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RESUMO

Os efeitos do estresse por natacdo sobre marcadores metabdlicos diferem daqueles do
estresse por choques nas patas. Estas diferencas poderiam ser conseqiiéncias da natureza do
estressor, que difere nos dois modelos, ou da intensidade de estresse, que parece ser menor
quando os animais sao submetidos a nata¢do do que quando submetidos a choque nas patas.
O objetivo deste trabalho € avaliar o efeito da intensidade do estressor sobre a mobilizagao
de substratos metabdlicos. Ratos Wistar adultos foram distribuidos em grupos: controle,
nao submetido a natacdo; e ratos submetidos a natagdo em dgua a 35°C, 24°C ou 18°C. As
sessOes de natacdo ocorreram em trés dias consecutivos com 5, 15 e 15 min de duragao,
respectivamente. Os ratos foram pesados antes da primeira e da dltima sessao de natacdo e
apoés a ultima sessao sua temperatura retal foi determinada por um tele-termometro; foram
anestesiados e uma amostra de sangue foi coletada por pun¢do cardiaca. Foram retiradas
amostras do figado e dos musculos gastrocnémio, séleo e ventricular cardiaco. Adipdcitos
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 lipolitica e glicolitica aos agonistas, respectivamente. Foram
determinadas também as concentracdes plasmdticas de glicose, lactato, dcidos graxos
livres, glicerol e corticosterona, além da concentracdo muscular e hepética de glicogénio. O

peso corporal dos ratos dos quatro grupos ndo apresentou diferenca estatisticamente
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significativa antes da primeira ou da terceira sessdo de natacdo. Apds natagdo em
temperaturas de 24°C e 18°C os ratos apresentaram hipotermia (30,7 = 0,7°C e 24,0 +
0,5°C, respectivamente) em relacdo os grupos controle (37,2 £ 0,12°C) e natagcdo a 35°C
(36,7 £ 0,2°C), entre os quais ndo houve diferenca estatisticamente significativa. Apds a
terceira sessdo de natacdo, a concentracdo plasmadtica de corticosterona aumentou
significativamente nos grupos submetidos a natacao em 18°C (294,7 = 17,9 ng/mL) e 24°C
(289,5 £ 27,1 ng/mL) do que 35°C (166,3 + 11,8 ng/mL), sendo os trés significativamente
diferentes do controle (57,2 £ 10,0 ng/mL), enquanto que as concentracdes sanguineas de
lactato e de dcidos graxos livres estavam significativamente elevadas em relacdo ao
controle, mas ndo diferiram entre os grupos de ratos submetidos a natacdo. As
concentracoes de glicogénio das amostras hepdticas, cardiacas e do musculo séleo de ratos
submetidos a natacdo nao diferiram significantemente do grupo controle. Porém, as
concentracdes de glicogénio nas por¢des branca e vermelha do misculo gastrocnémio
estavam reduzidas apds natacdo. Em adipdcitos isolados de ratos submetidos a natagdo
houve aumento da liberagcdao basal de glicerol e de lactato, mas as respostas ao d-butiril-
AMPc, a noradrenalina e a adrenalina, assim como a sensibilidade as duas catecolaminas,
ndo diferiu significantemente do controle. Concluimos que a intensidade do agente
estressor pode ser modulada pela temperatura da dgua em protocolos de estresse por
natacdo, de modo que as temperaturas mais baixas em relacdo a temperatura corporal do
rato determinam respostas de estresse mais intensas, evidenciadas pela concentracio
plasmdtica de corticosterona. Entretanto, as alteragdes observadas nos marcadores
metabodlicos analisados sdo 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 35°C, 24°C or 18°C.
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 24°C and 18°C the rats showed severe hypothermia (30.7 +
0.7°C and 24.0 £ 0.5°C, respectively, p<0.05), whereas swimming at 35°C did not alter the
rats rectal temperature (36.7 = 0.2°C) compared to control (37.2 + 0.12°C). The plasma

levels of corticosterone significantly enhanced in 18°C (294.7 £ 17.9 ng/mL), 24°C (289.5
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+ 27.1 ng/mL) and 35°C (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. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Neuroenddcrinos do Estresse

Os efeitos do que hoje conhecemos como estresse sdo descritos desde os tempos
mais remotos até os dias atuais. No entanto, o conceito de estresse € moderno e traduz um
complexo repertério de respostas fisioldgicas de ativacao de vdarios, porém integrados,
sistemas organicos como o nervoso, o enddcrino, o cardiovascular e o imunolégico, que
induzem alteracdes comportamentais e homeostaticas.

A humanidade deve a Hans Selye essa concepcdo moderna de estresse. Em 1936,
Selye apresentou a comunidade cientifica a caracterizacdo da “resposta nao especifica do
nosso organismo as demandas a ele impostas”, publicando um importante trabalho, onde
descreveu a “Sindrome Geral da Adaptacdo”, cuja resposta Selye denominou “estresse”.
Essas demandas impostas ao organismo que podem alterar sua homeostasia sdao chamadas
de “agentes estressores” (CHARMANDARI et al., 2005). A Sindrome Geral da Adaptagao
€ caracterizada por trés fases: o primeiro estidgio configura uma “reacdo de alarme”,
representando a resposta inicial do organismo frente ao agente estressor, ocorrendo quando
o organismo nao estd adaptado ao estimulo recebido. Em seguida, sendo mantido o
estimulo, ocorre a fase de resisténcia, caracterizada pela ativacdo de mecanismos
adaptativos. Nao ocorrendo adaptacdo, desenvolve-se o estigio de exaustio onde o
organismo estd susceptivel a distirbios (SELYE, 1936; VAN DE KAR et al., 1991;
HAMMET e TREMBLAY, 2002; MOTZER e HERTIG, 2004).

Inicialmente, a Sindrome Geral de Adaptagdo foi descrita como uma reagcdo geral e
inespecifica (SELYE, 1936). Entretanto, a continuidade dos estudos sobre a resposta de

estresse evidenciou seu cardter especifico (MASON, 1968a; MASON, 1968b; KRULICH et



al., 1974; HENNESSY et al., 1979; HERD, 1991) pela influéncia de estressores ambientais
(MARPLES, 1972), do género (LESCOAT et al., 1970; ANISHCHENKO e GUDKOVA,
1992; PARE e REDE], 1993), da idade (RIEGLE, 1973) e, principalmente, da percepcao
individual do agente estressor, o que depende das experiéncias vividas e da novidade ou
previsibilidade do estimulo (GRIFFIN, 1989; VOGEL e JENSH, 1998).

O conceito de estresse pressupde que, apds a reagdo de estresse, O organismo
recupera sua homeostasia, ou seja, garante a manuten¢ao do equilibrio interno, apesar das
variagdes do meio externo. Esta constancia do meio interno € obtida com a regulagdo por
retroalimentacdo negativa, que direcionam para o retorno a situagdo inicial. Recentemente,
alguns autores propuseram um novo conceito para designar a estabilidade do meio interno,
nas situacdes de mudancga fisiologica a que o organismo € submetido constantemente. O
novo conceito propde que a homeostasia existe apenas para alguns poucos parametros
fisiolégicos, por exemplo, a constancia do pH ou osmolaridade dos fluidos corporais;
enquanto que os demais parametros se alteram para garanti-la. Assim sendo, sistemas
efetores, tais como o sistema nervoso central e o hormonal, sdo ativados para promover a
adaptacdo do organismo a nova situagdo e nao para o retorno a uma situagao anterior que
niao mais existe. A este conceito, segundo o qual “a estabilidade é mantida por meio da
mudanca” foi dado o nome de alostasia (STERLING & EYER, 1988). Os mecanismos
acionados na alostasia sdo chamados de mecanismos alostaticos (CHROUSOS e GOLD,
1992; SANTOS e SPADARI-BRATFISCH, 2006).

O conjunto dos mecanismos alostiticos ativos em determinado instante constitui a
“carga alostdtica” e o processo por ele desencadeado é denominado de adaptacdo. Porém,
se a carga alostdtica € excessiva ou persiste por muito tempo, seja de modo continuo ou

intermitente, passa a configurar uma outra situacdo que é denominada de “sobrecarga



alostética”. Essa situacdo pode resultar em mal-adaptacdo devida a ativagdo exacerbada dos
sistemas efetores (SANTOS e SPADARI-BRATFISCH, 2006), o que promove as mesmas
conseqiiéncias da fase de exaustdo da Sindrome Geral da Adaptacdo de Selye, podendo
surgir as, assim chamadas, doencas relacionadas ao estresse.

