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RESUMO

Previamente, haviamos observado que étrios direitos isolados de ratas submetidas
a trés sessdes de nataglio, ou choques nas patas, desenvolvem alteragdes de sensibilidade
as catecolaminas. Porém, estas altera¢des s6 ocorrem quando o estresse tem inicio no
estro, a segunda sessdo € aplicada durante o metaestro, ¢ a Ultima sessfo, seguida de
sacrificio, ocorre na fase de diestro (Grupo Diestro). N&o h4 alteragBes quando as sessdes
séio aplicadas durante o diestro, proestro e estro (Grupo Estro).

Nosso objetivo neste trabalho foi estudar as alteragSes nos niveis séricos de
corticosterona, progesterona e estradiol em ratas submetidas aos mesmos protocolos de
estresse repetido citados acima, para avaliar a influéncia do ciclo estral sobre as respostas
hormonais induzidas por aqueles estimulos estressantes, Também foi nosso objetivo
verificar se hd alguma correlagdo entre estas respostas hormonais e o desenvolvimento de
alteragdes de sensibilidade adrenérgica em marcapasso isolado de ratas estressadas e
sacrificadas durante o diestro, e a auséncia das mesmas quando o sacrificio ocorre no
estro.

Aumentos semelhantes nos niveis séricos de corticosterona e progesterona, sem
alterag@o nos niveis de estradiol, foram observados nos grupos Diestro e Estro, apos trés
sessdes de choques nas patas. Em resposta a natagdo, houve maior aumento nos niveis
séricos de corticosterona no grupo Diestro do que no grupo Estro. Nio houve diferenca
entre as fases do ciclo estral no aumento dos niveis séricos de progesterona; os niveis
séricos de estradiol aumentaram no grupo Estro, e ndo se alteraram no grupo Diestro.

A avaliagfio da evolugio temporal das respostas hormonais de ratas submetidas a
trés sessbes de choques nas patas mostrou que nfo ha diferencas significativa nas
alteracdes dos niveis de corticosterona e progesterona, entre os grupos Estro e Diestro.
Porém, os niveis de estradiol diminuiram no grupo Diestro, apds a primeira sessio de
choques, voltando aos niveis normais no terceiro dia. No grupo Estro, a aplicagio de
choques nas patas ndo induziu alteracdo dos niveis deste horménio, sendo observada
somente uma elevaglo nos niveis séricos de estradiol na manha do segundo dia, quando o
animal estava na fase de proestro, que parece ter sido induzida pelo ciclo estral. A andlise

do nivel de ansiedade em ratas controles demonstrou que ratas em proestro apresentam-se



menos ansiosas do que ratas em diestro. Nossos dados parecem sugerir que o aumento
nos niveis de corticosterona e progesterona, acompanhado de uma queda nos niveis de
estradiol, em ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, durante o estro,
metaestro € diestro, poderia determinar o aparecimento das alteracdes de sensibilidade
adrenérgica previamente relatadas nesse grupo experimental. Por outro lado, a auséncia
de variagdo dos niveis de estradiol em resposta s sessdes de chogues, e o menor nivel de
ansiedade antes da aplicagdo da segunda sess#o, poderiam ser os fatores que evitariam o
surgimento de alteragdes de sensibilidade adrenérgica no marcapasso isolado de ratas

submetidas a trés sessdes de choques nas patas aplicadas durante o diestro, proestro e

estro.
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1. INTRODUCAO

A fung¢do primaria do ovério é produzir células germinativas, 6vulos, que,
liberadas em momento ¢ ndmero apropriados, pode garantir o sucesso reprodutivo do
individuo e, portanto, a sobrevivéncia da espécie (ARMSTRONG, 1986). Esta funco
ovariana € possivel devido & atividade sintética e secretéria das células da granulosa que
fazem parte dos foliculos ovarianos (ARMSTRONG, 1986; BERNE & LEVY, 1988).
Estas células secretam, de forma ciclica, estrogenos e progesterona em resposta as
gonadotrofinas provenientes da hip&fise que, por sua vez, esta sob influéncia dos fatores
liberadores hipotaldmicos (GnRH) e de centros cercbrais superiores (ARMSTRONG,
1986).

A secrecdo ciclica das gonadotrofinas hipoﬁsérias e dos hormoénios esterdides
ovarianos caracteriza os ciclos reprodutivos dos mamiferos que tém por finalidade a
ovulac#o, processo no qual o 6vulo ¢ liberado pelo ovario e, se fecundado, daréd origem a
um ovo, que se desenvolverd em embrifio. Em alguns animais, a ovulagfo é sazonal,
ocorrendo uma vez por ano (animais monoestros). Porém, animais poliestros como a rata,
apresentam vdrios ciclos reprodutivos ovulatérios anualmente (HOUSSAY, 1980;
HOAR, 1975; FREEMAN, 1988). |

O ciclo reprodutivo da rata € denominado de ciclo estral e apresenta duragio
média de 4 a 5 dias. E constituido de quatro fases, proestro, estro, metaestro e diestro,
com duragfdo média de 12-18h, 25-30h, 24-30h ¢ 28-50h, respectivamente (YOUNG et
al., 1941, MANDL, 1951; HOUSSAY, 1980). Estas fases podem ser identificadas pelos
tipos celulares que constituem o epitélio vaginal (LONG & EVANS, 1922; HOAR,
1975, YOUNG et al., 1941).

A ovulagdo ocorre durante o estro, quando a fémea esté receptiva ao macho. Se a
fecundacfio ndo ocorrer, um corpo lateo, pequeno e transitdrio, forma-se durante o
metaestro e regride no diestro (HOAR, 1975). O utero, que se apresenta rosado e
preenchido por fluidos durante o estro, torna-se fino e anémico no diestro. Durante o
proestro, novos foliculos se formam e o tGtero novamente aumenta de volume em

preparacgfo para uma possivel implantagdo durante o estro seguinte (HOAR, 1975). As
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alteragOes uterinas e do epitélic vaginal observadas ao longo do ciclo estral devem-se as
acdes dos esterdides sexuais nestes tecidos.

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

O ciclo estral e os esterdides sexuais também influenciam diversas funcdes
orgénicas ndo diretamente relacionadas a reproducfio. A temperatura retal de ratas, por
exemplo, € maior durante o proestro do que durante o metaestro e diestro, € a
progesterona parece estar relacionada a este efeito, ao elevar o ponto fixo hipotaldmico, e
ativar mecanismos termogénicos periféricos, como tremor muscular (MARRONE et al.,
1676). &

A sintese e metaboliza¢do de neurotransmissores ou hormdnios também variam
ao longo do ciclo estral (KUENG et al, 1976). A concentragio de serotonina no
hipotdlamo ¢ sistema limbico diminui durante o proestro (JENNINGS, 1971), fase em que
a densidade de receptores cerebrais para serotontna também € 50% menor quando
comparada aquela observada durante o diestro (BIEGON et al, 1980). A metabolizagio
deste neurotransmissor, in vitro, aumenta durante o proestro no hipotdlamo e no ntcleo
supraquiasmatico (McEWEN, 1991). Em resumo, hd uma diminuicio da atividade
serotoninérgica no encéfalo durante o proestro.

Também foi observada maior sintese cerebral de dopamina e noradrenalina
durante o proestro quando comparado ao diestro (ZSCHAECK & WURTMAN, 1973).

Além disso, ndo s6 a producfio, mas a inativacio das catecolaminas varia ao
longo do ciclo reprodutive. A atividade da enzima monoamino oxidase (MAO), que
metaboliza a noradrenalina e a adrenalina em diferentes érgios, sofre influéncia do ciclo
estral. Nos ovarios ¢ adrenais, a atividade da MAO ¢ minima na noite entre o estro € 0

metaestro, e € alta no diestro (HOLZBAUER & YOUDIM, 1973). No ttero, a atividade
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desta enzima atinge o pico no metaestro (HOLZBAUER & YOUDIM, 1973). No
hipotalamo, amigdala e cortex frontal, a atividade enzimatica ¢ minima durante o diestro,
e aumenta progressivamente, chegando ao pico durante o estro (ZOLOVICK et al., 1966).

Influéncias do ciclo estral e dos hormdnios sexuais foram também observadas
sobre a resposta a neurotransmissores. Em fatias de hipotalamo de ratas, o acimulo de
AMPc¢ induzido por noradrenalina, in vitro, é significativamente estimulado em tecido
obtido de ratas em diestro ou tratadas com estrogeno (ETGEN & PETITTI, 1986).
Porém, em tecido isolado de ratas no final da fase de proestro, a resposta € minima ou
inexistente (ETGEN & PETITTI, 1986). Na hipdfise, os niveis intracelulares de AMPc
apresentam-se baixos na manhd do metaestro, atingindo os maiores niveis na noite do
proestro sem alteracdo nos niveis de GMPc¢ (KIMURA et al., 1980). No hipotilamo
medial observou-se aumento dos niveis de AMPc e de GMPc na tarde do diestro para o
proestro (KIMURA et al., 1980). Os autores sugeriram que a concentragio hipofisaria
destes nucleotideos ciclicos aumenta paralelamente ao aumento na secre¢do de
gonadotrofinas que ocorre no proestro. O pico de concentracdo hipotaldmica destes
compostos seria concomitante ao pico dos niveis estrogénicos que ocorrem entre o diestro
e o proestro (KIMURA et al., 1980).

Em tecidos periféricos, observou-se aumento na resposta cronotropica a
adrenalina durante o proestro comparado ao estro e ao metaestro, em atrios direitos
isolados de ratas normais (RODRIGUES et al., 1995). Em adipdcitos, o ciclo estral
parece influenciar a atividade lipolitica das catecolaminas (FARIAS, comunicacio
pessoal).

O ciclo estral também modula comportamentos nfo diretamente relacionados a
reprodug@io. A atividade voluntdria de ratas varia ritmicamente com o ciclo reprodutivo,
sendo maxima durante o estro, € esta ritmicidade somente € evidenciada apés a puberdade
¢ durante a vida reprodutiva (SLONAKER, 1924). E o comportamento exploratdrio na
gaiola moradia, incluindo locomoc¢do, cheirar, levantar as patas dianteiras, ¢ méaximo
durante o estro € minimo no diestro (JENNINGS, 1971).

O comportamento alimentar variou com o ciclo estral, sendo a ingestio de
alimento menor no estro do que no diestro (JENNINGS, 1971), sem alteragdo na ingestio

hidrica (MATEWSKA et al., 1986).
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Foram ainda observadas diferentes respostas a testes comportamentais entre as
fases do ciclo estral. A taxa de defecagfio de ratas submetidas ao teste de campo aberto foi
menor no estro (CIOCCA et al., 1995). As respostas de esquiva condicionada foram
facilitadas durante o diestro, diminuidas no proestro e praticamente abolidas durante o
estro e o metaestro (DIAZ-VELIZ et al., 1989). O nivel de ansiedade, medido com o uso
do teste do labirinto em cruz elevado, aumentou durante o metaestro, em ratas sob baixo
nive] de luminosidade (MORA et al. 1996).

As fases do ciclo estral podem também influenciar a ativagio do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal em resposta a apresentacdo de estimulos estressores
(POLLARD et al., 1975; BARON & BRUSH, 1979; VIAU & MEANEY, 1991). A
exposi¢do a choques nas patas (POLLARD et al., 1975) ou & imobilizacio (VIAU &
MEANEY, 1991) durante o proestro, resultou em aumentos maiores nos niveis
plasmaticos de corticosterona do que durante o estro ou o diestro. J4 BARON & BRUSH
(1979) observaram aumento significativo na corticosterona plasmatica, apds estresse por
imobilizacdo, apenas durante o estro.

