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RESUMO: O objetivo do presente estudo foi ve-
rificar os efeitos do estresse causado pelos estí-
mulos de luz, calor e som no processo de res-
posta inflamatória de camundongos Swiss após
implantação de lamínula subcutânea para provo-
car processo inflamatório experimental. Para pos-
sibilitar tal estudo, desenvolvemos um equipa-
mento que simula três condições experimentais:
luz, calor e som. Neste trabalho, apresentamos
os resultados da contagem de leucócitos sanguí-
neos de animais submetidos ao equipamento em
diferentes períodos de tempo: 24 h, 48 h, 72 h e
168 h. Para cada etapa experimental, compara-
mos os resultados de um grupo experimental com
os do grupo controle.
Palavras-chave: modelo animal, processo inflama-
tório, estresse.
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RESUMEN: El equipo que emite la luz, el calor y
el sonido para ayudar al de laboratorio investi-
ga para el modelo animal. El objetivo del actual
estudio era verificar el efecto de la tensión hecho
por los estímulos de la luz, del calor y del sonido en
curso de contestación inflamatoria de ratones suizos
después de la implantación subcutánea de una
pequeña lámina para provocar proceso inflamatorio
experimental. Para hacer posible tal estudio,
desarrollamos un equipo que simula tres condiciones
experimentales: luz, calor y sonido. En este trabajo,
presentamos los resultados de la cuenta de
leucocitos sanguíneos de los animales sometidos al
equipo en diversos periodos de tiempo: 24 h, 48 h,
72 h y 168 H. Para cada etapa experimental, com-
paramos los resultados de un grupo experimental
con los que está del grupo de control.
Palabras llaves: modelo animal, proceso
inflamatorio, tensión.

ABSTRACT: Equipment which emits light, heat and
sound to aid the laboratorial researches for the
animal model. The objective of the present study
was to verify the effect of stress caused by the
stimulations of light, heat and sound in the process
of inflammatory reply of Swiss mice after
subcutaneous implantation of a little blade to provoke
experimental inflammatory process. To make
possible such study, we developed an equipment
that simulates three experimental conditions: light,
heat and sound. In this work, we present the results
of the counting of sanguineous leukocytes of animals
submitted to the equipment in different periods of
time: 24 h, 48 h, 72 h and 168 h. For each experi-
mental stage, we compared the results of an expe-
rimental group with the ones of the control group.
Keywords :  animal  model ,  in f lammatory
process, stress.
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Introdução

O comportamento para alguns autores é a ligação entre ambiente e
organismo (SNOWDON, 1999), e o estudo deste vínculo ajudou a desenvolver
áreas do conhecimento como a psicologia, inserindo-a entre as ciências que
estudam a vida e as interações dos organismos vivos com seu ambiente (KELLER;
SCHOENFELD, 1950; BAUM, 1999). Um dos pioneiros a estudar a ligação
entre ambiente e organismo foi Thorndike que, em 1898, observando o com-
portamento apresentado por animais para escapar de sua caixa-problema, des-
cobriu a lei do efeito (MILLESON, 2003), demonstrando que a relação de um
organismo para com seu ambiente podia ser observada e quantificada
(FIGUEIREDO, 2002). Posteriormente, Skinner (1984), em suas pesquisas com
ratos, utilizou-se de um método muito semelhante ao usado por Thorndike
(DAVIDOFF, 2001) com o qual descreveu detalhadamente o comportamento
operante, no qual o organismo opera em seu meio ambiente para produzir
consequências agradáveis (CATANIA, 1999). Skiner (1984) argumenta que a
explicação para o comportamento estava na anatomia e na fisiologia subjacentes
ao próprio comportamento, evidenciando em determinados pontos um caráter
complementar entre a psicologia, biologia e fisiologia (TOURINHO, 2000;
FIGUEIREDO, 2002; TODOROV, 2007). Neste viés, muitos estudos se deram
também utilizando estímulos ambientais aversivos como o sonoro (HOLZ;
AZRIN, 1962), a intensidade luminosa em ratos (KELLER, F. S., 1941; KELLER, J.
V., 1966) e o choque elétrico em ratos (CARVALHO, 1981).

