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RESUMO 

 
Durante as duas primeiras semanas após o nascimento, os ratos mostram respostas 

neuroendócrinas diminuídas ao estresse, caracterizando uma fase conhecida como o 

“período hiporresponsivo ao estresse”. No entanto, é um período sensível do 

desenvolvimento do sistema nervoso, no qual o animal é suscetível a eventos ambientais, 

tais como estresse e qualidade do cuidado materno, os quais podem ter efeitos duradouros 

no indivíduo. No presente estudo, foram investigados os níveis plasmáticos de 

corticosterona e ocitocina e a atividade monoaminérgica central em ratos neonatos 

submetidos ao estresse por frio. Também foram investigadas as possíveis influências do 

gênero e do cuidado materno recebido. 

 No final do 1º dia pós-parto (P0), 60 ratas Wistar tiveram suas ninhadas 

padronizados em 8 filhotes. Do P1 ao P10, as mães tiveram seus comportamentos maternos 

analisados de acordo com trabalhos anteriores, nos quais o comportamento de lambida foi 

tido como uma medida de qualidade de cuidado materno (freqüência média de lambida da 

população = 5,52 ± 0,19). As mães apresentando as menores e as maiores freqüências de 

lambida foram selecionadas como Pouco-Cuidadoras (média<4,18, n=12) e Muito-

Cuidadoras (média>6,99, n=10), respectivamente. No P13, um par de filhotes foi removido 

da ninhada e imediatamente sacrificado por decapitação (grupo controle) e outros dois 

pares foram removidos da ninhada e colocados em um recipiente plástico dentro de uma 

câmara fria (0ºC, 6 min.), sendo sacrificados 15 e 30 min. após o término do estresse por 

frio. O sangue do tronco foi colhido para radioimunoensaio de corticosterona e ocitocina 

plasmáticas. Os encéfalos foram rapidamente removidos para dissecção dos hipotálamos e 

hipocampos que foram usados na análise das monoaminas e seus metabólitos na 

Cromatografia Líquida de Alta Performance. 

 A ANOVA de três vias com Post Hoc de Duncan mostrou um efeito do estresse 

aumentando a corticosterona plasmática (p<0,001), comparada ao período pré-estresse 

(basal). As filhotes fêmeas de ambos os grupos e os filhotes machos e fêmeas Muito-

Cuidados apresentaram níveis maiores de ocitocina plasmática (p<0,05 para ambos), 

comparados aos Pouco-Cuidados. O estresse também diminuiu a atividade da dopamina 

(p=0,05), comparado aos grupos controles. O efeito do cuidado materno foi também 
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observado no hipocampo, cuja atividade serotonérgica foi maior em filhotes Muito-

Cuidados (p=0,05), comparados a filhotes Pouco-Cuidados, independente do gênero. 

Conforme relatado anteriormente em outros trabalhos, o estresse aumenta a 

corticosterona plasmática em filhotes, mesmo no período hiporresponsivo. Os níveis 

plasmáticos aumentados de ocitocina na prole Muito-Cuidada estão de acordo com 

evidências a respeito do papel deste hormônio no apego mãe-filhote. A ocitocina 

aumentada em filhotes fêmeas mostra que diferenças hormonais quanto ao gênero já estão 

presentes no início da vida de roedores. Interessantemente, o estresse diminuiu a atividade 

dopaminérgica, o que está de acordo com resultados encontrados em certas áreas 

hipotalâmicas de animais adultos expostos ao frio. É sugerido que esse efeito seja devido à 

peculiaridade do estresse por frio, uma vez que as respostas monoaminérgicas podem variar 

dependendo do estressor usado. O hipocampo foi sensível ao cuidado materno, o qual já foi 

anteriormente indicado por ser uma importante estrutura encefálica cuja atividade é 

influenciada por diferentes qualidades de cuidado materno por meio da sinalização 

serotonérgica. 
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ABSTRACT 
 

During the first two weeks after birth the rats show decreased neuroendocrine 

responses to stress, characterizing a stage known as “stress hyporesponsive period”. 

However, this is a neurodevelopmental sensitive period in which the animal is susceptible 

to environmental events, such as stress and the quality of maternal care, which may have 

long-term effects upon the individual. It was investigated plasma corticosterone and 

oxytocin, and central monoaminergic activity in neonatal rats submitted to cold stress. It 

was also investigated the possible influences of gender and maternal care received. 

In the end of 1° postpartum day (P0), the 60 Wistar dams had their litters culled to 8 

pups. From P1 to P10, dams had their maternal behaviour analysed according to previous 

works, in which licking behaviour was taken as a measure of the quality of maternal care 

(population’s mean licking frequency= 5.52 ± 0.1863). Dams showing the lower and higher 

frequencies of licking were selected as Low Licking (mean<4.1814, n=12) and High 

Licking (mean>6.991, n=10), respectively. At P13, a pair of pups was removed from the 

litter and immediately sacrificed by decapitation (control group) and other two pairs were 

removed from the litter and placed in a plastic container inside a cold chamber (0ºC, 6 

min), being sacrificed 15 and 30 min after the termination of the cold stress. Blood trunk 

was taken for plasma corticosterone and oxytocin radioimmunoassay. The brains were 

quickly removed for dissection of the hypothalami and hippocampi for monoamine and 

their metabolites High Performance Liquid Chromatography analysis. 

The three-way ANOVA with Duncan Post Hoc showed an effect of stress 

increasing plasma corticosterone (p<0.001) compared to the control group (basal situation). 

The female pups of both groups and High Licked male and female pups showed higher 

levels of plasma oxytocin (p<0.05 for both). The stress also decreased hypothalamic 

dopamine turnover (p=0.05) compared to the control groups. The maternal effect was also 

found in the hippocampus, whose serotonergic activitiy was increased in High Licked pups 

(p=0.05), independent of gender. 

As previously reported in other works, stress increases plasma corticosterone in the 

pups even in the stress hyporesponsive period. The increased plasma oxytocin levels in the 

High Licked offspring are according to evidences supporting the role of this hormone upon 
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the mother-infant attachment. The increased oxytocin in female pups shows that hormonal 

gender differences are present in the early life of rodents. Interestingly, it was found that 

stress decreased the hypothalamic dopaminergic activity, which is according to results 

found in certain hypothalamic areas of adult animals exposed to cold. It is suggested that 

this is due to the peculiarity of cold stress, since the monoaminergic responses vary 

depending on the stressor used. The only central effect of maternal care was found in the 

hippocampus, which was previously found to be an important brain structure whose activity 

is influenced by different qualities of maternal care through serotonergic signaling. 
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A falta de cuidado materno no início da vida pode ser um fator de risco para 

transtornos psiquiátricos tais como: a ansiedade e a depressão (PHILLIPS et al., 2005). 

Logo, o estudo desse período da vida dos animais é fundamental, pois está relacionado ao 

desenvolvimento da emocionalidade a qual persistirá por toda a vida, mas que também já 

pode ser observado na infância (VÁZQUEZ et al., 2002). 

 Existem dados na literatura a respeito dos efeitos de longa duração de diferentes 

intensidades de cuidado materno na reatividade ao estresse em animais experimentais 

adultos, mas não em filhotes (CUI et al, 2004; KOSTEN et al., 2004; LEVINE, 2001; 

VÁZQUEZ, 1998; WALKER et al, 2003; WALKER et al, 2004; YI & BARAM, 1994).  

 Nos roedores em desenvolvimento, as duas primeiras semanas de vida constituem o 

período denominado “Período Hiporresponsivo ao Estresse” (PHRE) (VÁZQUEZ, 1998; 

LEVINE, 2001), no qual a resposta da adrenal ao estresse é mínima ou inexistente. A 

exposição a estímulo ou estresse durante esses primeiros dias determina alterações 

neuroquímicas e comportamentais que podem ser observadas ao longo da vida. 

Embora as respostas adrenais sejam limitadas no PHRE, alguns elementos 

encefálicos, tais como o hipotálamo, parecem ser responsivos a estressores de maneira 

específica de duração e de estímulo singulares ao animal em desenvolvimento (VÁZQUEZ 

et al., 2002). O desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo a 

maturação dos sistemas de neurotransmissores é um processo complexo. É importante 

estudar o padrão de ontogenia dos diferentes neurotransmissores de modo a identificar seus 

tempos de aparecimento, tão bem quanto detectar suas distribuições e concentrações 

durante o desenvolvimento. No encéfalo imaturo de mamíferos, muitos neurotransmissores 

tais como a serotonina, dopamina e noradrenalina têm um papel inteiramente diferente 

daquele em um encéfalo maduro, agindo como sinais ou reguladores do desenvolvimento. 
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De fato, muitos dos principais sistemas monoaminérgicos tão bem quanto alguns 

neuropeptídeos têm apresentado esta função, como por exemplo, regular o desenvolvimento 

do SNC (Del OLMO & PAZOS, 2001). 

