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VALORES HEMATIMETRICOS E CONTAGEM DE PLAQUETAS
DE RATOS SUBMETIDOS A UM PROTOCOLO DE ESTRESSE
MODERADO CRONICO ASSOCIADO AO USO DE GH E CORTISOL’
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Resumo®: O estresse é definido como um estado de desarmonia ou homeostase
ameagada. Diversas alteragdes relacionadas ao estresse vém sendo estudas, e o
fator chave parece ser a ativagdo que ocorre no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.
Assim, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do estresse moderado cronico
sobre a avaliagdo de hemdcias, VCM, HCM, CHCM, hematécrito e plaquetas
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, de 11 meses de idade (adultos jovens), sendo 25 machos e 25
fémeas. Esses animais foram submetidos a protocolo de estresse com duragdo de
28dias. O estresse moderado cronico mostrou ser capaz de causar efeitos negativos
sobre os valores hematimétricos e contagem de plaquetas, e o fator principal
causador dessas alteragdes parece estar relacionado aos efeitos negativos dos
glicocorticéides que sdo liberados durante eventos estressores continuos.
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Abstract: Stress is defined as um state of disharmony or threatened homeostasis.
Several changes related to stress has been studied and the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis activation seems to be the key factor. The present study aimed to
evaluate the chronic moderate stress effects on the evaluation of red blood cells,
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MCV, MCH, MCHC, hematocrit and platelets in young adults rats, associated
with thymic stimulation or/and treatment with 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. Chronic moderate
stress was shown negative effects on the hematological values and platelet count.
The main factor causing these changes seem to be related to the glucocorticoids
negative effects, released during continuous stressful events.

Keywords: glucocorticoids, hematopoiesis , hormones, stress.
Introducio

O estresse é definido como um estado de desarmonia ou homeostase
ameacada. Existe um sistema que coordena as respostas adaptativas do
organismoao estressedequalquertipo. A ativagao darespostaaoestressedurante
fatores ameagadores foge ao controle do individuo, podendo estar associada
com disforia e, eventualmente, a doengas somaticas emocionais. As regides
de controle central do sistema de estresse estao localizados no hipotalamo e
no tronco cerebral, incluindo o horménio liberador de corticotropina (CRH)
produzido pelas células parvocelulares, o sistema arginina-vasopressina
(AVP) produzido pelos neurdnios do nucleo paraventricular localizados no
hipotédlamo e a produgdo de norepinefrina pelo sistema do certleo (sistema
simpatico central) (TSIGOS e CHROUSOS, 2002).

O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA), em conjunto com o sistema
simpatico/adrenomedular eferente, constituem os ramos efetores, através dos
quais o cérebro influencia todos os érgaos do corpo durante a exposi¢do a
estimulos ameagadores (GOLD et al., 1988). Em situacdes ndo estressantes,
tanto CRH quanto AVP sio secretados no sistema portal de forma circadiana
e pulsatil, com uma frequéncia de cerca de dois a trés episddios de secrecao
por hora (ENGLER et al,, 1989). Em condi¢des de repouso, a amplitude dos
pulsos de CRH e AVP aumentam nas primeiras horas da manha, resultando,
finalmente, em picos de secre¢do de ACTH e cortisol na circulagdo geral
(HORROCKS et al., 1990; CHROUSOS e GOLD, 1998). Essas variagdes
diurnas sdo perturbadas pelas mudancas na iluminagio, na alimentagdo e nos
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horarios de atividade, além de serem interrompidos por estresse (TSIGOS e
CHROUSOS, 2002).

O presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do estresse moderado
crénico sobre a avaliacio de hemadcias, VCM, HCM, CHCM, hematdcrito
e plaquetas em ratos adultos jovens, associados a estimulagao timica ou ao
tratamento com glicocorticoides.

Material e Métodos

Foram utilizados 50 ratos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar), de
ambos os sexos, de 11 meses de idade (adultos jovens), sendo 25 machos e
25 fémeas, adquiridos com idade entre 30 a 60 dias e mantidos no Infectério
do Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHV)
da Universidade Federal de Vigosa. Foram agrupados em dez grupos de
cinco animais por 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, sendo cada grupo com cinco machos ou cinco fémeas. Os
procedimentos seguiram as Normas do Comité de Etica Para Experimentagio
Animal (CEUA) da Universidade Federal de Vicosa (UFV).