De acordo com dados da literatura científica, é bastante antiga a busca
pela explicação de como um organismo interage com seu ambiente. Igualmen-
te antiga, é a compreensão de que o ambiente fornece a um organismo substrato
para seu custeamento, estando estritamente vinculados organismo, ambiente,
comportamento e adaptação. Por conseguinte, algumas semelhanças que o
organismo humano compartilha com outras espécies animais são passíveis de
comparação, pois ambos alteram o seu comportamento para que o organismo
obtenha uma interação mais coerente com o meio onde está inserido
(TODOROV, 2007). Estes processos são mediados pela adaptação (MACHA-
DO, 2003), que pode ser influenciada por implicações orgânicas de origem
psicofisiológica que surgem a partir de agentes ambientais (LIPP; MALAGRIS,
2001) onde uma das principais tarefas da ciência tem sido esclarecer a natureza
e o papel do ambiente na explicação do comportamento (LAUTERT; CHAVES;
MOURA, 1999). Neste viés, a sensibilidade corporal é tida como a responsável
por avisar aos centros nervosos sobre modificações do meio externo ou do
meio interno do organismo para promover a adaptação (CAMBIER; MASSON;
DEHEN, 1999; LOURES et al., 2002; DALGALARRONDO, 2008), em que duas
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características dos organismos são importantes: a capacidade de irritabilidade e
de produzir respostas que são variações bioquímicas e fisiológicas capazes de
adaptá-los (BRASILEIRO FILHO, 2006); contudo, em determinadas condições,
um organismo pode se desequilibrar em função de variações ambientais
(MARTINS et al., 2000). Este processo está diretamente relacionado à atividade
das células, já que estas estão presentes em todos os tecidos do organismo
estando envolvidas em todas as atividades que o organismo necessita para sua
sobrevivência (GITIRANA, 2007). Por conseguinte, Rudolf Virchow concebeu
há mais de cem anos a idéia de patologia celular, em que dizia ser a doença um
distúrbio da vida fisiológica da célula (SILBERNAGL; LANG, 2006).

Células como as do sistema imunológico têm a capacidade de proteger o
organismo contra agentes que possam causar dano tissular ou doença. Esta
capacidade de defesa é operacionalizada pelos órgãos linfóides imunes primári-
os, quando células especializadas em promover resposta imunológica na pre-
sença de antígenos não-próprios são desenvolvidas (MEDEIROS, MAITELLI,
NINCE, 2007). Estudos demonstram que a própria depressão psicológica pode
causar diversas alterações no funcionamento do organismo (SOARES; COSTA;
MESQUITA, 2006), inclusive imunológicas, como diminuição da resposta
proliferativa de linfócitos (VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO, 2008). Substânci-
as como o corticóide ou hormônio adenocorticotrófico, que são liberadas no
organismo durante o estresse (GRAEFF, 2007) causam efeitos sobre os recepto-
res leucocitários para hormônios e neuropeptídios, provocando também a pro-
vável liberação de corticóide por células do sistema imune (FERNENDES; GELLER,
1993; GRAEFF, 2007).

Dessa forma, a inter-relação dos sistemas endócrino, nervoso e
imunológico (MARQUES-DEAK; STEMBERG,  2004) comunga com as premissas
de que os efeitos do estresse atingem diretamente as defesas específicas do
organismo aos diversos antígenos (BEUER, 2002). Por exemplo, mediadores
endócrinos podem modular o sistema imune e mediadores imunes podem
afetar o funcionamento de estruturas do sistema endócrino (MEDEIROS;
MAITELLI; NINCE, 2007; PALMA et al., 2010). A produção de prostaglandinas e
de leucotrienos, por exemplo, leva à degranulação de mastócitos e a ativação
direta de fibras nervosas, macrófagos e linfócitos (ROCHA et al., 2007). O
mapeamento de vias anatômicas, fisiológicas e bioquímicas que conectam os
diversos sistemas do corpo (PARHAM, 2001; JURUENA; CLEARE, PARIANTE,
2004) permitiram entender que os diferentes componentes do organismo não
são estruturas isoladas (ULLA; REMOR, 2002). Ao contrário, estabeleceu-se
uma complexa trama de relações, tanto anatômicas como funcionais, que
conectam os diferentes sistemas e órgãos entre si. O sistema nervoso pode
fornecer ao endócrino a informação sobre o meio externo, ao passo que o



