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Resumo

Modelos animais podem ser Gteis no estudo dos efeitos do estresse psicossocial sobre condigoes
patoldgicas e atividade do sistema imune. Num modelo baseado na interacdo residente-intruso em
camundongos, foi descrito que o timo apresenta reducdo de tamanho como consequéncia das interacdes
sociais. O objetivo do presente trabalho foi determinar quais aspectos dessa interacdo intruso-residente
estdo associados com alteragdes timicas. Foram utilizados 8 camundongos SWISS, 4 deles foram
separados individualmente em caixas a fim de que desenvolvessem territorialidade, e denominados
residentes. Apos um periodo de seis dias, cada um dos 4 animais restantes foi colocado na caixa junto a
um residente, sendo categorizado como intruso e, formando assim 4 duplas. Nessa caixa, 0s animais
permaneciam separados por uma grade impedindo o contato fisico, exceto por um periodo méximo de 5
minutos por dia, quando os animais podiam interagir. Tal condicdo foi mantida por 21 dias, e as
interacdes foram registradas em video. Ao término desse procedimento, os animais foram sacrificados
e o timo foi coletado, pesado, analisado quanto a celularidade e incluido para corte histoldgico. Os
parametros comportamentais foram transcritos por um programa de computador especializado
(Etholog, 2.25), e comparados entre si e com as varidveis do timo através do teste de correlacdo de
Pearson. Foram registrados comportamentos de luta defensiva e ofensiva, fuga e posturas de
submissd@o. A freqliéncia de lutas ofensivas diminuiu significativamente (teste t; p<0,05) a partir do
sétimo dia (até dia 7: 5.62 + 2,07; dia 8 a 21: 1,54 + 0,43). Outros parametros comportamentais
oscilaram ao longo dos dias e ndo mostraram correlagdo significativa com alteragdes timicas. A
laténcia das lutas mostrou correlacdo negativa com o peso do timo nos animais submissos (r=-0,96;
p=0,038), e positiva com a celularidade do timo dos animais dominantes (r= 0,99; p=0,006). Na
interacdo residente-intruso, a laténcia de agressdo parece ser o fator mais relacionado com os efeitos do

estresse social sobre o timo.
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Abstract

Animal models have contributed to better understand the effects of the psychosocial stress upon the
immune system activity. In the mice resident-intruder model, social interaction exposure resulted in
thymus size reduction. The present study aimed at determining which aspects of the resident-intruder
interaction are associated with the thymic alterations. Eight Swiss male mice were subjected to the
resident-intruder model of chronic stress. Four of them were housed alone in home-cages for six days
and were considered residents. After that, each one of the four remaining mice (the intruder ones) was
placed along with a resident animal composing four dyads. The animals were separated by a perforated
partition so as to prevent physical interaction, except when the partition was removed for up to five
minutes daily. It happened for 21 days and the animals’ interactions were videotaped. The mice were
then sacrificed, the thymuses were weighed, and submitted to histological and cells viability evaluation.
Behavioral transcriptions were done by specialized computer software (Etholog 2.25), and the Pearson
test for correlations was used to compare behavioral variables (aggressions, escapes and submission
posture) with the thymus variables. The frequency of the offensive fights significantly decreased
(Student test t; p<0.05) regarding the first seven days (5.62 + 2.07) in relation to the following days
(1.54 £ 0.43). This reflects the establishment of social hierarchy in the dyads, with dominance or
subordination being assumed regardless of the intruder/resident condition. Aggression latency showed
a negative correlation with the thymuses weight in subordinates mice (r=-0.96; p=0.038) and a positive
correlation with the cells viability in dominants mice (r=0.99; p=0.006). Other behavioral parameters
oscillated during this period and did not present significant correlation with thymuses alterations. The
aggression latency showed to be the most related factor with thymuses changes as the consequence of

the social stress in the mice resident-intruder paradigm.
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INTRODUCAO

Ha muito tempo o estresse social tem sido relatado como causa principal do desenvolvimento de
varias psicopatologias, incluindo depressdo, isolamento social e estresse pos-traumatico (Blanchard et al.