Estudos sobre o cuidado materno têm mostrado a importância de um ambiente 

adequado para um desenvolvimento saudável, pois os recém-nascidos são bastante 

vulneráveis nesse período. Este trabalho busca compreender a ontogenia das respostas 

hormonais e neuroquímicas ao estresse, levando em conta a importância das variações 

naturais do cuidado materno no período neonatal. Logo, foram analisadas estruturas 

encefálicas chave envolvidas no eixo Hipotálamo-Hipófise-Adrenal (HHA) – o hipocampo 

e o hipotálamo – e as respostas hormonais no estresse em ratos de duas semanas de vida. 

Assim, experimentos nesta área são importantes para relacionar eventos adversos na 

infância com o aparecimento de patologias futuras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 4

1.1 Estresse  

 
 O termo estresse foi primeiramente utilizado em 1936, pelo médico húngaro Hans 

Selye, na publicação “What is Stress”. Selye definiu o estresse como a “Síndrome da 

Adaptação Geral”, a qual era dividida em três etapas: alarme, resistência e exaustão. A 

primeira etapa consistia na identificação do agente estressor. A segunda etapa era aquela 

em que o organismo combatia o agente estressor com sucesso. E a terceira etapa, de onde 

advinham os efeitos deletérios do estresse, era o momento no qual o organismo chegava a 

um estado de exaustão, não conseguindo mais responder a esse agente (SELYE, 1936 apud 

KOPIN, 1995).  

 Segundo Selye, o estresse seria uma “resposta não-específica do corpo para 

qualquer demanda” (SELYE, 1976), posteriormente conhecida por “doutrina da não-

especificidade” (PACAK et al., 1998). Atualmente esse conceito sofreu algumas 

modificações em relação àquelas definidas por Selye. Por exemplo, o estudo de PACAK et 

al., 1998, demonstrou que cada estressor tem sua própria “assinatura” neuroquímica central 

e neuroendócrina periférica. A resposta ao estresse seria um conjunto de respostas do 

organismo ao agente estressor. Esse agente estressor é descrito como algo que pode vir a 

perturbar a homeostase do organismo e, assim, requer uma resposta fisiológica. Pode 

também ser uma interpretação errônea da situação que é encarada como ameaça, e 

desencadeia uma resposta hormonal e/ou comportamental (McEWEN, 2002; TSIGOS & 

CHROUSOS, 2002).  

 Há dois sistemas de resposta ao estresse que são classicamente descritos na 

literatura: o sistema neurovegetativo, caracterizado pela liberação de adrenalina pela 

medula adrenal; e o sistema neuroendócrino, caracterizado pela liberação de 
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glicocorticóides (Gs), os quais são produzidos pelo córtex da glândula adrenal sob estímulo 

do hipotálamo e da hipófise (McEWEN, 2002; TSIGOS & CHROUSOS, 2002). A ativação 

aguda desses sistemas é altamente adaptativa, promovendo uma maior disponibilidade de 

energia e aporte sangüíneo aos órgãos-alvo (TSIGOS & CHROUSOS, 2002). Contudo, 

uma exposição prolongada aos Gs, causada pela ativação crônica desses sistemas, pode ter 

efeitos deletérios ao organismo (DALLMAN et al., 2004; MILLER & O’CALLAGHAN, 

2002).  

  

1.2 O Eixo Hipotálamo-Hipófise-Adrenal  

 
Qualquer distúrbio no corpo, seja ele real ou imaginário, provoca uma resposta ao 

agente estressor, com a finalidade de manter a homeostase e facilitar a adaptação. Em 

mamíferos, esta resposta é desencadeada pelo eixo HHA. 

Uma típica resposta neuroendócrina ao estresse envolve inicialmente, dentro de 

segundos, uma secreção aumentada de catecolaminas (CAs) (adrenalina e noradrenalina) 

pelo sistema nervoso simpático, ativação do Núcleo Paraventricular Hipotalâmico (PVN), 

onde importantes peptídeos são altamente expressos, como arginina-vasopressina (AVP) e 

o Hormônio Liberador da Corticotropina (CRH), e secreção aumentada de ocitocina (OT) 

pelo lobo neural da hipófise. Os axônios dos neurônios PVN projetam-se para a zona 

externa da eminência média do hipotálamo, o que leva à liberação dos peptídeos no sistema 

porta – uma estrutura vascular especializada que liga o sistema nervoso central (SNC) à 

glândula hipófise. Isto resulta na síntese e liberação de diversos outros peptídeos derivados 

de um precursor comum: a pró-opiomelanocortina (POMC). Entre estes peptídeos, estão 

incluídos os opióides endógenos, como a β-endorfina, e o Hormônio Adrenocorticotrópico 
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(ACTH), que, ao ser lançado na circulação sistêmica, é carregado até as glândulas adrenais 

onde ativa a produção e liberação de Gs pelo córtex das mesmas (DE KLOET et al., 1998; 

JOHNSON et al., 1992; SAPOLSKY et al., 2000; VAN DE KAR & BLAIR, 1999). 

O sistema HHA, que envolve a liberação de hormônios Gs pela adrenal (cortisol no 

homem e corticosterona no rato) é lento e persistente (DE KLOET et al., 1998). Alguns 

minutos após o início da exposição do indivíduo ao estressor, há um aumento dos níveis de 

Gs plasmáticos, atingindo o pico entre 30 minutos e 1 hora (SAPOLSKY et al, 2000). O 

eixo HHA é um dos principais sistemas de controle da resposta psicológica aos estressores 

nos mamíferos (O’BRIEN, 1997; SAPOLSKY et al., 2000). Os hormônios Gs são os 

efetores finais do eixo HHA e participam no controle da homeostase e da resposta do 

organismo aos estressores (HABIB et al., 2001). Esses hormônios têm ações de proteção da 

homeostasia, pois mobilizam estoques energéticos, resultando na estimulação do 

catabolismo protéico, da gliconeogênese e da lipólise; eles auxiliam na regulação do 

metabolismo protéico e do glicogênio e ajudam a estimular a formação de glicogênio em 

outros tecidos (PHILLIPS et al., 2006). Além disso, melhoram a função cognitiva e inibem 

a secreção de esteróides gonadais (DE KLOET, 1998). Aumentos agudos nos níveis de Gs 

provocam uma resposta adaptativa e o aumento prolongado pode ter efeitos negativos no 

sistema nervoso, além de outros tecidos, e estão sendo associados à dilatação ventricular, 

atrofia cerebral, redução na capacidade cognitiva (O’BRIEN, 1997) e possível 

neurotoxicidade (SAPOLSKY, 2000a,b). 

Os efeitos da corticosterona (CORT) são mediados por dois subtipos de receptores 

de Gs: o receptor mineralocorticóide (RM) o qual tem maior afinidade pela CORT e o 

receptor glicocorticóide (RG) que possui menor afinidade pela CORT (MEIJER & 

DEKLOET, 1998; MEIJER et al., 1998). Os RMs participam do controle da excitabilidade 
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basal e da responsividade comportamental, enquanto que os RGs estão envolvidos no 

término da resposta ao estresse e na supressão da excitabilidade aumentada por estímulo 

excitatório (TRITOS et al., 1999). Esses receptores também agem como fatores de 

transcrição dependentes de ligante (EVANS & ARRIZA, 1989; GESING et al., 2001). Os 

RMs são encontrados em algumas áreas límbicas como o hipocampo, enquanto que os RGs 

são encontrados em várias regiões encefálicas, incluindo o córtex frontal e o PVN 

hipotalâmico (JACOBSON & SAPOLSKY, 1991; MEIJER & DEKLOET, 1998). 

