
217217

Rev. bras.
Zoociências
Juiz de Fora
V. 7 Nº 2
Dez/2005
p. 203-215

Rodrigo
Lopes
Ferreira,
Erica Mina
Kawamura,
Gina
Barcelos
Pontes,
Sabrina S.
Pinheiro
Almeida,
Vinícius
Albano
Araújo,
Vinícius
Rangel
Cardoso
Teixeira

ABSTRACT:  The hematological profile of common marmosets, Callithrix jacchus (L.,
1758), is similar to that of humans and it is very important in comparative
physiopathological studies. It is also known that stressful situations trigger
immunologic responses, modifying peripheral leukocyte levels. In this
study we evaluated if any quantitative change occurs in leukocytes when
a co-specific same-sex intruder was introduced into the living cage of
common marmosets (residents). Nineteen captive animals, ten females
and nine males, were used. Blood samples were collected from the resi-
dent animal before (basal), during (stress) and after (recovery) intruder
exposure. A significant increase in global (absolute and relative) neutro-
phil counting and a decrease in the percentage of lymphocytes during
the recovery phase in both males and females were observed. These
findings may represent a redistribution of the neutrophil reserve to the
peripheral circulation to provide an adequate physiological response to
acute stress in potencial injury situations in common marmosets.

Key Words: Acute stress, Callithrix jacchus, common marmosets, leukocytes.

INTRODUÇÃO

A grande maioria dos mamíferos interage constantemen-
te com o ambiente físico e social no qual estão inseridos e,
inevitavelmente, estão expostos à presença de estímulos que
ameaçam a estabilidade interna, conhecidos como estressores.
Essa ampla variedade de estímulos físicos, químicos e psicoló-
gicos induz uma resposta fisiológica complexa no organismo,
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conhecida como resposta ao estresse. A resposta fisiológica
aguda ao estímulo estressor ajuda o indivíduo a responder apro-
priadamente a uma variedade de mudanças ambientais amea-
çadoras (VANITALLIE, 2002). A resposta a um estímulo estressor
é caracterizada pela ativação do eixo hipotálamo-hipófise-
adrenal (HHA) e simpático-adrenomedular (SAM), mecanismo
pelo qual o sistema nervoso central regula todos os órgãos do
corpo durante a exposição a esse estímulo, com conseqüente
aumento de glicocorticóides e catecolaminas respectivamen-
te, na circulação sanguínea (COE & HALL 1996; OKAMOTO
et al., 1996; ISOWA et al., 2003). Em situações de estresse crô-
nico, entretanto, a ativação continuada dos sistemas funcio-
nais passa a atuar de modo deletério, podendo desencadear a
ocorrência de patologias (SALPOSKY, 2002).

Os glicocorticóides e as catecolaminas liberados du-
rante uma situação de estresse modulam o sistema imunológico
através dos seus receptores específicos presente nas células-
alvo (PADGETT & GLASER, 2003). Uma elevada quantidade
de receptores GR (tipo II) de alta especificidade tem sido en-
contrada no timo, seguido de uma menor concentração nos
linfonodos, baço e células mononucleares do sangue periféri-
co (MILLER et al., 1998). Os receptores beta-adrenérgicos são
encontrados em várias sub-populações de leucócitos (CHIE et
al. 1993; OKAMOTO et al., 1996). A estimulação dos recepto-
res ß1 e ß2 causa ativação da adenilato-ciclase com conse-
qüente aumento do AMPc dentro da célula-alvo, promovendo
ativação celular (BENSCHOP et al., 1996).

O estresse apresenta um efeito diferencial na função
imunológica que, sob condições de estresse agudo, promove
uma imuno-estimulação. Contudo, sob condições de estresse
crônico, ocorre uma imunossupressão (DHABHAR & McEWEN,
1997). Durante o estresse agudo, a resposta de hipersensibili-
dade tardia (DTH) ou tipo IV, reação antígeno-especifica me-
diada por linfócitos T e macrófagos, encontra-se aumentada
em hamsters Phodopus sungorus Pallas, 1773 (DHABHAR &
McEWEN, 1997; BILBO et al., 2002; DHABHAR, 2002). Co-
baias infectadas pela Listeria monocytogenes (Pirie, 1940) apre-
sentam um aumento na resistência a esta bactéria, que depen-
de da ação dos neutrófilos segmentados, quando submetidos a
estresse agudo (KIM et al., 1999; PRUETT, 2003). Situações de
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estresse crônico promovem supressão da DTH, da função da
imunidade humoral, aumentando a susceptibilidade dos indi-
víduos ao vírus influenza e a outros patógenos presentes no
ambiente (DHABHAR & McEWEN, 1997; McEWEN, 1998;
JASNOW et al., 2001; PADGETT & GLASER, 2003).