Diferentes estruturas Hmbicas, tais como o hipocampo, a amigdala e o
hipotidlamo, estfio envolvidas na organiza¢do das respostas a estimulos aversivos ou
desconhecidos (VAN DER KAR et al., 1991). O sistema limbico em associacdo com
areas corticais do cérebro emite sinais ativadores ou inibidores alterando a secreciio
hipofisaria dos horménios adrenocorticotréfico (HOKFELT et al., 1983), do crescimento
(KRULICH et al, 1974; SEGGIE & BROWN, 1975; HOKFELT et al, 1983),
luteinizante (KRULICH et al, 1974; EUKER et al, 1975), foliculo-estimulante
(KRULICH et al., 1974) e de prolactina (EUKER et al., 1975; SEGGIE & BROWN,
1975). Também ocorrem alteragdes nos niveis de p-endorfina (KANT et al., 1983).

O aumento dos niveis plasmaticos de adrenocorticotrofina induz aumento da
secre¢do de glicocorticoides pelo cortex adrenal (AXELROD & REISINE, 1984).
Simultaneamente, ocorre ativacio do sistema nervoso simpdtico e da medula adrenal, o
que resulta em aumento dos niveis plasmaticos de catecolaminas (CANNON et al., 1927;

AXELROD & REISINE, 1984; NATELSON et al,, 1988).
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Em consequéncia das modificagdes de natureza neural e hormonal ligadas 2
reaclo de estresse, podem ocorrer alteragdes da sensibilidade adrenérgica em diferentes
tecidos.

Em étrios direitos isolados de ratos submetidos a diferentes estimulos estressores
observou-se da resposta cronotropica as catecolaminas. Os protocolos de estresse
utilizados foram a exposi¢do ao frio (HARRI et al., 1974; CALLIA, 1981; CALLIA &
DE MORAES, 1984), a aplicagdo de choques nas patas (BASSANI & DE MORAES,
1986; 1987), a imobilizagdo (CAPAZ & DE MORAES, 1988) ou a natacdo (SPADARI,
1985; SPADARI & DE MORAES, 1988; SPADARI et al., 1988).

Em fémeas, 4trios direitos isolados de ratas em estro submetidas a uma sessio de
50 min de natago, em 4gua a 30°C, apresentaram subsensibilidade a isoprenalina
(MARCONDES, 1995). Quando o estresse foi aplicado durante o diestro, houve
subsensibilidade & noradrenalina e & adrenalina (MARCONDES, 1995).

Em resposta ao estresse por trés sessdes de natacdo, aplicadas em dias
consecutivos, durante o estro, metaestro e sacrificio da rata durante o diestro foi
observada subsensibilidade do 4trio direito isolado a noradrenalina e a adrenalina
(MARCONDES, 1995; MARCONDES et al., 1996, VANDERLEI et al., 1996). Porém,
quando este protocolo de estresse repetido foi aplicado durante o diestro, proestro e
sacrificio durante a fase de estro, nfio foram detectadas alteracBes de sensibilidade as
catecolaminas no marcapasso cardiaco de ratas (MARCONDES, 1995; MARCONDES et
al., 1996, VANDERLEL 1996).

Também em resposta a estresse por trés sessdes de choques nas patas, aplicadas
em dias consecutivos, durante o estro, metaestro ¢ diestro houve subsensibilidade do &trio
direito isolado as catecolaminas, sem alteragio quando este protocolo foi aplicado durante
o diestro, proestro e estro (MARCONDES et al., 1996, VANDERLEI, 1996;
VANDERLEI et al, 1996).

Portanto, em ratas o desenvolvimento de alteragbes da sensibilidade atrial as
catecolaminas em resposta a estimulos estressores depende da fase do ciclo estral,

Em atrios direitos isolados de ratos, as alteragBes de sensibilidade as
catecolaminas, observadas apOs uma ou trés sessdes de natac¢fo, estfo relacionadas

respectivamente, 4 inibi¢do dos sistemas de metabolizagfio das catecolaminas (SPADARI
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et al, 1988) e a alteracdio na constante de afinidade de antagonistas pelos receptores
adrenérgicos (SPADARI & DE MORAES, 1988). Os autores propuseram que ambos 0s
mecanismos seriam dependentes do aumento dos niveis plasméticos de corticosterona,
induzidos pela exposi¢do ao estimulo estressor, pois a adrenalectomia bilateral impediu o
aparecimento de tais alteragdes (SPADARI et al., 1998; SPADARI & DE MORAES,
1988).

Quanto as alteragdes de sensibilidade observadas em resposta ao estresse por trés
sessdes de choques nas patas, além dos mecanismos acima mencionados, ocorreu também
alteracdo da populagiio de B-adrenoceptores que medeiam a resposta cronotropica as
catecolaminas. Enquanto no tecido de ratos controles esta populagio é homogénea e
constituida por adrenoceptores do subtipo B; (MINNEMAN & MOLINOFF, 1980;
BRYAN et al., 1981), ap6s o estresse repetido por choques nas patas, adrenoceptores do
subtipo [, também parecem participar da resposta a noradrenalina e a4 adrenalina
(BASSANI & DE MORAES, 1986; 1987). Novamente, o aumento nos niveis plasmaticos
de corticosterona induzido pelb estresse foi considerado essencial para que tais alteragtes
ocorressem pois este efeito era bloqueado por administragio de um antagonista dos
receptores citosolicos de corticosterona - RU 38486 (NOURANI et al., 1992).

Em ratas, o estresse repetido, por choques nas patas ou natacdo, induziu
alteragBes de sensibilidade adrenérgica no marcapasso cardiaco somente em animais
sacrificados durante o diestro, mas ndo durante o estro (MARCONDES, 1995;
VANDERLEI, 1996; SANTOS, 1998). Entretanto, nfio foram observadas diferencas nos
niveis de corticosterona, imediatamente apds a terceira sessio de natacdo, entre ratas
sacrificadas no diestro e aquelas sacrificadas durante o estro (MARCONDES, 1995;
SANTOS, 1998). Portanto, a corticosterona parece ndo ser o (mico fator a determinar as
alteracGes da resposta cronotrépica as catecolaminas em tecido cardiaco de ratas
submetidas a estresse.

Em varios tecidos, ja foi demonstrado que, além dos glicocorticdides, também o
ciclo estral ¢ os ester6ides sexuais podem modular a atividade adrenérgica (DAVIES &
LEFKOWITZ, 1984).

O nimero de receptores B-adrenérgicos em ttero de ratas € maior durante o estro

e o proestro (KRALL et al., 1978). O tratamento com estradiol induziu aumento no
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numero de receptores a-adrenérgicos e supersensibilidade a noradrenalina em fitero
(ROBERTS et al., 1977; 1981), em bexiga urinaria de coelhas (LEVIN et al., 1980), ¢ em
neurdnios hipotaldmicos secretores do horménio liberador do horménio luteinizante
(LHRH) de cobaias fémeas (CONDON et al., 1989). Em plaquetas de coelhas, o efeito foi
inverso (ROBERTS et al., 1979). Da mesma forma, a administracdo aguda intra-venosa
de estrogenos a ratos machos inibiu as respostas vasculares & noradrenalina i vivo ¢ in
vitro ( KONDO et al., 1980).

Por outro lado, o tratamento com estradiol resultou em aumento na densidade
dos receptores B-adrenérgicos uterinos de cobaias (HATJIS et al., 1988), mas diminuiu a
resposta termogénica & noradrenalina em tecido adiposo marrom, em ratos machos
(PUERTA et al, 1993). Em tecido cardiaco, a ovariectomia, seguida de terapia
substitutiva com estradio]l e progesterona, resultou em aumento na densidade de
receptores  P-adrenérgicos, com diminuicdo da afinidade por antagonistas
(KLANGKALYA & CHAN, 1988). Receptores de estradiol foram detectados em atrios e
auriculas de ratas (STUMPF & SAR, 1977).

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

Alteragbes dos niveis de progesterona e/ou de estradiol poderiam estar
relacionados as altera¢des de sensibilidade adrenérgica do marcapasso cardiaco de ratas
submetidas a estresse e sacrificadas na fase de diestro. Estes horménios, interagindo com
seus respectivos receptores intracelulares podem ativar ou inibir genes responsaveis pela
sintese de proteinas, entre as quais, receptores de membrana e, entre estes, os
adrenoceptores (BEATO, 1989; MALAYER & GORSKI, 1993).

Poucos autores avaliam os niveis plasmaéticos de estradiol em situacdes de
estresse. SANTOS (1998) nido observou alteragio deste horménio em ratas sacrificadas
em estro ou diestro imediatamente apds a terceira sessdo de choques nas patas, enquanto
MacNIVEN et al. (1992) relataram que estresse cronico aumentou o nivel de estrégenos
em ratos.

Porém, varios tipos de estresse podem induzir alteragdes na secre¢do ovariana e
adrenal de progesterona quando aplicados em ratas, em diferentes fases do ciclo estral ou

durante a gravidez (OGLE & KITAY, 1977; BRUCE et al., 1984). Em resposta 2



g
manipulacio (BRUCE etal., 1984), a administracio de anestésicos (BOEHM et al., 1982;
BRUCE et al, 1984; DEIS et al, 1989) ou a estresse cirtirgico (NEQUIN &
SCHWARTZ, 1971; PLAS-ROSER & ARON, 1977; 1981) observou-se elevacio nos
niveis plasmaticos de progesterona. Também em ratos machos castrados, observou-se
aumento na secre¢do adrenal de progesterona em resposta a estresse (SCHAEFFER &
ARON, 1987).

Assim sendo, seria importante analisar se os niveis de progesterona e/ou estradiol
estdo alterados em ratas submetidas a estresse por choques nas patas ou nataco, e se
alteragBes nos niveis séricos destes horménios apresentariam alguma correlagio com as
alteragdes de sensibilidade as catecolaminas em atrios direitos isolados de ratas
submetidas a estresse repetido e sacrificadas em diestro, sem alteraciio no estro
(MARCONDES et al., 1996 ; VANDERLE] et al., 1998; SPADARI-BRATFISCH et al.,
1998).

Fatores individuais tais como caracteristicas genéticas (MARPLE et al., 1972),
sexo (LESCOAT et al., 1970; ANISHCHENKO & GUDKOVA, 1992; PARE & REDEI,
1993) e idade (RIEGLE, 1973; BANKY et al., 1994) também influenciam a reacfio de
estresse e portanto as alteragSes hormonais que podem ocorrer em resposta a estimulos
estressores. Entretanto, o fator mais importante parece ser a percep¢io que o individuo
tem do estimulo que lhe € apresentado. Esta percepcdo depende das experiéncias
previamente vivenciadas pelo mesmo ou filogeneticamente adquiridas pela espécie, e da
novidade ou previsibilidade do estimulo (VOGEL & JENSH, 1988; GRIFF IN, 1989).

A ansiedade € um sintoma emocional intimamente relacionado com o sentimento
de medo, e tém geralmente fun¢do adaptativa, elevando o estado excitatério do individuo,
durante a apresentagdo de um estimulo estressor, ou induzindo inibigdo comportamental
(RANG et al., 1995). Embora o termo ansiedade geralmente seja aplicado para indicar a
emo¢do que uma pessoa sente quando exposta a um agente estressor (VAN DE KAR et
al., 1991), um nivel basal de ansiedade pode também ser verificada em situacdes ndo
estressantes. Este nivel basal, alto ou baixo, pode induzir maior ou menor ativacdo das
respostas neuroendocrinas e comportamentais a estimulos estressores (RANG e al, 1995).

