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~ ALTERACOES CELULARES NA
GLANDULA PINEAL DE RATAS ALBINAS.
EFEITO DA ESTIMULACAO SONORA DIARIA

BELARMINO ALVES DE AZEVEDO™
PEDRO FONTANA JUNIOR™

Foi observado haver uma relacdo entre o estimulo sonoro intenso e dteragoes
morfologicas na glindula (gl. ) pineal de ratas adultas. Estes animais foram estimulados por
uma campainha elétrica, com nivel de intensidade sonora em [0ro de 110dB, por 1, 2, 4
e 7 dias e como também por mais 10 estimulos sucessivos no setimo dia. Foram observa-
das alteracoes celulares, tais como. nicleos picnoticos, vacuolizacoes e perda do aspecto
lobular da distribuicdo dos pinealocitos, sendo que estas alteragdes se agravarm com 0 au-
mento do numero de estimulagoes.

Intensificou-se grandemente o interesse pela gl. pineal em varios campos de ativi-
dades de pesquisas, logo apds a evidenciagdo do seu hormonio, a melatonina, por Lerner
et al, 1958. Podemos citar como exemplos os trabalhos em bioquimica de Axelrod &
Weissbach, 1960, Axelrod et al., 1965 e Wurtman & Axelrod, 1966; o0s estudos histologi-
cos de Anderson, 1960: os estudos de microscopia eletronica de Pellegrino De Iraldi & De
Robertis, 1961, De Robertis & Pellegrino De Iraldi, 1961 e Upson ct al., 1976, ou sobre
os efeitos produzidos pela melatonina em outras estruturas ¢ 6rgaos, conforme Minneman

& Wurtman, 1975 e Reider, 1973.

Estas investigagOes, na sua grande maioria, mostram que 2 pineal tem sido rela-
cionada com as variactes dos niveis de luz do meio ambiente e € nosso proposito no pre-
sente trabalho verificar a existéncia ou no de alteracGes histolégicas na gl. pineal de ratas
submetidas ao estimulo sonoro, uma vez por dia, em dias consecutivos.

MATERIAL E METODOS

1 — Animais

Em todas as experiéncias, utilizamo-nos de ratas albinas que pesavam entre 130 ¢
160g, obtidas do biotério geral do Instituto Oswaldo Cruz. Os animais eram guardados
em caixa de aluminio galvanizado, medindo 36 x 24 x 16cm, sendo 5 animais por caixa.
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Estipulou-se um regime, no qual a luz incandescente era ligada as 7 horas e desli-
gada as 19 horas.

2 — Preparacio histologica do material

As ratas foram mortas por concussio cervical, entre 12h30min ¢ 13h30min. Pa-
ra o estudo histologico, as glandulas apos terem sido perfundidas in sifu, com solucao a
10% de formol neutro, foram deixadas por mais tempo (48 horas) imersas no liquido fixa-
dor a temperatura ambiente. Apos a lavagem em dgua corrente, foi feita a desidratagdo em
série alcoolica de concentracdo crescente, diafanizagZo pelo xilol e inclusao em parafina.
Os cortes histolégicos foram realizados com a espessura de 5 U orientados em rela¢do
transversal ao maior comprimento da glindula, que € de forma piriforme, sendo seleciona-
dos os de maior diametro. Usamos exclusivamente como celoragdo a hematoxilina e eosi-
na.

3 — Estimulacdo sonora

As ratas foram estimuladas individualmente, durante 3 minutos em cada sessdo,
por uma campainha elétrica com timpano de 127, que foi colocada a 30cm do piso de
uma caixa em madeira compensada revestida com eucatex acustico, medindo 40 x 40 x
x 40cm e embutida em outra caixa acustica semelhante de 60 x 60 x 60cm; a combinag¢ao
de duas caixas aclsticas bloqueava satisfatoriamente a saida do som para o ambiente ex-

terno.

Utilizamo-nos de um medidor de nivel sonoro (Briiel & Kjaer tipo 2202), que re-
gistrou um nivel sonoro em tomo de 110 dB, colhido diretamente do piso do interior da
caixa de estimulagio. Para o registro da vibragdo da caixa, que sempre OcOIre quando se
liga a campainha, fizemos uso de um integrador (ZR 0020) e de um acelerdmetro (tipo
4339), ambos de marcas Brilel & Kjaer, encontrando-se os seguintes valores : amplitude de

0,4 x 1074 m, velocidade de 3,5 x 10~ m/s e aceleracdo de 8.5 x 10 2m/s?.