Em diferentes espécies de mamíferos, a contagem ab-
soluta e relativa de neutrófilos segmentados tende a aumentar
durante o estresse agudo, como observado em humanos
(BRUUNSGAARD et al., 1999; ZORRILA et al., 2001; ISOWA
et al., 2003), em  macaco rhesus (MORROW-TESCH et al.,
1993), em macaco-de-cheiro (COE & HALL, 1996) e em
hamsters (BILBO et al., 2002).

Durante a resposta fisiológica ao estresse foram regis-
tradas diferenças quanto ao grau de ativação das áreas cere-
brais e modificações na concentração dos hormônios libera-
dos de acordo com o tipo e a duração do estímulo estressor
(LOPEZ et al., 1999; DHABHAR, 2002). Em conseqüência dis-
to, a resposta do sistema imunológico pode também se modifi-
car de acordo com as características do estímulo estressor uma
vez que a expressão e a concentração dos receptores para os
glicocorticóides e catecolaminas não é a mesma para os vari-
ados tipos de células e tecidos do sistema imunológico
(BENSCHOP et al., 1996; MILLER et al., 1998).

Em trabalho usando sagüi comum (C. jacchus),
JOHNSON et al. (1996) demonstraram que essa espécie apre-
senta diversas características que a tornam um modelo para
estudo do estresse social, dentre elas, a proximidade filogenética
aos humanos e o fato desta espécie exibir uma resposta fisioló-
gica e comportamental semelhante aos humanos em situações
que induzem ansiedade (BARROS & TOMAZ, 2002).

A organização social desses pequenos primatas
neotropicais é complexa, com predominância do sistema de
acasalamento monogâmico e cuidado cooperativo com a pro-
le em grupos silvestres (ARRUDA et al., 2005). Em grupos fa-
miliares, os pais e irmãos mais velhos também auxiliam no
cuidado dos mais jovens (SNOWDON, 1996) e apresentam
hostilidade a animais estranhos da mesma espécie (SUTICLIFFE
& POOLE, 1984; ARAÚJO & YAMAMOTO, 1993). Esta hostilida-
de tem sido interpretada como defesa territorial, manutenção da
exclusividade reprodutiva e integridade do grupo social.
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Considerando a importância de sagüi comum como
modelo experimental potencial em estudos sobre a fisiologia
do estresse e as similaridades entre a resposta imune nos ma-
míferos até então estudados, o objetivo do presente estudo foi
caracterizar o perfil hematológico dos leucócitos de machos e
fêmeas de C. jacchus quando submetidos a uma situação de
estresse agudo.

MATERIAIS E MÉTODOS

Sujeitos
Foram utilizados 19 animais adultos da espécie C.

jacchus, com idade variando entre 24 e 48 meses, sendo 9
machos e 10 fêmeas. Os animais viviam em gaiolas individu-
ais construídas na área externa do Núcleo de Primatologia da
UFRN, medindo 2m x 2m x 1m, submetidos às condições cli-
máticas naturais. A alimentação foi servida duas vezes ao dia
e consistiu de frutas, legumes regionais e papa protéica, en-
quanto a água foi disponibilizada ad libtum. Os animais expe-
rimentais estavam em isolamento físico uns dos outros, mas
mantinham contato visual, olfativo e auditivo com os demais
animais da colônia.

Procedimento experimental
Estímulo estressor: Para promover uma situação de

estresse social, utilizou-se o paradigma intruso x residente como
descrito por ARAÚJO & YAMAMOTO (1993). Os animais ex-
perimentais, residentes em uma gaiola de 2m x 2m x 1m, fo-
ram testados 3 vezes. Em cada teste, foram submetidos à pre-
sença de um intruso distinto, perfazendo o total de três,  de
mesmo sexo e mesma faixa etária, não aparentados, com 15
dias de intervalo entre cada exposição. O animal intruso foi
colocado em uma gaiola com dimensões de 0,5m x 0,5m x
0,5m. A habituação dos animais foi realizada com a introdu-
ção da gaiola vazia na gaiola do animal experimental (resi-
dente) uma semana antes do procedimento experimental.