As alterages de sensibilidade as catecolaminas s3o observadas em atrios direitos

isolados de ratas submetidas a trés sessoes de estresse, e sacrificadas durante o diestro,
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mas ndo ocorrem quando o animal é sacrificado no estro. Se esta diferenga estiver
relacionada a diferengas nas variagBes dos niveis de progesterona e/ou estradiol e
corticosterona, dependentes das fases do ciclo estral, qualquer fator que possa alterar as
respostas neuroendécrinas ao estresse podem ser importantes para a compreensdo dos
mecanismos responsaveis pelas alteracbes de sensibilidade adrenérgica induzidas por
estresse. Portanto, se o nivel de ansiedade de ratas variar entre as fases do ciclo estral, as
respostas hormonais também poderiam variar, dependendo da fase em que as sessdes de
estresse fossem aplicadas. Logo, a medida do nivel de ansiedade em ratas, antes da
apresentacd@o do estimulo estressor, poderia ajudar a esclarecer eventuais diferencas nas
respostas hormonais de ratas em diferentes fases do ciclo estral.

A influénceia dos hormonios esterdides sobre os sistemas neuronais que medeiam
as emog¢Oes ¢ alguns comportamentos vem sendo investigada. Metabolitos da
progesterona ¢ da corticosterona, atuando sobre neurdnios GABA-érgicos, apresentam
efeitos ansioliticos em ratos (BITRAN et al., 1991; WIELAND et al., 1991).

Na mulher, a ansiedade que as vezes ocorre durante a sindrome pré-menstrual
tem sido associada aos baixos niveis de progesterona em relag@o aos outros esteroides
ovarianos (BACKSTROM et al., 1974). E, as flutuagdes dos niveis de estrégenos e
progesterona durante o ciclo menstrual podem estar relacionadas 3 maior suscetibilidade &
depressdo ¢ a ansiedade de mulheres quando comparadas a homens (SEEMAN, 1997).

Os mecanismos pelos quais o estradiol e/ou a progesterona podem alterar a
atividade neuronal incluem a modulagio da sintese e do metabolismo de
neurotransmissores (MEYER & QUAY, 1976), bem como do nimero e da atividade de
receptores para agentes ansioliticos e ansiogénicos (BIEGON et al., 1980; MAGGI &
PERES, 1984; MAJEWSKA et al., 1986; McCARTHY et al., 1996). Adicionalmente,
efeitos répidos € que ndo envolvem sintese protéica também sdo descritos como, por
exemplo, a modulacio dos receptores GABA, no sistema nervoso central
(TOUCHETTE, 1990; LAMBERT et al., 1995).

Assim sendo, & considerando que, em ratas, o estresse ¢ acompanhado de
alteragdes de sensibilidade do é4trio direito as catecolaminas; que estas alteragdes podem
estar relacionadas a varia¢Ges nos niveis de corticosterona, e/ou progesterona, ¢/ou

estradiol em resposta & exposi¢do aos estimulos estressantes, as quais dependem da fase
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do ciclo estral em que o animal & sacrificado; que a reacdio de estresse depende da
natureza do estimulo estressor e da percepgdo deste estimulo pelo individuo, nosso
objetivo neste trabalho ¢ estudar os efeitos do estresse sobre os niveis de corticosterona,
progesterona ¢ estradiol em soro de ratas submetidas a estresse, considerando a influéncia
do ciclo estral. Também tivemos por objetivo verificar se ha relacdo entre estas variacBes
hormonais € as alteragdes de sensibilidade 3s catecolaminas que nés observamos
anteriormente em 4trios direitos isolados de ratas submetidas a estresse por choques nas

patas ou natagdo (MARCONDES, 1995; MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI et
al., 1996).
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € analisar a influéncia do ciclo estral sobre a resposta
hormonal de ratas submetidas a estresse, e verificar se tal influéncia poderia estar
relacionada as alteragSes de sensibilidade as catecolaminas previamente observadas em
atrios direitos de ratas estressadas (MARCONDES, 1995: MARCONDES et al., 1996;
VANDERLEI et al., 1996).

Considerando também que a reacdo de estresse depende de como o individuo
percebe o estimulo estressor, e que esta percepgdo pode ser alterada pela ansiedade, ¢
nosso objetivo avaliar também o nivel de ansiedade de ratas controles, nas diferentes
fases do ciclo estral, para verificar se este fator poderia estar relacionado a diferencas nos

padrdes de variagdo hormonal entre o diestro ¢ o estro,
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar, com 3-4 meses, pesando entre 175 e 250 gramas,
fornecidas pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas. Os animais
foram mantidos no Departamento de Fisiologia e Biofisica, alojados em gaiolas coletivas,
com 5 animais, no maximo, em cada gaiola, em sala climatizada (22 + 2°C), ¢ com ciclo
claro/escuro de 12/12 h (luzes acendendo as 6:00 h). Receberam, durante todo o periodo,

dgua e racfo para ratos (Purina) a vontade.

3.2. Determinacéo das fases do ciclo estral

A determinagéo das fases do ciclo estral foi feita diariamente entre 7:00 ¢ 8:00 h,
por meio de esfregaco vaginal, durante oito dias consecutivos (dois ciclos), no minimo. O
lavado vaginal foi coletado com uma ponteira pléstica preenchida com cerca de 10ml de
soro fisioldégico como ilustrado na Figura 1.

O material foi observado a fresco, ao microscépio 6ptico, utilizando-se aumento
de 40 vezes. A propor¢do entre o nimero de células epiteliais nucleadas, células
queratinizadas e leucdcitos foi analisada e utilizada para classificacdo da fase do ciclo
estral, de acordo com a Figura 2. O lavado constituido primariamente de células epiteliais
nucleadas caracteriza a fase de proestro; maior proporgfio de células queratinizadas &
observada durante o estro. A fase de diestro & caracterizada por maior propor¢io de
leucécitos, enquanto durante a fase de metaestro observa-se a presenca dos trés tipos
celulares em propor¢des semelhantes (YOUNG et al., 1941; MANDL, 1941; HOAR,
1975).

Desprezaram-se as ratas que apresentaram ciclos irregulares, caracterizados por
auséncia ou permanéncia em uma das fases além do perfodo médio normal
(DRICKAMER, 1987). Somente ratas apresentando ciclos de 4 dias (proestro, estro,
metaestro, diestro) foram utilizadas (SMITH et al., 1973). Nos dias em que os animais
foram submetidos a estresse, a fase do cicio estral foi determinada imediatamente antes da

realizag¢do do experimento.



Figura 1. Método de coleta de lavado vaginal para determinacéo da fase do ciclo
estral de ratas (HOAR, 1975).

celula epitelial -
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Figura 2. Células caracteristicas do esfregago vaginal nas diferentes fases do ciclo

estral de ratas (HOAR, 1975).



14

3.3. Estresse por choques nas patas

Os animais dos grupos experimentais foram submetidos a trés sessdes de
choques nas patas ndo sinalizados ¢ inescapaveis, entre 7:00 e 11:00h. As sessfes, com
duragio de 30 minutos aproximadamente, foram aplicadas em dias consecutivos. Os
choques foram aplicados em uma cémara de acrilico (26 x 21 x 26 cm), com piso
constituido de barras cilindricas de ago inoxidavel, com 0,3 cm de didmetro, espacadas
entre sipor 1,0 em (VANDERLEI et al., 1996: MARCONDES et al., 1996).

A aplicagdo dos choques obedeceu aos principios descritos por HOFFMAN &
FLESHLER (1962), utilizando-se um microprocessador construido pelo Departamento
de Engenharia Biomédica da Faculdade de Engenharia Elétrica da Universidade Estadual
de Campinas. A intensidade da corrente foi de 1,0 mA e a duracdo de 1,0 segundo. Cada
rata recebeu 120 choques, distribuidos a intervalos aleatérios de 5 a 25 segundos, com
intervalo médio de 15 segundos. Ao final de cada sessdo, o animal retornou a sua gaiola
moradia e, imediatamente apds a terceira sessdo de choques, foi sacrificado.

Os animais dos grupos controles nfio foram submetidos a nenhum tratamento

diferencial em relagfo aos grupos estressados, excetuando-se a aplicagdo do estimulo

estressante.

3.4. Estresse por natacio

Os animais dos grupos experimentais foram submetidos a natacdo em um
tanque de vidro medindo 100x50x60 cm, contendo 4gua a 30 + 1°C, em uma
profundidade 35 cm, suficiente para que os animais ndo apoiassem a cauda no fundo do
tanque (MARCONDES, 1995; MARCONDES et al., 1996). O estresse foi aplicado entre
7:00 e 11:00 h.

Os animais foram submetidos a trés sessdes de natagdo aplicadas em dias
consecutivos, com duragdo de 5, 15 e 30 min, respectivamente. Apds a primeira ¢ a

segunda sessbes de natacfio (1° e 22 dias), os animais foram mantidos em ambiente
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aquecido, onde permaneceram por cerca de 45 minutos, até estarem secos, retornando em

seguida para suas gaiolas.

3.5. Coleta de sangue

Os animais foram sacrificados com um golpe na cabeca e seccio dos vasos

cervicais. O sangue foi coletado e, apds coagulagdo, o soro foi separado e estocado em

congelador para posterior dosagem hormonal.

3.6. Dosagens hormonais

Os niveis de corticosterona, progesterona ¢ 17-B-estradiol (estradiol) foram
determinados utilizando-se kits de radioimunoensaio (ICN Biomedicals). Para dosagem
de corticosterona, 10l de cada amostra foram diluidos em 200 pl de diluente especifico
para ester6ides. Foram utilizadas aliquotas de 100 ul das solugdes padrio e das amostras
diluidas, em duplicata, as quais adicionaram-se 200 pl da solu¢do com horménio marcado
radioativamente (‘% [-corticosterona). Em seguida, foram acrescentados 200 ul da solugio
de anticorpo anti - corticosterona. Apos agitagfo, os tubos foram incubados por 2 horas, &
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 500 ul de solugfio precipitante ¢ as
amostras foram agitadas e centrifugadas, a 2500 rpm por 15 min, para precipitacio dos
complexos antigeno-anticorpo. O sobrenadante foi retirado e a radiocatividade do
precipitado foi determinada, em contador automdtico Beckman. A concentracdo de
corticosterona nas amostras foi obtida utilizando-se curva padriio obtida em cada ensaio.

Para as dosagens de progesterona e estradiol, 100 ul das solugdes padriio e de
cada amostra, em duplicata, foram adicionados aos respectivos tubos especiais recobertos
por uma camada de anticorpos anti-progesterona e estradiol. A seguir, foi acrescentado
Iml de horménio marcade radioativamente: '*I-17f-estradiol ou '2*I-progesterona. Os
tubos foram agitados e incubados em banho-maria, a 37 + 1°C, por 2 horas para

progesterona, ¢ por 3 horas para o estradiol. Em seguida, os sobrenadantes foram
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descartados, e a radioatividade dos tubos foi medida. As concentragbes das amostras
foram determinadas como descrito acima para a corticosterona. Os coeficientes de

variagdo intra- e inter-ensaio foram menores do que 10%.