Os Gs têm um papel regulador chave no controle neuroendócrino do eixo HHA e no 

término da resposta ao estresse ao exercer retroalimentação negativa em receptores no 

hipotálamo, na hipófise e em estruturas do sistema límbico, tais como o hipocampo e a 

amígdala (DE KLOET et al., 1986; DE KLOET, 1995; MEANEY et al, 1996; MEIJER & 

DE KLOET, 1998; REUL et al., 1990). A retroalimentação negativa tem dois modos de 

operação (VAN OERS et al., 1998): o modo pró-ativo envolve a manutenção de níveis 

basais do eixo HHA – esse processo determina a sensibilidade ou limiar da resposta ao 

estresse e envolvem funções de RMs de alta afinidade por CORT localizados nas regiões 

encefálicas superiores; a função do modo reativo é de suprimir os níveis de ACTH e CORT 

induzidos por estresse – esse fenômeno envolve RGs de baixa afinidade localizados em 

neurônios parvocelulares do PVN; nas células corticotróficas hipofiseais, em abundância 

nas regiões corticais, no hipocampo e nas vias ascendentes aminérgicas, onde medeiam a 

influência modulatória da CORT na atividade do HHA. A ativação de RMs no hipocampo 

inibe a atividade do eixo HHA (GESING et al., 2001). Eferências neuronais hipocampais 

ativam neurônios GABAérgicos localizados na região septal ventrolateral e no núcleo 

próprio da stria terminalis (BNST), os quais projetam-se  para neurônios da região 

parvocelular do núcleo hipotalâmico paraventricular (HERMAN & CULLMAN, 1997). A 
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inibição realizada por esses hormônios atua como um limite na sua própria ação, o que 

previne efeitos catabólicos, antirreprodutivos e imunossupressivos no organismo (TSIGOS 

& CHROUSOS, 2002).  

 

1.3 Gênero e Estresse 

 

A maior incidência de depressão e outros transtornos relacionados ao estresse em 

mulheres implicam numa maior sensibilidade dos sistemas ou substratos relacionados ao 

estresse no sexo feminino (CURTIS et al., 2006). O encéfalo masculino ou feminino (seja 

humano, seja de roedor), difere, geralmente, em muitos níveis, anatomicamente, 

metabolicamente e neuroquimicamente e também nas respostas ativacionais a estímulo 

emocional (DUCHESNE et al., 2009). Estudos clínicos têm mostrado que a função do eixo 

HHA é sexualmente dimórfica em ambas as condições normais e patológicas tais como o 

transtorno de depressão maior, já que as mulheres têm maiores níveis basais e induzidos 

por estresse de cortisol e são mais resistentes à supressão do eixo HHA por dexametasona 

(YOUNG, 1998; KLEIN & CORWIN, 2002; KUDIELKA & KIRSCHBAUM, 2005). Em 

ratos, diferenças sexuais têm sido demonstradas na função do eixo HHA e nas respostas a 

situações estressantes ou provocadoras de ansiedade (BLANCHARD et al., 1991; 

KARANDREA et al., 2000, 2002; BEIKO et al., 2004; CURTIS et al., 2006). Estudos com 

ratos demonstraram que há uma responsividade aumentada do eixo HHA em fêmeas, 

comparada aos machos (KIVVAT, 1961; CRITCHLOW et al., 1963; LE MEVEL et al., 

1979; SEALE et al., 2004), as fêmeas também têm maiores níveis plasmáticos basais e 

induzidos por estresse dos hormônios ACTH e CORT e tendem a mostrar mais 

comportamento exploratório (JOHNSTON & FILE, 1991; MENDELSON & McEWEN, 
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1991; VIAU & MEANEY, 1991; IMHOF et al., 1993; BURGESS & HANDA, 1992; 

LUNGA & HERBERT, 2004). Um fator complicador na análise da contribuição da CORT 

à função neural de fêmeas é que os níveis de CORT não são constantes, mas variam ao 

longo do ciclo estral e os níveis são maiores no pró-estro (LUINE et al., 2007). Deve ser 

considerado, entretanto, que a natureza do dimorfismo sexual do eixo HHA é mais 

complexa em humanos. Estudos sugeriram que os hormônios circulantes poderiam 

influenciar as diferenças sexuais de atividade do eixo HHA (MILLER et al., 2004; SEALE 

et al., 2004). Suportando esses achados, BURGESS & HANDA (1992) demonstraram que 

o estrogênio prejudica a retroalimentação negativa dos Gs. Sugere-se que a sensibilidade 

aumentada do eixo HHA em fêmeas está relacionada à indução da transcrição de CRH pelo 

complexo do receptor de estrogênio (VAMVAKOPOULOS & CHROUSOS, 1993; 

MILLER et al., 2004). Esses achados são consistentes com a idéia de que os efeitos do 

estrogênio na transcrição do CRH (efeitos que são pré-sinápticos à hipófise) estão 

correlacionados com a resposta sexualmente dimórfica do eixo HHA. No entanto, as 

diferenças sexuais de resposta ao estresse, assim como nas respostas comuns ao estresse 

entre ambos os gêneros, não ocorrem somente no eixo HHA e nos hormônios circulantes, 

mas também em sistemas centrais de neurotransmissores (CURTIS et al, 2006). 

 

1.4 Ocitocina e Estresse 

 

A OT é produzida principalmente pelo trato hipotálamo-neurohipófise. Neurônios 

magnocelulares dos núcleos supraóptico e paraventricular enviam seus axônios carregando 

o peptídeo através da camada interna da eminência média para o lobo posterior ou neural da 

glândula hipófise para liberá-la na circulação. Além disso, a OT liberada da neuro-hipófise 
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pode alcançar a adeno-hipófise via os plexos capilares compartilhados (JEZOVÁ et al., 

1995; CONSIGLIO, 2006). Além de sua presença no hipotálamo, a OT é encontrada em 

várias outras regiões encefálicas (por exemplo, no sistema límbico e no tronco encefálico), 

sugerindo que OT possui um papel na neurotransmissão. Nos animais, o sistema 

ocitocinérgico central é considerado por apresentar um papel em vários tipos de 

comportamentos. A OT também pode ser considerada um hormônio típico do estresse a 

qual pode estar envolvida no controle neuroendócrino das respostas ao estresse, podendo 

também estar envolvida em psicopatologias relacionadas ao estresse, tais como a depressão 

(JEZOVÁ et al., 1995; CONSIGLIO, 2006). Uma variedade de estressores que estimulam 

o eixo HHA induz secreção de OT não apenas no sangue, mas também no encéfalo de 

machos e fêmeas (NEUMANN et al., 2000). Ambos estressores osmóticos (administração 

de salina hipertônica) e não-osmóticos (imobilização por 30 min.) induzem liberação de 

OT. Foi encontrado que a liberação de OT em ratos também está aumentada em resposta a 

vários outros tipos de contenção ou imobilização, éter, hipoglicemia, nado forçado e 

aumento na temperatura ambiente (LANG et al., 1983; GIBBS, 1984; CARTER & 

LIGHTMAN, 1986; HASHIMOTO et al., 1989; IVÁNYI et al., 1991; CRINE & BUJIS, 

1987; HIGUCHI et al., 1986; HIGUCHI et al., 1990; BJÖRKSTRAND et al., 1992; 

JEZOVÁ et al., 1993; ROMERO et al., 1993; VECSERNYÉS et al., 1994; JEZOVÁ et al., 

1995). Achados sugerem que a OT intracerebral pode estar envolvida no término das 

respostas ao estresse ou em processos adaptativos, ou ambos, quando há uma exposição 

recorrente ao estressor (PATCHEV et al., 1993; LIBERZON & YOUNG, 1997). O efeito 

inibitório da OT intracerebral pode ser mediado não apenas pelo PVN, mas também por 

regiões límbicas tais como o hipocampo, amígdala e septo. Os achados de NEUMANN et 

al., 2000, indicam que a OT inibe os neurônios do PVN que regulam a secreção de ACTH. 
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As ações intracerebrais da OT dependem dos níveis de esteróides sexuais circulantes. 

Estrogênios, por exemplo, potenciam a ação da OT pelo aumento de receptores funcionais 

de OT no encéfalo (PATCHEV et al., 1993; YOUNG et al., 1997a; DEKLOET et al., 

1985). 

 

1.5 Neuroquímica da Resposta ao Estresse 

 

Múltiplas estruturas encefálicas e sistemas de neurotransmissores estão envolvidos 

na organização das respostas a estímulos aversivos ou estressantes (Figura 1). Entre elas 

estão: o hipotálamo, o sistema septo-hipocampal, amígdala, os córtices cingulado e pré-

frontal, estruturas caudais tais como os grupos de corpos celulares catecolaminérgicos no 

tronco encefálico, o núcleo parabraquial, o núcleo cuneiforme e o núcleo dorsal da rafe 

(VAN DE KAR & BLAIR, 1999). A maioria das entradas sensoriais passa através do 

sistema reticular ou do tálamo, os quais funcionam como estações e retransmissão (relay), 

para a amígdala e córtex sensorial (AMIRAGOVA, 1985; KORTE et al., 1992; PEZZONE 

et al., 1992). O córtex sensorial então se comunica diretamente ou via o hipocampo com a 

amígdala lateral através do córtex perirrinal (DAVIS et al., 1994a,b; LEDOUX, 1995). 

