations of the liver as well as cardiac and soleus muscle, but caused a decrease in 

the white and red gastrocnemius compared to control, with the decrease being independent 

of the water temperature. The in vitro basal glycerol and lactate release by adipocytes 

increased, similarly in all swimming groups. The lipolytic response to d-butiryl cAMP, 

norepinephrine and epinephrine were not different between groups. Catecholamines 

determined a biphasic effect on lactate release by adipocytes with the concentrations in the 

range up to 10 nM being stimulant and those higher than 10 nM being inhibitory of lactate 

release. No differences were observed between groups. We conclude that the stress 

intensity might be modulated by the water temperature in protocols of swimming stress, 

with lower temperatures being more stressful than those similar to the rats body 

temperature, as determined by the plasma levels of corticosterone. We also conclude that 

the swimming stress paradigm altered the analyzed metabolic markers in a manner that was 

independent of the stressor intensity (homotypic), in the stress paradigm used in this work. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Aspectos Neuroendócrinos do Estresse 

Os efeitos do que hoje conhecemos como estresse são descritos desde os tempos 

mais remotos até os dias atuais. No entanto, o conceito de estresse é moderno e traduz um 

complexo repertório de respostas fisiológicas de ativação de vários, porém integrados, 

sistemas orgânicos como o nervoso, o endócrino, o cardiovascular e o imunológico, que 

induzem alterações comportamentais e homeostáticas.  

A humanidade deve a Hans Selye essa concepção moderna de estresse. Em 1936, 

Selye apresentou à comunidade científica a caracterização da “resposta não específica do 

nosso organismo às demandas a ele impostas”, publicando um importante trabalho, onde 

descreveu a “Síndrome Geral da Adaptação”, cuja resposta Selye denominou “estresse”. 

Essas demandas impostas ao organismo que podem alterar sua homeostasia são chamadas 

de “agentes estressores” (CHARMANDARI et al., 2005). A Síndrome Geral da Adaptação 

é caracterizada por três fases: o primeiro estágio configura uma “reação de alarme”, 

representando a resposta inicial do organismo frente ao agente estressor, ocorrendo quando 

o organismo não está adaptado ao estímulo recebido. Em seguida, sendo mantido o 

estímulo, ocorre a fase de resistência, caracterizada pela ativação de mecanismos 

adaptativos. Não ocorrendo adaptação, desenvolve-se o estágio de exaustão onde o 

organismo está susceptível a distúrbios (SELYE, 1936; VAN DE KAR et al., 1991; 

HAMMET e TREMBLAY, 2002; MOTZER e HERTIG, 2004).  

Inicialmente, a Síndrome Geral de Adaptação foi descrita como uma reação geral e 

inespecífica (SELYE, 1936). Entretanto, a continuidade dos estudos sobre a resposta de 

estresse evidenciou seu caráter específico (MASON, 1968a; MASON, 1968b; KRULICH et 
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al., 1974; HENNESSY et al., 1979; HERD, 1991) pela influência de estressores ambientais 

(MARPLES, 1972), do gênero (LESCOAT et al., 1970; ANISHCHENKO e GUDKOVA, 

1992; PARÉ e REDEI, 1993), da idade (RIEGLE, 1973) e, principalmente, da percepção 

individual do agente estressor, o que depende das experiências vividas e da novidade ou 

previsibilidade do estímulo (GRIFFIN, 1989; VOGEL e JENSH, 1998).  

O conceito de estresse pressupõe que, após a reação de estresse, o organismo 

recupera sua homeostasia, ou seja, garante a manutenção do equilíbrio interno, apesar das 

variações do meio externo. Esta constância do meio interno é obtida com a regulação por 

retroalimentação negativa, que direcionam para o retorno à situação inicial. Recentemente, 

alguns autores propuseram um novo conceito para designar a estabilidade do meio interno, 

nas situações de mudança fisiológica a que o organismo é submetido constantemente. O 

novo conceito propõe que a homeostasia existe apenas para alguns poucos parâmetros 

fisiológicos, por exemplo, a constância do pH ou osmolaridade dos fluidos corporais; 

enquanto que os demais parâmetros se alteram para garanti-la. Assim sendo, sistemas 

efetores, tais como o sistema nervoso central e o hormonal, são ativados para promover a 

adaptação do organismo à nova situação e não para o retorno a uma situação anterior que 

não mais existe. A este conceito, segundo o qual “a estabilidade é mantida por meio da 

mudança” foi dado o nome de alostasia (STERLING & EYER, 1988). Os mecanismos 

acionados na alostasia são chamados de mecanismos alostáticos (CHROUSOS e GOLD, 

1992; SANTOS e SPADARI-BRATFISCH, 2006). 

O conjunto dos mecanismos alostáticos ativos em determinado instante constitui a 

“carga alostática” e o processo por ele desencadeado é denominado de adaptação. Porém, 

se a carga alostática é excessiva ou persiste por muito tempo, seja de modo contínuo ou 

intermitente, passa a configurar uma outra situação que é denominada de “sobrecarga 
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alostática”. Essa situação pode resultar em mal-adaptação devida à ativação exacerbada dos 

sistemas efetores (SANTOS e SPADARI-BRATFISCH, 2006), o que promove as mesmas 

conseqüências da fase de exaustão da Síndrome Geral da Adaptação de Selye, podendo 

surgir as, assim chamadas, doenças relacionadas ao estresse. 

O estresse promove a ativação de um eixo neuro-hormonal que se inicia na região 

límbica do hipotálamo, passa pela hipófise e termina na glândula adrenal sendo, por isso, 

chamado de eixo hipotálamo - pituitária (hipófise) - adrenal (HPA). Concomitantemente, 

ocorre a ativação do eixo formado pelo sistema nervoso simpático - medula adrenal. Estes 

eixos constituem os componentes periféricos dos “sistemas de estresse” (CHARMANDARI 

et al., 2005) e, quando ativados, promovem o aumento das concentrações plasmáticas de 

catecolaminas e de glicocorticóides, considerados os hormônios do estresse (AXELROD e 

REISINE, 1984).  

Outros eixos neuroendócrinos também podem ser alterados, como aqueles 

relacionados ao hormônio do crescimento (KRULICH et al., 1974; LUGER et al., 1988), 

ao hormônio luteinizante (KRULICH et al., 1974; EUKER et al., 1975), ao hormônio 

folículo-estimulante (KRULICH et al., 1974), à prolactina (EUKER et al., 1975; KANT et 

al., 1983) e à tireotropina (MILLS, 1985). 

O aumento na concentração plasmática desses hormônios do estresse inicia 

alterações metabólicas que produzem mobilização de substratos energéticos a partir de 

tecidos de armazenamento, como o hepático e o adiposo branco. O tecido adiposo marrom 

é ativado quando o agente estressor inclui o frio, já que sua função está relacionada à 

termogênese (TRAYHURN, 1979; HIMMIS-HAGEN, 1990; COLLINS et al., 2001; Van 

MARKEN LICHTENBELT e DAANEN, 2003). 
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O aumento da mobilização metabólica resulta em disponibilização de carboidratos e 

lipídios para a atividade celular, os quais contribuem para a tentativa de manutenção da 

homeostasia em situações de estresse, por meio de ajustes de outros sistemas como, por 

exemplo, o cardiovascular, o respiratório, o nervoso e o muscular (SELYE, 1936; HERD, 

1991). 