3.7. Avaliac@io do nivel de ansiedade de ratas

O nivel de ansiedade de ratas foi avaliado por meio da analise do comportamento
dos animais no labirinto em cruz elevado (PELLOW et al., 1985). O labirinto, construido
em madeira, apresenta altura de 50 cm acima do solo. Como esta ilustrado na F igura 3, ¢
formado por dois bragos abertos, opostos entre si (50 x 10 cm), cruzando em angulo reto
dois bragos fechados, também opostos entre si (50 x 10 cm), e com paredes de 40-cm de
altura (PELLOW et al., 1985). A unifo dos quatro bragos forma um quadrado central que

mede 10 x 10 em. H4 uma margem de 1 cm de acrilico ao redor de cada braco aberto.

50 cm

Figura 3. Modelo esquemitico do labirinto em cruz elevado.

O teste do labirinto em cruz elevado constitui um modelo de conflito para o rato
ou camundongo, onde a curiosidade em explorar os bracos abertos se opbe a aversdo

gerada por espacos abertos. O medo dos bragos abertos é motivado pela tigmotaxia, uma
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resposta de defesa natural do animal que o leva a permanecer préximo a superficies
verticais, evitando desta forma ser visto pelo predador (TREIT & FUNDYTUS, 1989;
TREIT et al., 1993).

Este modelo experimental apresenta alta sensibilidade para avaliagfo do efeito de
drogas ansioliticas e ansiogé€nicas, € estd baseado no fato de que o tempo em que o animal
permanece 1nos bragos abertos est4 inversamente correlacionado ao seu nivel de ansiedade
(PELLOW et al., 1985).

O teste comportamental foi realizado trinta minutos apds a determinacfo das
fases do ciclo estral, quando os animais foram transportados até a sala de experimentaggo.
Uma de cada vez, cada rata foi colocada no centro do labirinto, voltada para um dos
bragos fechados. Durante a duragdo do teste, que foi de 5 minutos, os seguintes
pardmetros foram registrados: (a) mimero de entradas nos bragos abertos, (b) nimero de
entradas nos bracgos fechados, (¢) tempo de exploragdo dos bragos abertos, e (d) tempo de
explorac@o dos bragos fechados. Uma entrada em um brago foi contada quando o animal
colocou as quatro patas no mesmo. Os registros foram feitos por um experimentador que
permaneceu na sala adjacente, observando o animal através de uma janela guarnecida
com vidro unilateral, espelhado, localizada na parede da sala de experimentacdo.

Os resultados foram convertidos em trés medidas: porcentagem do numero de
entradas nos bracos abertos (100 x n® entradas nos bragos abertos/n® total de entradas),
porcentagem do tempo de exploragéié dos bracos abertos (100 x tempo nos bracos
abertos/n® total de entradas), e nimero de entradas nos bragos fechados. A porcentagem
do tempo de exploragdo dos bragos abertos estd inversamente relacionada com o nivel de
ansiedade do animal (PELLOW et al., 1985; CRUZ et al., 1984), enquanto a porcentagem
do nimero de entradas nos bragos abertos estd relacionada tanto a ansiedade quanto a
atividade locomotora (CRUZ et al., 1994). O nimero de entradas nos bracos fechados
constitui um Indice da atividade locomotora geral do animal (CRUZ et al., 1994). Cada
animal foi submetido ao teste somente uma vez, ¢ a observadora era sempre a mesma

pessoa. Os testes foram realizados entre 8 e 10h, e o labirinto foi limpo apds cada

observacéo.
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3.8. Grupos experimentais

3.8.1. Resposta hormonal de ratas submetidas a estresse

Para avaliar a influéncia do ciclo estral sobre a resposta hormonal ao estresse,
foram utilizadas ratas controles em estro ou diestro, ¢ ratas submetidas a trés sessdes de
natagfo ou choques nas patas durante o estro, metaestro ¢ diestro - GRUPO DIESTRO,
ou durante o diestro, proestro ¢ estro - GRUPO ESTRO (Figura 1).

De acordo com dados anteriores (MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI et
al., 1996), trés sessbes de choques nas patas ou natagio nio provocam alteracio no ciclo
reprodutivo. Assim sendo, os grupos controles foram formados de acordo com a fase do

ciclo estral do grupo experimental no dia do sacrificio, como est4 indicado na Tabela 1.

Tabela 1. Fases do ciclo estral de ratas submetidas a estresse.

Grupos Fase do ciclo estral na 1%, 2% e 32 sessfes Grupos
Experimentais de choques nas patas ou natacio Controles
DIESTRO Estro, Metaestro e Diestro Diestro
ESTRO Diestro, Proestro e Estro Estro

3.8.2. Evolucio temporal dos niveis séricos de corticosterona, progesterona e

estradiol de ratas submetidas a estresse.

Para avaliar a influéncia do ciclo estral sobre o padrio temporal de variagfo dos
niveis séricos de corticosterona, progesterona e estradiol, foram utilizadas ratas controles
em proestro, estro, metaestro e diestro, e ratas submetidas a trés sessdes de choques nas
patas durante o estro, metaestro e diestro - GRUPO DIESTRO, ou durante o diestro,

proestro ¢ estro - GRUPO ESTRO. Nos grupos submetidos a estresse, foram realizadas
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coletas de sangue antes e ap6s a aplicacfo de cada sessfio de estresse, bem como 1h e 6h
apos a primeira ¢ segunda sessbes, conforme indicado na Tabela 2. Nos grupos controles,
o sangue foi coletado no periodo da manhd, entre 7:00 e 11:30h, e no periodo da tarde,

entre 17:00 e 18:00h (Tabela 2).

3.8.3. Nivel de ansiedade de ratas.

Para avaliar a influéncia do ciclo estral sobre o nivel de ansiedade de ratas foram

utilizadas ratas controles em proestro, estro, metaestro ¢ diestro, pela manhi, entre 8 ¢

10h.

3.9, Analise estatistica

Os dados foram comparados utilizando-se Andlise de Varidncia monofatorial,
seguida do Teste de Tukey para comparagdes miltiplas de médias. As diferencas entre os
grupos foram consideradas significativas ao nivel de 5% (ZAR, 1984).

Para comparacdo dos niveis hormonais entre os periodos da manhi (entre 7:00 e
11:30h) e tarde (entre 17:00 e 18:00h), em cada fase do ciclo estral, foi utilizado teste “t”
de Student para dados nfo pareados (ZAR, 1984).
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Tabela 2. Grupos e fases do ciclo estral de ratas submetidas a trés sessdes de choques

nas patas.
Grupos Sessdode Tempo de coleta de Fasedo Grupos
Experimentais choques  sangue, em relagdo  ciclo Controles
nas patas a  aplicagdo da  estral
sessfo de choques
DIESTRO 12 antes E E - manhi
1 apos E
17 1h apos E
1? 6h apos E E -tarde
28 antes M M - manhi
2¢ apoés M
28 1h apos M
2° 6h apos M M - tarde
3? antes D D - manha
3% apos D
ESTRO 1 antes D D - manha
1 apos D
1 1h apos D
1 . 6h apos D D - tarde
22 antes P P - manhd
28 apos P
28 1h apds P
28 6h apos P P - tarde
32 antes E E -manhi
3¢ apos E
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4. RESULTADOS

4.1. RESPOSTA HORMONAL DE RATAS SUBMETIDAS A ESTRESSE

Os niveis séricos de corticosterona, progesterona e estradiol de ratas controles e
de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas ou de natagéio estio apresentados
na Figura 4 e nas Tabelas 3,4 ¢ 5.

N&o houve diferenca nos niveis hormonais entre ratas controle em estro e diestro
(Figura 4, Tabelas 3 a 5).

Apos trés sessdes de choques nas patas houve aumento de 2 - 2,5 vezes nos niveis
séricos de corticosterona, que foi independente da fase do ciclo estral (Figura 4A). Apds
trés sessOes de natagdo observou-se maior elevacio nos niveis de corticosterona em ratas
sacrificadas no estro (3 vezes) do que no diestro (1.7 vez), em relaciio aos respectivos
controles (Figura 4A, Tabela 3).

Houve aumentos semelhantes nos niveis séricos de progesterona (2 vezes) apos
trés sessdes de choques nas patas ou natagdo em ratas sacrificadas no diestro ou no estro
(Figura 4B, Tabela 4).

N&o foi observada alteracdo nos niveis séricos de estradiol apos estresse por
choques nas patas independentemente da fase do ciclo estral (Figura 4C, Tabela 5).
Entretanto, a variagio do nivel de estradiol em resposta ao estresse por natagfo foi
influenciada pelo ciclo estral. Houve aumento de 1,5 vez nos niveis séricos deste
horménio quando o sacrificio ocorreu no estro, sem alteragio quando o mesmo ocorreu

no diestro (Figura 4C, Tabela 5).

i
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Figura 4. Niveis séricos de CORTICOSTERONA (4A), PROGESTERONA (4B) e
ESTRADIOL (4C) de ratas submetidas a estresse por trés sessdes de choques nas patas ou
natacio durante o estro, metaestro ¢ diestro (grupo Diestro) ou diestro, proestro e estro {grupo
Estro). * Diferenca estatistica em relagdo ao respectivo grupo controle (p<0,05). O namero de
experimentos / grupo esta indicado nas Tabelas 3, 4 e 5.
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Tabela 3. Niveis séricos de CORTICOSTERONA (ug/dl) de ratas submetidas a
estresse por choques nas patas ou natacfio, e sacrificadas no diestro ou no estro.

Grupo n’ Corticosterona (pg/dl)°
Controle diestro® 32 48,93 + 4,43
Controle estro® 37 37,57 3,95
Choque diestro® 26 94,89+ 7,57 *
Choque estro® 16 93,31 7,00 *
Natagdo diestro® 20 79,98 + 3,82 *
Natago estro® 14 115,74 + 7,13 *#

“niimero de experimentos. “média=EPM. “Ratas submetidas a trés sessdes de
choques nas patas ou natagio durante o estro, metaestro e diestro. “Ratas
submetidas a trés sessGes de choques nas patas ou natacio durante o diestro,
proestro e estro. *Diferenga estatistica em relagio ao respectivo grupo
controle (p<0,05). # Diferenga estatistica em relagio ao grupo natacfo diestro
(p<0,05).

Tabela 4. Niveis séricos de PROGESTERONA (ng/ml) de ratas submetidas a estresse
por choques nas patas ou natacfio, e sacrificadas no diestro ou no estro.

Grupo n* Progesterona (ng/ml)°
Controle diestro® 30 36,22 + 4,07
Controle estro® 14 29,67 £ 1,73
Choque diestro® 27 6831 +£263 %
Choque estro® 14 72,24 6,90 *
Natacso diestro® 17 71,26 £2.97 *
Natacio estro® 15 69,67 + 4,50 *

‘ntimero de experimentos. "média+EPM. “Ratas submetidas a trés sessOes de
choques nas patas ou natagdo durante o estro, metaestro e diestro. “Ratas
submetidas a trés sessdes de choques nas patas ou natagio durante o diestro,
proestro e estro. *Diferenga estatistica em relagio ao respectivo grapo
controle (p<0,05).

Tabela 5. Niveis séricos de ESTRADIOL (pg/ml) de ratas submetidas a estresse por
choques nas patas ou natago, ¢ sacrificadas no diestro ou no estro.