1998). O isolamento social demonstrou ter efeito deletério na salde, sendo considerado uma das principais



causas de doencas em humanos (House, 2001), sintomas também foram relatados para outras espécies de
mamiferos, como camundongos, ratos, babuinos, esquilos, macacos e porcos, (Ruis et al., 2001).

Estimulos aversivos podem prejudicar a saude das pessoas, esses efeitos prejudiciais sdo resultantes
ndo do estimulo em si, mas de nossas reacdes a eles. O fisiologista Walter Cannon introduziu o termo
estresse referindo-se as reacdes fisiologicas causadas pela percepcao de situacdes aversivas ou ameagadoras.
Os efeitos do estresse podem ser causados por dois horménios secretados pelas glandulas adrenais, a
adrenalina e o cortisol. A adrenalina é liberada em resposta a estimulos aversivos, € promove respostas
fisiologicas e comportamentais de alerta, sendo responsavel pela elevacdo da pressdo cardiaca. O cortisol é
considerado um glicocorticoide por exercer efeitos no metabolismo da glicose. Os glicocorticoides fazem
parte de um grupo de hormonios do cértex adrenal que é importante para 0 metabolismo de proteinas e
carboidratos, sendo secretado nas situacdes de estresse. A secrecdo de glicocorticoides é controlada por
neurdnios no nucleo paraventricular do hipotalamo (NPV), os quais secretam um peptidio denominado
hormdnio liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a glandula hipofise anterior a secretar o horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), que entra na circulacdo geral e estimula o cortex adrenal a secretar
glicocorticdides. Os efeitos dos glicocorticoides ajudam o animal a reagir diante a uma situacdo estressante,
mas sua secrecdo prolongada pode ocasionar efeitos prejudiciais, dentre eles, aumento da pressao arterial,
diabetes, infertilidade, inibi¢do das respostas inflamatorias e a supressdo do sistema imune. (Carlson, 2001).
Estudos relatam que o estresse social pode agir de diferentes maneiras sobre as fungbes imunoldgicas,
dependendo do modelo de estresse empregado (Merlot et al, 2003)

Dentre os procedimentos comumente usados para reproduzir quadros de estresse em animais de
laboratorio, muitos possuem baixo valor heuristico, uma vez que simulam condi¢6es pouco naturalisticas
para 0s animais, como imobilidade e choques elétricos nas patas (Manuela et al, 1998). Além disso, as
respostas de estresse exibidas por um individuo dependem do tipo de estresse ao qual ele fora submetido
(Merlot et al, 2003). Conseqlientemente, modelos animais que envolvam o contexto social podem ser
considerados mais apropriados para a modelagem do estresse vivenciado por humanos, pois representam
situacdes cotidianas nas vidas das pessoas (Manuela et al, 1998), e isso é mais relevante biologicamente na
investigacao das patologias causadas por estresse (Tamashiro et al, 2004).

Alguns experimentos tém sugerido que o estresse social estaria associado a alteracGes da resposta
imunolégica, especificamente da resposta imune celular (Biondi & Zannino, 1997; Dorian & Garfinkel,
1987). Dados experimentais tém revelado que estressores agudos e crénicos resultam na involucdo timica
(Tunrey e Harmsen, 1987). Observado inicialmente em animais submetidos a modelos convencionais de

estresse (estresse de mobilizacdo, choques nas patas, corrida ou nado forcado) verificou-se que a involucao
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timica se tratava de um evento reversivel que permaneceria apenas na vigéncia do estimulo (Dhabhar, 1995;
Berkovits, 1990).

Mais recentemente, a avaliacdo do timo de animais submetidos ao estresse social, tem revelado
alteracGes timicas persistentes, especialmente, no que se refere a reducdo do nimero de células T no sangue
periférico. Segundo (Bartolomucci, 2004) o estresse social resultante das interagdes antagbnicas entre
camundongos machos, causa tanto alteracGes transitorias como permanentes na funcéo timica. Segundo 0s
autores, logo as 24h de confronto com um oponente macho dominante, animais submissos exibem marcada
atrofia timica, com aumento significante dos eventos apoptoticos e diminuigdo na proliferacdo celular. Aos 7
dias, estes eventos se individualizam, ou seja, apesar de ndo haver mais diferenca no indice de apoptose dos
timacitos, ocorre um aumento no percentual de células em proliferacao, sugerindo um inicio de regeneragéo
do tecido timico.