29REVISTA CIENTÍFICA DA FAMINAS – V. 5, N. 2, MAIO-AGO. de 2009

sistema endócrino regula a resposta interna do organismo a esta informação.
Dessa forma, o sistema endócrino, juntamente com o sistema  nervoso,  atu-
am na coordenação e regulação das funções do organismo (PAFARO;
MARTINHO, 2004).  Tais inter-relações adquirem uma importância particular
devido às funções de controle, homeostase e proteção que desenvolvem no
interior do organismo e das quais dependem o bom funcionamento e a adapta-
ção dos organismos ao seu meio ambiente (ULLA; REMOR, 2002). No entanto,
a adaptação de um organismo a seu meio ou a uma situação perpassa pela
interação entre as características do organismo e as demandas do meio, ou seja,
as discrepâncias entre o meio externo e interno do organismo quanto à sua
capacidade de resposta podem levá-lo ao estresse e desencadear processos
patológicos (MURTA; TROCCOLI, 2004).

Tendo por base as conseqüências geradas pelo estresse excessivo
(EBRECHT et al., 2004; MARQUES-DEAK; STEMBERG, 2004), o estudo das
fontes estressoras tem se tornado de grande relevância na área da saúde física
e mental do ser humano, pois,  por meio do conhecimento da etiologia da
resposta do estresse, torna-se possível elaborar programas de profilaxia (LIPP et
al., 2005), já que o estresse está entre os fatores causadores de várias patologi-
as como as cardiovasculares por exemplo (BERLINGUER, 1993).

Dessa forma, o presente trabalho tem como propósito apresentar um
equipamento inovador que emite luz, calor e som (caixa estressora) produzidos
por um sistema eletro-eletrônico para o modelo animal, como alternativa para o
estudo da influência de variáveis do ambiente sobre o organismo. Apresenta,
ainda, resultados da aplicação experimental deste equipamento em camundon-
gos Swiss, cujos objetivos específicos da pesquisa foram testar a adequação
científica do equipamento; observar sua eficácia para este tipo de pesquisa;
adequar e padronizar seu funcionamento através da quantificação da resposta
inflamatória pela contagem de leucócitos sanguíneos após permanência dos
sujeitos experimentais no equipamento ao longo de diferentes períodos de
tempo.

I – Materiais e métodos

1.1 – Equipamento

O equipamento básico constitui-se de uma caixa que emite luz, calor e
som, a qual chamamos de caixa estressora. Esta é feita de madeira (35 x 40 cm
nas laterais e 15 cm de altura), revestida internamente em material acrílico na
cor branca e dividida em quatro partes de tamanhos idênticos, sendo cada parte
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de 4 x 7 cm destinada a um sujeito experimental. No centro da caixa, existe um
espaço de 4,5 x 40 cm, onde fica posicionado o mecanismo que emite som
quando acionado (Figura 1).

O mecanismo sonoro é composto por uma sirene da marca Morey,
modelo Taty, com potência audível de 120 dB a um metro, alimentada por
uma fonte regulável de 1,5 a 12 volts da marca FTG, modelo FT-1462P, com
entrada de 110/220 VAC, com saída de 18W e carga máxima de 1000 ma. Na
parte superior da caixa, existe uma tampa (35 x 40 cm) de madeira com seis
furos com raio de 4 cm cada, revestida na sua parte inferior por uma tela de
nylon. Na parte medial superior da caixa, ficam duas lâmpadas do tipo
incandescente de 60 watts cada, presas a um suporte feito de alumínio de 25
cm de altura que permite alterar a altura das lâmpadas em relação à caixa. As
lâmpadas, por sua vez, servem para gerar luz e calor quando acionadas.

Todo este aparato é controlado por um sistema eletrônico, que usa o
circuito integrado C.I MA 555 em um circuito eletrônico oscilador de tensão
ligando e desligando os estímulos através do acionamento de relés, permi-
tindo aplicar os estímulos de maneira programada através de potenciômetros
e dimmers (Figura 2).

