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Resumo?®: O estresse é definido como um estado de desarmonia ou homeostase
ameagada. Diversas alteragées relacionadas ao estresse vém sendo estudadas
e o fator chave para essa ocorréncia parece ser a ativagio ocorrida no eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar os
efeitos do estresse moderado cronico sobre a avaliagio do leucograma e contagem
diferencial de leucdcitos em ratos adultos jovens, associado a estimulagdo timica ou
ao tratamento com glicocorticoides. Foram utilizados 50 ratos (Rattus norvegicus,
linhagem Wistar), de ambos os sexos, 11 meses de idade (adultos jovens), sendo
25 machos e 25 fémeas. Esses animais foram submetidos a protocolo de estresse
com duragdo de 28 dias. O estresse moderado cronico mostrou ser capaz de causar
efeitos negativos sobre o perfil leucocitdrio desses animais, e as principais alteragoes
podem ser creditadas as quantidades de glicocorticéides que sao liberados durante
eventos estressores continuos.
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Abstract: Stress is defined as um state of disharmony or threatened homeostasis.

'Parte da Tese de Doutorado do terceiro autor;

*Graduando do Curso de Medicina Veterindria FACISA/UNIVICOSA E-mail: gvba93@yahoo.
com.br

*Professor do Curso de Medicina Veterinaria da UNIVICOSA E-mail: jpmvet@gmail.com
*Médica Veterindria — Pos Graduando em Patologia Animal - Universidade Estadual de Londrina.
E-mail: thalitamvet@gmail.com

*Professor do Departamento de Veterindria - Universidade Federal de Vigosa. E-mail:
profmarleneisabel@gmail.com

Revista Cientifica Univigosa - Volume 7 - n. 1 - Vigosa - MG - Jan. - dez. 2015 - p.479-485



480 Guilherme Vidigal Bello de Araujo et all

Several changes related to stress has been studied and the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis activation seems to be the key factor. This study aimed to evaluate the
effects of chronic moderate stress on the evaluation of white blood cell count and
differential leukocyte count in young adult rats, associated with thymic stimulation
or glucocorticoids.. Were used 50 rats (Rattus norvegicus, Wistar), 25 males and
25 females, 11 months old (young adults). These animals were undergo a stress
protocol for 28 days. O estresse moderado cronico mostrou ser capaz de causar
efeitos negativos sobre o perfil leucocitdrio destes animais e as principais alteragoes
podem ser creditadas as quantidades de glicocorticéides que sdo liberados durante
eventos estressores continuos. Chronic moderate stress has been shown to cause
adverse effects on blood leukocytes of these rats and the main changes can be
credited to the amounts of glucocorticoids that are released during continuous
stressful events.

Keywords: Imunodepression, white blood cell count, somatropin, Wistar.
Introducio

O estresse ¢ definido como um estado de desarmonia ou homeostase
ameacada. O sistema de estresse coordena as respostas adaptativas do
organismo ao estresse de qualquer tipo (TSIGOS e CHROUSOS, 2002).

A ativagao da resposta ao estresse durante fatores ameagadores foge ao
controle do individuo e pode estar associada com disforia e, eventualmente,
doencas somaticas emocionais. As regides de controle central do sistema
de estresse estdo localizadas no hipotdlamo e no tronco cerebral, incluindo
o hormonio liberador de corticotropina (CRH) produzido pelas células
parvocelulares, o sistema arginina-vasopressina (AVP) produzido pelos
neurdnios do nucleo paraventricular localizados no hipotalamo e a produgio
de norepinefrina pelo sistema do cerileo (sistema simpatico central) (TSIGOS
e CHROUSOS, 1994).

