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Influência do ciclo estral sobre a sensibilidade da resposta cronotrópica à
norepinefrina em ratas submetidas a estresse agudo
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O estresse pode alterar a sensibilidade da resposta cronotrópica
às catecolaminas em vários tecidos. O objetivo deste estudo foi
avaliar a sensibilidade à norepinefrina (NE) em átrios direitos de
ratas submetidas ao estresse agudo por natação nas fases de estro
e proestro. Ratas Wistar em estro ou proestro foram submetidas a
uma sessão de 50 min de natação, após a qual foram anestesiadas
e sacrifícadas. Os átrios direitos destes animais e de ratas controle
foram isolados para obtenção de curvas concentração-efeito à NE
antes e após o bloqueio dos sistemas de metabolização das
catecolaminas (fenoxibenzamina + estradiol). Os dados foram
analisados por ANOVA ou teste t de Student. Não houve diferenças
de sensibilidade à NE entre as fases de estro e proestro nos tecidos
isolados de animais controle (p>0,05). No proestro, a natação
induziu supersensibilidade à NE (p<0,05) sem alteração na fase
de estro. No proestro, o desvio observado após o bloqueio dos
sistemas de metabolização foi menor no tecido de animais
estressados em relação ao tecido isolado de ratas controle (1,7 x
2,4; p<0,05). A supersensibilidade à NE induzida por uma sessão
de natação aplicada no proestro pode ser parcialmente explicada
por uma inibição nos processos de metabolização das
catecolaminas.
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INTRODUÇÃO

O estresse é uma experiência de vida diária e todos os
organismos sofrem alterações em seu meio externo e inter-
no para enfrentar os agentes estressores, os quais ativam um
amplo espectro de sistemas neuronais e hormonais, induzin-
do alterações fisiológicas e comportamentais para promo-
ver a adaptação à nova situação (Flugge, 2000; Jasmin,
Bois, 2000). Frente a uma ameaça física, esta é uma respos-
ta eficiente para garantir a sobrevivência, bem como au-
mentar a capacidade do organismo para a fuga (Lundberg,
2000). Os estressores que participam normalmente do co-

tidiano dos seres humanos podem alterar o funcionamento
do organismo e contribuir para doenças degenerativas e en-
velhecimento (McCann et al., 2000).

Embora a reação de estresse possa resultar em doen-
ças, é ela que torna possível a sobrevivência e a adaptação
dos seres vivos frente aos inúmeros estímulos ambientais
a que estão constantemente expostos (Fraser et al., 1975;
Chrousos, Gold, 1992).

Os principais mediadores da resposta ao estresse são
as catecolaminas (norepinefrina (NE) e epinefrina), liberadas
pelo sistema nervoso simpático e pela medula da adrenal, e
os glicocorticóides liberados pelo córtex da adrenal. As
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funções cardiovasculares e neuroendócrinas ativadas pelas
catecolaminas mobilizam energia para os músculos, cora-
ção, cérebro e, ao mesmo tempo, reduzem o fluxo sanguí-
neo para outros órgãos, como o sistema gastrintestinal. As
catecolaminas e os glicocorticóides exercem eventos celu-
lares que promovem mudanças adaptativas em células e
tecidos, com a função de manter a homeostasia e promover
a sobrevivência do organismo (McEwen, 2000).

As catecolaminas exercem suas ações por interação
com os receptores de membrana, denominados adreno-
ceptores. Quando as catecolaminas ocupam esses recep-
tores ocorre a formação de segundos mensageiros intra-
celulares, que desencadeiam a resposta fisiológica. A res-
posta dos tecidos às catecolaminas é resultante não só de
sua interação com receptores adrenérgicos, e dos eventos
intracelulares que se seguem a essa interação, mas tam-
bém da atividade dos sistemas de metabolização das
catecolaminas (Brodde, Michel, 1999; Kable et al., 2000).

As respostas desencadeadas pelo organismo frente
a agentes estressores podem produzir alterações de sensi-
bilidade adrenérgica no tecido atrial, como foi observado
em ratos submetidos a estresse por frio (Harri et al., 1974;
Callia, De Moraes, 1984), choques (Bassani, De Moraes,
1987; Spadari-Bratfisch et al., 1999), imobilização (Ca-
paz, De Moraes, 1988) ou natação (Spadari et al., 1988;
Marcondes, 1995).