O estresse promove a ativacdo de um eixo neuro-hormonal que se inicia na regido
limbica do hipotdlamo, passa pela hipdfise e termina na glandula adrenal sendo, por isso,
chamado de eixo hipotdlamo - pituitdria (hip6fise) - adrenal (HPA). Concomitantemente,
ocorre a ativacdo do eixo formado pelo sistema nervoso simpatico - medula adrenal. Estes
eixos constituem os componentes periféricos dos “sistemas de estresse” (CHARMANDARI
et al., 2005) e, quando ativados, promovem o aumento das concentracdes plasmaticas de
catecolaminas e de glicocorticéides, considerados os hormonios do estresse (AXELROD e
REISINE, 1984).

Outros eixos neuroenddcrinos também podem ser alterados, como aqueles
relacionados ao horménio do crescimento (KRULICH et al., 1974; LUGER et al., 1988),
ao hormonio luteinizante (KRULICH et al., 1974; EUKER et al., 1975), ao hormonio
foliculo-estimulante (KRULICH et al., 1974), a prolactina (EUKER et al., 1975; KANT et
al., 1983) e a tireotropina (MILLS, 1985).

O aumento na concentracdo plasmadtica desses hormonios do estresse inicia
alteracdoes metabdlicas que produzem mobilizacdo de substratos energéticos a partir de
tecidos de armazenamento, como o hepdtico e o adiposo branco. O tecido adiposo marrom
¢ ativado quando o agente estressor inclui o frio, j4 que sua fungdo estd relacionada a
termogénese (TRAYHURN, 1979; HIMMIS-HAGEN, 1990; COLLINS et al., 2001; Van

MARKEN LICHTENBELT e DAANEN, 2003).



O aumento da mobiliza¢do metabdlica resulta em disponibiliza¢do de carboidratos e
lipidios para a atividade celular, os quais contribuem para a tentativa de manutencdo da
homeostasia em situagdes de estresse, por meio de ajustes de outros sistemas como, por
exemplo, o cardiovascular, o respiratério, o nervoso e o muscular (SELYE, 1936; HERD,

1991).

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

As catecolaminas, principalmente a adrenalina, estimulam a glicogendlise e a
gliconeogénese hepaticas (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 glicocorticéides influenciam o metabolismo de carboidratos através de sua
acdo permissiva aos efeitos glicogenolitico e gliconeogénico das catecolaminas (EXTON et
al., 1972). O glucagon, que na situacdo de estresse também tem sua concentracio
aumentada devido a ac@o das catecolaminas, inibe a secrecdo de insulina e também ativa a
gliconeogénese hepatica. 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 concentragio 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 lipolitica causando liberacdo de acidos graxos livres e de glicerol
(SLAVIN et al., 1994; LAFONTAN et al., 1995, 2001, 2002), enquanto os glicocorticoides
desempenham um papel permissivo na manuten¢do da resposta lipolitica as catecolaminas

(FAIN e GARCfJA—SAINZ, 1983). Neste mesmo tecido, a insulina e os agonistas alfa-



adrenérgicos, promovem aumento da captacdo de glicose, que é metabolizada a lactato, o
qual é liberado na circulagdo (DIGIROLAMO et al., 1992; FAINTRENIE e GELOEN,
1995, 1998; CHENG et al., 2000; BOSCHMANN et al., 2002). Ratos submetidos a
estresse por choque nas patas apresentam aumento da drea sob a curva da glicose durante a
realizagdo do ivGTT, sugerindo uma resisténcia a captagao de glicose pelos tecidos desses
animais (FARIAS-SILVA et al., 2002).

O figado é considerado o principal 6rgao responsavel pela captacdo de glicerol
(LIN, 1977) e de lactato (DIGIROLAMO et al., 1992) a partir do plasma, os quais podem
ser utilizados como substratos para a gliconeogénese (DIETZE et al., 1976; CONSOLI et
al., 1989) e, no caso do glicerol, também para a sintese de triacilgliceréis (PITTNER et al.,
1985a, b; BRINDLEY et al., 1988; NEWGARD et al., 2000). Estes processos podem ser
modulados pelas catecolaminas, pelo glucagon e pelos préprios dcidos graxos (PITTNER et
al., 1985a, b; BRINDLEY et al.,, 1988; PAULETTO et al., 1991). A elevacdo da
concentracdo plasmadtica de catecolaminas e de glicocorticides resulta em aumento do
turnover dos elementos lipidicos do metabolismo, que pode ser acompanhado ou ndo da
elevacdo de suas concentragdes plasmaticas. Esta mobilizacdo metabdlica ¢ fundamental

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

1.3. Estresse e Sensibilidade dos Tecidos as Catecolaminas

As alteracOes neurais e hormonais que ocorrem durante a resposta de estresse, que
levam também a modificagdes na dindmica metabdlica, podem promover alteracdes na
sensibilidade dos tecidos as catecolaminas. Os fatores que determinam subsensibilidade ou
supersensibilidade adrenérgica podem ser: alteracdoes nos sistemas de metabolizacdo que

limitam a meia vida dos agonistas adrenérgicos; modificagdo do nimero de adrenoceptores;



alteracdoes da afinidade dos receptores aos agonistas, e/ou mudancas no processo de
acoplamento entre os adrenoceptores e os sistemas de segundo mensageiros, afetando
qualquer das etapas intracelulares do processo de ativagao celular.

Os mecanismos envolvidos nessas alteracdes podem variar de acordo com o tipo de
agente estressor e de fatores intrinsecos, como a espécie e o género. Em fémeas, 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 Laboratério de Estudos do Estresse (LABEEST/UNICAMP) estuda os
efeitos do estresse sobre a sensibilidade do tecido cardiaco 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 lipolitica as catecolaminas de adipdcitos isolados do paniculo adiposo epididimal
de ratos. Farias-Silva et al. (1999) demonstraram que ocorrem alteragdes de sensibilidade
da resposta adrenérgica em adipdcitos epididimais isolados de ratos submetidos a estresse
por choque nas patas, que se caracterizam por supersensibilidade ao isoproterenol e a
adrenalina e subsensibilidade a noradrenalina e ao BRL37344. Estas alteragdes refletem
aumento na expressdo de adrenoceptores do subtipo B, e diminui¢do na expressdo dos
subtipos B; e B3 (FARIAS-SILVA et al., 2004). Por outro lado, adipdcitos epididimais
isolados de ratos submetidos a nata¢do (uma tnica sessao de 60 minutos, ou uma sessao por
dia em trés dias consecutivos de 5, 15 e 30 min, respectivamente) apresentam
supersensibilidade a adrenalina, mas esta ndo € acompanhada de alteracdao da sensibilidade

a noradrenalina (SAMPAIO-BARROS et al., 2003). Em conjunto, estes dados sugerem que



as alteracdes de sensibilidade as catecolaminas induzidas por estresse, em adipdcitos de
ratos, dependem da natureza do estressor e seriam, portanto, especificas. Alternativamente,
podem significar também que o estresse por choques nas patas seria mais intenso que o
estresse por natagao e, por isso, causaria maiores alteracdes na populacao de adrenoceptores
dos tecidos adiposo e cardiaco.

O estresse por choque nas patas é acompanhado de aumento nas concentragdes
plasmaéticas de corticosterona, glicose e triacilglicer6is, mas ndo de glicerol (VERAGO et
al., 2001), enquanto que a natagdo causa aumento na concentracdo sanguinea de glicose,
lactato e de 4cidos graxos livres, assim como na lipdlise basal analisada em adipdcitos
isolados (SAMPAIO-BARROS et al., 2003). Estes dados sugerem que as diferencas nas
alteracdes metabdlicas desencadeadas por diferentes estressores podem ser devidas ao tipo
ou a intensidade do agente estressor.

A intensidade do estresse por natacdo pode ser alterada modificando-se a
temperatura da dgua, as dimensdes do tanque de natacdo e a profundidade da dgua (CALIL
e MARCONDES, 2006), além do tempo de permanéncia na 4gua, e adi¢cdo de pesos ao
animal.