1.2 – Sujeitos

Foram utilizados 40 camundongos da raça Swiss, sendo 20 machos e 20
fêmeas, com idades aproximadas de 30 dias no início do experimento, obtidos
junto à Universidade Federal de Viçosa (UFV). Determinaram-se 20 indivíduos
para o grupo experimental e 20 para o grupo controle. Os sujeitos foram sub-
metidos a um procedimento cirúrgico, no qual tiveram implantadas lamínulas
de 3 mm de largura no tecido subcutâneo do dorso do animal. Após este proce-
dimento, os animais do grupo experimental foram submetidos à “caixa estressora”
e os animais do grupo controle foram deixados em gaiolas individuais em con-
dições normais de biotério. Os dois grupos receberam como alimento ração
seca balanceada e água constantemente durante todo o experimento.

1.3 – Procedimento

1.3.1 – Agressão epitelial

O experimento foi dividido em quatro etapas. Na primeira, os animais
foram submetidos aos estímulos de luz, calor e som por 24 horas; na segunda
fase, por, 48 horas; na terceira, por 72 horas e, na quarta, por 168 horas. Sendo
que 24 horas antes de cada etapa do experimento os sujeitos da pesquisa foram



FIGURA 1 Vista dos compartimentos internos da caixa estressora destina-
dos aos sujeitos experimentais. O espaço observado no cen-
tro do equipamento tem por função servir de abrigo para o
componente que produz efeito sonoro quando acionado. Na
parte superior da caixa podem ser observadas duas lâmpadas
que servem para gerar luz e calor



FIGURA 2 Aparelho que permite programar as aplicações dos estímulos
no interior da caixa. É composto internamente por um circuito
oscilador de tensão que permite controlar os estímulos no in-
terior da caixa (Figura 1) de maneira independente ou interca-
lada e programada
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separados em gaiolas individuais. Em cada fase do experimento, um grupo de 8
sujeitos foi submetido a um procedimento cirúrgico no qual, sob anestesia, foi
realizado um corte superficial de 1 cm no dorso do animal seguido de
descolamento do tecido subcutâneo para a implantação de uma lamínula de
vidro do tipo circular com 13 mm/0,13-0,16 da marca Glasscyto. A sutura na
região foi feita com três pontos. Após o procedimento, os sujeitos do grupo-con-
trole permaneceram em condições ambientais normais de biotério (um em cada
gaiola) e os sujeitos do grupo experimental foram submetidos ao equipamento
estressor recebendo estimulação por luz, calor e som. Os estímulos de luz e som
foram aplicados de maneira automática, e os animais recebiam alternadamente
luz ou som por 100 segundos com intervalos de 90 segundos, com a temperatura
na caixa mantida com média de 39 °C no decorrer do experimento.

1.3.2 – Contagem de células sanguíneas

Ao final de cada etapa experimental, foram feitos os procedimentos es-
pecíficos para coleta do material biológico (1 gota de sangue) retirado da cauda
do animal com o objetivo de proceder à Contagem Específica de Células. Foi
colhido o sangue dos grupos após 24 horas de experimento, outro grupo após
48 h, outro após 72 h e outro após 168 h.

 Esta técnica se baseia na afinidade seletiva das células sanguíneas para
alguns corantes como anilina ácida, básica ou neutra, azul-de-metileno e a eosina
dentre outros. Pertencem a esse grupo os corantes de Romanowsky e seus
derivados, dentre eles, May-Grunwald, Giemsa, Leishman e Wright, que con-
têm azul de metileno, eosina e azures de metileno (resultantes da oxidação do
azul de metileno envelhecido).

O procedimento consiste em colocar uma gota pequena de sangue a
aproximadamente 1 cm da extremidade de uma lâmina bem limpa e identificada;
proceder a extensão sanguínea utilizando outra lâmina formando um ângulo de
45°. Encostar a lâmina superior na gota de sangue e deslizá-la interruptamente,
de forma que a gota se espalhe uniformemente em uma camada delgada. Após
secagem, mergulhá-la nos corantes panóticos instant prov por 10 segundos em
cada componente.