 

1.2. Efeitos dos Hormônios do Estresse sobre o Metabolismo de Carboidratos e de 

Lipídeos 

As catecolaminas, principalmente a adrenalina, estimulam a glicogenólise e a 

gliconeogênese hepáticas (HIMMS-HAGEN, 1967; EXTON et al., 1972; HUE et al., 1978; 

YOREK et al., 1980; KNEER e LARDY, 1983; PILKIS et al., 1988; WATT et al., 2001), 

enquanto que os glicocorticóides influenciam o metabolismo de carboidratos através de sua 

ação permissiva aos efeitos glicogenolítico e gliconeogênico das catecolaminas (EXTON et 

al., 1972). O glucagon, que na situação de estresse também tem sua concentração 

aumentada devido à ação das catecolaminas, inibe a secreção de insulina e também ativa a 

gliconeogênese hepática. Como resultado, ocorre aumento da glicemia (EIGLER et al., 

1979; RETANA-MARQUEZ et al., 2003). Esses efeitos foram confirmados no trabalho de 

Verago et al. (2001), no qual foi constatado o aumento da glicemia e da concentração de 

corticosterona em ratos submetidos a estresse por choque nas patas. 

Em tecido adiposo branco de ratos, o glucagon e os agonistas beta-adrenérgicos 

estimulam a atividade lipolítica causando liberação de ácidos graxos livres e de glicerol 

(SLAVIN et al., 1994; LAFONTAN et al., 1995, 2001, 2002), enquanto os glicocorticóides 

desempenham um papel permissivo na manutenção da resposta lipolítica às catecolaminas 

(FAIN e GARCÍJA-SÁINZ, 1983). Neste mesmo tecido, a insulina e os agonistas alfa-
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adrenérgicos, promovem aumento da captação de glicose, que é metabolizada a lactato, o 

qual é liberado na circulação (DIGIROLAMO et al., 1992; FAINTRENIE e GÉLOËN, 

1995, 1998; CHENG et al., 2000; BOSCHMANN et al., 2002). Ratos submetidos a 

estresse por choque nas patas apresentam aumento da área sob a curva da glicose durante a 

realização do ivGTT, sugerindo uma resistência à captação de glicose pelos tecidos desses 

animais (FARIAS-SILVA et al., 2002). 

O fígado é considerado o principal órgão responsável pela captação de glicerol 

(LIN, 1977) e de lactato (DIGIROLAMO et al., 1992) a partir do plasma, os quais podem 

ser utilizados como substratos para a gliconeogênese (DIETZE et al., 1976; CONSOLI et 

al., 1989) e, no caso do glicerol, também para a síntese de triacilgliceróis (PITTNER et al., 

1985a, b; BRINDLEY et al., 1988; NEWGARD et al., 2000). Estes processos podem ser 

modulados pelas catecolaminas, pelo glucagon e pelos próprios ácidos graxos (PITTNER et 

al., 1985a, b; BRINDLEY et al., 1988; PAULETTO et al., 1991). A elevação da 

concentração plasmática de catecolaminas e de glicocorticóides resulta em aumento do 

turnover dos elementos lipídicos do metabolismo, que pode ser acompanhado ou não da 

elevação de suas concentrações plasmáticas. Esta mobilização metabólica é fundamental 

para que o organismo tenha energia suficiente para a reação de estresse. 

 

1.3. Estresse e Sensibilidade dos Tecidos às Catecolaminas 

As alterações neurais e hormonais que ocorrem durante a resposta de estresse, que 

levam também a modificações na dinâmica metabólica, podem promover alterações na 

sensibilidade dos tecidos às catecolaminas. Os fatores que determinam subsensibilidade ou 

supersensibilidade adrenérgica podem ser: alterações nos sistemas de metabolização que 

limitam a meia vida dos agonistas adrenérgicos; modificação do número de adrenoceptores; 
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alterações da afinidade dos receptores aos agonistas, e/ou mudanças no processo de 

acoplamento entre os adrenoceptores e os sistemas de segundo mensageiros, afetando 

qualquer das etapas intracelulares do processo de ativação celular. 

Os mecanismos envolvidos nessas alterações podem variar de acordo com o tipo de 

agente estressor e de fatores intrínsecos, como a espécie e o gênero. Em fêmeas, também 

dependem das fases do ciclo reprodutivo (POLLARD et al., 1975; RODRIGUES et al., 

1995; MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI et al., 1996; SPADARI-BRATFISCH et 

al., 1999; TANNO et al., 2002). 

A equipe do Laboratório de Estudos do Estresse (LABEEST/UNICAMP) estuda os 

efeitos do estresse sobre a sensibilidade do tecido cardíaco a agonistas adrenérgicos 

(MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI et al., 1996; SPADARI-BRATFISCH et al., 

1999). Mais recentemente, o grupo também se interessou pelos efeitos do estresse sobre a 

resposta lipolítica às catecolaminas de adipócitos isolados do panículo adiposo epididimal 

de ratos. Farias-Silva et al. (1999) demonstraram que ocorrem alterações de sensibilidade 

da resposta adrenérgica em adipócitos epididimais isolados de ratos submetidos a estresse 

por choque nas patas, que se caracterizam por supersensibilidade ao isoproterenol e à 

adrenalina e subsensibilidade à noradrenalina e ao BRL37344. Estas alterações refletem 

aumento na expressão de adrenoceptores do subtipo β2 e diminuição na expressão dos 

subtipos β1 e β3 (FARIAS-SILVA et al., 2004). Por outro lado, adipócitos epididimais 

isolados de ratos submetidos à natação (uma única sessão de 60 minutos, ou uma sessão por 

dia em três dias consecutivos de 5, 15 e 30 min, respectivamente) apresentam 

supersensibilidade à adrenalina, mas esta não é acompanhada de alteração da sensibilidade 

à noradrenalina (SAMPAIO-BARROS et al., 2003). Em conjunto, estes dados sugerem que 
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as alterações de sensibilidade às catecolaminas induzidas por estresse, em adipócitos de 

ratos, dependem da natureza do estressor e seriam, portanto, específicas. Alternativamente, 

podem significar também que o estresse por choques nas patas seria mais intenso que o 

estresse por natação e, por isso, causaria maiores alterações na população de adrenoceptores 

dos tecidos adiposo e cardíaco. 

O estresse por choque nas patas é acompanhado de aumento nas concentrações 

plasmáticas de corticosterona, glicose e triacilgliceróis, mas não de glicerol (VERAGO et 

al., 2001), enquanto que a natação causa aumento na concentração sanguínea de glicose, 

lactato e de ácidos graxos livres, assim como na lipólise basal analisada em adipócitos 

isolados (SAMPAIO-BARROS et al., 2003). Estes dados sugerem que as diferenças nas 

alterações metabólicas desencadeadas por diferentes estressores podem ser devidas ao tipo 

ou à intensidade do agente estressor.  

A intensidade do estresse por natação pode ser alterada modificando-se a 

temperatura da água, as dimensões do tanque de natação e a profundidade da água (CALIL 

e MARCONDES, 2006), além do tempo de permanência na água, e adição de pesos ao 

animal. 

Com o objetivo de esclarecer se a intensidade do estressor leva a respostas 

metabólicas diferentes, optamos por utilizar o estresse por natação em diferentes 

temperaturas, 35ºC, 24ºC e 18ºC (KONARSKA et al., 1989, 1990). Nós partimos do 

pressuposto que a diminuição da temperatura da água aumenta a intensidade do estresse, 

uma vez que, em um paradigma de estresse por imersão em água a diferentes temperaturas, 

Drugan et al. (2005) demonstraram que a temperatura da água influencia a temperatura 

corporal dos ratos, causando hipotermia que é proporcional ao tempo de imersão e à 

temperatura da água. Os mesmos autores demonstraram que o aumento na concentração 
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plasmática de corticosterona, indicativa da intensidade do estresse, é proporcional à 

diferença entre a temperatura da água e a temperatura corporal dos ratos (DRUGAN et al., 

2005). 

Em um trabalho anteriormente desenvolvido no laboratório, foi verificado que ratos 

Wistar suportam permanecer na água a 18ºC por até dezessete minutos (SANTOS et al., 

2003). Assim sendo, estabelecemos a duração das sessões em, no máximo, quinze minutos, 

diferente do tempo utilizado nos trabalhos prévios do LABEEST que era de trinta minutos. 