O protocolo consistiu de agentes estressores variados, sendo realizados
quatro ciclos de sete dias de estresse durante 28 dias, seguindo a ordem: (1°) 12
horas de privagao de agua, durante o dia; (2°) 12 horas de privagdo de alimento,
durante a noite; (3°) 20 minutos de imobiliza¢ao; (4°) inclinagdo da gaiola em
angulo de 45 graus por 2 horas; (5°) diminui¢do 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°) manutenciao 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 adaptagdo dos animais.

Para cada grupo, foi considerado um tratamento, sendo os seguintes
empregados: Grupo I (F1 e MI1): os animais desse grupo nao foram
submetidos ao protocolo de estresse. Durante todo o experimento, ficaram
acondicionados em sala climatizada e 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
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(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 horménio do crescimento Somatotropina® (GH), com
o objetivo de avaliar a capacidade de resposta imunoldgica e a proliferacao
celular timica. Foram administrados diariamente, durante os 28 dias do
experimento, 25 ug/kg de GH, por via subcutanea. Grupo V (F5 e M5): os
animais pertencentes a este grupo, além dos tratamentos de estresse e desafio
imunolégico, receberam uma dose semanal do glicocorticoide prednisona, via
intramuscular, na dose de 2mg/Kg.

Apos 28 dias de estresse, os animais foram submetidos a eutanasia por
decaptagio, respeitando-se as normas internacionais. Esse tipo de eutanasia foi
escolhido porque a utilizagdo de medicamentos poderia alterar os resultados
dos testes soroldgicos imunoenzimaticos, hematoldgicos e imunoistoquimicos.

No perfil hematoldgico, avaliou-se a contagem de hemacias (Hm),
hematdcrito (Ht), hemoglobina corpuscular média (HCM), volume corpuscular
médio de hemacias (VGM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), contagem de plaquetas, sendo mensurado em sangue total coletado
em frascos com EDTA, por venopungio, no dia da eutanasia.

Os dados obtidos nas analises 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-
se 5% de significncia.

Resultados e Discussao
Os resultados dos exames hematoldgicos foram compilados para cada
parametro avaliado. Obteve-se um valor médio para os cinco tratamentos

empregados nas fémeas (Tabela 1) e nos machos (Tabela 2), incluindo o grupo
controle.
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Os valores do volume corpuscular médio (VCM) de F5 apresentou-se
significativamente maior que F4, porém, nos machos, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos (ANOVA [p<0,001]; Hom-Sidak). Os
valores da concentragdo corpuscular média de hemoglobina (CHCM) mostrou
diferenca significativa entre F4 e F1 e entre F4 e F2 (Kruskal-Wallis [p=0,001];
Dunn’s), sendo F4 significativamente superior aos demais.

Niao foram encontradas diferengas significativas, tanto entre os
tratamentos do mesmo sexo quanto entre os dois sexos, para os pardmetros
HCM e contagem de plaquetas. Os valores obtidos para HCM, apesar de
menores que aqueles de referéncia, podem representar os valores normais dos
ratos do biotério da UFV; além disso, é possivel que estes variem dependendo
do tipo de técnica ou mesmo do aparelho empregado (MORETT et al., 2006;
CASTELLO BRANCO et al., 2011).

Apesar de CARVALHO et al. (2009) terem observado que diferencas
na média de cada variavel entre os sexos é um achado normal mesmo em
animais saudéveis, foram verificadas diferengas na resposta ao estresse entre
machos e fémeas para hematocrito e VCM. O estresse moderado crdnico
mostrou ser capaz de causar efeitos negativos sobre os valores hematimétricos
e contagem de plaquetas, e o fator principal causador dessas alteragoes
parecem estar relacionadas aos efeitos negativos dos glicocorticoides que sdo
liberados durante eventos estressores continuos. Por outro lado, o horménio
do crescimento mostrou ser um antagonista dos efeitos negativos dos
glicocorticoides. Tresguerres et al. (2008) demonstraram os efeitos negativos
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dos hormoénios sobre o metabolismo durante o envelhecimento de ratos e a
forma de antagonizar esses efeitos por meio de terapias hormonais.

Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem inferir
que os glicocorticoides liberados durante o estresse cronico influenciam
negativamente a hematopoiese, sendo essa influéncia variavel entre os sexos
ou até mesmo entre individuos. Ao extrapolar esses dados para humanos, é
possivel sugerir que os efeitos deletérios do estresse sdo muito variaveis de
um individuo para o outro ou, até mesmo, a forma como cada individuo
reage frente aos agentes estressores diarios pode ser crucial ao surgimento de
doengas sanguineas.
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