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RESUMO

As praticas de criagdo adotadas e os equipamentos tipicamente encontrados em biotérios
produzem sons em frequéncias dentro da faixa de audi¢do dos camundongos (1 a 100 kHz)
que podem causar efeitos auditivos e ndo auditivos. Outro aspecto que pode potencialmente
afetar o bem-estar de animais experimentais seria sua condi¢éo de satide prejudicada, uma vez
que além de todas as varidveis presentes no ambiente, alguns deles sdo infectados por
patégenos de interesse. Este estudo teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos da
exposi¢do cronica de camundongos C57BL/6 e TIr2/T1r9""), nio infectados e infectados com
uma baixa m.o.i. por Herpes simplex-1, a diferentes niveis de ruido presentes nas salas
"Siléncio" e "Ruido". Considerando todos os procedimentos, foi utilizado um total de 51
camundongos machos, sendo 27 da linhagem C57BL/6 ¢ 24 da linhagem TIr2/TIr9¢"),
Parametros fisiologicos, como ganho de peso, hemograma, colesterol, glicose, corticosterona
e citocinas envolvidas na resposta imune foram avaliados juntamente com as respostas
comportamentais dos animais nos testes Campo Aberto ¢ Claro/Escuro. Com rela¢dio aos
pardmetros fisioldgicos, em C57BL/6, houve interagdo entre infecgfo x ruido (p<0,05) com
maior ganho de peso pelo grupo "Siléncio" infectado (p<0,05) quando comparado ao grupo
"Ruido" infectado. No hemograma de C57BL/6 houve interagdo entre infec¢do x ruido
(p<0,01) nas plaquetas, com aumento pelo grupo "Siléncio" infectado quando comparado ao
grupo "Siléncio" controle ¢ "Ruido" infectado (p<0,05). Ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos nas dosagens de colesterol, glicose e corticosterona. Quanto a
producdo de citocinas, em C57BL/6 houve interagdo entre infec¢do x ruido (p<0.05), com
menor produgdo de interferon gama no grupo "Siléncio" controle quando comparado aos
grupos "Siléncio" infectado e "Ruido" controle (todos p<0,05). Nos testes comportamentais
ndo houve diferenga entre os grupos. Nossos resultados demonstraram que, embora a
influéncia do ruido e da infecgdo tenha provocado alteragdes em alguns pardmetros
fisiolégicos e imunoloégicos, eles ndo foram suficientes para promover mudangas mensuraveis
nos parametros de estresse avaliados, uma vez que a dosagem de corticosterona e as respostas
dos animais dos diferentes grupos aos testes comportamentais ndo foram diferentes. Este
estudo demonstrou que o nivel de ruido encontrado no biotério causou um baixo impacto no
bem-estar de animais experimentais.

Palavras-chaves: ruidos em biotério, camundongos, bem-estar, comportamento, fisiologia,
Herpes simplex virus -1



ABSTRACT

The breeding practices adopted and the equipment typically found in animal facilities produce
sounds at frequencies within the auditory range of the mice (1 a 100 KHz), which can cause
hearing and other non-hearing effects. Another aspect that could potentially affects the
welfare of experimental animals would be their impaired health condition, since in addition to
all the variables present in the environment, some of them are deliberately infected with
pathogens. This study aimed to evaluate the possible effects of the chronic exposure of
C57BL/6 and TIr2/TIr9”) mice, uninfected and infected, with a low m.o.i. of Herpes simplex-
1, at different noise levels present in the “Quiet” and “Noisy” rooms. Considering all
procedures, a total of 51 male mice were used, 27 of the C57BL/6 and 24 of the Tlr2/Tlr9"
strains. Physiological parameters such as weight gain, hemogram, cholesterol,
glucose,corticosterone and cytokines involved in the immune response were evaluated
together with the animals’ behavioral responses in Open Field and Light/Dark tests. In
relation to the physiological parameters in C57BL/6, there was infection x noise interaction
(P<0.05) with greater weight gain by the infected “Quiet” group (P<0.05) when compared to
the infected “Noisy” group. In the hemogram of C57BL/6 there was infection X noise
interaction (P<0.01) in the platelets, with increase by the infected “Quiet” group when
compared to the control “Quiet” and infected “Noisy” group (P<0.05). No significant
differences were found between the groups in the cholesterol, glucose and corticosterone
concentrations. Regarding the production of cytokines in C57BL/6 there was infection x noise
interaction (P<0.05), with a lower production of gamma interferon in control “Quiet” group
when compared to the infected “Quiet” group and to the control “Noisy” group (all P<0.05).
In behavioral tests there was no difference between the groups. Our results demonstrated that
although the noise and infection influence have caused changes in some physiological and
immunological parameters, they were not sufficient to promote measurable change in the
stress parameters evaluated, since that corticosterone concentration and the responses of the
animals from different groups in the behavioral tests were not different. This study
demonstrated that the noise level found in the animal facility caused a low impact on the
welfare of experimental mice.

Key words: noise in animal facility, mice, welfare, behavior, physiology, Herpes simplex
virus -1
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1 INTRODUCAO

1.1 Animais de Laboratorio - Camundongos

Os animais de laboratdrio sdo utilizados em pesquisas envolvendo as mais diversas
areas da pesquisa biomédica, sendo imprescindiveis para o desenvolvimento das ciéncias
bioldgicas e da saide e assim, tendo grande relevancia para as medicinas humana e veterinaria
(De Lucca et al., 1996; Andrade et al., 2002; Majerowicz, 2008; Salgado, 2010).

A aplicagdo de modelos animais ¢ tio diversa quanto as areas de investigacdo
existentes (Svendesen e Hau, 1994). Para a obteng@o de resultados experimentais confiaveis, a
escolha do modelo animal deve ser feita de acordo com o protocolo experimental, adotando
espécies disponibilizadas com qualidade adequada e em menor numero possivel (Gilioli,
2003; Ferreira et al., 2005).

Neste contexto, Russel & Burch (1959) sintetizaram em trés palavras o Principio
Humanitario da Experimentagdo Animal (Principio dos 3 R's), onde se deve utilizar o menor
nimero possivel de animais (Reduction), substituir o modelo animal por modelos alternativos
(Replacement) e aprimorar as técnicas de pesquisa visando minimizar o sofrimento do animal
(Refinement) (Andrade et al., 2002; National Research Council, 2010). A pesquisa animal
conduzida com ética e responsabilidade oferece sempre expectativas para o desenvolvimento
de novos métodos de prevengdo, tratamento, cura e controle de doengas, do sofrimento e da
dor (Majerowicz, 2005).

No século passado, espécies de roedores como ratos e camundongos comegaram a ser
utilizados de forma consideravel como modelos a serem adotados na pesquisa devido a
facilidade de acompanhamento das diferentes fases de seu desenvolvimento (Gilioli, 2003).
Atualmente, o camundongo ¢ o animal mais amplamente utilizado para fins de ensino e
pesquisa (Lapchik et al., 2017). A escolha por esta espécie se justifica pelo fato de serem
mamiferos pequenos, proliferos, de manuseio e manutencio faceis, com curtas geragdes e
proporcionando assim, um custo reduzido na experimentagdo animal ¢ um maior nimero de
animais disponiveis (Mazzaccara et al., 2008; Lapchik et al., 2010). Desde entdo, o
camundongo tem desempenhado um papel fundamental na genética de mamiferos e na
pesquisa biomédica. Além disso, a capacidade de se adicionar e alterar seletivamente o
genoma deste roedor aumentou seu poder como uma ferramenta para o entendimento das

bases genéticas em processos de saide e doengas humanas. Camundongos isogénicos e
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mutantes frequentemente possuem sindromes similares as doengas humanas hereditarias
devido a proximidade metabolica e anatdmica interna com os seres humanos (Hedrich, 2004).

Desta forma, o grande avango do conhecimento humano na medicina humana e
veterindria e a utilizagdo de animais de laboratorio em pesquisas cientificas fez com que
houvesse a necessidade de implementag¢@o de novas técnicas que favorecessem assim o bem-

estar dos animais de laboratorio (Frajblat et al., 2008).

1.2 Bem-estar animal

O bem-estar animal foi inicialmente definido por Barry Hughes em 1976 como o
estado de completa saude, fisica e mental, onde o animal esta em harmonia com seu ambiente.
A este conceito Hurnik (1992) acrescentou a idéia de que o bem-estar significa uma alta
qualidade de vida do animal, defendendo que um o6timo funcionamento bioldgico do
organismo ocorre somente quando a sua vida estd identificada ou alinhada com o ambiente,
reiterando que este cenario denomina-se estado de harmonia. Outra defini¢do foi dada por
Broom (1986) em que o bem-estar animal ¢ o estado do organismo durante as suas tentativas
de se ajustar ao seu ambiente para a manutenc¢do da homeostase. Isto significa que quando os
desafios sdo vencidos com pouco esforgo e gasto de recursos, o bem-estar do individuo é
satisfatorio. Por outro lado, quando o individuo falha no enfrentamento destes desafios, o
bem-estar pode ser comprometido (Manteca et al., 2013).

Neste contexto, Broom e Johnson (1993) identificaram trés aspectos relacionados com
a questdo: o bem-estar ¢ uma caracteristica do animal e ndo algo que o homem pode fornecer;
o bem-estar pode variar de muito bom a muito ruim e o bem-estar pode ser medido
cientificamente (Manteca et al., 2013). Desta forma, Broom e Molento (2004) defendem que o
bem-estar deve ser definido de forma que permita pronta relagdo com outros conceitos, tais
como: necessidades, liberdades, felicidade, adaptagdo, controle, capacidade de previsdo,
sentimentos, sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio, estresse e saude. Segundo Nordquist et
al., (2017) o conceito de bem-estar foi melhor sumarizado por Webster (2012): "Existe agora
um amplo consenso entre académicos e o publico em geral de que o bem-estar de um animal
senciente ¢ definido por qudo bem se sente, como ele é capaz de lidar com os desafios fisicos
e emocionais aos quais esta exposto™.

Segundo Orientagdo Técnica n°12 do Conselho Nacional de Controle da

Experimentagdo Animal (CONCEA), de 8 de maio de 2018, atualmente para o estudo do
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bem-estar animal trés abordagens principais sdo utilizadas: baseada no comportamento dos
animais de vida livre, em suas experiéncias subjetivas e no seu funcionamento fisioldgico.

Existem fortes evidéncias de que os animais sdo capazes de experimentar ¢ expressar
diferentes emogdes ou estados afetivos, incluindo aqueles de valéncia positiva, como
felicidade ou prazer (Poole, 1997; Finlayson et al., 2016). Desta forma, se torna de extrema
relevancia o equilibrio entre experiéncias positivas e negativas, entre a previsibilidade e
imprevisibilidade, bem como controlabilidade e incontrolabilidade, semelhantes as dos
animais de vida livre (Baumans, 2005). As emogdes positivas tém sido identificadas como um
marcador critico para o bem-estar dos animais, assim, ¢ essencial investigar métodos para
reconhecer estados emocionais negativos e positivos em animais. Nos animais, os estados
emocionais podem ser deduzidos do comportamento, incluindo vocaliza¢Ges, fisiologia,
neurofisiologia ou cognicdo (Finlayson et al., 2016). Em camundongos os estados emocionais
podem ser inferidos a partir do comportamento do animal e, além disso, diferentes estados
emocionais podem ser expressos por meio de mudangas na expressdo facial (Finlayson et al.,
2016). Langford e colaboradores (2010) demonstraram que as lesdes de regides especificas do
cérebro em camundongos, cuja atividade estd associada a percep¢do de dor nos seres
humanos, atenuam as expressdes faciais de dor, sugerindo que a face que expressa dor pode
refletir diretamente a experiéncia de um estado emocional. A Figura 1 ilustra diferentes
caracteristicas faciais como o aperto orbital, a contracdo nasal e das bochechas, orelhas
arqueadas para tras ou para os lados e ainda, o posicionamento das vibrissas, que sfo

codificadas por meio de uma escala de trés pontos: ndo presente, moderado e grave.
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Figura 1: Intensidade das car acteristicas faciais de camundongos sdo codificadas em uma escala
de trés pontos. Para cada uma das cinco caracteristicas sdo apresentadas imagens que exibem um
comportamento correspondente aos trés valores. Fonte: Lapchik et al., 2017, pag 581.

Webster (2016) reitera conceitos elaborados e adotados pelo Farm Animal Welfare
Council (FAWC) em 1979 sobre as Cinco Liberdades do bem-estar animal que tem como
objetivo apresentar pontos a serem observados nas condigbes em que os animais sdo
mantidos. Tais liberdades atualmente sdo: Liberdade de sede, fome e mé-nutrigdo, Liberdade
de dor, ferimentos e doenga, Liberdade de desconforto, Liberdade para expressar
comportamento natural e Liberdade de medo e distresse (FAWC, 1993). Molento (2003)
propde ainda que as Cinco Liberdades sgam expressas como: Liberdade Nutricional
(auséncia de fome e de sede), Liberdade Sanitéria (auséncia de doengas e de fraturas),
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Liberdade Ambiental (edificacdes adaptadas), Liberdade Comportamental (possibilidade de
exprimir comportamentos normais) e Liberdade Psicologica (auséncia de medo e de
ansiedade) (Baptista et al., 2011). Importante mencionar que esses cinco itens procuram
oferecer uma abordagem para a compreensdo do bem-estar como ¢é percebido pelo proprio
animal (e ndo como definido por seu criador ou mesmo pelo consumidor) e servem como um
ponto de partida para avaliar os aspectos bons e ruins de um sistema de criagdo (Webster,
2016).

Com relacdo aos animais de laboratorio, o bem-estar é considerado como um dos
principais fatores que pode influenciar o resultado de um experimento, uma vez que o
confinamento pode resultar na impossibilidade de resolugdo de situagdes indesejaveis. Assim,
é fundamental entender o universo artificial onde o animal estd contido e compreender
aspectos da anatomia, fisiologia, etologia e manejo das espécies em questdo (Frajblat et al.,
2008). A partir desse conhecimento ¢ gerada uma série de obrigagdes éticas e legais que
certamente favorecerdo o bem-estar destes animais por meio da aplica¢do do principio dos 3
R’s. Em biotérios, o estado ideal de bem-estar pode ser assumido quando a equipe envolvida
no projeto certifica que a habitagdo dos animais e os cuidados destinados a estes séo
consistentes com as melhores praticas, e ainda, que os animais estdo saudaveis e que estdio
totalmente habituados as suas rotinas de alojamento e de criagdo (Hawkins et al., 2011).

No que diz respeito a legislagdo brasileira, a Lei Federal 11.794/Lei Arouca foi
aprovada em 2008, apos tramitar por 13 anos no Congresso Nacional. Esta lei gerou
condigdes para que se estabelecesse uma politica nacional para o uso de animais no ensino e
na pesquisa, regulamentando assim o uso de animais em experimentos cientificos. Neste
sentido, a pertinéncia, bem como a andlise critica da real necessidade do uso de animais em
situacdes experimentais, constituem bases imprescindiveis para que a sociedade como um
todo, compreenda e aceite como justificavel a participagdo de animais em procedimentos
didaticos e cientificos. Além disso, esta lei foi responsavel pela criagdo do CONCEA, que
formula normas relativas a utilizagdo humanitaria de animais com finalidade de ensino e
pesquisa cientifica, bem como estabelece procedimentos para instalagdo e funcionamento de

centros de criagdo, de biotérios e de laboratérios de experimentagdo animal.
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1.3 Comportamento animal

O comportamento do animal é uma das caracteristicas mais importantes quando se
caracteriza o estresse, pois ¢ fundamental nas adaptagdes das fungdes bioldgicas e representa
a parte do organismo que interage com o ambiente (Snowdon, 1999). A observagdo das
alteragdes comportamentais é considerada um dos métodos mais rapidos e praticos quando se
avalia o bem-estar animal (Pizzutto, 2007). Por meio da observagdo comportamental é
possivel mensurar o estado do individuo em relagdo ao seu ambiente (Broom, 2011). O
comportamento do animal em combinag¢do com a avaliagdo fisiologica pode proporcionar uma
compreensdo mais completa das perturbagdes homeostaticas de um organismo devido aos
estimulos estressivos internos ou externos (Filiciotto et al., 2014). No entanto, proporcionar e
mensurar bem-estar para animais mantidos em cativeiro representa um grande desafio para
profissionais da area (Dawkins, 2004; Pizzutto et al., 2013).

Todo animal apresenta um comportamento padrdo da espécie e a presenga de
comportamentos anormais pode ser considerada como um indicador de que o bem-estar nio
estd sendo alcangado (Sanders e Feijo, 2007). Desta forma, as esteriotipias, geralmente
definidas como padrdes comportamentais invaridveis e repetitivos, sem meta ou fungio
aparente podem ser utilizadas como indicadores da auséncia ou redugdo de bem-estar
(Pizzutto et al., 2013). Os roedores tendem a desenvolver estereotipias e comportamentos
impulsivos/compulsivos e, reconhecer estes comportamentos anormais se torna de extrema
relevancia na promogdo do bem-estar (Tabela 1). Os herbivoros e onivoros tendenciam a
desenvolver principalmente estereotipias orais, enquanto que os predadores desenvolvem
estereotipias locomotoras como "pacing" (andar de um lado para outro) e rotas tragadas.
Neste contexto, o enriquecimento ambiental tem sido utilizado como uma ferramenta
importante na busca de comportamentos tipicos da espécie, melhor qualidade de vida e bem-

estar desejavel (Young, 2003).
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Tabela 1: Comportamentos normais e anormais de roedores com propostas de solugdes.