Situações experimentais e determinação da contagem
de leucócitos: As coletas de sangue para análise do perfil
leucocitário dos animais residentes foram realizadas em três
fases: basal (0 minuto - imediatamente antes da introdução do
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intruso), estresse (logo após os 15 minutos de exposição ao in-
truso) e de recuperação (120 minutos após o término da expo-
sição). A fase basal iniciou-se às 7:30 h,  finalizando a última
coleta (recuperação) por volta das 11:00 h.

Para efetuar a coleta de sangue os animais experimen-
tais foram colocados em um contensor para imobilização e
punção venosa aspirativa, conforme descrito por HEARN (1983).
Em cada fase foi coletado um volume aproximado de 0,4 mili-
litros de sangue total, em seringas descartáveis de 1mL con-
tendo EDTA. A contagem de células foi realizada em um con-
tador automático de células (ADVIA 60 Hematology System
da Bayer®). O contador permite a contagem global de
leucócitos e diferencial dos linfócitos, monócitos e granulócitos.
A realização de esfregaços sanguíneos foi necessária para di-
ferenciação da linhagem granulocítica, distinguindo, dessa for-
ma, os neutrófilos segmentados, os eosinófilos e os basófilos.
As lâminas foram coradas pelo método de Leishman.

Análise estatística: A comparação entre a contagem
de leucócitos nas três fases (basal, estresse e recuperação),
em machos e fêmeas separadamente, foi realizada usando os
testes não-paramétricos de Friedman e, posteriormente, o tes-
te de Wilcoxon para comparação dois a dois. Para análise com-
parativa da contagem celular entre os grupos (machos e fême-
as) nas três fases foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. Foi utili-
zado o programa Statistica 5.5, e o nível de significância con-
siderado para todos os testes foi de p ≤ 0,05.

RESULTADOS

Contagem global de leucócitos
Na avaliação da contagem global de leucócitos houve

uma diferença estatística entre as fases, tanto para as fêmeas quan-
to para os machos (X2 (25, 2)= 8,06, p< 0,017;  X2 (25, 2)= 36,02,
p< 0,001, respectivamente) (Fig. 1). Ocorreu um aumento signifi-
cativo do número dessas células na fase de estresse em relação à
fase basal para os machos (p< 0,001), da fase de estresse para a
fase de recuperação (machos: p< 0,001; fêmeas: p< 0,01) e da
fase basal para a fase de recuperação (machos: p< 0,001; fême-
as: p< 0,01) para ambos os sexos. Não foi verificada diferença
estatística entre machos e fêmeas na fase basal (H(3,40)=0,6277,
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p= 0,890), na fase estresse (H(3,39)=0,302,  p= 0,956) e recupera-
ção (H(3,40)=2,370,  p= 0,499).

Figura 1. Contagem global de leucócitos/mm3 (média ± EPM) de fêmeas (n=10)
e machos (n=9) de sagüi comum residindo em gaiola individual e submetido à
presença de um intruso co-especifico, durante as fases: basal (0 min), estresse
(após 15 minutos de exposição ao intruso) e recuperação (120 min após a
retirada do intruso). * Diferenças estatisticamente significativas entre as fases
(p< 0,01).

Contagem absoluta e relativa de neutrófilos segmentados
O número de neutrófilos segmentados aumentou signi-

ficativamente entre as fases experimentais nos machos (X2(24,
2)= 23,25, p< 0,001) e nas fêmeas (X2(25, 2)= 26,16; p< 0,001)
(Fig. 2A). Houve diferença estatística entre todas as fases, tan-
to para os machos quanto para as fêmeas, entre a fase basal e
a fase de estresse (machos: p< 0,01; fêmeas: p< 0,05), entre a
fase de estresse e recuperação (machos e fêmeas: p< 0,001) e
entre a fase basal e de recuperação (machos e fêmeas: p< 0,001)
, mas não houve diferença entre os grupos.

Não houve diferença estatística entre machos e fême-
as no padrão de distribuição do percentual de neutrófilos seg-
mentados entre as fases. Todavia, foi encontrada diferença no
percentual entre as fases para machos (X2(23, 2)= 10,68; p<
0,01) e para as fêmeas (X2(23, 2)= 20,6; p< 0,001) (Fig. 2B),
com aumento significativo entre as fases basal (machos e fê-
meas: p< 0,001) e de estresse (machos e fêmeas: p< 0,001)  em
relação à fase de recuperação.

