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RESUMO 

 

 Alguns estudos pré-clínicos têm demostrado que eventos adversos na infância e 

adolescência representam um fator de vulnerabilidade para o surgimento de transtornos 

psiquiátricos na idade adulta, e que a redução da resiliência à eventos estressantes deve 

desempenhar um papel importante neste fenômeno. As manipulações em animais de 

laboratório, como a privação materna (PM) por 24 h durante o período de 

hiporresposividade ao estresse (PHRE), podem ser um instrumento útil para a 

compreensão de como os eventos no período precoce do desenvolvimento resultam em 

alterações comportamentais e da atividade do eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) 

na idade adulta. Alguns autores têm observado que a PM, quando imposta no 3° dia de 

vida (antes do início) ou no 11° dia (no vale) do PHRE, resulta em padrões de atividade do 

eixo HPA distintos. A PM no 3° dia induz à hiperatividade do eixo, enquanto que no 11° dia, 

resulta na hipoatividade, alterações estas observadas em animais jovens. Assim, os 

principais objetivos do presente trabalho foram os de estudar como a PM afetaria a 

atividade do eixo HPA durante o PHRE, e verificar se essas alterações teriam 

conseqüências duradouras. Os resultados mostraram que os efeitos da PM na liberação de 

ACTH mantiveram o mesmo padrão de atividade relatado na adolescência, ou seja, 

hiperresponsividade no grupo submetido à PM no 3o dia de vida e hiporresponsividade no 

grupo submetido à mesma manipulação no 11o dia de vida. No entanto, essa alteração 

não se refletiu na liberação da corticosterona (CORT), pois não se observou diferença na 

secreção deste hormônio entre os grupos. Além disso, a PM não alterou a liberação de 
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CORT em resposta ao Teste de supressão à Dexametasona, indicando que não houve 

alterações no sistema de retroalimentação negativa no nível hipofisário do eixo HPA. A 

PM afetou o comportamento do tipo ansioso nos animais de ambos os grupos PM, sendo 

que tal alteração parece não ter sido mediada por mudanças na densidade do sítio 

benzodiazepínico do receptor GABAA. Os resultados indicaram que, embora a PM não leve 

a alterações permanentes na secreção da corticosterona, este pode ser um modelo animal 

interessante para se estudar o substrato neurobiológico que faz com que um evento 

adverso durante o desenvolvimento aumente a vulnerabilidade aos transtornos 

relacionados à ansiedade. 
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A capacidade de observação do jovem médico Hans Selye fez dele um cientista 

pioneiro no estudo das reações fisiológicas em resposta ao estresse. Já na primeira 

aproximação da prática clínica, ainda na Universidade Carlos, em Praga, Selye apresentava 

questionamentos que destoavam do foco que os seus professores desejavam dar para a 

sua formação médica. Embora seus tutores estivessem interessados em relacionar o 

agente etiológico com as características específicas manifestadas pelos pacientes, Selye, 

ao contrário, estava mais interessado nos sintomas comuns aos doentes que 

apresentavam patologias diferentes. Assim, os primeiros estudos de Selye mostraram que 

os pacientes que apresentavam doenças que afetavam diferentes sistemas, como por 

exemplo, a artrite reumatóide, a hipertensão e a necrose cardíaca, respondiam com um 

mecanismo de defesa unificado, caracterizado por mudanças estruturais e bioquímicas 

específicas. Tais reações foram por ele denominadas de estresse ou “síndrome de 

adaptação geral” (Selye, 1965). 

O termo estresse tem origem na física, sendo uma condição existente em materiais 

elásticos que, sob pressão externa sofrem alteração na forma (Selye, 1965). Assim, o 

estressor é o agente que causa estresse, podendo ser, no contexto médico, o fator 

responsável por aumentar a vulnerabilidade do organismo ao processo de adoecimento. 

No entanto, a diversidade e a complexidade dos eventos fisiológicos provocados pelo 

estresse não são somente danosos, eles também são responsáveis por uma série de 

reações capazes de adaptar o organismo a situações adversas e também de reparar o 

dano provocado pelas mesmas (Selye, 1937).  
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Os primeiros estudos dedicados à descrição da fisiopatologia subjacente às 

características clínicas de indivíduos com um histórico de experiências estressantes 

prévias ao adoecimento mostraram que, o hipotálamo, a Pituitária anterior e as glândulas 

adrenais, estavam integrados e liberavam hormônios que mediavam as principais 

alterações centrais e periféricas durante o estresse. 

Sapolsky e cols. (2000) descreveram o curso temporal em que a resposta central se 

integra à periférica durante o estresse. Assim, imediatamente após a exposição ao 

estresse ocorre: 1) ativação autonômica simpática com aumento da liberação da 

adrenalina e da noradrenalina (NOR); 2) liberação do Hormônio Liberador da 

Corticotrofina (CRH) pelo núcleo Paraventricular no Hipotálamo (PVN) no sistema porta-

hipofisário e, 10 segundos mais tarde, a liberação do ACTH pela Pituitária anterior; 3) há 

também diminuição na liberação do GnRH (Hormônio Liberador de Gonadotrofinas) e, 

logo em seguida, diminuição das gonadotrofinas; 4) Caso haja lesão e hemorragia, a 

liberação da Arginina-Vasopressina (AVP) pelo Hipotálamo, que age sinergicamente com o 

CRH (Joëls & Baram, 2009; Wigger e cols., 2004), e a renina pelos rins também é 

importante para que não haja hipovolemia, isto em contraste à liberação moderada da 

AVP que pode ser desencadeada por estressores leves. Em uma segunda etapa, cujos 

efeitos são consequentemente mais tardios, ocorre aumento nas concentrações 

plasmáticas dos glicocorticóides (GCs), a qual é provocada pela ação do ACTH sobre as 

adrenais e pela diminuição da liberação dos esteróides gonadais como consequência da 

redução da liberação do GnRH. 
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 Há uma terceira etapa que inclui a chegada dos GCs aos seus órgãos-alvo. Como 

muitos dos efeitos dos GCs são exercidos genomicamente, os mesmos não ocorrem 

imediatamente após o evento estressor e também apresentam efeitos mais duradouros. 

Desde os primeiros estudos até aos mais atuais, muitos dos efeitos destes esteróides já 

foram descritos (Sapolsky e cols., 2000) e muitas das características clássicas observadas 

durante o estresse têm sido atribuídas à sua ação.  As principais consequências imediatas 

da reação ao estresse são provocadas pela liberação do CRH pelo PVN e pela ativação 

simpática, que em última instância mantém o indivíduo alerta e aumentam o aporte 

sanguíneo para as regiões que elaborarão e executarão as estratégicas de defesa, como o 

SNC e a musculatura esquelética. Essas reações interferem no funcionamento basal de 

diversos órgãos e sistemas e, somadas às reações tardias provocadas pela atuação dos 

GCs, podem levar a um prejuízo de função dos mesmos, se desencadeadas cronicamente. 

Assim, com o objetivo de controlar os possíveis danos provocados pela exposição 

prolongada aos GCs, o organismo apresenta mecanismos de balanço fisiológico como a 

alostase. 

O conceito de alostase foi recentemente introduzido na disciplina de fisiologia para 

substituir o termo homeostase (homeo=igual; stasis=estável), criado por Claude Bernard 

para explicar os mecanismos que mantinham um determinado sistema funcionando em 

nível ótimo e relativamente estável, mesmo quando submetidos a variações ambientais. 

Assim, o principal conceito implícito na palavra homeostase é “estabilidade”. No entanto, 

muitos estudos têm mostrado que o meio externo pode causar alterações no meio interno, 

mas para que o sistema possa funcionar satisfatoriamente, existe uma faixa de variação 
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aceitável. Para contemplar essa nova visão sobre a interação entre as adaptações do meio 

interno frente à influência ambiental, Sterling & Eyer (1988, apud McEwen, 1998) 

introduziram o conceito de alostase (alo=variável; stasis=estável), o que significa que o 

sistema varia para se manter estável. 

Com efeito, na presença de um desafio, físico ou psicológico, o organismo lança 

mão do sistema de estresse, que provoca alterações hormonais, imunológicas e 

bioquímicas, além de alterar a excitabilidade neuronal. Tais reações deslocam o 

funcionamento do organismo da sua situação basal. Esse desequilíbrio foi denominado 

por Selye de “Síndrome de Adaptação Geral”, apresentando três fases que são, 

respectivamente, reação de alarme quando o sistema neuroendócrino de estresse é 

recrutado; resistência quando a adaptação é ótima e exaustão, quando a adaptação é 

perdida (Selye, 1965). Assim, quando ocorre perda da adaptação, o desequilíbrio dos 

sistemas vitais acontece, impedindo a alostase.  É por isso que, tão importante quanto a 

ativação desse sistema, está a eficiência para desativá-lo, principalmente quando o 

estímulo que o provocou não se faz mais presente. Assim, quando o sistema de estresse é 

ativado cronicamente ou apresenta alguma falha no mecanismo que o controla, o 

organismo mantém os GCs em altas concentrações plasmáticas, podendo levar à exaustão 

das reservas energéticas e limitar a capacidade de produzir reações fisiológicas 

adaptativas para lidar adequadamente com outros estímulos estressantes. Tal situação foi 

definida por Bruce McEwen como carga alostática e, no caso da carga alostática se 

estender por um período muito prolongado, o organismo pode ficar vulnerável a doenças 
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físicas e psicológicas, de modo que a história de vida do indivíduo e a natureza do 

estressor são fatores importantes para determinar essa vulnerabilidade.  

As discussões entre os filósofos e os psicólogos sobre a importância relativa das 

experiências vividas ao longo do desenvolvimento, assim como das características 

hereditárias para a determinação da inteligência e do perfil comportamental do indivíduo, 

dividiu opiniões em determinado momento da história da Ciência. De um lado, acreditava-

se que a herança genética tinha um peso maior em determinar essas características, do 

outro defendia-se que as experiências vividas durante o período neonatal, a infância e a 

adolescência poderiam ter um impacto mais importante. No entanto, os avanços 

conquistados nas áreas da biologia celular e molecular dão suporte à idéia de que a 

expressão gênica pode ser regulada pelo ambiente (McEwen, 1998) e não apenas o 

contrário, e que essa interação acontece durante toda a vida do indivíduo. Com isso, a 

ciência vem traçando um novo paradigma no estudo das bases biológicas do 

comportamento, fazendo com que essas duas vertentes, outrora divergentes, passassem 

a ser complementares.  

O SNC também já foi considerado uma estrutura estática, tendo esta rigidez, por 

muito tempo, servido como base científica para justificar a posição dos que defendiam 

que as experiências ao longo da vida podiam trazer poucas contribuições para o 

estabelecimento do perfil psicológico do indivíduo. No entanto, atualmente vários estudos 

demonstram que o SNC é uma estrutura plástica e que, em determinadas regiões, é 

possível observar processos de neurogênese e sinaptogênese, além do aumento ou da 

redução da arborização dendrítica (McEwen 1998; Frank & Tsai, 2009; Chao e cols., 2009). 
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Os estudos pioneiros de Seymour Levine e dos seus colaboradores mostraram que 

experiências estressantes durante o desenvolvimento têm impacto no comportamento 

emocional e na resposta ao estresse, tendo contribuído imensamente para consolidar a 

integração entre os pontos de vista que defendem o papel da hereditariedade e do 

ambiente como determinantes do perfil comportamental do indivíduo adulto (Holmes e 

cols., 2005).  

Dado o nível de dependência que os neonatos apresentam em relação aos 

cuidados maternos, a qualidade destes comportamentos tem um papel central na 

regulação de alguns sistemas fisiológicos (Shear e cols., 1983) como, por exemplo, o 

sistema de estresse. Quando o cuidado materno é interrompido pela separação das mães 

dos filhotes, uma série de alterações fisiológicas, que pode trazer consequências 

duradouras, é desencadeada, afetando o funcionamento dos sistemas neuroendócrinos e 

comportamentais (Hofer & Shair, 1982). Realmente, estudos clínicos mostram que 

eventos adversos na infância podem, na adolescência e idade adulta, favorecer o 

aparecimento de transtornos psiquiátricos como depressão e ansiedade. As manipulações 

com animais de laboratório, como a privação materna (PM), podem ser um instrumento 

útil para a compreensão de como eventos no período precoce do desenvolvimento podem 

levar, na idade adulta, a alterações comportamentais e na atividade do eixo Hipotálamo-

Pituitária-Adrenal (HPA). Assim, o presente trabalho tem como principal objetivo estudar 

a influência da Privação Materna por 24h realizada no período neonatal sobre a resposta 

neuroendócrina de estresse em filhotes e adultos, assim como estudar suas 

consequencias comportamentais em indivíduos adultos. 
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O sistema de estresse pode ser considerado o sistema neuroendócrino mais 

semelhante entre os mamíferos (Vázquez, 1998). Os GCs têm um papel fisiológico 

fundamental em recrutar ações de diferentes sistemas durante o estresse. Ao longo do 

desenvolvimento, tanto no período fetal quanto no neonatal, altas concentrações desse 

hormônio podem ter uma atuação tanto benéfica quanto maléfica. Sabe-se, por exemplo, 

que no final do período da gestação, o aumento nas concentrações circulantes desse 

hormônio acelera o amadurecimento dos pulmões, do fígado e dos rins (Kapoor e cols., 

2006; Liggins, 2000). Por outro lado, o aumento dos GCs provocado por estresse numa 

fase mais precoce da gestação, pode retardar o crescimento fetal e levar a conseqüências 

permanentes, incluindo doenças cardiovasculares, metabólicas e transtornos psiquiátricos 

(Seckl, 1997; Gunnar & Donzella, 2002; de Kloet e cols., 1988). Assim, parece que durante 

a vida fetal e o período neonatal, o balanço fino nas concentrações dos GCs circulantes 

tem um papel crítico para o desenvolvimento normal (Levine, 2001). 

De acordo com a literatura, tanto em ratos e camundongos (de Kloet e cols., 1988) 

quanto em humanos (Gunnar & Donzella, 2002) há um período em que o eixo 

Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) ainda não funciona adequadamente. A apresentação 

de um estímulo estressor, que na idade adulta levaria a um aumento nas concentrações 

dos GCs, não é capaz de desencadear a mesma reação no período neonatal. Em ratos e 

camundongos esse período vai do dia pós-natal (DPN) 4 a 14 (Witek-Janucek, 1988), e em 

humanos acontece durante o 1º ano de vida (Gunnar, 1998). 
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Shapiro e cols. (1962) apresentaram a primeira descrição da ontogênese da 

resposta endócrina ao estresse, tendo concluído que, durante o desenvolvimento, havia 

um período de não-responsividade ao estresse (para uma revisão Rosenfeld e cols., 1992). 

Na medida em que novas técnicas foram desenvolvidas para estudar o 

funcionamento do eixo HPA em diferentes níveis, observou-se que a resposta ao estresse, 

durante o chamado período de não responsividade, implicava um aumento nas 

concentrações plasmáticas do ACTH e da CORT quando os estímulos estressores eram a 

administração dos aminoácidos excitatórios (Kent e cols., 1996), o estresse imunológico 

(Shanks & Meaney, 1994) e a exposição ao frio (Walker e cols., 1991). Concluiu-se então 

que o eixo HPA podia responder a alguns tipos de estressores, tendo então esse período 

sido denominado de Período de Hiporresponsividade ao Estresse (PHRE) e não mais de 

período de não responsividade. 

O funcionamento adequado da resposta de estresse depende da sincronização 

entre os componentes do eixo HPA. Durante o PHRE o sistema de estresse não apresenta 

tal sincronia, e a resposta do componente central pode ser diferente do periférico. Além 

disso, a responsividade depende do tipo de estímulo empregado e da fase do 

desenvolvimento em que este é apresentado (Walker e cols., 1991). Assim, cada um dos 

componentes classicamente envolvidos na resposta ao estresse apresenta características 

de funcionamento bastante particulares durante o PHRE. 

 

1.1 A resposta do Sistema Nervoso Central ao estresse durante o PHRE 
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Os primeiros estudos sobre o PHRE tinham como objetivo esclarecer qual (ou quais) 

o(s) componente(s) do eixo HPA que constituía(m) o locus (ou loci) da responsividade 

diminuída ao estresse. A expressão do CRH no PVN pode ser detectada vários dias antes 

do nascimento, mas diminui progressivamente no período perinatal e volta a aumentar no 

DPN 4, atingindo concentrações semelhantes às observadas em animais adultos (Keegan e 

cols., 1994; Grino e cols., 1989; Baram & lerner, 1991). Para Widmaier (1990), o CRH, 

sendo o mediador central do eixo HPA, deveria ser o principal responsável pelo fenômeno. 

Assim, utilizando uma preparação in vitro, este autor (Widmaier, 1990) observou que, em 

um animal com 35 dias de vida, mas não em um filhote durante o PHRE, a glicopenia 

provocava um aumento da liberação do CRH. 

Este resultado deu embasamento à idéia de que o CRH era um dos responsáveis 

pela manutenção do PHRE. Grino e cols. (1989) também acreditavam nessa hipótese. No 

entanto, vários estudos desenvolvidos posteriormente mostraram que o CRH não era o 

principal responsável por esse fenômeno. 

Smith e cols. (1997) estudaram a liberação do ACTH e da CORT, além da expressão 

de RNAm para o CRH, c-fos e NGF-IB no PVN em resposta ao estresse durante o PHRE. 

Esses autores observaram que, embora não houvesse aumento da CORT em resposta à 

administração de salina isotônica, havia um pequeno aumento do ACTH e um aumento 

robusto na expressão de c-fos e NGF-IB no PVN. Dent e cols. (2000) observaram resultados 

coerentes com estes, o que permite concluir que, embora a liberação da CORT seja 

pequena durante o PHRE, o cérebro é capaz de detectar o estímulo estressor, provocando 

um aumento significativo na expressão desses genes de expressão imediata. Para esses 
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autores, o termo PHRE é descritivo apenas no nível hipofisário e córtico-adrenal da 

resposta ao estresse, por que no nível central os animais são perfeitamente capazes de 

responder a um estímulo leve como a administração da salina isotônica. Isso mostra que a 

resposta de estresse está inibida na periferia, mas não no nível central.  