Localizar os tipos celulares sanguíneos no aumento de 100X e proceder
a contagem de cada elemento celular, ininterruptamente, até contar 100 célu-
las totais.  Far-se-á contagem de linfócitos, monócitos, neutrófilos e eosinófilos.

II – Resultados

Os resultados mostram que variações ambientais estão diretamente liga-
das à dinâmica de funcionamento dos organismos vivos. O Gráfico 1 mostra a



GRÁFICO 1 Média do número de leucócitos encontrados no sangue de
animais que não foram submetidos ao experimento

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

L N M E

Tipos celulares



35REVISTA CIENTÍFICA DA FAMINAS – V. 5, N. 2, MAIO-AGO. de 2009

média do n° de leucócitos encontrados no sangue de animais que não foram
submetidos ao experimento: linfócitos (L) 69%, neutrófilos (N) 28%, monócitos
(M) 1% e eosinófilos (E) 1%. Observa-se que o tempo de exposição das cobaias
ao equipamento ocasionou alteração na porcentagem das células leucocitárias
do grupo experimental em comparação ao grupo controle e em comparação a
sujeitos que não foram submetidos a nenhum procedimento experimental.

Decorridas 24 horas do experimento com os indivíduos submetidos ao
estresse conforme preconizado, tem-se que os sujeitos do grupo experimental
apresentaram variação quanto à porcentagem de células sanguíneas em relação
ao grupo controle, conforme evidencia o Gráfico 2. Nota-se no grupo experi-
mental: linfócitos (L) com 62%, neutrófilos (N) com 34%, monócitos (M)
com 1% e eosinófilos (E) com 2%. Já no grupo-controle, os resultados fo-
ram de 59%, 41%, 1% e 3% para linfócitos, neutrófilos, monócitos e
eosinófilos, respectivamente.

O Gráfico 3 mostra os resultados da contagem específica de células rea-
lizada após 48 horas do início do experimento. O grupo experimental apresen-
tou 85% de linfócitos (L), 12% de neutrófilos (N), 2% de monócitos (M) e 1%
eosinófilos (E), enquanto o grupo controle teve em sua contagem: linfócitos (L)
80%, neutrófilos (N) 18%, monócitos (M) 1% e eosinófilos (E) 1%.

Passadas 72 horas do início do experimento (Gráfico 4), têm-se os resul-
tados para o grupo experimental: linfócitos (L) 77%, neutrófilos (N) 22%,
monócitos (M) 1% e eosinófilos (E) 0%. Em contrapartida, observa-se o resulta-
do para o grupo controle de 74% de linfócitos (L), 26% de neutrófilos (N) e 0%
para monócitos (M) e eosinófilos (E) 0%.

O procedimento experimental da pesquisa se encerrou em 168 horas de
exposição dos indivíduos à caixa estressora (Gráfico 5), momento em que se
procedeu à leitura das células sanguíneas, como feito em todas as outras eta-
pas, encontrando os seguintes resultados. No grupo experimental: linfócitos
(L) 74%, neutrófilos (N) 20%, monócitos (M) 6%, eosinófilos (E) 0%. No
grupo-controle: linfócitos (L) 82%, neutrófilos (N) 16%, monócitos (M) 2%,
eosinófilos (E), 0%.

III – Discussão

Após 24, 48 e 72 horas de submissão ao estresse promovido pelo equi-
pamento (caixa estressora) os animais do grupo experimental apresentaram entre
3 e 5% mais linfócitos (L) que os animais do grupo controle, todavia em conta-
gem realizada após 168 horas de submissão ao estresse promovido pelo equi-
pamento os animais do grupo experimental apresentaram 8% menos linfócitos
que os animais do grupo-controle. Quanto à porcentagem de neutrófilos (N),



GRÁFICO 3 Média do número de leucócitos encontrados no sangue de
animais após 48 horas de submissão ao experimento

GRÁFICO 2 Média do número de leucócitos encontrados no sangue de
animais após 24 horas de submissão ao experimento
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GRÁFICO 4 Média do número de leucócitos encontrados no sangue de
animais após 72 horas de submissão ao experimento
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GRÁFICO 5 Média do número de leucócitos encontrados no sangue de
animais após 168 horas de submissão ao experimento