Com o objetivo de esclarecer se a intensidade do estressor leva a respostas
metabodlicas diferentes, optamos por utilizar o estresse por natagdo em diferentes
temperaturas, 35°C, 24°C e 18°C (KONARSKA et al., 1989, 1990). Nos partimos do
pressuposto que a diminui¢do da temperatura da d4gua aumenta a intensidade do estresse,
uma vez que, em um paradigma de estresse por imersao em dgua a diferentes temperaturas,
Drugan et al. (2005) demonstraram que a temperatura da dgua influencia a temperatura
corporal dos ratos, causando hipotermia que € proporcional ao tempo de imersdo e a

temperatura da agua. Os mesmos autores demonstraram que o aumento na concentragao



plasmdtica de corticosterona, indicativa da intensidade do estresse, € proporcional a
diferenca entre a temperatura da dgua e a temperatura corporal dos ratos (DRUGAN et al.,
2005).

Em um trabalho anteriormente desenvolvido no laboratério, foi verificado que ratos
Wistar suportam permanecer na dgua a 18°C por até dezessete minutos (SANTOS et al.,
2003). Assim sendo, estabelecemos a duragdo das sessdes em, no maximo, quinze minutos,
diferente do tempo utilizado nos trabalhos prévios do LABEEST que era de trinta minutos.
O numero de sessoes e as dimensdes do tanque foram mantidos semelhantes aos utilizados

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



2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram verificar se diferentes temperaturas da dgua
induzem diferentes intensidades de resposta de estresse por natagdo, e se diferentes

intensidades de estresse resultam em diferentes respostas metabdlicas.



3. MATERIAL E METODO

3.1. Animais

Foram utilizados ratos da cepa Wistar (Rattus norvergicus), com trés meses de idade
e peso de 250-350 g, adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
(CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Esses animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica 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 as 6:30 horas. Os ratos
permaneceram no biotério, pelo menos por uma semana, antes do inicio dos experimentos e
receberam agua e racdo ad libitum durante todo o periodo. Os protocolos experimentais
foram aprovados pela Comissio de Etica na Experimentacio Animal (CEEA-IB) do

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

3.2. Grupos Experimentais

Os ratos foram distribuidos em quatro grupos: controle, ratos nao submetidos a
natacdo, mas submetidos a manipula¢do didria para troca e higiene das gaiolas; (35°C),
submetidos a trés sessdes de natacdo em agua a 35°C; (24°C), submetidos a trés sessdes de
natacdo em dgua a 24°C; (18°C), submetidos a trés sessdes de estresse por natacdo em agua
a 18°C. Os animais foram submetidos individualmente as sessdes de natacdo e a dgua era
trocada apds cada sessdo. Apds a terceira sessdo de natacdo os animais foram anestesiados

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

Os ratos foram submetidos a natacdo em compartimentos pldsticos cilindricos (40
cm de diametro e 60 cm de altura) preenchidos a profundidade de 40 cm com dgua a 18°C,
24°C ou 35°C. Foi realizada uma sessdo de natac¢do por dia durante trés dias consecutivos
com 5, 15 e 15 minutos de duracdo, respectivamente. As sessdoes de natacdo ocorreram
entre 7:30h e 11:00h. Apds cada sessdo de natacdo foi medida a temperatura retal dos ratos
com um tele-termometro (Yellow Springs Instrument Co, Inc., Yellow Springs, Ohio,
EUA). Em seguida, os ratos permaneceram em sala aquecida até estarem completamente

secos e entdo retornaram as gaiolas-moradia.

3.4. Sacrificio dos Animais e Coleta de Tecidos e Sangue

Para a andlise da concentracdo sanguinea de lactato, antes e apds cada sessdo de
natacdo, 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 andlises plasmdticas, ap6s a ultima sessdo de natacdo, os ratos foram
anestesiados com xilazina (10 mg/Kg, ip) e quetamina (50 mg/Kg, im), e o sangue foi
coletado por puncdo cardiaca em tubo contendo com heparina.

Para a determinagdo da concentracdo plasmatica de corticosterona, foi utilizado um
outro lote de ratos, que foram anestesiados com tiopental sédico (Thiopentax, Laboratério
Cristalia, Itapira, SP, Brasil), na dose de 50 mg/Kg. Em seguida, o sangue foi coletado em
seringas heparinizadas por pun¢io cardiaca.

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

em “freezer” a temperatura de -80°C, para posterior andlise.
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Os tecidos a serem analisados foram retirados logo apds a puncdo cardiaca; em
seguida, com excec¢ao do tecido adiposo, foram congelados em nitrogénio liquido e, entao,
estocados a temperatura de -80°C para posterior andlise. Foram coletados o dpice dos
ventriculos cardiacos, o Iébulo hepdtico superior, os musculos séleo e gastrocnémio
(por¢des branca e vermelha) e o paniculo adiposo epididimal. O tecido adiposo foi

imediatamente utilizado, como descrito abaixo.

3.5. Coleta e Preparo dos Adipécitos

O paniculo adiposo epididimal foi removido, pesado (2,5g a 3g), fragmentado com
tesoura e imerso em tampao digestivo Krebs Ringer Bicarbonato Albumina (KRBA), com a
seguinte composi¢ao (mM): NaCl 118,7; KCl 4,69; CaCl, 2,52; KH,PO, 1,18; NaHCOs
30,5; glicose 6; HEPES 10; acrescido de albumina bovina a 3% e colagenase (I mg/mL);
pH ajustado para 7,4. O tecido foi submetido a digestdo por um periodo de 45 minutos a
37°C, sob agitacdo (60 ciclos/min). Ao final deste periodo, os adipécitos foram submetidos
a filtracdo e lavagens sucessivas com KRBA sem colagenase (RODBELL, 1964;
SAMPAIO-BARROS et al., 2003).

Ap6s a preparagdo dos adipdcitos, a suspensao celular resultante foi filtrada através
de uma malha de nylon e lavada trés vezes com tampao KRBA sem colagenase. Realizado
esse processo, uma aliquota da suspensdo celular final foi observada ao microscépio para a
contagem das células adiposas integras, em camara Mallassez, para ajuste da concentracdo

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

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

em 10uL de solu¢cdo) com volume total de tampdo ajustado para 1 mL. Os agonistas de
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adrenoceptores foram adicionados de modo a se obter concentragdes finais entre 0,1 nM e
100 uM. Os tubos foram mantidos por 60 minutos em banho-maria a 37°C, sob agitacao
constante de 60 ciclos por minuto. A adi¢cao dos farmacos definiu o inicio dos ensaios.

Ap6s 60 minutos de incubagdo com um dos agonistas de adrenoceptores, os tubos
foram colocados em gelo moido, para interromper a reacdo. Aliquotas do meio de
incubacgdo foram utilizadas para a determinacdo enzimdtica da concentracao de glicerol e de
lactato no meio. Um par de amostras incubadas sem farmaco permitiu a determinacio da
liberag@o espontanea das substincias a serem determinadas, consideradas como indice basal
da atividade celular.

Os resultados foram expressos em curvas concentracdo-resposta, as quais foram
determinadas plotando-se o logaritmo da concentracdo de agonista versus a quantidade de
glicerol ou lactato liberado, apds subtragdo da liberacdo basal. Em cada curva
concentracdo-resposta foi calculada a concentracdo de agonista que induziu 50% da lipdlise

méxima (ECs). Esta foi expressa como logaritmo negativo (pDy).

3.6. Determinacao da Concentracao de Glicerol e de Lactato no Meio de Incubacao de
Adipdcitos

A concentracdo plasmadtica de glicerol presente em aliquotas de 10 pL. do meio de

incubacdo dos adipdcitos foi determinada utilizando coquetel enzimatico. As amostras

foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 540 nm. A

concentracdo de glicerol no meio de incubacdo foi expressa em pmol de glicerol em 10°

células/60 minutos (VERAGO et al., 2001).
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Para a determinacdo da concentracdo de lactato no meio de incubacdo dos
adipdcitos, foi utilizado kit enzimatico marca “Trinity Biotech” (St. Louis, MO, EUA). As
amostras foram submetidas a determinac¢do em aparelho leitor de ELISA, em comprimento
de onda de 540 nm. A concentracdo de lactato foi expressa em pmol de lactato em 10°

células/60 minutos.

3.7. Determinacao da Glicemia

A determinacdo da concentragdo plasmdtica de glicose foi realizada pelo método da
glicose oxidase, utilizando-se kit enzimdtico (Laborlab Ltda, Guarulhos, SP, Brasil). As
amostras foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de
505 nm. Em experimentos anteriores feitos neste laboratdrio, verificou-se que congelar o
plasma para posterior analise ndo altera o resultado em comparacgdo a leitura realizada logo
apos a coleta. A concentracao de glicose na amostra foi expressa em mg/dL. (VERAGO et

al., 2001).

