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RESUMO: O objetivo do presente estudo foi ve-
rificar os efeitos do estresse causado pelos esti-
mulos de luz, calor e som no processo de res-
posta inflamatéria de camundongos Swiss apds
implantagdo de laminula subcutanea para provo-
car processo inflamatério experimental. Para pos-
sibilitar tal estudo, desenvolvemos um equipa-
mento que simula trés condi¢des experimentais:
luz, calor e som. Neste trabalho, apresentamos
os resultados da contagem de leucécitos sangui-
neos de animais submetidos ao equipamento em
diferentes periodos de tempo: 24 h, 48 h, 72 he
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-
tério, 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 tensién hecho
por los estimulos de la luz, del calor y del sonido en
curso de contestacion inflamatoria de ratones suizos
después de la implantaciéon subcutanea de una
pequeiia lamina 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 sanguineos 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 esté del grupo de control.

Palabras llaves: modelo animal, proceso
inflamatorio, tension.

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, inflammatory
process, stress.
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Introducao

O comportamento para alguns autores é a ligagdo entre ambiente e
organismo (SNOWDON, 1999), e o estudo deste vinculo ajudou a desenvolver
areas do conhecimento como a psicologia, inserindo-a entre as ciéncias que
estudam a vida e as interagdes dos organismos vivos com seu ambiente (KELLER;
SCHOENFELD, 1950; BAUM, 1999). Um dos pioneiros a estudar a ligagao
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 relagdo 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
consequéncias agradaveis (CATANIA, 1999). Skiner (1984) argumenta que a
explicagdo para o comportamento estava na anatomia e na fisiologia subjacentes
ao préprio comportamento, evidenciando em determinados pontos um caréter
complementar entre a psicologia, biologia e fisiologia (TOURINHO, 2000;
FIGUEIREDO, 2002; TODOROV, 2007). Neste viés, muitos estudos se deram
também utilizando estimulos 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 cientifica, é bastante antiga a busca
pela explicacdo de como um organismo interage com seu ambiente. Igualmen-
te antiga, é a compreensao de que o ambiente fornece a um organismo substrato
para seu custeamento, estando estritamente vinculados organismo, ambiente,
comportamento e adaptagdo. Por conseguinte, algumas semelhangas que o
organismo humano compartilha com outras espécies animais sdo passiveis de
comparagdo, pois ambos alteram o seu comportamento para que o organismo
obtenha uma interacdo mais coerente com o meio onde estd inserido
(TODOROV, 2007). Estes processos sao mediados pela adaptagdo (MACHA-
DO, 2003), que pode ser influenciada por implicagoes organicas de origem
psicofisiolégica que surgem a partir de agentes ambientais (LIPP; MALACRIS,
2001) onde uma das principais tarefas da ciéncia tem sido esclarecer a natureza
e o papel do ambiente na explicagdo do comportamento (LAUTERT;, CHAVES;
MOURA, 1999). Neste viés, a sensibilidade corporal é tida como a responsavel
por avisar aos centros nervosos sobre modificagdes do meio externo ou do
meio interno do organismo para promover a adaptagao (CAMBIER; MASSON;
DEHEN, 1999; LOURES et al., 2002; DALGALARRONDO, 2008), em que duas
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caracterfsticas dos organismos sao importantes: a capacidade de irritabilidade e
de produzir respostas que sao variagbes bioquimicas e fisiol6gicas capazes de
adapté-los (BRASILEIRO FILHO, 2006); contudo, em determinadas condicoes,
um organismo pode se desequilibrar em fungdo de variagbes ambientais
(MARTINS et al., 2000). Este processo esta diretamente relacionado a atividade
das células, ja que estas estdo presentes em todos os tecidos do organismo
estando envolvidas em todas as atividades que o organismo necessita para sua
sobrevivéncia (GITIRANA, 2007). Por conseguinte, Rudolf Virchow concebeu
ha mais de cem anos a idéia de patologia celular, em que dizia ser a doenga um
distdrbio da vida fisiolégica da célula (SILBERNAGL; LANG, 2006).