O número de sessões e as dimensões do tanque foram mantidos semelhantes aos utilizados 

anteriormente (SAMPAIO-BARROS et al., 2003). 
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2. OBJETIVOS 

 

 Os objetivos deste trabalho foram verificar se diferentes temperaturas da água 

induzem diferentes intensidades de resposta de estresse por natação, e se diferentes 

intensidades de estresse resultam em diferentes respostas metabólicas.  
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3. MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1. Animais 

Foram utilizados ratos da cepa Wistar (Rattus norvergicus), com três meses de idade 

e peso de 250-350 g, adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica 

(CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Esses animais foram 

mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Biologia da 

UNICAMP, em gaiolas coletivas, acondicionadas em sala climatizada (22 ± 2°C), com 

ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas, com o ciclo claro iniciando-se às 6:30 horas. Os ratos 

permaneceram no biotério, pelo menos por uma semana, antes do início dos experimentos e 

receberam água e ração ad libitum durante todo o período. Os protocolos experimentais 

foram aprovados pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA-IB) do 

Instituto de Biologia da UNICAMP, sob número de protocolo 598-2. 

 

3.2. Grupos Experimentais 

Os ratos foram distribuídos em quatro grupos: controle, ratos não submetidos à 

natação, mas submetidos à manipulação diária para troca e higiene das gaiolas; (35ºC), 

submetidos a três sessões de natação em água a 35ºC; (24ºC), submetidos a três sessões de 

natação em água a 24ºC; (18ºC), submetidos a três sessões de estresse por natação em água 

a 18ºC. Os animais foram submetidos individualmente às sessões de natação e a água era 

trocada após cada sessão. Após a terceira sessão de natação os animais foram anestesiados 

para a coleta de sangue e sacrificados para a coleta de tecidos. 
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3.3. Estresse por Natação 

Os ratos foram submetidos à natação em compartimentos plásticos cilíndricos (40 

cm de diâmetro e 60 cm de altura) preenchidos à profundidade de 40 cm com água a 18ºC, 

24ºC ou 35ºC. Foi realizada uma sessão de natação por dia durante três dias consecutivos 

com 5, 15 e 15 minutos de duração, respectivamente. As sessões de natação ocorreram 

entre 7:30h e 11:00h. Após cada sessão de natação foi medida a temperatura retal dos ratos 

com um tele-termômetro (Yellow Springs Instrument Co, Inc., Yellow Springs, Ohio, 

EUA). Em seguida, os ratos permaneceram em sala aquecida até estarem completamente 

secos e então retornaram às gaiolas-moradia. 

3.4. Sacrifício dos Animais e Coleta de Tecidos e Sangue 

 Para a análise da concentração sanguínea de lactato, antes e após cada sessão de 

natação, a cauda do animal consciente foi lancetada com uma agulha hipodérmica (0,80 x 

25) e uma gota de sangue foi coletada diretamente em fitas de dosagem de lactato (BM-

lactate strips, Roche Diagnostics GmbH, D-68298; Mannheim, Alemanha).  

 Para as análises plasmáticas, após a última sessão de natação, os ratos foram 

anestesiados com xilazina (10 mg/Kg, ip) e quetamina (50 mg/Kg, im), e o sangue foi 

coletado por punção cardíaca em tubo contendo com heparina.  

 Para a determinação da concentração plasmática de corticosterona, foi utilizado um 

outro lote de ratos, que foram anestesiados com tiopental sódico (Thiopentax, Laboratório 

Cristália, Itapira, SP, Brasil), na dose de 50 mg/Kg. Em seguida, o sangue foi coletado em 

seringas heparinizadas por punção cardíaca.  

 O sangue coletado foi centrifugado por 15 min a 2500 rpm. O plasma foi estocado 

em “freezer” à temperatura de -80ºC, para posterior análise.  
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 Os tecidos a serem analisados foram retirados logo após a punção cardíaca; em 

seguida, com exceção do tecido adiposo, foram congelados em nitrogênio líquido e, então, 

estocados à temperatura de -80ºC para posterior análise. Foram coletados o ápice dos 

ventrículos cardíacos, o lóbulo hepático superior, os músculos sóleo e gastrocnêmio 

(porções branca e vermelha) e o panículo adiposo epididimal. O tecido adiposo foi 

imediatamente utilizado, como descrito abaixo. 

 

3.5. Coleta e Preparo dos Adipócitos 

O panículo adiposo epididimal foi removido, pesado (2,5g a 3g), fragmentado com 

tesoura e imerso em tampão digestivo Krebs Ringer Bicarbonato Albumina (KRBA), com a 

seguinte composição (mM): NaCl 118,7; KCl 4,69; CaCl2 2,52; KH2PO4 1,18; NaHCO3 

30,5; glicose 6; HEPES 10; acrescido de albumina bovina a 3% e colagenase (1 mg/mL); 

pH ajustado para 7,4. O tecido foi submetido à digestão por um período de 45 minutos a 

370C, sob agitação (60 ciclos/min). Ao final deste período, os adipócitos foram submetidos 

à filtração e lavagens sucessivas com KRBA sem colagenase (RODBELL, 1964; 

SAMPAIO-BARROS et al., 2003).  

Após a preparação dos adipócitos, a suspensão celular resultante foi filtrada através 

de uma malha de nylon e lavada três vezes com tampão KRBA sem colagenase. Realizado 

esse processo, uma alíquota da suspensão celular final foi observada ao microscópio para a 

contagem das células adiposas íntegras, em câmara Mallassez, para ajuste da concentração 

de células em 100.000 células/mL (FAINTRENIE e GÉLOËN, 1996). 

Os adipócitos isolados foram colocados em tubos de polipropileno (100.000 células 

em 10µL de solução) com volume total de tampão ajustado para 1 mL. Os agonistas de 
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adrenoceptores foram adicionados de modo a se obter concentrações finais entre 0,1 nM e 

100 µM. Os tubos foram mantidos por 60 minutos em banho-maria a 37ºC, sob agitação 

constante de 60 ciclos por minuto. A adição dos fármacos definiu o início dos ensaios.  

Após 60 minutos de incubação com um dos agonistas de adrenoceptores, os tubos 

foram colocados em gelo moído, para interromper a reação. Alíquotas do meio de 

incubação foram utilizadas para a determinação enzimática da concentração de glicerol e de 

lactato no meio. Um par de amostras incubadas sem fármaco permitiu a determinação da 

liberação espontânea das substâncias a serem determinadas, consideradas como índice basal 

da atividade celular. 

Os resultados foram expressos em curvas concentração-resposta, as quais foram 

determinadas plotando-se o logarítmo da concentração de agonista versus a quantidade de 

glicerol ou lactato liberado, após subtração da liberação basal. Em cada curva 

concentração-resposta foi calculada a concentração de agonista que induziu 50% da lipólise 

máxima (EC50). Esta foi expressa como logaritmo negativo (pD2). 

 

3.6. Determinação da Concentração de Glicerol e de Lactato no Meio de Incubação de 

Adipócitos 

A concentração plasmática de glicerol presente em alíquotas de 10 µL do meio de 

incubação dos adipócitos foi determinada utilizando coquetel enzimático. As amostras 

foram submetidas à leitura em espectrofotômetro, em comprimento de onda de 540 nm. A 

concentração de glicerol no meio de incubação foi expressa em µmol de glicerol em 106 

células/60 minutos (VERAGO et al., 2001). 
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Para a determinação da concentração de lactato no meio de incubação dos 

adipócitos, foi utilizado kit enzimático marca “Trinity Biotech” (St. Louis, MO, EUA). As 

amostras foram submetidas à determinação em aparelho leitor de ELISA, em comprimento 

de onda de 540 nm. A concentração de lactato foi expressa em µmol de lactato em 106 

células/60 minutos. 