Neurônios CRH no PVN recebem entradas da amígdala central diretamente ou através do 

BNST (CULLINAN et al., 1993; GRAY et al., 1989, 1993; GRAY, 1993). Acredita-se que 

esta via amígdalo-hipotalâmica tenha um papel chave na resposta adrenocortical a uma 

série de estímulos somatossensoriais (FELDMAN et al., 1975; GRAY, 1993; GRAY et al., 

1993). Neurônios CRH são estimulados por serotonina e acetilcolina e inibidos por Gs, 

ácido gama-aminobutírico (GABA), ACTH e peptídeos opióides (CALOGERO et al., 

1988; STRATAKIS & CHROUSOS, 1995).  
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Em adição a sua função neuroendócrina, o CRH pode agir como um 

neurotransmissor ou neuromodulador em circuitos extra-hipotalâmicos para integrar o 

sistema múltiplo encefálico de respostas ao estresse (PREIL et al., 2001). Algumas das 

áreas envolvidas nessa regulação de CRH extra-hipotalâmica incluem o córtex, amígdala, 

núcleo accumbens (Nacc) e hipocampo (CARRASCO & VAN DE KAR, 2003). Ao agir 

como neurotransmissor em outras áreas encefálicas, tais como o BNTS, o núcleo dorsal da 

rafe e o locus ceruleus, o CRH pode modular a atividade dos sistemas dopaminérgicos, 

serotonérgicos e noradrenérgicos, respectivamente, de modo a coordenar os componentes 

vegetativos e comportamentais da resposta ao estresse (DUNN & BERRIDGE, 1987; 

CURTIS & VALENTINO, 1994; CURTIS et al., 1995, 1999; PRICE et al., 1998). 

Diversos neurotransmissores participam das respostas centrais do estresse, tais 

como a indolamina serotonina e as catecolaminas (CAs) dopamina e noradrenalina – as 

quais também são conhecidas por monoaminas (BALDESSARINI, 1972; WEINER & 

GANONG, 1978; CARRASCO & VAN DE KAR, 2003). Mudanças neuroquímicas têm 

sido demonstradas em resposta a uma variedade de estressores, incluindo nado forçado 

(JORDAN et al., 1994; PARIS et al., 1987), medo condicionado (INOUE et al., 1993; 

LORENS et al., 1990), choque elétrico nas patas (DUNN, 1988a,b; INOUE et al., 1994; 

SHANKS et al., 1991) e imobilização (PARIS et al., 1987; SHINTANI et al., 1995). Essas 

alterações neuroquímicas induzidas por estressor incluem, de modo geral, aumentos na 

liberação e renovação (ou “turnover”, que é a relação de síntese e degradação de 

neurotransmissor, dado pela razão metabólito/neurotransmissor) da serotonina, dopamina e 

noradrenalina em uma variedade de regiões encefálicas (BALDESSARINI, 1972; 

CONNOR, 1997; JOCA et al., 2007). Tais alterações têm sido detectadas usando análises 
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postmortem ex vivo (DUNN, 1988a,b; INOUE et al., 1994) e estudos de microdiálise in 

vivo (JORDAN et al., 1994; SHINTANI et al., 1995).  

Os mecanismos pelos quais estas monoaminas estão envolvidas no estresse serão 

detalhados a seguir. 

 

1.5.1 Serotonina e Estresse 

 

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é uma indolamina amplamente 

distribuída no encéfalo e está envolvida no humor e no controle de impulso (FINK et al., 

1998; YOUNG et al., 1996). Disfunção da neurotransmissão serotonérgica tem sido 

associada a vários transtornos de humor e de ansiedade, incluindo depressão, transtorno de 

pânico, transtorno obsessivo-compulsivo e transtornos alimentares (GRAEFF et al., 1997; 

LEVY & VAN DE KAR, 1992; MORA et al., 1997). Desde a descoberta de que a inibição 

seletiva da recaptação de 5-HT induz efeitos antidepressivos, vários estudos têm 

investigado o papel da neurotransmissão serotonérgica na neurobiologia da depressão 

(DELGADO et al., 1990). Ademais, os neurônios serotonérgicos têm uma grande 

influência na regulação da função neuroendócrina.  

Os corpos celulares estão localizados nos núcleos dorsal ou medial da rafe, mas 

alguns estão localizados na região ventrolateral do mesencéfalo que é também conhecida 

por grupo celular B9 (DAHLSTROM & FUXE, 1965). Os neurônios serotonérgicos 

localizados na rafe mesencefálica inervam o hipotálamo. Muitos desses neurônios também 

enviam colaterais à amígdala (PETROV et al., 1994) e possivelmente a outras regiões 

límbicas prosencefálicas. Então, mudanças na eferência serotonérgica a várias regiões 
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límbicas prosencefálicas pode ser refletido em mudanças na eferência serotonérgica ao 

hipotálamo (CARRASCO & VAN DE KAR, 2003).  

As fibras imunorreativas a 5-HT que inervam o PVN estão concentradas na divisão 

parvocelular e são provenientes da rafe dorsal, rafe medial, e do grupo celular lateral (B9) 

do mesencéfalo (VAN DE KAR, 1991) – neurônios contendo CRH no PVN recebem 

aferência sináptica serotonérgica diretamente. Evidências reforçam a idéia de que o sistema 

serotonérgico central pode influenciar a atividade do eixo HHA via uma ação direta sobre 

os neurônios que sintetizam CRH (LIPOSITS et al., 1987). Sugere-se, porém, que os 

neurônios 5-HT do núcleo dorsal da rafe e/ou seus terminais nervosos no hipocampo ou 

hipotálamo possam participar na retroalimentação inibitória da secreção de ACTH (VAN 

DE KAR, 1991).  

A 5-HT parece exercer um papel protetor no hipocampo e atenua as conseqüências 

comportamentais do estresse pela ativação dos receptores 5-HT1A nesta estrutura (JOCA et 

al, 2007). A ativação destes receptores hipocampais poderia ajudar na adaptação ao estresse 

pela atenuação do impacto emocional de estímulos aversivos e conseqüentemente inibindo 

a consolidação de memórias estressantes. Finalmente, o 5-HT1A medeia algumas ações 

tróficas atribuídas a 5-HT tais como aumento na neurogênese (BREZUN & DASZUTA, 

1999; BREZUN & DASZUTA , 2000; RADLEY & JACOBS, 2002; BANASR et al., 

2004) e a liberação de fatores neurotróficos (GALTER & UNSICKER, 1996). É possível 

que esses efeitos poderiam proteger a circuitaria hipocampal de efeitos deletérios induzidos 

pela exposição repetida ao estresse e aos Gs. Os corticosteróides podem agir modulando 

diretamente a neurotransmissão serotonérgica pela regulação dos receptores 5-HT. A alta 

concentração de receptores corticosteróides no hipocampo está relacionada com a 

sensibilidade dos receptores 5-HT à regulação por corticosteróide nessa região. Ou seja, há 
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uma ligação funcional nas interações esteróide-receptor de 5-HT nessa estrutura 

(VÁZQUEZ et al., 2002).  

 

1.5.2 Dopamina e Estresse 

 

A dopamina (DA) é uma CA que apresenta um importante papel na regulação do 

humor e comportamento, particularmente no comportamento motivado e de recompensa. 

(KOOB, 1999; BERRIDGE & ROBINSON, 1998; HYMAN et al, 2006). A DA também 

está implicada na neurobiologia da depressão e no mecanismo de ação dos antidepressivos 

(GAMBARANA et al., 1995; D’AQUILA et al., 2000; BASSO et al., 2005; GERSHON et 

al., 2006; NESTLER & CARLEZON, 2006). A hipofunção dopaminérgica nas rotas 

dopaminérgicas mesolímbicas está relacionada à motivação diminuída e/ou à anedonia 

observada em estados depressivos em humanos (NELSON & CHARNEY, 1981; CABIB & 

PUGLISI-ALLEGRA, 1996; WILLNER, 1997; D’AQUILA et al., 2000; NESTLER & 

CARLEZON, 2006). 

Estudos já relataram achados apoiando o papel da DA endógena na regulação da 

atividade do eixo HHA (BOROWSKY & KUN, 1991a,b,c; CASOLINI et al., 1993), 

aparentemente mediada pelos receptores D1 e D3, ao invés de D1 e D2 (BOROWSKY & 

KUHN, 1992). Durante o estresse, a liberação de DA mesocortical normalmente age de 

forma adaptativa pois está relacionada à capacidade de retroalimentação negativa 

prevenindo a ativação excessiva do eixo HHA (SULLIVAN & DUFRESNE, 2006). 