0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%

L N M E

Tipos celulares

Grupo experimental

Grupo controle 



39REVISTA CIENTÍFICA DA FAMINAS – V. 5, N. 2, MAIO-AGO. de 2009

em contagem realizada após 24, 48 e 72 horas de submissão ao estresse pro-
movido pelo equipamento os animais do grupo experimental apresentaram entre
4 e 7% menos neutrófilos que os animais do grupo-controle, no entanto, em
contagem realizada após 168 horas de experimento os animais do grupo expe-
rimental apresentaram média de 4% mais neutrófilos que os animais do grupo-
controle. Também se observou uma variação na porcentagem de monócitos
(M), já que em contagem realizada após 24, 48 e 72 horas de experimento o
grupo experimental não apresentou variação em relação ao grupo controle,
porém em contagem realizada após 168 horas de experimento o grupo experi-
mental apresentou 4% mais monócitos que os animais do grupo controle. No
que se refere a eosinófilos não foram identificados valores relevantes de um
grupo em relação ao outro (experimental e controle). Com este resultado pode-
se inferir que, em um período curto de exposição (3 dias), uma situação de
estresse pode acelerar a resposta imunológica. Como a diminuição das médias
de produção de células de defesa ocorreu após 72 e 168 horas, pode inferir
que o estresse após um período mais longo (3 a 7 dias), pode ser supressor da
resposta imunológica.

O equipamento proposto possibilita mensurar os efeitos dos estímulos
de luz, calor e som no processo de resposta inflamatória de camundongos
Swiss, que nas primeiras 72 horas de exposição das cobaias o grupo experimen-
tal apresentou porcentagem mais elevada de linfócitos em relação ao grupo-
controle e uma menor porcentagem de neutrófilos, monócitos e eosinófilos.
Porém, em contagem de leucócitos realizada com 168 horas de exposição, este
quadro se inverteu. A este respeito muitos estudos têm fornecido evidências
que revelam as comunicações bidirecionais entre os diversos sistemas do orga-
nismo, entre estes o sistema neuroendócrino, neurológico e o sistema imunológico
(PARHAM, 2001; GRAEFF, 2003; JURUENA; CLEARE; PERIANTE, 2004; RIBEI-
RO et al., 2004; MARQUES-DEAK; STERNBERG, 2004; FIGUEIRA, 2005; PAULI
et al., 2005; ALVES; PALERMO-NETO, 2007; PINHEIRO et al., 2007).

Dessa forma, o modelo animal proposto torna-se uma possibilidade viá-
vel e financeiramente acessível para o estudo do estresse e de estímulos aversivos
em pesquisas com camundongos. Os tempos programados para cada estímulo
se mantiveram precisos durante todo o período da experiência, demonstrando
que o equipamento é confiável.

IV – Considerações finais

A caixa estressora como modelo animal para pesquisa sistemática em
laboratório, aponta para a importância de se pesquisar as variações de fatores
ambientais no processo de retificação dos vínculos que se estabelecem entre
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organismo e ambiente na dinâmica que se forma entre as variáveis ambientais
e o organismo. Os resultados obtidos mostram que variações ambientais não
agressivas foram suficientes para interferir no processo de resposta inflamatória
de camundongos Swiss portadores de processo inflamatório crônico.

Em coerência com os argumentos citados no decorrer deste texto, a
diferenciação do universo fisiológico de um organismo é dependente de pro-
cessos envolvidos na diferenciação de seu meio ambiente (SKINNER, 1984;
TOURINHO; TEIXEIRA; MACIEL, 2000). Qualquer que seja a distância existen-
te entre o interior e o exterior ou entre o animal e o mineral se mostra atrelada
a um vínculo de ligação estrutural entre os constituintes tanto internos quanto
externos a um organismo (VARELA, 2000). Esta idéia comunga com os resulta-
dos obtidos de que um organismo é passível de ser influenciado por variáveis
ambientais presentes em seu meio ambiente (COSTA et. al., 2008).
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