3.8. Determinacio da Concentraciao Sanguinea de Lactato

A determinac¢do da concentracdo sangiiinea de lactato foi determinada por reflexao
fotométrica em um lactimetro (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 concentracdo sangiiinea de lactato foi expressa em mmol/L. (SAMPAIO-

BARROS, et al., 2003).
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3.9. Determinacdo da Concentracio Plasmatica de Corticosterona, Acidos Graxos
Livres e de Glicerol

A concentracdo de corticosterona foi determinada pela técnica de ensaio imuno-
enzimatico (EIA) utilizando-se kit comercial da marca “Assay Designs” (Ann Arbor, MI,
EUA). Os coeficientes de variagdo intra e interensaio foram de 6,6% e 7,8%,
respectivamente.

A concentracdo plasmética de dcidos graxos livres foi determinada utilizando kit
enzimatico “Wako NEFA C” (Wako Chemicals Gmbh, Neuss, Alemanha) e a de glicerol

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

3.10. Determinacao da Concentracio Muscular e Hepatica de Glicogénio

Para a determinagdo do contetddo de glicogénio, foi utilizado o protocolo de Lo et
al. (1970), com pequenas modificagdes (SAMPAIO-BARROS, et al., 2003). As amostras
analisadas foram o tecido hepatico (aproximadamente 5g) e tecidos musculares cardiaco e
esquelético (aproximadamente 2 g). Apos a pesagem dos tecidos, os mesmos foram imersos
em tubos de ensaio com 30% KOH (figado =2 mL e musculos = 1 mL) e colocados em
banho fervente para digestdo. Apds o periodo de digestdo foi adicionado Na,SO, saturado
(figado = 200uL e musculos = 100uL). Foram adicionados 7 mL e 3,5 mL (figado e
musculos, respectivamente) de etanol (95%) para precipitar o glicogénio da digestdo
alcalina. As amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes foram aspirados. Os pellets
foram dissolvidos com &dgua destilada. O contetdo dissolvido foi transferido para outro

tubo, contendo fenol (5%), 50 uL e 200 uL (figado e musculos, respectivamente) e H,SO4

(2,5 mL). A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro 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

glicogénio/100 mg de tecido.

3.11. Analise Estatistica

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

Para a comparacdo dos valores relativos ao peso corporal, antes da primeira e da
terceira sessoes de estresse, foi utilizada Andalise de Variancia Bifatorial com os fatores
grupos (controle, 18°C, 24°C e 35°C) e sessdo (primeira, terceira).

Os demais dados foram comparados por Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do
teste exato de Fisher. Diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05. A
andlise estatistica 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 ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa, antes da primeira ou da terceira sessao de natagdo (Tabela 1).
A temperatura corporal em ratos controle foi igual a 37,2 + 0,12°C. A natac¢do a 35°C nao
alterou significativamente a temperatura corporal dos ratos (36,7 £ 0,2°C). Entretanto, apés
natacdo em temperaturas de 24°C e 18°C os ratos apresentaram hipotermia (30,7 £ 0,7°C e
24,0 = 0,5°C, respectivamente, p<0,05 em relacdo ao grupo controle e 35°C). O grau de
hipotermia foi inversamente proporcional a temperatura da dgua.

A concentracdo plasmética de corticosterona, medida apds a terceira sessdo de
natacdo, apresentou uma elevagdo significativa nos trés grupos natagdo em relacdo ao
controle, e foi significativamente maior nos grupos que nadaram a 24°C e 18°C também em
relacdo ao grupo que nadou a 35°C (Tabela 2 e Figura 1).

A glicemia nao foi significativamente diferente entre os grupos de ratos submetidos
a natagc@o ou entre estes e os ratos controle. Entretanto, as concentracdes sanguineas de
lactato e de acidos graxos livres, medidas apOs a terceira sessao de natagdo, foram mais
altas nos ratos submetidos a natacdo do que nos ratos do grupo controle, mas nao houve
diferenca entre os grupos de ratos submetidos a natagdo. Nado houve diferenca
estatisticamente significativa na concentragdo plasmadtica de glicerol entre os grupos
(Tabela 2).

A concentragdo de glicogénio das amostras hepaticas, cardiacas e do musculo séleo
de ratos submetidos a natacdo nao diferiu significantemente do grupo controle. Entretanto,
a concentracdo de glicogénio nas por¢des branca e vermelha do musculo gastrocnémio

estava reduzida apds natacdo (Tabela 3).
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Em adipdcitos isolados de ratos submetidos a natacdo houve aumento da liberacao
basal de glicerol (Tabela 4 e Figura 2), mas as respostas ao d-butiril-AMPc, a noradrenalina
e a adrenalina, assim como a sensibilidade as duas catecolaminas, ndo diferiu
significantemente do controle (Tabelas 4 e 5). Na Figura 3 s@o apresentadas as curvas
concentracdo-resposta a noradrenalina e a adrenalina obtidas em adipdcitos de ratos
submetidos a natacdo em diferentes temperaturas, nas quais a lipdlise é medida pela
concentracao de glicerol no meio de incubagdo. Nao houve diferencas entre os grupos.

A producdo basal de lactato pelos adipdcitos foi significantemente maior em
adipdcitos isolados de ratos submetidos a natacdo do que em ratos controle (Tabela 6 e
Figura 4). Foi possivel demonstrar liberacdo de lactato em resposta as catecolaminas, por
adipdcitos isolados de ratos controle e de ratos submetidos a natacdo (Tabela 6). Nas
figuras 5 (1) e 7 (1) observamos que ambas as catecolaminas causam um efeito bifdsico na
resposta glicolitica. Em concentracdes na faixa nanomolar estas estimulam a glicélise de
modo concentracdo-dependente, representada pela fase ascendente das curvas
concentracdo-resposta. Em concentracdes de noradrenalina e adrenalina maiores que 10°M
estas passam a inibir a glicdlise também de modo concentracdo-dependente, chegando a
inibir completamente a resposta. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos.

As figuras 6 e 8 ilustram as curvas de liberacdo de lactato em resposta a
noradrenalina e a adrenalina, respectivamente, em adipdcitos isolados de ratos controle e de
ratos submetidos a natacdo em trés temperaturas diferentes separadamente para melhor
visualizacdo dos grupos. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

(Tabela 6).
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As respostas lipoliticas e glicoliticas as catecolaminas sdo apresentadas juntas nas
Figuras 9 (noradrenalina) e 10 (adrenalina). Pode-se observar que a liberagdo de lactato
pelos adipdcitos ocorre em resposta a concentracdes nanomolares de noradrenalina ou
adrenalina, nas quais a resposta lipolitica ndo é estimulada. Em concentra¢des acima de 10
nM, que estimulam a lipdlise, ocorre inibicdo da liberagdo de lactato pelos adipdcitos de

ratos controle e de ratos submetidos a estresse por natacao.
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Tabela 1. Peso corporal (g) de ratos controle e de ratos antes da primeira e da terceira
sessoes de natagcdao (5, 15, 15 min) em dgua a temperatura de 18°C, 24°C ou 35°C, e

temperatura retal (°C) apds a terceira sessio de natagio.

controle 35°C 24°C 18°C
Peso 318+ 10 338 +4 327+6 316 £20
antes da 1 sessdo (8) 5 5 5
Peso 318+ 10 341 £7 3277 317 £20
antes da 3? sessdo (®) &) 5 ®))

Temperatura apds a 3* 37,2 +0,12 36,7 +0,2 30,7 £0,66* 24,0+ 0,5*#

sessao (5) ) (5) 5)

Os dados sao médias seguidas do erro padrao da média do nimero de experimentos
indicado entre parénteses. * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos
demais grupos. * indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo 24°C

(p<0,05; ANOV A seguida de teste de Fisher).
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Tabela 2. Concentragdes sangiiineas de corticosterona (plasma), lactato (sangiiineo),
glicose (plasma), dcidos graxos livres (plasma) e glicerol (plasma) em ratos controle e em

ratos submetidos a trés sessdes de natagdo (5, 15 e 15 min) em dgua a temperatura de 18°C,