Espécie Comportamento Comportamento Solugdes propostas
normal estereotipado

Camundongo Noturno, constru¢gdo Barbeamento, Iutas, Produtos oferecendo
de ninho, tigmotaxia, triturar os aimentos, oportunidades para abrigar,
forrageando, roendo e roer a grade, limpeza exercitar, construir ninho,
escavando excessiva roer e forragear, e ainda

recompensas comestiveis
Rato Noturno, construcdo Barbeamento, lutas, Produtos oferecendo
de ninho, tigmotaxia, triturar osaimentos  oportunidades para abrigar,
forrageando, roendo e construir ninho, roer e
escavando, forragear, e ainda

coprofagia recompensas comestiveis
Hamster Noturno, Canibalismo, lutas Produtos oferecendo
exploratorio, oportunidades para abrigar,
forrageando, roendo e construir ninho, roer e
escavando, lutas, forragear, e ainda

estoca o alimento recompensas comestiveis

Fonte: Adaptado de Branddo & Mayer (2011).

1.3.1 Comportamento de camundongos em biotérios

Com relacdo aos camundongos, eles foram domesticados ha séculos e tém sido
utilizados para fins de pesquisa desde o século XVII, embora o desenvolvimento do
camundongo de laboratdrio como modelo de pesquisa animal ndo tenha comegado até o inicio
do século XX. Apesar da condicdo de cativeiro em que estes animais vivem, eles ainda
mantém muitas caracteristicas dos seus ancestrais selvagens (Mattaraia e Oliveira, 2012).

O camundongo é uma espécie extremamente ativa, que se empenha em altos niveis nas
interagdes sociais e reciprocas. A socializagdo ¢ de grande importancia para o animal, uma
vez que determina a ocorréncia de uma adaptagdo adequada as estruturas sociais. Assim,
animais criados em condi¢des sociais ndo apropriadas, tornam as relagdes com outros
individuos agressivas e elevam o nivel de estresse no grupo (Mattaraia e Oliveira, 2012).
Kaiser e Sachser (2005) relatam que durante a socializagdo os animais aprendem algumas
regras sociais como, por exemplo, “respeitar as associagdes entre machos e fémeas e as
relagdes de domindncia”. Os sintomas comportamentais do estresse do isolamento (também
denominado sindrome de isolamento) incluem agressdo, estereotipias, convulsdes, ansiedade

e dificuldade no manuseio. Os sintomas fisiologicos incluem imunoincompeténcia, maior
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incidéncia tumoral, ulceracdes gastricas, hipersensibilidade a toxinas e aumento de patologias
(Balcombe et al., 2004; Balcombe, 2006).

Em biotérios, o camundongo apresenta um interessante e elaborado repertério de
comportamento social e individual, com caracteristicas marcantes de nidificagdo,
acasalamento, maternidade, marcagéo territorial e agressividade (principalmente entre machos
em idade adulta) (Mattaraia e Oliveira, 2012, Coimbra et al., 2013). A comunicac¢do ¢é
primordialmente baseada no olfato, pela sinalizagdo por meio da percepgdo de feromonios.
Outro sistema importante de reconhecimento social e exploratorio € o uso tatil das vibrissas
que possibilita ao animal receber informagBes como vibragdo, contato, pressdo e
deslocamento (Mattaraia e Oliveira, 2012).

O comportamento de grooming (higiene) ¢ um componente-chave e uma atividade
social importante em varias espécies animais, incluindo camundongos, que passam de 30% a
50% de seu tempo acordado. A higiene social foi considerada no passado como um
comportamento agressivo, mas mais recentemente concluiu-se que esse comportamento
ocorre em algumas espécies de roedores e foi interpretado como sendo semelhante a um
aperto de mdo em humanos (Branddo e Mayer, 2011). Alguns perfis de respostas
comportamentais, como por exemplo, o aumento das atividades de limpeza e higiene, sio
causados pela exposi¢io sonora. A atividade locomotora pode mudar e os sons podem
induzir reacdes especificas como o reflexo acistico, congelamento e orientacio (Voipio et
al., 2006).

Cada espécie emite vocalizacdes com energia em faixas de frequéncia compativeis
com suas habilidades auditivas (Portfors, 2007). Os roedores emitem um repertorio
diverso de vocalizagdes ultra-sonicas em diferentes contextos sociais, como por exemplo
as vocalizagdes de 22 kHz e 50 kHz siao emitidas em diferentes situacdes sociais e a
ocorréncia de cada tipo depende das demandas fisicas e psicologicas da situagiio
ambiental. Além disso, evidéncias recentes sugerem que essas vocalizacdes representam
diferentes estados afetivos do animal (Portfors e Perkel, 2014; Brudzynski, 2015).

Chumbinho e colaboradores (2012) concluiram em seus estudos que as principais
atividades realizadas pelos camundongos em biotérios sdo de repouso (quando estdo em torno
da 4* semana de vida), explorar o ambiente e buscar o alimento quando amadurecem e
tornam-se adultos (8 semana de vida). Apresentam constante atividade de auto-higienizacéo e

de contato fisico durante toda sua vida. Porém devemos observar as diferencas entre os
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agrupamentos, pois cada um apresenta um perfil peculiar e diferenciado de prevaléncia das

atividades.

1.3.2 Testes de comportamento

Medo e ansiedade formam a primeira linha de defesa, fazendo parte de um mecanismo
de sobrevivéncia, fruto de todo um processo evolutivo (Kin e Gorman, 2005). Estes fatores,
quando percebidos pelos animais e humanos, impedem a realizagio de diversas atividades ou
induzem a comportamentos inesperados e repentinos.

Gouveia e Hurst (2017) publicaram sobre a influéncia de estressores ambientais no
desempenho dos animais de laboratorio em testes comportamentais. Isso ocorre porque a
performance de um animal durante o teste é determinada pelo seu comportamento, que por
sua vez ¢ suscetivel as diferentes variaveis presentes no ambiente e que sdo potencialmente
estressoras. Assim, podem ser criados vieses consideraveis na replicagdo de respostas entre
lotes de animais, experimentos e laboratorios, uma vez que o estresse ou a ansiedade em
decorréncia de estimulos presentes no ambiente sdo suscetiveis de deslocar a atengdo do
animal de um determinado teste, prejudicando a sua capacidade de aprender e/ou resolver
tarefas especificas. Isto pode prejudicar a confiabilidade da pesquisa, pois embora os
resultados parecam ser consistentes, eles refletem uma interagdo inadequada com o teste ao
invés de uma medida de desempenho que o teste foi projetado para avaliar.

Modelos comportamentais para avaliar o estresse e a ansiedade estdo bem
estabelecidos em camundongos, dentre eles os testes campo aberto (Open Field Test) e claro-
escuro (Light/Dark Box Test) sdo dois tipos classicos. Especificamente, o teste campo aberto ¢
potencialmente sensivel tanto a atividade quanto a exploragdo, e também a emocionalidade,
que tende a suprimir a expressdo da primeira. Os indices mais utilizados para avaliar a
emocionalidade, como a ansiedade, sdo o tempo de permanéncia no centro e a locomogéo
(Walsh e Cummins, 1976; Carola et al., 2002). O teste claro-escuro baseia-se no conflito entre
as propriedades aversivas do compartimento claro e a tendéncia a explorar um novo ambiente.
Portanto, esta positivamente correlacionado com o tempo gasto no compartimento iluminado
e negativamente com o nimero de entradas no compartimento escuro (Crawley e Goodwin,

1980; Heredia et al., 2014).
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1.4 Estresse

Segundo recomendagdes da Felasa (1994), dor, angustia e sofrimento sdo termos que
basicamente descrevem os estados da percepgio da mente humana ou suas experiéncias. E
dificil transferir as defini¢des de “estados da mente” para estados comparaveis aos animais de
laboratorio. No entanto, os pesquisadores devem estar familiarizados com as dificuldades nos
conceitos de dor, angustia e sofrimento e saber como reconhecer, avaliar, controlar e, de
preferéncia, evitar essa experiéncia em seus animais.

No que se refere ao estresse, ele pode ser definido como um estimulo ambiental sobre
um individuo que sobrecarrega seus sistemas de controle e reduz sua adaptagdo, ou parece ter
potencial para tanto. Todo fator exdgeno que provoca um estresse ¢ denominado estressor
(calor, frio, ruido, umidade, fome, sede, infec¢Bes, esforgos corporais, infestagdes
parasitarias, dor, elevada densidade populacional, isolamento, medo, ansiedade, etc). A
interagdo entre estimulo (estressor) e resposta ao estimulo (somatorio das reagdes nfo
especificas ao estressor), manifesta-se na forma de uma sindrome (Sindrome de Adaptacio
Geral), com o qual o organismo tenta evitar ou reduzir os efeitos do estressor (Broom, 1993).

Os animais adaptam-se a situa¢des previsiveis por meio de modificagdes fisioldgicas e
comportamentais, uma vez que seus ambientes ndo sfo estaticos. Os componentes nio
previsiveis promovem o chamado “estagio de emergéncia”, que resulta em mudangas nos
pardmetros enddcrinos e metabdlicos de um organismo (Mostl e Palmer, 2002). Um grande
niimero de hormonios (ACTH, glicocorticoides, catecolaminas e prolactina) esta envolvido
nas respostas ao estresse (Moberg e Mench, 2000) (Figura 2). As glandulas adrenais tém um
papel primordial nas respostas hormonais ao estresse, agindo, por exemplo, no eixo
hipotalamico-pituitario (hipofise)-adrenal, que é altamente sensivel a estressores psicologicos
resultantes da percepgdo de perigo ou ameaga, novidade ou incerteza do ambiente (Carlstead e
Brown, 2005). Situa¢des adversas desencadeiam respostas das adrenais, resultando em um
aumento da secrec@o de glicocorticoides e/ou catecolaminas. Este € o primeiro mecanismo de
defesa do organismo contra as condigdes estressantes (Moberg e Mench, 2000).

Embora o estresse seja parte integrante da vida do animal, sua duragdo é de
fundamental relevancia quando se considera o seu impacto nos individuos. Existem muitas
diferengas na maneira como os fatores de estresse agudo (curto prazo) e cronico (longo prazo)
afetam a fisiologia e o comportamento (Bowers et al., 2008). Durante um curto periodo de

estresse, os glicocorticoides podem facilitar a mobilizagdo energética e alterar o
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comportamento. Muitos tipos de agentes estressores agudos podem acarretar um aumento
geral da excitagdo, que, por sua vez, tem o potencia de trazer beneficios fisiologicos e
psicolégicos para o animal. Entretanto, o estresse cronico ou o estresse intermitente podem
acarretar em altos custos bioldgicos (Bowers et al., 2008), como diminuigdo da aptiddo
individual por imunossupresso e atrofia de tecidos, diminuigio da capacidade reprodutiva
(Peel et al., 2005) e alteragbes comportamentais, também conhecidas como estereotipias
(Carlstead et al., 1992; Mc Bride e Cuddelford, 2001).

RN

Figura 2. Resposta ao estresse: eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) e sistema
nervoso auténomo. Fonte: Adapatado de Ulrich-La e Herman (2009).

O impacto fisioldgico e comportamental de um agente estressor € atamente
dependente da percepgéo e do tipo de resposta comportamental do individuo. A resposta ao
estresse envolve uma ampla gama de mecanismos fisiol égicos, incluindo o metabolismo e a
resposta imune, que serdo Uteis para superar a condigdo de desequilibrio desencadeada pela
resposta primaria ao estresse. Desta forma, o animal tenta evitar situagdes perigosas com risco
de vida, preservando sua integridade corporal e, quando exposto ao estimulo estressor tenta
reintegrar o equilibrio em todos os sistemas fisiolégicos para recuperar a homeostase. Em

determinadas situagdes, embora o organismo se empenhe para enfrentar o desafio, a
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reorganizacio metabolica pode afetar a eficiéncia de certas fun¢des, como por exemplo, o

sistema imunoldgico e a resisténcia a patogenos (Puzserova e Bernatova, 2016).
1.5 Fundamentos do som e sua medigao

A propagacdo da energia sonora se faz pelo movimento vibratério das moléculas e/ou
particulas que compdem um meio material elastico. Esse meio sofre repetidas compressdes e
expansdes moleculares que se propagam em forma de ondas a partir da fonte sonora, sempre
em torno de sua posigdo de equilibrio original. As compressdes e expansdes do meio causam
flutuagdes de pressdo. Como essas flutuagdes ocorrem devido a propagagdo de um som,
recebem a denominagfo de pressdo sonora (Cavalcante, 2009).

Com relac@io ao som, ele ¢ caracterizado principalmente com base na amplitude e na
frequéncia. A amplitude é o deslocamento méaximo da particula em relagéo a sua posicdo de
equilibrio, o periodo é o tempo decorrido em uma oscilagdo completa e a frequéncia é o
numero de vezes que a particula vibra em um segundo. A amplitude refere-se a "intensidade"
de um som e ¢ medida em uma escala de decibéis (dB). Uma medida de decibéis ¢
determinada tomando-se a medida de unidade para a amplitude da pressdo sonora, o pascal
(Pa), e convertendo este nimero para uma escala de decibéis usando o nivel de pressdo sonora
(NPS). A unidade usual para a pressdo sonora ¢ o Newton por metro quadrado (N/m?) ou
Pascal (Pa). O NPS ¢é uma escala logaritmica que permite a medi¢do de uma ampla gama de
variagdes de pressdo detectaveis pelo ouvido humano (Rasmussem et al., 2009).

Quanto a medigdo da percepgdo do nivel de pressdo, o nivel de ruido ponderado A,
abreviado como dB(A), é uma curva unica que representa a soma energética do ruido (som),
ajustada pela frequéncia (isto é, tendo em conta o conteudo espectral). A curva de ponderacéo
de frequéncia (ponderagdo A) representa o nivel sonoro que cobre toda a gama de frequéncias
baseadas na audi¢do humana. Contudo, embora grande parte dos medidores de ruido e a
literatura facam uso da curva de ponderagdo em "A", em experimentos com animais, isso
pode levar a um viés, uma vez que os efeitos da sensibilidade auditiva especifica da espécie
ndo estdo sendo levados em consideragdo (Voipio et al., 2006). Portanto, o nivel de pressdo
sonora medido no ambiente ¢ freqiientemente maior que o nivel sonoro proximo ao animal
(Voipio et al., 2006; Di e Xu, 2016), desta forma, em biotérios € recomendado que se utilize a

curva de ponderagdo em "Z" com ajuste linear, pois representa a leitura geral da medicéo e o
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seu valor global ¢ a soma de todas as variagdes de pressdo sonora detectadas pelo microfone
(Hughes, 2007).

Li e colaboradores (2015) sugerem que o calculo do NPS deve estar baseado no ciclo
circadiano, de forma a ser adicionado 10 dB ao valor encontrado no periodo em que ocorre o
descanso. Assim, pelo fato do camundongo ser uma espécie de habitos noturnos (descansam
na fase clara e permanecem ativos no periodo escuro) ocorre uma maior influéncia do ruido
no periodo diurno. Desta forma, nas medigdes realizadas neste perido deveria ser acresentado

10 dB ao valor encontrado.

1.6 Ruidos em biotérios

Visando a reprodutibilidade e a qualidade dos resultados experimentais, os animais de
laboratorio sdo avaliados periodicamente tendo em vista a certificagdo genética e sanitaria das
colonias. Adicionalmente, é realizada a supervisdo constante da aplicagdo correta das técnicas
de manejo e o monitoramento periddico das condigdes de saude e de ambiente recomendadas
para cada espécie a fim de se propiciar bem-estar ao animal de forma a nfo interferir em seu
equilibrio fisioldgico, biolégico e comportamental (Figura 3). Além disso, o emprego de
praticas e procedimentos padronizados com a finalidade de barreiras de protegéo, destinados a
evitar a contamina¢do do macro e microambientes e dos animais, também s3o considerados

nestas instalacdes (Ferreira et al., 2005; Majerowicz, 2005; National Research Council, 2010).
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Figura 3: Fatores externos que interferem no equilibrio fisiolégico, biologico e
compor tamental de camundongos. Fonte: Modificada de Lapchik et a ., 2010, pag 519.
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Neste contexto, refinar o ambiente € o bem-estar dos animais de laboratorio € o maior
desafio da Ciéncia em Animais de Laboratorio. O ambiente deve estar baseado nas
necessidades de cada espécie: ser seguro, confortavel e enriquecedor e, a0 mesmo tempo
padronizado (Voipio et al., 2006). Em biotérios, os roedores sdo expostos a um grande
nimero de varidveis ambientais originadas do micro e macroambiente como, densidade
populacional, odores, iluminagfo, umidade, temperatura, tipo de conduta adotada pelo corpo
técnico, dentre outras (Sales et al., 1988; Turner et al., 2005; Jensen et al., 2010). O
monitoramento do registro de algumas destas varidveis é normalmente realizado de forma
rigorosa nestes ambientes. No entanto, pouca aten¢do ¢ dada a paisagem sonora, apesar da
grande evidéncia de que o som ¢ considerado um dos fatores que tem grandes efeitos sobre os
animais afetando significativamente uma variedade de sistemas (Turner et al., 2005; Lauer et
al., 2009; Reynolds et al., 2010).