Grupo n’ Estradiol (pg/ml)°
Controle diestro® 24 110,50 = 16,90
Controle estro® 23 118,60+ 9,67
Choque diestro® 26 107,20+ 12,98
Choque estro® 15 131,20+ 14,61
Natacfio diestro® 17 130,60 = 16,64
Natacdo estro® 14 215,20 30,97 *

‘niimero de experimentos. "médiatEPM. “Ratas submetidas a trés sesses de
choques nas patas ou natagfio durante o estro, metaestro ¢ diestro. “Ratas
submetidas a trés sessdes de choques nas patas ou natagfo durante o diestro,
proestro e estro. *Diferenca estatistica em relagio ao respectivo  grupo
controle (p<0,05).
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4.2. EVOLUCAO TEMPORAL DOGS NIVEIS SERICOS DE CORTICOSTERONA,
PROGESTERONA E ESTRADIOL DE RATAS SUBMETIDAS A ESTRESSE

Os niveis séricos de corticosterona de ratas controles ou submetidas a estresse por
choques nas patas sdo apresentados na Figura 5.

Ratas controles em cada fase do ciclo estral nio apresentaram niveis séricos de
corticosterona diferentes entre si, no perfodo da manhi ou da tarde (Figura 5A). Porém,
em cada uma das quatro cada fases do ciclo estral, os niveis de corticosterona no soro
coletado entre 17 e 18h apresentaram-se, em média, 1,4 vezes maiores do que aqueles
observados entre 7 e 11:30h (Figura 5A; Tabelas 6 e 7).

O padrao temporal de variacZo dos niveis séricos de corticosterona ao longo dos
trés dias em que os animais foram submetidos a estresse por choques nas patas esta
ilustrado nas Figuras 5B e 5C. Imediatamente apos a primeira sesso de estresse, os niveis
de corticosterona estavam aumentados em relagdo ao controle mas voltaram aos niveis
basais ja na primeira hora apés a sesséo de choques, nos grupos Diestro e Estro (Figuras
5B e 5C, respectivamente). No dia em que as ratas receberam a 1* sess@o de choques nas
patas, ao contrario do observado em animais controles (Figura 5A), ndo houve elevacio
dos niveis de corticosterona ao final da tarde, 6h apos o estresse, em relacdio aos niveis
observados pela manh, antes da aplicacfio dos choques (Figuras 5B ¢ 5C, Tabelas 6 ¢ 7).

No segundo dia de estresse, os niveis séricos de corticosterona no grupo Estro,
antes da aplicagdo do estresse, apresentaram-se menores do que em ratas controles
(Tabela 7). Diferentemente do padrdo observado no primeiro dia, em ambos os grupos, os
niveis deste horménio encontravam-se elevados 6h apos a aplicagdo dos choques (Figuras
5B e 5C), e foram maiores no grupo Estro do que no grupo Diestro.

No terceiro dia, antes da aplicacfo dos choques nas patas, em ambos os grupos
Diestro e Estro, os niveis séricos de corticosterona encontravam-se menores do que
aqueles observados em animais controles (Tabelas 6 ¢ 7). Apos a aplicagio do estimulo
cstressante, estes niveis aumentaram de modo semelhante a0 observado nos dias
anteriores (Figuras 5B e 5C).

Em resumo, ocorrem algumas diferencas nas alteracdes de secrecio de
corticosterona em resposta ao estresse, dependendo da fase do ciclo em que o8 animais se

encontram. No grupo Diestro, os niveis séricos de corticosterona aumentam apods cada
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sessdo de choques, caem abaixo do normal imediatamente ap6s e voltam aos niveis basais

6h ap6s a sessfo de choques nas patas (Figura 5B; Tabela. 6).

No grupo Estro, hd aumento nos niveis séricos de corticosterona apos cada uma
das trés sessGes. Estes voltam aos niveis basais dentro da primeira hora. Seis horas apos a
primeira ¢ segunda sessdes de choques os niveis observados foram semelhantes aos de
ratas controles no mesmo hordrio (Tabela 7). Antes da segunda e terceira sessdes, 0s
nivels foram menores do que em animais normais (Figura 5C; Tabela 7).

Néo foram observadas diferencas nos niveis séricos de progesterona entre as
fases do ciclo estral em soro de ratas controles quando a coleta de sangue ocorreu pela
manhd (Figura 6A). Porém entre 17 e 18h, ratas em proestro apresentaram os niveis deste
horménio 2,9; 1,5 e 2,8 vezes maiores (p<0,05) que aquelas em estro, metaestro e diestro,
respectivamente. Durante o metaestro os niveis de progesterona foram 1,9 ¢ 1,8 vezes
maiores do que os obtidos durante o estro e o diestro, respectivamente (Figura 6A).
Nestas duas fases foram observados os menores niveis de progesterona, no periodo
vespertino, comparados com 0s niveis matutinos em qualquer fase. Ao contrario, no
proestro, os niveis vespertinos foram maiores do que os matutinos (Figura 6A), sem
alteracdo durante o metaestro (Figura 6A).

As alteragOes nos niveis séricos de progesterona em ratas submetidas a trés
sessOes de choques nas patas estdo apresentadas nas Tabelas 8 ¢ 9 e na Figura 6. Em
ambos os grupos, Diestro e Estro, houvé aumento nos niveis do horménio apos a primeira
sessdo de estresse, seguido de diminuicdo 1h ¢ 6h apds a aplicagio dos choques nas patas
(Figuras 6B e 6C, respectivamente). No grupo Diestro este padrdo se repete apds a
segunda sessdo de choques nas patas.

Entretanto, no grupo Estro, os niveis séricos de progesterona voltaram aos valores
normais apenas apds a primeira sessfio (Figura 6C, Tabela 9). Uma hora apos a segunda
sessdo de estresse os niveis séricos de progesterona estdo menores do que o normal
(p<0,05). Seis horas apés, os niveis ndo diferem dos niveis observados em ratas controle
na mesma fase e horario (Figura 6C).

E interessante notar que, neste grupo, os niveis séricos de progesterona
observados antes da segunda e da terceira sess@es foram significativamente menores do

que o normal (Figura 6C; Tabela 9).
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Os niveis séricos de estradiol de ratas controles ¢ estressadas esta apresentado na

Figura 7 e nas Tabelas 10 ¢ 11. Entre 7 e 11:30h , os niveis de estradiol em soro de ratas
em proesiro apresentaram-se 2,2; 2,7 e 2,5 vezes maiores do que aqueles de ratas em
estro, metaestro ¢ diestro, respectivamente (Figura 7A). Entretanto, entre 17 e 18h,
somente houve aumento de 3,8 vezes no proestro em relagdo ao metaestro mas nfo em
relagdo as outras fases do ciclo (Figura 7A). Os niveis séricos de estradiol observados i

tarde foram menores que aqueles observados pela manhi, em qualquer das quatro fases

do ciclo estral (Figura 7A).

Em resposta ao estresse por choques nas patas, ratas do grupo Diestro
apresentaram diminuicdo nos niveis séricos de estradiol apés a primeira ¢ a segunda
apresentagdes do estimulo estressor (Figura 7B, Tabela 10). Os niveis permaneceram
diminuidos até 6h apés cada sessdo e antes da segunda sess3o. Entretanto no terceiro dia,
os niveis séricos de estradiol estdo normais antes da sessdo de estresse e ndo se alteram
apos a aplicacf0o dos choques (Tabela 10).

No grupo Estro, ndo houve variagdo dos niveis deste horménio em resposta a
primeira sessdo de choques nas patas (Figura 7C). Entretanto, 6h apos o estresse, 0s
niveis séricos de estradiol foram duas vezes maiores que os niveis séricos de estradiol em
animais controle, na mesma fase e horario (Tabela 11). Além disso, embora os niveis
matutinos de estradiol j4 fossem elevados em ratas controle, estes sdo mais altos ainda em
ratas submetidas a choques, antes da segunda sessdo; caem apos o choque e permanecem
baixos até o dia seguinte. Os niveis séricos de estradiol ndo se alteram apos a terceira
sess@o de choques (Figura 7C; Tabela 11). Porém, antes da segunda sessdo, ao contrario
do que foi observado no grupo Diestro, os niveis séricos de estradiol apresentaram-se
maiores do que em ratas controles (Tabela 11) ¢ a aplicagdo dos choques nas patas
induziu uma queda nestes niveis (Tabela 11, Figura 7C). Os niveis observados antes da
segunda sessdo, quando as ratas estavam em proestro, foram maiores do aqueles
observados em animais controles (Tabela 11) mas cairam abaixo do controle apés a

sessdo de choques, permanecendo diminuidos até 6h apés.
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Figura 5. Niveis séricos de CORTICOSTERONA de ratas controles (5A) nas diferentes fases
do ciclo estral, nos periodos da manha (entre 7:00 ¢ 11:30h) e tarde (entre 17:00 e 18:00h), e
de ratas submetidas a estresse por trés sessdes de choques nas patas durante o estro, metaestro
e diestro (5B - grupo Diestro) ou diestro, proestro e estro (5C - grupo Estro). Letras diferentes
indicam grupos estatisticamente diferentes entre si, no mesmo grafico (p<0,05). O ntmero de
experimentos/grupo estd indicado nas tabelas 6 e 7.



Tabela 6. Niveis séricos de CORTICOSTERONA (ug/dl) de ratas submetidas a

estresse por choques nas patas durante o estro, metaestro e diestro {grupo Diestro).

Sessdo  Tempo® Fase do ciclo Controle” Chogque”
estral

1# apos Estro 43,24 + 5,23 78,84 +531%
1# lh Estro - 17,06 +5,26
12 6h Estro 57,02 + 4,81 45,15 +7,50
28 antes  Metaestro 34,09 £ 6,46 25,68 + 5,23
28 apos Metaestro - 86,87 + 7,34
28 1h Metaestro - : 4,66 + 1,07
28 6h Metaestro 51,65+6,61 47,24 + 6,04
32 antes Diestro 40,89+ 14,18 26,31 5,57 *
3¢ ap0s Diestro - 96,65 + 6,41

numero de experimentos = 13 ou 14. *Tempo de coleta em relacdo 4 sessdio de chogques nas
patas. "média=EPM. *Diferenca estatistica em relagdo ao respectivo grupo controle.

Tabela 7. Niveis séricos de CORTICOSTERONA (pg/dl) de ratas submetidas a
estresse por choques nas patas durante o diestro, proestro ¢ estro {(grupo Estro).

Sessdo  Tempo® Fase do ciclo Controle” _Choqueb
de estral
estresse
12 . apos Diestro 40,89 + 14,18 75,74 £ 8 29%
1* th Diestro - 30,69 £ 7,81
12 6h Diestro 52,64 £ 5,15 46,41 £ 5,16
28 antes Proestro 45934721 2227 4 3,81%
22 apos Proestro - 86,34 £ 5,09
28 Ih Proestro - 19,70 = 5,98
28 6h Proestro 62,52 +439 75,93 + 3,88
3t antes Estro 4324 523 16,99+ 4,74 *
3@ apos Estro - 97,72 + 5,81

nimero de experimentos = 13 ou 14. *Tempo de coleta em relagdo & sessdo de choques nas
patas. *médiatEPM. *Diferenga estatistica em relacdo ao respectivo grupo controle.
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Figura 6. Niveis séricos de PROGESTERONA de ratas controles (6A) nas diferentes fases do
ciclo estral, nos periodos da manh# (entre 7:00 e 11:30h) e tarde (entre 17:00 e 18:00h), e de
ratas submetidas a estresse por trés sessbes de choques nas patas durante o estro, metaestro e
diestro (6B -Diestre) ou diestro, proestro ¢ estro (6C - Estro). Letras diferentes indicam

grupos estatisticamente diferentes entre si, no mesmo gréfico (p<0,05). O nimero de
experimentos/grupo estd indicado nas tabelas 8 e 9.