24°C ou 35°C.
controle 35°C 24°C 18°C
Corticosterona 57,2+ 10,0 166,25 + 11,8*% 289,53 +27,1*" 294,74 + 17,9%"
(ng/mL) 4) 4) 4) 4)
Lactato 1,82 £ 0,25 3,70 £0,31% 4,02 £0,44* 4,40 £ 0,34*
(mmol/L) &) &) &) )
Glicose 118,8+7,1 140,1 £ 5,6 138,0 £ 9,1 112,3+10,8
(mg/dL) (6) (&) &) 9)
Acidos Graxos 0,56 + 0,07 1,55 +£0,21% 1,62 £0,23% 1,70 £ 0,20%*
(nmol/L) (7) &) &) &)
Glicerol 7,57 +1,43 9,56 + 1,50 9,37 +0,90 9,35+ 0,67
(mmol/L) (6) (6) (7) (6)

Os dados sao médias seguidas do erro padrao da média do nimero de experimentos
indicado entre parénteses. * indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
controle (p<0,05; ANOVA seguida de teste de Fisher). * indica diferenca estatisticamente
significativa comparado com o grupo de ratos que nadou a 35°C (ANOV A seguida de teste

de Fisher).
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Figura 1 — Concentracdo plasmdtica de corticosterona de ratos controle e de ratos
submetidos a trés sessdes de natacdo em dgua a temperatura de 35°C, 24°C ou 18°C. *
indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle; * indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo 35°C (p<0,05, ANOVA seguido de teste

de Fisher).
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Tabela 3. Concentragao de glicogénio (mg/100mg de tecido) hepatico e muscular de ratos

controle e de ratos submetidos a trés sessdes de natacdo (5, 15 e 15 min) em 4gua a

temperatura de 18°C, 24°C ou 35°C. Os tecidos musculares analisados foram sdéleo,

ventriculo cardiaco e gastrocnémios [porcdes branca (GB) e vermelha (GV)].

controle 35°C 24°C 18°C

Figado 5,21 +0,80 6,58 + 1,04 5,99 +0,49 5,59 +0,39
(7 (&) &) (10)

Séleo 0,37 £ 0,06 0,37 £ 0,10 0,36 + 0,04 0,39 + 0,03
(7 (&) (&) (10)

GB 0,59 £ 0,05 0,38 +0,10% 0,39 + 0,04* 0,28 +0,04*
(11) &) “4) (10)

GV 0,43 + 0,06 0,26 + 0,08* 0,16 +0,03* 0,17 +0,03*
(11) &) &) (10)

Ventriculo 0,25+0,04 0,26+0,07 0,23+0,06 0,31+0,05

(12) “4) ®) (10)

Os dados sao médias seguidas do erro padrio da média do nimero de experimentos

indicado entre parénteses. * indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao

controle (p<0,05; ANOVA seguida de teste de Fisher).
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Tabela 4. Liberacdao basal e estimulada por d-butiril AMPc (1 mM) de glicerol (umol
glicerol em 10° células/60 min) em adipdcitos epididimais isolados de ratos controle e de

ratos submetidos a trés sessdes de natagdo (5, 15 e 15 min) em 4gua a temperatura de 18°C,

24°C ou 35°C.
controle 35°C 24°C 18°C
Basal 0,55 +0,13 1,17 £0,22% 1,20 £ 0,04* 1,48 £0,05%
®) (7) (&) (6)
d-butiril AMPc 1,00 £ 0,39 1,24 £0,18 1,34 £ 0,09 1,37 £0,16
(&) (6) (&) &)

Os dados sao médias seguidas do erro padrdo da média do nimero de experimentos
indicado entre parénteses. * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao

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

1,8
1,6
1,4
1,2 -

HH %

%
Hi %

0,8 -
0,6 - T
0,4
0,2 -

pmol glicerol 10° células/60 min

controle 35°C 24°C 18°C

Figura 2. Liberacdo espontanea de glicerol por adipdcitos epididimais isolados de ratos
submetidos a natacdo em diferentes temperaturas. *indica diferenca estatisticamente

significativa em relag@o ao grupo controle (p<0,05, ANOVA seguida de teste de Fisher).
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Tabela 5. Valores pD, e resposta mdxima (RM) (umol glicerol em 10° células/60 min) a
adrenalina e noradrenalina em adipdcitos epididimais isolados de ratos controle e de ratos

submetidos a trés sessdes de natacdo (5, 15 e 15 min) em dgua a temperatura de 18°C, 24°C

ou 35°C.
controle 35°C 24°C 18°C
noradrenalina
pD» 6,62 + 0,58 6,38 + 0,55 7,06 0,20 6,42 £0,22
(&) (&) (&) (6)
RM 1,30 £ 0,44 0,93 +0,18 0,80 +0,24 0,83 £0,08
®) (&) (&) (6)
adrenalina
pD» 5,63+0,32 6,07 £ 0,28 6,42 + 0,30 6,32 +0,49
(&) ®) (&) (7)
RM 1,19 £0,34 1,09 +0,18 0,96 + 0,30 1,09 + 0,22
(&) (7 &) (7)

Os dados sao médias seguidas do erro padrdo da média do nimero de experimentos

indicado entre parénteses. (ANOVA).
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Figura 3. Liberacdo de glicerol em reposta a noradrenalina e a adrenalina em adipdcitos

epididimais isolados de ratos submetidos a natacdo em diferentes temperaturas.
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Tabela 6. Liberacdo espontanea (basal) de lactato e resposta maxima (RM) (umol lactato
em 10° células/60 min) & noradrenalina e adrenalina em adipdcitos epididimais isolados de
ratos controle e de ratos submetidos a trés sessdes de natacdo (5, 15 e 15 min) em dgua a

temperatura de 18°C, 24°C ou 35°C.

controle 35°C 24°C 18°C

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 (ANOV A seguida de teste de Fisher).
O ndmero de experimentos da amostra variou de 3 a 6 experimentos.

0,25 -
£
£ %
*

3 02 * T
T |
% 0,15 - | [ i
g O
E
S 011
s
13 T
£ 0,05 I
e
£
1 O T T T

controle 35°C 24°C 18°C

Figura 4. Liberacdo espontinea de lactato (glicdlise basal) por adipdcitos epididimais
isolados de ratos submetidos a natacdo em diferentes temperaturas. *indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, ANOVA seguida de

teste de Fisher).
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Figura 5. Curva em forma de sino da liberacio de lactato em resposta a noradrenalina em
adipdcitos epididimais isolados de ratos submetidos a natagdo em diferentes temperaturas

(1); fase estimulatdria da secrecdo (2) e fase inibitéria da secre¢do (3).
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Figura 6. Porcentagem de liberacdo e de inibi¢do da liberacdo de lactato em resposta a
noradrenalina em adipdcitos epididimais de ratos controle, comparados a adipdcitos

epididimais isolados de ratos submetidos a natacdo em diferentes temperaturas.
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Figura 7. Curva em forma de sino da liberacdo de lactato em resposta a adrenalina em
adipdcitos epididimais isolados de ratos submetidos a natagdo em diferentes temperaturas

(1); fase estimulatéria da secrecdo (2) e fase inibitéria da secre¢do (3).

30



© 1251 2
< m CONTROLE 2 12
O 1004 A 35C e —8— CONTROLE
< 6: 1 —+—35°C
w
a 5 S
] :
'S, 504 W
m 5
é jur
w257 Q
@ e
- -
R 0 T T T T T 1 2 o¢ T T T T "
®  pasal 105 -100 95 -90 -85 -80 Z 80 75 70 65 60 55
Log M [ADRENALINA] & Log M [ADRENALINA]
o
g
© 125 = 1254
< m CONTROLE Q —=— CONTROLE
Q 1001 4 24C = 1001 ——24°C
< o
- <L
w [T
W 75 g 75
o w
'S, 50 0 501
: 3
w251 254
@ 3
=2 o
2 0 T T —— 1 2 o T T T T .
®  pasal -105 -100 -95 90 -85 -80 £ 80 75 70 65 60 55
Log M [ADRENALINA] ® Log M [ADRENALINA]
o
g
2 1259 1259
= m CONTROLE Q —=— CONTROLE
Q 1004 4 18C - 1004 —i— 18°C
< o
- l&
w g
W 75 g 75
o w
'S, 50 0 501
: 2
w254 25+
@ 3
2 o
R 0 —TT—T—T 2 o T T T T )
®  bpasal -105 -100 -95 90 -85 -80 Z 80 75 70 65 60 55
R

Log M [ADRENALINA] Log M [ADRENALINA]

Figura 8. Porcentagem de liberacdo e de inibi¢do da liberacdo de lactato em resposta a
adrenalina em adipécitos epididimais de ratos controle, comparados a adipdcitos

epididimais isolados de ratos submetidos a natacdo em diferentes temperaturas.
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Figura 9. Comparacdo da liberacio de glicerol e de lactato em resposta a noradrenalina em

adipdcitos epididimais isolados de ratos submetidos a natagdo em diferentes temperaturas.
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Figura 10. Comparacdo da liberacdo de glicerol e de lactato em resposta a adrenalina em

adipdcitos epididimais isolados de ratos submetidos a natagdo em diferentes temperaturas.
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5. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho consistiu em analisar se a resposta metabdlica
desencadeada por um agente estressor se correlaciona com sua intensidade. Para isso, foi
escolhida a natagcdo como agente estressor devido a facilidade de manipulagdo da
intensidade. Esta atua como estressor fisico e emocional para os ratos, cuja intensidade
aumenta a medida que a temperatura da dgua diminui (KONARSKA efr al., 1990;
DRUGAN et al., 2005).