O timo é o dérgdo-chave do desenvolvimento e maturagdo dos linfécitos T, as células responsaveis
pela modulacdo da resposta imune (Abbas, 2004). Este 6rgdo se limita, superiormente com a traquéia,
lateralmente com os pulmdes e inferior e, posteriormente, com o coracdo. Quando plenamente desenvolvido,
é de formato piramidal, constituido por dois lobos fundidos e encapsulados por tecido conjuntivo. A capsula
conjuntiva emite septos para o interior dos lobos, dividindo-os em um grande ndmero de Iébulos timicos; em
cada um deles € possivel observar a regido cortical, muito densa em timécitos e a regido medular, com uma
densidade menor destas células (Calich & Vaz, 2001).

E para este 6rgdo que, a partir da medula 6ssea, migram as células precursoras dos linfocitos T.
Uma vez no timo, estas células, agora denominados timaocitos, sofrem processos de diferenciacdo, selecéo,
proliferagdo e maturacdo. Esses processos ocorrem, sequencialmente, em microambientes distintos
delimitados morfoldgica e fenotipicamente no interior do 6rgao.

O microambiente timico é composto por células ndo linfoides (células epiteliais, células
endoteliais, fibroblastos, macrofagos, células dendriticas) e pela matriz extracelular. De modo geral, a
integridade funcional do timo é mantida tanto pelos componentes do seu microambiente como pela barreira
hemato-timica, que é fundamental para a prevencdo da tolerancia a antigenos estranhos. Essa barreira é
composta por células endoteliais capilares, lamina basal do endotélio, espaco perivascular, lamina basal de
células reticulo-epiteliais e células reticulo-epiteliais e proteinas responsaveis pelas juncdes intercelulares. E
neste espaco complexo que as células T adquirem propriedades funcionais de célula maduras (Geenen,
2001), processo que inclui, entre outros, o rearranjo de genes envolvidos na expressdo de receptores de
células T (TCR) e alteragdes na expressdo de moléculas da superficie celular.

Em individuos jovens, o timo contém muitas células que se encontram embebidas em uma rede

epitelial conhecida como estroma timico, que proporciona o microambiente adequado para seu



desenvolvimento (Janeway et al, 2002). O timo também alberga um grande nimero de células em processo
de degeneracdo; essas tém morfologia e marcadores caracteristicos de células em apoptose (Bowen, 1999;
Roberts et al., 2003)

Cabe salientar aqui que a maioria das células T geradas no timo ndo é utilizada durante o processo
de amadurecimento os entdo timdcitos sofrem um processo de selecdo, cujo objetivo é preservar apenas as
células que carregam receptores ditos "Uteis” para a homeostase do organismo. Estes eventos se iniciam no
timo fetal, a partir da 8* semana de gestacdo (Haynes et al,1988), quando da expressdo de antigenos de
superficie dos timocitos (receptores de células T ou TCR, CD4 e CD8) (Lobach & Haynes,1987; Royer &
Reinherz, 1987).

Estes receptores sdo pecas chave tanto para a sobrevivéncia dessas celulas como para sua
proliferacdo e maturacdo. Na auséncia deles, os timdcitos entram em uma via que os levara a morte, a
chamada “morte por negligéncia”. Do mesmo modo, as células que carregam receptores capazes de reagir
com antigenos préprios e, portanto, potencialmente nocivas ao organismo, também sdo eliminadas. Assim,
ao final do processo, somente as células que carregam receptores Uteis s@o preservadas.