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) em conjunto com o sistema
simpatico/adrenomedular eferente constituem os ramos efetores, através dos
quais o cérebro influencia todos os érgdos do corpo durante a exposigdo a
estimulos ameacadores (GOLD et al, 1988). Em situa¢des ndo estressantes,
tanto o CRH quanto o AVP sdo secretados no sistema portal de forma
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circadiana e pulsatil, com uma frequéncia de cerca de dois a trés episodios de
secrecdo por hora (TSIGOS E CHROUSOS, 1994). Em condi¢des de repouso,
aamplitude dos pulsos de CRH e AVP aumenta nas primeiras horas da manha,
resultando, finalmente, em picos de secre¢do de ACTH e cortisol na circulagdo
geral (CHROUSOS e GOLD, 1998). Essas variagoes diurnas sao perturbadas
pelas mudancgas em iluminagdo, alimenta¢ao e hordrios de atividade e sao
interrompidos por estresse (TSIGOS e CHROUSOS, 2002).

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do estresse
moderado cronico sobre o leucograma de ratos adultos jovens, associado a
estimulagdo timica ou ao tratamento com glicocorticoides.

Material e Métodos

Foram utilizados 50 ratos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar), de
ambos os sexos, 11 meses de idade (adultos jovens), sendo 25 machos e 25
fémeas, adquiridos com idade entre 30 e 60 dias, mantidos no Infectério do
Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHV) da
Universidade Federal de Vigosa, agrupados em dez grupos de cinco animais em
gaiolas coletivas de polipropileno (47x34x18 cm), com ragdo e agua ad libitum
em temperatura controlada (22- 24 °C) e ciclo luz/escuro de 12 horas. Cada
grupo continha cinco machos ou cinco fémeas. Os procedimentos seguiram
as Normas do Comité de Etica Para Experimentagio Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

O protocolo consistiu de agentes estressores variados, sendo
realizados quatro ciclos de sete dias de estresse durante 28 dias, seguindo a
seguinte ordem: (1°) 12 horas de priva¢ao de agua, durante o dia; (2°) 12 horas
de privacdo de alimento, durante a noite; (3°) 20 minutos de imobilizagédo;
(4°) inclinagdo da gaiola em 4ngulo de 45 graus por 2 horas; (5°) diminui¢ido
da temperatura ambiente para entre 5 a 8 °C, por 2 horas; (6°) aumento da
temperatura ambiente para entre 33 a 37 °C por 24 horas; (7°) manutengiao
da luminosidade por 24 horas; e (8°) periodo de isolamento por 24 horas.
Esses agentes foram aplicados em diferentes tempos e dias, de forma a evitar a
adaptacio dos animais.

Para cada grupo, foi considerado um tratamento, sendo os seguintes
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empregados: Grupo I (F1 e M1): os animais desse grupo nao foram
submetidos ao protocolo de estresse. Durante todo o experimento, ficaram
acondicionados em sala climatizada, com controle de luz e temperatura,
sem restri¢ao alimentar. Grupo II (F2 e M2): todos os animais desse grupo
foram submetidos ao esquema de estresse moderado definido na tabela 01.
Grupo III (F3 e M3): além do cronograma de estresse ja descrito, os animais
desse grupo receberam desafio imunolégico com saponina, na dose de 75ug
nos dias 1° e 21 do protocolo, por via subcutdnea. Grupo IV (F4 e M4): os
animais desse grupo receberam, além dos tratamentos de estresse e desafio
imunolégico, a administragdo de hormonio do crescimento Somatotropina®
(GH), com o objetivo de avaliar a capacidade de resposta imunolégica e a
proliferacdo celular timica. Foi administrado diariamente, durante os 28 dias
do experimento, 25 pg/kg de GH, por via subcutidnea. Grupo V (F5 e M5): os
animais pertencentes a esse grupo, além dos tratamentos de estresse e desafio
imunoldgico, receberam uma dose semanal do glicocorticoide prednisona, via
intramuscular, na dose de 2mg/Kg.