O ruido pode ser definido como qualquer som presente no ambiente (Turner et al.,
2005) e, em biotérios ¢ um fator que pode variar diariamente, sendo inevitavel a manutengfo
em um mesmo nivel (Peterson, 1980). The Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (National Research Council, 2010) preconiza que o controle de ruidos deve ser
considerado tanto no projeto de instalagdo dos animais quanto na sua execugfo. De uma
forma geral, na constru¢do de biotérios ¢ utilizado concreto em paredes e pisos e o
acabamento de tetos e paredes é feito com tinta epdxi. Embora esses materiais facilitem a
higieniza¢do de superficies e minimizem o acumulo de poeira, eles acentuam o ruido no
ambiente, uma vez que fornecem pouca absor¢do do som e aumentam seu tempo de
reverberagdo (Carlton e Richards, 2002; Turner et al., 2005). Assim, o ambiente actstico em
biotérios foi estudado e caracterizado por varios grupos (Turner et al., 2005; Lauer et al.,
2009; Reynolds et al., 2010) e a paisagem sonora encontrada é composta por ruidos de fundo
provenientes de sistemas elétricos e mecanicos, além de sons intermitentes atribuidos a varias
fontes, principalmente a atividade humana. Milligan e colaboradores (1993) e Lauer e
colaboradores (2009) demonstraram que as praticas de criagdo adotadas em biotérios, bem
como os equipamentos tipicamente encontrados nestas instalagdes, produzem sons em
frequéncias superiores as que os seres humanos conseguem ouvir (20 Hertz e 20 kilohertz),
porém dentro da faixa de audigdo dos camundongos (1 a 100 kilohertz). Turner e
colaboradores (2005) apontaram trés fontes basicas de geragdo de ruido: dispositivos técnicos
(ar condicionado, exaustor, racks ventilados, estantes ventiladas, sistema elétrico, além de

outros equipamentos utilizados), manejo dos animais (abrir/fechar portas e mini-isoladores,
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carrinhos, comunicag@o entre os técnicos e usudrios) e os proprios animais (atividades
realizadas, vocalizag¢do). Voipio e colaboradores (2006) ressaltam ainda que os ruidos gerados
podem variar de acordo com o processo de trabalho executado, com o estilo de trabalho e com
os materiais utilizados. Portanto, esta variavel deve ser controlada rigorosamente nas
instala¢des de animais (Voipio et al., 2006; Turner et al., 2007).

Os niveis de pressfo sonora variam entre o periodo claro e o periodo escuro e entre
dias de semana e finais de semana sendo que os sons com altos niveis de pressdo sonora sdo
produzidos especialmente durante a rotina de trabalho com os animais (Milligan et al., 1993,
Sales et al., 1993; Voipio et al., 2006). Em estudos realizados por Peterson (1980) o ruido de
fundo nas salas de animais ¢ inferior a 50 dB (A) durante a noite, contudo durante o horario
de trabalho pode exceder 100 dB (A) (Voipio et al., 2006). Varios procedimentos de rotina
realizados em biotérios produzem sons com frequéncias e niveis de pressdo sonora variados,
contudo dentro da faixa auditiva de camundongos (1 a 100 kHz). Embora muitas atividades
sejam de curta duragdo, elas sfo repetidas constantemente, podendo ter uma maior relevancia
para o bem-estar animal que os sons produzidos acidentalmente. Segundo Turner e
colaboradores (2005) ateng@o especial deve ser dada ao ambiente acustico em biotérios

devido a preponderancia de sons de alta frequéncia acima do limiar auditivo humano.

1.7 Espectro da frequéncia auditiva de camundongos

Diferengas fisioldgicas entre os animais faz com que os mesmos interajam
diferentemente com o ambiente. Seus aparelhos receptores e geradores de sinais acusticos
captam e geram ondas mecanicas cujas faixas de frequéncias sdo diferentes da capacidade
perceptiva do aparelho auditivo humano (Cavalcante, 2009). A orelha dos mamiferos
apresenta caracteristicas morfoldgicas variadas, adaptadas as propriedades acusticas do meio
ambiente e ao tipo de som que cada espécie necessita ouvir para sobreviver. Em mamiferos de
vida terrestre, o tamanho, formato e mobilidade do pavilhdo auditivo sdo variaveis nestas
espécies. Na orelha média, a membrana timpéanica é delgada e cada ossiculo pode vibrar de
modo independente. O giro basal da coclea tem a mesma largura do giro apical, a lamina
espiral 6ssea é pouco desenvolvida e a membrana basilar ¢ larga e espessa (Heffner et al.,
2001). Os mamiferos localizam a fonte de som por meio de trés fontes de sinalizagdo. Os dois
primeiros sinais de localizag@o sio as duas orelhas separadas pela largura da cabega. Um som

vindo da esquerda chega ligeiramente antes e mais alto ao ouvido esquerdo que ao direito. O
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cérebro utiliza o tempo de atraso e a diferenca de volume sonoro para localizar a fonte do som
no espago no plano esquerda-direita. O terceiro tipo envolve o ouvido externo (pavilhdo),
responsavel por localizar o som no espago nos planos de frente para tras e de cima para baixo
(De Avila, 2012).

A sensibilidade auditiva varia entre as diferentes espécies (Figura 4), de forma que os
camundongos possuem percep¢do auditiva em frequéncias ultrassdnicas com alcance entre 1 e
100 kHz, enquanto que a faixa detectada por humanos esta entre 20 Hz e 20 kHz, tornando
sua percep¢do auditiva diferente da de camundongos. Além disso, as analises de audiogramas
realizados em camundongos mostram que existe uma maior sensibilidade auditiva na faixa
proxima a 16 kHz, enquanto que em humanos ¢ de 4 kHz (Reynolds et al., 2010). Essa
diferenca na audig¢io coloca a maior parte do alcance de percepgdo sonora de camundongos
acima do que ¢ audivel por humanos e torna os sons na extremidade inferior do intervalo
humano inaudivel para os camundongos. Frequéncias de som acima da percepg¢do auditiva

humana s&o definidas como ultrassonicas e as frequéncias abaixo infrassonicas (Turner et al.,
2005).
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Figura 4: Sensibilidade auditiva de humanos e das principais espécies de animais utilizadas na
pesquisa biomédica. Fonte: Turner et a ., 2005.
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E importante mencionar ainda sobre a grande variabilidade da sensibilidade auditiva
entre as linhagens de camundongos (Tabela 2) (Turner et al., 2007; Mineur et al., 2009).
Algumas linhagens comumente utilizadas desenvolvem patologias graves do sistema auditivo.
A linhagem DBA/2 demonstra uma perda auditiva substancial a partir de duas semanas de
idade que progride rapidamente até completa surdez com cerca de oito a nove meses de idade.
Além disso, o ruido subito pode causar convulsdes fatais nesta linhagem durante um periodo
critico (3* e a 4* semana de vida). A suscetibilidade as convulsGes audiogénicas ¢ maior no
sistema auditivo imaturo e a exposi¢do a altos ruidos por apenas alguns segundos durante um
periodo critico no inicio da vida pode causar desde convulsbes resistentes até o
desenvolvimento pronunciado da suscetibilidade ao som. As linhagens C57BL/6 e BALB/c
utilizadas como background para outras linhagens em estudos genéticos, também mostram
uma perda auditiva precoce progressivamente determinada. No entanto, a perda auditiva

nestas linhagens progride mais lentamente (Turner et al., 2005).

Tabela 2: Perda auditiva em algumas das linhagens de camundongos mais utilizadas na pesquisa
biomédica.

Linhagem Perda auditiva evidente

BALB/c 2 meses, progresséo lenta no proximo ano

C57BL/6 2 meses, progressdo lenta no proximo ano

A/) 2 meses, pouca progressdo adicional

DBA/2 1 més, progride rapidamente, camundongos surdos aos 8 a 9

meses de idade

129 3 meses

Fonte: Modificado de Turner et al., 2005.

1.8 Efeitos auditivos e nio auditivos do ruido

O estresse € considerado um fator de risco associado ao desenvolvimento de varias
doengas cronicas, incluindo doengas cardiovasculares, distirbios mentais, tumores malignos,
diabetes mellitus, obesidade, sindrome metabdlica, doengas inflamatdrias e autoimunes e
outros (Puzserova e Bernatova, 2016). Neste contexto, o ruido tem sido considerado um
estimulo estressor para os animais e possui um importante componente psicologico, se
tornando assim uma possivel fonte potencial para o desenvolvimento do medo (Kight e
Swaddle, 2011).
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No que se refere ao estresse cronico, o ruido tem demonstrado gerar fatores de risco
cardiovascular, como aumento da pressdo arterial e dislipidemia, aumento da viscosidade
sanguinea e glicose no sangue e ativagdo de fatores de coagulag@o sanguinea em modelos
animais (Muenzel et al., 2017).

Vazzana e colaboradores (2017) publicaram que a resposta ao estresse envolve uma
ampla gama de mecanismos fisioldgicos, incluindo o metabolismo e a resposta imune, que
serdo uteis para superar a condi¢do de desequilibrio desencadeada pela resposta estressante ou
primaria ao estresse. Com estas respostas, o animal tenta evitar situa¢des de perigo e também
situagdes que colocam em risco a propria vida ou a integridade corporal e, consequentemente,
lidar com a carga alostatica produzida pelo estressor e reintegrar o equilibrio em todos os
sistemas fisioldgicos para recuperar a homeostase.

Embora niveis de pressdo sonora abaixo de 85dB (A) sejam considerados seguros,
niveis mais elevados (> 100 dB (A)) demonstraram ser prejudiciais a cdoclea e podem levar a
perda auditiva. Assim, efeitos vasculares como a disfungio endotelial observados em outros
estudos em resposta a niveis de ruido extremamente elevados (> 100dB (A)) e longos
periodos de exposi¢do (2-4 semanas) podem ser secundarios aos efeitos diretos do ruido no
sistema auditivo. Em contraste, efeitos ndo-auditivos foram relatados por longos periodos de
exposicdo ao ruido com intensidades substancialmente menores (70 e 85dB (A)), levando a
niveis aumentados de corticosterona, pardmetros alterados das glandulas endodcrinas, da
fungo cardiaca e de marcadores de estresse oxidativo (Muenzel et al., 2017).

Neste contexto, o ruido pode provocar estresse e afetar significativamente os animais
de laboratorio alterando pardmetros fisioldgicos, imunoldgicos e comportamentais,
comprometendo seus bem-estar e, consequentemente, a resisténcia a patogenos (Vazzana et
al., 2017) e os resultados experimentais (Rasmussem et al., 2009).

Importante mencionar que durante a vida precoce dos mamiferos, o sistema nervoso
central sofre progressivo desenvolvimento estrutural e funcional e pode ser mais suscetivel a
fatores ambientais como o ruido (Cheng et al., 2001).

Com relagdo aos roedores, o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(National Research Council, 2010) preconiza que a exposigéo a ruidos acima de 85dB pode
acarretar no desenvolvimento de efeitos auditivos e ndo auditivos. Estas mudangas sio
determinadas por caracteristicas inerentes a espécie e linhagem; pelo nivel de ruido
intensidade, duragédo, previsibilidade e outras especificagdes do som; e ainda pela historia do

animal e o contexto de exposi¢do ao ruido. Contudo, sons abaixo de 85dB podem parecer ndo
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ser importantes, uma vez que nio causam perda auditiva ou desencadeiam uma severa reagao
ao estresse, mas, a exposi¢do cronica a niveis de pressdo sonora moderados pode alterar a
forma como o som ¢ processado, modificando a percepcéo de sons biologicamente relevantes,
podendo desencadear alteragdes fisiologicas, imunologicas e comportamentais.

Estudos relacionaram o ruido com a estimulagdo do sistema neuroenddcrino de
resposta ao estresse (Muenzel et al., 2017). Por meio da estimulagdo cronica ou cronica-
intermitente deste sistema, estressores audiogénicos tém sido associados a alteragdes
fisiologicas como hipertensdo, hipertrofia cardiaca, alteragdo do metabolismo eletrolitico,
alteragdes nas respostas imunes, ciclos de estro alterados, diminui¢io da fertilidade e aumento
no nimero de gestacdes prematuramente terminadas (Turner et al., 2005; Turner et al., 2007).
Cui e colaboradores (2016) demonstraram em seu trabalho que a exposigdo ao ruido cronico
induz alteragBes persistentes na regulagdo da glicose, acompanhadas por modifica¢des na
microbiota intestinal e respostas imunes do hospedeiro.

Importante mencionar ainda que o padrio de sono ¢ alterado tanto pela exposi¢io
aguda quanto pela exposicéio cronica ao ruido (Abou-Ismail et al., 2007). O sistema auditivo
pode influenciar estruturas do sistema nervoso central relacionadas com a regula¢@o do sono e
assim, contribuir com a homeostase do ciclo sono-vigilia (Febinger et al., 2014). Rabat (2007)
afirma em seu estudo que o padriio de sono é mais afetado pelos ruidos intermitentes que
pelos ruidos continuos e que os ruidos ambientais sdo extremamente deletérios ao sono.
Acrescenta ainda que animais expostos cronicamente ao ruido em biotérios podem
desenvolver diferentes patologias, no entanto pouco se sabe sobre o aparecimento de doengas
induzidas pelo ruido. Vérios sistemas estdo empenhados em enfrentar o desafio e a
reorganizagdo metabolica, afetando assim a eficiéncia de outras fun¢des, incluindo o sistema
imunolégico. Esta ¢ uma caracteristica comum da resposta ao estresse que pode afetar
transitoriamente o sistema imunoldgico e, consequentemente, a resisténcia a patogenos

(Vazzana et al., 2017).

1.9 Herpes simplex-1

1.9.1 Infec¢do experimental e bem-estar animal

Com relagdo aos animais experimentais, um dos estimulos estressores diz respeito a

sua condi¢do de saude prejudicada, uma vez que além de todas as varidveis presentes no
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ambiente, alguns sdo ainda infectados pelo patdgeno de interesse. Neste sentido ¢ sabido que
o bem-estar de um animal doente ¢ mais pobre que o bem-estar de um animal saudavel,
porém, muito ainda hé de ser estudado sobre a magnitude dos efeitos de doenca sobre o bem-
estar, ja que pouco se sabe sobre o grau de sofrimento associado a muitas doengas (Broom e
Molento, 2004). Neste contexto, o virus Herpes simplex tipo I (HSV-1), é um agente
infeccioso humano com distribui¢do em todo o mundo e tem sido foco de muitos estudos em
modelos murinos (Mansur et al., 2005; Lima et al., 2010; Zolini et al., 2014; Lucinda et al.,

2017).

1.9.2 HSV-1

A nomenclatura oficial estabelecida pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) denomina o virus Herpes simplex-1 (HSV-1) como Human herpesvirus 1 (HHV-1).
No entanto, a comunidade cientifica internacional utiliza o nome Herpes simplex virus 1
(HSV-1). O HSV-1 ¢ integrante da familia Herpesviridae, dentro da subfamilia
Alphaherpesvirinae e do género Simplexvirus. Os herpesvirus (familia Herpesviridae) estdo
amplamente distribuidos na natureza e compreendem um grupo abundante de virus de DNA
com distinta arquitetura do virion. Além disso, apresentam uma vasta variedade de espécies
hospedeiras e propriedades biologicas variadas, a partir das quais estes virus séo classificados
nas subfamilias Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (Pellett e
Roizman, 2013).

Os herpesvirus sfo conhecidos por causarem uma ampla variedade de doengas em
humanos e, assim como todos os membros do grupo, compartilham uma caracteristica
fundamental da familia Herpesviridae, a habilidade de estabelecer laténcia em humanos
(Zolini, 2012). Eles incluem os virus do herpes labial e genital (HSV 1 e 2, respectivamente),
género Simplexvirus;, e do varicela-zoster (HHV 3), género Varicellovirus, na subfamilia
Alphaherpesvirinae; o virus Epstein-Barr (HHV 4), género Lymphocryptovirus, e o virus do
sarcoma de Kaposi (HHV 8), género Rhadnovirus, na subfamilia Gammaherpesvirinae; e o
citomegalovirus (HHV 5), género Cyromegalovirus, e os virus do exantema subito infantil
(HHV 6 e 7), género Roseolovirus, na subfamilia Betaherpesvirinae. Os membros da
subfamilia Alphaherpesvirinae, inclusive o HSV-1, apresentam ciclo de multiplicagdo
relativamente curto, rapida disseminagdo em cultura de tecidos, destrui¢do eficiente das

células infectadas (Pellet e Roizman, 2013; Roizman et al., 2013).
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Os herpesvirus sdo virus grandes (100-200 nm) compostos de quatro elementos: cerne,
tegumento, capsideo e envelope, possui fita dupla de DNA variando de 120 a 230 Kpb, que
codifica 84 proteinas.

A infecgdo inicia-se com a ligagdo de suas glicoproteinas aos receptores de superficie
da célula hospedeira. Varias glicoproteinas estdo envolvidas na entrada do HSV-1, ja tendo
sido evidenciado que a auséncia destas glicoproteinas impede que o virus infecte as células
(Roizman et al., 2013). O mecanismo de entrada adotado pela particula viral pode se dar de
duas formas ou mediante fusdo do envelope do virus com a membrana plasmética da célula ou
por endocitose (Campadelli-Fiume et al., 2012).

Apos a entrada na célula, o tegumento e o nucleocapsideo sdo entdo liberados no
citoplasma celular sendo transportados através de microtibulos para o nficleo da célula
Quando a particula viral atinge o niicleo, o capsideo se liga ao poro nuclear e 0 DNA ¢é entdo
liberado no interior do nucleo. Todo o processo desde a ligagdo até a liberaggo dos novos

virions dura entre 18 e 20 horas (Roizman et al., 2013).

1.9.3 Patogénese e Epidemiologia

Aproximadamente 70% das pessoas ja tiveram contato com o Herpes simplex virus
tipo 1 (HSV-1). HSV-1 é o agente etiologico de herpes labial, herpes cutaneo, lesdes
oftalmolégicas, ceratite, cerato-conjuntivite e, nos imunossuprimidos podem ocorrer sérias
lesdes oculares e também lesdes no sistema nervoso central e até mesmo infecg¢des sistémicas.
Além disso, hd o fendmeno de laténcia e recorréncia, com os virus ficando latentes em um
determinado génglio, por exemplo, no nervo trigémeo (Lima et al., 2010). Em razdo das
infecgdes por estes herpesvirus serem raramente fatais e devido a capacidade de laténcia
destes virus, acredita-se que cerca de 90% das pessoas no mundo sejam soropositivas para um
ou ambos herpesvirus e, portanto, sendo capazes de transmiti-los durante episodios de
infecgfio produtiva (Roizman et al., 2013; Lucinda, 2017).