A regulação dopaminérgica na função do eixo HHA parece ser mediada por 

neurônios dopaminérgicos do hipotálamo, os quais são distintos dos neurônios 

dopaminérgicos no prosencéfalo mediando a ativação comportamental (BOROWSKY & 
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KUHN, 1990, 1991c). Há um grupo de pericários contendo DA (identificados como A12) 

localizados nos núcleos arqueado e periventricular no hipotálamo medial (MOORE et al., 

1987). Esses neurônios formam o sistema Tuberoinfundibular (TI), o qual consiste de 

pequenos neurônios com corpos celulares nos núcleos do arqueado e projetam-se à camada 

externa da eminência média em próximo contato aos capilares que se unem para formar os 

vasos portais hipofiseais, e o sistema túbero-hipofiseal, o qual se projeta para os lobos 

neural e intermediário da hipófise. O PVN recebe inervação dopaminérgica de duas fontes 

principais: o núcleo dorsal periventricular (grupo A14) e da zona incerta (grupo A13) 

(CHEUNG et al., 1998; WAGNER et al., 1995). A parte magnocelular do PVN contém 

predominantemente neurônios que sintetizam AVP e OT (KOVACS, 1998). As 

observações anatômicas de que o D1 está presente nesta subregião do PVN fornece 

evidência indicando que a liberação de AVP e OT pode estar sob controle direto de D1. 

Como já foi mencionado, a localização de D1 não está limitado apenas à parte magnocelular 

do PVN; sua presença também pode ser observada na parte parvocelular, caracterizada pela 

presença de neurônios que sintetizam CRH (ARMSTRONG, 1995; KOVACS, 1998). A 

presença de D1 na porção parvocelular é esperada, uma vez que foi observado que a 

ativação de D1 por um agonista induziu o aparecimento de proteína cFos em neurônios 

positivos para CRH do PVN (EATON et al., 1996). Além do hipotálamo, estudos já 

demonstraram o aumento da atividade dopaminérgica provocada por estresse em outras 

estruturas encefálicas, tais como o córtex pré-frontal (CPF), Nacc, estriado, tronco 

encefálico e amígdala, os quais recebem aferências de outros neurônios dopaminérgicos, 

tais como os da área tegmental ventral (VTA) e da substância nigra (DUNN, 1988a,b; 

DUNN & BERRIDGE, 1982; IMPERATO et al., 1992; ZHANG et al., 1995; PIAZZA et 

al, 1996; BRAKE et al., 2000; SULLIVAN & DUFRESNE, 2006; DALLA et al., 2008).  
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Em um estudo das diferenças de gênero na DA (DALLA et al, 2008), foi observado 

que as fêmeas controle apresentavam uma atividade dopaminérgica basal aumentada, tendo 

uma maior renovação da DA (HVA/DA, DOPAC/DA) na maioria das regiões encefálicas 

estudadas (hipocampo, hipotálamo e CPF) comparado aos machos. A renovação de DA está 

aumentado no hipocampo de ratos machos submetidos ao estresse por nado forçado, porém, 

não em fêmeas. Há diferenças de gênero na neurotransmissão dopaminérgica basal e em 

resposta ao estresse, as quais poderiam estar relacionadas com os efeitos ativadores 

(durante a vida adulta) e/ou organizadores (durante o desenvolvimento) dos hormônios 

sexuais (THOMPSON & MOSS, 1997; SFIKAKIS et al., 1998). Em outro estudo 

(DUCHESNE et al., 2009), as fêmeas apresentaram níveis significativamente mais altos de 

DA no CPF ventromedial, córtex insular e Nacc. No entanto, os machos apresentaram 

maiores níveis de DOPAC ou renovação (DOPAC/DA) do que em fêmeas no CPF 

ventromedial, córtex insular, Nacc, amígdala e hipocampo dorsal, sugerindo uma maior 

utilização de neurotransmissor em machos. 

 

1.5.3 Noradrenalina e Estresse 

 

O sistema noradrenérgico tem sido há muito tempo relacionado às respostas 

comportamentais ao estresse (LEONARD, 2001; MORILAK et al., 2005) e ao mecanismo 

de ação das drogas antidepressivas (HENINGER et al., 1996; BRUNELLO et al., 2002; 

NUTT, 2006). A noradrenalina (NA, também chamada norepinefrina) é uma CA 

amplamente distribuída no encéfalo. 

 Diferentemente dos neurônios dopaminérgicos, os corpos celulares de todos os 

neurônios secretores de NA no encéfalo estão localizados na porção caudal do encéfalo. 
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Seus axônios projetam-se para todas as partes do encéfalo e medula espinhal. Há três 

sistemas principais: o sistema locus ceruleus (LC) feito de neurônios no LC que se 

projetam para o cerebelo e medula espinhal via o feixe noradrenérgico dorsal para o 

prosencéfalo; o sistema tegmentar lateral feito de neurônios na porção lateral da medula, 

locus subceruleus, e áreas tegmentais laterais relacionadas que se projetam para a medula 

espinhal e via o feixe noradrenérgico para o tronco encefálico e hipotálamo; o sistema 

tegmental dorsal feito de neurônios na região do núcleo motor dorsal do vago e do trato 

solitário que provavelmente também se projetam para o tronco encefálico e hipotálamo via 

o feixe ventral noradrenérgico (WEINER & GANONG, 1978). 

A NA encefálica é o principal sistema de alarme que leva à diminuição das funções 

neurovegetativas, tais como comer e dormir (HABIB et al., 2001). A ativação do sistema 

NA-LC é uma resposta consistente ao estresse que pode funcionar para otimizar o estado de 

alerta e o uso da atenção para adaptação ao desafio (CHROUSOS & GOLD, 1992; 

O’CONNOR et al., 2000; LEONARD, 2001; VERMETTEN & BREMNER, 2002; 

BERRIDGE & WATERHOUSE, 2003; VALENTINO & VAN BOCKSTAELE, 2005). 

Exposição a vários estímulos estressores resulta em um aumento total da atividade dos 

neurônios contendo NA, incluindo o LC (LACHAUER et al., 1991; QUINTIN et al., 1987; 

QUINTIN et al., 1989). A ativação geral dos neurônios noradrenérgicos tem sido descrita 

em resposta a diferentes estressores (barulho, contenção, hipoglicemia, nado) em ratos e em 

gatos (ABERCROMBIE & JACOBS, 1987a,b, 1988; CASSENS et al., 1980, 1981; 

CURTIS et al., 1997; MORILAK et al., 1987). Estímulos de intensidade suficiente (por 

exemplo, contenção) podem causar aumentos na atividade de neurônios LC em associação 

com ativação simpática (aumento na taxa cardíaca, por exemplo) (ELAM et al., 1984; 

REINER, 1986; AMBERCROMBIE & JACOBS, 1987). Vários tipos de estressores físicos 
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tais como exaustão muscular (GORDON et al., 1966), imobilização (CORRODI et al., 

1968), frio (GORDON et al., 1966) e choque elétrico (THIERRY et al., 1968) induzem 

aceleração da renovação de NA central. A renovação (MHPG/NA) aumentada do 

metabolismo da noradrenalina foi também descrito durante a exposição ao estresse em 

ratos, como por exemplo, choque nas patas (THIERRY et al., 1968; KORF et al., 1973). As 

razões MHPG/NA estão aumentadas por estresse em diversas regiões, tais como no CPF, 

no Nacc, no septo, na amígdala, no hipotálamo, no hipocampo e no tronco encefálico 

(DUNN, 1988a). 