 

3.7. Determinação da Glicemia 

A determinação da concentração plasmática de glicose foi realizada pelo método da 

glicose oxidase, utilizando-se kit enzimático (Laborlab Ltda, Guarulhos, SP, Brasil). As 

amostras foram submetidas à leitura em espectrofotômetro, em comprimento de onda de 

505 nm. Em experimentos anteriores feitos neste laboratório, verificou-se que congelar o 

plasma para posterior análise não altera o resultado em comparação à leitura realizada logo 

após a coleta. A concentração de glicose na amostra foi expressa em mg/dL (VERAGO et 

al., 2001). 

 

3.8. Determinação da Concentração Sanguínea de Lactato 

 A determinação da concentração sangüínea de lactato foi determinada por reflexão 

fotométrica em um lactímetro (ACCUSPORTS, tipo 1488767, Boehringer, Mannhein, 

Alemanha). A cauda dos animais conscientes foi lancetada e uma gota de sangue foi 

transferida para uma fita de lactato-BM (Roche Diagnostics Gmbh, D-68298; Mannhein, 

Alemanha). A concentração sangüínea de lactato foi expressa em mmol/L (SAMPAIO-

BARROS, et al., 2003). 
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3.9. Determinação da Concentração Plasmática de Corticosterona, Ácidos Graxos 

Livres e de Glicerol 

 A concentração de corticosterona foi determinada pela técnica de ensaio imuno-

enzimático (EIA) utilizando-se kit comercial da marca “Assay Designs” (Ann Arbor, MI, 

EUA). Os coeficientes de variação intra e interensaio foram de 6,6% e 7,8%, 

respectivamente. 

 A concentração plasmática de ácidos graxos livres foi determinada utilizando kit 

enzimático “Wako NEFA C” (Wako Chemicals Gmbh, Neuss, Alemanha) e a de glicerol 

foi determinada pelo kit enzimático da Laborlab Ltda (Guarulhos, SP, Brasil). 

  

3.10. Determinação da Concentração Muscular e Hepática de Glicogênio 

 Para a determinação do conteúdo de glicogênio, foi utilizado o protocolo de Lo et 

al. (1970), com pequenas modificações (SAMPAIO-BARROS, et al., 2003). As amostras 

analisadas foram o tecido hepático (aproximadamente 5g) e tecidos musculares cardíaco e 

esquelético (aproximadamente 2 g). Após a pesagem dos tecidos, os mesmos foram imersos 

em tubos de ensaio com 30% KOH (fígado =2 mL e músculos = 1 mL) e colocados em 

banho fervente para digestão. Após o período de digestão foi adicionado Na2SO4 saturado 

(fígado = 200µL e músculos = 100µL). Foram adicionados 7 mL e 3,5 mL (fígado e 

músculos, respectivamente) de etanol (95%) para precipitar o glicogênio da digestão 

alcalina. As amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes foram aspirados. Os pellets 

foram dissolvidos com água destilada. O conteúdo dissolvido foi transferido para outro 

tubo, contendo fenol (5%), 50 µL e 200 µL (fígado e músculos, respectivamente) e H2SO4 

(2,5 mL). A absorbância foi lida em espectrofotômetro Beckman DU - 640 (Fullerton, CA, 
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EUA) em comprimento de onda de 490 nm e os resultados foram expressos em mg de 

glicogênio/100 mg de tecido. 

 

3.11. Análise Estatística 

Todos os resultados foram expressos como médias + erro padrão da média (EPM). 

Para a comparação dos valores relativos ao peso corporal, antes da primeira e da 

terceira sessões de estresse, foi utilizada Análise de Variância Bifatorial com os fatores 

grupos (controle, 18ºC, 24ºC e 35ºC) e sessão (primeira, terceira). 

Os demais dados foram comparados por Análise de Variância (ANOVA) seguida do 

teste exato de Fisher. Diferenças foram consideradas significantes quando p<0,05. A 

análise estatística foi feita utilizando-se o programa Systat Software (Systat Software, Inc., 

EUA).  
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4. RESULTADOS 

O peso corporal dos ratos dos quatro grupos não apresentou diferença 

estatisticamente significativa, antes da primeira ou da terceira sessão de natação (Tabela 1). 

A temperatura corporal em ratos controle foi igual a 37,2 ± 0,12ºC. A natação a 35ºC não 

alterou significativamente a temperatura corporal dos ratos (36,7 ± 0,2ºC). Entretanto, após 

natação em temperaturas de 24ºC e 18ºC os ratos apresentaram hipotermia (30,7 ± 0,7ºC e 

24,0 ± 0,5ºC, respectivamente, p<0,05 em relação ao grupo controle e 35ºC). O grau de 

hipotermia foi inversamente proporcional à temperatura da água. 

A concentração plasmática de corticosterona, medida após a terceira sessão de 

natação, apresentou uma elevação significativa nos três grupos natação em relação ao 

controle, e foi significativamente maior nos grupos que nadaram a 24ºC e 18ºC também em 

relação ao grupo que nadou a 35oC (Tabela 2 e Figura 1). 

 A glicemia não foi significativamente diferente entre os grupos de ratos submetidos 

à natação ou entre estes e os ratos controle. Entretanto, as concentrações sanguíneas de 

lactato e de ácidos graxos livres, medidas após a terceira sessão de natação, foram mais 

altas nos ratos submetidos à natação do que nos ratos do grupo controle, mas não houve 

diferença entre os grupos de ratos submetidos à natação. Não houve diferença 

estatisticamente significativa na concentração plasmática de glicerol entre os grupos 

(Tabela 2). 

 A concentração de glicogênio das amostras hepáticas, cardíacas e do músculo sóleo 

de ratos submetidos à natação não diferiu significantemente do grupo controle. Entretanto, 

a concentração de glicogênio nas porções branca e vermelha do músculo gastrocnêmio 

estava reduzida após natação (Tabela 3).  
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 Em adipócitos isolados de ratos submetidos à natação houve aumento da liberação 

basal de glicerol (Tabela 4 e Figura 2), mas as respostas ao d-butiril-AMPc, à noradrenalina 

e à adrenalina, assim como a sensibilidade às duas catecolaminas, não diferiu 

significantemente do controle (Tabelas 4 e 5). Na Figura 3 são apresentadas as curvas 

concentração-resposta à noradrenalina e à adrenalina obtidas em adipócitos de ratos 

submetidos à natação em diferentes temperaturas, nas quais a lipólise é medida pela 

concentração de glicerol no meio de incubação. Não houve diferenças entre os grupos. 

 A produção basal de lactato pelos adipócitos foi significantemente maior em 

adipócitos isolados de ratos submetidos à natação do que em ratos controle (Tabela 6 e 

Figura 4). Foi possível demonstrar liberação de lactato em resposta às catecolaminas, por 

adipócitos isolados de ratos controle e de ratos submetidos à natação (Tabela 6). Nas 

figuras 5 (1) e 7 (1) observamos que ambas as catecolaminas causam um efeito bifásico na 

resposta glicolítica. Em concentrações na faixa nanomolar estas estimulam a glicólise de 

modo concentração-dependente, representada pela fase ascendente das curvas 

concentração-resposta. Em concentrações de noradrenalina e adrenalina maiores que 10-8M 

estas passam a inibir a glicólise também de modo concentração-dependente, chegando a 

inibir completamente a resposta. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos.  

As figuras 6 e 8 ilustram as curvas de liberação de lactato em resposta à 

noradrenalina e à adrenalina, respectivamente, em adipócitos isolados de ratos controle e de 

ratos submetidos à natação em três temperaturas diferentes separadamente para melhor 

visualização dos grupos. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

(Tabela 6). 
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As respostas lipolíticas e glicolíticas às catecolaminas são apresentadas juntas nas 

Figuras 9 (noradrenalina) e 10 (adrenalina). Pode-se observar que a liberação de lactato 

pelos adipócitos ocorre em resposta a concentrações nanomolares de noradrenalina ou 

adrenalina, nas quais a resposta lipolítica não é estimulada. Em concentrações acima de 10 

nM, que estimulam a lipólise, ocorre inibição da liberação de lactato pelos adipócitos de 

ratos controle e de ratos submetidos a estresse por natação. 
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Tabela 1. Peso corporal (g) de ratos controle e de ratos antes da primeira e da terceira 

sessões de natação (5, 15, 15 min) em água à temperatura de 18ºC, 24ºC ou 35ºC, e 

temperatura retal (oC) após a terceira sessão de natação. 