A patogénese em humanos depende do contato pessoal intimo de um individuo
susceptivel com alguém que esteja eliminando o virus. Apds a infecgfo primaria, geralmente
na mucosa oral, ocorre a primeira multiplicagdo do virus nesse local e posterior infec¢do das
terminagdes nervosas deste tecido, e o virus ¢ entfo transportado para os ganglios nervosos,
através de fluxo axonal retrogrado (Figura 5). O ganglio trigémeo (GT) torna-se colonizado e

passa a abrigar o DNA do virus latente. A infecgdo sistémica ¢ rara. Este evento, apesar de
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incomum, pode ocorrer principalmente em infecgdes neonatais e em pacientes
imunodeprimidos. Recorréncias ocorrem quando o virus latente ¢ reativado, sendo
transportado, mais comumente, por fluxo axonal anterégrado até a regido da infecgéo
primaria. Mas em alguns casos, principalmente em pacientes imunossuprimidos, o HSV-1
pode ser reativado e direcionar-se ao sistema nervoso central causando assim um quadro de
encefalite. A reativacdo estd normalmente associada a fatores como estresse, variagdes

hormonais, exposi¢io a luz ultravioleta e imunossupressdo (Zolini, 2012).
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Figura 5. Patogénese da infecgdo por HSV-1. (A) A infecgdo de células epiteliais na superficie
mucosa, sitio primério de infecgdo, da origem a uma infecgdo produtiva. A progénie viral produzida
pode se espalhar para as células epiteliais vizinhas e atingir terminagdes nervosas. Desta forma, os
nucleocapsideos virais s&o levados por transporte retrégado pelos axonios até os ganglios sensorios,
sitio secundério da infecgdo. O DNA viral é liberado no nucleo neuronal, circulariza e transcritos
associados a |l aténcia sdo expressos, estabelecendo o estado latente do virus. (B) Ap6s a reativagéo, a
expressdo de genes liticos € iniciada, com a formagdo de novos nucleocapsideos que sdo conduzidos
por transporte anterégrado até as céulas epiteliais, onde novamente ha infecgdo produtiva. Fonte:
Zolini, 2012.
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1.9.4 Aspectos gerais da imunidade do hospedeiro

Nas infecgdes por HSV-1 em modelo murino, receptores Toll-like (TLRs) sdo
responsaveis por reconhecer moléculas associadas a patégenos e, TLR2 e TLRY juntos, séo
responsaveis pela defesa de vertebrados contra este virus (Lima et al., 2010; Zolini et al.,
2014; Lucinda, et. al., 2017). Camundongos C57BL/6 produzem citocinas contra o HSV-1 e
sdo resistentes a esse virus, sobrevivendo a infecgdo. No entanto, camundongos knockout
TIr2/TIr9 produzem uma quantidade menor de citocinas pro-inflamatorias e sdo suscetiveis a
infecgdo de maneira dose-dependente. Além disso, pouco se sabe sobre a alteragdo genética
feita no animal e a propensdo ao desenvolvimento do estresse auditivo associado a uma
infeccdo experimental. A infecgfo primaria por HSV-1 induz a uma resposta inflamatoria
intensa no sitio de infecgfo. Esta resposta leva a infiltragdo de células, principalmente
linfocitos, macrofagos, células dendriticas (DCs) e natural killer (NK), bem como, a produgéo
de citocinas variadas, por exemplo, os interferons (IFNs) do tipo I e tipo II. Os IFNs do tipo I
ativam macrofagos e células NK, os quais atuam matando células infectadas enquanto as DCs
fazem a apresentagdo de antigenos. Mediante a apresentagdo de antigenos, os linfocitos T tém
suas fun¢des efetoras ativadas, sendo a atividade de células T CD8+ importante para o
combate a infecgdo. Assim, em cooperagdo, componentes da imunidade inata e adaptativa
agem em conjunto no controle da infecgdo por HSV-1 (Lucinda et al., 2017).

Desta forma, até a maturacdo da resposta imune adaptativa, caracterizada pela
produgdo de anticorpos neutralizantes e ativagdo da atividade efetora de linfocitos T CD4+ e
CD8+, a imunidade inata torna-se a primeira barreira no combate a infeccdo viral. Este fato ¢
especialmente evidente durante infec¢Ges primarias onde ndo ha uma resposta “montada” para
combater o virus. Por esta razdo, tém sido crescentes os relatos que destacam o papel da
imunidade inata diante de infec¢des por HSV-1, especialmente por meio da ativagdo dos
TLRs (Lima et al., 2010; Zolini et al., 2014).

O proposito deste trabalho foi avaliar se a exposi¢do cronica de camundongos
C57BL/6 ¢ TIr2/TIr9""), ndo infectados (controle) e infectados por HSV-1 com baixa
multiplicidade de infec¢do (m.o.i.), a diferentes niveis de ruido em biotério de
experimentagdo, promove impactos em testes fisiologicos, de resposta imune e
comportamentais. Mesmo em ambientes padronizados como os biotérios, os animais estdo
expostos a uma grande variedade de ruidos durante a rotina diaria e a procedimentos

experimentais como a inoculagdo dos patdgenos de interesse, podendo assim comprometer
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seu bem-estar, o que pode levar a alteracdes de parametros fisiologicos, comportamentais e de
resposta imune. Desta forma, este estudo poderd auxiliar na promogfo do sucesso da
manutengdo destes animais experimentais em cativeiro, uma vez que a exposi¢do continua a
niveis de ruidos moderados poderia resultar em efeitos que ndo sdo avaliados a longo prazo,
contudo de grande importdncia no bem-estar dos animais. Além disso, a avaliagdo de
camundongos geneticamente modificados se torna relevante, pois ndo ¢ conhecido se a
percepgdo do ruido por estes animais tem alguma alteragdo em decorréncia da manipulagdo
genética, uma vez que ndo se sabe ao certo todas as implicagdes da delecdo de um gene no
organismo. Adicionalmente, este trabalho podera contribuir com agdes que promovam o bem-
estar animal e, consequentemente, trazer melhorias para o resultado das pesquisas que

utilizam o modelo animal, fortalecendo assim a Ciéncia em Animais de Laboratdrio no pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar se a exposi¢do cronica a ambientes com niveis de ruidos distintos no biotério de
experimentagdo altera pardmetros comportamentais, fisiologicos e de resposta imune em
camundongos C57BL/6 ¢ TIr2/TIr9") nio infectados e experimentalmente infectados com
baixa multiplicidade de infec¢do (m.o.i.) por HSV-1, comprometendo assim o bem-estar dos

animais.

2.2 Objetivos Especificos

Levantar e monitorar o nivel de ruido nas salas de animais do biotério de experimentacéo nas
frequéncias audiveis aos camundongos (1 kHz a 100 kHz) para posterior selegdo das salas

mais ruidosa e mais silenciosa;

Avaliar pardmetros fisiologicos, de resposta imune e comportamentais, em camundongos
C57BL/6 e TIr2/TIr9”) ndo infectados e experimentalmente infectados com baixa m.o.i. por

HSV-1;

Avaliar o peso corporal dos animais antes e 15 apds o a infec¢do por HSV-1 e a concomitante

exposi¢do aos ruidos;

Avaliar a atividade locomotora e exploratdria dos camundongos, bem como o nivel de
ansiedade por meio dos testes comportamentais campo aberto (Open Field Test) e
claro/escuro (Light/Dark Box Test);

Determinar a contagem global de leucdcitos, concentragdo de hemoglobina, contagem de
eritrocitos, hematocrito, indices hematimétricos e numero de plaquetas presentes no sangue
dos camundongos;

Determinar a concentragio de colesterol e glicose no sangue dos camundongos;

Determinar a concentragio de corticosterona presente nas fezes dos camundongos;
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Determinar a produgéo das citocinas TNF alfa, IFN gama, 1L.2 e IL4 no ganglio trigémeo dos

camundongos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Levantamento dos niveis de ruido no biotério

Inicialmente, um estudo dos niveis de ruido usualmente encontrados em quatro salas
diferentes (ruidos antropogénicos e ruidos provenientes de equipamentos) foi realizado no
biotério de experimentagio (BIOTEX) do Instituto René Rachou (IRR)/FIOCRUZ Minas
Gerais, com o propdsito de selecionar a sala que apresentava o menor nivel de ruido e a sala
com o maior nivel de ruido. A composi¢fo interna de cada sala é variavel contendo: somente
estantes abertas de ferro e/ou racks ventilados de ago inox e/ou estantes ventiladas (PVC
rigido, polipropileno e aluminio) e/ou mddulo de troca de camundongos. O numero de
usudrios e bioteristas também varia em cada sala. Importante salientar que todas as salas
estavam localizadas em um mesmo dentro do biotério e que o acabamento da pintura das
paredes e teto era em tinta epoxi que, embora facilite a limpeza e desinfec¢fo ¢ altamente
reflexiva ao som.

A faixa de frequéncia selecionada para medi¢do dos niveis de ruido foi de 1kHz a
100kHz, uma vez que este é o espectro auditivo de camundongos. Contudo, também serfio
apresentados dados na frequéncia auditiva humana (20 Hz a 20 kHz) em Laegq(humana - A) e
Lzeq (linear - Z) com o propodsito de comparagdo, ja que em muitos trabalhos os resultados séo
expressos nas curvas A ou Z.

Os ruidos foram medidos diariamente em diferentes periodos durante todo o dia por
quatro semanas, durante o expediente de trabalho e fora dele. O periodo da manha
compreendeu o horario de 6 as 12h, o da tarde de 12 as 18h e o da noite de 18 as 06h do dia
seguinte. Durante o expediente foram feitos dois tipos de registros de acordo com o trafego de
pessoas: (1) somente com a presenca dos funciondrios do biotério e (2) com a presenca dos
usudrios e dos funcionarios do biotério. Todos os registros tiveram a durag¢do de 10 minutos.
Os microfones foram colocados em seis pontos diferentes em cada sala e, a média destes
pontos foi utilizada para o calculo dos niveis de ruido por sala e posterior definigdo da sala

com menor nivel de ruido ("Siléncio") e maior nivel de ruido (“Ruido").
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3.2 Gravagdo dos niveis de ruido e configuracio dos medidores

A gravagdo dos niveis de ruido foi feita utilizando dois medidores: Bruel & Kjaer tipo
2270 (B&K2270) (Figura 6) e AR125 da Binary Technology Acoustic (AR125BAT) (Figura
7). O medidor de nivel sonoro B&K2270 é capaz de medir o nivel continuo equivalente
durante o intervalo de tempo determinado pelo operador nas frequéncias entre 20 Hz e 20 kHz
nas curvas de ponderagdo em A, C e Z que podem ultrapassar 100 dB. Ele é capaz de registrar
a cada um segundo os resultados de até doze diferentes descritores medidos simultaneamente,
possibilitando o pds-tratamento dos dados das medi¢Ges e construgdo de graficos da variagio
dos niveis de ruido no tempo. Este instrumento também possui analisadores seriais em faixas
de frequéncia com microfone capacitivo de 1/2" e analisador de tercas de oitava. Para este
trabalho, o descritor Leq (nivel equivalente) foi utilizado nas curvas A (usada para humanos)
e Z (linear - apropriada para animais). Este equipamento foi configurado também para a
escala de 1 a 20 kHz em Z, que serd denominado de LZespecial (Lzeg). A proposta deste
descritor ¢ a realizagdo de uma andlise mais apropriada da percepg¢do do ruido por
camundongos feita por este esquipamento. Para ajuste do medidor de nivel sonoro foi
utilizado um calibrador sonoro modelo B&K 4231, também de classe I. Como este medidor
possui um alcance de até 20 kHz, AR125BAT foi utilizado para captacdo e gravagdo das
frequéncias em ultrassom (20 kHz a 100 kHz). Este equipamento emprega um elemento
ultrassonico direcional e de banda larga em conjunto com uma tecnologia de converséo fluxo
ultrassonico para digital. Esta conversdo produz um fluxo actstico de 16-bit, de alta qualidade
e com uma amostragem de frequéncias definidas e este fluxo ¢ injetado diretamente em um
laptop, desktop ou gravador. O AR125BAT tem uma faixa de frequéncia de 1 a 125 kHz na
curva de ponderacdo em "Z", em até 90 dB. O software Raven Pro 1.5 software foi utilizado

para analise dos dados (Raven Pro 1.5, The Cornell Lab of Ornithology, USA).
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Figura 6: Medidor de nivel sonoro B&K 2270. Fonte: Bruel & Kjaer

Figura 7: Medidor de nivel sonoro AR125 Binary Technology Acoustic. Fonte: Binary
Technology Acoustic

Os medidores foram posicionados da seguinte forma: corpo do medidor B&K2270
fora do mini-isolador com o microfone posicionado dentro; corpo e microfone do medidor
ARI125BAT dentro do mini-isolador confeccionado em polisulfona (Figura 8). Na tentativa
de simular a0 maximo o ambiente em que o animal vive, manteve-se a grade e a maravalha na
caixa. Em decorréncia da colocagdo do medidor AR125BAT na grade, ndo foi possivel
manter o bebedouro com agua e a ragdo que, contudo, foram preliminarmente medidos e

apresentaram pouco efeito na medi¢do do som (<1 dB). O posicionamento do mini-isolador
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na estante de ferro ou rack (de acordo com a sala) seguiu o valor encontrado no ponto mais
proximo & média, representando toda a sala. Desta forma, as caixas foram colocadas na drea
central da sala e no meio da estante ou rack ventilado e, neste caso, conectados a valvula de
insuflamento de ar.

A metodologia empregada para a determinagdo do periodo e do tempo de gravagéo foi

a mesma utilizada no Item 3.1 Levantamento dos niveis de ruido no biotério.

Figura 8: Medidores posicionados dentro do mini-isolador.

3.3 Consideragoes éticas

Este projeto foi submetido a Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundagdo
Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ) com numero de Licenga LW-20/15. Todos os
procedimentos envolvendo a utilizagdo de animais seguiram a Diretriz Brasileira para o
cuidado e a utilizagdo de animais para fins cientificos e didaticos - DBCA do CONCEA e a
legislagdo vigente - Lei 11.794/2008, bem como as resolu¢des normativas preconizadas por

este Conselho.
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3.4 Camundongos

Os camundongos C57BL/6 foram obtidos do Instituto René Rachou / FIOCRUZ MG
(Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e os camundongos knockouts para T1r2/Tlr9 foram
gentilmente cedidos por Alan Sher do National Institutes of Health (NIH, EUA). Os
camundongos TIr2/T1r9"™" foram construidos em background C57BL/6. Desta forma, foram
utilizados trés casais de cada linhagem (C57BL/6 e TIr2/TIr9""?) por sala (“Siléncio” e
“Ruido”) para acasalar e gerar os animais estudados. Apds a infec¢do e antes de iniciar os
testes comportamentais, fisioldgicos e imunoldgicos (até 15 dias apos a infecgdo), nos grupos
C57BL/6 infectados e TIr2/TIr9") infectados da sala “Ruido”, houve mortalidade de 1 e 2
animais, respectivamente, que ndo foram contabilizados em nenhuma das andlises de dados.
Desta forma, um total de 51 camundongos machos foram utilizados, 27 da linhagem C57BL/6
¢ 24 da linhagem TIr2/Tir9""). Os animais foram mantidos em grupos de 2-3 animais apds o
desmame (realizado com 4 semanas) e distribuidos da seguinte forma: C57BL/6 (7 controles e
7 infectados na sala "Siléncio" e 7 controles e 6 infectados na sala "Ruido"; T1r2/T1r9¢ (6
controles e 7 infectados na sala "Siléncio" e 6 controles ¢ 5 infectados na sala "Ruido").
Machos foram utilizados devido a maior disponibilidade deste sexo no biotério. Os
camundongos foram expostos, a partir do nascimento, por seis semanas (exposi¢do cronica)
aos ruidos encontrados nas salas "Siléncio" ou "Ruido" do biotério e, ao final deste periodo,
foi realizada a infec¢@o por HSV-1. A escolha por este periodo de exposico diz respeito ao
tempo em que geralmente os animais permanecem no biotério em experimentagdo. Quinze
dias apos a infecgdo foram avaliados os parametros fisiologicos, de resposta imune e
comportamentais dos animais.

Os animais foram mantidos no BIOTEX com temperatura variando entre 20 e 24°C,
umidade entre 40 e 60%, iluminagéo ciclica controlada por timer com fotoperiodo de 12 horas
claro/12 horas escuro (7:00 as 19:00) e sistema de ar condicionado central em todas as salas.
Com relagdo as salas onde os animais foram mantidos, a sala "Siléncio" possui somente
estantes abertas de aco e acesso de somente um usuario, por outro lado a sala "Ruido" possui
dois racks ventilados, uma estante ventilada, um moddulo de troca e acesso de
aproximadamente oito usuarios.