Células como as do sistema imunolégico tém a capacidade de proteger o
organismo contra agentes que possam causar dano tissular ou doenca. Esta
capacidade de defesa é operacionalizada pelos 6rgaos linféides imunes priméri-
os, quando células especializadas em promover resposta imunolégica na pre-
senga de antigenos nao-préprios sdo desenvolvidas (MEDEIROS, MAITELLI,
NINCE, 2007). Estudos demonstram que a prépria depressao psicolégica pode
causar diversas alteracdes no funcionamento do organismo (SOARES; COSTA;
MESQUITA, 2006), inclusive imunolégicas, como diminuigdo da resposta
proliferativa de linfécitos (VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO, 2008). Substanci-
as como o corticéide ou hormonio adenocorticotréfico, que sao liberadas no
organismo durante o estresse (GRAEFF, 2007) causam efeitos sobre os recepto-
res leucocitérios para horménios e neuropeptidios, provocando também a pro-
vével liberacdo de corticéide por células do sistema imune (FERNENDES; GELLER,
1993; GRAEFF, 2007).

Dessa forma, a inter-relacio dos sistemas endécrino, nervoso e
imunolégico (MARQUES-DEAK; STEMBERG, 2004) comunga com as premissas
de que os efeitos do estresse atingem diretamente as defesas especificas do
organismo aos diversos antigenos (BEUER, 2002). Por exemplo, mediadores
enddécrinos podem modular o sistema imune e mediadores imunes podem
afetar o funcionamento de estruturas do sistema endécrino (MEDEIROS;
MAITELLI; NINCE, 2007; PALMA et al., 2010). A produgao de prostaglandinas e
de leucotrienos, por exemplo, leva a degranulagdo de mastdcitos e a ativagao
direta de fibras nervosas, macréfagos e linfécitos (ROCHA et al., 2007). O
mapeamento de vias anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas que conectam os
diversos sistemas do corpo (PARHAM, 2001; JURUENA; CLEARE, PARIANTE,
2004) permitiram entender que os diferentes componentes do organismo nao
sao estruturas isoladas (ULLA; REMOR, 2002). Ao contrario, estabeleceu-se
uma complexa trama de relagbes, tanto anatdmicas como funcionais, que
conectam os diferentes sistemas e érgdos entre si. O sistema nervoso pode
fornecer ao endécrino a informagdo sobre o meio externo, ao passo que o
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sistema enddcrino regula a resposta interna do organismo a esta informagao.
Dessa forma, o sistema enddcrino, juntamente com o sistema nervoso, atu-
am na coordenacgao e regulacdo das fungdes do organismo (PAFARO;
MARTINHO, 2004). Tais inter-relagdes adquirem uma importancia particular
devido as fungbes de controle, homeostase e protecao que desenvolvem no
interior do organismo e das quais dependem o bom funcionamento e a adapta-
¢ao dos organismos ao seu meio ambiente (ULLA; REMOR, 2002). No entanto,
a adaptagao de um organismo a seu meio ou a uma situagao perpassa pela
interacdo entre as caracteristicas do organismo e as demandas do meio, ou seja,
as discrepancias entre o meio externo e interno do organismo quanto a sua
capacidade de resposta podem leva-lo ao estresse e desencadear processos
patolégicos (MURTA; TROCCOLI, 2004).

Tendo por base as conseqliéncias geradas pelo estresse excessivo
(EBRECHT et al., 2004; MARQUES-DEAK; STEMBERG, 2004), o estudo das
fontes estressoras tem se tornado de grande relevancia na area da satde fisica
e mental do ser humano, pois, por meio do conhecimento da etiologia da
resposta do estresse, torna-se possivel elaborar programas de profilaxia (LIPP et
al., 2005), ja que o estresse esté entre os fatores causadores de varias patologi-
as como as cardiovasculares por exemplo (BERLINGUER, 1993).

Dessa forma, o presente trabalho tem como propésito apresentar um
equipamento inovador que emite luz, calor e som (caixa estressora) produzidos
por um sistema eletro-eletrénico para o modelo animal, como alternativa para o
estudo da influéncia de variaveis do ambiente sobre o organismo. Apresenta,
ainda, resultados da aplicagao experimental deste equipamento em camundon-
gos Swiss, cujos objetivos especificos da pesquisa foram testar a adequagao
cientifica do equipamento; observar sua eficacia para este tipo de pesquisa;
adequar e padronizar seu funcionamento através da quantificagao da resposta
inflamatéria pela contagem de leucécitos sanguineos apds permanéncia dos
sujeitos experimentais no equipamento ao longo de diferentes periodos de
tempo.