A preservacdo dessas células é conhecida como selecdo positiva; esta assegura a maturacdo das
células T nas quais os receptores ligam-se com baixa avidez (mais fracamente) as moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC). Os eventos que envolvem a eliminacdo de timdcitos
potencialmente auto-reativos sdo conhecidos como selecdo negativa, € se dd quando os receptores de
antigenos ligam-se com alta afinidade aos auto-antigenos presentes nos érgéos linfoides primarios. A morte
por negligéncia ocorre quando os timdcitos ndo conseguem interagir produtivamente com o complexo MHC-
peptideo, ou seja, quando o TCR do timdcito ndo é capaz de reconhecer as moléculas de MHC no timo.
Assim, é a avidez da interacdo entre o timdcito e as células estromais timicas, o fator que determina se o
linfdcito sera selecionado positiva ou negativamente.

Ao final desses processos, 2-5% das células precursoras que chegam da medula dssea, deixam o
timo como linfocitos T maduros, semi-prontos para desempenharem suas funcGes. Assim, a geracdo de
novas células, a eliminacdo de células ndo reativas e a exportacdo de células T maduras, sdo eventos
importantes na regulacao desse 0rgao e, conseqiientemente, para a preservacao da satde do individuo.

De qualquer modo, a capacidade funcional das células T presentes tanto na medula timica como no
sangue periférico permanece suprimida, pelo menos até 10 dias ap6s o confronto social (Stefanski e Engler,
1998), o que pode representar um fator importante no aumento da susceptibilidade a infeccGes verificado em

animais estressados.



OBJETIVOS

Frente a estas assertivas e visando contribuir para a melhor compreensédo dos fendmenos
envolvidos nas alteragdes imunolodgicas verificadas em individuos submetidos ao estresse social crénico, é
proposta do presente estudo investigar quais aspectos da interacdo entre camundongos residentes e intrusos
podem estar relacionadas com as seguintes alteracGes timicas: peso do 6rgdo, celularidade, viabilidade e
morfologia.

MATERIAIS E METODOS

Sujeitos da Pesquisa e Grupos Experimentais
Foram utilizados oito camundongos SWISS, machos, adultos, provenientes do Biotério Central da

UNESP de Botucatu.- SP. No decorrer da experimentacdo, os animais foram mantidos a temperatura
ambiente no biotério de manutencdo do Laboratério de Imunopatologia Experimental (LIPE) - Unesp -
Bauru, recebendo agua filtrada e racdo ad libitum. Todos os procedimentos foram executados de acordo com
as normas éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Os sujeitos foram divididos em grupos experimentais da seguinte forma: quatro animais foram
individualmente isolados (grupo residente) por uma semana a fim que se desenvolvesse uma individualidade
e territorialidade. Apds esse periodo, cada um dos outros quatro animais restantes (destinados a comporem o
grupo intruso) foi colocado na caixa junto a um residente, e o critério de escolha para a formacao das duplas
foi o0 peso corpdreo: o intruso ndo podia ter peso superior ao do residente. Nesse momento, 0s animais
interagiram por 10 minutos. Apds esse tempo, uma grade foi colocada dividindo a caixa em duas partes
iguais, ndo permitindo o contato fisico, como forma de prevenir injdrias, mas mantendo o contato sensorial
entre os animais. As grades foram removidas diariamente, por mais 20 dias e 0s animais podiam interagir

por N0 maximo 5 min.

Analise Comportamental

Durante a interacdo social os comportamentos dos animais foram gravados em video e transcritos
por um programa de computador especifico (Etholog 2.25). Uma ordem hierarquica foi estipulada: o animal
que morde e ataca, foi classificado como DOMINANTE, e o animal que foge e grita foi classificado como
SUBMISSO. Entdo foram estipuladas quatro categorias, RD-Residente Dominante; RS- Residente
Submisso; InD- Intruso Dominante e InS- Intruso Submisso. O grupo controle foi determinado a partir de

quatro animais mantidos juntos durante todo periodo.



Coleta de material e Avaliacdo do Timo

Os animais foram eutanasiados pela administracdo de dose excessiva de anestésico (4,0 ml/kg de
Thionembutal na concentracdo de 100mg/ml). Apds a morte do animal, foi coletado o timo. O timo foi
limpo, lavado em PBS, seco em papel de filtro e, em seguida, pesado em Balanca analitica. Animais controle
foram eutanasiados separadamente um dia apés o termino do sacrificio do grupo de estresse, e foram
submetidos a todos os procedimentos descritos para 0s animais do grupo de estresse.