Durante as sessdes de natagdo, os ratos exibiram movimentos vigorosos das patas,
mantendo-se na superficie, propelindo o corpo na dgua e farejando as bordas do tanque,
provavelmente na tentativa de encontrar uma saida. Alternativamente, permaneciam
imoveis por periodos varidveis, o que era facilitado pela auséncia de peso adicionado aos
animais. A nata¢do sem adicdo de peso € considerada um exercicio de baixa intensidade
(RYAN et al., 1993). Entretanto, nas condicoes utilizadas neste trabalho, considerando-se
que o tanque de natagdo tinha caracteristicas e profundidade tais que ndo permitiam o apoio
no fundo ou nas laterais, e que os ratos ndo estavam habituados a esta situagado, este pode
ser considerado um agente estressor de alta intensidade.

A intensidade de estresse por natagdo pode ser modificada por meio da manipulagao
de vadrias caracteristicas do paradigma de estresse. Alguns autores consideram o estresse
por natacdo em dgua profunda mais intenso se comparado com o teste de natacdo forcada,
de acordo com o modelo proposto por Porsolt et al. (1978), devido a ameaca de afogamento
que ocorre no primeiro, pelas dimensdes dos compartimentos de natacio e profundidade da
dgua (CALIL e MARCONDES, 2006). A intensidade de estresse pode também ser

determinada pela duracdo das sessdes de natacdo e pela adi¢cdo de pesos ao corpo dos
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animais. N6s optamos por utilizar sessdes de curta duragdo e diferentes temperaturas de
agua.

A concentracdo plasmatica de corticosterona € 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 concentracdes plasmadticas de corticosterona aumentaram mais apds trés sessdes de
natacdo a 24°C e 18°C do que apds 35°C e que estas eram mais altas do que a concentracao
plasmética de corticosterona em ratos controle, confirmando que a nata¢do atua como
agente estressor em ratos e que a intensidade € proporcional a diferenca entre a temperatura
da 4gua e a temperatura corporal dos ratos, mas que a partir de 24°C ndo ocorre
discriminacdo em relagdo a temperaturas mais baixas. Estes dados estdo de acordo com
aqueles apresentados por Drugan et al. (2005) e também Konarska er al. (1990), que
verificaram o aumento de outros hormdnios do estresse, corticosterona, adrenalina e
noradrenalina, com diminuicdo da temperatura da dgua. Os dados do presente trabalho
também indicam que o nimero de repeticoes ndo foi suficiente para induzir adaptacdo a
natacdo, confirmando dados anteriores do nosso grupo de pesquisa (SAMPAIO-BARROS
et al., 2003) e que a diferenca de 15 min na duracdo da dltima sessdo empregada neste
trabalho e o trabalho de Sampaio-Barros e colaboradores (2003) ndo resultou em diferencas
significativas na concentragdo plasmatica de corticosterona (166,25 + 11,8 vs.187, 15 +
10,9 png/dL) observadas em ratos submetidos a natacdo em dgua a 35°C (SPADARI e
DeMORAES, 1988).

O peso corporal dos ratos ndo apresentou diferencga significativa entre os grupos.

Este fator € relevante ja que uma diferenca significativa poderia alterar alguns pardmetros
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aqui estudados tais como a taxa de resfriamento corporal na natacdo em diferentes
temperaturas de dgua (DAWSON et al., 1970), ou a atividade lipolitica, uma vez que, com
o aumento da massa adiposa altera-se a populacdo de receptores envolvidos com o processo
lipolitico, ocorrendo aumento de receptores do tipo op-adrenérgico em relagdo aos
receptores beta-adrenérgicos (TAOUIS et al., 1989). Desta forma, considerando-se que o
peso corporal dos ratos ndo foi alterado pela natacdo, qualquer alteracdo observada na
atividade lipolitica ou glicolitica dos adipdcitos destes animais poderd ser atribuida aos
efeitos dos hormodnios do estresse. Alteracdes no peso corporal foram descritas em ratos
submetidos a sessdes de 2 a 3 horas de duracdo por 7 a 11 semanas, em associacdo com
restricdo alimentar (BUKOWIECKI et al., 1980; WALBERG et al., 1983; WILMORE,

1983).

Ratos que foram submetidos a natacdo em 4gua a 18°C e 24°C apresentaram
hipotermia intensa, proporcional a diferenca entre a temperatura da d4gua e a temperatura
corporal. Estes dados sugerem que o calor produzido pelo exercicio fisico ndo foi suficiente
para superar a influéncia da alta condutividade da dgua e do mecanismo de conveccio
devido ao movimento do animal, durante a natacdo, que colaboram com a perda de calor
corporal (DAWSON et al., 1970). Além disso, nessa situacdo a termogénese por tremor
estd inibida pelo trabalho muscular da natacdao (HART e JANSKY, 1963). Também ndo foi
eficiente o outro mecanismo de aquecimento corporal conhecido por termogénese sem
tremor, que € executado pelo tecido adiposo marrom. Este tecido produz calor corporal por
meio de uma via alternativa de dissipacdo do gradiente eletroquimico de proétons
mitocondriais (TRAYHURN, 1979; HIMMIS-HAGENS, 1990; SELL et al., 2004),

efetuado por proteinas conhecidas como proteinas 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 a natacdo em
temperaturas baixas, ¢ provavel que este mecanismo esteja ativo, pois ele responde ao
sistema nervoso simpdtico noradrenérgico (BUKOWIECKI et al., 1981; GELOEN et al.,
1992; COLLINS et al., 2001; CANNON e NEDERGAARD, 2004) e ao hormonio
tritodotironina (T3) (SILVA, 2001), ambos ativos naquela situagdo. Os mecanismos de
manutencao da temperatura corporal nao foram estudados, uma vez que o objetivo principal
deste trabalho consistiu em verificar as alteragcdes metabdlicas energéticas, as quais sao
relacionadas ao tecido adiposo branco, que sintetiza e armazena triacilglicerdis, capta e
metaboliza glicose, além de disponibilizar 4cidos 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 &4gua semelhantes as aqui
empregadas e ratos da cepa Sprague Dawley enquanto que nds 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 nds
medimos a temperatura retal dos ratos por meio de um tele-termometro.

A manutencdo da glicemia € um dos aspectos mais importantes do metabolismo,
uma vez que a glicose € o principal substrato energético utilizado pelas células nervosas na
maioria das situagdes (CORSSMIT et al., 2001). O mecanismo protetor de manutengdo da
glicemia €, portanto, extremamente eficiente, sendo coordenado pelo figado, e conhecido
por glicogendlise. Quando esse processo ndo € suficiente e a glicemia tende a diminuir,
ocorre o processo conhecido como gliconeogénese, que continua a disponibilizar glicose do

figado para a correcdo da glicemia (RYAN et al., 1993). Em geral a glicemia ndo diminui
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durante a primeira hora de exercicio fisico moderado a intenso (STANLEY e CONNETT,
1991; RYAN et al., 1993). Os dados aqui apresentados sdo coerentes com esta observacao,
uma vez que nao houve altera¢do da glicemia em ratos submetidos a natacao, em relacao ao
grupo controle. A concentracdo hepatica de glicogénio ndo apresentou alteragdo, o que
poderia ser devido a aumento no turnover hepatico de glicose proporcionado pela provéavel
abundancia de substratos gliconeogénicos (lactato e glicerol).