Apds 28 dias de estresse, os animais foram submetidos a eutanasia por
decaptagéo, respeitando as normas internacionais. No momento da eutandsia,
foi coletado sangue em frascos de EDTA para avaliagdo do leucograma e da
contagem diferencial de leucdcitos, sendo avaliados os valores relativos de
linfécitos, mondcitos e neutrdfilos.

Os dados obtidos nas andlises hematologicas foram submetidos a
ANOVA, seguida pelo teste de Holm-Sidak, em caso de diferenca significativa.
Quando ndo apresentaram distribuicio normal ou homogeneidade de
varidncias, foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.
Todas as andlises foram realizadas no programa Sigma-Plot 11.0, considerando
5% de significancia.

Resultados e Discussio
As fémeas dos tratamentos F1, F2, F3 e F4 (Tabela 1) e os machos
dos tratamentos M2, M3, M4 e M5 apresentaram leucopenia (Tabela 2). Os

machos controle (M1) apresentaram os maiores valores relativos de linfdcitos.
Esses dados sugerem que o estresse cronico pode causar efeito negativo sobre a
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leucometria de ratos. Rosmond (2005) relata que os glicocorticoides liberados
durante o estresse tém efeito inibitério sobre as unidades formadoras de
coldnia da medula 6ssea

Em M4 foi observada neutrofilia. No entanto, no momento da
necropsia para coleta de érgaos, verificou-se que esses animais apresentavam
pneumonia. Entretanto, as fémeas também apresentavam pneumonia e esse
evento nao foi observado. Os tratamentos F5 e M5 apresentaram linfopenia,
evidenciando, apenas nas fémeas, o efeito linfopénico do glicocorticoide
exogeno. Em estudo realizado por Sérdeholm et al. (2002) sobre os efeitos do
estresse cronico no intestino dos ratos, foi observado aumento no numero de
neutréfilos e células mononucleares aumentadas, e a teoria mais provavel é de
que a aderéncia ou penetragdo bacterina nas células epiteliais intestinais possa
provocar aumento dessas células para sintetizar quimiocinas especificas.

Tabela 1: Resultados das médias por tratamento para os diferentes parametros
hematoldgicos avaliados nas fémeas.

n

‘Vn]ores de

Médias obtidas por grupo
Parfimstro referéncia F1 F2 F3 = PF4 F5
Leucometria (x10%/uL) 4-12* 3,1 3,5 3.0 2.9 44
Linfocitos (%) 40 - 82* 55 51 66 67 43
Mondécitos (%) 0-B* 0,6 1,1 0,6 4.4 6,3
Neutréfilos (%) 10 - 45* 29,7 29 22,6 27,1 35,1

*Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz
(2004).

Tabela 2: Resultados das médias por tratamento para os diferentes
parametros hematolégicos avaliados nos machos.

Parimetro Valores de Médias obtidas por grupo
referéncia M1 M2 M3 M4 M5
Leucometria (x107/uL) 4-12* 4,5 3,2 36 3,6 3.9
Linfoeitos (%) 40 - 82% 76 53 60 17 25
Monédcitos (%) 0-g8* 1,7 2,8 38 6,0 35
Neutréfilos (%) 10— 45% 216 339 27,7 65,9 26

*Centro de Criacdo de Animais de Laboratdrio da Funda¢do Oswaldo Cruz
(2004).

Ao se avaliar individualmente cada parametro (leucometria, contagem
de linfocitos, de mondcitos e de neutrofilos), ndo foram encontradas diferengas
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significativas tanto entre os tratamentos do mesmo sexo quanto entre os dois
sexos. Porém, o estresse moderado cronico mostrou ser capaz de causar efeitos
negativos sobre o perfil leucocitario de ratos adultos jovens. As principais
alteracdes podem ser creditadas as quantidades de glicocorticéides que sao
liberados durante eventos estressores continuos. French et al. (2002) relatam
que o cortisol pode impedir a proliferacdo leucocitiria na medula 6ssea, a sua
maturagao em 6rgaos linfoides e também a recirculagao linfocitaria, por inibir
a diapedese.
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