Entretanto, a exposição ao mesmo agente estressor
induz alterações diferentes, dependendo da qualidade do
estímulo estressor e do sexo do animal. E, em ratas, tais
alterações também dependem da fase do ciclo estral
(Marcondes et al., 1996). Nosso objetivo neste trabalho foi
avaliar a sensibilidade à norepinefrina (NE) em átrios di-
reitos de ratas submetidas ao estresse agudo por natação
nas fases de estro e proestro.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizadas ratas Wistar com 3,5-4,5 meses de
idade. Os animais foram mantidos no Biotério da Facul-
dade de Odontologia de Piracicaba, alojados em gaiolas
coletivas, com 5 animais, em sala climatizada (22 ± 2 °C),
e com ciclo claro/escuro de 12/12 h (luzes acendendo às
6:00 h). Receberam, durante todo o período, água e ração
para ratos à vontade. Todos os procedimentos utilizados
neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética na
Experimentação Animal do Instituto de Biologia/
UNICAMP (CEEA - protocolo nº 13-1).

A determinação das fases do ciclo estral foi feita
diariamente entre 7:30 e 9:00 h, por observação do lava-
do vaginal durante, no mínimo, dois ciclos consecutivos
(Marcondes et al., 2002).

Ratas em estro ou proestro foram submetidas, indi-
vidualmente, a uma sessão de 50 min de natação em um
tanque de acrílico medindo 50 cm x 50 cm x 50 cm, con-
tendo água a 30 ± 1 oC, à profundidade de 38 cm, sufici-
ente para evitar que os animais encostassem a cauda no
fundo do mesmo (Bianchi et al., 2001).

Imediatamente após as sessões de natação os ani-
mais foram anestesiados por inalação de halotano a 2% e
sacrificados por secção dos vasos cervicais (Bianchi,
Tanno, Marcondes, 2001). O átrio direito foi preparado
para registro isométrico das contrações espontâneas em
câmara para órgãos isolados, contendo solução de Krebs-
Henseleit a 36,5 ± 0,1 ºC, borbulhada continuamente com
95% de O2 e 5% de CO2 (Marcondes et al., 1996).

Após o período de estabilização (45-60 min) foram
obtidas curvas concentração-efeito à NE pelo método
cumulativo, com incrementos sucessivos da concentração
molar do agonista de 0,5 unidade logarítmica (Van
Rossum, 1963). A resposta máxima foi determinada quan-
do três concentrações sucessivas e crescentes de NE não
alteraram a resposta obtida com a concentração imediata-
mente anterior.

Ao final da primeira curva concentração-efeito à
NE, o tecido foi lavado com solução de Krebs-Henseleit
até que a freqüência retornasse ao nível obtido antes da
realização da curva. Em seguida, para avaliação da ativi-
dade dos sistemas de metabolização das catecolaminas, o
tecido foi pré-tratado com 10 μM de fenoxibenzamina
para bloqueio do sistema de recaptação neuronal e dos
adrenoceptores alfa (Cubeddu et al., 1974; Eisenfeld et al.,
1967; Zanesco et al., 1997). Após 30 min, o tecido foi la-
vado e a solução de incubação trocada a cada dez minutos
durante uma hora, para remover o excesso de
fenoxibenzamina. Em seguida, adicionou-se estradiol
(5 μM), bloqueador do sistema de captação extraneuronal
(Salt, 1972), à solução de incubação, na presença do qual
nova curva concentração-efeito à NE foi obtida. A sensi-
bilidade do átrio direito foi avaliada pela determinação do
valor pD2, que corresponde ao logaritmo negativo da con-
centração molar do agonista que determina 50% do efei-
to máximo, em experimentos individuais, utilizando o
programa GraphPAD software San Diego, CA, USA
(Moura, Marcondes, 2001).