O aumento na concentracdo plasmatica de lactato nos ratos submetidos a natacio
revela, entretanto, que houve metabolizacdo da glicose, uma vez que o produto final da via
glicolitica é o anion lactato (HALESTRAP e PRICE, 1999). Este, uma vez produzido, é
transportado através da membrana plasmatica pelos MCT’s (monocarboxylate
transporters), para a corrente sanguinea (JUEL e HALESTRAP, 1999; HALESTRAP e
PRICE, 1999). A fonte de lactato pode ter sido o metabolismo muscular ou sua produgao
pelos adipdcitos. Embora a natagdo seja considerada um exercicio predominantemente
aerébico, as condicdes impostas neste trabalho podem ter assumido caracteristicas
anaerdbicas, devido ao estresse psicoldgico, por causa da iminéncia de morte, e a
necessidade de movimentar as patas para manter a cabeca fora da dgua, solicitando
intensamente os musculos envolvidos. Além disso, a captagdo de glicose pelos adipdcitos e
a conseqiiente produgdo e liberagdo de lactato pelo tecido adiposo requer a presenga de
insulina que apresenta baixa concentracdo plasmadtica durante exercicio fisico, embora esta
também possa ser estimulada pelas catecolaminas, via receptores o;-adrenérgicos
(FAINTRENIE e GELOEN, 1998; CHENG e al, 2000). Ademais, os resultados
mostraram que houve deplecdo dos estoques de glicogénio no musculo gastrocnémio dos

ratos submetidos a natacdo, sugerindo que os musculos ativos parecem ter sido a principal
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fonte de lactato. O aumento da concentragdo sérica de 4cidos graxos livres reforca esta
hipdtese, uma vez que estes substratos energéticos somente sao utilizados pelos musculos
em condi¢do de aerobiose. E, portanto, seu aumento no plasma sugere que estes nao estao
sendo utilizados na condi¢do experimental imposta neste trabalho.

A porcdo vermelha do musculo gastrocnémio contém fibras do tipo Ila, que sdo as
fibras musculares intermedidrias entre as fibras de contrac@o lenta (tipo I) e rdpidas (tipo
IIb). Essas fibras intermedidrias podem aumentar a sua capacidade oxidativa com o
treinamento (BONEN er al., 1990; PETTE e STARON, 1990). A por¢do branca do
gastrocnémio apresenta fibras do tipo IIb que sdo puramente rdpidas, assumindo um perfil
de baixa resisténcia, pois possuem poucas mitocondrias; como conseqiiéncia, apresentam
capacidade limitada para o metabolismo aerébio (McLANE e HOLLOSZY, 1979; PETTE
e SPAMER, 1986). Em ambas as por¢des deste musculo ocorreu diminui¢cdo da
concentracdo de glicogénio, indicando que este foi utilizado como fonte energética. O
musculo séleo possui caracteristicas histoquimicas diferentes do muisculo gastrocnémio. No
soleo predominam fibras musculares do tipo I, as quais exibem grandes mitocondrias e alta
concentracdo de mioglobinas, além de ser densamente irrigado por capilares sanguineos,
diferenciando-o em musculo resistente a fadiga, gracas a alta capacidade oxidativa
(BOTTINELLI et al., 1994). Esse musculo é requerido para a manutencdo da postura
(BASSEL-DUBY e OLSON, 2006). Devido a essas caracteristicas, apresenta pequena ou
nenhuma solicitagdo em exercicio de curta duragdo, como aquele utilizado neste trabalho, o
que justifica a auséncia de alteracdes no conteudo de glicogénio deste musculo.

Outro fator que, poderia ter contribuido para o aumento na concentracdo plasmaética
de lactato seria a producdo aumentada de lactato pelos adipdcitos. Adrenoceptores do

subtipo a;, presentes na membrana plasmdtica dos adipdcitos estimulam a captacdo de
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glicose por estas células (FAINTRENIE e GELOEN, 1998; CHENG et al., 2000). A
glicose, uma vez captada, é metabolizada dando origem ao lactato (FAINTRENIE e
GELOEN, 1995). O lactato produzido é transportado para a corrente sangiiinea, 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 concentracdo plasmdtica de catecolaminas estd aumentada, e estas
aumentam a produgdo intracelular de AMPc, ao estimularem receptores [-adrenérgicos
presentes na membrana plasmética de adipdcitos. O aumento da concentracdo intracelular
de AMPc inibe a captacdo e a metabolizacio de glicose, como foi demonstrado por Taylor
et al. (1976) e confirmado pelos resultados aqui apresentados em adipdcitos isolados de
ratos. Portanto, embora adipdcitos isolados de ratos submetidos a natacdo apresentem
aumento na liberacdo basal de lactato, € provavel que a contribui¢do in vivo do tecido
adiposo branco, para o aumento da lactatemia, seja irrelevante, quando se leva em conta o
ambiente hormonal enddgeno vigente no estresse.

A lipdlise basal estava aumentada em adipdcitos de ratos submetidos a natacdo,
confirmando dados anteriores (FARIAS-SILVA et al., 1999; SAMPAIO-BARROS et al.,
2003). Entretanto, a auséncia de alteragdes na concentracdo plasmdtica de glicerol se
justifica por sua alta velocidade de captacio (ALEMOHAMMAD e KNOWLES, 1974;
HELLER et al., 1980; LU et al., 2003), de tal forma que o furnover de glicerol somente €
limitado pela sua disponibilidade e pela atividade da glicerol-quinase, a enzima que
fosforila o glicerol a glicerol-3-fosfato, um importante intermedidrio metabdlico
(BRISSON et al., 2001). Esta mesma enzima também modula a difusdo facilitada do

glicerol pelas aquagliceroporinas (AGRE et al., 1998; JENSEN et al., 2002). Os principais
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orgios captadores de glicerol sdo o figado (LIN, 1977) e os rins, que apresentam alta
concentracdo de glicerol-quinase (GUO e JENSEN, 1999; BRISSON et al., 2001), além da
mucosa intestinal, do tecido adiposo e dos musculos cardiacos e esqueléticos (BRISSON et
al., 2001, FOREST et al., 2003).

O aumento dos indices basais de lipdlise e de glicélise observado apds natacdo,
pode ser atribuido a elevagdao no metabolismo basal que garante a recuperagao apds esfor¢o
de alta intensidade (GILLETTE et al., 1994; PHELAIN et al., 1997; KUO et al., 2005).

A lipdlise maxima induzida por d-butiril-AMPc foi similar em adipdcitos isolados
de ratos submetidos a natacdo e de ratos controle. Este resultado indica que nao houve
alteracdes na maquinaria intracelular protéica e enzimadtica relacionada a lipdlise. A
sensibilidade da resposta lipolitica aos agonistas adrenérgicos também ndo se alterou em
adipdcitos de ratos submetidos a qualquer dos protocolos de natacdo utilizados neste
trabalho. Aumento na sensibilidade de adipdcitos ao agonista lipolitico adrenalina foi
constatado em adipdcitos isolados de ratos submetidos a estresse por choque nas patas
(FARIAS-SILVA et al., 1999). Esta supersensibilidade a adrenalina foi associada a up-
regulation dos receptores [,-adrenérgicos, confirmada com ensaios de western blotting
(FARIAS-SILVA et al., 2004). Sampaio-Barros et al. (2003) também relataram aumento de
sensibilidade a adrenalina em adipdcitos isolados de ratos submetidos a uma sessdo de
natacdo de 60 minutos ou 3 sessdes de 5, 15 e 30 minutos, respectivamente. Os dados aqui
apresentados mostraram que a sensibilidade a adrenalina nio se alterou em adipdcitos de
ratos submetidos a trés sessdes de natacdo de 5, 15 e 15 min. Talvez o aumento do nimero
de animais seja necessdrio para estabelecer a significancia estatistica, ou o aumento da