Tabela 8. Niveis séricos de PROGESTERONA (ng/ml) de ratas submetidas a
estresse por choques nas patas durante o estro, metaestro e diestro (grupo Diestro).

Sessdo  Tempo® Fase do ciclo Controle® Choque”
de estral
cstresse
1# apos Estro 29,67+1,73 57,90 + 2,73%
I® 1h Estro - 16,62 + 2,20
12 6h Estro 19,4843 43 16,62 =+ 2,04
2° antes  Metaestro 32,10+2,94 2246+311
22 apos Metaestro - 49,39 4+ 2 58
28 Ih Metaestro - 19,16 + 1,77
22 6h Metaestro 36,38+2,38 33,43 1,27
32 antes Diestro 35,14+3,13 24,64 = 2,59
3@ apos Diestro - 70,66 + 1,85

numero de experimentos = 13 ou 14, *Tempo de coleta em relagdo 4 segsdo de choques nas
patas. "médiatEPM. *Diferenca estatistica em relagio ao respectivo grupo controle.

Tabela 9. Niveis séricos de PROGESTERONA (ng/ml) de ratas submetidas a
estresse por choques nas patas durante o diestro, proestro e estro (grupo Estro).

Sessio  Tempo® Fase do ciclo. Controle® Choque”
de estral ‘
estresse
1# apos Diestro 35,14 + 3,13 60,76 £ 4,05*
1 - 1h Diestro - 20,47 + 4,43
12 6h Diestro 19.97 + 2,68 16,08 + 1,69
28 antes Proestro 29,19+ 4 54 10,00 £ 3,22*
2° apos Proestro - 50,42 + 3,67
28 ih Proestro - 9,58+ 1,58
28 6h Proestro 56,00 + 3,02 3940 £ 4,74
3 antes Estro 29,67+ 1,73 576 £ 1,75 *
32 apos Estro - 72,59 4 7,72

namero de experimentos =
patas. "médiatEPM. *Difer

13 ou 14. *Tempo de coleta em relagfo 4 sessdo de choques nas

enca estatistica em relagfio ao respectivo grupo controle.
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Figura 7. Niveis séricos de ESTRADIOL de ratas controles (7A) nas diferentes fases do ciclo
estral, nos periodos da manha (entre 7:00 ¢ 11:30h) e tarde (entre 17:00 e 18:00h), e de ratas
submetidas a estresse por trés sessdes de choques nas patas durante o estro, metaestro e
diestro (7B - Diestro) ou diestro, proestro ¢ estro (7C - Estro). Letras diferentes indicam
grupos estatisticamente diferentes entre si, no mesmo grafico (p<0,03). O numero de
experimentos/grupo esta indicado nas tabelas 10 e 11.
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Tabela 10. Niveis séricos de ESTRADIOL (pg/ml) de ratas submetidas a estresse
por choques nas patas durante o estro, metaestro e diestro (grupo Diestro).

Sessio  Tempo” Fase do ciclo Controle® Choque”
de estral
estresse
12 apos Estro 102,20 + 12,23 46,94+ 5,41*
12 1h Estro - 45,78 + 8,01
1? 6h Estro 57,82+ 6,20 30,61 2,63 *
22 antes Metaestro 84,60+ 275 4943 4 14,02 *
28 apos Metaestro - 33,69+ 6,10
2° 1h Metaestro - 27,51 +£2.94
2° 6h Metaestro 36,46 2,27 33,33 x£4,17
33 antes Diestro 88,90+ 9,75 77,84 + 8,57
38 apos Diestro - 102,40 £ 11,86

némero de experimentos = 13 ou 14. "Tempo de coleta em relagdo a sessio de choques nas
patas. "média=EPM. *Diferen¢a estatistica em relagdo ao respectivo grupo controle.

Tabela 11. Niveis séricos de ESTRADIOL (pg/ml) de ratas submetidas a estresse
por choques nas patas durante o diestro, proestro e estro (grupo Estro).

Sessdo  Tempo® Fase do ciclo Controle® Choque®
de estral
estresse
1? apos Diestro 88,90+ 9,75 124,60+ 9,75
12 1h Diestro - 73,54 £ 6,92
1# 6h Diestro 54,63 £ 11,90 146,40 = 23,50%
28 antes Proestro 225,40 £ 25,23 310,80 £ 34,67
2¢ apos Proestro - 145,00+ 17,0
28 1h Proestro _ - 104,70 £+ 12,60
28 6h Proestro 139,00+ 42,30 104,70 = 13,37
32 antes Estro 102,20 £ 12,23 106,70 + 42,02
30 apos Estro - 136,90 £ 17,0

namero de experimentos = 13 ou 14. *Tempo de coleta em relagdo a sess@o de choques nas
patas, “médiatEPM. *Diferenca estatistica em relacdo ao respectivo grupo controle,
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4.3.NIVEL D E ANSIEDADE DE RATAS

O nivel de ansiedade de ratas foi avaliado por meio da andlise de seu
comportamento no labirinto em cruz elevado (Figura 8). Ratas em proestro apresentaram
maior tempo de exploragdo dos bragos abertos do que ratas em diestro (Figura 8A).

A porcentagem de entradas nos bragos abertos (Figura 8B) ou fechados

(Figura 8C) ndo variou entre as fases do ciclo estral.

Estes resultados indicam que ratas em proestro apresentam menores niveis de

ansiedade do que ratas em diestro.
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Figura 8. Porcentagem do tempo de exploragio dos bragos abertos (8A), porcentagem do
ntrnero de entradas realizadas nos bragos abertos (8B) e nimero de entradas realizadas nos
bragos fechados (8C) por ratas submetidas ao teste do labirinto em cruz elevado nas quatro
fases do ciclo estral. *Diferenga estatistica em relagfio ao grupo diestro (p<0,05). O nfiimero
de experimentos / grupo esta indicado entre parénteses.
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5, DISCUSSAQO

A reacdo de estresse compreende as intimeras alteragBes fisiologicas que ocorrem
108 Organismos vivos em resposta a estimulos que representem ameaca a sua homeostasia,
entre 0s quais podem ser citados estimulos ambientais, fisicos, psicolégicos ou sociais
(SELYE, 1936; GRIFFIN, 1989; CHROUSOS & GOLD, 1992; FRANKS, 1994).

A exposi¢lo de um individuo a um estimulo desconhecido ou aversivo provoca
ativagdo do eixo sistema nervoso simpatico - medula adrenal e do eixo hipotilamo-
hip6fise-cortex adrenal aumentando a secrecdo de catecolaminas e de glicocorticéides,
respectivamente (SELYE, 1936). A func¢do destas alteragBes endodcrinas é promover o
redirecionamento das substéncias que sdo fontes de energia para as células, carboidratos e
lipidios principalmente, e determinar ajustes dos sistemas cardiovascular, respiratério,
nervoso e muscular para manutencio da homeostase duranfe 0 comportamento de luta ou
fuga, caracteristico da reacfio de estresse (SELYE, 1936; HERD, 1991; YAMAGUCH]I,
1992). Se a situagfo estressante se mantém ou se repete, estes mesmos hormoénios
desencadeiam o©s processos adaptativos que permitem a convivéncia com a situacfo
aversiva.

Para o estudo da reagfio de estresse em ratos de laboratorio, diferentes modelos
experimentais s&o utilizados, tais como imobilizagfo, choques nas patas, ruidos intensos e
nataggo.

A natacfo, além de representar um agente estressante por seu componentie fisico,
apresenta um forte componente emocional, relacionado & novidade que este estimulo
representa para 0 animal e a impossibilidade de fuga, somada A iminéncia de morte
(OSTMAN-SMITH, 1979; GARCIA-MARQUEZ & ARMARIO, 1987; MARCONDES et
al., 1996). Ao ser colocado na dgua pela primeira vez, o rato rapidamente passa a nadar em
torno das bordas do tanque, aparentemente procurando escapar. Depois de alguns minutos
Seus movimentos passam a ser menos vigorosos e o animal passa a boiar, 0 maior tempo
possivel (MARCONDES, 1995; MARCONDES et al., 1996; TWAMOTO &
MARCONDES, 1998).

Choques nas patas constituem um agente estressor por apresentarem um

componente fisico representado pela sensacdo dolorosa, bem como um componente
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emocional, devido a imprevisibilidade da apresentacdo do estimulo (MARCONDES et al.,

1696).

Assim sendo, os dois estimulos estressantes utilizados apresentam diferencas
importantes que resultam em diferentes respostas a nivel celular, como foi observado
ocorrer nas alteragBes de sensibilidade as catecolaminas, em tecidos periféricos de ratos
machos submetidos ao frio (CALLIA, 1981); a imobilizacio (CAPAZ & DE MORAES,
1988), a choques nas patas (BASSANI & DE MORAES, 1986; FARIAS-SILVA et al.,
1998) ou a natacdio (SPADARI et al., 1988; SPADARI & DE MORAES, 1988;).

Em atrios direitos isolados de ratas, as alteragGes de sensibilidade as catecolaminas
induzidas por estresse somente ocorrem quando o animal é sacrificado na fase de diestro,
ndo sendo observadas quando o sacrificio ocorre durante o estro (MARCONDES, 1995;
VANDERLEI et al., 1996; MARCONDES et al., 1996; SPADARI-BRATFISCH et al.
1998).

Em ratos machos, o desenvolvimento das alteragbes de sensibilidade, no
marcapasso cardiaco isolado, foram dependentes do aumento dos niveis plasmaéticos de
corticosteorona induzido pela exposicdo aos estimulos estressores (SPADARI et al.,, 1988;
NOURANI et al, 1992). Entretanto em ratas, além da corticosterona, outros fatores
parecem estar envolvidos na indugdo de tais alteracdes (MARCONDES, 1995: SANTOS,
1998).

Como ja foi demonstrado que -a progesterona e o estradiol modulam a densidade ¢
atividade dos receptores adrenérgicos em diferentes tecidos‘ (KRALL et al.,, 1978;
ROBERTS et al, 1977; LEVIN et al., 1980; CONDON et al., 1989) e que a exposicio a
diferentes estimulos estressores podem alterar seus niveis sanguineos (NEQUIN &
SCHWARTZ, 1971; BOEHM et al., 1982; BRUCE et al,, 1984; BRUCE et al., 1984; DEIS
et al., 1989; MacNIVEN et al., 1992), estes hormdnios poderiam estar relacionados as
alteragdes de sensibilidade &s catecolaminas observadas em étrios direitos isolados de ratas
submetidas a estresse.

Neste trabalho, tivemos por objetivo avaliar como o ciclo estral e o tipo de estresse
influenciam os niveis séricos de corticosterona, progesterona e estradiol de ratas, a fim de
verificar se havia alguma correlagio entre suas concentracles sanguineas e o

desenvolvimento das alteragSes de sensibilidade adrenérgica previamente observadas em
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atrios direitos isolados de ratas submetidas a estresse (MARCONDES et al.,, 1996;

VANDERI.EI et al., 1996; SPADARI-BRATFISCH etal., 1998).

A reaclo de estresse é caracterizada por uma elevagdo nos niveis plasmaticos das
catecolaminas e dos glicocorticéides, que por esta razdo sdo utiiizad_os como indices de
estresse (SELYE, 1936; VAN DER KAR et al., 1991). Os aumentos nos niveis séricos de
corticosterona observados apés a aplicacfo de trés sessdes de choques nas patas ou de
natagfo e apresentados na Figura 4A confirmam que estes protocolos constituem estimulos
estressantes.