Para a solução de Krebs-Henseleit foram utilizados
sais de padrão analítico (Merck) e água desionizada. A NE
(Sigma Chemical Co) foi diluída em solução de ácido
ascórbico a 2% e armazenada a –20 °C, por uma semana.
As diluições foram feitas em solução de Krebs-Henseleit
imediatamente antes do uso. A fenoxibenzamina (RBI) e
o estradiol (Merck) foram diluídos em etanol (Merck) e
armazenados a –20 °C durante um mês.
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Para avaliação do efeito do estresse e do ciclo estral foi
realizada Análise de Variância bifatorial, com os fatores fase
(proestro e estro) e tratamento (controle e estresse), seguida
do teste de Tukey para comparações múltiplas de médias.
Para a comparação dos dados referentes às curvas concentra-
ção-efeito obtidas no mesmo tecido foi utilizado teste t de
Student para amostras pareadas. Valores de p menores do que
0,05 foram indicativos de significância estatística.

RESULTADOS

Para a análise da freqüência inicial foram utilizados
os dados obtidos após a estabilização do tecido, imediata-
mente antes do início da primeira curva concentração-
efeito. Os dados estão apresentados na Tabela I. Não fo-
ram observadas diferenças entre as fases de estro e
proestro nos valores de freqüência inicial e resposta má-

xima à NE em átrios direitos isolados de ratas controles
(Tabela I, p>0,05). Não houve diferença de freqüência
inicial e de resposta máxima entre os animais dos grupos
controle e os respectivos grupos submetidos à natação
(Tabela I; p>0,05).

Na Tabela II estão apresentados os valores pD2 de
NE em átrios direitos isolados de ratas submetidas a uma
sessão de 50 minutos de natação. Não houve diferença
entre as fases de estro e proestro nos valores de pD2 de NE
em átrios direitos isolados de ratas controle (Tabela II -
curva 1; p>0,05).

O estresse por sessão única de natação não induziu
alteração de sensibilidade à NE em átrios direitos isolados
de ratas em estro (Tabela II-curva 1, Figura 1, p>0,05).
Entretanto, houve supersensibilidade à catecolamina em
átrios direitos isolados de ratas em proestro submetidas a
50 minutos de natação, em relação ao respectivo grupo
controle, com um deslocamento significativo à esquerda
de 2,4 vezes na curva concentração-efeito à NE (Tabela II-
curva 1, Figura 1; p<0,05).

Para avaliarmos a participação dos processos de
recaptação neuronal e captação extraneuronal nas altera-
ções que foram observadas, foram realizadas curvas con-
centração-efeito à NE, antes e após tratamento farmaco-
lógico in vitro do tecido atrial para inibição dos processos
de metabolização. Na Tabela II estão apresentados os va-
lores pD2 da NE obtidos na 2a curva concentração-efeito,
realizada no mesmo tecido, na presença de bloqueadores
dos sistemas de metabolização de catecolaminas. Inde-
pendentemente da fase do ciclo estral e do tratamento
(controle ou estresse), ocorreu um desvio significativo à
esquerda da curva concentração-efeito à NE (Tabela II;
p<0,05).

TABELA I - Valores de freqüência inicial (FI) e resposta
máxima (RM) à NE de átrios direitos isolados de ratas em
estro e proestro controles ou submetidas a estresse por 50
minutos de natação

Grupos Na FIb RMb

bat/min bat/min
Estro controle 5 268±08 180±06

Natação 5 283±03 175±15
Proestro controle 5 260±14 197±14

Natação 5 261±06 175±10
aNúmero de experimentos. bValores médios
(acompanhados dos respectivos erros-padrão das médias).

TABELA II - Valores pD2 da NE de átrios direitos isolados de ratas em estro e proestro controles e submetidos a estresse
por 50 min de natação antes e após bloqueio dos sistemas de metabolização

Grupo Na pD2
b curva 1c pD2

b curva 2d Desvioe

Estro controle 5 7,20±0,15 7,63±0,08# 2,69
natação 5 7,27±0,05 7,69±0,04# 2,75

Proestro controle 5 7,14±0,03 7,52±0,01# 2,42
natação 5 7,55±0,04* 7,77±0,03#* 1,71*