O hipotálamo sendo um importante centro integrativo da resposta neuroendócrina 

também recebe inervação de neurônios contendo NA (HABIB et al., 2001). Os neurônios 

noradrenérgicos que inervam o PVN hipotalâmico têm sua origem no núcleo caudal do 

trato solitário (grupo celular A2) na porção dorsolateral da medula, com algumas 

contribuições do grupo celular medular A1 e do LC (A6) (CUNNINGHAM & 

SAWCHENKO, 1988; HABIB et al., 2001; PALKOVITS et al., 1999; PALKOVITS, 

1999). A divisão parvocelular do PVN é inervada principalmente pelos grupos celulares 

A2/C2 – acredita-se que neurônios nesta porção regulam a liberação de ACTH durante o 

estresse (LACHUER et al., 1991; PLOTSKY, 1987). A divisão parvocelular também 

contém terminais noradrenérgicos e adrenérgicos em células imunorreativas para CRH, 

sugerindo um papel das CAs na regulação das respostas hipófise-adrenocorticais 

(LIPOSITS et al., 1986; NALAI et al., 1986; PLOTSKY, 1987). O estresse psicológico 

aumenta a renovação de NA preferencialmente no hipotálamo e também na amígdala 

(IIMORI et al., 1982). Em outro trabalho também utilizando imobilização como estressor, 

foi indicado que este procedimento leva à liberação, recaptação, metabolismo e síntese de 

NA aumentados no PVN de ratos conscientes (PACAK et al., 1992).  
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O hipocampo apresenta um importante papel na regulação do comportamento 

emocional e na função visceral (por exemplo, no controle do estresse), e pode estar 

relacionado ao controle das respostas cardiovasculares e respiratórias (ANAND & DUA, 

1956; RUIT & NEAFSEY, 1990; RUIT & NEAFSEY, 1988). GRAY, 1981, relatou que a 

entrada noradrenérgica via feixes dorsais para o sistema mesencéfalo-hipocampo é 

importante para a indução da ansiedade. O hipocampo, o qual recebe extensiva inervação 

do LC (SWANSON et al., 1987) e contém uma alta densidade de sítios de ligação (binding) 

de α2-adrenoceptores (BROWN et al., 1990; CURET & DE MONTIGNY, 1988, 1989; 

CURET et al., 1987) está implicado numa variedade de funções as quais relacionam o 

estímulo ambiental com respostas neuroendócrinas e cardiovasculares (McEWEN et al., 

1987; McEWEN et al., 1992). Já está bem documentado que o estresse induz aumentos 

marcantes de liberação e síntese de NA no hipocampo (BRITTON et al., 1992; 

NISEMBAUM & ABERCROMBIE, 1992; NISEMBAUM et al., 1991; POL et al., 1992; 

TANAKA et al., 1989) e que α2-adrenoceptores modulam a atividade da NA em resposta 

ao estresse nesta área (ABERCROMBIE et al., 1988; NISEMBAUM & ABERCROMBIE, 

1993).  
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Figura 1: Circuitos encefálicos participando da regulação da resposta 
neuroendócrina do estresse. CRH= hormônio liberador de corticotropina no núcleo 
paraventricular do hipotálamo; 5-HT= serotonina no núcleo dorsal da rafe; NA= 
noradrenalina no locus ceruleus; DA= dopamina no sistema mesolímbico; Amg= 
amígdala. Adaptado de CARRASCO & VAN DE KAR, 2003. 
 

 



 22

1.6 Respostas ao Estresse no Período Neonatal 

 

Nos roedores em desenvolvimento há um período entre os dias 4 e 14 de vida pós-

natal no qual a resposta da adrenal ao estresse é mínima ou inexistente. Esse foi designado 

como o “Período Hiporresponsivo ao Estresse” (PHRE) (VÁZQUEZ, 1998; LEVINE, 

2001). Esse período tem por característica o mecanismo de retroalimentação negativa aos 

Gs exacerbado no hipotálamo e na hipófise, sensibilidade da adrenal ao ACTH reduzida e 

elevações mínimas da CORT em resposta a maioria dos estressores (SUCHECKI et al., 

1995; SILVEIRA et al., 2007). Há evidência que esse período hiporresponsivo também 

exista em humanos (SILVEIRA et al., 2007). Durante as duas primeiras semanas de vida 

pós-natal dos roedores, os níveis de CORT, de ACTH e de CRH estão diminuídos 

(VÁZQUEZ, 1998; LEVINE, 2001). Este estágio neonatal de hiporresponsividade do HHA 

poderia ser considerado um mecanismo adaptativo e protetor, uma vez que níveis elevados 

de corticosteróide durante este período crítico e anabólico do desenvolvimento têm efeitos 

profundamente deletérios e catabólicos que incluem a inibição do crescimento encefálico, 

da divisão celular dos neurônios, do desenvolvimento dos dendritos e do metabolismo 

neuronal (MEANEY et al., 1985). 

Os RGs são expressos no tecido encefálico do rato e é funcional no dia embrionário 

(E) 13; a regulação da retroalimentação negativa do eixo HHA por CORT está estabelecida 

entre E13 e E17 (KITRAKI et al., 1996) e mudanças no nível de CORT no soro em filhotes 

neonatais podem afetar o nível de receptores de CORT, especialmente de RG 

(ANGELUCCI et al., 1983).  

As concentrações plasmáticas de ACTH e CORT são altas durante o 1º dia após o 

nascimento (P0) e diminuem pronunciadamente no 2º dia pós-parto (P1). Os níveis de 
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ACTH e CORT plasmáticos são baixos durante as primeiras duas semanas de vida e 

aumentam depois para alcançar valores semelhantes aos adultos no P21 (CHATELAIN et 

al., 1988). Os conteúdos de ACTH na hipófise e de CRH no hipotálamo são baixos nas 

primeiras duas semanas e aumentam após esse período (BARTOVÁ, 1968). A diminuição 

dos valores plasmáticos de CORT é muito mais pronunciada do que de ACTH, sugerindo 

que o desenvolvimento da adrenal do rato é menos sensível ao efeito estimulatório da 

ACTH hipofiseal. A imaturidade da glândula adrenal do rato em desenvolvimento é 

consecutiva à baixa síntese e/ou secreção de ACTH pela hipófise durante o mesmo período. 

Alternativamente, a hipófise anterior pode ser menos sensível ao efeito estimulatório do 

CRH e da AVP. A síntese e secreção diminuídas de CRH poderiam ser consecutivas de 

uma retroalimentação negativa aos Gs aumentada - sugere-se que a regulação da expressão 

do gene CRH hipotalâmico não seja madura durante a primeira semana de vida (WALKER 

et al., 1986). 

Quanto à hipófise, alguns pesquisadores (SALKY & KOCH, 1981) demonstraram 

que durante as primeiras duas semanas de vida, até uma pequena percentagem de saturação 

dos RGs da hipófise pode estar associada com um alto grau de inibição da liberação de 

ACTH. Durante o PHRE, os níveis da globulina ligante de CORT são baixos no plasma e 

na hipófise anterior. Então, a circulação da CORT não-ligada é alta e pode ter acesso aos 

tecidos, especialmente aos corticotrofos, os quais podem contribuir para a sensibilidade 

aumentada da retroalimentação durante esse período. Os Gs podem também agir em um 

nível supra-hipofiseal para inibir a síntese e/ou secreção de CRH e AVP (GRINO et al., 

1991). Acredita-se que baixos níveis de Gs circulantes durante as duas primeiras semanas 

de vida sejam essenciais para o desenvolvimento normal encefálico e comportamental. 

Ratos tratados com Gs durante a primeira semana de vida têm permanentemente pesos 
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encefálicos reduzidos, alterações neuronais, gliais e de mielina, bem como mudanças 

comportamentais (SAPOLSKY & MEANEY, 1986). No final da segunda semana de vida o 

sistema HHA amadurece, com aumento gradual da CORT basal, responsividade ao estresse 

e emergência gradual da ritmicidade circadiana (MEANEY et al., 1985). 

A exposição a estímulo ou estresse durante esses primeiros dias determina 

alterações neuroquímicas e comportamentais que podem ser observadas ao longo da vida. 

Embora “hiporresponsivos”, esses indivíduos respondem agudamente ao estresse de serem 

separados de suas mães mesmo quando não expostos a nenhum outro estressor adicional 

(KUHN et al., 1990), e essa resposta aumenta progressivamente nas 24h subseqüentes. 

Além disso, durante essa fase, os níveis de transcortina (proteína transportadora de G) são 

muito baixos e a maioria dos Gs circula no plasma nas suas formas não-ligadas e, então, na 

forma biologicamente ativa (HENNING, 1978; HADJIAN et al., 1975). Logo, apesar da 

concentração plasmática total ser baixa durante o PHRE, a concentração de sua forma 

biologicamente ativa é alta, sendo suficiente para o hormônio efetuar suas ações biológicas 

e possivelmente agir como um programador do SNC de forma duradoura. 