Entre os vérios fatores que influenciam as variagSes hormonais durante a reagio de
estresse, merecem destaque a qualidade do agente estressor (MASON, 1968a, 1968b;
HENNESSY et al, 1979) ¢ o ciclo estral (BARON & BRUSH, 1979; POLLARD et
al,,1975; VIAU & MEANEY, 1991).

Nossos dados mostraram que ratas submetidas a estresse com inicio durante o
diestro, segunda sessdo no proestro e terceira sessdo seguida de sacrificio no estro,
apresentaram rmaiores aumentos dos niveis de corticosterona em resposta ao estresse por
natagdo (Figura 4A) do que em resposta ao estresse por choques nas patas (Figura 4A). Ndo
houve diferencas entre os estimulos quando as ratas foram sacrificadas durante o diestro
(Figura 4A). Estes dados mostram que a reacdo de estresse, em ratas, dependem da
interagdo entre o tipo de agente estressor e o ciclo estral.

Ao contririo, o ciclo estral nio influenciou o aumento dos niveis s€ricos de
corticosterona apds trés sesses de choques nas patas (Figura 4A, Tabela 3). Portanto, a
influéncia do ciclo estral sobre o aumento na secregdo de corticosterona induzido pelo
estresse ¢ dependente da qualidade do estimulo estressor.

Viarios autores demonstraram que durante a reagio de estresse, além de
modificages na secregiio dos glicocorticéides e das catecolaminas, a secrecdo de varios
outros hormoénios pode também ser alterada, como por exemplo os horménios do
crescimento (KRULICH et al.,, 1974; SEGGIE & BROWN, 1975; HOKFELT et al., 1983),
luteinizante (KRULICH et al., 1974; EUKER et al., 1975), foliculo-estimulante (KRULICH
et al., 1974), prolactina (EUKER et al., 1975; SEGGIE & BROWN, 1975), angiotensina
(VAN DER KAR, 1991), progesterona (NEQUIN & SCHWARTZ, 1971; PLAS-ROSER &
ARON, 1977; BRUCE et al., 1981; BOEHM et al., 1982; BRUCE et al., 1984) e estradiol
(MacNIVEN, 1992).
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Em nossos resultados, observamos que ambos os estimulos estressantes, os choques

nas patas ¢ a natagdo, induziram uma elevago de cerca de 2 vezes nos niveis séricos de
progesterona em relacdo aos niveis basais, e que este efeito foi independente da fase do
ciclo estral (Figura 4B; Tabela 4). Nao houve alteracio nos niveis de estradiol apés a
aplicacdo das sessdes de choques nas patas (Figura 4C; Tabela 5). Porém em resposta as
sessOes de natacio, o ciclo estral influenciou a alteracfio dos niveis deste horménio, que se
apresentaram elevados quando as ratas foram estressadas durante o diestro, proestro e estro,
mas ndo foram alterados quando as ratas encontravam-se em estro, metaestro ¢ diestro
(Figura 4C; Tabela 5).

Assitn como as modifica¢Bes nos niveis séricos de corticosterona, as alteracBes nos
niveis de progesteroné ¢ estradiol durante a reagfio de estresse também foram dependentes
da interagdo entre a qualidade do agente estressor e a fase do ciclo estral em que 0 mesmo
era aplicado.

Estas alteracSes nos niveis séricos de corticosterona, progesterona e estradiol
poderiam estar relacionadas com as alteragdes de sensibilidade da resposta cronotropica as
catecolaminas em é&trios direitos isolados de ratas submetidas a estresse e sacrificadas no
diestro, pois 0s mesmos sdo importantes moduladores dos adrenoceptores-B, os quais
medeiam o controle da frequéncia cardiaca pela noradrenalina e adrenalina (ROBERTS et
al., 1977, FREGLY et al., 1978; ROBERTS et al., 1979; LEVIN et al., 1980; ROBERTS et
al., 1981; KANO, 1982; MOAWAD et al, 1982; DAVIES & LEFKOWITZ, 1984;
MALBON & HADCOCK, 1988; KLANGKALYA & CHAN, 1988: HATJIS et al., 1988;
CONDON et al., 1989).

De acordo com os resultados obtidos, a corticosterona e a progesterona, cujos niveis
aumentaram em resposta aos choques nas patas e & natagdo, nos mesmos grupos que haviam
apresentado alteragles de sensibilidade adrenérgica (MARCONDES et al. 1996), poderiam
estar participando das mesmas. Porém, estes hormdnios também encontravam-se elevados
n0s grupos em que as alteragdes no marcapasso cardiaco ndo foram observadas (diestro,
proestro e estro — MARCONDES et al., 1996). Portanto, os resultados acima nio parecem
esclarecer os fatores que determinam a diferenca entre ratas sacrificadas em diestro e em
estro quanto as alteragdes no tecido cardiaco induzidas por estresse.

O aumento observado nos niveis de estradiol em ratas sacrificadas no estro apds a

aplicag8o de trés sessbes de natagfo poderia impedir as alteracdes da resposta cronotrépica
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as catecolaminas nestes animais (MARCONDES et al., 1996). Porém, os niveis de estradiol

ndo foram modificados em ratas submetidas a choques nas patas ¢ sacrificadas nesta fase do
ciclo estral, quando também néo houve alteragdes no marcapasso cardiaco (MARCONDES
et al. 1996).

Portanto, a analise dos niveis séricos de corticosterona, progesterona e estradiol,
horménios imediatamente ap6s a terceira sessdo de estresse, no mesmo momento em que 0s
experimentos  farmacolégicos haviam sido realizados (MARCONDES, 1995;
MARCONDES et al, 1996; VANDERLEIL 1996; VANDERLEI et al., 1996) ndo
esclarecera a causa da ocorréncia de alteragbes de sensibilidade adrenérgica do marcapasso
cardiaco isolado de ratas submetidas a trés sessdes de estresse, e sacrificadas durante o
diestro, ¢ a auséncia das mesmas quando o sacrificio ocorre no estro. Porém, sugerem que a
elevagdo nos niveis séricos de corticosterona e progesterona poderiam estar envolvidas no
processo. |

Os mecanismos envolvidos com o aparecimento de subsensibilidade &
noradrenalina e & adrenalina em étrios direitos isolados de ratas submetidas a trés sessdes de
choques nas patas foram melhor estudados do que aqueles relacionados com as alteracdes
em resposta a trés sessbes de natagfo. Assim como em atrios direitos (BASSANI & DE
MORAES, 1986; 1987) e adipécitos (FARIAS-SILVA et al, 1998) isolados de ratos
machos, muitas sdo as evidéncias de que os choques nas patas aplicados durante o estro,
metaestro e diestro induziram a participagdo dos adrenoceptores do subtipo B, na resposta
as catecolaminas (VANDERLEI et al., 1996; SANTOS, 1998; SPADARI-BRATFISCH et
al., 1998).

Os horménios esterdides exercem suas acgdes através da interagfio com receptores
intracelulares e consequente alteragdo da expressdo génica e regulagdo da sintese protéica
(McCARTHY et al. 1996), e este processo requer minutes ou horas para acontecer (MAK et
al., 1995). Com base nestas informagdes, o aumento na participagio dos adrenoceptores-f,
em 4trios direitos isolados de ratas estressadas, e sacrificadas no diestro, poderia ser
resultante das alteragOes hormonais ocorridas apoés a primeira e segunda sessdes de choques
nas patas, ndo sendo provavelmente determinado somente pelas alteracdes nos niveis

séricos de corticosterona, progesterona e estradiol observadas imediatamente apds a terceira

e ultima sessdo (Figura 4).
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Durante o ciclo estral, que dura quatro dias, ocorrem alteragbes nos niveis de

corticosterona, progesterona ¢ estradiol devidos ao ciclo circadiano e/ou ao ciclo estral
(FREEMAN , 1988). A aplicacfio das sessdes de estresse, estende-se por trés dias. Logo, as
alteragSes de sensibilidade adrenérgica detectadas no terceiro dia poderiam ser também
resultantes de alteragSes nestes padrdes didrios e ciclicos de variagdo nos niveis destes
horménio durante os trés dias em que os choques nas patas sdo aplicados,

Assim sendo, analisamos a evolucio temporal das alteragGes nos niveis séricos de
corticosterona, progesterona e estradiol de ratas no primeiro, segundo e terceiro dias em que
as mesmas erarm submetidas a choques nas patas (Figuras 5, 6 ¢ 7).

O estresse por choques nas patas realmente alterou o padrio dos niveis hormonais
em relacdo aos controles em diferentes momentos ac longo do periodo de trés dias, e nfo
somente apos a dltima sessfo.

Em ambos os grupos, Diestro e Estro, a elevagdo dos niveis de corticosterona ao
final da tarde em relagdo aos niveis matutinos nio foi observada no dia em que a primeira
sessdo de choques nas patas foi aplicada (Figura 5B e 5C, Tabelas 6 e 7). Antes da
aplicagdo da Gltima sessdo de choques, no terceiro dia, no grupo experimental em que as
ratas encontravam-se na fase de diestro, os niveis séricos de corticosterona apresentaram-se
menores do que os nfveis matutinos de ratas controles na mesma fase do ciclo estral (Tabela
6). O mesmo foi observado no 8Iupo em que as ratas encontravam-se na fase de estro antes
da Gltima sessdo de estresse (Tabela 7).’

Em resposta ao estresse, o padrfo de variagio dos niveis séricos de corticosterona
variaram em ratas submetidas as trés sessdes de choques com inicio no estro, aplicacdo da
segunda sess@o no metaestro e sacrificio no diestro nfo diferiu daquele observado em ratas
submetidas 4 primeira sessfio durante o diestro, segunda na fase de proestro e sacrificio no
estro (Figuras 5B e 5C).

Portanto, nfdo houve diferenca significativa enfre a variagdo nos niveis de
corticosterona observada em ratas submetidas a estresse que apresentam alteracSes de
sensibilidade adrenérgica no 4trio direito isolado (Grupo Diestro) e aquelas em que tais
alteragdes nfio ocorrem (Grupo Estro).

Quanto a progesterona, observamos que no grupe Estro, antes da aplicacdo da
segunda e terceira sessdes de choques nas patas, quando as ratas encontravam-se nas fases

de proestro e estro, respectivamente, 0s mesmos apresentaram-se menores do que aqueles
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observados, pela manhd, em ratas controles nas mesmas fases do ciclo estral (Figuras 6A e

6C; Tabela 9). N &0 houve alteragfio no Diestro (Figuras 6A e 6B, Tabela 9).

Aparentemente houve diferenca entre os grupos também em resposta & segunda
sessfo de choquies nas patas. No grupo Diestro, 6h apos a segunda aplicagiio dos chogues,
os niveis séricos de progesterona eram semelhantes aqueles observados pela manha, antes
da apresentagBo do estimulo estressor (Figura 6B). E no grupo Estro, 6h apés a segunda
aplicagdo dos choques nas patas, os niveis séricos de progesterona apresentavam-se
elevados em relacio aqueles observados pela manhd (Figura 6C). Entretanto, 6h apés a
segunda sessdo de choques nas patas, portanto entre 17 e 18h, ratas do grupo Estro
encontravam-se 1o final da tarde do proestro, momento em que ratas controles apresentaram
altos niveis de progesterona em relagdo as demais fases do ciclo reprodutivo. Logo, o
estresse ndo alterou este padréo ciclico de variagdo dos niveis séricos da progesterona,
estando este aumento relacionado primariamente ao ciclo estral e nfo ao estresse.