aNúmero de experimentos. bValores médios (acompanhados dos repectivos erros padrão das médias) dos logaritmos
negativos da concentração molar de NE que determinou 50% da resposta máxima nos tecidos isolados .cCurva realizada
na ausência de inibidores de metabolização das catecolaminas. dCurva realizada na presença de inibidores dos processos
de metabolização neuronal e extraneuronal. eValores médios dos desvios entre a curva concentração-efeito à NE obtida
na presença e na ausência de inibidores de metabolização das catecolaminas. *Estatisticamente diferente do respectivo
grupo controle (p<0,05; ANOVA Bifatorial). # Estatisticamente diferente da respectiva curva realizada no mesmo tecido
antes do bloqueio dos sistemas de metabolização (p<0,05; teste t pareado).
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Durante o estro, a magnitude dos desvios observa-
dos foi semelhante em animais controles e estressados
(Tabela II; p>0,05). Entretanto, durante o proestro, o des-
vio causado pelo bloqueio dos sistemas de metabolização
das catecolaminas em átrios direitos isolados de ratas sub-
metidas à natação foi menor em relação aquele observado
nos tecidos isolados de animais controles (Tabela II;
p<0,05). Nas curvas concentração-efeito à NE obtidas na
presença de bloqueadores dos sistemas de metabolização
das catecolaminas também foi observada supersensi-
bilidade à catecolamina em átrios direitos isolados de ratas
em proestro submetidas à natação, em relação ao grupo
controle (Tabela II; p<0,05).

DISCUSSÃO

A natação, além do componente físico, apresenta
um forte componente emocional, relacionado à novidade
que este estímulo representa para o rato de laboratório, à
impossibilidade de fuga e à iminência de morte (Östman-
Smith, 1979; Cox et al., 1985; Garcia-Marquez, Armario,
1987). Ao longo da sessão de natação, o animal passa a
alternar momentos de nado ativo com momentos de
imobilidade, diminuindo o esforço físico, desenvolvendo,
assim, uma resposta adaptativa (Bruner, Vargas, 1994).

Os resultados aqui apresentados mostram que o pro-
tocolo de estresse por sessão única de natação induziu
supersensibilidade aos efeitos cronotrópicos da NE em
átrios direitos de ratas na fase de proestro, sem alterações
na fase de estro.

As respostas desencadeadas pelo organismo, frente
a agentes estressores, podem produzir alterações de sen-
sibilidade adrenérgica no tecido atrial, como foi observado
em ratos submetidos a estresse por frio (Harri et al., 1974;
Callia, De Moraes, 1984), choques (Bassani, De Moraes,
1987; Spadari-Bratfisch et al., 1999), imobilização (Ca-
paz, De Moraes, 1988) ou natação (Spadari et al., 1988;
Marcondes, 1995).

Em fêmeas, o estresse repetido por choque nas pa-
tas e natação induziu alterações de sensibilidade aos efei-
tos cronotrópicos da epinefrina e da NE quando o animal
foi sacrificado no diestro, sem alterações no estro. Os
autores concluíram que as alterações de sensibilidade do
tecido atrial são dependentes das fases do ciclo estral.
(Marcondes, 1995; Marcondes et al., 1996; Vanderlei et
al., 1996).

Neste contexto, nossos resultados confirmam a in-
fluência do ciclo reprodutivo e do modelo de estresse nos
mecanismos adaptativos desencadeados sobre o sistema
cardiovascular.

As alterações de sensibilidade adrenérgica podem
ocorrer por meio de vários mecanismos: alterações da ati-
vidade dos processos de recaptação neuronal e captação
extraneuronal (Bassani, De Moraes, 1987; Spadari et al.,
1988), modificações na estrutura (Callia, De Moraes,
1984; Spadari, De Moraes, 1988) ou na densidade
dos adrenoceptors α e β (Mano et al., 1979; Flügge, 2000),
ou indução de heterogeneidade da população de
adrenoceptores β, que medeiam as respostas às cateco-
laminas (Callia, De Moraes, 1984; Bassani, de Moraes,
1988).

No presente estudo o bloqueio dos sistemas de
metabolização das catecolaminas provocou um desvio
significativo à esquerda, independente da fase do ciclo
estral, na curva concentração-efeito à NE. Ao comparar-

FIGURA 1 - Curvas concentração-efeito à NE em átrios
direitos de ratas controle ou submetidas à natação durante
o estro e o proestro. *Estatisticamente diferente do
respectivo grupo controle (p<0,05; ANOVA + Tukey).
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mos curvas concentração-efeito na ausência e na presen-
ça de inibidores dos mecanismos de metabolização, espe-
ra-se que a inibição de tais processos determine desvio
significativo à esquerda na curva na presença dos
inibidores (Kenakin, 1993). Se isto não ocorrer, o sistema
analisado provavelmente encontra-se inibido por outro
fator, que não o tratamento in vitro (Rodrigues et al., 1995;
Zanesco et al., 1997).