Segundo Chautard e cols. (1993), os aminoácidos excitatórios como o ácido kaínico 

(KA) e NMDA provocam um aumento robusto nas concentrações plasmáticas do ACTH e 

da CORT durante o PHRE. A administração de soro anti-CRH e não de soro anti-VP, 

bloqueou o aumento do ACTH e da CORT observado, um dado indireto que confirma que 

o CRH tem um papel na resposta ao estresse durante o PHRE.  

Já Walker e cols. (1997) mostraram que a AVP pode sim desempenhar um papel 

importante na resposta ao estresse durante o PHRE. Esses autores administraram uma 

toxina associada a um anticorpo específico para o CRH no PVN durante o PHRE, o que 

provocou um aumento compensatório na liberação da AVP, da mesma forma que quando 

a toxina estava associada com a AVP se observava um aumento compensatório no CRH. 

Esses resultados mostram que, mesmo durante o PHRE, pode haver alterações 

compensatórias em ambos CRH e AVP, mostrando que, mesmo imaturo, o hipotálamo 

pode se adaptar a alterações funcionais para permitir o seu funcionamento adequado. 

Assim, embora o hipotálamo desempenhe um papel fundamental no sistema de estresse 

e seja o componente central onde a resposta é desencadeada, este parece não orquestrar 

a hiporresponsividade das adrenais ao estresse entre os DPNs 4 e 14 e, ao contrário do 

que se observa para o ACTH e a CORT, o hipotálamo parece ser hiperresponsivo ao 

estresse durante o PHRE (Smith e cols., 1997; Walker e cols., 1997). 
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1.2 Componentes Periféricos da resposta ao estresse durante o PHRE  

1.2.1 Pituitária, Pró-opiomielanocortina (POMC) e os seus derivados 

O ACTH e a β-endorfina (β-E) são produtos da clivagem da POMC que ocorre 

devido à ação das pró-hormônio convertases 1 e 2 (PC1 e PC2) (Wei e cols., 2003). Esse 

processo ocorre na Pituitária anterior e é estimulado pelo CRH e pela AVP. Os estudos 

discutidos a seguir mostram um panorama geral da função dessas substâncias no PHRE. 

Alguns estudos in vitro mostram que a Pituitária é de fato sensível ao CRH durante o PHRE, 

e que dos DPNs 6 a 11, a liberação do ACTH ocorre de forma mais pronunciada em 

resposta ao CRH, quando comparada à resposta dos corticotrofos obtidos de animais nos 

DPNs 1 ou 20.  De acordo com esses resultados o PHRE não pode ser explicado por uma 

diminuição na sensibilidade dos corticotrofos ao CRH (Walker & Vrana, 1993). Dado que o 

PVN pode responder ao estresse durante o PHRE, a aparente dessincronização entre o 

hipotálamo e a Pituitária pode ser explicada pela falta de maturação do sistema porta-

hipofisário, cujo desenvolvimento se inicia no DPN 5, mas não está totalmente completo 

antes do DPN 40 (Glydon, 1957).  

 Tanto em neonatos durante o PHRE quanto no animal adulto, a resposta 

adrenocortical a um estímulo estressor acarreta aumento nas concentrações dos GCs. A 

diferença da resposta ao estresse entre ambos é que o animal adulto apresenta essa 

resposta como consequência da liberação do ACTH. Durante o PHRE o aumento da POMC 

se traduz em um aumento mínimo nas concentrações do ACTH (Vazquez, 1998). Por outro 

lado, Iny e cols. (1987) observaram que, durante o PHRE, o éter aumenta 
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significativamente as concentrações da β-E, mas não do ACTH, (Guillet & Michaelson, 

1978). Dado que a β-E têm atividade inibitória sobre a atividade neuronal e sobre a 

atividade do eixo HPA (Bilkei-Gorzo e cols., 2008), pode-se concluir que o aumento nas 

concentrações plasmáticas dessa substância em resposta a um estressor como éter deve 

ser importante para impedir um aumento pronunciado na excitabilidade central.  

 

1.2.2. Córtex da adrenal e os glicocorticóides na resposta ao estresse durante o 

PHRE 

Embora não haja aumento das concentrações do ACTH e da CORT em resposta a 

um estressor leve como a salina, essa hiporresponsividade não se mantém em resposta a 

todos os tipos de estressores. Dent e cols. (1999) testaram o efeito do lipopolisacarídeo 

(LPS), uma endotoxina presente na parede celular de bactérias Gram-negativas, e 

observaram que embora os animais não apresentassem aumento da liberação da CORT 

em resposta à administração de salina, o LPS provocava um aumento robusto nas 

concentrações deste hormônio. O mesmo pode ser observado quando o estímulo 

estressor é o NMDA ou o ácido kaínico, ambos aminoácidos excitatórios (Chautard e cols., 

1993). Além disso, a interleucina-1β, presente nas respostas inflamatórias, também 

desencadeia a liberação do ACTH e da CORT durante o PHRE (O’Grady e cols. 1993; Levine 

e cols., 1994).  

O curso da liberação da CORT logo após o nascimento já foi relatado em vários 

estudos. Nos primeiros dias de vida há um aumento da esteroidogênese adrenocortical 

em resposta ao ACTH, que diminui gradativamente entre os PNDs 5 e 6, atingindo o nadir 
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por volta do DPN 10. No DPN 15 a sensibilidade das adrenais ao ACTH começa a retornar e 

o animal passa a responder adequadamente ao estresse com um aumento robusto nas 

concentrações de CORT circulantes a partir do DPN 21 (Nagaya e cols., 1995; Arai & 

Widmaier, 1991; Okimoto e cols., 2002; Zilz e cols., 1999).  

Embora os trabalhos que estudaram a liberação do ACTH e do CRH durante o PHRE 

não sejam conclusivos em apontar esses hormônios como os principais responsáveis pela 

hiporresponsividade ao estresse, a maioria dos achados não deixa dúvidas de que as 

glândulas adrenais apresentam sensibilidade diminuída ao ACTH. Tal fenômeno poderia 

ser explicado por uma redução na expressão ou pela insensibilidade dos receptores para o 

ACTH (ACTH-R) presentes nas membranas das células da zona fasciculada do córtex das 

glândulas adrenais, o que poderia resultar em uma falha na esteroidogênese. O ACTH 

exerce um papel trófico nas adrenais, sendo que a exposição a este hormônio pode 

aumentar a expressão dos receptores para o ACTH (ACTH-R) em linhagens de células 

adrenocorticais (Mountjoy e cols., 1994), além de estimular mecanismos celulares 

responsáveis pela esteroidogênese (Cavallaro e cols., 1993). De acordo com esses dados, a 

hiporresponsividade das adrenais poderia ser consequência das baixas concentrações 

plasmáticas do ACTH durante o PHRE. No entanto, um estudo realizado por Faturi e cols. 

(2009) mostrou que a administração exógena do ACTH em filhotes, mantidos com as mães 

durante o PHRE, não foi suficiente para desensibilizar as adrenais durante esse período. 

Isto evidencia que as baixas concentrações plasmáticas do ACTH durante o PHRE não são 

o principal fator responsável pela hiporresponsividade das adrenais. 
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Zilz e cols. (1999) também mostraram que no DPN 10 e no nadir da responsividade 

do eixo HPA, o aumento exponencial das concentrações do ACTH não leva à liberação 

crescente da CORT pelas células adrenocorticais. De fato, durante o PHRE não há um 

aumento significativo na expressão de c-fos nas glândulas adrenais em resposta a um 

desafio (Okimoto e cols., 2002). Embora essa insensibilidade possa ser atribuída às 

enzimas esteroidogênicas microssomais que mudam ao longo do desenvolvimento 

(Nagaya e cols., 1995), o mecanismo responsável por tal fenômeno não está totalmente 

esclarecido. Com o objetivo de testar se haveria de fato alguma falha no processo da 

esteroidogênese adrenal, Zilz e cols. (1999) investigaram possíveis alterações na expressão 

do Receptor Benzodiazepínico Periférico (RBP). Os RBP são altamente expressos em 

órgãos onde há a esteroidogênese, sendo a função desses receptores facilitar o transporte 

do colesterol das reservas intracelulares para a membrana mitocondrial interna, onde a 

ação da enzima P450scc sobre o colesterol dá início ao processo da síntese dos esteróides 

(Papadopoulos & Borwn, 1995; Gavish e cols., 1999). Neste estudo, constatou-se uma 

diminuição na expressão do RBP na adrenal de ratos neonatos em comparação com 

animais adultos. O ACTH atua ativando um ligante endógeno do RBP que facilita a 

esteroidogênese (Papadopoulos e cols., 1991a; Papadopoulos e cols., 1991b). Quando a 

expressão do RBP está reduzida, essa função do ACTH fica obviamente prejudicada. Além 

disso, um estudo sobre a liberação do ACTH durante a vida fetal e o período neonatal, 

indicou que há uma queda na expressão do ACTH-R próximo ao nascimento, estendendo-

se essa redução até a primeira semana de vida. Isso claramente contribui para a 

insensibilidade das adrenais durante o PHRE (Chatelain e cols., 1989). 
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Durante o período inicial do desenvolvimento, as concentrações circulantes da 

globulina ligadora da corticosterona (GLC, Globulina Ligadora de Corticosterona) são 

baixas. A GLC é uma proteína presente no plasma à qual a CORT se liga com grande 

afinidade. De acordo com Schroeder & Henning (1989), durante o PHRE apenas 50% da 

CORT está ligada à GLC, enquanto que no animal adulto essa porcentagem alcança os 90%. 

Dado que apenas a CORT livre pode se ligar aos seus receptores intracelulares, um 

pequeno aumento na liberação da CORT poderia ter um grande impacto durante o PHRE, 

pois estaria livre para atuar nos receptores mineralo- e glicocorticóides (GR) (Rosenfeld e 

cols., 1992). De acordo com Rosenfeld e cols. (1992), a acentuada redução nas 

concentrações da CORT no PHRE pode ter um papel fisiológico importante, já que não 

parece ser conveniente a apresentação de altas concentrações de um hormônio 

catabólico durante o desenvolvimento (Meyer, 1985). Esses estudos mostraram que há 

redundância em diferentes mecanismos reguladores da produção e da liberação da CORT, 

os quais são responsáveis por manter esse hormônio em baixas concentrações. Isso 

enfatiza a idéia de que o aumento exacerbado dos GCs durante o PHRE pode prejudicar o 

desenvolvimento normal. 

 

 1.2.3 A liberação da CORT durante o PHRE e a privação materna   

 Inúmeros estudos já mostraram que na ausência da mãe os animais se tornam 

responsivos ao estresse quando estão no PHRE, pelo que um estímulo que antes não era 

capaz de provocar aumento nas concentrações plasmáticas da CORT, passa a fazer efeito 

quando o animal está nessa condição (Stanton e cols., 1988; Suchecki e cols., 1995; 
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Sutanto e cols., 1996; Smith e cols., 1997; Kent e cols., 1997; van Oers e cols., 1998a; 

Schmidt e cols., 2004). Entre os paradigmas utilizados para o estudo dos efeitos das 

manipulações neonatais no eixo HPA está a privação materna (PM), a qual consiste na 

separação dos filhotes da mãe por 24 horas. Quando realizado durante o PHRE, este 

procedimento pode interferir permanentemente na resposta neuroendócrina ao estresse, 

provocando alterações comportamentais capazes de prejudicar as estratégias de defesa 

frente a um desafio (Ellenbroek & Cools, 2002; Ellenbroek e cols., 1998; Lehmann e cols., 

1999).  

 Van Oers e cols. (1998a) observaram que em ratos com 20 dias de vida, submetidos 

à privação materna no DPN 3 apresentavam produção exacerbada do ACTH e do CRH, 

enquanto que a mesma manipulação aplicada no DPN 11 induzia a diminuição nesses 

parâmetros, em concordância ao que foi observado por Suchecki & Tufik (1997) que 

relataram haver uma redução nas concentrações plasmáticas da CORT. Portanto é possível 

que diferentes vias neuronais, que estão em estágios distintos de desenvolvimento, 

possam regular o eixo HPA durante o processo da ontogênese e resultar no padrão de 

atividade observado. 

 O trabalho de Van Oers e cols. (1998a) mostrou também que a PM acarreta 

alterações específicas, dependendo da idade em que é imposta durante o PHRE. Contudo, 

ainda não se sabe se as respostas obtidas com animais híbridos Sprague Dawley/Long 

Evans também podem ser observadas com animais da linhagem Wistar, a qual foi utilizada 

durante todos os experimentos relatados na presente tese. 
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Assim, este primeiro experimento teve como principal objetivo esclarecer se as 

respostas diferenciais da CORT obtidas por van Oers e cols. (1998a), como consequência 

da PM no 3º e 11º dias de vida, também poderiam ser observadas com a linhagem Wistar 

disponível no Departamento de Psicobiologia, uma vez que as consequencias 

neuroendócrinas de outros tipos de manipulações neonatais não foram replicadas nas 

condições laboratoriais disponibilizadas neste Departamento (Guijarro e cols., 2007; Tiba e 

cols., 2004 e 2008), possivelmente em virtude das diferenças entre as linhagens utilizadas. 
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Animais, Materiais, Métodos e Resultados 

 

Animais: Ratos Wistar, com 3 meses de idade, provenientes do Biotério do 

Departamento de Psicobiologia, foram mantidos em gaiolas (30 x 16 x 18 cm) com 4 

animais cada, com comida (Nuvilab) e água à vontade, num ambiente de temperatura 

controlada (22 ± 2oC) e ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas a partir das 7h00).  

Para o cruzamento, duas fêmeas e um macho foram mantidos juntos por um 

período de 10 dias. Próximo ao nascimento as fêmeas foram alojadas separadamente, 

permanecendo com os seus filhotes até ao desmame que ocorreu no 21o dia pós-natal 

(DPN). O dia do nascimento foi denominado DPN 0 e no DPN 1 as ninhadas foram 

reduzidas para 8 filhotes (4 fêmeas e 4 machos).  

Procedimento de Privação Materna: Nos dias 3 (PM 3-4) ou 11 (PM 11-12) do 

período neonatal os filhotes foram retirados da gaiola moradia, colocados em caixas com 

serragem da própria gaiola moradia, e transportados para outra sala onde foram 

colocados sobre uma manta térmica com uma temperatura entre os 30-33°C por 24h. Este 

procedimento foi realizado sempre na parte da manhã entre as 10:00 e as 11:00 h. Neste 

experimento os dois grupos que não foram privados das mães (NPM 3-4 E NPM 11-12) 

foram utilizados como controles dos grupos PM 3-4  e PM 11-12. 

Protocolo Experimental: Ao final do período de PM, no 4º ou 12º DPN, ¼ de cada 

ninhada foi sacrificado em situação basal. O restante da ninhada recebeu uma injeção  

intraperitoneal (i.p.) de salina hipertônica (3%) no volume de 0,1ml/10g e foram divididos 

em três grupos que seriam sacrificados 30, 60 ou 90 minutos após a administração. Para 
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isso, 36 ninhadas, totalizando 288 animais machos (♂) e fêmeas (♀), foram distribuídos 

em 4 grupos experimentais (NPM4, NPM12, PM3-4 e PM11-12) seguindo o delineamento 

abaixo.  

 

 

 

 

Dosagem da Corticosterona: As amostras de sangue foram coletadas em tubos 

Eppendorf contendo EDTA (7,5%) e, em seguida, centrifugados a 2300 rpm durante 20 

minutos numa temperatura de 4o C, sendo que após este procedimento o plasma foi 

extraído e congelado a - 20o C. As concentrações da corticosterona foram determinadas 

por radioimunoensaio (RIA) com anticorpo específico para ratos e camundongos, 

utilizando um Kit comercial (ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA, USA). 

Análise Estatística. Uma primeira análise estatística foi realizada para verificar se os 

resultados obtidos com machos diferiam dos resultados obtidos com fêmeas. Dado que a 

liberação de CORT nesse período do desenvolvimento foi estatisticamente igual, ambos 

machos e fêmeas foram analisados juntos em cada situação experimental. Os dados foram 

analisados por ANOVA de 2 vias (Manipulação neonatal [NPM, PM] x Tempo [Basal, 30, 60 

e 120 min] após a administração da salina). O teste a posteriori utilizado foi o Newman-

Keuls e o nível de significância foi estabelecido em p < 0,05. 

Resultados. De acordo com a ANOVA houve diferença significativa dos fatores 

Manipulação neonatal (F(3,154)=50,45; p<0,01) e tempo após a administração da salina 

♀ (N=6) 
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♀ (N=6) 
♂ (N=6) 

♀ (N=6) 
♂ (N=6) 

estresse 
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(F(3,154)=8,18; p<0,01), além da interação entre os dois fatores mostrando que a 

manipulação neonatal interfere na resposta ao estresse durante o PHRE (F(9,154)=3,11; 

p<0,01). Na figura 1 é possível observar que os animais NPM não apresentaram aumento 

nas concentrações plasmáticas da CORT após a administração da salina 3%, o que 

confirma que estes animais estavam durante o PHRE e que a PM afetou os processos 

fisiológicos responsáveis por mantê-lo. Além disso, o teste a posteriori mostrou que a 

liberação da CORT do grupo PM3-4 difere do PM11-12 60 e 90 minutos após a 

administração da salina hipertônica. 

 

Figura 1. Concentrações plasmáticas da CORT (média±ep) em situação basal (N=12/grupo) 

e 30 (N=12/grupo), 60 (N=12/grupo) e 90 min (N=12/grupo) depois de administração da 

salina hipertônica (3%). O grupo PM 3-4 foi privado da mãe do 3º ao 4º dias de vida, 

enquanto que o PM11-12 foi privado do 11º ao 12º. Os grupos NPM 3 e NPM 11 são os 

respectivos controles, os quais não foram manipulados em momento algum. 
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 * Valores maiores do que o basal; # - Valores maiores em comparação ao grupo PM3-4 (p 

< 0,01). 
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Discussão 

 

O aumento pronunciado da CORT após o desafio com a salina hipertônica 

confirmou a importância da presença materna em inibir a atividade do eixo HPA. 