Todos os animais do estudo foram mantidos em mini-isoladores (37cm x 24,2cm x
24cm), a fim de minimizar qualquer interferéncia externa ao microambiente em seu

comportamento, como por exemplo, os odores e feromonios presentes no ambiente. Para
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prover o bem-estar dos animais algoddo hidréfobo e papel toalha foram alternados e
colocados em todos os mini-isoladores como itens de enriquecimento ambiental. O manejo foi
realizado duas vezes por semana por um unico técnico no periodo da tarde. Todos os animais

possuiam livre acesso a agua e ragdo (Nuvilab CR1 Autoclavable, Quimtia, Brasil).
3.5 Virus

Para a infec¢fio dos animais, foi utilizado o isolado HSV-1 EK, denominado neste
trabalho como HSV-1. Esta amostra é um isolado clinico do virus, proveniente de herpes
labial em adulto saudavel, que foi isolado em células Vero (ATCC) no Laboratério de Virus

da Universidade Federal de Minas Gerais (Nogueira et al., 1998).
3.5.1 Titulagdo por contagem de placas

Para a verificagdo do titulo viral do estoque mantido no laboratdrio, 2 x 10° células
Vero (rim de macaco verde africano) por pogo foram implantadas em placas de seis pogos
com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagles's Medium) com 5% de SFB (Soro Fetal
Bovino) e incubadas por 24 horas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de COg. Dilui¢Ges
seriadas do virus (em meio DMEM sem SFB) em base exponencial de 10 foram adsorvidas
por uma hora e homogeneizadas a cada quinze minutos. Um poco foi utilizado para controle
e, por isso, recebeu apenas meio DMEM sem SFB. Apos a adsorgfo foram adicionados 3 ml
de DMEM com 2% de SFB contendo 1,5% de Carboxi-metilcelulose (CMC) (Gibco) e
incubados novamente a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO,. Apods 72 horas a
monocamada foi fixada com formaldeido a 3,7% em PBS e corada com cristal violeta a 1%.
O numero de placas foi contado na diluigdo que apresentou entre 30 e 300 placas de lise. O

titulo foi expresso em unidades formadoras de placa por mililitro (p.f.u./mL).
3.6 Avaliacdo do ganho de peso
Anteriormente a infeccdo, com o auxilio de uma balanga semi analitica

(BS3000A/3000¢g -0,1 g, Bioprecisa, Brasil), os camundongos foram pesados e, 15 dias apds a

infeccéo eles foram novamente pesados.
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3.7 Anestesia

Apos as seis semanas de exposicdo ao ruido, o animal foi anestesiado com a
combinagio dos farmacos cloridrato de quetamina 10% (100 mg/Kg) e cloridrato de xilazina
2% (10 mg/Kg), via intraperitoneal, quadrante lateral inferior direito, utilizando-se agulha 25
X 5 mm. Apds a anestesia, foi feita a infecgdo por HSV-1 e, em seguida, os animais
retornaram para suas salas de origem "Siléncio" ou "Ruido", onde permaneceram por mais 15

dias.
3.8 Infecgio por Herpes simplex-1

A infecgdo dos camundongos por HSV-1 teve como objetivo avaliar se a presenga do
patégeno de forma subclinica comprometeria o bem-estar dos animais em decorréncia da
exposicdo a diferentes niveis de ruido. Desta forma, previamente ao experimento foram feitos
testes com diferentes titulagdes do virus a fim de se avaliar o quadro clinico do animal e a
resisténcia a infec¢do por um periodo de 30 dias. Cada titulagdo foi testada em seis
camundongos machos das linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr9"”). Foram testadas as seguintes
titulagdes 2x10%, 2x10% 2x10° e 2x10? p.fu. do virus. Partiu-se desta titulagdo por meio de
experiéncia prévia do nosso grupo, uma vez que Lima e colaboradores (2010) demonstraram
que na infecgdo com 10° p.fu do virus ocorre mortalidade de 10% dos camundongos
C57BL/6 e 100% dos camundongos TIr2/TIr9™) de cinco a seis dias apds a infecgdo.
Importante mencionar que houve mortalidade dos camundongos TIr/TI9") até a titulagdo
2x10%p.f.u do virus, sendo de 33% nesta ultima, em até uma semana apds a infecgéo. Por esta
razdo foi utilizada uma baixa multiplicidade de infec¢éo (m.o.i) de 2x102 p-fu. do virus, pois
além da sobrevivéncia dos animais apos 15 dias da infeccdo (exposi¢do cronica), com este
titulo os camundongos apresentaram auséncia de sinais clinicos para a doenca, de forma a
garantir que ndo houvesse um viés nos testes de comportamento. Os sinais clinicos
caracteristicos sdo piloere¢do, arqueamento do dorso, paralisia das patas, diminuigdo do

comportamento exploratorio.
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3.8.1 Infecg¢dio Intranasal

O virus foi inoculado por via intranasal com 2 x 102 p-f.u., em um volume final de 5
pL. Ja os camundongos controles foram inoculados por via intranasal com 5 pl PBS (Tampao
fosfato-salino).

Apos a infecgdo dos animais com seis semanas, 0S mesmos retornaram a sua sala de
origem onde permaneceram por mais duas semanas. Ao término do periodo de exposigdo aos
ruidos com a infec¢o, o animal foi novamente pesado. Em seguida, foram feitos os testes de
comportamento em dois dias e, apos, foi realizada a coleta de sangue acompanhada pela

eutanasia dos animais para retirada do ganglio trigémeo.
3.9 Testes de comportamento

Quinze dias apds a infec¢do dos camundongos foram realizados os testes de
comportamento sempre pela manhd, quando os animais completaram oito semanas de vida e
de exposi¢iio concomitante aos diferentes niveis de ruido. Para este fim foi escolhida uma sala
vazia no BIOTEX com caracteristicas ambientais (luminosidade, temperatura, umidade)
similares as que os animais foram mantidos durante todo o experimento, com exce¢do do
ruido. Os animais foram ambientados por um periodo de uma hora antes do inicio de cada
teste. Primeiramente foi realizado o teste campo aberto (Open Field Test) (Walsh e Cummins,
1976; Carola et al., 2002) e, no dia seguinte, o teste claro-escuro (Light/Dark Box Test)
(Crawley e Goodwin, 1980; Heredia et al., 2014), pelo fato deste tltimo ser um teste pouco
influenciado por outros. A ordem dos testes esta de acordo com Crawley e Paylor (1997) e
Mcllwain et al. (2001).

Pesquisas anteriores estabeleceram que o manejo de camundongos usando um tanel ou
a mo em forma de concha é uma forma ndo aversiva de manipulagdo do animal, reduzindo a
ansiedade em comparagdo com o método tradicional de suspensdo pela cauda (Gouveia e
Hurst, 2017). Desta forma, todos os animais foram introduzidos na caixa durante os testes
com a méo em forma de concha.

O teste campo aberto foi realizado em uma arena quadrada fabricada em acrilico bem
iluminada (68 cm x 68 cm) com paredes de 30 cm de altura e dividida em 16 quadrantes (17
cm X 17 cm). O animal foi colocado no quadrante central com posigéo e orientagcdo padréo e

os seus comportamentos foram registrados por uma cdmera durante 10 minutos. Entre cada
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teste foi realizada a desinfeccdo da caixa com alcool 70% e deixado o mesmo evaporar como
uma forma de impedir que o cheiro do animal anterior interferisse na exploragdo do animal
seguinte. Neste teste foram avaliados a distancia total percorrida pelo animal, o nimero de
entradas no centro e o tempo de permanéncia no centro.

Para a realizago do teste claro-escuro foi feita uma adapta¢@o na arena utilizada para
a realiza¢do do teste de campo aberto. Desta forma, metade do compartimento permaneceu
bem iluminada (34 cm x 68 cm) ¢ a outra metade escura (34 cm x 68 cm). Todo o
compartimento escuro também foi fabricado em acrilico e a prova de luz. Os compartimentos
foram separados por uma diviséria com uma abertura (7 cm x 7 cm) no centro ao nivel do
chdo, de forma a permitir o livre deslocamento do animal de um compartimento para outro.
No momento do teste, o animal foi colocado no centro do compartimento iluminado com a
cabe¢a voltada para o lado oposto a abertura do compartimento escuro e os seus
comportamentos foram também registrados por uma cadmera durante 10 minutos. A distincia
percorrida no compartimento claro, o numero de entradas no compartimento escuro, bem
como o tempo de permanéncia neste compartimento foram analisados. Entre cada teste foi
realizada a desinfecgfio da caixa com alcool 70% e deixado 0 mesmo evaporar como uma
forma de impedir que o cheiro do animal anterior interferisse na explora¢do do animal
seguinte.

As gravagdes foram feitas com o auxilio de uma camera de vigilancia e, em seguida,
analisadas com o software ANY-maze Behavioural tracking software (ANY-maze Behavioral

Tracking Software, Stoelting Co, USA).

3.10 Coleta de sangue

O procedimento de coleta de sangue foi sempre realizado no periodo da manha, a fim
de se evitar variagdes nos parametros. Inicialmente foi feita a anestesia dos animais conforme
descrito no Item 3.7 Anestesia, onde a profundidade da anestesia foi avaliada pela auséncia
do reflexo podal e, em seguida foi realizada a pung¢&o cardiaca de acordo com Hoff (2000).

A identifica¢do do local da pungéo ¢ de 10 a 30° acima do abdomem, lateralmente a
cartilagem xifoide. O volume total de sangue coletado foi de aproximadamente 500 pL. As
amostras de sangue coletadas foram utilizadas para os procedimentos de avaliagdo dos

parametros hematoldgicos.
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3.11 Futandsia e coleta do ginglio trigémeo

Quando o procedimento de sangria total ndo levou o animal ao dbito, 0 mesmo foi
submetido a eutanasia por overdose de Tiopental, sendo a dosagem de trés a quatro vezes
maior que a dose anestésica (50 mg/Kg), ou seja, 150 mg/Kg ou 200 mg/Kg. A verificagdo do
6bito dos animais foi realizada pela auséncia de sinais vitais como batimentos cardiacos e
movimentos respiratorios.

O orgdo alvo do estudo (ganglio trigémeo) foi retirado de forma asséptica, processado
imediatamente em solugdo de PBS contendo inibidores de protease (cOmplete, Mini, EDTA-
free - La Roche, USA) com o auxilio de um homogeneizador de tecidos e, em seguida,

armazenado a -70°C para posterior realiza¢do da quantificagfo de citocinas.

3.12 Determinagdo de parimetros hematologicos

Os perfis hematologicos foram determinados por meio da realizagdo de hemogramas,
onde foi utilizado o contador hematoldgico de células semi-automatico ABX Micros ABC
Vet (Micros ABC Vet, Horiba ABX, USA), apropriado para mensuragdo de pardmetros
hematoldgicos veterinarios. O equipamento utiliza métodos baseados na variagdo da
impedancia gerada pela passagem das células diluidas em um diluente eletrolitico através de
micro-orificios calibrados (pardmetros de contagem das células e determinagdo do
hematocrito) e na determinagdo espectrofotométrica apds a lise das células vermelhas com
diluente contendo ferricianeto e cianeto de potassio (pardmetros de dosagem de
hemoglobina).

Desta forma, do volume total de sangue coletado de cada animal, aproximadamente 50
pL foram retirados e acondicionados em eppendorfs de 1,5 mL, previamente identificados,
contendo 5 uL de EDTA (Etilenodiaminotetracético) como anticoagulante. Os pardmetros
avaliados foram: global de leucocitos, contagem de eritrdcitos, hematodcrito, concentragdo de
hemoglobina, indices hematimétricos e nimero de plaquetas. Para verificar a calibragdo do
equipamento foi utilizado o sangue controle ABX Minotrol 16 alto (H), normal (N) e baixo

(L) previamente ao inicio de cada experimento.
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3.13 Concentracio de colesterol e glicose

Anteriormente a coleta de sangue para a determinagdo do perfil bioquimico, os
animais ficaram em jejum por um periodo entre 8 e 12 horas. Foram coletados 200 pL de
sangue de cada animal em eppendorfs de 1,5 mL, previamente identificados e centrifugados a
4.750 g por 10 minutos a temperatura ambiente para obtenc¢éo do soro. Posteriormente, o soro
foi rapidamente coletado e congelado a -70°C e as amostras que apresentaram hemolise
excessiva foram descartadas.

Todas as analises bioquimicas foram realizadas por meio de espectrofotometria,
utilizando-se o analisador bioquimico semi-automatico Bioplus-200 (Bio-200, Bio Plus,
Brazil). Foram dosados os pardmetros Colesterol Total e Glicose. A programacéo de todas as
quimicas foi inserida no equipamento utilizado conforme pré-estabelecido pelo fabricante dos
kits. O volume minimo de amostra para realizacdo dos testes ¢ de 10 pL e o volume de
aspiragdo da cubeta ¢ de 150 pL. Desta forma, em ambas as quimicas foi utilizado 10 pL de
soro e ImL do reagente.

A leitura das quimicas de cada individuo seguiu a seguinte ordem: branco, controles
normal e patoldgico, calibradores (quando aplicavel), amostras (tinica). A fim de se verificar a
reprodutibilidade dos testes, foi escolhida aleatoriamente uma amostra/dia para ser lida
novamente no dia seguinte. Para verificagdo do controle interno de qualidade dos ensaios foi
utilizado o reagente Controlab Labtest Diagndstica (dosagens normal e patologica)
previamente as amostras de soro de animais de cada pardmetro.

Os kits das quimicas utilizados para a realizagdo dos ensaios foram adquiridos da
Labtest Diagnostica (Labtest, Labtest Diagndstica Lagoa Santa, Brazil) e sua utilizagdo foi

realizada de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante (www.labtest.com.br).

3.14 Concentragio de corticosterona

As fezes de cada animal foram imediatamente coletadas com o auxilio de uma pinga
apos a defecacdo nos testes de comportamento. As amostras foram armazenadas em tubos
eppendorfs de 1,5 mL, misturadas e estocadas a -20°C no intervalo maximo de 4 horas apds a
defecacdo, a fim de evitar a possivel degradagdio dos metabolitos por enzimas bacterianas. Os
esteroides fecais foram extraidos por diluigdo das fezes em metanol segundo o protocolo

recomendado por Palme (2005). As amostras foram pesadas e homogeneizadas com metanol
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80% em vortex durante 2 minutos. A quantidade de metanol foi de 1 mL para amostras
pesando 0,05 g. A seguir os tubos foram centrifugados durante 15 minutos a 5.200 rpm em
centrifuga (Microcentrifuge 5415R, Eppendorf, USA). O sobrenadante foi armazenado a -
20°C até a realizagdo dos ensaios de dosagem. As dosagens foram realizadas com o kit
comercial para ELISA (Corticosterone ELISA Kit, Enzo Life Science, USA), seguindo

instru¢des do fabricante.
3.15 Avaliagdo da producio de citocinas por Cytometric Beads Array

Ensaios citofluorométricos com microesferas fluorescentes (Cytometric Beads Array —
CBA, BDPharmingen, USA) foram realizados para dosar os niveis de TNF, IFN gama, IL.2 e
IL4 no ganglio trigmeo de animais C57BL/6 e TIr2/TIr9"” infectados e ndo infectados.
Nestes ensaios empregou-se uma mistura de microesferas recobertas com anticorpos
especificos, com distintas intensidades de fluorescéncia, que combinada a citometria de fluxo
permitiram a medida das citocinas de interesse.

Assim, para a realizagdio destes ensaios foi utilizados os ganglios trigémeos (GTs) que
foram extraidos e imediatamente homogeneizados em solugdo de PBS contendo inibidores de
protease (cOmplete, Mini, EDTA-free - La Roche, USA). Posteriormente, para separa¢do dos
debris celulares, os homogenatos foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C
(Microcentrifuga Eppendorf 5415R, Sigma-Aldrich, USA). Em seguida, os sobrenadantes
foram coletados e procedeu-se com a dosagem utilizando o Mouse Thl/Th2 Cytokine Kit
(CBA, BD Pharmingen, USA), de acordo com as orientagdes do fabricante. A leitura das

amostras foi feita no equipamento BD FACScan (BD FACScan, BD Biosciences, USA).
3.16 Andlise estatistica dos dados

As anadlises estatisticas foram feitas usando o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA). Os grupos amostrais foram avaliados e considerados ndo
paramétricos ou paramétricos, de acordo com o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.
Na comparagdo feita em cada sala entre as quatro semanas de gravagfo dos ruidos, o teste
Mann Whitney foi utilizado. Para as analises dos niveis de ruidoforam feitas comparag¢des
utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido da comparag@o multipla de Dunn ou usando o teste

Mann Whitney. Para avaliar os efeitos da infec¢do ¢ do ruido, ANOVA nwo-way (andlise de
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varidncia entre dois fatores) foi utilizado, seguido pelo pos-teste de Tukey. No pos-teste as
seguintes comparagdes foram feitas em camundongos C57BL/6 e TIr2/TIr9"™: (S-controle (S
= “Siléncio”) x R-controle (R= “Ruido”); S-controle x S-infectado; R-controle x R-infectado;
S-infectado x R-infectado) e entre linhagens (S-controle x S-controle; R-controle x R-
controle; S-infectado x S-infectado; R-infectado x R-infectado). O intervalo de confianga foi
definido como 95% (p< 0,05). Dados foram expressos como média + desvio padrio (DP) para

dados paramétricos e mediana + intervalo interquartil (IQR) para dados nfo paramétricos.
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4 RESULTADOS

4.1 Niveis de ruido no biotério

Com rela¢do ao levantamento dos niveis de ruido encontrados no BIOTEX, foram
feitas gravagdes em diferentes periodos do dia (manhd, tarde e noite) nos descritores (Laeg,
Lzeq © Lzep) em diferentes frequéncias (1kHz a 100kHz). Importante mencionar que no
medidor B&K2270 foram feitas as seguintes medi¢des: Laeg € Lzeq - 20Hz a 20kHz € Lzeg -
1kHz a 20kHz. No medidor AR125BAT foram feitas medigdes na curva de ponderagfo Z -
1kHz a 100kHz. Quatro salas foram analisadas e em todos os experimentos, o registro do
ruido foi realizado trés vezes ao dia durante quatro semanas e a mediana obtida em cada um
dos diferentes ambientes foi: sala 1 Laeq 63.40 dB, Lzeq 87,70 dB; sala 2 Laeg 54.63 dB, Lz
82,49 dB; sala 3 Laeg 56,15 dB, Lzeq 83,07 dB; sala 4 Laeg 58,86 dB, Lzeq 84,04 dB. Na
comparagdo feita em cada sala entre as quatro semanas de gravagdo de ruido ndo houve
difereng¢a. Em seguida, foram definidas as salas "Siléncio" (Laeq 54.63 dB e Lzeq 82.49 dB) e
"Ruido" (Laeq 63.40 dB e Lz 87.70 dB). Nas analises feitas pelo medidor B&K2270,
conforme a Figura 9A, a sala menos ruidosa em que ha somente estantes abertas e acesso de
somente um usudrio e bioteristas, denominada neste trabalho como "Siléncio", apresentou
diferenga significativa entre os periodos manhi e tarde e manha e noite (ambos p<0,0001) em
Laege Lzesp. No descritor Lzeg, 0s periodos manha e noite (p<0,0001) e tarde e noite (p<0,001)
apresentaram diferenca significativa. Nesta sala ¢ possivel verificar que o periodo da manhi
apresenta um maior nivel de ruido em todas as curvas de ponderacdo. Ja a sala mais ruidosa
(Figura 9B) que possui racks e estantes ventiladas, bem como mddulo de troca de animais e
acesso de aproximadamente oito usudrios e bioteristas, denominada neste trabalho como
"Ruido", apresentou diferenca significativa entre os periodos manhi e tarde e entre tarde e
noite (ambos p<0,0001) em Laey € Lzep. No descritor Lzeq houve diferenga significativa
somente entre tarde e noite (p<0,001). Na sala "Ruido" o maior nivel de ruido ocorreu no
periodo da tarde em todos os descritores. E possivel ainda perceber a ocorréncia de ruido de
fundo constante em ambas as salas que pode ser verificado pelos resultados do periodo

noturno (Figura 9A e B e Tabela 3).
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Figura 9A e B: Nivel de ruido encontrado nas salas " Siléncio" e " Ruido" utilizando o medidor
B& K2270. Comparagéo dos periodos do dia (manhd, tarde e noite) nos descritores Laeq, Lzeq € Lzesp-
Os resultados destacam os valores da mediana e interquartis (25% e 75%). Diferengas estatisticas
foram determinadas utilizando o teste Kruska-Wallis, seguido da comparagéo muiltipla de Dunn, onde
*** representa p<0,001 e **** representa p<0,0001. Lae (nivel médio equivalente ponderado em
"A"), Lzeq (nivel médio equivalente ponderado em "Z") e Lzes, (nivel médio equivalente ponderado em
"Zespecia").