3.1 — Grupo controle

Utilizamo-nos de 6 ratas que ndo receberam estimulo sonoro, mas que foram co-
locadas no interior da caixa, durante 3 minutos, para controle das condiges de hipoxia e
de outras influéncias ambientais.

3.2 — Grupos estimulados pelo som
Constituiram-se os seguintes grupos experimentais:

a) Ratas estimuladas somente 1 dia, com apenas 1 estimulo de 3 minutos de du-
racdo. Com esta \nica estimulagdo foi possivel selecionar dois grupos, quanto ao aspecto
de apresentarem ou nio convulsdo epileptiforme audiogénica: um grupo de ratas nao au-
diogénicas (Nadg) e um grupo de ratas audiogénicas (Adg). O presente trabalho objetiva
um estudo das alteracOes estruturais ocorridas no parénquima celular apenas das ratas
Nadg.

b) ratas estimuladas por 2 dias;
¢) por 4 dias;
d) por 7 dias;

e) por 7 dias, igualmente ao item anteror, acrescentando-se apds o sétimo esti-

mulo. no sétimo dia, mais 10 estimulos também de 3 minutos de duracdo, em intervalos
de 2 minutos.
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As poucas ratas que nio tiveram convulsao audiogénica no primeiro teste, mas
que vieram a té-la em outros testes, durante os ensaios de estimulagdo para a constituigao
dos grupos (b), (c), (d) e (¢), toram excluidas destes grupos, ficando estes com a constitui-
¢do final e uniforme de 6 ratas em cada.

Em todos os grupos procedeu-se 2 concussdo cervical e a retirada da gl. pineal
imediatamente ap6s o ultimo estimulo, para se realizar o estudo histolgico comparativo
entre os animais submetidos As diferentes condi¢Oes experimentais e o grupo controle.

RESULTADOS

Constituiram o grupo controle as ratas n3o estimuladas pelo som, das quais a
presenca de um corte tipico da gl. pineal é visto na Fig. 1 A, sendo possivel reconheccr-se
a distribuicdo lobular dos pinealécitos da regido central da glandula; os de forma esférica
ou ovéide situam-se no centro ou na periferia da célula.

Observacdes realizadas nos grupos experimentais indicam que ja nos animais esti-
mulados por um dia (Fig. 1B), a ocorréncia de células com nicleos picndticos € de 36%
(Tab. 1) muito embora a distribui¢do lobular ainda se encontre preservada, caracteristica
do parénquima celular da gl. pineal. Observamos na Fig. 1C a gl. pineal de ratas estimula-
das por dois dias; os nucleos estio totalmente densos e picndticos, ndo se observam célu-
las normais e em algumas ndo h4 limites celulares. Nota-se a formagao de edemas (espago
esbranquigado) que € levemente mais acentuado nestes animais estimulados por dois dias
do que no grupo de animais estimulados por um dia. A Fig. 1D corresponde aos animais
estimulados por quatro dias, onde j4 ndo é mais possivel reconhecer-se a caracteristica lo-
bular da distribuicdo dos pineal6citos, havendo um aspecto destrutivo mais intenso € que
é tanto maior quanto se observa a gl. pineal das ratas estimuladas por sete dias, representa-
da na Fig. 1E; neste grupo, todos os niicleos estdo picnéticos e evidencia-se uma densida-
de celular de 3,6 células/1000u? , havendo portanto uma grande diminui¢do na densidade
celular, quando se compara com o grupo controle. Nas ratas estimuladas por sete dias, sen-
do que no sétimo dia estimulou-se mais dez vezes consecutivas, a densidade celular ficou
reduzida a apenas 1,6 células/1000u?, agravando-se ainda mais o aspecto destrutivo na

gl. pineal (Fig. 1F).

TABELA 1

Distribuicdo da densidade celular, nuclear normal picnética nas glandulas pineais de ratas
estimuladas durante diferentes dias, por uma campainha elétrica.

Densidade Densidade Densidade
celular nuclear normal nuclear picnotica

XtS— X +S5— XtS5-— %

{ X) ( X) ( X)
Controle 234 £ 05 234 t 0,5 0 0
1 dia 11,1 £ 0,7 84 + 0,5 27 £ 0.2 36
2 dias 13,6 £ 0,6 0 130 + 06 100
4 dias 94 + 04 0 94 + 04 100
7 dias 36 £ 0,1 0 36 £ 0,1 100
7 dias 16 £ 0,03 0 16 * 0,03 100

+ 10 est.