Coerentemente, os animais NPM não apresentaram aumento das concentrações da CORT 

em resposta a esse estressor. Assim, dado que a administração da salina hipertônica não 

aumentou as concentrações plasmáticas da CORT nos animais mantidos com as mães, 

confirmou-se que os filhotes de ratos Wistar testados no 4º e 12º dias de vida estavam no 

PHRE. Embora os valores da CORT basal dos grupos controle (aproximadamente 30 ng/ml) 

sejam um pouco elevados, ao se comparar com os resultados obtidos por van Oers e cols. 

(1998a) (aproximadamente 10 ng/ml) deve se levar em conta que a diferença entre as 

linhagens testadas pode ter contribuído para esse fator.  

Os resultados obtidos mostraram que os animais PM não diferiam 

significativamente dos NPM em situação basal. No entanto, outros estudos mostraram 

que a PM sozinha é capaz de aumentar significativamente as concentrações da CORT 

(Smith e cols., 1997; Schmidt e cols., 2004). No protocolo utilizado neste trabalho, a 

administração da salina provocou um aumento das concentrações da CORT, a qual foi 

duas vezes maior nos animais PM em relação ao basal. Portanto, a magnitude dessa 

diferença pode ter mascarado as possíveis diferenças, menos expressivas, entre as 

concentrações basais de animais PM e NPM.  
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Outro aspecto importante da resposta ao estresse dos animais PM foi que o grupo 

PM 11-12 apresentou um aumento da CORT muito mais pronunciado do que o PM 3-4. 

Este resultado é de certa forma contrastante com os dados da literatura, os quais 

mostram que o nadir da curva de liberação da CORT acontece entre os dias 10 e 12 de 

vida, embora esteja de acordo com os obtidos por Levine e cols. (1991a) e Van Oers e cols. 

(1998a) que observaram o mesmo fenômeno. Segundo Levine e cols. (1991) é possível 

que os comportamentos maternos tenham um papel mais importante em inibir a 

liberação da CORT no 12º dia de vida comparativamente ao 3º dia. Assim, embora na 

presença da mãe o animal esteja no vale da curva de liberação da CORT, na sua ausência o 

filhote pode apresentar uma resposta neuroendócrina mais robusta do que no início do 

PHRE, quando outros mecanismos podem agir em consonância com os comportamentos 

maternos para manter diminuída a responsividade ao estresse (Levine e cols., 1991). 

Após quatro horas de PM já é possível observar, em camundongos, o aumento nas 

concentrações plasmáticas da CORT (Schmidt e cols., 2004). Se o sistema de 

retroalimentação negativa estivesse funcionando adequadamente, esse aumento 

sustentado já seria suficiente para interromper a liberação do ACTH, o que não acontece. 

Em animais adultos, as concentrações plasmáticas do ACTH e da CORT retornam aos 

valores basais 60 min após o estresse. No entanto, como se observa nos resultados aqui 

apresentados, as concentrações da CORT não retornaram ao basal nos animais privados, 

nem mesmo 90 min depois do estresse. De fato, Van Oers e cols. (1998b) constataram que 

os animais PM, quando comparados com os NPM, apresentavam uma falha no sistema de 

retroalimentação negativa reativa. Além disso, animais privados das mães por 24h têm 



 26 

uma diminuição da GLC no plasma, fazendo com que a CORT aumentada pela PM se 

encontre livre, em sua maior parte, para atuar nos receptores GR (Receptores 

Glicocorticóides) e MR (Receptores Mineralocorticóides) (Viau e cols., 1996). 

De acordo com Schmidt e cols. (2004), o primeiro componente do eixo HPA a ser 

ativado ao longo da PM é a Pituitária, cujo aumento do ACTH já é detectável após duas 

horas de PM. No entanto, não se observa um aumento significativo da CORT antes de 

quatro horas de PM. Curiosamente, o ACTH aumenta a expressão dos seus próprios 

receptores (ACTH-R) no córtex adrenal (Mountjoy e cols., 1994; Chatelain e cols. 1999). A 

ativação do ACTH-R, por sua vez, pode provocar o aumento na transcrição dos genes dos 

enzimas envolvidas na esteroidogênese (Nagaya e cols., 1995). Assim, é possível que o 

aumento do ACTH durante a PM produza a sensibilização da adrenal, tornando-a 

responsiva ao estresse durante o PHRE quando a mãe está ausente. Embora a descrição 

desse mecanismo pareça ser suficiente para justificar a dessensibilização das adrenais em 

resposta à administração de salina durante a privação materna, os baixos níveis do ACTH 

circulantes durante o PHRE parecem não ser o principal fator responsável pela 

manutenção da hiporresponsividade das adrenais nesse período. Suchecki e cols. (1993) 

mostraram que diferentes comportamentos maternos mantêm as concentrações da CORT 

e do ACTH baixas durante o PHRE. De acordo com esses dados, a privação de alimento 

decorrente da PM pode sensibilizar as adrenais, tornando-as responsivas ao estresse, e 

quando esse comportamento é restaurado artificialmente, as concentrações plasmáticas 

da CORT voltam a baixar. Além disso, a estimulação anogenital dos filhotes realizada pelas 

mães nessa fase do desenvolvimento mantém as concentrações do ACTH baixas. Assim, os 



 27 

diferentes níveis do sistema de estresse podem ser controlados por diferentes 

comportamentos maternos.  

É possível ativar o eixo HPA na ausência da mãe durante o PHRE. Assim, se em um 

primeiro momento a importância dos cuidados maternos estava relacionada à 

alimentação e à proteção contra predadores, esses estudos estendem a função dos 

cuidados maternos para a manutenção da alostase, e como fator essencial para o 

desenvolvimento adequado. Hofer (1973) e Hofer & Shair (1982) já haviam mostrado que 

a presença da mãe tem uma função regulatória no desenvolvimento do sistema 

cardiovascular e do ciclo sono-vigíla. Para De Kloet e cols. (1996), a responsividade 

diminuída ao estresse, que ocorre em ratos entre os dias 4 e 14 de vida, é decorrente de 

um sistema regulatório multifatorial, o qual depende de fatores internos 

(neuroendócrinos) e externos (comportamentos maternos) para manter a quiescência das 

adrenais. 

Alguns estudos utilizaram protocolos em que as ninhadas eram adotadas por uma 

mãe de linhagens muito ou pouco cuidadosas, a fim de mostrar o impacto do cuidado 

materno no perfil comportamental do animal adulto. Os resultados mostraram que um 

cuidado materno pobre pode transformar um animal proveniente de uma linhagem 

resiliente ao estresse e com baixa emocionalidade em um animal com características 

exatamente opostas (Prakash e cols., 2006; Holmes e cols., 2005; Anisman e cols., 1998). 

Moriceau e cols. (2006b) mostraram que durante o PHRE, até ao 10º dia de vida 

mais precisamente, os neonatos apresentavam uma alteração importante na percepção 

de eventos aversivos, período que é chamado de “sensitive period”. Durante esta fase do 
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desenvolvimento, o animal apresenta preferência, ao invés de aversão, a um determinado 

odor associado a uma experiência dolorosa, não apresentando ativação da amigdala 

quando exposto ao condicionamento de medo associado a um odor. No entanto, ao 

administrar a CORT sistemicamente ou diretamente na amígdala, o animal passa a 

aprender esse tipo de tarefa e evita o odor associado. Este comportamento é 

acompanhado por uma ativação da amígdala, o que não acontece em animais não 

tratados com a CORT (Moriceau e cols., 2006b; Moriceau e cols., 2006a). A idéia de que a 

ausência materna leva à sensibilização das adrenais e provoca um aumento da CORT em 

resposta ao estresse durante o PHRE é interessante, uma vez que parece preparar o 

filhote para enfrentar as adversidades apresentadas pelo ambiente sem contar com a 

proteção materna. Como parte seguinte deste trabalho, ambos os grupos PM 3-4 e PM 

11-12 serão testados na idade adulta, sendo que apenas o primeiro encontra-se no 

“sensitive period”. Assim, é possível que o impacto da PM no início ou fim do PHRE seja 

diferente em comparação aos animais NPM, uma vez que no PM 3-4 a liberação da CORT, 

imediatamente após a PM, pode levar a um amadurecimento precoce no sistema que 

envolve a amigdala no reconhecimento de eventos aversivos. 

Os mecanismos celulares e moleculares que medeiam todas essas alterações 

fisiológicas e comportamentais ainda não foram esclarecidos. No entanto, os efeitos da 

CORT durante o desenvolvimento já foram descritos. Em ratos, por exemplo, já se 

observou uma diminuição na mitose e no processo de mielinização, assim como 

alterações na morfogênese neural (de Kloet e cols., 1988). Populações neuronais, 

principalmente no sistema límbico, os astrócitos e os oligodendrócitos são alvos dos GCs e 



 29 

devem mediar os efeitos duradouros conseqüentes da exposição prematura aos mesmos 

(Meyer, 1985). 
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CAPÍTULO 2 

 

Alterações duradouras decorrentes 

da privação materna: participação 

do eixo HPA 
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Van Oers e cols. (1998a) já haviam mostrado que a PM durante o PHRE altera a 

resposta de estresse em animais com 20 dias de vida. Os resultados por eles observados 

mostraram que os animais PM entre os DPNs 3 e 4 de vida, em comparação aos animais 

NPM no DPN 11, apresentavam aumento na expressão do CRH e na liberação do ACTH em 

resposta ao estresse. Este último grupo apresentava uma resposta menor até do que o 

grupo controle, o qual não fora privado dos cuidados maternos. Coerentemente, Suchecki 

& Tufik (1997) mostraram que no 30° dia de vida, em comparação com o grupo controle 

em animais PM no DPN 11, há uma diminuição da liberação da corticosterona em resposta 

ao estresse. É possível que diferentes vias neurais que estão em diferentes estágios de 

desenvolvimento no início e no final do PHRE, possam regular o eixo HPA 

diferencialmente durante o processo da ontogênese, resultando no padrão de atividade 

observado. 

  Embora alguns estudos tenham sido realizados para esclarecer os mecanismos 

subjacentes às alterações observadas na resposta de estresse em neonatos PM (van Oers 

e cols., 1998c; van Oers e cols., 1998b), nenhum trabalho mostrou se essas alterações em 

animais com 20 dias de vida poderiam também ser observadas em animais adultos. Além 

disso, Van Oers e cols. (1998c) observaram uma diminuição na expressão do MR e do GR 

na região CA1 do hipocampo em animais PM11-12. No entanto, ainda não se sabe se essas 

alterações permanecem até a idade adulta ou se são apenas uma reação imediata à PM.  

 A importância dos receptores GR e MR está no fato de que, além de mediarem a 

resposta de estresse nos vários órgãos e nos sistemas que os expressam, eles são também 

responsáveis por um mecanismo de regulação intrínseco do eixo HPA, que é o sistema de 
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retroalimentação negativa, o qual também é conhecido como sistema de “feedback” 

negativo. Este mecanismo tem a função de promover a alostase por meio da inibição do 

sistema pelo seu próprio substrato (McEwen & Lasley, 2002). Os receptores MR e GR 

possuem propriedades e características diferentes, o que justifica as diferentes funções 

que cada um desempenha na regulação da atividade do eixo HPA (Viau e cols., 1996).  

 Há dois modos diferentes de funcionamento do sistema de retroalimentação 

negativa, o proativo e o reativo. O primeiro tem como principal função manter as 

concentrações basais do ACTH e dos GCs circulantes e, por exemplo, regular as alterações 

circadianas de liberação dos GCs. Já o segundo é ativado em situações de estresse quando 

esses hormônios atingem altas concentrações plasmáticas (de Kloet e cols., 1998). O 

“feedback” proativo ocorre principalmente pela ativação dos receptores MR, a qual 

apresenta alta afinidade pelos GCs, enquanto que os GR, cuja afinidade é menor, 

medeiam o “feedback” negativo reativo (de Kloet e cols., 1998; de Koet e cols., 1996).  

 Essas diferenças de afinidade podem explicar os efeitos bifásicos que os GCs 

exercem em alguns sistemas fisiológicos. Um exemplo de atividade bifásica dos GCs 

ocorre sobre os processos envolvidos na aprendizagem e na memória. Alguns estudos 

mostram que concentrações basais dos GCs, agindo principalmente via MR, facilitam 

atividades mnemônicas. Por outro lado, altas concentrações desse hormônio, como as 

resultantes da resposta ao estresse, e portanto mediadas pelo GR, podem prejudicá-las 

(Oitz e cols., 1994; Diamond e cols., 1992). Neste caso, os efeitos permissivos dos GCs são 

exercidos pelos MRs, enquanto que a ativação dos GRs medeia os efeitos supressores. 

 Devido aos altos níveis de expressão do MR e do GR no Hipocampo, esta estrutura, 
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junto com o Hipotálamo e a Pituitária, formam os três grandes centros de controle do 

sistema de retroalimentação negativa. A atuação dos GCs junto ao hipotálamo e à 

Pituitária  é conhecida como retroalimentação negativa de alça longa, e a atuação do 

ACTH junto ao hipotálamo é chamada de retroalimentação negativa de alça curta. Assim, 

a localização nessas regiões dos receptores MR e, principalmente dos GR,  sinaliza para 

essas estruturas que o sistema já foi ativado com sucesso, e que é necessário reduzir a 

liberação do CRH e do ACTH, diminuindo consequentemente a liberação dos GCs. Dado o 

efeito catabólico que os GCs exercem, a inativação do eixo HPA provocada pelo sistema de 

retroalimentação negativa é fundamental para a manutenção do funcionamento 

adequado dos diversos órgãos e do sistema nervoso central (SNC). Assim, tão importante 

quanto a ativação desse sistema frente a um estressor, é o funcionamento adequado do 

sistema responsável por desativá-lo quando o estímulo não mais se faz presente.  

 Os MR têm alta afinidade pelos GCs naturais e baixa afinidade pelos sintéticos. Já 

os GRs têm características quase antagônicas, pois têm baixa afinidade pelos GCs naturais 

e alta afinidade pelos sintéticos. Dado que os GR são os principais responsáveis pelo 

“feedback” negativo em situações de estresse, a utilização dos GCs sintéticos é uma 

estratégia interessante para se testar se o “feedback” negativo reativo está funcionando 

adequadamente, sendo a Dexametasona (DEXA) amplamente utilizada para este fim 

(O´Connor e cols., 2003).  

 Os receptores GR e MR são altamente expressos no hipocampo, o qual, por sua vez, 

é uma estrutura com grande capacidade plástica. Assim, a exposição crônica às altas 

concentrações de GCs ou a ineficiência em aumentar a liberação dos GCs em resposta ao 
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estresse, pode interferir negativamente em processos de plasticidade e diminuir a 

expressão desses receptores. Uma das consequências deste processo pode ser a redução 

na eficiência do sistema de “feedback” negativo (de Kloet e cols., 1996). Além de 

participar da resposta ao estresse do ponto de vista farmacológico, a função clássica dessa 

estrutura, em termos de mecanismos de aprendizagem e de memória, pode influenciar as 

estratégias que cada indivíduo adota para se adaptar e responder a eventos adversos ao 

longo da vida (McEwen, 1997), podendo alterar assim a resiliência ao estresse. Falhas na 

resposta e na resiliência ao estresse podem resultar em carga alostática e favorecer o 

adoecimento. 

Com efeito, a atividade do eixo HPA está alterada em diversos tipos de transtornos 

psiquiátricos. Na depressão, alguns estudos têm mostrado que os pacientes apresentam 

hiperatividade do eixo HPA, evidenciado pelo aumento das concentrações do cortisol na 

urina, no plasma, na saliva e no líquido cefaloraquidiano (Parker e cols., 2003; Mannie e 

cols., 2007). Além disto, há relatos da não supressão dos GCs pela DEXA (Sachar e cols., 

1973; Carroll e cols., 1981; Rubin e cols., 1987; Amsterdam e cols., 1988; Holsboer e cols., 

1995; Kaufman e cols., 1997; Goodyer e cols., 2001; Sher, 2006), mostrando que o 

mecanismo de retroalimentação negativa do eixo está prejudicado. 

 É possível que, assim como em humanos, também haja uma relação entre a 

ocorrencia de eventos adversos em períodos precoces do desenvolvimento e alterações 

na atividade do eixo HPA em ratos. Por isso, o objetivo da segunda fase do presente 

trabalho foi analisar a resposta a um estímulo estressor em animais adultos que foram 

submetidos à PM no 3º ou 11º dia de vida. Além disso, a resposta ao Teste de Supressão à 
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Dexametasona (TSD) também foi realizado com o objetivo de verificar se esses animais 

apresentariam alguma alteração no sistema de “feedback” negativo. 
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Animais, Materiais, Métodos e Resultados 

 

Os animais utilizados nos experimentos a seguir foram submetidos à PM (PM 3-4, 

PM 11-12), tendo sido testados na idade adulta quando tinham entre 90 e 100 dias de 

vida. As condições em que os animais foram mantidos e o procedimento do PM foram 

realizados conforme descrito no capítulo anterior.  

 

Experimento 1. Efeitos prolongados da privação materna na resposta ao estresse 

Neste experimento foram estudadas as conseqüências da privação materna na liberação 

dos hormônios do estresse ACTH e CORT em situação basal, e em resposta ao estresse 

agudo de administração da salina hipertônica (9%; 1 ml/kg). Este experimento foi 

realizado entre 10h00 e 12h00.  

Para isso, 72 ninhadas foram distribuídas nos três grupos experimentais: NPM 

(N=51), PM 3-4 (N=47) e PM 11-12 (N=44), tendo somente os machos sido testados nestes 

experimentos. Em cada grupo experimental os animais foram distribuídos em quatro 

subgrupos: basal (NPM-N=14; PM 3-4-N=13; PM 11-12-N=13), 10 (NPM-N=10; PM 3-4-

N=11; PM 11-12-N=9), 30 (NPM: N=13; PM 3-4: N=11; PM 11-12: N=12) e 60 min (NPM: 

N=11; PM 3-4: N=12; PM 11-12: N=11) após o estresse). Em cada tempo os animais foram 

decapitados para coleta de sangue para a determinação das concentrações plasmáticas do 

ACTH da CORT.  