O desvio observado no estro se deve ao efeito do
bloqueio in vitro dos sistemas de metabolização. Ao com-
pararmos curvas concentração-efeito na ausência e na
presença de inibidores dos mecanismos de metabolização,
evidenciamos que a atividade destes sistemas não difere
entre ratas controles e estressadas. Entretanto, na fase de
proestro, observou-se desvio menor nos animais subme-
tidos à natação, quando comparados aos respectivos con-
troles (1,71 x 2,42 vezes), sugerindo uma alteração, nes-
ta fase do ciclo estral, dos processos de metabolização das
catecolaminas.

Portanto, a supersensibilidade da resposta cronotró-
pica à NE induzida pelo estresse na fase de proestro parece
envolver uma alteração nos processos de recaptação
neuronal e captação extraneuronal das catecolaminas.
Porém, outros mecanismos também parecem estar envol-
vidos, tendo em vista que o bloqueio dos mecanismos de
metabolização não cancelou a supersensibilidade à NE
induzida pelo estresse.

Embora a NE seja principalmente metabolizada
pelo sistema de recaptação neuronal, em situações de
estresse seus níveis plasmáticos apresentam-se elevados
e o sistema de captação extraneuronal passa a ser impor-
tante na finalização de seus efeitos nos tecidos alvo
(Vanderlei et al., 1996).

A eficiência dos sistemas de captação extraneuronal
e de recaptação neuronal pode ser alterada pela ação de
diversas substâncias, tais como a corticosterona, o
estradiol e a progesterona (Collins et al., 1970; Iversen,
Salt, 1970; Salt, 1972; Kopin, 1985).

Durante o ciclo estral ocorrem variações dos níveis
plasmáticos de corticosterona e de esteróides sexuais. Os
menores níveis de estradiol são observados durante o
estro, ocorrendo aumento no metaestro para atingir o pico
no proestro (Smith et al., 1975; Freeman, 1988). Com re-
lação à progesterona, ocorre um pico durante o metaestro
e outro durante o proestro, sendo os menores níveis obser-
vados durante o diestro (Smith et al., 1975; Freeman,
1988). As concentrações plasmáticas de corticosterona
são elevadas durante o proestro, quando comparadas com
outras fases do ciclo (Rodrigues et al., 1995).

Os níveis plasmáticos de corticosterona e de
esteróides sexuais também podem ser alterados por situ-
ações de estresse (Marcondes, 1998; Shors et al., 1999).
Alterações nas concentrações de corticosterona e/ou
progesterona e/ou estradiol e na proporção entre estradiol
e progesterona, induzidas pelo estresse, poderiam estar
relacionadas com a alteração de sensibilidade à NE, que
foram observadas na fase de proestro. Esta hipótese está
sendo estudada em nosso laboratório.

ABSTRACT

Influence of estrous cycle on the sensitivity of
cronotropic answer to norepinephrine in rats

submitted to acute stress

Stress may change the response to catecholamines in
many tissues. The aim of this study was to investigate the
influence of the estrous cycle on the sensitivity to
norepinephrine in right atria from female rats submitted
to a single swimming session. Wistar female rats were
submitted to one swimming session at estrus or proestrus.
Immediately after the stress session, the animal was
sacrificed and its right atria set up for isometric recording
of spontaneous beating. Concentration-effect curves to
norepinephrine were obtained before and after inhibition
of uptake1 (phenoxibenzamine) and uptake2 (estradiol).
Swimming stress did not change the sensitivity to
noradrenaline in right atria from rats at estrus. However,
at proestrus swimming induced supersensitivity to
norepinephrine (pD2 control: 7.14 ± 0.03 vs. pD2
swimming: 7.55 ± 0.04; p< 0.05). Moreover at proestrus,
the inhibition of the uptake systems induced a lower shift
to the left in the concentration-effect curves to
norepinephrine compared to the estrus. Changes on the
uptake systems seem to be involved in the stress-induced
supersensitivity to norepinephrine during proestrus.

UNITERMS: Swimming stress. Norepinephrine. Female
rats. Supersensitivity. Estrus. Proestrus
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