 

1.6.1 Aspectos Ontogenéticos das Monoaminas 

 

As monoaminas têm um papel fundamental no desenvolvimento, modulação do 

padrão comportamental em mecanismo neural e na maturação das respostas elétricas 

(AGRAWAL et al., 1966). Os níveis encefálicos de 5-HT e NA são baixos no rato recém-

nascido, aumentando progressivamente com a idade, principalmente, durante a ontogenia 

pós-natal – até que os níveis adultos sejam atingidos pela quinta e sexta semana de vida 

pós-natal. A DA, por outro lado, continua a aumentar até a vida adulta. No nascimento, os 
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níveis encefálicos de 5-HT, DA e NA são 48%, 30% e 16% dos níveis adultos, 

respectivamente. As percentagens de mudanças em relação ao nível adulto de DA no 

encéfalo comparado à NA são mais baixas em todos os estágios do desenvolvimento, 

exceto no nascimento, onde os níveis absolutos de DA são maiores do que os de NA 

(AGRAWAL et al., 1966). No nascimento, as vias presumivelmente contendo DA são mais 

desenvolvidas do que àquelas contendo NA e 5-HT, e a proliferação dos terminais axonais 

ocorre em diferentes índices em diferentes partes do SNC (LOIZOU, 1972). O índice de 

aumento da concentração de monoaminas difere entre as regiões do encéfalo do rato em 

desenvolvimento. Os baixos níveis de monoaminas no rato recém-nascido parecem resultar 

de uma baixa capacidade de síntese e armazenamento (KARKI et al., 1962). Apesar da 

ocorrência de níveis altos de precursores de monoaminas no recém-nascido, tais como 

triptofano e tirosina, as suas biosínteses podem estar prejudicadas como resultado da baixa 

atividade das enzimas hidroxilantes, tais como a triptofano hidroxilase e a tirosina 

hidroxilase (LOIZOU, 1972). É sugerido também que haja uma baixa atividade da 

monoamina oxidase (MAO) e da catecol-O-metil-transferase (COMT) no período neonatal 

e não parece haver diferença dessas enzimas de uma área para outra no desenvolvimento 

(PORCHER & HELLER, 1972).  

O aumento no conteúdo de monoaminas do encéfalo para os níveis adultos durante 

as primeiras semanas de vida pós-natal ocorre concomitantemente com a maturação 

morfológica dos neurônios contendo monoaminas, tais como o aumento de volume dos 

corpos celulares e proliferação do aparato dos terminais axonais, com um aumento 

concomitante na quantidade (massa protéica) e atividade das enzimas sintetizadoras e um 

aumento no número de vesículas de armazenamento, ambos os quais eventualmente 

concentram-se nos terminais. O número adulto de corpos celulares é atingido na segunda 
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semana pós-natal. Embora os ratos neonatos possuam o número adulto de corpos celulares 

contendo monoaminas, eles não contêm o número adulto de terminais nervosos contendo 

monoaminas. É provável que a proliferação do aparato do terminal axonal forneça o 

substrato morfológico do aumento neuroquímico observado nas monoaminas, uma vez que 

no animal adulto a maioria da monoamina intracelular está localizada nas varicosidades 

terminais de ambos os neurônios periféricos e centrais contendo monoaminas. A 

proliferação dos terminais axonais é muito marcante durante as 3 primeiras semanas pós-

natais no caso dos neurônios serotonérgicos e noradrenérgicos, e durante as primeiras 4 

semanas em neurônios dopaminérgicos. Depois disso, a proliferação cessa ou diminui 

consideravelmente (LOIZOU, 1972).  

Dado que a desregulação da 5-HT está ligada tanto a transtornos autistas quanto a 

transtornos de humor na infância, achados quanto à ontogenia do sistema serotonérgico têm 

implicações para o papel do estresse no início da vida na saúde mental na infância 

(KOSTEN et al., 2004). O sistema serotonérgico apresenta um padrão de desenvolvimento 

predominantemente pós-natal (VÁZQUEZ et al., 2002). O padrão de localização regional 

do conteúdo de 5-HT no neonato é o mesmo que no adulto e o aumento no seu conteúdo é 

fraco em todas as regiões, sendo que o diencéfalo apresenta um índice de aumento 

relativamente alto (NOMURA et al., 1976). Os corpos celulares contendo 5-HT estão 

presentes no nascimento, mas aumentam em número, alcançando uma densidade máxima 

no final da segunda semana de vida (VÁZQUEZ et al., 2002). 

No início da vida, além do telencéfalo, quantidades consideráveis de DA são 

encontradas no mesencéfalo e diencéfalo, tais como no núcleo central da amígdala e na 

eminência média do hipotálamo, os quais são ricos em terminais dopaminérgicos, bem 

como os corpos celulares dos grupos A8-10, os quais também são ricos em DA (LOIZOU, 
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1972). A renovação de DA aumentada no início da vida pode ser devido ao fato de que a 

regulação da retroalimentação da DA no estriado, mesencéfalo, hipotálamo e sistema 

límbico não esteja totalmente operante durante esse período da vida pois os contatos 

sinápticos são conhecidos por desenvolverem-se totalmente apenas no curso do período 

pós-natal. Os sítios dos receptores de DA, provavelmente imaturos no nascimento, são tidos 

por estarem envolvidos na regulação da renovação da DA. A responsividade dos receptores 

de DA e/ou neurônios envolvidos no mecanismo de retroalimentação aumenta 

gradualmente durante a vida pós-natal (KELLER et al., 1973). O desenvolvimento 

ontogenético tanto da DA quanto de seus receptores ocorre pós-natalmente e é completo 

pela quarta semana de vida do rato e também já ocorre um controle neuroquímico da DA 

sobre o eixo HHA neste período (KITCHEN et al., 1988). O rápido aumento dos receptores 

dopaminérgicos no início do desenvolvimento evidentemente corresponde a um período 

crítico de inervação e crescimento de aferências produtoras de monoaminas também 

especialmente robustas (TARAZI et al., 1999). Uma vez que a DA é essencialmente 

formada da DOPA no SNC devido à atividade da enzima DOPA descarboxilase, é possível 

que um aumento repentino na concentração da DA depois de 15 dias de idade possa refletir 

o aumento da atividade enzimática (AGRAWAL et al., 1966). Quanto aos metabólitos da 

DA, é observado durante o período pós-natal um aumento contínuo de DOPAC em todo o 

encéfalo, enquanto que as concentrações de HVA apresentam um pico entre P12 e P18 e 

depois disso sua concentração declina até que os níveis adultos sejam alcançados entre os 

dias 30 e 60 (KELLER et al., 1973).  

Conforme já mencionado, o conteúdo de NA encefálica é baixo no nascimento e 

aumenta progressivamente em todas as regiões do encéfalo, sendo que há um grande 

aumento no diencéfalo, enquanto que a parte inferior do tronco encefálico apresenta o 
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maior índice de aumento de NA durante 14 dias pós-natais. Nesse período crítico a NA 

pode ser sintetizada ativamente nos corpos celulares dos neurônios noradrenérgicos 

localizados no LC (NOMURA et al., 1976). A hiperfunção noradrenérgica do LC no rato 

antes do P10 é responsável pelo aprendizado de uma preferência olfatória rápida e robusta 

por seu cuidador (MORICEAU & SULLIVAN, 2005). 

Todos esses processos de maturação, juntamente com desenvolvimento dos níveis 

dos receptores e dos sistemas de retroalimentação dos neurotransmissores, podem afetar a 

renovação das monoaminas (KELLER et al., 1973).  

  

1.7 Interação Mãe-Filhote 

 

Uma forte ligação da prole jovem com o provedor é crítica para a sobrevivência em 

espécies cujos filhotes nascem muito imaturos e dependentes, incluindo os humanos 

(MORICEAU & SULLIVAN, 2005). A mãe apresenta um conjunto de mudanças 

fisiológicas, muitas dessas estimuladas pelos próprios filhotes – tais como o estímulo de 

sucção, por exemplo – de modo a cuidar de sua prole e garantir sua sobrevivência 

(GIOVENARDI et al, 2000; MIRANDA-PAIVA et al., 2003; WALKER et al, 2004). O 

cuidado materno-filial pode ser estudado ao examinar os componentes do cuidado materno, 

os quais incluem a construção de ninho, lamber e afagar os filhotes e cobri-los com o corpo. 

A relação mãe-filhote é tipicamente tida como simbiótica. Em roedores, o comportamento 

de amamentação que ocorre entre a mãe e seus filhotes recém-nascidos envolve a 

participação de ambos os membros. Quando separados de suas mães, os filhotes sinalizam 

para a mãe recolhê-los através de dicas olfativas, visuais e auditivas. Após a mãe recolher 

seus filhotes para o ninho, ela então os cobre com o corpo e os lambe (WILKINS et al., 
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1997). O comportamento de lambida tipicamente envolve lamber a região anogenital do 

filhote, o qual é benéfico para ambos a mãe e o filhote (GUBERNICK & ALBERTS, 

1983). Os filhotes são participantes ativos na interação da lambida, mas os machos são 

lambidos mais do que as fêmeas, talvez porque eles respondem mais rapidamente à 

estimulação materna do que as fêmeas, ou porque eles têm um odor diferente das fêmeas 

(MOORE & MORELLI, 1979; MOORE & CHADWICK-DIAS, 1986).  