As amostras de sangue foram obtidas por decapitação, coletadas em tubos contendo 

EDTA, centrifugadas a 2300 RPM, tendo o plasma sido retirado e congelado a -20ºC. A 
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dosagem da CORT foi realizada por RIA, como descrito no capítulo anterior. A dosagem do 

ACTH foi realizada por quimioluminescência, utilizando-se anticorpo monoclonal 

específico para o ACTH (DPC Immulite, Los Angeles, CA, USA).  

Análise estatística. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, com os 

fatores Grupo (NPM, PM3, PM11) e Tempo (basal, 10, 30 e 60 min após o estresse) como 

fatores principais. A análise “a posteriori” foi realizada pelo Teste de Newman-Keuls. Em 

todos os casos, o nível de significância foi estabelecido em p < 0,05. 

Resultados. A ANOVA de duas vias mostrou que a liberação do ACTH foi influenciada 

pelos fatores tempo (F(3,130)=13,75 p<0,01) e grupo (F(2,130)=4,45; p<0,05), mas sem 

interação entre eles (F(6,130)=1,05; p=0,39). O teste “a posteriori” para o fator grupo 

mostrou que os animais PM 3-4 apresentavam concentrações do ACTH maiores que o 

grupo PM 11-12 (p<0,05). Em relação ao fator tempo, o pico de liberação do ACTH 

aconteceu 10 min (p<0,05) após a administração da salina hipertônica, com retorno às 

concentrações basais aos 60 min (Figura 2). 

 No que diz respeito às concentrações da CORT, houve tendência à significância 

pelo fator grupo (F(2,128)=2,63; p=0,07) e um claro efeito do fator Tempo (F(3,128)=41,42; 

p<0,01). Assim como o ACTH, o pico na concentração plasmática deste hormônio se deu 

10 min após o desafio com a salina hipertônica (Figura 3).  
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Figura 2. Concentrações plasmáticas de ACTH em resposta à administração da salina 

hipertonica (9%) de machos adultos submetidos à Privação Materna por 24 h do 3º ao 4º 

(PM 3-4) e do 11º ao 12º dia de vida (PM 11-12) e do grupo não-privado (NPM).   O teste 

“a posteriori” revelou que as concentrações do ACTH foram significativamente maiores no 

grupo PM 3-4 do que no PM 11-12. 

Dados representados em média+e.p.  

* maior que basal e 60 min (p<0,01) 
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Figura 3. Concentrações plasmáticas de CORT em resposta à administração da salina 

hipertônica (9%) de machos adultos submetidos à Privação Materna por 24 h do 3º ao 4º 

(PM 3-4) e do 11º ao 12º dia de vida (PM 11-12), e do grupo não-privado (NPM).  

Dados representados em média+e.p.  

* maior do que basal, 30 e 60min (p<0,01) 

 

Experimento 2: Efeitos prolongados da privação materna em resposta ao teste de 

supressão à dexametasona  

Três grupos foram testados, NPM (N=32), PM3-4 (N=32) PM 11-12 (N=32). Para 

tanto, uma amostra de sangue foi coletada em situação basal na manhã do dia do teste 

(entre 10:00 h e 10:30 h) e, imediatamente após, a DEXA foi administrada (s.c., doses de 

7,5; 15,0 e 30,0 µg/kg, dissolvida em óleo de milho). O grupo controle recebeu uma 
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administração de óleo de milho no mesmo volume recebido pelos grupos experimentais. 

Após a administração, os animais permaneceram em suas gaiolas, sem qualquer distúrbio. 

Novas amostras de sangue foram coletadas às 18:00 h e 20:00 h do mesmo dia e às 8:00 h 

do dia seguinte conforme já descrito por Lurie e cols. (1989).  

Para este experimento o sangue foi coletado por meio de uma pequena incisão na 

cauda do animal, a qual permitia a obtenção de aproximadamente 50 μl de sangue. Antes 

que a coleta fosse feita, os animais foram habituados à manipulação por cinco vezes (1  

vez ao dia) antes do procedimento ser realizado. As amostras foram coletadas em tubos 

Eppendorf, contendo uma solução de EDTA a 7,5%. Após a coleta, cuidados com a higiene 

foram tomados para evitar infecções que poderiam alterar os resultados hormonais. As 

amostras foram processadas por centrifugação e o plasma separado para a posterior 

dosagem da CORT, como descrito no capítulo anterior. 

Dado que neste experimento as amostras de sangue foram coletadas dos mesmos 

animais, os dados foram analisados também na forma de área sob a curva (ASC), o que foi 

realizado de acordo com a fórmula de cálculo da área do trapézio: 

(B-A)*(C+D)/2, sendo que: 

A e B correspondem aos horários em que as duas dadas amostras foram coletadas, 

sendo a amostra B obtida após a A. 

C e D são as concentrações plasmáticas da CORT das amostras obtidas nos 

respectivos horários A e B. 

Análise estatística. Os dados foram analisados por ANOVA de 3 vias para medidas 

repetidas, com fatores Grupo (NPM, PM3, PM11), Tratamento (veículo, DEXA 7,5, DEXA 15, 
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DEXA 30) e Horário (medida repetida: Basal, 18:00 h 20:00 h, 08:00 h). Os dados da ASC 

foram analisados por ANOVA de duas vias, com os fatores Grupo (NPM, PM3, PM11) e 

Tratamento (veículo, DEXA 7,5, DEXA 15, DEXA 30). O nível de significância foi 

estabelecido em p<0,05. 

Resultados. De acordo com a ANOVA não houve interação entre os três fatores 

(F(18,198)=1,24; p=0,24). No entanto, observou-se efeito do fator Tratamento 

(F(3,198)=33,11; p<0,01) e Horário (F(3,198)=13,66; p<0,01). Os resultados mostrados na 

Tabela 1 confirmam que os animais tratados com veículo, independente da manipulação 

neonatal a que foram submetidos, apresentaram uma liberação da CORT coerente com o 

padrão circadiano esperado. Além disso, a DEXA produziu supressão da secreção da CORT 

em todos os grupos e em todas as doses utilizadas. 

 Da mesma forma, os dados representados como área sob a curva, analisados por 

ANOVA de duas vias, também mostraram que a PM não interferiu na liberação da CORT 

em resposta à DEXA (F(6,84)=0,12;p=0,99), mas que houve diferença significativa do 

Tratamento (F(3,84)=48,70;p<0,01), sendo que os grupos tratados com a DEXA 

apresentaram concentrações plasmáticas da CORT menores do que o grupo tratado com 

veículo.  
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Tabela 1. Concentrações plasmáticas da CORT (ng/ml) em resposta ao Teste de Supressão 

à Dexametasona (TSD) em animais Privados das Mães entre os dias 3 e 4 de vida (PM 3-4) 

e os dias 11 e 12 (PM 11-12), e animais controle não privados (NPM). 

O TSD foi realizado com o objetivo de testar a eficiência do sistema de “feedback” 

negativo nos animais PM, tendo os resultados mostrado que essa manipulação não 

interferiu na liberação da CORT em resposta à administração da droga. 

 (*) diferente dos respectivos grupos que receberam veículo. 

  Basal 18:00 h 20:00 h 8:00 h AUC 

NPM Veículo 52,2±24,8 252,1±39,1 155,4±16,8 47,9±9,2 284,46±7,82 

 7,5 μg/kg 38,9±16,1 36,6±7,5 45,8±17,2 25,1±8,1 80,99±22,81* 

 15 μg/kg 73,1±16,2 12,1±2,6 25,3±9,8 17,3±4,9 63,33±10,52* 

 30 μg/kg 61,9±18,9 21,4±8,7 17,2±6,2 12,9±3,1 55,19±12,47* 

PM 3-4 Vehicle 33,5±08,9 153,5±38,8 177,5±41,9 57,9±11,2 249,09±50,35 

 7,5 μg/kg 31,4±12,4 12,5±3,3 24,0±5,1 22,6±13,2 49,16±13,04* 

 15 μg/kg 40,7±11,6 10,6±1,7 27,3±9.2 20,7±6,9 53,08±11,82* 

 30 μg/kg 37,2±13,0 15,8±6,3 17,9±6,5 19,7±7,9 47,07±12,86* 

PM 11-12 Vehicle 46,8±08,3 162,0±29,0 220,8±42,0 38,1±11,7 277,15±34,68 

 7,5 μg/kg 42,6±12,3 12,8±4,0 14,8±5,9 28,2±8,4 50,78±8,03* 

 15 μg/kg 41,3±16,5 15,2±5,3 22,0±8,3 28,1±9,1 56,30±13,38* 

 30 μg/kg 25,7±7,8 19,6±9,0 22,5±9,8 14,1±7,5 44,33±16,82* 
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Discussão 

 

A partir dos resultados obtidos, demonstrou-se que entre os parâmetros que 

avaliaram a resposta ao estresse, apenas a liberação do ACTH foi influenciada pela PM 

quando os animais foram desafiados com um estressor físico, a salina hipertônica. O 

mesmo não se observou com a CORT e o sistema de “feedback” negativo, este último 

avaliado pelo TSD. 

Assim como nos filhotes, as consequências duradouras da PM dependeram da 

idade em que esse procedimento se deu. Isto indica que, dependendo da fase do 

desenvolvimento que os animais estão quando são separados de suas mães, a privação 

dos cuidados maternos pode interferir em processos que ocorrem em diferentes fases da 

ontogênese, o que deve justificar o aumento da liberação do ACTH nos animais PM 3-4 

quando comparados aos PM 11-12 em resposta ao estresse. Estes resultados estão em 

concordância com os resultados publicados por Van Oers e cols. (1998a) que observaram 

um aumento nas concentrações plasmátivas do ACTH no grupo PM 3-4 e uma diminuição 

no grupo PM 11-12, quando comparados com o grupo não privado em animais com 20 

dias de vida. Além disso, os dados referentes às concentrações da CORT também foram 

coerentes com os observados por van Oers e cols. (1998a), ou seja, a privação materna 

não alterou a liberação da CORT em resposta ao estresse. Já Suchecki & Tufik  (1997) 

observaram diminuição nas concentrações de CORT em animais PM 11-12, mas apenas 

em fêmeas, e não em machos. Com efeito, parece extremamente adaptativo que 

mecanismos compensatórios possam manter a resposta das adrenais insensível às 
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flutuações do ACTH observadas. Não é possível afirmar, contudo, qual mecanismo está 

envolvido neste processo, mas é possível que haja alterações em receptores ACTH-R ou 

mudanças na expressão das enzimas esteroidogênicas. 

No primeiro experimento apresentado nessa seção, o pico de liberação quer da 

CORT quer do ACTH ocorreu 10 minutos após a administração da salina hipertônica, sendo 

que, após 60 minutos, essas concentrações já tinham atingido as concentrações basais. Já 

no trabalho de van Oers o retorno do ACTH e da CORT as concentrações basais ocorreu 

apenas 240 minutos após a administração da salina, o que evidencia que o sistema de 

“feedback” negativo ainda é imaturo no 20º dia de vida.  

Embora van Oers e cols. (1998c) tenham mostrado que, em animais PM 11-12 

durante o período neonatal, há alteração na expressão dos receptores GR e MR e um 

prejuízo no sistema de “feedback” negativo reativo em filhotes privados durante o PHRE 

(Van Oers e cols. 1998b), os resultados obtidos mostraram que, em relação aos não 

privados na idade adulta, não houve alteração na eficiência do “feedback” negativo de 

nenhum dos grupos submetidos à privação materna. Assim, é possível que os resultados 

obtidos nesses dois estudos (van oers e cols., 1998c; Van Oers e cols., 1998b) tenham sido 

também apenas uma consequência imediata em resposta à privação materna.  

Com o objetivo de testar se os diferentes grupos de animais que passaram pela 

privação materna apresentavam sensibilidade à DEXA alterada, utilizaram-se três doses 

diferentes dessa droga. Com esse delineamento, a resposta obtida não mostraria apenas 

se existe ou não escape da CORT na presença da DEXA, mas também se os grupos 

estudados apresentavam sensibilidade diferente à dose menor, à intermediária e à alta. 



 45 

No trabalho de Lurie e cols. (1989), várias doses foram testadas e a menor dose efetiva foi 

de 25μg/kg. A dose de 5μg/kg diminuiu as concentrações da CORT, mas não tão 

efetivamente quanto a de 25μg/kg. Partiu-se desses dados para determinar com quais 

doses se esperava o efeito mínimo e máximo, tendo-se optado, respectivamente, pelas 

doses de 7,5 μg/kg e 30 μg/kg e uma dose intermediária de 15μg/kg, utilizando a mesma 

via de administração que Lurie e cols. (1989). Em nenhum dos grupos testados foi possível 

observar uma resposta gradual na supressão da CORT pela DEXA. Um outro fator que 

pode ter contribuído para as diferenças entre os resultados aqui apresentados e os 

publicados por Lurie e cols. (1989), é a diferença entre as linhagens dos animais testados, 

uma vez que é possível que os ratos Sprague-Dawley por eles utilizados tivessem 

apresentado uma sensibilidade diferente à DEXA.  

Com os resultados obtidos é possível afirmar que o sistema de “feedback” negativo 

está funcionando normalmente nos animais PM no nível periférico, embora não seja 

possível afirmar o mesmo para o nível central. Miller e cols. (1992) mostraram que a 

ativação dos GR pela DEXA é menor no tecido central do que no periférico, uma vez que 

essa droga não atravessa facilmente a barreira hemato-encefálica. Para Miller e cols. 

(1992) o TSD nao dá informações sobre o sistema de “feedback” negativo exercido pelo 

hipocampo e pelo hipotálamo, o qual deveria medir prioritariamente a eficiência do 

“feedback” no nivel hipofisário. No entanto, a DEXA é sim capaz de exercer os seus efeitos 

sobre o hipotálamo, mas isso só é possível de forma eficiente se os pellets contendo a 

DEXA forem implantados nas proximidades do PVN (Kováks & Mezey 1987). Além disso, 

de Kloet e cols. (1974) também concluiram que a Pituitária é o principal local de ação da 
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DEXA, e que o hipotálamo deve ter pouca importância para a supressão da atividade 

adrenal no TSD. No presente trabalho apenas a resposta da CORT foi analisada em 

resposta ao TSD, pois o volume de sangue coletado pela cauda não foi suficiente para 

realizar a dosagem tanto do ACTH como da CORT. No entanto, de acordo com o primeiro 

experimento, a PM 3-4 e a PM 11-12 resultam em alterações nas concentrações do ACTH 

plasmático em resposta ao estresse, sem alteração nas concentrações da CORT. O 

aumento ou diminuição na liberação do ACTH que não foram acompanhados de 

alterações na CORT, poderiam estar relacionadas a um prejuízo ou a uma melhora no 

sistema de “feedback” negativo no nível hipotalâmico. Além disso, o papel do hipocampo 

no “feedback” negativo e a sensibilidade dos neurônios hipocampais aos glicocorticoides 

dão suporte à hipótese de que as raízes do funcionamento inadequado do eixo HPA estão 

no cérebro (Sapolsky 1984, Sapolsky e cols., 1986). Portanto, de acordo com os resultados 

obtidos, o componente periférico do eixo HPA, mais especificamente o corticoadrenal, 

não foi significativamente afetado pela PM. No entanto, esses resultados não permitem 

afirmar que não há falha no nível hipotalâmico e no hipofisário da resposta de estresse.  
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CAPÍTULO 3 

 

Alterações duradouras decorrentes 

da privação materna: 

comportamento tipo ansioso 
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Alguns estudos mostram a importância de diferentes componentes da resposta ao 

estresse para o aparecimento de transtornos de ansiedade. Segundo Arborelius e cols. 

(1999), o aumento do CRH pode estimular a atividade do locus coeruleos, enquanto que 

as drogas com atividade ansiolítica reduzem a concentração do peptídeo nessa região. 

Além disso, um aumento do CRH no líquido cefalorraquidiano foi observado em pacientes 

com o transtorno obsessivo compulsivo, também considerado um transtorno de 

ansiedade pelo DSM-IV (Altemus e cols., 1992).  

Outro transtorno psiquiátrico que apresenta alteração no funcionamento do eixo 

HPA é o estresse pós-traumático que, diferente da depressão, apresenta uma 

concentração plasmática de cortisol diminuída, além de “super-supressão” do eixo HPA 

em resposta ao desafio com a DEXA (Heim e cols., 1997; Yehuda, 1997), o que indica que o 

mecanismo de retroalimentação negativa está realçado (Shea e cols., 2005).  

Segundo Teicher e cols. (2003), a negligência ou os maus tratos no período pós-

natal podem eliciar uma cascata de respostas ao estresse que, na idade adulta, resultam 

em respostas mal adaptadas. Coerentemente, alguns estudos epidemiológicos têm 

mostrado que experiências adversas na infância podem ser um fator de risco para o 

desenvolvimento posterior de transtornos psiquiátricos como a depressão e ansiedade 

(Gutman & Nemeroff, 2003; Nemeroff, 1998), como o estresse pós-traumático (Kessler e 

cols., 1997; Kendler e cols., 2000; Heim e cols., 2001; Shea e cols., 2005; Tyrka e cols., 

2008; Carpenter e cols., 2009; Loman e cols., 2009).  

De acordo com Francis & Meaney (1999) e Francis e cols., (1999), um modelo 

experimental de separação materna por um longo período de tempo em ratos deve 



 49 

induzir alterações na interação mãe-filhote, análogas à negligência materna em humanos, 

o que resulta em um fenótipo fisiológico e comportamental alterado. Assim, um estudo 

mais aprofundado desse modelo poderia esclarecer como as situações adversas ocorridas 

na infância influenciam os eventos fisiológicos que ocorrem durante o desenvolvimento, 

trazendo uma importante contribuição para a compreensão das desordens psiquiátricas 

associadas. 