Leucócitos/mm3
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Figura 2. A- Contagem absoluta de neutrófilos segmentados por mm3 (média ±
EPM) de fêmeas e machos nas três fases experimentais, conforme descrito na
Figura 1.  B- Contagem relativa (%) de neutrófilos segmentados (média ± EPM)
de fêmeas e machos nas três fases experimentais. * Diferenças estatisticamente
significativas entre as fases (p< 0,01).

Contagem absoluta e relativa de linfócitos
Não houve diferença estatística na contagem absoluta

de linfócitos entre as fases para cada grupo de animal (fêmeas
(X2(25, 2)= 3,44; p< 0,17) e machos (X2(25, 2)= 6,72; p< 0,3)
(Fig. 3A).

O percentual de linfócitos diminuiu significativamente
entre as fases experimentais nas fêmeas (X2(25, 2)= 21,05; p<
0,001) e nos machos (X2(26, 2)= 29,3; p< 0,001), como ilustra-
do na figura 3B. Foram encontradas diferenças estatísticas en-
tre a fase basal e de estresse para os machos (p< 0,001), de
estresse e recuperação (machos e fêmeas: p< 0,001) e fase
basal em relação à fase de recuperação para ambos os sexos
(machos e fêmeas: p< 0,01).
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Figura 3. A- Contagem absoluta de linfócito em mm3 (média ± EPM) de fêmeas
e machos entre as fases experimentais. Não houve diferença estatística entre as
fases para cada grupo de animais. B- Contagem relativa (%) de linfócitos (mé-
dia ± EPM) de fêmeas e machos entre as fases experimentais.* Diferenças
estatisticamente significativas entre as fases (p< 0,01).

DISCUSSÃO

Os resultados obtidos mostraram valores crescentes da
contagem global de leucócitos, um aumento na contagem ab-
soluta e relativa de neutrófilos segmentados e uma diminuição
do percentual de linfócitos entre as 3 fases experimentais em
machos e fêmeas de sagüi comum. Todavia, uma vez que não
foi observada alteração significativa, entre as fases, da conta-
gem absoluta de linfócitos, o aumento da contagem global de
leucócitos deve-se, provavelmente, ao aumento absoluto de
neutrófilos segmentados na circulação periférica. Observou-
se, portanto, um aumento do percentual de neutrófilos e uma
diminuição do percentual de linfócitos totais.

Os leucócitos encontram-se normalmente distribuídos
em dois setores, o circulante e o marginal (por exemplo, na
microcirculação pulmonar) (BERNARD et al., 2000). A maioria



225225

Rev. bras.
Zoociências
Juiz de Fora
V. 7 Nº 2
Dez/2005
p. 217-229

Michelle
Sousa
Cunha,
Diogo
Rosado
Lopes,
Maria
Bernardete
Cordeiro de
Sousa

das células do sistema imunológico não reside permanente-
mente numa localização anatômica fixa (PRUETT, 2003). A
elevação significativa da contagem global de leucócitos no
decorrer das fases experimentais pode estar refletindo um efeito
conjunto do possível aumento do fluxo sangüíneo na periferia
ocorrido durante as situações de estresse, juntamente com o
recrutamento das células provenientes do pool marginal de
reserva (BENSCHOP et al., 1996). Nesse caso, é observado
um aumento inicial da contagem global de leucócitos,
granulócitos e linfócitos, seguido por um aumento do percentual
de granulócitos e diminuição do percentual de linfócitos e
monócitos (MORROW-TESCH et al., 1993; COE & HALL, 1996;
ISOWA, 2003; PRUETT, 2003). O estresse agudo parece pro-
mover, dessa forma, um aumento nas defesas do organismo,
por recrutar os leucócitos do compartimento de armazenamento
para a circulação central e para os tecidos periféricos, através
do aumento da diapedese (DHABHAR & McEWEN, 1997.
BILBO et al., 2002).