A Tabela 3 apresenta os valores encontrados para a mediana e interquartis (25% e

75%) dos niveis de ruido para cada descritor (Laeq, Lzeq € Lzesp) € periodo do dia (manha, tarde

e noite) nas salas "Siléncio" e "Ruido", utilizando o medidor B&K2270.
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Tabela 3: Mediana e valores interquartis (25% e 75%) do nivel de ruido, utilizando o medidor
B&K2270, encontrados nas salas "Siléncio" e "Ruido" em Lae (nivel médio equivalente ponderado em
"A"), Lzeq (nivel médio equivalente ponderado em "Z") e Lze, (Nivel médio equivalente ponderado em
"Zespecia") nos periodos da manha (6 as 12h), tarde (12 as 18h) e noite (18 as 6h).

Sala/ Periodo
Tneq (dB) Leq (dB) Lesp (dB)

"Sléncio"

Manha 58,5 85,72 54,55
56,7 - 60,47 82,66 - 87,66 53,17 -56,17

Tarde 52,83 83,27 50,11
52,16 - 53,98 81,31- 84,56 49,18 - 50,81

Noite 52,57 78,48 49,67
51,78 - 52,57 78,48 - 81,01 49,54 - 49,67

"Ruido"

Manha 62,84 87,95 55,03
62,0-62,90 86,43 - 88,8 54,71-55,29

Tarde 64,44 88,5 58,39
64,17 - 65,34 88,34 - 88,83 57,38-59,63

Noite 62,9 86,67 55,03
62,84 - 63,03 86,43 - 87,95 54,71 - 56,19

Laeg: Nivel médio equivaente ponderado em "A", Lz nivel médio equivalente ponderado em "Z",
L zesp: Nivel médio equivalente ponderado em "Zespecia”, dB: decibél

Na analise comparativa entre as salas (Figura 10A, B e C e Tabela 3) utilizando o
medidor B&K2270 foi possivel verificar diferenga significativa em todos os periodos do dia
avaliados (manhd, tarde e noite). Com relagdo ao periodo da manhd (Figura 10A), a sala
"Ruido" apresenta um maior nivel de ruido que a sala "Siléncio" nos descritores Laey
(»<0,001) e Lzeq, (p<0.01). Ja nos periodos da tarde e noite a sala "Ruido" apresenta maior
nivel de ruido que a sala "Siléncio" em todos os niveis os descritores utilizados, com valor de

p<0.0001 (Figura 10 B e C).
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Figura 10A, B e C: Comparagdo do nivel de ruido entre as salas "Siléncio" e "Ruido",
utilizando o medidor B&K 2270, nos descritores Lae, Lzeq € Lzesp. (A) Manhd, (B) Tarde e (C)
Noite. Os resultados destacam os valores da mediana e e interquartis (25% e 75%). Diferencas
estatisticas foram determinadas utilizando o Teste Mann-Whitney, onde ** representa p<0,01, ***
representa p<0,001 e **** representa p<0,0001. Lae, (nivel médio equivalente ponderado em "A"),
Lzeq (nivel médio equivalente ponderado em "Z") e Lz« (Nivel médio equivalente ponderado em
"Zespecia").

Na analise comparativa dos niveis de ruido entre as salas "Siléncio" e "Ruido" na
curva de ponderagdo Z feita pelo medidor AR125BAT nas diferentes frequéncias do espectro
auditivo de camundongos (Figura 11) houve diferenga significativa nas frequéncias 1, 10, 20,
30 e 50 kHz com valor de p<0,0001, 60 e 70 kHz com valor de p<0,05 e 100 kHz com valor

de p<0,01. Na frequéncia de 1 kHz s3o encontrados os maiores valores de nivel de ruido, com
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uma diferenca de aproximadamente 20 dB entre as salas. O nivel de ruido diminui a partir das

frequéncias ultrassonicas (20 kHz), apresentando valores de apoximadamente 20dB.
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Figura 11: Nivel de ruido encontrado nas salas " Siléncio" e "Ruido" utilizando o medidor
AR125BAT. Comparagéo entre as saas nas frequéncias do espectro auditivo de camundongos na
curva de ponderagdo Z Os resultados destacam os valores da mediana e e interquartis (25% e 75%).
Diferengas estatisticas foram determinadas utilizando o Teste Mann-Whitney, onde * representa
p<0,05, ** representa p<0,01 e **** representa p<0,000.

4.2 Avaliagdo do ganho de peso

Apos o registro do peso dos animais antes e 15 dias apds a infecgdo por HSV-1 foi
calculado o ganho de peso dos mesmos e, como pode ser observado na Figura 12 A e B,
houve interagdo entre infecgdo e ruido da linhagem C57BL/6 (F(1,23)=4.846; p< 0.05) e, no
pbs-teste, foi verificado que os animais do grupo “Siléncio” infectado (média + SD: 2,9 +
0,8756) obtiveram um maior ganho de peso que os animais do grupo “Ruido” infectado
(1,167 + 1,169). Na linhagem TIr2/TIr9"") os efeitos da infecgdo ¢ do ruido ndo foram
significativos. Quando comparadas as linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr9™") (Figura 13) nio

foram encontradas diferengas significativas.
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Interagio  F(1,20):0.3073 0.5178

Figura 12: Ganho de peso. Camundongos C57BL/6 (A) e TIr2/TIr9™” (B) controles e infectados, 15
dias apds a infecgdo por HSV-1, mantidos na sala "Siléncio" ou “Ruido”. Os resultados expressam os
vaores de cada anima avaliado, a média e o desvio padrdo. ANOVA two-way foi utilizada para
verificar os efeitos da infecgdo por HSV-1 e do ruido em cada linhagem, seguido pelo pos-teste de
Tukey. *representa p<0,05. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no
denominador.
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F(DFn.DFd)  P-value

Efeito do HSV-1 F(1,43):0,5854 0,4485
Efeito do ruido  £(3,43):0,4745 0,7017
Interagdo F(3.43):1,220 0,3143

Figura 13: Comparaggo do ganho de peso entre linhagens. Camundongos C57BL/6 e TIr2/Tirg""?
controles e infectados, 15 dias ap6s a infecgdo por HSV-1, mantidos na sala "Siléncio" ou “Ruido”. Os
resultados expressam os valores de cada animal avaliado, a média e o desvio padrdo. ANOVA two-
way foi utilizada para verificar os efeitos da infecgdo por HSV-1 e do ruido entre as linhagens. DFn:
graus de liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.

4.3 Teste campo aberto (Open Field Test)

Na avaliagdo da atividade locomotora e exploratdria de camundongos machos das
linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr9 ") pelo teste campo aberto foram analisados os parametros
distincia total percorrida, nimero de entradas no centro e o tempo de permanéncia no centro,
15 dias apds a infec¢@o por HSV-1. Néo houve efeito significativo da infecgdo e do ruido em
nenhum dos parametros analisados nos grupos de C57BL/6 e nos grupos de TIr2/TI9 ")

(Figura 14) e, ainda, quando comparadas as duas linhagens entre si (Figura 15).
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Figura 14: Teste campo aberto (Open Field Test). Camundongos C57BL/6 e TIr2/TIr9™ controles e
infectados, 15 dias apos a infecgdo por HSV-1, mantidos na sala"Siléncio" ou “Ruido”. (A) Distancia
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total percorrida por C57BL/6 e por TIr2/TIrg™; (B) Ntimero de entradas no centro por C57BL/6 e por
TIr2/TIr9"; (C) Tempo de permanéncia no centro por C57BL/6 e por TIr2/TIr9™?).Os resultados
expressam os vaores de cada animal avaliado, a média e o desvio padrédo. ANOVA two-way foi
utilizada para verificar os efeitos da infecgdo por HSV-1 e do ruido em cada linhagem. DFn: graus de
liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.
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Figura 15: Comparacdo do teste campo aberto (Open Field Test) entre as linhagens.
Camundongos C57BL/6 e TIr2/TIr9™ controles e infectados, 15 dias apés a infecgdo por HSV-1,
mantidos na sala "Siléncio" ou “Ruido”. A: Distancia total percorrida; B: Numero de entradas no
centro; C: Tempo de permanéncia no centro. Os resultados expressam os valores de cada animal
avaliado, a média e o desvio padrdo. ANOVA two-way foi utilizada para verificar os efeitos da
infecgdo por HSV-1e do ruido entre as linhagens. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus
de liberdade no denominador.
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4.4 Teste claro/escuro (Light/Dark Box Test)

Na avaliagdo da atividade locomotora e exploratéria de camundongos machos das
linhagens C57BL/6 e TIr2/Ti9 ") pelo teste claro/escuro foram analisados os pardmetros
tempo de permanéncia no compartimento escuro, nimero de entradas no compartimento
escuro ¢ a distancia percorrida no compartimento claro, 15 dias apds a infec¢do por HSV-1.
Nao foi verificado efeito significativo da infec¢do ¢ do ruido em nenhum dos pardmetros
analisados nos grupos de C57BL/6 e nos grupos de TIr2/TIr9"™ (Figura 16). Quando
comparada as duas linhagens (Figura 17), houve efeito significativo da infec¢o no tempo de
permanéncia no compartimento escuro (F(3,43)=3,704; p< 0,05) e efeito significativo do
ruido no niimero de entradas no compartimento escuro (F(1,43)=5,608; p<0,01). No pds-teste

de Tukey ndo foram encontradas diferengas significativas.
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Figura 16: Teste clarofescuro (Light/Dark Box Test). Camundongos C57BL/6 e TIr2/TIrg™
controles e infectados, 15 dias apds a infecgdo por HSV-1, mantidos na sala "Siléncio” ou “Ruido”.
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(A) Tempo de permanéncia no compartimento escuro por C57BL/6 e por TIr2/TIr9™?; (B) Numero de
entradas no compartimento escuro por C57BL/6 e por TIr2/TIr9™; (C) Distancia percorrida no
compartimento claro por C57BL/6 e por TIr2/TIr9™”. Os resultados expressam os valores de cada
animal avaliado, a média e o desvio padrdo. ANOVA two-way foi utilizada para verificar os efeitos da
infeccéo por HSV-1 e do ruido em cada linhagem. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus
de liberdade no denominador.
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Figura 17: Comparacdo do teste claro/escuro entre as linhagens. Camundongos C57BL/6 e
TIr2Tir9™"?) controles e infectados, 15 dias apds a infecgéo por HSV-1, mantidos na sala "Siléncio" ou
“Ruido”. (A): Tempo de permanéncia no compartimento escuro; (B): Numero de entradas no
compartimento escuro; (C): Distancia percorrida no compartimento claro. Os resultados expressam os
vaores de cada anima avaliado, a média e o desvio padrdo. ANOVA two-way foi utilizada para
verificar os efeitos da infecggo por HSV-1 e do ruido entre as linhagens, seguido pelo pos-teste de
Tukey. *representa p<0,05; ** representa p<0,01. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus

de liberdade no denominador.
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4.5 Determinacdo de parametros hematologicos

A determinacdo de pardmetros hematoldgicos foi realizada em amostras de sangue de
camundongos machos das linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr915 dias apos a infecgiio por HSV-
1. Na série vermelha foram avaliados os pardmetros HGB, RBC, HCT, MCV, MCH e
MCHC. Foram analisadas ainda a contagem global de WBC e PLT.

Com relagdo a andlise do hemograma de camundongos da linhagem C57BL/6 (Tabela
4a), houve efeito significativo da infecgdo (#(1,23)=6,965; p<0,05) na determinagdo de WBC,
no entanto, o pds-teste ndo apresentou significAncia. Houve diferenga estatistica também na
interagdo (£(1,23)=8,121; p<0,01) entre infecgdo e ruido na quantificagdo de PLT e, apds o
pbs-teste foi verficado aumento no grupo “Siléncio” infectado (média + SD: 853.7 + 67,49)
em relagdo ao grupo “Siléncio” controle (749,7 + 31,52) e uma redugdo no grupo “Ruido”
infectado” (778,7 £ 107,1) quando comparado ao grupo “Siléncio” infectado.

Na analise do hemograma de camundongos da linhagem TIr2/TIr9"”) (Tabela 4b)
houve efeito significativo do ruido nos parametros WBC (F(1,20)=7,949; p<0,05), RBC
(F(1,20)=6,749; p<0,05), HGB (¥#(1,20)=4,481; p<0,01) e HCT (»<0,05), no entanto, no pds-
teste ndo foi encontrada significancia. Na analise dos indices hematimétricos houve efeito
significativo da infec¢do no pardmetro MCH (#(1,20)=15,45; p<0,001) e, no pds-teste, o
grupo “Siléncio” infectado (média = SD: 16,37 + 0,639) apresentou aumento significativo
quando comparado ao grupo “Ruido” infectado (15,88 + 1,105). O mesmo ocorreu em
MCHC onde houve significancia do efeito da infecg¢do (#(1,20)=10,98; p<0,01) e, no pos
teste, o grupo “Siléncio” infectado (média + SD: 37,53 £ 1,412) apresentou aumento

significativo quando comparado ao grupo “Ruido” infectado (35,42 + 2,648).
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Tabela 4: Efeitos da infecgfo e do ruido no hemograma de camundongos a) C57BL/6 e b) TIr2/TIr9™) gpés oito semanas de exposicao a0 ruido e 15

dias pds inoculagéo de HSV-1 ou Phosphate-Buffered Saline - PBS (controle).

a) C57BL/6 Grupos p-valor / F(DFn,DFd)
S-ctrl R-ctrl S-infectado R-infectado If;fe:;;: F(1,23) Efit;:o F(1,23) Interacéo F(1,23)
WBC (10°mm°) 5,26+1,17 5,17+1,05 457415 4,03+0,80 0,0408* 6,965 0,4660 0,1486 0,5960 0,8920
RBC (10°mm?) 7,84£0,57 8,27+0,65 7,771,23 8,06+0,53 0,6677 0,05342 0,2644 0,5302 0,8373 1,252
HGB (g/dL) 1354088  14,04:091  13,43:2,00 14,03+0,78 0,8982 0,5468 0,2719 0,4866 0,9134 0,5888
HCT (%) 34,79+269  36,50+2,97 36,4290 35,9742,27 0,6420 0,2220 0,5240 0,4186 0,3014 1,118
PLT (10°mm°) 749743152 779,4:37,7 8537+67,49%  750,2+90,90" 0,1248 2,556 0,1295 2,490 0,0096* * 8,121
MCV (fm®) 4443+053 4414+069 44,6052 44,4+0,55 0,1580 2,129 0,2681 1,288 0,8726 0,0268
MCH (pg) 17,274044  16,99:0,36  17,43:0,44 17,42+0,42 0,2069 1,687 0,7212 0,1305 0,1516 2,200
MCHC (g/dL) 389741,25  3841£0,75  39,13x1,11 39,08+0,85 0,6472 0,2151 0,8751 0,0252 0,1874 1,846

Dados sdo expressos como média + S.D. Diferencas estatisticas foram determinadas utilizando ANOVA two-way para verificar os efeitos da infeccdo por HSV-1 e do ruido na
linhagem C57BL/6. * representa p <0,05; ** representa p < 0,01; ® representa diferenca apés o pos-teste de Tukey quando comparado ao grupo S-Ctrl; # representa diferenca apés o
pos-teste de Tukey quando comparado ao grupo S-infectado. Comparagdes feitas entre os grupos S-ctrl x R-ctrl; S-ctrl x S-infectado; R-ctrl x R-infectado; S-infectado x R-infectado.
S-Ctrl — “Siléncio” controle, S-infectado — “Siléncio” infectado, R-Ctrl — “Ruido” controle, R-infectado — “Ruido” infectado, WBC = leucécitos, RBC = eritrécitos, HGB =
hemoglobina, HCT = hematécrito, PLT = plaquetas, MCV = volume corpuscular médio, MCH = hemoglobina corpuscular média, MCHC = concentragdo de hemoglobina
corpuscular média. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.
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b) TIr2/Tirg™ Grupos p-valor / F(DFn,DFd)
S-ctrl R-ctrl S-infectado R-infectado IiE;feito ?a F(1,20) Efdt,o do F(1,20) Interacdo F(1,20)
eccdo ruido