Assim, na tentativa de desenvolver modelos animais mais fidedignos ao quadro 

que se observa em humanos, vários autores têm estudado a separação materna que 

ocorre por um período de 3 a 6 horas durante o PHRE. Esses estudos têm observado que 

esse procedimento provoca um aumento da atividade do eixo HPA acompanhado de 

alterações no comportamento emocional, condizentes com um aumento de 

comportamento do tipo-ansioso e do tipo-depressivo (Newport e cols., 2002; Daniels e 

cols., 2004). Se a PM também pode alterar a atividade do eixo HPA, e em humanos o 

desenvolvimento de transtornos psiquiátricos está tão estreitamente relacionado com 

alterações no sistema de estresse, é possível que a PM também leve a alterações no 

comportamento emocional desses animais.  

Entre os modelos utilizados para estudar a emocionalidade, estão os que se 

propõem a estudar comportamento do tipo-ansioso, como a caixa claro/escuro. Segundo 

Belzung & Le Pape (1994), a ansiedade não é um fenômeno unitário, sendo possível 

distinguir dois dos seus principais componentes, a ansiedade-traço e estado. A primeira 

pode ser considerada uma característica intrínseca do indivíduo, sendo relativamente 
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estável ao longo do tempo. Já a ansiedade-estado pode variar dependendo de cada 

situação, sendo por isso transitória (Lister, 1990; Teixeira-silva e cols. 2009). 

Spielberger (1983) definiu a ansiedade-estado com um sentimento transitório 

desencadeado em resposta a situações estressantes que envolvam sentimentos 

desagradáveis, tensão e apreensão. A ansiedade-traço, por outro lado, é definida como 

uma característica da personalidade, que pode induzir à ansiedade em situações de 

estresse. Para Spielberger, quando a ansiedade-traço é alta há um aumento no estado 

ansioso frente a uma situação de estresse. 

Alguns estudos mostram que altos níveis de ansiedade-traço constituem um fator 

de vulnerabilidade para o aparecimento de transtornos psiquiátricos como, por exemplo, 

a ansiedade generalizada e a depressão maior (Chambers e cols., 2004). Além disso, 

fatores genéticos e adversidades em períodos precoces durante o desenvolvimento, são 

fatores que aumentam a vulnerabilidade ao estresse e que aumentam a probabilidade de 

desenvolver tais transtornos (Chorpita and Barlow, 1998). Jakovcevski e cols. (2008) 

observaram que uma determinada linhagem de camundongos “inbred” apresentava uma 

correlação positiva entre a ansiedade-traço e o estado. 

Assim, para melhor caracterizar um modelo animal, a utilização de diversos testes 

comportamentais pode apresentar um panorama mais detalhado dos seus diferentes 

aspectos (Ramos et al 2008). Num estudo comparativo, Belzung & Le Pape (1994) 

utilizaram diversos modelos empregados no estudo da ansiedade experimental e 

concluiram que no teste da caixa de transição claro/escuro o componente de aversão 

parece ter uma importância maior que o de atividade exploratória (Misslin & Cigrang, 
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1986), o que faz dele um bom modelo para se estudar aspectos da ansiedade-estado num 

modelo experimental. 

De acordo com Treit (1985), as reações exibidas quando o animal tem livre acesso 

à novidade parecem estar mais relacionadas à ansiedade-traço, enquanto que modelos 

em que os animais são forçados a entrar em contato com a novidade parecem estar 

relacionados com ansiedade-estado. Com efeito, Teixeira-Silva e cols. (2009) mostraram 

que o paradigma de exploração livre, que apresenta exatamente as características 

discutidas por Treit (1985), parece ser capaz de detectar o traço ansioso, pois os animais 

conservam o mesmo perfil comportamental após exposições repetidas ao modelo. 

Ainda não se sabe se as alterações no eixo HPA decorrentes da privação materna 

nos dias 3 ou 11, observadas em ratos neonatos e adolescentes e adultos (como mostrado 

no experimento anterior), têm repercussão no padrão comportamental na idade adulta, 

como já visto com outros tipos de manipulações realizadas no período neonatal 

(Ellenbroek & Cools, 2002; Ellenbroek e cols., 1998; Lehmann e cols., 1999; Caldji e cols., 

2000).  

Assim, no presente experimento, o perfil comportamental dos ratos submetidos à 

privação materna foi avaliado em testes de comportamento tipo-ansioso (traço e estado) 

para se testar se as alterações observadas na resposta ao estresse tinham consequências 

comportamentais. 
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Animais, Materiais, Métodos e Resultados 

 

Ratos machos adultos (3 e 4 meses de idade) foram testados após terem sido 

submetidos à PM do DPN 3 ao 4 (N=12), do DPN 11 ao 12 (N=9) ou NPM (N=12). As 

condições em que os animais foram mantidos e o procedimento de PM foram realizadas 

como descrito nos capítulos anteriores.  

Cada animal foi exposto aos dois aparatos, sendo que o Paradigma de Exploração 

Livre foi realizado primeiro e, após um período aproximado de 7 dias, os animais foram 

testados na Caixa de Transição Claro/Escuro.  

 

3.1 Paradigma da Exploração Livre 

Aparatos e protocolo experimental. O Paradigma de Exploração Livre foi 

desenvolvido por Hughes (1968), sugerindo alguns autores que este seja um teste que 

avalia a “ansiedade-estado” (Calatayud e cols., 2004). O aparato consiste de uma caixa 

dividida em dois compartimentos de dimensões iguais (60 X 20 cm), divididos por uma 

porta basculante, em que um desses compartimentos é denominado de familiar e o outro 

de não familiar. O primeiro contém água, ração e maravalha, ficando o outro vazio. Cada 

um desses compartimentos é subdividido em outros três compartimentos iguais (20 X 20 

cm), de modo que o número de cruzamentos entre uma subdivisão e outra é uma medida 

de atividade ambulatória (Figura 4). 
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A                                                                                            B 

 

Figura 4. Foto do aparato utilizado para o experimento do Paradigma da Exploração Livre. 

Na parte de cima das figuras está o compartimento familiar (FM) e na inferior o não 

familiar (NFM). A figura “A” mostra o aparato quando a porta deslizante ainda está 

fechada. Já na figura “B” a porta foi retirada e o animal pode explorar o ambiente novo 

livremente. 

 

O procedimento consistiu em colocar o animal no compartimento familiar no início 

do período noturno (19h30), com serragem da própria gaiola moradia, água e comida à 

vontade, onde permaneceu por um período de 24 h para habituação. Passado este 

período o teste comportamental foi iniciado. No teste, a porta basculante foi retirada e o 

animal pode explorar livremente o compartimento não familiar. O número de vezes que o 

animal entrou e o tempo que despendeu no compartimento não familiar, os 

comportamentos de avaliação de risco e o comportamento de levantamento no 

compartimento não familiar, foram registrados por um período de 15 minutos.  

Os testes comportamentais realizados em ambos os aparatos foram analisados por 

meio de um sistema automatizado (Anymaze, Stoelting Co., Wood Dale, Illinois, USA), 

FM 

NFM 

FM FM 

NFM 
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tendo apenas a categorização comportamental do experimento Paradigma de Exploração 

Livre sido realizada manualmente. 

Coleta de sangue. Um dia antes de cada um dos experimentos comportamentais, 

foram feitas coletas de sangue para determinar as concentrações basais da CORT. O 

Paradigma de Exploração Livre foi realizado no período noturno, portanto a amostra basal 

foi coletada às 19h30 do dia anterior no início do teste comportamental. Para o 

experimento com a Caixa de Transição Claro-Escuro, o qual foi realizado no período 

diurno, a coleta de sangue para a avaliação das concentrações basais foi realizada às 

10h00 do dia anterior ao teste comportamental. Passados 20 min após o final de cada um 

dos testes, mais uma coleta de sangue foi obtida para determinar as concentrações da 

CORT após o estresse. Após o Paradigma de Exploração Livre essa coleta também foi 

realizada pela incisão na cauda e, após a Caixa de Transição Claro-Escuro, os animais 

foram sacrificados, tendo sido o sangue coletado diretamente do tronco.  

Análise estatística. Os dados comportamentais de ambos os experimentos foram 

analisados por ANOVA de uma via. Já os dados hormonais foram analisados por ANOVA de 

duas vias para medidas repetidas, com os fatores Grupo (NPM, PM3, PM11) e Tempo 

(basal e 20 min após o teste comportamental). Nos dois casos utilizou-se o teste “a 

posteriori” de Newman-Keuls quando necessário, tendo o nível de significância sido 

estabelecido em p < 0,05. 

Resultados. Neste experimento, além de se analisar os parâmetros de tempo e 

número de visitas ao compartimento não-familiar, realizou-se uma categorização 
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comportamental mais detalhada. Contudo, nenhum dos comportamentos avaliados 

diferiu entre os grupos NPM, PM3 e PM11 (Tabela 2).  

Corticosterona: A ANOVA mostrou que não houve interação entre os fatores grupo e 

o Tempo (F(2,24)=0,70; p=0,51). Além disso, o fator Tempo apresentou apenas tendência à 

significância (F(1,24)= 3,63; p=0,07). Os resultados da CORT obtidos foram também 

analisados na forma de área sob a curva (ASC), que confirmou que a PM não afetou a 

liberação da CORT em resposta a este teste comportamental (F(2,24)= 0,14;p= 0,87; Tabela 

3).   

 

Tabela 2. Análise do comportamento tipo-ansioso pelo Paradigma da Exploração Livre 

realizado no período noturno. Entre os grupos testados estavam animais Privados das 

Mães entre os dias 3 e 4 de vida (PM 3-4; N=12) e os dias 11 e 12 (PM 11-12; N=9), e 

animais controle não privados (NPM; N=12). 

 NPM PM 3-4 PM 11-12 

% Tempo gasto no compartimento não 
familiar 

27,23 ± 5,34 34,00 ± 2,39 28,94 ± 3,63 

Número total de quadrados cruzados no 
compartimento não familiar 

45,25 ± 9,85 51,50 ± 5,67 42,33 ± 7,63 

Freqüência de comportamento de levantar 
no compartimento familiar 

13,33±  3,52 16,08 ± 2,65 11,22 ± 1,85 

Freqüência de comportamento de levantar 
no compartimento não familiar 

28,16 ± 6,22 32,00 ± 3,9 22,22 ± 3,36 

% Tempo de comportamento de auto-
limpeza no compartimento familiar 

6,58 ± 3,94 4,88 ± 1,63 5,14 ± 1,95 

% Tempo de comportamento de auto-
limpeza no compartimento não familiar 

1,70 ± 0,64 2,41 ± 1,36 1,13 ± 0,75 

A Privação Materna não afetou nenhum dos parâmetros comportamentais analisados 

neste teste comportamental. Os dados estão apresentados como média ± e.p.  
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Tabela 3. Concentrações plasmáticas de CORT (ng/ml) antes e depois do Paradigma de 

Exploração Livre de animais Privados das Mães entre os dias 3 e 4 de vida (PM 3-4; N=12) 

e os dias 11 e 12 (PM 11-12; N=9), e animais controle não privados (NPM; N=12). O teste 

comportamental e as amostras de sangue foram coletadas durante o período noturno. 

 
Concentrações 
basais de CORT 

Concentração de CORT 
20 min após o teste 

Área sob a Curva 

NPM 211,43 ± 14,52 237,56 ± 14,82 4518,50 ± 213,80 

PM 3-4 186,34 ± 17,44 255,49 ± 32,84 4600,85 ± 469,47 

PM 11-12 223,59 ± 18,53 229,85 ± 18,94 4752,53 ± 93,56 

A ANOVA não mostrou diferença entre os grupos. Valores expressos como média ± e.p.  
 

3.2 Teste da Caixa de Transição Claro/escuro 

O aparato consiste em uma caixa de acrílico (48x24x27cm) dividida por uma 

barreira com uma abertura que permite ao animal transitar entre os dois compartimentos 

de iguais dimensões. Um dos compartimentos é escuro e não iluminado, enquanto que o 

outro possui paredes na cor branca e é iluminado com uma lâmpada de intensidade de 60 

lux (figura 5). Durante o procedimento, o animal é colocado no compartimento claro de 

frente para a abertura. Após passar pela primeira vez para o compartimento escuro, o 

comportamento do animal é observado durante 5 minutos. Os parâmetros analisados 

foram o número total de transições entre os dois compartimentos e o tempo gasto no 

compartimento claro. 

Resultados. A porcentagem de tempo gasto no compartimento claro foi diferente 

entre os grupos (F(2,31)=3,61; p<0,05), sendo que o grupo PM 11-12 apresentou maior 

porcentagem de tempo no compartimento claro quando comparado ao NPM (figura 1; 
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p<0,05). O grupo PM 3-4 foi apenas marginalmente diferente do grupo NPM (p=0,067). 

Não houve diferença entre os grupos no número de entradas no compartimento claro 

(figura 6). 

 

Figura 5. Exemplo de aparato usado no teste da Caixa de Transição Claro/Escuro.  

 

Corticosterona: A ANOVA mostrou que não houve interação entre os fatores grupo e 

a medida repetida da CORT neste experimento (F(2,31)= 0,06; p=0,94). A exposição dos 

animais ao teste comportamental alterou a liberação da CORT (F(1,31)= 171,99; p<0,01), 

sendo que as concentrações plasmáticas foram significativamente maiores após o estresse. 

Semelhante ao que foi observado no PEL, quando as concentrações da CORT foram 

analisadas na forma de área sob a curva (ASC), também não houve efeito da PM 

(F(2,31)=0,71;p= 0,50; tabela 4).   
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Tabela 4. Concentrações plasmáticas da CORT (ng/ml) antes e depois do Teste da Caixa de 

Transição Claro/escuro. Os animais testados foram Privados das Mães entre os dias 3 e 4 

de vida (PM 3-4; N=12) e os dias 11 e 12 (PM 11-12; N=11), e animais controle não 

privados (NPM; N=12). 

 
Concentrações 
basais de CORT 

Concentração de CORT 
20 min após o teste 

Área sob a Curva 

NPM 37,06±10,53 237,57±26,43 2702,85 ±333,8 

PM 3-4 27,44±5,31 217,83±28,06 2452,67 ± 283,6 

PM 11-12 46,31±11,25 249,42±22,44 2957,25 ± 289,2 

A ANOVA não mostrou diferença entre os grupos (média+erro padrão). 

 

 

Figura 6. Porcentagem de tempo gasto no Compartimento Claro no Teste da Caixa de 

Transição Claro/Escuro (média + ep de X-Y animais/grupo). O grupo PM 3-4 foi privado da 
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mãe do 3º ao 4º dia de vida (N=12), enquanto que o PM11-12 foi privado da mãe do 11º 

ao 12º (N=11). O grupo NPM não foi manipulado em nenhum momento (N=12). 

*p<0,01 em relaçao ao grupo NPM. 
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Discussão 

 

Muitos trabalhos que estudaram os efeitos de manipulações neonatais durante o 

PHRE observaram que o grupo que apresentava maiores níveis de ansiedade era também 

o que apresentava as maiores concentrações plasmáticas de CORT (Greisen e cols., 2005; 

Kalinichev e cols., 2002). No entanto, no presente trabalho a PM não acarretou em 

alterações na liberação da CORT em nenhum dos grupos estudados. Suchecki & Tufik 

(1997) observaram diminuição nas concentrações da CORT em animais submetidos à PM 

no DPN 11, sendo esses resultados mais claros e evidentes em animais com 30 dias de 

vida do que em adultos jovens com 60 dias. Talvez esses dados mostrem que, conforme o 

processo de maturação do sistema de estresse vá se completando, o impacto da PM sobre 

o componente periférico corticoadrenal do eixo HPA seja gradualmente atenuado, a 

ponto de não se observar diferença em animais adultos como os aqui testados.  

A maioria dos estudos, cujo objetivo é compreender como o estresse influencia o 

aparecimento de transtornos psiquiátricos, focam o papel dos GCs em mediar esse 

processo. Um dos objetivos do presente trabalho foi testar um modelo de manipulação 

neonatal que, de acordo com a literatura (Suchecki & Tufik, 1997; van Oers e cols., 1998a), 

poderia levar a alterações na resposta ao estresse. No entanto, as alterações esperadas 

nas concentrações plasmáticas da CORT em animais privados dos cuidados maternos não 

se confirmaram, fosse em resposta a um estressor físico ou psicológico. Mesmo não 

havendo alterações na liberação da CORT, a hipótese de que a PM poderia afetar o perfil 
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comportamental dos animais se confirmou com os resultados obtidos com o Teste da 

Caixa Claro/Escuro.  

O teste da Caixa de Transição Claro/Escuro e Caixa de Exploração Livre são 

modelos que avaliam aspectos diferentes do comportamento do tipo ansioso. O 

paradigma de exploração livre tem a ambulação como um componente importante entre 

as medidas comportamentais, mas apresenta uma característica diferente da Caixa de 

Transição Claro/Escuro. Nesse modelo experimental, o animal é habituado em uma parte 

do aparato e, caso apresente um perfil ansioso muito exacerbado, ele tem a opção de não 

explorar o ambiente novo e permanecer no lado que lhe é familiar. Já o teste da Caixa 

Claro/Escuro é um teste de conflito entre a curiosidade de explorar o ambiente novo e o 

desconforto experimentado ao fazê-lo, pois a parte clara do aparato é bem iluminada e 

esses animais preferem os ambientes escuros. A principal diferença entre os dois é que o 

comportamento apresentado no primeiro parece ser mais estável em exposições 

repetidas (Teixeira-Silva e cols., 2009), o que permite considerar a hipótese de que este 

seja um modelo de ansiedade traço.  

O tempo gasto no compartimento claro pelo grupo PM 3-4 foi apenas 

marginalmente diferente do grupo NPM, mas se mostrou igual ao grupo PM 11-12, o que 

permite afirmar que a PM afetou o comportamento do tipo ansioso de ambos os grupos, 

independente da idade em que foi realizada. Embora os trabalhos de Moriceau e cols. 

(2006a,b) tenham levado a considerar a possibilidade de que os animais PM 3-4 e PM 11-

12 poderiam ser afetados diferencialmente pela PM, os resultados não corroboraram esta 

hipótese. Mas ainda é possível que, em ambos os grupos PM, as alterações 
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comportamentais na idade adulta aqui observadas possam ter sido consequência de 

mecanismos fisiológicos diferentes. Assim, o resultado observado no PM 3-4 poderia ser 

consequência do amadurecimento precoce dos circuitos neurais envolvendo a amígdala 

na resposta de medo, dado que está no “sensitive period”, enquanto que no grupo PM 11-

12 um outro mecanismo estaria envolvido no aumento do comportamento tipo-ansioso. 