 

 controle 35ºC 24ºC 18ºC 

Peso  

antes da 1ª sessão 

318 ± 10 

(8) 

338 ± 4 

(5) 

327 ± 6 

(5) 

316 ± 20 

(5) 

Peso  

antes da 3ª sessão 

318 ± 10 

(8) 

341 ± 7 

(5) 

327 ± 7 

(5) 

317 ± 20 

(5) 

Temperatura após a 3ª 

sessão 

37,2 ± 0,12 

(5) 

36,7 ± 0,2 

(5) 

30,7 ± 0,66* 

(5) 

24,0 ± 0,5*# 

(5) 

Os dados são médias seguidas do erro padrão da média do número de experimentos 

indicado entre parênteses. * indica diferença estatisticamente significativa em relação aos 

demais grupos. # indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 24ºC 

(p<0,05; ANOVA seguida de teste de Fisher). 
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Tabela 2. Concentrações sangüíneas de corticosterona (plasma), lactato (sangüíneo), 

glicose (plasma), ácidos graxos livres (plasma) e glicerol (plasma) em ratos controle e em 

ratos submetidos a três sessões de natação (5, 15 e 15 min) em água à temperatura de 18ºC, 

24ºC ou 35ºC. 

 

 controle 35ºC 24ºC 18ºC 

Corticosterona 

(ng/mL) 

57,2 ± 10,0 

(4) 

166,25 ± 11,8* 

(4) 

289,53 ± 27,1*# 

(4) 

294,74 ± 17,9*# 

(4) 

Lactato 

(mmol/L) 

1,82 ± 0,25 

(5) 

3,70 ± 0,31* 

(5) 

4,02 ± 0,44* 

(5) 

4,40 ± 0,34* 

(9) 

Glicose 

(mg/dL) 

118,8 ± 7,1 

(6) 

140,1 ± 5,6 

(5) 

138,0 ± 9,1 

(5) 

112,3 ± 10,8 

(9) 

Ácidos Graxos 

(nmol/L) 

0,56 ± 0,07 

(7) 

1,55 ± 0,21* 

(5) 

1,62 ± 0,23* 

(5) 

1,70 ± 0,20* 

(5) 

Glicerol 

(mmol/L) 

7,57 ± 1,43 

(6) 

9,56 ± 1,50 

(6) 

9,37 ± 0,90 

(7) 

9,35 ± 0,67 

(6) 

Os dados são médias seguidas do erro padrão da média do número de experimentos 

indicado entre parênteses. * indica diferença estatisticamente significativa em relação ao 

controle (p<0,05; ANOVA seguida de teste de Fisher). # indica diferença estatisticamente 

significativa comparado com o grupo de ratos que nadou a 35ºC (ANOVA seguida de teste 

de Fisher). 
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Figura 1 – Concentração plasmática de corticosterona de ratos controle e de ratos 

submetidos a três sessões de natação em água à temperatura de 35ºC, 24ºC ou 18ºC. * 

indica diferença estatisticamente significativa em relação ao controle; # indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo 35ºC (p<0,05, ANOVA seguido de teste 

de Fisher).    

* 

* *# # 
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Tabela 3. Concentração de glicogênio (mg/100mg de tecido) hepático e muscular de ratos 

controle e de ratos submetidos a três sessões de natação (5, 15 e 15 min) em água à 

temperatura de 18ºC, 24ºC ou 35ºC. Os tecidos musculares analisados foram sóleo, 

ventrículo cardíaco e gastrocnêmios [porções branca (GB) e vermelha (GV)]. 

 

Os dados são médias seguidas do erro padrão da média do número de experimentos 

indicado entre parênteses. * indica diferença estatisticamente significativa em relação ao 

controle (p<0,05; ANOVA seguida de teste de Fisher).  

 

 

 controle 35ºC 24ºC 18ºC 

Fígado 5,21 ± 0,80 

(7) 

6,58 ± 1,04 

(5) 

5,99 ± 0,49 

(5) 

5,59 ± 0,39 

(10) 

Sóleo 0,37 ± 0,06 

(7) 

0,37 ± 0,10 

(5) 

0,36 ± 0,04 

(5) 

0,39 ± 0,03 

(10) 

GB 0,59 ± 0,05 

(11) 

0,38 ± 0,10* 

(5) 

0,39 ± 0,04* 

(4) 

0,28 ± 0,04* 

(10) 

GV 0,43 ± 0,06 

(11) 

0,26 ± 0,08* 

(5) 

0,16 ± 0,03* 

(5) 

0,17 ± 0,03* 

(10) 

Ventrículo 0,25±0,04 

(12) 

0,26±0,07 

(4) 

0,23±0,06 

(5) 

0,31±0,05 

(10) 
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Tabela 4. Liberação basal e estimulada por d-butiril AMPc (1 mM) de glicerol (µmol 

glicerol em 106 células/60 min) em adipócitos epididimais isolados de ratos controle e de 

ratos submetidos a três sessões de natação (5, 15 e 15 min) em água à temperatura de 18ºC, 

24ºC ou 35ºC. 

 controle 35ºC 24ºC 18ºC 

Basal 0,55 ± 0,13 

(5) 

1,17 ± 0,22* 

(7) 

1,20 ± 0,04* 

(5) 

1,48 ± 0,05* 

(6) 

d-butiril AMPc 1,00 ± 0,39 

(5) 

1,24 ± 0,18 

(6) 

1,34 ± 0,09 

(5) 

1,37 ± 0,16 

(5) 

Os dados são médias seguidas do erro padrão da média do número de experimentos 

indicado entre parênteses. * indica diferença estatisticamente significativa em relação ao 

controle (p<0,05; ANOVA seguida de teste de Fisher). 
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Figura 2. Liberação espontânea de glicerol por adipócitos epididimais isolados de ratos 

submetidos à natação em diferentes temperaturas. *indica diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo controle (p<0,05, ANOVA seguida de teste de Fisher).    

*
*

*
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Tabela 5. Valores pD2 e resposta máxima (RM) (µmol glicerol em 106 células/60 min) à 

adrenalina e noradrenalina em adipócitos epididimais isolados de ratos controle e de ratos 

submetidos a três sessões de natação (5, 15 e 15 min) em água à temperatura de 18ºC, 24ºC 

ou 35ºC. 

 

 controle 35ºC 24ºC 18ºC 

noradrenalina     

pD2 6,62 ± 0,58 

(5) 

6,38 ± 0,55 

(5) 

7,06 ± 0,20 

(5) 

6,42 ± 0,22 

(6) 

RM 1,30 ± 0,44 

(5) 

0,93 ± 0,18 

(5) 

0,80 ± 0,24 

(5) 

0,83 ± 0,08 

(6) 

adrenalina     

pD2 5,63 ± 0,32 

(5) 

6,07 ± 0,28 

(5) 

6,42 ± 0,30 

(5) 

6,32 ± 0,49 

(7) 

RM 1,19 ± 0,34 

(5) 

1,09 ± 0,18 

(7) 

0,96 ± 0,30 

(5) 

1,09 ± 0,22 

(7) 

Os dados são médias seguidas do erro padrão da média do número de experimentos 

indicado entre parênteses. (ANOVA). 
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Figura 3. Liberação de glicerol em reposta à noradrenalina e à adrenalina em adipócitos 

epididimais isolados de ratos submetidos à natação em diferentes temperaturas.   
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Tabela 6. Liberação espontânea (basal) de lactato e resposta máxima (RM) (µmol lactato 

em 106 células/60 min) à noradrenalina e adrenalina em adipócitos epididimais isolados de 

ratos controle e de ratos submetidos a três sessões de natação (5, 15 e 15 min) em água à 

temperatura de 18ºC, 24ºC ou 35ºC. 

 controle 35ºC 24ºC 18ºC 

Basal 0,06 ± 0,01 0,16 ± 0,03* 0,18 ± 0,03* 0,17 ± 0,03* 

noradrenalina 0,29 ± 0,03 0,31 ± 0,08 0,35 ± 0,06 0,30 ± 0,04 

adrenalina 0,30 ± 0,03 0,33 ± 0,05  0,38 ± 0,08 0,31 ± 0,04 

*p<0,05 comparado com o basal controle (ANOVA seguida de teste de Fisher). 
O número de experimentos da amostra variou de 3 a 6 experimentos. 
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Figura 4. Liberação espontânea de lactato (glicólise basal) por adipócitos epididimais 

isolados de ratos submetidos à natação em diferentes temperaturas. *indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p<0,05, ANOVA seguida de 

teste de Fisher).    