WBC (10°mm°) 588+0,80  4,67+147 6,4+2,37 3,56+1,08 0,6880 1,280 0,0114* 7,949 0,2727 0,1665
RBC (10°mm?) 7,94+050  7,58+0,50 8,38+0,42 7,75+0,36 01263 2,557 0,0177* 6,749 0,4999 0,4731
HGB (g/dL) 13,82+0,94 13,02+1,00 13,78+0,43 12,32+1,20 0,3550 0,7919 0,0084* * 4,481 0,3997 0,05962
HCT (%) 3573248 33784241 36274126 34724128 0,3846 0,8988 0,0477* 8,640 0,3846 0,7421
PLT (10°mm’) 747062972 882,3+967 789,8£17260 8655412820 08110 0,05901 06252 3,887 05845 0,3108
MCV (fm%) 4517+0,41 44,67+0,82 43,57+1,51 45,00£1,23 0,1755 1,972 0,3138 1,068 0,0443 4,607
MCH (pg) 17,38£0,38  17,18+0,66 16,37+0,64 15,88+1,11# 0,0008* ** 15,45 0,2542 1,378 0,6261 0,2449
MCHC (g/dL) 38,63+0,83 38,57+1,03 37,53+1,41 35,42+2 65# 0,0035** 10,98 0,1055 2,874 0,1272 2,533

Dados sdo expressos como média + S.D. Diferencas estatisticas foram determinadas utilizando ANOVA two-way para verificar os efeitos da infecgdo por HSV-1 e do ruido na
linhagem TIr2/TIr9"™. * representa p <0,05; ** representa p < 0,01; * representa diferenca apds o pds-teste de Tukey quando comparado ao grupo S-Ctrl; * representa diferenca apds
0 pos-teste de Tukey quando comparado ao grupo S-infectado. Comparagdes feitas entre os grupos S-ctrl x R-ctrl; S-ctrl x S-infectado; R-ctrl x R-infectado; S-infectado x R-
infectado. S-Ctrl —“ Siléncio” controle, S-infectado — “ Siléncio” infectado, R-Ctrl — “Ruido” controle, R-infectado — “ Ruido” infectado, WBC = leucdcitos, RBC = eritrécitos, HGB
= hemoglobina, HCT = hematécrito, PLT = plaquetas, MCV = volume corpuscular médio, MCH = hemoglobina corpuscular média, MCHC = concentracdo de hemoglobina
corpuscular média. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.
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Quando comparadas as linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr9™) (Figura 18) houve efeito
significativo da infecgdo (F(1,43)=5,657; p<0,05) e do ruido (F(3,43)=4,238; p<0,05) em
WBC, contudo no pés teste a significancia ndo estava nos pares de interesse. Em HGB houve
efeito significativo do ruido (F(3,43)=5,329; p<0,01), contudo no pds teste a significancia
também ndo estava nos pares de interesse. Na quantificagdo de PLT, embora tenha sido
encontrado efeito significativo do ruido (F(3,43)=3,090; p<0,05), no pds teste nao foi
encontrada significancia. Nos indices hematimétricos houve interagio entre infeccéo e ruido
(F(3,43)=4,055; p<0,05) em MCV, no entanto no pds teste a significancia ndo estava nos
pares de interesse. Ja no indice MCH houve interagdo (F(3,43)=6,293; p<0,01) e efeito da
infeccdo (F(1,43)=8,860; p<0,01) e do ruido (F(3,43)=4,137; p<0,05) e no pos teste
camundongos C57BL/6 do grupo “Ruido” infectado (média + SD: 17,42 + 0,4167),
apresentaram valores superiores aos camundongos TIr2/TIr9"") deste mesmo grupo (15,88 +
1,105). Em MCHC também houve interacdo (F(3,43)=4,741; p<0,01) e efeito da infeccéo
(F(1,43)=7,441; p<0,01) e do ruido (F(3,43)=5,176; p<0,01) e, no pos teste, camundongos
C57BL/6 do grupo “Ruido” infectado (média + SD: 39,08 + 0,8472), apresentaram valores
superiores aos camundongos TIr2/TIr9"™”) deste mesmo grupo (35,42 + 2,648).
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Figura 18: Comparagcdo do hemograma entre as linhagens. Camundongos C57BL/6 e TIr2/TIrg""?
controles e infectados, 15 dias ap6s a infecgdo por HSV-1, mantidos na sala " Siléncio" ou “Ruido”. A:
glébulos brancos (WBC), B: glébulos vermelhos (RBC), C: hemoglobina (HGB), D: hematécrito
(HCT), E: plaquetas (PLT) e indices hematimétricos F: volume corpuscular médio (MCV), G:
hemoglobina corpuscular média (MCH) e H: concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(MCHC). Os resultados expressam os valores de cada animal avaliado, a média e o desvio padréo.
ANOVA two-way foi utilizada para verificar os efeitos da infecgdo por HSV-1 e do ruido entre as
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linhagens, seguido pelo pos-teste de Tukey.* representa p<0,05; ** representa p<0,01. DFn: graus de
liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.

4.6 Concentragao de colesterol e glicose

A determinacdo dos parametros bioquimicos colesterol e glicose foi realizada em
amostras de soro de camundongos machos das linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr9)15 dias apos
ainfecgdo por HSV-1.

Com relagdo a andlise de colesterol em camundongos das linhagens C57BL/6 e
TIr2imir9™ (Figura 19), nZo houve efeito significativo da infeccio e do ruido em nenhum
dos grupos avaliados em cada linhagem. O mesmo ocorreu na comparac3o entre animais das

linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr9"™") (Figura 20), onde também n3o foi encontrada diferenca
significativa.
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Cfeito do ruido  /(1.23):0.6588 0,4253 Efcito do ruido  £(1,20):4,198 0,0538
Interagdo F(1,23):0.0608 0.8074 Interacdo F(1,20):0.2289 0,6375

Figura 19: Concentragio de colesterol em soro. Camundongos C57BL/6 e TIr2/TIr9™ controles e
infectados, 15 dias apos a infecgo por HSV-1, mantidos na sala "Siléncio" ou “Ruido”. Os resultados
expressam os valores de cada animal avaliado, a média e o desvio padréo. Os resultados expressam os
valores de cada anima avaliado, a média e o desvio padrdo. ANOVA two-way foi utilizada para
verificar os efeitos da infeccdo por HSV-1 e do ruido em cada linhagem. DFn: graus de liberdade no
numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.
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Figura 20: Comparacéo da concentracdo de colesterol entre as linhagens. Camundongos C57BL/6
e TIr2TIr9™ controles e infectados, 15 dias apos a infeccdo por HSV-1, mantidos na sala "Siléncio"
ou “Ruido. Os resultados expressam os valores de cada animal avaliado, a média e o desvio padréo.
ANOVA two-way foi utilizada para verificar os efeitos da infeccdo por HSV-1 e do ruido entre as
linhagens. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.

Com relagéo a andlise de glicose em camundongos da linhagem C57BL/6 (Figura 21),
ndo houve efeito significativo da infecgdo e do ruido em nenhum dos grupos avaliados. Na
linhagem TIr2/TIr9™ (Figura 21) houve efeito significativo do ruido (F(1,20)=5,600;
p<0,05), contudo, no pos-teste de Tukey esta diferenca foi encontrada na comparagéo entre os
grupos "Siléncio" infectado e "Ruido" controle que, neste trabalho no possuem relevéncia
Quando comparadas as linhagens C57BL/6 e TIr/TIr9™) (Figura 22), houve efeito
significativo do ruido (F(3,43)=3,881; p<0,05) e, no pds teste camundongos TIr2/TIr9™) do
grupo "Ruido” controle (média + SD: 216,4 + 67,40) gpresentaram valores superiores em
relacéo aos camundongos C57BL/6 deste mesmo grupo (144,2 + 34,23).
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C57BL/6 Tir2/Tirgl"
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Siléncio Ruido Siléncio Ruido
F(DFn.DFd) _ p-valor J(DIn.DI'd) p-valor
Efeito do HSV-1 £(1.23):0,0850 0.7731 Efcito do HSV-1 £(1.20):2,825 0,1084
Cfeito do ruido  7{(1.23):2.267 0.1458 Efcito do ruido  F(1,20):5,600 0,0282*
Interacfio £1(1.23):0,1282 0.7235 Intcragdo F(1,20):0.1120 0,3835

Figura 21: Concentragdo de glicose em soro. Camundongos C57BL/6 e TIr2/TIr9™ controles e
infectados, 15 dias ap6s a infecgédo por HSV-1, mantidos na sala "Siléncio" ou “Ruido”. Os resultados
expressam os vaores de cada animal avaliado, a média e o desvio padrédo. ANOVA two-way foi
utilizada para verificar os efeitos da infecgdo por HSV-1 e do ruido em cada linhagem, seguido pelo

pos-teste de Tukey. * representa p<0,05. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus de
liberdade no denominador.
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F(DFn.DFd) __p-valor

Efeito do HSV-1 F(1,43):0.9327 0,3396
Efeito do ruido ¥£(3,43):3,881 0,0153%
Interagéo F(3,43):0.6899 0,5632

Figura 22: Comparacdo da concentragéo de glicose em soro entre as linhagens. Camundongos
C57BL/6 e TIr2TIr9™ controles e infectados, 15 dias ap6s a infecgdo por HSV-1, mantidos na sala
"Siléncio" ou “Ruido”. Os resultados expressam os valores de cada animal avaiado, a média e o
desvio padrédo. ANOVA two-way foi utilizada para verificar os efeitos da infeccdo por HSV-1 e do
ruido entre as linhagens, seguido pelo pos-teste de Tukey. * representa p<0,05. DFn: graus de
liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.



82

4.7 Concentragéo de corticosterona

A determinagdo da dosagem de corticosterona foi realizada em amostras de fezes de
camundongos machos das linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr9"™) 15 dias apés a infecgio por
HSV-1. Néo foi constatada diferenca significativa nos grupos de C57BL/6 (Figura 23) enos
grupos de TIr2TIr9™” (Figura 23) e também quando animais das duas linhagens s3o
comparados (Figura 24). Foram encontrados valores considerados basais, entre 13 e 19
ng/mL.

C57BL/6 TIr2/Tir9")
100 100
I jry o Controle
% 80 % 80 o Infectado
£ £
g 60 g 60
4 e
2 a0 & a0
8 8
8 2 o [ o
£ 20 £ 20
3 5B e G R 3 B A D e
0 0 T T
Silér‘mio Ru‘Ido Siléncio Ruido
FIDFn.DFd) p-valor F(DFn.DFd) _ p-valor
Efcito do HSV-1 £(1,23):0.0.32  0.7628 Eleito do HSV-1  F(1.20):1423 0.2468
Efcito do ruido  FA(1.23):0.2136 0.6483 Eleito do ruido  F(1,20):1,284  0.2705
Intcracio F(1.23):0.4927  0.4897 Interagdo F(1.20):0.0630 0.8044

Figura 23: Concentragdo de corticosterona em fezes. Camundongos C57BL/6 e TIr2/Tirg™"
controles e infectados, 15 dias ap6s a infecgdo por HSV-1, mantidos na sala "Siléncio" ou “Ruido”. Os
resultados expressam os valores de cada animal avaliado, a média e o desvio padrdo. ANOVA two-
way foi utilizada para verificar os efeitos da infecgdo por HSV-1 e do ruido em cada linhagem. DFn:
graus de liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.
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F(DFn.DEd) p-valor

Efeito do HSV-1 F(1.43):1,197  0.2799
Efeito do ruido £1(3.43):2,031 0,1238
Interacdo F(3,43):0,3212  0,8100

Figura 24: Comparagdo da concentracdo de corticosterona em fezes entre as linhagens.
Camundongos C57BL/6 e TIr2/TIr9™ controles e infectados, 15 dias apds a infecgdo por HSV-1,
mantidos na sala "Siléncio" ou “Ruido”. Os resultados expressam os valores de cada animal avaliado,
a média e o desvio padrédo. ANOVA two-way foi utilizada para verificar os efeitos da infec¢do por
HSV-1 e do ruido entre as linhagens. DFn: graus de liberdade no numerador, DFd: graus de liberdade
no denominador.

4.8 Avaliagio da producio de citocinas por Cytometric Beads Array

A produgéo das citocinas TNF alfa, IFN gama, IL2 e IL4 em ganglio trigémeo de
camundongos machos das linhagens C57BL/6 e TIr2/TIr9™, 15 dias apds a infecgdo por
HSV-1, foi redlizada por meio da andlise citométrica por arranjo de beads (CBA). Com
excegdo da citocina IL2, todas estavam abaixo do limite tedrico de detecgdo (6,3 pg/mL para
TNF afa, 2,5 pg/mL para IFN gama e 5 pg/mL para IL2 e IL4) e, desta forma, foi feita a
interpol agéo dos dados com as curvas para aquisi ¢ao do 4° parémetro logistico, de acordo com
instrugdes do fabricante.



Com relagdo a produgéo de citocinas na linhagem C57BL/6 houve efeito significativo
na infecgdo (p<0,05) e nainteragdo (p<0,01) entre infecgdo e ruido em IFN gama (Tabela 5a)
€, no pos-teste, houve um aumento (p<0,05) no grupo "Siléncio" infectado quando comparado
20 grupo “Siléncio” controle. Houve um aumento (p<0,05) ainda no grupo “Ruido” controle
quando comparado ao grupo “Siléncio” controle.

Janalinhagem TIr2/TIr9"") (Tabela 5b) n3o foi verificada diferenca significativa
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Tabela 5: Efeitos dainfecgdo e do ruido na produgéo das citocinas TNF alfa, IFN gama, IL2 e IL4 no ganglio trigémeo de camundongos a) C57BL/6

eb) TIr2TIr9™") gpds oito semanas de exposicio ao ruido e 15 dias pés inocul agio de HSV-1 ou Phosphate-Buffered Saline - PBS (controle).

a) C57BL/6 Grupos p-valor / F(DFn,DFd)
Sctrl R-ctrl Sinfectado  R-infectado Iizrf]fdto fj @ F(1,23) Efdt,o do F(1,23) Interacdo F(1,23)
eccao ruido

TNF alfa (pg/mL) 3.89£1.02 428t1.02  4.49:0.80 4.08+0.68 0.3476 0.9232 0.6846 0.1697 0.1459 2.281

IFN gama (pg/mL)  3.23£019 350:026° 3572028%  353:0.13 0.0213* 6.196 0.3613 0.8711 0.0053** 9.681
IL2 (pg/mL) 7.00£0.67  7.31x098  6.70:0.65 7.04+1.74 0.4284 0.6522 0.3611 0.8719 0.8688 0.02885
IL4 (pg/mL) 380025 387:0.19  3.91x0.18 3.94+0.16 0.1781 1.942 0.7791 0.08075 0.6529 0.2082
b) TIr2/Tirg™) F(1,20) F(1,20) F(1,20)
TNF alfa (pg/mL)  4.42:t057 4.08+0.74  4.28+1.45 4.08+0.83 0.8608 0.03155 0.5216 0.4255 0.8608 0.03156
IFN gama (pg/mL)  3.53:0.21  3.69:022  3.50:0.28 3.80£0.40 0.7285 0.1239 0.0624 3.804 0.5623 0.3472

IL2 (pg/mL) 6.41£0.36  6.44:036  6.26:0.99 7.00£1.29 0.5615 0.3487 0.2812 1.227 0.3279 1.006
IL4 (pg/mL) 3.91£0.11  398+027  4.04:0.10 4.14:0.28 0.0767 3484 0.3190 1.045 0.8912 0.01920

Dados s20 expressos como média + S.D. Diferencas estatisticas foram determinadas utilizando ANOVA two-way para verificar os efeitos da infeccdo por HSV-1 e do ruido nas
linhagens a) C57BL/6 eb) TIr2/TIr9""). * representa p<0,05; ** representa p<0,01; & representa diferenca apds o pos-teste de Tukey quando comparado ao grupo S-Ctrl; # representa
diferenca apds o pos-teste de Tukey quando comparado ao grupo S-Ctrl. Comparagdes feitas entre os grupos S-ctrl x R-ctrl; S-ctrl x S-infectado; R-ctrl x R-infectado; S-infectado x
R-infectado. S-Ctrl — “Siléncio” controle, S-infectado — “Siléncio” infectado, R-Ctrl — “Ruido” controle, R-infectado — “ Ruido” infectado. DFn: graus de liberdade no numerador,
DFd: graus de liberdade no denominador.
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Na comparacdo entre as linhagens (Figura 25), houve interagio entre infecgo e ruido
na produgéo de IFN gama (F(3,43)=3,218; p<0,05), no entanto no pos teste a significancia

n&o estava nos pares de interesse.
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F(DFn.DFd) __ P-value F(DFn.DEd) _ P-value
Cfeito do TISV-1 F(1.43):0,0529 0.8192 Eleito do HSV-1 £{1.43):1,269 0,2664
Efcito do ruido  7(3.43):1.647 0,1934 Efcito do ruido  7(3.43):1,589 0.2067
Interagio F(3.43):0,5860 0.6276 Interagio £13.43):0.4179 0.7411

Figura 25: Producéo de citocinas em ganglio trigémeo. TNF alfa (A), IFN gama (B), IL2 (C) eIL4
(D) em camundongos C57BL/6 e TIr2/TIr9™" controles e infectados, 15 dias ap6s a infecgdo por
HSV-1, mantidos na sala "Siléncio" ou “Ruido”. Os resultados expressam os valores de cada animal
avaliado, a média e o desvio padrdo. ANOVA two-way foi utilizada para verificar os efeitos da
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infecgdo por HSV-1 e do ruido entre as linhagens. * representa p<0,05. DFn: graus de liberdade no
numerador, DFd: graus de liberdade no denominador.
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5DISCUSSAO

Mesmo em ambientes padronizados e controlados como os biotérios, os animais sZo
expostos a uma grande variedade de sons durante a rotina didria Estes sons apresentam
variagbes de acordo com o periodo do dia e dia da semana. A paisagem sonora nestes
ambientes & composta por ruidos de fundo provenientes de sistemas elétricos € mecanicos e
de ruidos intermitentes atribuidos a diversas fontes, como as atividades antropogénicas. Neste
trabaho foram avaliados os niveis de ruido de duas salas com caracteristicas e composi¢des
distintas do biotério de experimentacéo do IRR com o objetivo de verificar o bem-estar de
camundongos infectados com baixa m.o.i por Herpes simplex-1 e seus controles nestes
ambientes. O HSV-1 por ser um agente infeccioso com ampla distribuicdo mundia e ata
prevaléncia entre a populagéo humana tem sido objeto de estudo de muitos trabalhos (Lima et
al., 2010; Zalini et a, 2014; Lucinda, 2017).