Apdls a pesagem do timo, seus lobos foram separados. O lobo direito foi imerso em solucédo
fixadora de formalina 10% por 24 horas, sendo, em seguida, submetido a lavagem em agua corrente,
desidratado em gradiente de alcool e incluido em Parafina. O lobo esquerdo foi transferido para placa de
petri estéril e homogeneizado (macerado) em 2 mL de PBS. A suspensdo obtida foi centrifugada por 10
minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 1 mL de PBS, para
determinacédo da celularidade e viabilidade dos timdcitos.

A viabilidade e a celularidade do timo foram determinadas em camara hemocitométrica de
Neubauer em amostras coradas por Azul de Tripan; a viabilidade dos timdcitos foi obtida, dividindo o
namero total de células vivas (translcidas), pelo nimero total de células encontradas (células mortas +
celulas vivas).

A avaliacdo histoldgica foi feita da seguinte maneira: apds inclusdo em parafina, o material foi
submetido a microtomia para obtencdo de cortes finos (4 um). Estes cortes foram desparafinizados,

hidratados em gradiente de alcool e corados por hematoxilina-eosina, para a avaliacao histopatoldgica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise histologica dos animais do grupo de estresse demonstrou as mesmas caracteristicas
morfoldgicas dos animais controle, sendo possivel observar em ambos 0s grupos a capsula bem
definida, a regido cortical muito densa em timaocitos e a regido medular com uma densidade menor
destas células, ou seja, sem alteracdes morfoldgicas aparentes. Nenhum dos trabalhos citados a seguir
(Bartolomucci et al, 2004; Merlot et al, 2003; Stefanski e Engler, 1998), que relacionam estresse social
e timo, fazem referéncia das interacdes sociais com as alteracdes morfoldgicas do timo.

Os pardmetros comportamentais escolhidos para correlacdo com alteragdo timica foram
frequéncia de lutas, briga ofensiva (um animal ataca o outro), briga defensiva (o animal assumia uma
postura de defesa, erguendo-se sobre as duas patas traseiras), fuga (o animal fugia quando era atacado),
catacdo agressiva (que consiste em um animal lamber o outro), auto-limpeza (o animal lambe as patas

dianteiras), tempo de congelamento (o animal para de se movimentar, ndo h4 movimento das vibricas e



h& um aumento da respiragdo), tempo em que o animal andou pela caixa, inatividade do animal. A
escolha desses parametros ocorreu em funcéo do trabalho de Bartolomucci e colaboradores (2004) ter
mostrado que essas variaveis sdo diferentes entre animais dominantes e submissos, 0 que também
ocorre em relagdo ao tamanho do timo. Tomando como base que a posi¢do hierarquica do animal (ser
submisso ou dominante no paradigma residente-intruso), é um fator relevante, a mesma categorizacao
foi feita no presente estudo. A freqliéncia de lutas foi comparada entre os primeiros sete dias de
experimentacao e os demais dias, o que levou ao resultado que houve reducdo das mesmas (até dia 7:
5.62 + 2,07; dia8 a 21: 1,54 + 0,43), isso demonstra que ocorreu o estabelecimento de postos
hierdrquicos que se tornaram estaveis a partir da primeira semana.

Os parametros comportamentais oscilaram ao longo dos dias e ndo mostraram correlagédo
significativa com alteracdes timicas, com excecao da laténcia das lutas, que apresentou correlacéo
negativa com o peso do timo nos animais submissos (r=-0,96; p=0,038), e positiva com a celularidade

do timo dos animais dominantes (r=0,99; p=0,006). Este resultado esta ilustrado na figura 1.
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Figura 1. Correlacdes significativas, de acordo com o teste de Pearson, com nivel de significancia de 5%,

entre pardmetros comportamentais e variaveis timicas

CONCLUSAO

Na interacdo residente-intruso, a laténcia de agressao parece ser o ser o fator mais relacionado com

os efeitos do estresse social sobre o timo.
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