Os resultados aqui obtidos relativos ao comportamento do tipo ansioso do grupo 

PM 11-12 contradizem um estudo anterior de Suchecki e cols. (2000) o qual relatou 

redução nesta característica quando medida pelo teste do campo-aberto. Neste estudo os 

animais, machos e fêmeas, submetidos à privação materna no DPN 11 apresentaram 

menos comportamento de auto-limpeza e mais visitas ao círculo central do campo-aberto 

do que os do grupo controle (Suchecki e cols., 2000). A diferença entre os testes 

comportamentais utilizados e as idades nas quais os animais foram testados (90 dias no 

presente trabalho e 30 no trabalho de Suchecki e cols., 2000) podem justificar as 

diferenças observadas.  

Alguns estudos clínicos mostram que um indivíduo com maior traço ansioso pode 

apresentar um aumento de vulnerabilidade para ansiedade generalizada, a qual 

experimentalmente pode ser testada por modelos que permitem investigar o estado 

ansioso do animal, como a caixa claro/escuro. Goes e cols. (2009) também observaram 

que não havia concordância entre o traço ansioso e o estado ansioso nos animais testados. 

Este estudo utilizou o labirinto em cruz elevado como o paradigma que testa a ansiedade  

e de acordo com esses autores, talvez os modelos utilizados para testar o equivalente à 
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ansiedade estado em humanos não avaliem exatamente o que se propõe a avaliar em 

animais de laboratório.  

Em nenhum dos testes foi possível estabelecer diferenças na resposta do eixo HPA 

nos animais PM, ou seja, todos os animais apresentaram aumento da secreção de 

corticosterona em resposta aos testes comportamentais, mas este aumento não foi 

diferente entre os grupos.  

O primeiro experimento, que avaliou as concentrações do ACTH e da CORT em 

resposta à administração da salina hipertônica, mostrou que apenas a liberação do ACTH é 

influenciada pela PM, mas não a da CORT. A resposta do ACTH não foi avaliada em 

resposta aos testes comportamentais, pois o volume de sangue obtido pela cauda não foi 

suficiente para realizar as duas dosagens, mas as alterações comportamentais observadas 

mostram que é possível que o eixo HPA esteja alterado no nível central da resposta ao 

estresse. Embora não haja estudos relacionando a influência do ACTH no comportamento 

emocional, é possível que as alterações observadas no experimento que utilizou a salina 

hipertônica como estressor reflitam as alterações havidas nos níveis centrais da AVP, do 

CRH e da POMC.  

No grupo PM 3-4 é possível que o aumento na liberação do ACTH tenha sido 

conseqüência de um aumento na liberação do CRH e da AVP. Há trabalhos mostrando que 

o aumento na liberação destes peptídeos no PVN pode estar relacionado à ansiedade 

(Hoelsboer & Ising 2008; Wigger e cols., 2004).  

Por outro lado, o grupo PM 11-12, que apresentou diminuição do ACTH, pode ter 

apresentado esse resultado em consequencia da diminuição da AVP e do CRH. Assim, o 
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aumento dos níveis de ansiedade observado no grupo PM 11-12 poderia ser mediado por 

outro componente da resposta ao estresse, como a pro-opiomielanocortina. Embora não 

se tenha medido as concentrações desse pró-hormônio, sabe-se que este é o precursor da 

β-E e do ACTH. É possível que a redução do ACTH denuncie também uma diminuição nas 

concentrações da β-E no grupo PM 11-12, substância que também pode regular os níveis 

de ansiedade (Grisel e cols., 2008; Sher, 1998). Com efeito, Drolet e cols. (2001) 

mostraram que problemas na regulação do sistema dos opióides endógenos podem 

contribuir para  transtornos relacionados ao estresse e ansiedade.  
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.  O sistema de neurotransmissão GABAérgico é o principal sistema inibitório do SNC, 

e um prejuízo no seu funcionamento está envolvido na etiologia dos transtornos de 

humor e de ansiedade (Barnard, 1998; Brambilla e cols., 2003; Tunnicliff and Malatynska, 

2003). A melhora na função do mesmo pode resultar em atividade anti-depressiva e 

ansiolítica, além de diminuição da atividade do eixo HPA (Thoeringer e cols., 2009). Assim, 

drogas que realçam o funcionamento desse sistema, têm sido amplamente utilizadas, pois 

elas minimizam as sensações negativas subjetivas e comportamentais características dos 

transtornos ansiosos. 

O neurotransmissor ácido aminobutírico (GABA) exerce os seus efeitos pela sua 

interação com três tipos de receptores: GABAA, GABAB e GABAC, sendo que o primeiro é 

um receptor inotrópico e medeia a neurotransmissão inibitória mais rápida do SNC 

(Fritschy & Brunig 2003). Além do GABA, outras substâncias, como os benzodiazepínicos 

(BZD), os barbitúricos, os neuroesteróides, o álcool e os anestésicos, podem modular a 

atividade deste receptor (Reddy & Kulkarni, 1996; Purdy e cols., 1991; Sieghart, 1995; 

Fritschy & Brunig 2003). Tais substâncias agem em sítios alostéricos acoplados ao 

complexo GABAA, que, ao serem ocupados, aumentam a afinidade deste pelo ligante 

natural, aumentando conseqüentemente a probabilidade do canal iônico se abrir em 

resposta a este neurotransmissor (Mohler e cols., 2002; Kaplan and DuPont, 2005).  

Entre as drogas com atividade ansiolítica que agem no receptor GABAA, os BZD 

formam o grupo mais importante do ponto de vista clínico, uma vez que se popularizaram 

como a droga de escolha para o tratamento de distúrbios de ansiedade, como a ansiedade 

generalizada. Isto certamente se deu devido à propriedade de melhorar o quadro clínico 
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da doença num curto espaço de tempo (Graeff, 1999), além de serem uma droga segura, 

uma vez que a diferença entre a dose efetiva e a dose letal é maior do que a observada 

em barbitúricos, os quais eram largamente utilizados antes da descoberta dos BZD (Graeff, 

1999).  

O GABAA é composto por 5 subunidades agrupadas em torno de um canal central 

íon-condutor, o qual é aberto quando duas moléculas de GABA ou um outro agonista se 

ligam a ele (Lambert e cols., 2003). As subunidades que o compõe (γ1-4;β1-4;α1-6;θ;ε;ρ1-

3;δ;π) são codificadas por, no mínimo, 16 genes diferentes (Barnard e cols., 1998). Além 

disso, o RNAm das subunidades α6, β2 e γ2 pode sofrer “splicing” para incluir e omitir 

seqüências de aminoácidos, produzindo versões de cadeia longa (L, do inglês Long) ou 

curta (S, do inglês Short).  

A composição do receptor GABAA mais abundante no SNC contém as subunidades  

α1, β2 e γ2, o que equivale à metade dos receptores GABAA nas diferentes regiões do 

cérebro (Lambert e cols., 2003). Embora essa seja a composição mais comum, a 

multiplicidade de receptores que pode ser formada com tal variedade de subunidades é 

muito maior do que a de qualquer outro canal iônico. Com efeito, alterações nas 

subunidades que compõe o receptor GABAA podem conferir ao mesmo uma afinidade 

diferente a um mesmo ligante.  

Os receptores GABAA que apresentam sítio alostérico para os BZD são formados 

por subunidades α1, α2, α3, ou α5, uma das subunidades β e a subunidade γ2, estando 

presentes em 75% to total de receptores GABAA do cérebro (McKernan & Whiting, 1996). 

Já os receptores que contém as subunidades α4 e α6 têm afinidade reduzida por esse 
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ligante (Hadingham e cols., 1996; Wafford e cols., 1996; Wisden e cols., 1991). Apesar dos 

diferentes tipos de BZD apresentarem uma afinidade relativamente similar pelos 

receptores GABAA compostos pelas subunidades α (Heldt & Ressler, 2007), já se observou 

que os seus efeitos comportamentais não são os mesmos. A subunidade α2, por exemplo, 

está distribuída por todo cérebro, mas está presente principalmente nos circuitos 

neuronais que medeiam a atividade ansiolítica dos BZD. Já a subunidade α1 está presente 

nos circuitos envolvidos em sua ação sedativa (Mohler e cols. 2002), ao passo que a α5 

está localizada em regiões responsáveis pelos seus efeitos nos processos mnemônicos 

(Glykys & Mody, 2006; Glykys e col., 2008).  

Alterações na expressão do receptor GABAA também podem ocorrer como 

conseqüência de fatores epigenéticos. A metilação do DNA é considerada uma interface 

entre os mecanismos ambientais dinâmicos e o código genético (Szyf, 2003). Poulter e cols. 

(2008) observaram que, em indivíduos que cometeram suicídio e que apresentavam 

histórico de depressão maior, o gene que codifica a subunidade α1 havia sofrido 

metilação em várias regiões do cérebro. Caldji e cols. (2000) mostraram que a separação 

materna diária, por 3 h, durante as duas primeiras semanas de vida, produz alteração na 

expressão do receptor GABAA condizente com o aumento nos níveis de comportamento 

do tipo ansioso. Esses trabalhos reforçam a hipótese de que eventos adversos durante o 

desenvolvimento poderiam provocar alterações na expressão de subunidades que 

compõem o receptor GABAA .  

Um estudo realizado por Barbosa Neto (2007) mostrou que há diminuição nas 

concentrações do GABA no hipocampo de animais PM 11-12, indicando que este sistema 
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de neurotransmissão é permanentemente afetado pela PM. Assim, considerou-se a 

hipótese de que alterações na expressão do sítio para o BZD nos receptores GABAA, em 

diferentes estruturas do sistema límbico, também poderiam trazer alguma contribuição 

para explicar o resultado comportamental observado com o Teste da Caixa de Transição 

Claro/Escuro. Assim, o objetivo do experimento que segue neste capítulo foi estudar o 

efeito da PM sobre a ligação do flunitrazepam marcado no sítio BZD do receptor GABAA. 
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Animais, Materiais, Métodos e Resultados 

 

Os animais utilizados nos experimentos de autorradiografia foram submetidos à 

PM (PM 3-4, PM 11-12 ou NPM), tendo sido testados quando tinham entre 3 e 4 meses de 

idade (N=8/grupo). 

Processamento histológico. Os animais foram decapitados e, em seguida, os 

encéfalos foram rapidamente removidos, congelados em gelo seco e mantidos a -80ºC. Os 

encéfalos foram seccionados em criostato (-18ºC) da região do bulbo olfatório até ao 

bulbo caudal, em secções de 20 μm de espessura, com intervalos de 400 μm, para que o 

processamento histológico pudesse ser realizado. Os cortes frontais foram coletados em 

lâminas revestidas com gelatina, tendo sido guardadas em um freezer (-80ºC) até o dia da 

realização do ensaio “in vitro”. 

Marcação de [3H] flunitrazepam. Para a marcação de sítios BDZ, as lâminas 

contendo os cortes frontais de encéfalo foram pré-incubadas por 30 min em solução 

tampão Tris (50mM; pH 7,0; à 0-4ºC) contendo 3nM de [3H] flunitrazepam (81,37 Ci/mmol, 

Perkin Elmer). Após o período de incubação as lâminas foram lavadas em tampão a 0-4ºC 

e, em seguida, em água deionizada a 0-4ºC. Depois de secas, as secções foram expostas a 

um filme sensível ao trítio (kodak BioMax MR1, Amersham Pharmacia Biotech) por 6 

semanas na presença de padrão calibrado 14C. 

Análise densitométrica. O software MCID System (Imaging Research Inc., St 

Catharines, ON) foi utilizado para quantificar a densidade de marcação do filme pelo trítio. 

As estruturas foram identificadas de acordo com o atlas de Paxinos & Watson (1997), 
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sendo que de quatro a cinco leituras de uma mesma estrutura foram realizadas para cada 

encéfalo estudado. A média dessas leituras em μCi/g de tecido compunha uma amostra 

de determinada estrutura de um encéfalo. 

 Análise estatística. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, com fator 

grupo (NPM, PM 3-4, PM 11-12), e o nível de significância foi estabelecido em p<0,05. 

Resultados. A privação materna não influenciou a densidade dos sítios BZD nos 

receptores GABAA em quaisquer das regiões analisadas (tabela 5; figura 7). 
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Tabela 5. Densidade de marcação do filme pelo trítio (μCi/g). Três grupos experimentais 

foram analisados, tendo dois deles sido privados das mães do dia 3 ao 4 (PM 3-4) do 11 ao 

12 (PM 11-12), e um terceiro grupo foi mantido com as mães (NPM). 

 

 NPM PM 3-4 PM 11-12 

CeA 1,11 ± 0,03 1,15 ± 0,05 1,23 ± 0,12 

BMA 1,75 ± 0,05 1,73 ± 0,05 1,82 ± 0,11 

BLA 1,79 ± 0,04 1,85 ± 0,04 2,02 ± 0,08 

LA 2,05 ± 0,05 2,13 ± 0,05 2,18 ± 0,04 

MeA 1,72 ± 0,06 1,72 ± 0,06 1,86 ± 0,62 

BST 1,09 ± 0,04 1,15 ± 0,04 1,18 ± 0,12 

DM 1,18 ± 0,06 1,09 ± 0,15 1,27 ± 0,46 

LH 0,89 ± 0,04 0,89 ± 0,04 0,88 ± 0,10 

DGV 2,15 ± 0,04 2,12 ± 0,05 2,28 ± 0,13 

CA1V 1,77 ± 0,04 1,67 ± 0,07 1,84 ± 0,14 

PVN 1,09 ± 0,06 1,15 ± 0,05 1,14 ± 0,08 

Valores expressos em Média ± erro padrão. Abreviações: Núcleo Central da Amígdala 

(CeA); Núcleo Basomedial da Amígdala (BMA); Núcleo Basolateral da Amígdala (BLA); 

Núcleo Lateral da Amígdala (LA); Núcleo Medial da Amígdala (MeA); Núcleo Intersticial da 

Estria Terminal (BST); Núcleo Dorsomedial do Hipotálamo (DM); Hipotálamo Lateral (LH); 

Giro Denteado Ventral (DCV); CA1 Ventral (CA1V); Núcleo Paraventricular do Hipotálamo 

(PVN). 
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Figura 7. Fotos das seções em que a leitura das estruturas de interesse foi realizada. 

Abreviações: Núcleo Central da Amígdala (CeA); Núcleo Basomedial da Amígdala (BMA); 
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Núcleo Basolateral da Amígdala (BLA); Núcleo Lateral da Amígdala (LA); Núcleo Medial da 

Amígdala (MeA); Núcleo Intersticial da Estria Terminal (BST); Núcleo Dorsomedial do 

Hipotálamo (DM); Hipotálamo Lateral (LH); Giro Denteado Ventral (DCV); CA1 Ventral 

(CA1V); Núcleo Paraventricular do Hipotálamo (PVN). 
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Discussão 

  

Os resultados obtidos mostraram que a PM não interferiu na ligação do 

flunitrazepam aos sítios alostéricos para o BZD em nenhuma das regiões estudadas, 

regiões que estariam potencialmente envolvidas no comportamento do tipo-ansioso.  

De acordo com o trabalho de Jacobson-Pick e cols. (2008), um evento estressor na 

adolescência somado à exposição a um teste comportamental na idade adulta pode 

alterar a expressão das subunidades α1, α2 e α3 do receptor GABAA. Contudo, os autores 

não observaram o mesmo resultado quando o animal fora estressado apenas na 

adolescência, o que indica que a exposição ao estresse precoce era somada ao estresse na 

idade adulta para provocar a alteração observada. Essa alteração de expressão de 

subunidade modificou também a resposta comportamental de ansiedade aos diferentes 

tipos de BZDs. 

Os animais utilizados para o presente experimento foram submetidos unicamente 

à PM, tendo permanecido intactos até à idade adulta, quando foram sacrificados para a 

retirada dos encéfalos utilizados no ensaio “in vitro”. De acordo com o protocolo 

experimental utilizado para estudar o comportamento do tipo-ansioso, os animais foram 

primeiro testados no Paradigma de Exploração Livre e, alguns dias após, foram testados 

na Caixa de Transição Claro/Escuro. Os resultados mostraram que não houve diferença 

entre os grupos no primeiro teste, tendo havido, no entanto, no segundo. É possível que 

um fenômeno semelhante ao observado por Jacobson-Pick e cols. (2008) tenha ocorrido, 
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e que alguma alteração na ligação dos receptores BZD tenha sido provocada pela 

exposição ao primeiro teste comportamental, o que realçaria o papel da PM em alterar o 

comportamento tipo-ansioso. Dado que os animais utilizados para o experimento de 

autorradiografia não receberam uma segunda manipulação, talvez as alterações na 

ligação dos receptores BZD não tenham sido tão evidentes. 

A ausência de diferença para o sítio do BZD do receptor GABAA entre os grupos PM 

no experimento de autorradiografia, não encerra a discussão sobre o envolvimento desses 

receptores no perfil ansioso dos animais. A droga marcada radioativamente utilizada, o 

flunitrazepam, se liga aos sítios alostéricos para o BZD, mas não marca outros receptores 

GABAA que não apresentem tal sítio. Um estudo utilizando mucimol marcado 

radioativamente, poderá confirmar se há alteração na expressão total do GABAA. Além 

disso, processos de fosforilação de resíduos de aminoácidos de subunidades específicas, 

também podem alterar a afinidade do receptor pelos seus ligantes endógenos (Poisbeau e 

cols., 1999; Harney e cols., 2003). Assim, outros estudos moleculares precisam ser 

realizados para que se tenha uma visão mais global da participação dos receptores GABAA 

na gênese das alterações comportamentais observadas.  