 

*
* *
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Figura 5. Curva em forma de sino da liberação de lactato em resposta à noradrenalina em 

adipócitos epididimais isolados de ratos submetidos à natação em diferentes temperaturas 

(1); fase estimulatória da secreção (2) e fase inibitória da secreção (3).  

1 

2 

3 
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Figura 6. Porcentagem de liberação e de inibição da liberação de lactato em resposta à 

noradrenalina em adipócitos epididimais de ratos controle, comparados a adipócitos 

epididimais isolados de ratos submetidos à natação em diferentes temperaturas.  
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Figura 7. Curva em forma de sino da liberação de lactato em resposta à adrenalina em 

adipócitos epididimais isolados de ratos submetidos à natação em diferentes temperaturas 

(1); fase estimulatória da secreção (2) e fase inibitória da secreção (3).   
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Figura 8. Porcentagem de liberação e de inibição da liberação de lactato em resposta à 

adrenalina em adipócitos epididimais de ratos controle, comparados a adipócitos 

epididimais isolados de ratos submetidos à natação em diferentes temperaturas. 
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Figura 9. Comparação da liberação de glicerol e de lactato em resposta à noradrenalina em 

adipócitos epididimais isolados de ratos submetidos à natação em diferentes temperaturas. 
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Figura 10. Comparação da liberação de glicerol e de lactato em resposta à adrenalina em 

adipócitos epididimais isolados de ratos submetidos à natação em diferentes temperaturas. 
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5. DISCUSSÃO 

 O objetivo deste trabalho consistiu em analisar se a resposta metabólica 

desencadeada por um agente estressor se correlaciona com sua intensidade. Para isso, foi 

escolhida a natação como agente estressor devido à facilidade de manipulação da 

intensidade. Esta atua como estressor físico e emocional para os ratos, cuja intensidade 

aumenta à medida que a temperatura da água diminui (KONARSKA et al., 1990; 

DRUGAN et al., 2005). 

Durante as sessões de natação, os ratos exibiram movimentos vigorosos das patas, 

mantendo-se na superfície, propelindo o corpo na água e farejando as bordas do tanque, 

provavelmente na tentativa de encontrar uma saída. Alternativamente, permaneciam 

imóveis por períodos variáveis, o que era facilitado pela ausência de peso adicionado aos 

animais. A natação sem adição de peso é considerada um exercício de baixa intensidade 

(RYAN et al., 1993). Entretanto, nas condições utilizadas neste trabalho, considerando-se 

que o tanque de natação tinha características e profundidade tais que não permitiam o apoio 

no fundo ou nas laterais, e que os ratos não estavam habituados a esta situação, este pode 

ser considerado um agente estressor de alta intensidade.  

A intensidade de estresse por natação pode ser modificada por meio da manipulação 

de várias características do paradigma de estresse. Alguns autores consideram o estresse 

por natação em água profunda mais intenso se comparado com o teste de natação forçada, 

de acordo com o modelo proposto por Porsolt et al. (1978), devido à ameaça de afogamento 

que ocorre no primeiro, pelas dimensões dos compartimentos de natação e profundidade da 

água (CALIL e MARCONDES, 2006). A intensidade de estresse pode também ser 

determinada pela duração das sessões de natação e pela adição de pesos ao corpo dos 
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animais. Nós optamos por utilizar sessões de curta duração e diferentes temperaturas de 

água. 

A concentração plasmática de corticosterona é aceita como um indicador da 

intensidade de estresse (DE BOER et al., 1989; VAN DE KAR et al., 1991; VERAGO et 

al., 2001; CALIL e MARCONDES, 2006). Os resultados aqui apresentados mostraram que 

as concentrações plasmáticas de corticosterona aumentaram mais após três sessões de 

natação a 24ºC e 18ºC do que após 35ºC e que estas eram mais altas do que a concentração 

plasmática de corticosterona em ratos controle, confirmando que a natação atua como 

agente estressor em ratos e que a intensidade é proporcional à diferença entre a temperatura 

da água e a temperatura corporal dos ratos, mas que a partir de 24ºC não ocorre 

discriminação em relação a temperaturas mais baixas. Estes dados estão de acordo com 

aqueles apresentados por Drugan et al. (2005) e também Konarska et al. (1990), que 

verificaram o aumento de outros hormônios do estresse, corticosterona, adrenalina e 

noradrenalina, com diminuição da temperatura da água. Os dados do presente trabalho 

também indicam que o número de repetições não foi suficiente para induzir adaptação à 

natação, confirmando dados anteriores do nosso grupo de pesquisa (SAMPAIO-BARROS 

et al., 2003) e que a diferença de 15 min na duração da última sessão empregada neste 

trabalho e o trabalho de Sampaio-Barros e colaboradores (2003) não resultou em diferenças 

significativas na concentração plasmática de corticosterona (166,25 ± 11,8 vs.187, 15 ± 

10,9 µg/dL) observadas em ratos submetidos à natação em água a 35ºC (SPADARI e 

DeMORAES, 1988). 

 O peso corporal dos ratos não apresentou diferença significativa entre os grupos. 

Este fator é relevante já que uma diferença significativa poderia alterar alguns parâmetros 
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aqui estudados tais como a taxa de resfriamento corporal na natação em diferentes 

temperaturas de água (DAWSON et al., 1970), ou a atividade lipolítica, uma vez que, com 

o aumento da massa adiposa altera-se a população de receptores envolvidos com o processo 

lipolítico, ocorrendo aumento de receptores do tipo α2-adrenérgico em relação aos 

receptores beta-adrenérgicos (TAOUIS et al., 1989). Desta forma, considerando-se que o 

peso corporal dos ratos não foi alterado pela natação, qualquer alteração observada na 

atividade lipolítica ou glicolítica dos adipócitos destes animais poderá ser atribuída aos 

efeitos dos hormônios do estresse. Alterações no peso corporal foram descritas em ratos 

submetidos a sessões de 2 a 3 horas de duração por 7 a 11 semanas, em associação com 

restrição alimentar (BUKOWIECKI et al., 1980; WALBERG et al., 1983; WILMORE, 

1983). 