Durante o estresse social agudo em macaco-de-cheiro
Saimiri sciureus (Linnaeus, 1758) foi observado um aumento
do percentual de neutrófilos segmentados seguido de uma di-
minuição no percentual de linfócitos, com a elevação dos ní-
veis de cortisol (COE & HALL, 1996). Em humanos, durante o
estresse físico e psicológico, foi observada uma elevação da
contagem global de leucócitos granulócitos, linfócitos T(CD8+)
e células natural killer (NK) e uma diminuição dos linfócitos T
(CD4+), linfócitos B (CD19+) e da relação CD4/CD8
(HALVORSEN & VASSEND, 1987; ISOWA et al., 2003;
WILLISEN et al., 2002). A administração subcutânea de adre-
nalina em humanos promove uma linfocitose dentro de 30 mi-
nutos, com posterior linfocitopenia, seguida por um aumento
dos neutrófilos segmentados dentro de 2 a 4 horas após a inje-
ção (BENSCHOP et al., 1996).

Em macacos rhesus Macaca mulatta (Zimmermann,
1780) selvagens foi observado um padrão oposto da distribui-
ção das células brancas de acordo com o gênero durante a
captura. Nos machos, o percentual de linfócitos diminuiu (62%
para 57%) e o de neutrófilos aumentou (28% para 35%), en-
quanto que nas fêmeas, o percentual de linfócitos aumentou
(48% para 69%) e de neutrófilos diminuiu (42% para 25%)
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(LAUDENSLAGER et al., 1999). STEFANSKI & ENGLER (1999)
verificaram uma diferença na responsividade dos leucócitos
ao estresse agudo de acordo com a posição social em ratos
Long-Evans. Esses autores observaram que, em situações de
confronto entre machos dominantes e subordinados, houve uma
elevação da contagem global de leucócitos, uma redução do
número de linfócitos (CD4+ e CD8+) e um aumento no número
de neutrófilos segmentados no segundo dia. Esta se manteve
para os animais subordinados no sétimo dia, enquanto os do-
minantes voltaram a apresentar valores semelhantes aos valo-
res basais.

Neste trabalho foram encontrados, para C. jacchus, re-
sultados semelhantes aos observados para outras espécies, su-
gerindo um padrão de resposta ao estresse agudo em relação
à distribuição dos leucócitos entre os mamíferos. Todavia, a
resposta foi semelhante entre machos e fêmeas, diferindo da-
quela observada para M. mullata por LAUDENSLAGER et al.
(1999). Os leucócitos são as células responsáveis iniciais pela
resposta à lesão e à inflamação e parecem permanecer eleva-
das na circulação até a cessação do estresse. A liberação dos
neutrófilos na circulação poderia ser entendida como uma
adaptação evolutiva, nas situações de estresse agudo, como a
disputa por território, que freqüentemente envolve o risco de
injúria (STEFANSKI & ENGLER, 1999). É esperado que, medi-
ante esses confrontos com os quais os animais estão envolvi-
dos durante as suas atividades de forrageio, disputa por par-
ceiros para o acasalamento, procura por abrigo, entre outras,
as quais são críticas para a sobrevivência do indivíduo, não
envolvam um processo de supressão imunológica (SHAMES,
2002; DHABHAR, 2002; KINSEY et al., 2003). É interessante
ressaltar também que, ao contrário do efeito imunosupressivo,
os hormônios do estresse (glicocorticóides e catecolaminas)
parecem ser moduladores da função imunológica, aumentan-
do a função imune durante o estresse agudo através do au-
mento da produção de citocinas, como do interferon-gama
(DHABHAR et al., 2000) e da interleucina-6 (LE MAY et al.,
1990), modulando a expressão das moléculas de adesão (MILLS
& DIMSDALE, 1996), como também recrutando leucócitos para
os tecidos periféricos (DHABHAR & MCEWEN, 1997).
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CONCLUSÃO

Os animais da espécie C. jacchus, de ambos os sexos,
apresentam uma elevação da contagem global de leucócitos
e de neutrófilos segmentados no sangue periférico quando sub-
metidos a uma situação de estresse agudo, usando o paradigma
intruso/residente, que se prolonga pelo menos até as primeiras
duas horas após a exposição. Os animais apresentam também
alteração significativa na contagem relativa de linfócitos, mas
não na absoluta. Esses resultados sugerem que deve estar ocor-
rendo mobilização do reservatório de neutrófilos, desviando
essas células para a circulação periférica, cujo valor adaptativo
seria aumentar a primeira linha de defesa nos animais diante
de situações que implicam em contextos de agressão com po-
tencial risco de lesão corporal.
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