I - Materiais e métodos
1.1 — Equipamento

O equipamento basico 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 acrilico na
cor branca e dividida em quatro partes de tamanhos idénticos, sendo cada parte
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de 4 x 7 cm destinada a um sujeito experimental. No centro da caixa, existe um
espago 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 poténcia audivel de 120 dB a um metro, alimentada por
uma fonte reguldvel de 1,5 a 12 volts da marca FTG, modelo FT-1462P, com
entrada de 110/220 VAC, com saida de 18W e carga maxima 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 lampadas do tipo
incandescente de 60 watts cada, presas a um suporte feito de aluminio de 25
cm de altura que permite alterar a altura das lampadas em relacao a caixa. As
lampadas, por sua vez, servem para gerar luz e calor quando acionadas.

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

1.2 — Sujeitos

Foram utilizados 40 camundongos da raga Swiss, sendo 20 machos e 20
fémeas, com idades aproximadas de 30 dias no inicio do experimento, obtidos
junto a Universidade Federal de Vigosa (UFV). Determinaram-se 20 individuos
para o grupo experimental e 20 para o grupo controle. Os sujeitos foram sub-
metidos a um procedimento cirdrgico, no qual tiveram implantadas laminulas
de 3 mm de largura no tecido subcutaneo do dorso do animal. Apds este proce-
dimento, os animais do grupo experimental foram submetidos a “caixa estressora”
e os animais do grupo controle foram deixados em gaiolas individuais em con-
digdes normais de biotério. Os dois grupos receberam como alimento ragao
seca balanceada e 4gua constantemente durante todo o experimento.

1.3 — Procedimento
1.3.1 - Agressao epitelial

O experimento foi dividido em quatro etapas. Na primeira, os animais
foram submetidos aos estimulos 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
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FIGURA1

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




FIGURA 2

Aparelho que permite programar as aplicagdes dos estimulos
no interior da caixa. E composto internamente por um circuito
oscilador de tensao que permite controlar os estimulos no in-
terior da caixa (Figura 1) de maneira independente ou interca-
lada e programada




separados em gaiolas individuais. Em cada fase do experimento, um grupo de 8
sujeitos foi submetido a um procedimento cirtrgico no qual, sob anestesia, foi
realizado um corte superficial de 1 cm no dorso do animal seguido de
descolamento do tecido subcutaneo para a implantagdo de uma laminula de
vidro do tipo circular com 13 mm/0,13-0,16 da marca Classcyto. A sutura na
regido foi feita com trés pontos. Ap6s o procedimento, os sujeitos do grupo-con-
trole permaneceram em condig6es ambientais normais de biotério (um em cada
gaiola) e os sujeitos do grupo experimental foram submetidos ao equipamento
estressor recebendo estimulagao por luz, calor e som. Os estimulos de luz e som
foram aplicados de maneira automatica, 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 sanguineas

Ao final de cada etapa experimental, foram feitos os procedimentos es-
pecificos para coleta do material biolégico (1 gota de sangue) retirado da cauda
do animal com o objetivo de proceder a Contagem Especifica de Células. Foi
colhido o sangue dos grupos apés 24 horas de experimento, outro grupo ap6s
48 h, outro apés 72 h e outro ap6s 168 h.

Esta técnica se baseia na afinidade seletiva das células sanguineas para
alguns corantes como anilina acida, basica 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-
tém azul de metileno, eosina e azures de metileno (resultantes da oxidagao do
azul de metileno envelhecido).

O procedimento consiste em colocar uma gota pequena de sangue a
aproximadamente 1 cm da extremidade de uma ldmina bem limpa e identificada;
proceder a extensdo sanguinea utilizando outra lamina formando um angulo de
45°. Encostar a lamina superior na gota de sangue e desliza-la interruptamente,
de forma que a gota se espalhe uniformemente em uma camada delgada. Ap6s
secagem, mergulha-la nos corantes panéticos instant prov por 10 segundos em
cada componente.