O teste da Caixa de Transição Claro/Escuro também já se mostrou sensível às 

drogas que atuam no sistema de neurotransmissão serotonérgico. Alterações na 

neurotransmissão serotonérgica (Sillaber e cols., 2008; Andrade & Graeff, 2001), assim 

como a manipulação farmacológica dos diversos receptores serotonérgicos (Delgado e 

cols., 2005; Costall e cols., 1993; Griebel e cols., 1992), mostraram que esse sistema 

modula o comportamento do tipo ansioso nesse modelo experimental. Assim, uma 
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investigação desse sistema também poderia esclarecer se o mesmo está envolvido nas 

alterações comportamentais decorrentes da PM.  



 78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO GERAL 

 



 79 

 

Os maus tratos e as experiências adversas vividas na infância e adolescência são 

comumente associados com alterações comportamentais e transtornos psiquiátricos 

(Teicher e cols., 2003). Segundo Pryce (2005), o meio externo pode influenciar o 

desenvolvimento de alterações comportamentais tanto em primatas quanto em roedores, 

podendo estes dar origem a modelos animais particularmente úteis para compreender os 

mecanismos neurobiológicos subjacentes aos transtornos psiquiátricos. 

Os modelos animais devem ser validados de acordo com os critérios que mostrem 

semelhanças com o quadro clínico observado em humanos. Considerando que a proposta 

do presente estudo foi a de validar a privação materna como um modelo animal de 

vulnerabilidade a doenças psiquiátricas, mais especificamente o comportamento do tipo-

ansioso, o mesmo se concentrou nos critérios de validade etiológica e de construção, 

sendo que ambos estão altamente relacionados. De acordo com o primeiro, as 

características observadas no modelo e no transtorno apresentam a mesma etiologia e, de 

acordo com o segundo, os processos neurobiológicos subjacentes à  seriam os mesmos 

em humanos e no modelo animal (Andreatini e cols., 2006).  

De acordo com os resultados obtidos, a PM durante o PHRE poderia ser 

considerada  um fator etiológico comum de vulnerabilidade entre o modelo estudado e o 

que se observa em humanos. Os resultados mostraram que a PM leva a um aumento da 

CORT em resposta ao estresse no período neonatal, acontecendo o mesmo com as 

crianças no primeiro ano de vida em momentos em que o seu cuidador é pouco atencioso 

(Gunnar & Donzella, 2002). O aumento dos GCs durante essa fase do desenvolvimento 
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também foi descrita como sendo um fator potencialmente importante para alterar o 

desenvolvimento normal do SNC em humanos (Gunnar, 1998).  

Os experimentos realizados com animais adultos mostraram que a PM leva a 

conseqüências permanentes no que diz respeito ao comportamento tipo-ansioso. Além 

desses resultados, alguns dados não publicados obtidos neste laboratório indicam que as 

alterações comportamentais se estendem também para o comportamento tipo-

depressivo, confirmando a idéia de que a ansiedade desempenha um papel central na 

gênese das emoções negativas (Chorpita & Barlow, 1998). Assim, é possível que tais 

alterações no padrão comportamental reflitam uma diminuição geral na resiliência ao 

estresse, reforçando então a idéia de que a PM possa ser um modelo de vulnerabilidade 

para transtornos psiquiátricos de acordo com o critério de etiologia. 

A validação de modelos animais, segundo o critério de construção, depende da 

elaboração de teorias sobre os processos fisiológicos subjacentes ao transtorno estudado 

(Andreatini e cols., 2006). Este certamente representa o maior desafio para os 

pesquisadores empenhados no estudo de modelos animais para transtornos psiquiátricos, 

uma vez, que na clínica, o diagnóstico dos mesmos é determinado por conjuntos de 

sintomas clínicos e não por endofenótipos (DSM-IV). Os endofenótipos são marcadores 

biológicos característicos de uma determinada doença e, embora a sua utilização seja uma 

prática corriqueira na maioria das áreas da medicina, poucos endofenótipos são descritos 

para auxiliar ao diagnóstico de transtornos psiquiátricos (Gould & gottesman, 2006). Além 

disso, eles seriam uma peça chave para determinar o grau de hereditariedade dos 
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transtornos psiquiátricos, o que permitiria um diagnóstico precoce e início do tratamento 

tão logo os primeiros sintomas se manifestassem (Flint & Monafo, 2007). 

Dado que a diminuição da resiliência ao estresse está classicamente envolvida no 

aparecimento de transtornos psiquiátricos (Southwick e cols. 2005; Swaab e cols. 2005; 

Tyrka e cols., 2009), diversos trabalhos passaram a estudar a atividade do eixo HPA em 

indivíduos deprimidos e ansiosos, constatando alterações nas concentrações plasmáticas 

dos GCs, assim como mudanças na eficiência do sistema de retroalimentação negativa 

(Handwerger, 2009). Com isso, vários autores passaram a propor que esses elementos 

fossem considerados endofenótipos, os quais poderiam complementar os critérios 

diagnósticos determinados pelo DSM-IV (Mello e cols., 2007; Mannie e cols., 2007). O 

estudo da atividade do eixo HPA, e mais especificamente a liberação dos GCs, foi, 

portanto, um dos focos do presente estudo. 

Os resultados obtidos em animais privados das mães evidenciam que os GCs não 

medeiam as alterações comportamentais observadas. A atividade do eixo HPA foi 

estudada tanto em resposta a um estressor físico, quanto em resposta a um psicológico,  e 

os resultados mostraram que o eixo HPA parece não estar comprometido no nível das 

adrenais. O mesmo foi observado para o TSD, mostrando que a PM, em quaisquer dos 

dois dias em que foi realizada, não diminuiu nem realçou o sistema de “feedback” 

negativo. 

Segundo Gould & Gottesman (2006), um bom candidato a um endofenótipo em 

psiquiatria envolveria a expressão de poucos genes, apresentaria poucos níveis de 

interação entre eles e deveria resultar, preferencialmente, da ativação de um único 
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circuito neuronal. Embora o início da resposta hormonal de estresse se dê principalmente 

no PVN, com a liberação do CRH, o tipo de estímulo estressor pode ser processado de 

diferentes maneiras antes de ativar essa estrutura e influenciar a resposta de estresse 

periférica de diferentes formas. Assim, a ativação das adrenais, resultando na produção e 

na liberação dos GCs parece não preencher adequadamente esses requisitos, pois: 

1) A ativação do sistema de estresse pode acontecer por diferentes vias neurais de 

acordo com a natureza do estressor (Herman e cols., 1997 e 2003);  

2) Após a interpretação do estímulo aversivo feita pelo SNC a liberação dos GCs 

depende: 

a) da ativação adequada do PVN do hipotálamo e da liberação da AVP e do CRH;  

b) da expressão dos receptores para essas substâncias na Pituitária;  

c) da ativação desses receptores e da conseqüente liberação do ACTH;  

d) da expressão dos receptores para o ACTH nas adrenais;  

e) da expressão adequada das enzimas esteroidogênicas responsáveis pela síntese 

dos GCs;  

f) além disso, a atuação dos GCs e a manifestação dos seus efeitos depende 

também da expressão dos receptores GR e MR na periferia e no SNC. 

Assim, embora os GCs sejam os marcadores biológicos mais acessíveis da atividade 

do eixo HPA, é possível que etapas anteriores também tenham um papel importante na 

gênese da ansiedade e da depressão. O CRH, por exemplo, é conhecido por sua atividade 

ansiogênica e depressora em modelos animais (Holsboer & Ising, 2008), mas em estudos 

clínicos só é possível medir a sua liberação no líquido cefalorraquidiano. Os resultados 
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obtidos com um estressor físico, a salina hipertônica, mostraram uma alteração 

significativa nas concentrações plasmáticas do ACTH nos animais PM, podendo esse 

resultado ter sido reflexo de alterações no sistema CRHérgico. 

 Além desses critérios, alguns autores acreditam que a explicação biológica 

completa de um determinado fenômeno também requer a compreensão das suas causas 

evolutivas (Tinbergen, 1963 apud Nesse, 1999). Os resultados mostram que o cuidado 

materno pode garantir um desenvolvimento neonatal normal, sendo que a importância 

do cuidado materno parece ter sido mantida ao longo da evolução. O comportamento 

humano também apresenta essa dimensão quando se leva em consideração a importância 

do cuidado parental, assim como das relações sociais saudáveis com outros cuidadores. 

De acordo com Nesse (1999), o estudo das causas evolutivas de determinada 

característica pode ser importante para determinar as diferenças entre o que é normal e o 

que é patológico. Segundo ele, a depressão, por exemplo, teria um papel adaptativo 

extremamente relevante. A persistência em tentar atingir um determinado objetivo pode 

ser uma experiência frustrante se o indivíduo não apresenta as características físicas ou 

intelectuais que lhe permita atingir esse objetivo. A frustração decorrente do insucesso 

pode ser importante para sinalizar que muito tempo e energia estão sendo despendidos 

em prol de um objetivo que nunca será alcançado, mostrando que uma mudança de 

estratégia ou de objetivo é necessária. Mas esse mesmo sentimento pode atingir um nível 

patológico em um outro contexto. Isto também acontece com o medo e a ansiedade. 

Ambos são importantes para preparar o organismo para uma situação potencialmente 

ameaçadora, mas se essa capacidade for de alguma forma realçada, como parece ser o 
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caso da PM, ela pode alcançar níveis patológicos, preparando o organismo para responder 

a uma ameaça quando o estímulo é na verdade inócuo. 

As conclusões de Moriceau e seus colaboradores (Moriceau e cols., 2006a,b) 

indicam que o aumento dos GCs durante o PHRE pode tornar os filhotes precocemente 

capazes de distinguir estímulos aversivos de não-aversivos. Essa parece ser uma estratégia 

extremamente adaptativa, pois na falta da proteção materna o filhote se torna apto a 

distinguir um estímulo ameaçador, podendo, portanto, evitá-lo. No entanto, os resultados 

aqui obtidos evidenciam que, no bojo dessas alterações que parecem ser extremamente 

benéficas, aparecem conseqüências que podem ser pouco adaptativas, como o aumento 

permanente dos níveis do comportamento do tipo-ansioso. Dada a importância da 

amígdala em mediar o comportamento emocional, é possível especular que esta estrutura 

esteja envolvida com as alterações emocionais observadas em pessoas que vivenciaram 

eventos traumáticos em períodos precoces do seu desenvolvimento. 
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Em resumo, os resultados mostraram que:  

 

1) A liberação da CORT em filhotes da linhagem Wistar apresenta o mesmo padrão de 

atividade do eixo HPA do que os animais híbridos Sprague-Dawley/Long Evans 

utilizados nos primeiros estudos sobre os efeitos da PM durante o PHRE.  

2) Não há alteração na liberação da CORT em resposta a um estressor físico em 

animais PM, mas a PM 11-12 diminui a liberação do ACTH ao passo que a PM 3-4 a 

aumenta. Embora este resultado pudesse ter ocorrido em decorrência de uma 

falha no sistema de retroalimentação negativa, o presente trabalho mostrou que a 

PM não leva a alterações nesse sistema quando avaliado pelo teste de supressão à 

DEXA.  

3) Embora a PM não tenha provocado alterações consistentes na liberação da CORT, 

levou a alterações comportamentais na idade adulta. Apesar do paradigma de 

exploração livre não ter detectado nenhuma diferença entre os grupos, o teste da 

Caixa Claro/Escuro mostrou que os animais PM11-12 apresentam mais 

comportamento tipo-ansioso do que os não privados das mães. O grupo PM 3-4 foi 

apenas marginalmente diferente do grupo controle.  

4) O experimento de autorradiografia não mostrou diferença em nenhuma das 

regiões analisadas, mas ainda resta saber se a expressão dos receptores GABA-A 

que não apresentam o sítio BZD está alterada para que a participação desses 

receptores seja excluída da etiologia das alterações comportamentais observadas. 
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Conclusões 

 

Os resultados obtidos mostraram que a PM 3-4 e PM 11-12 levam à alterações 

comportamentais, e que tais alterações não são acompanhadas de alterações consistentes 

na liberação de CORT, e de mudanças no sítio BZD do receptor GABAA em regiões límbicas 

do SNC. 
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ANEXO 1 

Pareceres do Comitê de Ética 
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ANEXO 2 

Estágio de Doutorado Sanduíche na Universidade de Dundee, 

Escócia 
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RECEPTORES GABAERGICOS EXTRASINÁPTICOS: UM IMPORTANTE 

ALVO DE AÇÃO PARA OS NEUROESTERÓIDES 

 

Plasticidade sináptica no hipocampo 

O hipocampo é a principal estrutura envolvida na associação de determinados 

eventos com o local em que ocorreram, além de ser importante para a localização espacial 

de objetos. Quando essas funções foram caracterizadas, o hipocampo passou a ser 

reconhecido como um mapa cognitivo do SNC (Spiers e cols., 2001; Maguire e cols., 1999; 

Moscovitch e cols., 2006; Rosenbaum e cols., 2000). 

Os tipos de células e a organização dos sistemas neurais presentes no hipocampo 

apresentam características bastante particulares. Os neurônios hipocampais são 

facilmente cultiváveis in vitro, além de apresentarem uma grande capacidade plástica. As 

conseqüencias de tal plasticidade incluem mudanças nas propriedades, na localização e no 

número de receptores, alterações nas dimensões das células e no comprimento axonal, 

além do aumento ou da diminuição na arborização dendrítica. Os processos de Depressão 

de Longo Prazo (“Long-term depression [LTD]) e Potencialização de Longo Prazo (“Long-

term potentiation [LTP]) são algumas das possíveis mudanças na neurotransmissão 

sináptica decorrentes dessa capacidade plástica. Embora a LTP e a LTD aconteçam na 

maioria das sinapses excitatórias do SNC e, por isso, possam ser observadas em várias 

estruturas, elas têm sido mais estudadas na região em que foram descobertas, o 

hipocampo (Bliss e cols. 2007). Por ser uma estrutura conhecida por sua participação nos 
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processos de aprendizagem e de memória, a hipótese de que este seria um mecanismo 

celular subjacente a processos mnemônicos foi logo aventada (Andersen e cols. 2007). 

No que diz respeito à organização dos sistemas neurais presentes no hipocampo, 

um dos aspectos chave das conexões é a unidirecionalidade. Assim, cada região da 

formação hipocampal projeta para a região vizinha, mas não recebe aferências da região 

para a qual projeta. A comunicação entre as principais estruturas do hipocampo ocorre 

por três vias: 1) via Perforante: liga o córtex entorrinal ao giro denteado e CA3; 2) as fibras 

musgosas: ligam o giro denteado a CA3; 3) e as fibras colaterais de Schaffer: ligam CA3 a 

CA1 (Amaral & Witter 1989). Sendo que esta última é o principal alvo de estudo do 

presente trabalho. 

O hipocampo foi a primeira estrutura do SNC na qual os estudos de atividade 

elétrica extracelular, utilizando-se microeletrodos, foram realizados. Além disso, essa 

região foi a primeira onde foi feita a interpretação do Potencial Excitatório Pós-sinaptico 

de campo (PEPSc) como uma ferramenta de análise de sinais extracelulares (Andersen e 

cols., 2007). 

O potencial de campo é gerado por uma corrente extracelular que corre através  

da resistência apresentada pelo tecido entre o eletrodo de captação e o eletrodo terra. 

Embora seja possível medir voltagens extracelulares geradas por potenciais de ação em 

um único neurônio, as correntes sinápticas geradas por um único neurônio são 

geralmente muito pequenas para serem detectadas. No hipocampo, onde as células estão 

dispostas paralelamente, a corrente sincronizada e localizada gerada pela ativação 

sináptica de uma população de células piramidais ou granulares dá origem a uma resposta 
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característica, a qual pode ser medida facilmente, chamada de Potencial de Campo 

Excitatório Pós-sináptico (PEPSc). Diferente da resposta “tudo ou nada” que ocorre em 

conseqüência da estimulação de um único neurônio, o potencial de campo é uma 

resposta gradual, de modo que quando a intensidade do estímulo aumenta, o número de 

neurônios que disparam se torna maior, e o potencial de campo detectado também é 

proporcionalmente maior (Spruston & McBain, 2007).  

O potencial de campo apresenta o máximo de negatividade na região de maior 

concentração de sinapses excitatórias ativadas. As sinapses vizinhas ativadas adicionam  o 

seu efeito de forma significativa, justificando o uso da amplitude dos PEPSc como uma 

medida de força sináptica. A ativação local e sincrônica de fibras inibitórias também dá 

origem a grandes correntes, mas na direção oposta (Bliss & Collindridge, 2007).  

O LTP pode se prolongar por um período que vai de horas a dias e pode ser 

dividida em três fases: Potencialização de Curto Prazo (STP), LTP precoce e LTP tardia. As 

duas primeiras, a STP e a LTP precoce, são independentes da síntese protêica, enquanto 

que a última, a LTP, depende da mesma (Bliss & Collindridge, 2007). A indução da LTP em 

CA1 pelas fibras colaterais de Schaffer depende da ativação dos receptores NMDA 

(Collingridge e cols., 1983), sendo que a sua indução é facilitada pela despolarização 

provocada pelos receptores AMPA e pela fadiga da neurotransmissão GABAérgica (Davies 

e cols., 2001). A participação dos receptores GABAA na LTP foi o principal foco do presente 

trabalho. 

 



 96 

Produção de NEUROESTEROIDES e expressão de receptores GABAA no 

HIPOCAMPO 

Em 1984, Harrison e Simmonds demonstraram pela primeira vez que o esteróide 

sintético alfaxalona apresentava propriedades anestésicas que eram mediadas pelo 

receptor GABAA. Posteriormente, descreveu-se que uma série de metabólitos da 

progesterona e da deoxicorticosterona, como a 5α-pregnan-3α-ol-20-one [3α,5α-THP] e a 

5α-pregnan-3α,21-diol-20-one [3α,5α-THDOC], também apresentavam tal propriedade 

(Belelli & Lambert, 2005). A capacidade de realçar a neurotransmissão inibitória desses 

esteróides é consistente com os seus efeitos comportamentais, que incluem atividade 

ansiolítica, anticonvulsivante, analgésica, sedativa/hipnótica e anestésica (Gasior e cols., 

1999; Rupprecht e cols., 2003; Belelli & Lambert; 2005).  

Como já foi descrito no capítulo 4 desta tese, a existência de uma vasta gama de 

subunidades confere propriedades biofísicas e farmacológicas diferentes a cada receptor 

GABAA (Barnard e cols., 1998).  