Ratos que foram submetidos à natação em água a 18ºC e 24ºC apresentaram 

hipotermia intensa, proporcional à diferença entre a temperatura da água e a temperatura 

corporal. Estes dados sugerem que o calor produzido pelo exercício físico não foi suficiente 

para superar a influência da alta condutividade da água e do mecanismo de convecção 

devido ao movimento do animal, durante a natação, que colaboram com a perda de calor 

corporal (DAWSON et al., 1970). Além disso, nessa situação a termogênese por tremor 

está inibida pelo trabalho muscular da natação (HART e JANSKY, 1963). Também não foi 

eficiente o outro mecanismo de aquecimento corporal conhecido por termogênese sem 

tremor, que é executado pelo tecido adiposo marrom. Este tecido produz calor corporal por 

meio de uma via alternativa de dissipação do gradiente eletroquímico de prótons 

mitocondriais (TRAYHURN, 1979; HIMMIS-HAGENS, 1990; SELL et al., 2004), 

efetuado por proteínas conhecidas como proteínas desacopladoras ou termogeninas (UCP’s, 
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Uncopling Proteins) (COLLINS et al., 2001; MARKEN LICHTENBELT e DAANEN, 

2003; CANNON e NEDERGAARD, 2004). Em ratos submetidos à natação em 

temperaturas baixas, é provável que este mecanismo esteja ativo, pois ele responde ao 

sistema nervoso simpático noradrenérgico (BUKOWIECKI et al., 1981; GÉLOËN et al., 

1992; COLLINS et al., 2001; CANNON e NEDERGAARD, 2004) e ao hormônio 

triiodotironina (T3) (SILVA, 2001), ambos ativos naquela situação. Os mecanismos de 

manutenção da temperatura corporal não foram estudados, uma vez que o objetivo principal 

deste trabalho consistiu em verificar as alterações metabólicas energéticas, as quais são 

relacionadas ao tecido adiposo branco, que sintetiza e armazena triacilgliceróis, capta e 

metaboliza glicose, além de disponibilizar ácidos graxos, glicerol e lactato para os outros 

tecidos (DIGIROLAMO et al., 1992). A hipotermia observada nos ratos utilizados neste 

trabalho parece ter sido mais intensa que aquela observada por Drugan et al. (2005) que 

utilizou um paradigma diferente, mas temperaturas de água semelhantes às aqui 

empregadas e ratos da cepa Sprague Dawley enquanto que nós utilizamos ratos Wistar. 

Além disso, aqueles autores mediram a temperatura corporal dos ratos por meio de um 

dispositivo implantado cronicamente na cavidade abdominal dos ratos, enquanto que nós 

medimos a temperatura retal dos ratos por meio de um tele-termômetro. 

A manutenção da glicemia é um dos aspectos mais importantes do metabolismo, 

uma vez que a glicose é o principal substrato energético utilizado pelas células nervosas na 

maioria das situações (CORSSMIT et al., 2001). O mecanismo protetor de manutenção da 

glicemia é, portanto, extremamente eficiente, sendo coordenado pelo fígado, e conhecido 

por glicogenólise. Quando esse processo não é suficiente e a glicemia tende a diminuir, 

ocorre o processo conhecido como gliconeogênese, que continua a disponibilizar glicose do 

fígado para a correção da glicemia (RYAN et al., 1993). Em geral a glicemia não diminui 
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durante a primeira hora de exercício físico moderado a intenso (STANLEY e CONNETT, 

1991; RYAN et al., 1993). Os dados aqui apresentados são coerentes com esta observação, 

uma vez que não houve alteração da glicemia em ratos submetidos à natação, em relação ao 

grupo controle. A concentração hepática de glicogênio não apresentou alteração, o que 

poderia ser devido a aumento no turnover hepático de glicose proporcionado pela provável 

abundância de substratos gliconeogênicos (lactato e glicerol). 

O aumento na concentração plasmática de lactato nos ratos submetidos à natação 

revela, entretanto, que houve metabolização da glicose, uma vez que o produto final da via 

glicolítica é o ânion lactato (HALESTRAP e PRICE, 1999). Este, uma vez produzido, é 

transportado através da membrana plasmática pelos MCT´s (monocarboxylate 

transporters), para a corrente sanguínea (JUEL e HALESTRAP, 1999; HALESTRAP e 

PRICE, 1999). A fonte de lactato pode ter sido o metabolismo muscular ou sua produção 

pelos adipócitos. Embora a natação seja considerada um exercício predominantemente 

aeróbico, as condições impostas neste trabalho podem ter assumido características 

anaeróbicas, devido ao estresse psicológico, por causa da iminência de morte, e à 

necessidade de movimentar as patas para manter a cabeça fora da água, solicitando 

intensamente os músculos envolvidos. Além disso, a captação de glicose pelos adipócitos e 

a conseqüente produção e liberação de lactato pelo tecido adiposo requer a presença de 

insulina que apresenta baixa concentração plasmática durante exercício físico, embora esta 

também possa ser estimulada pelas catecolaminas, via receptores α1-adrenérgicos 

(FAINTRENIE e GÉLOËN, 1998; CHENG et al., 2000). Ademais, os resultados 

mostraram que houve depleção dos estoques de glicogênio no músculo gastrocnêmio dos 

ratos submetidos à natação, sugerindo que os músculos ativos parecem ter sido a principal 
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fonte de lactato. O aumento da concentração sérica de ácidos graxos livres reforça esta 

hipótese, uma vez que estes substratos energéticos somente são utilizados pelos músculos 

em condição de aerobiose. E, portanto, seu aumento no plasma sugere que estes não estão 

sendo utilizados na condição experimental imposta neste trabalho. 

A porção vermelha do músculo gastrocnêmio contém fibras do tipo IIa, que são as 

fibras musculares intermediárias entre as fibras de contração lenta (tipo I) e rápidas (tipo 

IIb). Essas fibras intermediárias podem aumentar a sua capacidade oxidativa com o 

treinamento (BONEN et al., 1990; PETTE e STARON, 1990). A porção branca do 

gastrocnêmio apresenta fibras do tipo IIb que são puramente rápidas, assumindo um perfil 

de baixa resistência, pois possuem poucas mitocôndrias; como conseqüência, apresentam 

capacidade limitada para o metabolismo aeróbio (McLANE e HOLLOSZY, 1979; PETTE 

e SPAMER, 1986). Em ambas as porções deste músculo ocorreu diminuição da 

concentração de glicogênio, indicando que este foi utilizado como fonte energética. O 

músculo sóleo possui características histoquímicas diferentes do músculo gastrocnêmio. No 

sóleo predominam fibras musculares do tipo I, as quais exibem grandes mitocôndrias e alta 

concentração de mioglobinas, além de ser densamente irrigado por capilares sanguíneos, 

diferenciando-o em músculo resistente à fadiga, graças à alta capacidade oxidativa 

(BOTTINELLI et al., 1994). Esse músculo é requerido para a manutenção da postura 

(BASSEL-DUBY e OLSON, 2006). Devido a essas características, apresenta pequena ou 

nenhuma solicitação em exercício de curta duração, como aquele utilizado neste trabalho, o 

que justifica a ausência de alterações no conteúdo de glicogênio deste músculo.  

Outro fator que, poderia ter contribuído para o aumento na concentração plasmática 

de lactato seria a produção aumentada de lactato pelos adipócitos. Adrenoceptores do 

subtipo α1, presentes na membrana plasmática dos adipócitos estimulam a captação de 
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glicose por estas células (FAINTRENIE e GÉLOËN, 1998; CHENG et al., 2000). A 

glicose, uma vez captada, é metabolizada dando origem ao lactato (FAINTRENIE e 

GÉLOËN, 1995). O lactato produzido é transportado para a corrente sangüínea, uma vez 

que as células adiposas apresentam MCT´s, como ocorre nas células do tecido muscular 

esquelético (HAJDUCH et al., 2000). Entretanto, nos ratos submetidos a estresse, 

provavelmente a concentração plasmática de catecolaminas está aumentada, e estas 

aumentam a produção intracelular de AMPc, ao estimularem receptores β-adrenérgicos 

presentes na membrana plasmática de adipócitos. O aumento da concentração intracelular 

de AMPc inibe a captação e a metabolização de glicose, como foi demonstrado por Taylor 

et al. (1976) e confirmado pelos resultados aqui apresentados em adipócitos isolados de 

ratos. Portanto, embora adipócitos isolados de ratos submetidos à natação apresentem 

aumento na liberação basal de lactato, é provável que a contribuição in vivo do tecido 

adiposo branco, para o aumento da lactatemia, seja irrelevante, quando se leva em conta o 

ambiente hormonal endógeno vigente no estresse. 