Contagens feitas em campo microscépico de 7.850u%, na regido central da glan-
dula pineal. Densidade: nimero de elementos/1000¢£ . O ntimero de glandulas usadas em

cada grupo foi 6. P: nivel de significincia (< 0,001). X * S~)-(: média + 1 desvio padrdoc da

média. %: percentagem de nicleos picnéticos. Aumento de 1.200 (imersdo).
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As determinac¢des da densidade celular, nuclear normal e nuclear picnética, ob-
servadas neste estudo histolégico, sio mostradas na Tab. 1, considerando-se as médias ob-
tidas em seis glindulas por grupo. Estes dados revelam que nos animais estimulados por
dois ou mais dias, os nicleos tornaram-se totalmente picnéticos, sendo ainda fato digno
de salientar que, mesmo com apenas um estimulo, estes animais, quando comparados com
o grupo controle, indicam possuir 36% de nucleos picnéticos, havendo assim a ocorréncia
de uma diferenca altamente significativa (teste “t” de Student, p <0,001).

Fig. 1. Corte tipico de glindula pineal de ratas submetidas ao estimulo sonoro (intensidade sonora
em tomo de¢ 110 dB) obtido de uma campainha elétrica. Observagdo feita ao microscépio, em aumento
total de 1.290 X, partc central da glandula, em colora¢io pela hematoxilina cosina. A — Grupo contro-
le: ratas nio submetidas i estimulacdo; B — Corte tipico da gl. pincal de ratas submetidas a uma esti-
mula¢ao sonora de 3 minutos de duragdo;C — idem, por 2 dias: D — idem, por 4 dias; EE — idem, por 7
dias: F — idem por 7 dias, acrescentando-se apds o sétimo estimulo, no sé¢timo dia, mais 10 estimulos,
também de 3 minutos de durag¢ao, em intervalos de 2 minutos.

DISCUSSAO

Quay e Levine, 1959, mostraram, com o uso de colchicina em ratos recém-nasci-
dos, que as células de um determinado 16bulo mantinham-se em iguais atividades mitoti-
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cas e desenvolvimento citolégico, mas que estes parimetros diferiam dos encontrados em
outros l6bulos. Em nosso presente estudo, os processos destrutivos foram observados em
toda a extensdo da glandula, portanto, nio se observando em um lébulo células mais des-
truidas que as de outros 16bulos, mesmo porque a colora¢do pela hematoxilina e eosina
nio é suficiente para identificar processos ou materiais citoplasmaticos do parénquima ce-
lular da gl. pineal; tornou-se dificil inclusive a identificacdo das células parenquimatosas,
das neurogliais ou das mesodérmicas, ainda ao nivel do grupo controle.

A comparacdo entre as figuras apresentadas indica haver um aumento de destrui-
¢ao de parénquima celular da gl. pineal, quando se aumentava o nimero das estimulacdes,
sugerindo a existéncia de uma relag¢do entre o estimulo sonoro e o aparecimento de aspec-
tos destrutivos t3o intensos nas gls. pineais destes animais. A possibilidade de existéncia
de alteragGes celulares semelhantes em outras estruturas do Sistermna Nervoso Central, me-
rece ser também examinada a partir de metodologia semelhante.

Associado ao ruido proveniente da campainha elétrica (cerca de 110 dB), ocorre
uma vibragdo da caixa; portanto admitimos também a possibilidade de que as alteracdes
estruturais nas gls. pineais destas ratas traduzam o efeito da estimulag¢do sonora ou sonoro-
vibratéria.

SUMMARY

The authors studied the effect of noise (110 dB), delivered by an electric bell,
upon parenchima cells of pineal gland of albino female rats. Several experimental groups
were previously formed and stimulated during 1, 2, 4 and 7 days. In addition another
group was tormed and stimulated during 7 days plus 10 additional stimulations of about
3 minutes each after the routine stimulations in the seventh day. The authors observed
that a single stimulation of about 3 minutes was sufficient to determine alterations in the
parenchima cells of the pineal of experimental animals; the changes were characterized by
picnolisis in some groups, whereas in others groups picnolisis and interstitials vacuoliza-
tions were evidently increased directly with stimulation.

The results suggest that the sound stimulation has a destructible effect upon the
parenchima cells of the pineal gland of the female albino rats.
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