Localizar os tipos celulares sanguineos no aumento de 100X e proceder
a contagem de cada elemento celular, ininterruptamente, até contar 100 célu-
las totais. Far-se-a contagem de linfécitos, monécitos, neutréfilos e eosindfilos.

Il - Resultados

Os resultados mostram que variagdes ambientais estdo diretamente liga-
das a dindmica de funcionamento dos organismos vivos. O Gréafico 1 mostra a
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GRAFICO 1 Média do nGimero de leucdcitos encontrados no sangue de
animais que nao foram submetidos ao experimento
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média do n° de leucécitos encontrados no sangue de animais que nao foram
submetidos ao experimento: linfocitos (L) 69%, neutrdfilos (N) 28%, mondcitos
(M) 1% e eosindfilos (E) 1%. Observa-se que o tempo de exposicao das cobaias
ao equipamento ocasionou alteragdo na porcentagem das células leucocitarias
do grupo experimental em comparagao ao grupo controle e em comparagao a
sujeitos que nao foram submetidos a nenhum procedimento experimental.

Decorridas 24 horas do experimento com os individuos submetidos ao
estresse conforme preconizado, tem-se que os sujeitos do grupo experimental
apresentaram variagao quanto a porcentagem de células sanguineas em relacao
ao grupo controle, conforme evidencia o Gréfico 2. Nota-se no grupo experi-
mental: linf6citos (L) com 62%, neutréfilos (N) com 34%, mondcitos (M)
com 1% e eosindfilos (E) com 2%. Ja no grupo-controle, os resultados fo-
ram de 59%, 41%, 1% e 3% para linfécitos, neutréfilos, mondcitos e
eosindfilos, respectivamente.

O Gréfico 3 mostra os resultados da contagem especifica de células rea-
lizada apds 48 horas do inicio do experimento. O grupo experimental apresen-
tou 85% de linfécitos (L), 12% de neutrdéfilos (N), 2% de mondcitos (M) e 1%
eosindfilos (E), enquanto o grupo controle teve em sua contagem: linfécitos (L)
80%, neutrdfilos (N) 18%, mondcitos (M) 1% e eosindfilos (E) 1%.

Passadas 72 horas do infcio do experimento (Gréfico 4), tém-se os resul-
tados para o grupo experimental: linfécitos (L) 77%, neutréfilos (N) 22%,
monécitos (M) 1% e eosindfilos (E) 0%. Em contrapartida, observa-se o resulta-
do para o grupo controle de 74% de linfdcitos (L), 26% de neutréfilos (N) e 0%
para mondcitos (M) e eosindfilos (E) 0%.

O procedimento experimental da pesquisa se encerrou em 168 horas de
exposigao dos individuos a caixa estressora (Crafico 5), momento em que se
procedeu a leitura das células sanguineas, como feito em todas as outras eta-
pas, encontrando os seguintes resultados. No grupo experimental: linfécitos
(L) 74%, neutréfilos (N) 20%, mondcitos (M) 6%, eosindfilos (E) 0%. No
grupo-controle: linfécitos (L) 82%, neutrdfilos (N) 16%, mondcitos (M) 2%,
eosindfilos (E), 0%.

Il - Discussao

Apbs 24, 48 e 72 horas de submissdo ao estresse promovido pelo equi-
pamento (caixa estressora) os animais do grupo experimental apresentaram entre
3 e 5% mais linfécitos (L) que os animais do grupo controle, todavia em conta-
gem realizada apds 168 horas de submissao ao estresse promovido pelo equi-
pamento os animais do grupo experimental apresentaram 8% menos linfécitos
que os animais do grupo-controle. Quanto a porcentagem de neutréfilos (N),
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GRAFICO 2 Média do niimero de leucdcitos encontrados no sangue de
animais apds 24 horas de submissao ao experimento