duracdo da ultima sessdo seja o fator determinante desta diferenca.
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A liberacdo espontanea de lactato por adipdcitos isolados de ratos submetidos a
natacdo também se mostrou elevada em relacdo a adipdcitos de ratos controle. Entretanto,
niao houve diferenca da liberacdo de lactato estimulada por noradrenalina ou adrenalina.
Esta apresenta caracteristica bifdsica, ocorrendo aumento da liberacdo de lactato
concentracdo-dependente na faixa nanomolar de concentracdo de catecolaminas e inibi¢ao
em concentracdes mais altas, justamente naquelas em que a lipdlise € estimulada. Em
adipdcitos, o efeito das catecolaminas sobre a lipdlise se da por meio de sua interagdo com
receptores P—adrenérgicos acoplados a proteina G estimulatéria (Gs). Esta ativa a enzima
adenilil ciclase, que catalisa a conversao de ATP a AMPc. O AMPc ativa uma proteina
quinase dependente de AMPc (PKA), que fosforila e ativa a enzima lipase hormonio
sensivel (HSL). Essa enzima promove a hidrélise de triacilglicerol em glicerol e acidos
graxos. Assim sendo, o primeiro passo da cascata de reagdes intracelulares que ocorre apos
ativa¢do [B-adrenérgica é o aumento da concentragio de AMPc (LAFONTAN, 2001). Por
outro lado, o efeito das catecolaminas sobre a captacdo de glicose e producao de lactato por
adipéeitos é mediado por adrenoceptores do tipo o, (FAINTRENIE e GELOEN, 1998;
CHENG et al., 2000) e este processo € inibido pelo AMPc (TAYLOR er al., 1976,
TAYLOR e HALPERIN, 1979). Os adrenoceptores o ndo sio ligados ao sistema de
adenilil ciclase e ndo aumentam as concentragdes intracelulares de AMPc. Estes
adrenoceptores ativam a fosfolipace C, que cliva fosfolipideos de membrana, liberando
1,4,5 - inositol-trifosfato e diacil-glicerol, Os inositideos atuam em estoques intracelulares
de cdlcio, estimulando a liberagao deste ion no citosol. A inibi¢do da libera¢do de lactato
pelos adipdcitos na presenga de concentracdes de catecolaminas capazes de aumentar a

concentracdo intracelular de AMPc fica evidente quando as curvas concentragdo-resposta
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para os efeitos lipolitico e glicolitico de qualquer das duas catecolaminas utilizadas neste
trabalho sdo plotadas juntas. Pois, naquelas concentragdes em que ocorre estimulagdo da
lip6lise ha também inibi¢ao da liberacdo de lactato. Nenhum dos efeitos das catecolaminas
sobre adipdcitos analisados neste trabalho foi alterado pelo protocolo de estresse.

Concluindo, os resultados aqui apresentados mostraram que as alteracdes na
temperatura corporal dos ratos e das concentragdes plasmadticas de corticosterona e de
lactato indicaram que a intensidade do estresse aumenta a medida que a temperatura da
dgua diminui, mas as alteracdes observadas nos demais parametros metabdlicos analisados
ndo foram proporcionais a intensidade do estresse. Nao foram detectadas alteracdes nas
concentracdes plasmaticas de glicose e de glicerol, ou nas respostas lipolitica e glicolitica
as catecolaminas. O aumento nas concentracdes plasmaticas de acidos graxos e na atividade
lipolitica e glicolitica espontanea de adipdcitos, bem como a deplecdo da concentracdo de
glicogénio muscular foi independente da intensidade do estresse.

Por outro lado, o aumento da duragdo da tultima sessdo de natagdo para trinta
minutos (SAMPAIO-BARROS et al., 2003) resulta em aumento significativo da glicemia,
deplecdo no conteddo hepatico de glicogénio e mais intensa no glicogénio muscular, com
os demais parametros apresentando alteracdes semelhantes aos aqui registrados. Em
adipdcitos de ratos submetidos a natacdo nao ocorre alteracdo de sensibilidade aos
agonistas adrenérgicos como foi descrito em adipdcitos 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 alteracOes induzidas pelo estresse na resposta metabdlica de ratos
dependem principalmente da natureza do agente estressor. O estresse por natacdo, em

qualquer das intensidades utilizadas neste protocolo ndo desencadeou alteracdes
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semelhantes aquelas causadas por choques nas patas. Estes dados estdo 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. CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que em paradigmas de estresse por natacdo, a
intensidade do estresse € diretamente proporcional a diferenca entre a temperatura da dgua
e a temperatura corporal e que, no estresse por natacdo, diferentes intensidades resultam em

respostas metabolicas similares.
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UMESP; 3Biologia e Fisiologia, UMESP
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ADIPOCYTES SENSITIVITY TO CATE-
CHOLAMINES IS INDEPENDENT OF
STRESS INTENSITY. 'Hatore, E. T.;
2Sampaio-Barros, M.M.™; 3Farias-Silva,
E.; 4Grassi-Kassisse, D. M.; SSpadari-
Bratfisch, R.C. 1.2.34.5Fisiologia e Biofi-
sica - 1B, UNICAMP
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ALTERACAO DO METABOLISMO DE
QUILOMICRONS EM PACIENTES COM
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTI-
COS (SOP). TRodrigues, M. R. 1Andlises
Clinicas e Toxicolégicas, FCF - USP;
TAnilises Clinicas e Toxicolégicas, FCF -
USP; 2. 4 SEndocrinologia e Metabo-
lismo, FMUSP; 3. 6Lipides, InCor - HCF-
MUSP
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CORTISOL SALIVAR COMO INDICATI-
VO DE ESTRESSE AGUDO. 'Garcia, M.
C.; 2Sgobi, GA; 3Petrelluzzy, KFS'*;
“Rolim, MC™; S5Grassi-Kassisse, D. M.
6Spadari-Bratfisch, R.C. 1.2.3,4.56F.
siologia e Biofisica - 1B, UNICAMP
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DURANTE JEJUM E 38 HORAS DE REA-
LIMENTACAO O SISTEMA NERVOSO
AUTONOMO SIMPATICO MODULA A
EXPRESSAO DO GLUT3 NO TECIDO
ADIPOSO MARROM. 'Nascimento, M.
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E. C.; 2Machado, U. 'ZFisiologia e
Biofisica - ICB I, USP
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EFEITO DE DOIS ISOMEROS DE ACIDO
RETINOICO SOBRE A FUNGCAO TI-
REOIDEA DE RATOS - RESULTADOS
PRELIMINARES. "Miihlbauer, M.; 2Silva,
A. C. M."; 3Marassi, M. P.**; 4Lourenco,
A. L.; SFerreira, A. C. F,; 6Carvalho, D. P.
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Chagas Filho, UFRJ; “Farmacologia
Bésica e Clinica ICB BLJ, UFR]
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EFEITO DO TRIFOLIUM PRATENSE L.
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L; 2Silva, A. C. M.™; 3Marassi, M. P.**;
4Ferreira, A. C. F; SCarvalho, D. P;
6Sollero, T. 1.6Farmacologia Bésica e
Clinica ICB BLJ, UFRJ; 2Biofisica e
Fisiologia, UFRJ; 3. 4. Sinstituto Biofisica
Carlos Chagas Filho, UFR)
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EFEITO DO ACIDO PALMITICO SOBRE
O METABOLISMO DE GLICOSE E O
CONTEUDO DE COENZIMA A NOS
MUSCULOS SOLEO E EDL INCUBADOS
DE RATO. THirabara, S. M.; 2Fiamoncini,
J."™; 3Silveira, L. R.; “Mendonca, . R.;
SLeandro, C. V. G.; 6Carvalho, C. R. O.;
7Pithon-Curi, T. C.; 8Curi, R. 1:2.3,4,6,8.
siologia e Bioffsica - ICB 1, USP; 5Edu-
cacdo Fisica, Universidade de Per-
nambuco - UPE; 7Ciéncias da Sadde,
Universidade SAO JUDAS TADEU
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EFEITO DO HORMONIO TIREOI-
DEANO (T3) E DO SEU ANALOGO GC-
23 NA EXPRESSAO DE GENES ENVOL-
VIDOS NA BIOGENESE MITOCONDRI-
AL NO FIGADO DE RATOS. Kizys, M.
M. L.; 2Vilas Boas, V. F."*; 3Scanlan TS;
4Moriscot, A.S. .24Biologia Celular e do
Desenvolvimento, Instituto de Ciéncias
Biomédicas - USP; 3Pharmacology,
University of California

29.011

EFEITO DO HORMONIO TIREOI-
DEANO E DO TIREOMIMETICO GC-23
NA EXPRESSAO DE GENES ENVOLVI-
DOS NA PROTEOLISE MUSCULAR.
Vilas Boas, V. F; 2Kizys, M. M. L.
3Scanlan TS; 4Moriscot, A.S. 1.24Bjologia
Celular e do Desenvolvimento, Instituto
de Ciéncias Biomédicas - USP; 3Phar-
macology, University of California

29.012

EFEITOS DOS FITOESTROGENOS TRI-
FOLIUM PRATENSE E CIMICIFUGA
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