A lipólise basal estava aumentada em adipócitos de ratos submetidos à natação, 

confirmando dados anteriores (FARIAS-SILVA et al., 1999; SAMPAIO-BARROS et al., 

2003). Entretanto, a ausência de alterações na concentração plasmática de glicerol se 

justifica por sua alta velocidade de captação (ALEMOHAMMAD e KNOWLES, 1974; 

HELLER et al., 1980; LU et al., 2003), de tal forma que o turnover de glicerol somente é 

limitado pela sua disponibilidade e pela atividade da glicerol-quinase, a enzima que 

fosforila o glicerol a glicerol-3-fosfato, um importante intermediário metabólico 

(BRISSON et al., 2001). Esta mesma enzima também modula a difusão facilitada do 

glicerol pelas aquagliceroporinas (AGRE et al., 1998; JENSEN et al., 2002). Os principais 
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órgãos captadores de glicerol são o fígado (LIN, 1977) e os rins, que apresentam alta 

concentração de glicerol-quinase (GUO e JENSEN, 1999; BRISSON et al., 2001), além da 

mucosa intestinal, do tecido adiposo e dos músculos cardíacos e esqueléticos (BRISSON et 

al., 2001, FOREST et al., 2003). 

O aumento dos índices basais de lipólise e de glicólise observado após natação, 

pode ser atribuído à elevação no metabolismo basal que garante a recuperação após esforço 

de alta intensidade (GILLETTE et al., 1994; PHELAIN et al., 1997; KUO et al., 2005). 

A lipólise máxima induzida por d-butiril-AMPc foi similar em adipócitos isolados 

de ratos submetidos à natação e de ratos controle. Este resultado indica que não houve 

alterações na maquinaria intracelular protéica e enzimática relacionada à lipólise. A 

sensibilidade da resposta lipolítica aos agonistas adrenérgicos também não se alterou em 

adipócitos de ratos submetidos a qualquer dos protocolos de natação utilizados neste 

trabalho. Aumento na sensibilidade de adipócitos ao agonista lipolítico adrenalina foi 

constatado em adipócitos isolados de ratos submetidos a estresse por choque nas patas 

(FARIAS-SILVA et al., 1999). Esta supersensibilidade à adrenalina foi associada a up-

regulation dos receptores β2-adrenérgicos, confirmada com ensaios de western blotting 

(FARIAS-SILVA et al., 2004). Sampaio-Barros et al. (2003) também relataram aumento de 

sensibilidade à adrenalina em adipócitos isolados de ratos submetidos a uma sessão de 

natação de 60 minutos ou 3 sessões de 5, 15 e 30 minutos, respectivamente. Os dados aqui 

apresentados mostraram que a sensibilidade à adrenalina não se alterou em adipócitos de 

ratos submetidos a três sessões de natação de 5, 15 e 15 min. Talvez o aumento do número 

de animais seja necessário para estabelecer a significância estatística, ou o aumento da 

duração da última sessão seja o fator determinante desta diferença. 
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A liberação espontânea de lactato por adipócitos isolados de ratos submetidos à 

natação também se mostrou elevada em relação a adipócitos de ratos controle. Entretanto, 

não houve diferença da liberação de lactato estimulada por noradrenalina ou adrenalina. 

Esta apresenta característica bifásica, ocorrendo aumento da liberação de lactato 

concentração-dependente na faixa nanomolar de concentração de catecolaminas e inibição 

em concentrações mais altas, justamente naquelas em que a lipólise é estimulada. Em 

adipócitos, o efeito das catecolaminas sobre a lipólise se dá por meio de sua interação com 

receptores β−adrenérgicos acoplados à proteína G estimulatória (Gs). Esta ativa a enzima 

adenilil ciclase, que catalisa a conversão de ATP a AMPc. O AMPc ativa uma proteína 

quinase dependente de AMPc (PKA), que fosforila e ativa a enzima lipase hormônio 

sensível (HSL). Essa enzima promove a hidrólise de triacilglicerol em glicerol e ácidos 

graxos. Assim sendo, o primeiro passo da cascata de reações intracelulares que ocorre após 

ativação β-adrenérgica é o aumento da concentração de AMPc (LAFONTAN, 2001). Por 

outro lado, o efeito das catecolaminas sobre a captação de glicose e produção de lactato por 

adipócitos é mediado por adrenoceptores do tipo α1 (FAINTRENIE e GÉLOËN, 1998; 

CHENG et al., 2000) e este processo é inibido pelo AMPc (TAYLOR et al., 1976, 

TAYLOR e HALPERIN, 1979). Os adrenoceptores α1 não são ligados ao sistema de 

adenilil ciclase e não aumentam as concentrações intracelulares de AMPc. Estes 

adrenoceptores ativam a fosfolipace C, que cliva fosfolipídeos de membrana, liberando 

1,4,5 - inositol-trifosfato e diacil-glicerol, Os inositídeos atuam em estoques intracelulares 

de cálcio, estimulando a liberação deste íon no citosol. A inibição da liberação de lactato 

pelos adipócitos na presença de concentrações de catecolaminas capazes de aumentar a 

concentração intracelular de AMPc fica evidente quando as curvas concentração-resposta 
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para os efeitos lipolítico e glicolítico de qualquer das duas catecolaminas utilizadas neste 

trabalho são plotadas juntas. Pois, naquelas concentrações em que ocorre estimulação da 

lipólise há também inibição da liberação de lactato. Nenhum dos efeitos das catecolaminas 

sobre adipócitos analisados neste trabalho foi alterado pelo protocolo de estresse. 

Concluindo, os resultados aqui apresentados mostraram que as alterações na 

temperatura corporal dos ratos e das concentrações plasmáticas de corticosterona e de 

lactato indicaram que a intensidade do estresse aumenta à medida que a temperatura da 

água diminui, mas as alterações observadas nos demais parâmetros metabólicos analisados 

não foram proporcionais à intensidade do estresse. Não foram detectadas alterações nas 

concentrações plasmáticas de glicose e de glicerol, ou nas respostas lipolítica e glicolítica 

às catecolaminas. O aumento nas concentrações plasmáticas de ácidos graxos e na atividade 

lipolítica e glicolítica espontânea de adipócitos, bem como a depleção da concentração de 

glicogênio muscular foi independente da intensidade do estresse. 

Por outro lado, o aumento da duração da última sessão de natação para trinta 

minutos (SAMPAIO-BARROS et al., 2003) resulta em aumento significativo da glicemia, 

depleção no conteúdo hepático de glicogênio e mais intensa no glicogênio muscular, com 

os demais parâmetros apresentando alterações semelhantes aos aqui registrados. Em 

adipócitos de ratos submetidos à natação não ocorre alteração de sensibilidade aos 

agonistas adrenérgicos como foi descrito em adipócitos de ratos submetidos a estresse por 

choques nas patas (FARIAS-SILVA et al., 1999; 2004). 

Assim sendo, os resultados aqui apresentados em conjunto com os da literatura 

sugerem que as alterações induzidas pelo estresse na resposta metabólica de ratos 

dependem principalmente da natureza do agente estressor. O estresse por natação, em 

qualquer das intensidades utilizadas neste protocolo não desencadeou alterações 
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semelhantes àquelas causadas por choques nas patas. Estes dados estão de acordo com as 

teorias atualmente aceitas sobre estresse e alostasia que preconizam que cada resposta de 

estresse apresenta certo grau de especificidade (MARCONDES et al., 1996; GOLDSTEIN, 

2003). 

 

6. CONCLUSÕES 

 
 Os resultados permitem concluir que em paradigmas de estresse por natação, a 

intensidade do estresse é diretamente proporcional à diferença entre a temperatura da água 

e a temperatura corporal e que, no estresse por natação, diferentes intensidades resultam em 

respostas metabólicas similares. 
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8. ANEXOS  

COMISSÃO DE ÉTICA NA EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL 

TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSO 

CERTIFICADO DE HONRA AO MÉRITO 
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