Apesar das diretrizes brasileiras (Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal/CONCEA), ver Resolugéo Normativa n° 15,
http://www.mctic.gov.br/mctic/export/sites/institucional /i nstituci onal/concea/arquivos/
(Resolucao-Normativa-CONCEA-15-de-16.12.2013-DOU-de-18.12.2013-Secao-1-Pag.-
9.pdf) preconizarem que o limite de 85 dB sgja aceitével em biotérios, estabelece a0 mesmo
tempo que "A exposicdo a padrdes uniformes de ruido pode levar a uma perda auditiva mais
rgpida, enquanto que a exposicdo a padrdes irregulares esta mais propensa a causar
transtornos, devido a uma ativagao repetida do sistema neuroendécrino'. Castelhano-Carlos e
Baumans (2009) acrescentam ainda que sons significativos com niveis de intensidade
relativamente baixa podem ter um impacto consideravel sobre a fisiologia e o comportamento
dos animais, envolvendo estruturas limbicas e centros superiores envolvidos na determinacdo
do contexto e do significado. Além disso, os animais podem demonstrar uma gparente
adaptacdo aos sons apds repetidos estimulos, no entanto sua meméria é de curta duragdo e a
adaptacio a0 mesmo tipo de som faz com que haja uma resposta comportamental semelhante
(Voipio et al., 2006; De Avila 2012). Desta forma, se torna relevante o monitoramento
constante do ruido nestes ambientes, afim de se verificar uma possivel interferéncia na satide
e bem-estar dos animais. Neste contexto, em nosso trabalho foram monitorados os sons entre
20 Hz e 100 kHz em diferentes curvas de ponderagio para efeito comparativo, uma vez que
em muitos estudos os resultados so expressos has curvas de ponderacdo A (humanos) ou Z
(linear). De uma forma geral é adotada a curva de ponderagdo Z, ja que em uma leitura linear
sdo incluidas todas as frequéncias no nivel de ruido final. O descritor LZespecid (Lzesp)
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adotado neste trabalho para medigéo de frequéncias entre 1 e 20 kHz, teve como intuito a
exclusdo das frequéncias que ndo sdo audiveis aos camundongos pelo medidor B&K2270 de
forma a refinar nossas andlises goroximando os nossos resultados da realidade. Contudo, uma
vez que este medidor tem um alcance de 20 kHz, foi utilizado adicionalmente o AR125BAT
para a medigao de ultrasom (20 a 100 kHz).

Neste contexto, os resultados deste trabalho demonstraram que os niveis de ruido
podem variar significativamente no biotério em diferentes periodos do dia, assim como
demonstrado anteriormente por outros autores (Milligan et a., 1993; Voipio et a., 2006,
Lauer et a. al., 2009), especiamente nas frequéncias audivels para humanos e camundongos.
Foi possivel verificar também que o nivel de ruido variou entre as salas em um mesmo
biotério. Quando o nivel de ruido total é analisado utilizando o B&K2270, a saa “ Siléncio”
gpresentou um menor nivel de ruido no periodo noturno, caracterizado por conter apenas o
ruido de fundo da prépria sala, sem presenga humana, enquanto na sala “ Ruido” os periodos
da manha (M) e noite (N) foram semelhantes. Neste caso, isso pode ter ocorrido devido a
presenca de equipamentos elétricos (racks ventilados e estante ventilada) na sala que podem
ter mascarado o som do baixo tréfego de pesquisadores pela manha As diferengas
encontradas para o ruido de fundo entre as salas foram de aproximadamente 10 dB em L aeq, 6
dB em Lzeq €6 dB em Lz (isto significa que a percepgéo da pressdo sonora na sala “ Ruido”
foi o dobro daquela observada na sala“Siléncio”). Em geral, no periodo diurno com o trafego
de pesquisadores e técnicos é possivel observar que houve um aumento do nivel de ruido em
ambas as saas, no entanto, a diferenca entre as salas foi menos expressiva quando comparada
20 ruido de fundo (periodo noturno). O estudo de Lauer e colaboradores (2009) avaliou
somente o descritor Lzeq € nossos resultados corroboram o achado desses autores. Com
relacdo ao0s animais mantidos na sala “Ruido”’, eles foram expostos a niveis de ruido um
pouco acima de 85 dB (88 dB) no descritor Lzeg com picos de até 119,2 dB (dados no
mostrados). Embora Lauer e colaboradores (2009) tenham encontrado picos com maior nivel
de ruido no descritor Z, em nosso trabalho foi possivel verificar que picos acima deste valor
se encontravam nas frequéncias abaixo de 1 kHz, ou sgja, fora da percepgdo auditiva de
camundongos. Quando foram excluidos os vaores abaixo de 1 kHz e proposto o descritor
Lzesp, Os picos apresentaram valores de até 70,9 dB. Quando os descritores Lae € Lzes de
ambas as sdas sfo andisados, assim como Lze da sala “Siléncio”, os animais foram
continuamente expostos a niveis de ruido abaixo de 85 dB. Na andlise individua da

frequéncia utilizando o AR125BAT houve uma grande diferenca de goroximadamente 20 dB
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em 1 kHz e, nas freqiiéncias acima de 20 kHz, o nivel de ruido variou de 15 a 25 dB em
ambas as saas em todo o periodo de gravagio. Tamura e colaboradores (2012) demonstraram
que a exposicdo de camundongos a niveis de ruido moderados (70 dB) de baixa frequéncia
(0,5 kHz) causou comprometimento morfolégico do vestibulo séleo e cerebelo, prejudicando
o equilibrio locomotor do animal. E importante mencionar que o nivel de ruido encontrado
neste estudo pode ter sido ainda maior, uma vez que a presenga do observador e dos
medidores pode ter interferido no comportamento de pesquisadores e técnicos do biotério de
experimentacéo.

Em nosso estudo, a infecgdo por HSV-1 e o nivel de ruido foram avaliados como
fontes potenciais de estresse para camundongos. A nomenclatura "estressor" é frequentemente
utilizada para definir os estimulos ambientais que levam a um desequilibrio da homeostase e,
as respostas de estresse correspondem as reagdes de defesa de um animal, com o cérebro
desempenhando o papel central de relacionar os estressores com as respostas (Mostl e Palme,
2002). As respostas incluem alteracdes no comportamento e no sistema imunolégico e ainda,
ativacdo do sistema neuroendécrino (eixo hipotalamico-pituitario-adrenal [HPA]) e do
sistema nervoso auténomo (Moberg e Mench, 2000; Palme, 2012). Desta forma, o aumento
da produgao de corticosterona apds a exposigéo a um estimulo ambiental é interpretado como
uma resposta ao estresse (Kight e Swadle, 2011).

A medicio de respostas de estresse fisioldgico em roedores de laboratdrio,
particularmente camundongos, € um desafio. Métodos padrdo de coleta de sangue para
quantificar glicocorticoides sdo limitados nesta espécie devido aos préprios métodos de coleta
que so estressores significativos devido ao seu pequeno tamanho, ndo permitindo coletas
frequentes ou a longo prazo. Assim, utilizando-se amostras coletadas de forma néo invasiva,
como por exemplo, por meio de metabdlitos fecais, esta limitagio encontra-se solucionada,
uma vez que a quantificagdo de corticosterona por este método esta validada (Jensen et a.,
2010). Os resultados encontrados em nosso trabalho para os niveis desse horménio foram
considerados basais (< 20 ng/mL) para todos os grupos (Fortes et al., 2017; Viollet et a.,
2017). Acreditamos que, embora os animais estivessem continuamente expostos a ruidos
préximos a 85 dB em LZeq em ambas as salas, €l es foram expostos desde o nascimento e isso
poderia de alguma forma ter contribuido para a auséncia de estimulacéo do eixo HPA e
posterior liberagcio de corticosterona no local no tempo da nossa dosagem (oito semanas apds
o nascimento). Alguns animais, devido a intensa exposi¢éo a estressores, podem tornar-se

patol ogicamente ndo responsivos; isto & seu eixo HPA néo responde, embora eles estgjam
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percebendo a situagio como estressante. Portanto, recomendamos que, no caso de exposigio
aguda a esses ruidos, uma nova avaliagio segjafeita.

O peso corporal, 0 ganho de peso e 0 peso adrenal também sdo indicadores Uteis de
bem-estar animal (Leach et al., 2008; Hawkins et al., 2011; Buijs et a., 2015). Com relagdo a
avaliagdo do ganho de peso, nos camundongos C57BL/6 o grupo infectado mantido na sala
“Siléncio” obteve maior ganho de peso quando comparado ao grupo infectado mantido na sala
“Ruido”, corroborando dados disponiveis na literatura (Van Raaij et a., 1996; Abou Ismail,
2007, Kim et al., 2013). No entanto, os grupos controle de C57BL/6 e os grupos controle e
infectado de TIr2/TIr9"") de ambas as salas n3o apresentaram diferenca significativa no ganho
de peso. Segundo Kight e Swaddle (2011), a diminuigdo do ganho de peso em relagdo a
exposicéo a ruidos aversivos pode ser justificada pela necessidade de maior vigilancia por
parte do anima e também por permanecer escondido ou recuado, reduzindo o tempo
destinado ao forrageamento. Embora o nivel de corticosterona ndo tenha aumentado em
nenhum dos grupos, sugerindo um ambiente n&o estressante no momento da medicao, atengéo
especial poderia vir a ser dada em experimentos com HSV-1, uma vez que nossos resultados
sugerem que o ruido pode interferir no ganho de peso de animais infectados por este virus e
estas ateragdes podem comprometer a reprodutibilidade dos experimentos (Hawkins et d.,
2011).

Tem sido demonstrado que o estresse cronico e o ruido podem gerar fatores de risco
cardiovasculares, como aumento da pressdo arteria e dislipidemia, aumento da viscosidade
sanguinea e glicemia, e ativagdo de fatores de coagulagdo sanguinea em modelos animais
(Munzel et d., 2017). O aumento dos corticosterdides plasmaticos na resposta primaria ao
estresse tem uma ampla gama de efeitos metabdlicos, como a modulagdo de como os
carboidratos sdo metabolizados pela gliconeogénese (Cui et d., 2016; Vazzana, 2017). Em
nossos resultados em relagéo aos glicocorticéides, ndo encontramos diferengas significativas
nas dosagens de colesterol e glicose nas diferentes salas nos dois grupos de camundongos
(controles e infectados). A auséncia de estimulagdo do eixo HPA e posterior liberagéo de
corticosterona no momento de nossa mensuragéo pode também ter contribuido para a falta de
mudanga nos niveis de glicose e colesterol. Além disso, os valores encontrados para C57BL/6
na literatura estdo de acordo com o intervalo de referéncia estabelecido para machos desta
linhagem (Almeida et al., 2008; Spinelli et a, 2012). Embora ndo hagja dados disponiveis na
literatura para esses parametros em camundongos TIr2/TIr9™) os resultados encontrados
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estdo proximos a C57BL/6, seu background e, portanto, acreditamos estar dentro dos valores
de referéncia estabelecidos.

Na avaliagdo do hemograma dos camundongos, a contagem de plaquetas em C57BL/6
foi menor nos animais infectados da sala “Ruido” que na sala “Siléncio”, ao contrério dos
achados de Toukh e colaboradores (2014) que demonstraram que o ruido induzido pela
construcdo causou aumento da coagulagdo sanguinea em ratos. No entanto, de acordo com
estes autores, os estudos sdo inconclusivos quanto ao efeito do estresse no perfil de
coagulacéo. O estresse pode induzir um tempo prolongado de tromboplastina parcial ativadae
trombina e encurtamento do tempo de lise do euglobulina atribuido ao aumento da atividade
fibrinolitica, sem alteracdo no tempo de protrombina e sem diminuigéo prolongada dos niveis
plasméticos de fibrinogénio, mas também pode promover disfuncdo plaquetaria e
trombocitopenia. Em nossos estudos, camundongos C57BL/6 infectados apresentaram maior
contagem de plaquetas que seus controles na sala “Siléncio”, o que pode ser explicado pela
resposta a infecgdo viral com cascatas inflamatérias e de coagulagdo interconectadas
(Marshall et al., 2016). No entanto, todos os valores para plaquetas encontrados nas salas
“Siléncio” e “Ruido’ estdo dentro do intervalo de referéncia estabelecido para C57BL/6, de
acordo com o trabalho realizado anteriormente por Araljo e colaboradores (2015), em que
foram estabelecidos valores de referéncia para parémetros hematol 6gicos. Embora néo haja
dados disponiveis na literatura para o hemograma de TIr2/TIr9""), os resultados encontrados
estao préximos ao seu background C57BL/6 e, portanto, acreditamos estar dentro dos valores
de referéncia estabelecidos.

As citocinas s30 moléculas importantes envolvidas tanto na imunidade quanto no
estresse, sendo produzidas pelas células imunes em resposta a qualquer desequilibrio da
homeostase, como lesdes, inflamagéo e infecgdes (Pagliarone e Sforcin, 2009). Em nosso
estudo, foram encontradas diferencas gpenas na producéo de IFN gama de C57BL/6, com
aumento nos animais infectados da sala “Siléncio” e animais controles da sala “Ruido’
quando comparados aos animais controles da sala “ Siléncio’. E importante mencionar que o
aumento dessa citocina € esperado nainfecgdo pelo HSV-1. Assim, atengéo deve ser dada aos
estudos com HSV-1 e a produgdo de IFN gama, ja que, com os resultados encontrados,
acreditamos que o ambiente “ Siléncio” possa ter contribuido para uma resposta imunol 6gica
mais efetiva por camundongos C57BL/6.

Com relagdo a0 comportamento dos camundongos, no teste campo aberto, a distancia
percorrida na arena é tipicamente interpretada como uma medida semelhante a atividade.
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Além disso, atendéncia que os camundongos tem de evitar a area central € um indicador de
niveis semelhantes a ansiedade, sob a suposic¢do de que a area central € mais aneagadora para
os roedores que a area periférica (Carola et al., 2002; Tye et al., 2011). No teste de claro/
escuro, a ansiedade esta positivamente correlacionada com o tempo gasto no compartimento
iluminado e negativamente com o nimero de entradas no compartimento escuro (Crawley e
Goodwin, 1980; Heredia et al., 2014). No presente estudo, indicadores de ansiedade e
comportamento de exploragdo, como os testes utilizados, ndo mostraram diferencas
significativas entre os camundongos controles e infectados das salas “ Siléncio” e “Ruido”.

5.1. Potenciais limitagdes do estudo

A avdiacio dos efeitos do ruido no estresse pode ser afetada por fatores como a
posicdo da gaiola Aqui, os microfones foram colocados em seis pontos diferentes em cada
sala. A média desses pontos foi usada para determinar a localizagdo das gaiolas dos animais
na sala, descartando diferengas significativas. Outro fator que poderia afetar a exposicéo aos
ruidos € o posicionamento das gaiolas em diferentes alturas, no entanto, todas as gaiolas
foram posicionadas em uma mesma altura do chéo.

Além disso, existem outros fatores associados ao ruido, como vibragdo, odores e
presenca humana, que ndo podem ser controlados em biotérios. No entanto, como forma de
minimizar essas interferéncias, os animais foram mantidos em mini-isoladores e 0 manuseio

foi sempre realizado por um Unico técnico.



6 CONCLUSAO

Nossos resultados forneceram informagdes particularmente relevantes relacionadas
aos niveis de ruido em biotérios experimentais quando consideramos o efeito potencial do
ruido sobre o comportamento, fisiologia e resposta imune de animais infectados por HSV-1.
A presenca de equipamentos elétricos aliada ao grande tréfego de pesquisadores na sala
“Ruido” causou diferencgas nas medidas dos niveis de ruido em todos os descritores avaliados.
No entanto, os ruidos encontrados apresentaram baixo impacto em todos os grupos de
camundongos, de acordo com os parametros avaliados. Assim, o presente estudo contribuiu
com a literatura para as pesquisas realizadas em biotério experimental, uma vez que nossos
resultados indicaram que a exposi¢do a nivels moderados de ruido nesses ambientes néo
aterou o bem-estar dos camundongos avaliados. Embora ruidos moderados e intermitentes

estivessem presentes, eles ndo foram suficientes para causar estresse crénico nos animais.
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no Uso de Animais

LICENGA

LW-20/15

Certificamos que o protocolo (P-83/14-2), intitulado "Resposta a infecgdo por Herpes

simplex virus tipo 1 em modelo murino", sob a responsabilidade de MARCO ANTONIO DA SILVA

CAMPOS, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispoe sobre o uso cientifico no uso de
animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de

Laboratério (SBCAL). A referida licenga nao exime a observancia das Leis e demais exigéncias

legais na vasta legislagdo nacional.
Esta licenga tem validade até 27/04/2019 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 168 Machos de C57BLI/6, Idade: 7 Semana(s), Peso: 20,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 48 Machos de B6;129 TLR2 tm, Idade: 7 Semana(s), Peso: 20,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 48 Machos de B6;129 TLR9 tm, Idade: 7 Semana(s), Peso: 20,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 48 Machos de TLR2/TLRS KO, Idade: 7 Semana(s), Peso: 20,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 48 Machos de MYD-/-, Idade: 7 Peso: 20,0000
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