Em resumo, a principal diferenga entre ratas estressadas e sacrificadas no Diestro
ou no Estro, foi a diminui¢do dos niveis séricos de progesterna antes da segunda e terceira
sessdes no grupo Estro, quando as alteragdes de sensibilidade adrenérgica nfio ocorrem,
enquanto que na fase em que as mesmas sdo evidenciadas, nio houve alteragdio do padrdo
observado em animais controles.

Os niveis séricos de estradiol diminuiram em resposta a primeira sessdo de choques
em ratas do grupo Diestro, voltando aos niveis basais no terceiro dia, antes da aplicagdo da
terceira sessdo (Figura 7B). No grupo Estro nfio houve influéncia direta do estresse sobre os
niveis do estradiol, pois so foi observado um aumento dos niveis deste horménio antes da
segunda sessio de choques nas patas (Figura 7C). Neste momento, estas ratas enconfravam-
se na manhd do proestro, quando os niveis de estradiol também apresentaram-se maiores do
que nas outras fases, em animais controles (Figura 7A). Logo, esta elevagio parece estar
principalmente relacionada ao ciclo estral. Porém destaca-se que em ratas estressadas os
niveis deste hormonio foram maiores do que aqueles observados em ratas coniroles, na
manhd do proestro (Tabela 11).

Quando comparadas a ratas controles, ratas estressadas do grupo Diestro
apresentaram diminui¢@o nos niveis de estradiol antes da segunda sessfo de choques nas

patas, quando se encontravam na fase de metaestro (Tabela 10).
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Portanto a principal diferenca hormonal entre ratas submetidas a trés sessdes de

choques nas patas durante o estro, metaestro e diestro (Grupo Diestro) e ratas submetidas a
este protocolo durante diestro, proestro e estro (Grupo Estro) foi a queda nos niveis de
estradiol no primeiro grupo, sem variagfio no segundo. Logo, ocorreu diminuicfo nos niveis
de estradiol quando as alteragBes de sensibilidade adrenérgica no marcapasso isolado
haviam s3o detectadas ~ Grupo Diestro (MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI et al.,
1996; SANTOS, 1998; SPADARI-BRATFISCH et al., 1998), sem alteragdo no grupo em
que ndo as mesmas ndo ocorrem — Grupo Estro (MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI
etal, 1996; SANTOS, 1998; SPADARI-BRATFISCH et al., 1998).

Destacamos também as alterages nos niveis de corticosterona, progesterona e
estradiol em relagdo a ratas controles, demonstrando que o estresse alterou em algumas
vezes o padriio de variagdo destes horménios durante o ciclo estral e/ou o ciclo circadiano.

Assim sendo podemos sugerir que, provavelmente, ocorre participacdo destes
horménios sobre as alteragbes de sensibilidade induzidas por estresse e que esta
participacdo seria um processo complexo que envolve todo o periodo em que o protocolo de
estresse € aplicado.

Um fator que poderia estar participando também das alteracdes hormonais acima é
a variagdo da percepgdo do estimulo estressor pelo individuo (GRIFFIN, 1989; MARWITZ
& STEMMLER, 1998). Ou seja, se houvesse maior ou menor ativagio destas respostas
dependendo da fase do ciclo estral da rata, no momento de aplicacfio de cada uma das
sessOes de choques nas patas, entdo algumas das diferengas nas respostas hormonais
observadas entre os grupos Diestro e Estro poderiam ser melhor compreendidas.

A ansiedade tem um importante papel na ativagio de vias nervosas encefalicas que
regulam a atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal em resposta a estresse (Van
GOOZEN et al., 1998) e que modulam sensagdes dolorosas (WIDERSTROM et al., 1998).

Realizamos experimentos comportamentais, com a finalidade de avaliar ¢ nivel de
ansicdade em ratas controles, nas quatro fases do ciclo estral, pois a ansiedade poderia
influenciar a ativaglo da secregdo dos glicocorticdides e esterdides sexuais. Observamos
que, durante o proestro, ratas controles apresentam-se com menor grau de ansiedade do que
durante o diestro (Figura 8).

De acordo com o dado acima, no grupo que foi submetido as trés sessbes de

choques durante o estro, metaestro e diestro, as ratas nio apresentavam variagio do nivel de
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ansiedade ao Iongo dos trés dias em que as sessdes de choques eram aplicadas. Entretanto

no grupo submetido a estresse durante o diestro, proestro e estro a segunda sessdo de
estresse fol aplicada quando o nivel de ansiedade da rata estava baixo, durante o proestro
(Figura 8). E este menor nivel de ansiedade foi simultineo ao aumento nos niveis de
estradiol em relagdo as outras fases do ciclo estral em animais controles (Figura 7A).

NEUMANN et al. (1998) demonstraram que no 15° dia de gravidez, ratas
apresentam menor ativagio do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal em resposta a estresse. Qs
autores sugeriram que isto estaria relacionado com uma adaptacfio fisiolégica a nivel
adenohipofisério, bem como com alteracdes na percepeiio do estressor em niveis cerebrais
superiores, & medida que a gravidez progride (NEUMANN et al., 1998).

Ja foi demonstrado, em humanos, que a ansiedade induz maiores aumentos de
frequéncia cardiaca em resposta a estressores em comparacdo a individuos normais
(FRIEDMAN & THAYER, 1998). Os autores discutem a ocorréncia de baixo ténus vagal
sobre o tecido cardiaco destes pacientes, determinado pelo alto nivel de ansiedade dos
mesmos (FRIEDMAN & THAYER, 1998),

Em nossos resultados, observamos uma queda nos niveis matutinos de
corticosterona € de progesterona, antes da aplicac@io da segunda sessiio de choques, em
ratas do grupo Estro em relagdio a ratas controles (Tabelas 7 ¢ 9). Isto ocorreu na manhi do
proestro, quando também foram detectados menores niveis de anstedade (Figura 8A). Esta
queda dos niveis de corticosterona e progesterona poderia ser importante para o nio
desenvolvimento das alteracdes de sensibilidade adrenérgica no marcapasso isclado de
ratas estresssadas durante o diestro, proestro & estro.

Por outro lado, a manutencdio de niveis séricos de corticosterona ¢ progesterona
semelhantes aos de animais controles, na manh3 do metaestro, em ratas estressadas durante
0 estro, metaestro ¢ diestro poderia ser importante na indugdo das alteracdes observadas em
atrio direito isolado de ratas submetidas a trés sessdes de choques e sacrificadas durante o
diestro.

N&o sabemos como estas variages poderiam determinar ou nfo as alteracdes de
sensibilidade adrenérgica, porém elas determinam diferentes propor¢Bes entre as
concentragbes de corticosterona, progesterona e estradiol. E ja foi demonstrado que os
efeitos da progesterona e estradiol, isoladamente ou em conjunto, dependem da razdio entre

os mesmos (WEILAND & WEISE, 1989),
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Concluindo, nossos dados parecem sugerir que o aumento nos niveis de

corticosterona € progesterona, acompanhado de uma queda nos niveis de estradiol, em ratas
submetidas a trés sessdes de choques nas patas, durante o estro, metaestro e diestro, poderia
determinar o aparecimento das alteragSes de sensibilidade adrenérgica previamente
relatadas nesse grupo experimental (MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI et al., 1996;
SPADARI-BRATFISCH et al., 1998).

Por outro lado, a ndo variagfio dos niveis de estradiol em resposta as sessdes de
choques, e 0 menor nivel de ansiedade antes da aplicagdo da segunda sessfio, poderiam ser
os fatores que evitariam o surgimento de alterages de sensibilidade adrenérgica em
marcapasso isolado de ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas aplicadas

durante o diestro, proestro e estro (MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI et al., 1996;
SPADARI-BRATFISCH et al., 1998).
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6. CONCLUSOES

1. A influéneia do ciclo estral sobre os niveis de corticosterona, progesterona e
estradiol de ratas submetidas a trés sessbes de natagdo ou de choques nas patas ¢

dependente da qualidade do agente estressor.

2. As alteracbes do niveis séricos de corticosterona, progesterona ¢ estradiol,
observadas apOs a terceira sessdo de natagfo ou choques nas patas, ndo esclarecem a causa
da ocorréncia de alteragdes de sensibilidade adrenérgica do marcapasso cardiaco isolado de
ratas submetidas a trés sessdes de estresse, e sacrificadas durante o diestro, e a auséncia das
mesmas quando o sacrificio ocorre no estro. Porém, sugerem que a elevago nos niveis

séricos de corticosterona e progesterona poderiam estar envolvidas no processo.

3. Em ratas, o nivel de ansiedade ¢ menor durante a fase de proestro em relacio ao

diestro.

4. O aumento da participagdo de adrenoceptores-B, na resposta as catecolaminas em
atrios direitos isolados ratas submetidas a trés sessdes de choques nas patas, durante o estro,
metaestro e diestro, poderia ser determinado pelo aumento nos niveis de corticosterona e

progesterona, acompanhada de uma queda nos niveis de estradiol.

5. A auséncia de alteragdes de sensibilidade adrenérgica no marcapasso isolado de
ratas submetidas a trés sessGes de choques nas patas, aplicadas durante o diestro, proestro
estro, poderia estar relacionada a ndo variagfio dos niveis de estradiol em resposta as

sessdes de choques, e o menor nivel de ansiedade antes da aplicacio da segunda sess#o.
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ABSTRACT

Right atria isolated from female rats submitted to three footshock or swimming
sessions showed changes on sensitivity to catecholamines, when the stress sessions were
applied during estrus, metestrus and diestrus (Diestrus Group), without changes when
they were applied at diestrus, proestrus and estrus (Estrus Group).

The aim of this work was to analyse the seric levels of corticosterone,
progesterone and estradiol from rats submitted to the same protocols to evaluate the
influence of the estrous cycle on the hormonal responses to footshock and swimming
stress, and to verify the relationship between these hormonal responses and the
developement of changes on the sensitivity to catecholamines in right atria from stressed
female rats sacrificed at diestrus, but not at estrus.

We observed an increase of corticosterone and progesterone in the serum from
rats submitted to footshock stress, without changes on the levels of estradiol, at both
groups Diestrus and Estrus. However, swimming stress induced higher increase in
corticosterone levels from rats sacrificed at diestrus than at estrus. In both groups, there
were similar increases on progesterone levels. After swimming stress, female rats
sacrificed at diestrus didn’t show any variation in the seric levels of estradiol. On the
other hand, estradiol seric levels increased at Estrus group, without change at Diestrus
group.

The time-course of the changes in the seric levels of corticosterone and
progesterone were not different between Diestrus and Estrus group, after footshock stress.
However the levels of estradiol decreased after the first footschock session in rats from
the Diestrus group. In rats from the Estrus group, footshock stress didn’t induced any
changes in the levels of this hormone, except for an increase in the morning of the second
stress session. However, this increase probably was induced by the estrous cycle since the
animals were at proestrus phase.

We also analysed the anxiety levels of control female rats. Anxiety levels were
lower during proestrus than during diestrus.

We suggest that the increase on corticosterone and progesterone levels with a

decrease on estradiol levels could induce the changes on sensitivity to catecholamines in
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right atria frorm female rats submitted to footshock stress and sacrificed at diestrus. On the

other hand, these changes are prevented in stressed female rats sacrificed at estrus when

the increase on corticosterone and progesterone levels ocurred without changes on

estradiol levels, and during proestrus, when anxiety levels are iower.