A origem dos esteróides neuroativos pode ser central ou periférica, sendo que 

neste último caso são denominados de neuroesteróides. Sua concentração no SNC é 

suficiente para modular a função do receptor GABAA, o que sugere que esses esteróides 

apresentam um papel fisiológico relevante (Paul & Purdy, 1992). Além disso, a expressão 

de enzimas envolvidas com a esteroidogênese em certos tipos de neurônios indica que 

estas substâncias funcionam não só como mensageiros endócrinos, mas também como 

moduladores locais de forma autócrina e parácrina (Agis-Balboa e cols., 2006). 
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A produção de esteróides não é estática e está sujeita a alteração de acordo com o 

estágio do desenvolvimento, os níveis de estresse, a prenhez ou a gravidez, o ciclo estral 

ou menstrual e o tratamento com algumas drogas psicoativas como o etanol e a fluoxetina 

(Maguire e cols., 2005; Belelli & Lambert, 2005; Serra e cols., 2002; Concas e cols., 1998). 

Além disso, alterações na sua produção parecem contribuir para alguns transtornos 

psiquiátricos como o pânico, a depressão pós-parto, a tensão pré-menstrual e a 

esquizofrenia (Purdy e cols., 1991; Finn e cols., 2006). 

Os receptores GABAA são expressos em todo SNC, portanto alterações nas 

concentrações de neuroesteróides poderiam influenciar globalmente a atividade neuronal, 

mas este é um cenário que não condiz com o seu papel fisiológico. Com efeito, a 

expressão de enzimas esteroidogênicas, e conseqüentemente a produção local de 

neuroesteróides, difere de região para região do SNC. Além disso, a interação 

esteróide/GABAA é altamente seletiva, sendo, portanto, neurônio-específica, e mesmo em 

um mesmo neurônio deve interagir diferencialmente com “pools” distintos do receptor 

GABAA (Stell e cols., 2003). Com efeito, os resíduos de aminoácidos de algumas 

subunidades foram identificados como críticos para a expressão do sítio de ligação dos 

neuroesteróides por esse receptor (Hosie e cols., 2006), de modo que a deleção de 

algumas subunidades pode alterar a afinidade do receptor GABAA por estes esteróides 

(Rudolph & Mohler, 2004). De particular interesse para os efeitos dos esteróides 

neuroativos estão os receptores extra-sinápticos contendo a subnunidade δ. 

Os receptores que expressam δ em combinação com as subunidades α4 ou α6 e β 

estão localizados quase exclusivamente fora da sinapse, onde medeiam uma forma de 
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inibição persistente, denominada de inibição “tônica” em resposta à exposição 

permanente ao GABA (Mody, 2005; Farrant & Nusser, 2005; Chandra e cols., 2006). Os 

receptores contendo a subunidade δ apresentam grande afinidade por esteróides 

neuroativos como a alopregnanolona ou a 3α,5α-THP, quando comparados aos receptores 

contendo a subunidade γ (Stell e cols., 2003). No hipocampo, esta combinação de 

subunidades está mais presente nos receptores extra-sinápticos GABAA presentes no giro 

denteado (α4 e δ), enquanto que em CA1, os receptores extra-sinápticos são em sua 

maioria compostos pelas subunidades α5  e γ (Glykys & Mody 2006), mas ambas as regiões 

apresentam as duas composições, porém em menor proporção. 

Alguns trabalhos já mostraram que flutuações fisiológicas nas concentrações de 

esteróides podem alterar os processos de aprendizagem e de memória (Schoofs & Wolf, 

2009; Protopopescu e col., 2008; Konrad e cols., 2008; Paris & Frye, 2008; van Wingen e 

cols., 2007). A maioria dos trabalhos que se propuseram a investigar o papel dos 

esteróides neuroativos na plasticidade sináptica, no hipocampo, focaram no efeito dos 

esteróides sulfatados que modulam negativamente o receptor GABAA (Yoo e cols., 1996; 

Diamond e cols., 1996; Randall e cols., 1995). No entanto, pouco se sabe sobre a atuação 

direta da 3α,5α-THP na LTP em CA1. Assim, o principal objetivo do presente trabalho foi 

investigar a atuação da 3α,5α-THP, na LTP induzida nas fibras colaterais de Schaffer. 

Para isso três experimentos foram realizados. O primeiro teve como principal 

objetivo testar a eficiência da 3α,5α-THP em inibir a LTP em CA1. Já no segundo, o THIP, 

um agonista específico da subunidade δ, foi utilizado para esclarecer a contribuição dos 

receptores contendo esta subunidade na LTP. No terceiro experimento foram utilizados 
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animais Knock-out para a subunidade δ do receptor GABAA para testar o efeito da 3α,5α-

THP na LTP em CA1.  
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Animais, Materiais e Métodos 

 

Protocolo experimental. O Experimento 1 foi realizado com o objetivo de verificar 

a eficiência da 3α,5α-THP em inibir a LTP em CA1. Para isso três concentrações foram 

utilizadas: 100nM, 300nM e 1μM. No Experimento 2, 1 μM de THIP foi utilizado para 

testar se a atuação desta droga poderia interferir nos processos de indução e de 

manutenção da LTP em CA1. Já no Experimento 3 foram utilizados animais Knock-out para 

a subunidade δ (δ-KO) do receptor GABAA para testar se 300nM de 3α,5α-THIP poderiam 

bloquear a indução e a manutenção da LTP na ausência desta subunidade em CA1.  

 

Animais. Foram utilizados camundongos C57 machos adultos provenientes do 

biotério da Universidade de Dundee (Hospital Ninewells). Os animais foram mantidos em 

gaiolas (15x16x30 cm) com 6 animais cada, com comida e água à vontade, num ambiente 

de temperatura controlada (22 ± 2oC) e ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas a 

partir das 7:00h). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o comitê de 

ética local de acordo com “Ato de 1986 do Reino Unido”. 

 

Preparo do tecido. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical de 

acordo com o ato 1986 para procedimentos com animais de laboratório. O cérebro foi 

rapidamente dissecado e colocado num becker com líquido cefaloraquidiano artificial 

(CSFa) contendo 3mM de KCl, 1.25mM de NaH2PO4, 26mM de NaHCO3, 0.5mM de CaCl2, 

1mM de MgSO4, 10mM de D-glucose, 124mM de NaCl. As fatias do hipocampo foram 
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cortadas transversalmente (400 μm de espessura) e incubadas em CSFa oxigenada em 

temperatura ambiente por 1 hora antes do início do experimento. 

 

A perfusão de CSFa durante o experimento foi mantida oxigenada e a 30oC. A LTP 

foi observada nas fibras colaterais de Schaffer. Para a obtenção do potencial de campo o 

eletrodo de estimulação foi colocado em CA3 e o de captação em CA1. A estimulação 

utilizada para a obtenção do potencial de campo (em μA) foi aumentada gradativamente 

até que o potencial de campo com máxima amplitude fosse observado. Assim, sabendo 

qual foi a estimulação necessária para a obtenção do maior potencial de campo, o 

experimento foi realizado com a estimulação necessária para se obter um potencial de 

campo com 40% da amplitude máxima. Após o início do experimento, um pulso de 

corrente foi liberado a cada 30 segundos, sendo que a linha de base foi observada até que 

ficasse estável. Assim que a estabilidade era confirmada a linha de base era registrada por 

10 minutos e a resposta do potencial de campo ao treino observada por 60 minutos. O 

estímulo tetânico utilizado para provocar a LTP consistiu de 4 pulsos com uma freqüência 

de 100 Hz (ritmo theta), liberados por 10 vezes com 200 ms de intervalo, de acordo com o 

esquema exemplificado abaixo: 

 

 

 

 

 

 4 pulsos 

200 ms 



 102

O “set up” utilizado para a captação dos potenciais de campo seguiu o seguinte 

esquema: 

Um computador contendo o software WIN LTP foi utilizado para o registro dos 

experimentos. A caixa de estimulação, que emitia corrente elétrica na ordem de μA, 

estava ligada ao eletrodo de estimulação (Figuras 1). O eletrodo de registro estava ligado a 

um amplificador de sinal elétrico (figura 1), e este era ligado a um aparelho que fazia a 

interface entre a informação analógica detectada e a informação digital enviada para o 

computador. A conexão deste com o computador permitia o registro de todos os dados 

obtidos durante o experimento. 

O banho onde os cortes de tecido cerebral foram colocados para a realização do 

experimento era alimentado por um sistema que permitia que a CSFa fosse devidamente 

aquecida e oxigenada. Um fio terra foi conectado ao banho e um dispositivo permitiu o 

registro da temperatura ao longo do tempo (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 103

 

A       B 

 

Figura 1. A) Osciloscópio, aparelho que exibe um gráfico da tensão vs. tempo para 

um sinal elétrico. Com este aparelho foi possível observar em tempo real a magnitude do 

estímulo e a resposta do Potencial Excitatório Sináptico de Campo. B) à esquerda está o 

amplificador do sinal elétrico e à direita a caixa de estimulação. 
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 Figura 2. 1) microscópio; 2) eletrodo de registro; 3) eletrodo de estimulação; 4) 

banho onde o tecido foi colocado para o registro da atividade elétrica.  

 

Análise dos dados. O parâmetro analisado neste experimento foi a inclinação do 

PEPSc (figura 3), cuja unidade de medida foi mV/ms. A média dos valores dos registros 

que compunham a linha de base foi utilizada para normalizar os resultados. Assim, os 

resultados observados após o estímulo tetânico eram uma porcentagem do que foi 

observado no registro da linha de base. A análise estatística dos dados foi feita por ANOVA 

de duas vias para medidas repetidas, tendo sido utilizado, a posteriori, o teste de 

Dunnett’s quando necessário. O nível de significância foi estabelecido em p<0,05. 

 

1 

2 
3 
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Figura 3. Esquema ilustrativo de um Potencial Excitatório Pós-sináptico de campo 

(PEPSc) e seus componentes: inclinação (mV/ms) e amplitude (mV). 
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RESULTADOS 

 

Experimento 1. Os resultados obtidos com este experimento indicam que o 

tratamento influenciou o PEPSc induzido por uma estimulação tetânica. A ANOVA 

mostrou que havia diferença no fator medidas repetidas (F(118, 3422)=15,89; p<0,01), assim 

como no fator tratamento (F(3,29)=3,58;p<0,05). Houve também uma interação entre os 

dois fatores (F(354,3422)=1,13;p<0,05). Na análise a posteriori do fator tratamento, os grupos 

tratados com 300nM (p<0,05) e 1μM de 3α,5α-THP (p<0,05), mas não 100nM, 

apresentaram uma potencialização significativamente menor do que o grupo controle 

(figura 4).  

 

Experimento 2. O experimento realizado com THIP (figura 5) mostrou que esta 

droga não interferiu na potencialização em relação ao grupo controle (F(1,5)=0,20;p=0,67). 

Também não houve interação entre os fatores tratamento e as medidas repetidas (F(118, 

590)=0,39;p=1).  

 

Experimento 3. O tratamento com 3α,5α-THP (300 nM e 1 μM) não interferiu no 

PEPSc nos experimentos realizados com tecido proveniente de animais δ-KO (Figura 3; 

F(2,6)=1,35;p=0,32). Também não houve interação entre o fator tratamento e a medida 

repetida (F(236,708)=0,74;p=0,99). 
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Figura 4. Potencialização de Longo Prazo em CA1 em resposta à perfusão com 300 

nM (N=5), 100 nM (N=8), e 1 μM (N=7) de 3α,5αTHP. O grupo controle foi perfundido 

apenas com CSFa (N=13). As concentrações de 300 nM e 1 μM apresentaram 

potencialização menor quando comparadas ao grupo controle. 
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Figura 5. Potencialização de Longo Prazo em CA1 em resposta à perfusão de 1 μM 

de THIP (N=3). Nos experimentos do grupo controle foram perfundidos apenas com CSFa 

(N=3). Não houve diferença entre os grupos. 
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Figura 6. Potencialização de Longo Prazo em CA1 em resposta à perfusão de 300 

nM (N=3) e 1 μM de 3α,5α-THP (N=3) em animais δ-KO. Nos experimentos do grupo 

controle foram perfundidos apenas com CFSa (N=3). Não houve diferença entre os grupos. 
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DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos mostraram que a subunidade δ tem um papel importante na 

atuação da 3α,5α-THP no processo de Potencialização de Longo Prazo em CA1 do 

hipocampo, mas que apenas a estimulação desta subunidade não é suficiente para alterar 

a LTP nessa região. 

A subunidade δ tende a mediar os efeitos fisiológicos da 3α,5α-THP, ao passo que 

ao atuar sobre a subunidade γ esta exerce os seus efeitos farmacológicos. As 

concentrações plasmáticas de esteróides neuroativos em torno de 40 nM podem ser 

observadas em situação basal, enquanto que as concentrações em torno de 100nM 

podem ser observadas em resposta ao estresse e também durante a prenhez ou a 

gestação (comunicação pessoal JJ Lambert). Esta faixa de concentração, de 40 a 100 nM, 

mimetiza, num experimento in vitro, uma situação fisiológica. No entanto, é possível que a 

concentração de 300 nM utilizada no protocolo experimental deste trabalho também 

possa ser considerada fisiológica, pois o tecido fica exposto à solução por um longo 

período de tempo e, como conseqüência, pode sofrer a ação de enzimas metabolizadoras, 

diminuindo a disponibilidade da droga para agir sobre os seus sítios de ligação 

(comunicação pessoal JJ Lambert). 

No primeiro experimento, os resultados mostraram que a concentração de 300 nM, 

assim como a de 1 μM foram suficientes para diminuir significativamente a 

potencialização induzida pelo estímulo tetânico. É possível considerar a hipótese  que a 

concentração de 300 nM, por ser a  mais próxima da fisiológica, esteja atuando 



 111

prioritariamente sobre os receptores compostos pela subunidade δ, mas não se pode 

descartar a participação dos receptores compostos pela subunidade γ no resultado 

observado. 

Vários trabalhos já mostraram que em CA1 há uma proporção menor de 

receptores extra-sinápticos compostos pela subunidade δ do que pela γ, sendo que este 

último compõe a maioria dos receptores extra-sinápticos nesta região do hipocampo 

(Glykys & Mody, 2006). Assim, com o objetivo de esclarecer a contribuição da subunidade 

δ na diminuição da potencialização observada no experimento 1, foi realizado um 

experimento com THIP, um agonista GABAA que age exclusivamente sobre as subunidades 

δ (Herd e cols., 2007). Os resultados observados mostraram que a estimulação da 

subunidade δ sozinha não foi suficiente para reduzir a LTP. Os resultados obtidos nos 

experimentos 1 e 2 permitiram considerar a hipótese  que a 3α,5α-THP exerce seus efeitos 

em CA1 também através dos receptores GABAA que contêm a subunidade γ. Assim, é 

possível que mesmo concentrações de 3α,5α-THP próximas do que se observa em 

situações fisiológicas (300 nM) possam agir sobre a subunidade γ. Assim, o terceiro 

experimento foi realizado com animais δ-KO, sendo esperada uma diminuição na 

potencialização provocada pelo estímulo tetânico.  

Os resultados obtidos com os animais δ-KO mostraram que a presença desta 

subunidade, apesar de insuficiente sozinha, era essencial para os efeitos da 3α,5α-THP 

observados no primeiro experimento. Mesmo a concentração de 1 μM, claramente 

farmacológica, não alterou a potencialização provocada pelo estímulo tetânico na 

ausência da subunidade δ. Esse experimento mostrou que, mesmo tendo uma expressão 



 112

menor quando comparada à subunidade γ em CA1, ela era de fundamental importância 

para atuação da 3α,5α-THP em receptores GABAA nesta região. 

 Alguns trabalhos já mostraram que a presença de determinadas 

subunidades não é o único fator que influencia a afinidade dos esteróides neuroativos 

pelo receptor GABAA. A fosforilação de resíduos de aminoácido é também um mecanismo 

importante para alterar a afinidade do receptor GABAA por essas substâncias, podendo 

aumentar ou até mesmo diminuir a sua afinidade por elas. Além disso, esse processo 

depende do tipo de subunidade expresso, do tipo de neurônio, assim como da região e do 

circuito neuronal em que o mesmo está inserido (Koksma et al 2007; Hodge e cols., 1999, 

2002; Fancsik e cols., 2000; Harney e cols., 2003). Assim, outros estudos são necessários 

para determinar se os mecanismos de fosforilação, de dessensibilização ou de 

internalização dos receptores medeiam os resultados observados. 
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ABSTRACT 

 

Adverse events in childhood have been associated to the development of 

psychopathologies, such as depression and anxiety disorders. In rats, stressful events 

during neonatal period, like 24h Maternal Deprivation (MD), may be an interesting tool to 

understand how stress during early life leads to changes in behavior and stress response 

in adulthood. According to some studies, MD on the 3rd day (MD 3-4) or 11th day (MD 11-

12) of life results in opposite changes in the activity of the Hypothalamus-Pituitary-

Adrenal (HPA) axis, i.e., hyper and hyporresponsiveness, respectively. Since in human 

beings psychopathologies has been related to impairment in resilience to stress the aim of 

this work was to investigate whether MD leads to long lasting changes in HPA axis 

functioning and differential behavioral features in animal models of anxiety. The results 

obtained indicate that only the ACTH release presented the pattern we hypothesized. 

Conversely the corticosterone (CORT) plasmatic levels do not reflect this pattern. 

Moreover, MD did not affect the CORT release in response to the Dexamethasone 

Suppression Test, indicating that there are MD did not alter the negative feedback system. 

Although MD did not lead to convincing alteration to CORT levels it did change anxiety-like 

behavior in the group MD 11-12. However this behavioral change did not seem to be 

mediated by expression of benzodiazepine site in GABAA receptors. The results indicate 

that even though the MD procedure does not lead to consistent changes in the peripheral 

component of the HPA axis it could still be an interesting animal model to study the 
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neurobiological underpinnings of how adverse events in early life increase the 

vulnerability to psychopathologies. 

 

Keywords: maternal deprivation, stress, anxiety, HPA axis and GABAA receptors. 
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