70% -
60% -
50% - B Grupo experimental

40% - 0O Grupo controle

30%

20% -

10% -

0% [ -
L N M E

Tipos celulares

GRAFICO 3 Média do nilimero de leucécitos encontrados no sangue de
animais apds 48 horas de submissao ao experimento
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GRAFICO 4 Média do niimero de leucécitos encontrados no sangue de
animais ap6s 72 horas de submissao ao experimento
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GRAFICO 5 Média do niimero de leucécitos encontrados no sangue de
animais apds 168 horas de submissao ao experimento
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em contagem realizada apds 24, 48 e 72 horas de submissao ao estresse pro-
movido pelo equipamento os animais do grupo experimental apresentaram entre
4 e 7% menos neutréfilos que os animais do grupo-controle, no entanto, em
contagem realizada ap6s 168 horas de experimento os animais do grupo expe-
rimental apresentaram média de 4% mais neutréfilos que os animais do grupo-
controle. Também se observou uma variagdo na porcentagem de mondcitos
(M), j& que em contagem realizada apds 24, 48 e 72 horas de experimento o
grupo experimental ndo apresentou variagdo em relagdo ao grupo controle,
porém em contagem realizada apés 168 horas de experimento o grupo experi-
mental apresentou 4% mais mondcitos que os animais do grupo controle. No
que se refere a eosindfilos ndo foram identificados valores relevantes de um
grupo em relacdo ao outro (experimental e controle). Com este resultado pode-
se inferir que, em um periodo curto de exposigao (3 dias), uma situagdo de
estresse pode acelerar a resposta imunolégica. Como a diminuigdo das médias
de produgdo de células de defesa ocorreu apds 72 e 168 horas, pode inferir
que o estresse ap6s um periodo mais longo (3 a 7 dias), pode ser supressor da
resposta imunolégica.

O equipamento proposto possibilita mensurar os efeitos dos estimulos
de luz, calor e som no processo de resposta inflamatéria de camundongos
Swiss, que nas primeiras 72 horas de exposicao das cobaias o grupo experimen-
tal apresentou porcentagem mais elevada de linfécitos em relagao ao grupo-
controle e uma menor porcentagem de neutrdfilos, mondcitos e eosinéfilos.
Porém, em contagem de leucdcitos realizada com 168 horas de exposigdo, este
quadro se inverteu. A este respeito muitos estudos tém fornecido evidéncias
que revelam as comunicagoes bidirecionais entre os diversos sistemas do orga-
nismo, entre estes o sistema neuroenddcrino, neurolégico e o sistema imunoldgico
(PARHAM, 2001; GRAEFF, 2003; JURUENA; CLEARE; PERIANTE, 2004; RIBEI-
RO et al., 2004; MARQUES-DEAK; STERNBERG, 2004; FIGUEIRA, 2005; PAULI
etal., 2005; ALVES; PALERMO-NETO, 2007; PINHEIRO et al., 2007).

Dessa forma, o modelo animal proposto torna-se uma possibilidade via-
vel e financeiramente acessivel para o estudo do estresse e de estimulos aversivos
em pesquisas com camundongos. Os tempos programados para cada estimulo
se mantiveram precisos durante todo o periodo da experiéncia, demonstrando
que o equipamento é confiavel.

IV - Consideracoes finais

A caixa estressora como modelo animal para pesquisa sistematica em
laboratério, aponta para a importéncia de se pesquisar as variagoes de fatores
ambientais no processo de retificagdo dos vinculos que se estabelecem entre
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organismo e ambiente na dindmica que se forma entre as varidveis ambientais
e o organismo. Os resultados obtidos mostram que variagdes ambientais ndo
agressivas foram suficientes para interferir no processo de resposta inflamatéria
de camundongos Swiss portadores de processo inflamatério cronico.

Em coeréncia com os argumentos citados no decorrer deste texto, a
diferenciacao do universo fisiolégico de um organismo é dependente de pro-
cessos envolvidos na diferenciacio de seu meio ambiente (SKINNER, 1984;
TOURINHO; TEIXEIRA; MACIEL, 2000). Qualquer que seja a distancia existen-
te entre o interior e o exterior ou entre o animal e o mineral se mostra atrelada
a um vinculo de ligacao 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 passivel de ser influenciado por variaveis
ambientais presentes em seu meio ambiente (COSTA et. al., 2008).
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