A OT facilita a iniciação do cuidado materno em ratos e ovelhas (INSEL & 

YOUNG, 2000). A OT originada do PVN ou do núcleo supraóptico (SON) pode agir nos 

receptores de OT por todo o encéfalo para promover responsividade materna. A 

estimulação feita pelos filhotes não só influencia o comportamento materno, mas também a 

responsividade da mãe ao estresse (WALKER et al, 2004). 

As interações filhote-mãe requerem circuitos de aproximação social e de motivação 

intactos. Os sistemas ocitocinérgico e opióide estão envolvidos na motivação do filhote de 

camundongo em procurar contato social com sua mãe, talvez também agindo através de 

circuitos de recompensa no encéfalo (YOUNG et al., 1997b; MOLES et al., 2004). Quanto 

a estudos com ratos, foi sugerido que principalmente até o 10° dia pós-parto, os filhotes 

apresentam uma circuitaria neural peculiar adaptada a desenvolver um forte apego pela 

mãe, não importando a qualidade de cuidado materno recebido (MORICEAU & 

SULLIVAN, 2005). Filhotes de ratos que foram lambidos e afagados freqüentemente por 

suas mães apresentam liberação de OT (PEDERSEN & BOCCIA, 2002). Há evidência de 

que a OT endógena durante o período neonatal tenha efeitos organizadores na expressão do 

comportamento adulto. O sistema serotonérgico nos filhotes, via receptores 5-HT1A e 5-

HT1B, é responsável pela resposta vocal à separação da mãe (INSEL & WINSLOW, 1998). 

O sistema dopaminérgico neonatal pode ter um papel importante na mediação do 
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comportamento do filhote e nas interações mãe-filhote (WILKINS et al., 1997). Já foi 

proposto que as monoaminas, particularmente a NA, têm um papel crucial no 

desenvolvimento do apego de um filhote pela sua mãe (KRAEMER, 1992; MORICEAU & 

SULLIVAN, 2005).  

A presença materna tem um papel importante na regulação do eixo HHA 

(SUCHECKI et al., 1995), o que pode ser observado nos experimentos de separação 

materna. A expressão da retroalimentação reativa ao estresse é em parte regulada pela 

interação mãe-filhote, e é prejudicada em filhotes com privação materna (VAN OERS et 

al., 1998). Uma das conseqüências da interação mãe-filhote é a inibição funcional das vias 

neurais que são responsáveis pela ativação da cascata neuroendócrina requerida para evocar 

uma resposta do ACTH (VAN OERS et al., 1998). 

 

1.8 Eventos Ambientais no Início da Vida 

 

A primeira semana de vida pós-natal em roedores é um período crítico durante o 

qual experiências ambientais podem regular finamente a sensibilidade e eficiência do eixo 

HHA. Os efeitos de certos estímulos ambientais experenciados durante o desenvolvimento 

podem persistir através da vida do animal especialmente se tais estímulos ocorreram 

durante este período de sensibilidade máxima (LABAN et al., 1995; ROTS et al., 1996).   

O cuidado parental tem um papel importante no desenvolvimento emocional e 

cognitivo da prole (KAFFMAN & MEANEY, 2007). Em humanos, adversidade ambiental 

ocorrendo no início do desenvolvimento está associada com um risco aumentado de 

doenças físicas e de transtornos psiquiátricos na vida adulta. As experiências de abuso 

infantil, negligência ou até mesmo de um vínculo pobre com seus provedores têm sido 
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demonstradas por aumentar os índices de diabetes e doença cardiovascular (BATEN et al., 

2004; GOODWIN & STEIN, 2004), tão bem quanto aumentar a suscetibilidade a 

transtornos relacionados à ansiedade (PHILLIPS et al., 2005), à depressão (BATEN et al., 

2004), ao abuso de droga (DUBE et al., 2003; ANDA et al., 2006) e à esquizofrenia 

(READ et al., 2005; RUTTER et al., 2006). Entretanto, experiências aversivas no início da 

vida não apenas têm conseqüências negativas para o adulto, mas também têm mais 

repercussões imediatas na criança. Sabe-se que crianças abusadas, assim como crianças as 

quais experenciaram uma perda recente de um dos pais, apresentam precocemente altos 

índices de depressão, ansiedade e comportamento suicida (VÁZQUEZ et al., 2002). O 

estudo de FRIES et al., 2005, com crianças criadas em orfanatos, indica que os sistemas de 

neuropeptídeos de vasopressina e de OT, os quais são críticos no estabelecimento de 

vínculos sociais e na regulação de comportamentos emocionais, são afetados pela 

experiência social precoce. Os níveis de OT em crianças criadas por uma família aumentam 

após contato físico com suas mães, enquanto que crianças as quais experenciaram 

negligência precoce não apresentam essa resposta após contato físico com suas mães. Por 

outro lado, um bom vínculo entre o provedor e a prole é associado com aumento da 

resiliência ao estresse. O interesse moderno no impacto da separação materna ou 

negligência no comportamento humano pode ser traçado por dois seguidores de Sigmund 

Freud – Rene Spitz e John Bowlby – os quais descreveram crianças criadas em orfanatos ou 

por cuidados inconsistentes como tendo o risco de apresentar transtornos emocionais e 

sociais (CARTER, 2005). 

Há diversos paradigmas de regulação ambiental no desenvolvimento neural, tais 

como a manipulação neonatal, a separação materna, o isolamento social e as variações 

naturais de cuidado materno. O procedimento de manipulação envolve um período breve 
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(1, 3 ou até 15 min) diário de separação dos filhotes de suas mães. Foi observado que as 

mães de filhotes manipulados lambiam seus filhotes significativamente mais 

freqüentemente do que as mães de ninhadas controles. Então, sugeriu-se que os efeitos da 

manipulação neonatal são mediados via a mãe – a manipulação de filhotes modifica a 

interação mãe-filhote, causando uma mudança no comportamento maternal 

(DENENBERG, 1999). O paradigma de separação materna, envolvendo horas de separação 

diária dos filhotes da mãe tem efeitos a curto e a longo prazo na responsividade do eixo 

HHA. A separação materna pode ser considerada um estressor fisiológico devido às 

prolongadas interrupções das influências maternas regulatórias (McCORMICK et al., 

2002). O isolamento neonatal – no qual cada filhote é isolado da mãe e de seus irmãos de 5 

até 30 min – é tido como um estressor psicológico (McCORMICK et al., 2002), um 

estressor o qual é dependente da falta de dicas familiares e então diferente de ambos os 

paradigmas de manipulação e separação materna. A seguir será descrita a abordagem das 

variações naturais de cuidado materno, a qual foi usada neste trabalho. 

 

1.9 Variações Naturais de Cuidado Materno 

 

Outra abordagem para estudar a influência das interações mãe-filhote na 

neurobiologia e comportamento vem do estudo das diferenças individuais no cuidado 

materno. Durante a primeira semana pós-parto, ratas e camundongas lactantes mostram 

altos níveis de amamentação e contato com os filhotes acompanhado por séries de lambidas 

com freqüência desses comportamentos variando ambos dentro e entre as linhagens (SHOJI 

& KATO, 2006; CHAMPAGNE et al., 2003a). Entre humanos, primatas e roedores, 

fêmeas demonstram variação considerável na quantidade e qualidade de cuidado que elas 
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fornecem a suas proles (FAIRBANKS, 1989; BERMAN, 1990; FLEMING et al., 1997; 

CHAMPAGNE et al., 2003a; URIARTE et al., 2007) e demonstram o mesmo nível de 

estabilidade ao longo do tempo. Essa variabilidade pode ser usada num desenho 

longitudinal para predizer o fenótipo na vida adulta (CHAMPAGNE & CURLEY, 2009). 

Essas diferenças se refletirão na ansiedade, no comportamento defensivo, na reatividade ao 

estresse, no comportamento social, no comportamento agressivo, no aprendizado e até 

mesmo no comportamento sexual (BRAKE et al., 2004; CAMERON et al, 2005; 

MENARD & HAKVOORT, 2007; URIARTE et al, 2007). 

O papel das diferenças individuais do comportamento de lambida 

(licking/grooming) das mães em modular a expressão gênica, a fisiologia e o 

comportamento de suas proles tem sido explorado extensivamente em ratos da linhagem 

Long Evans (MEANEY, 2001). Entre as ratas lactantes Long Evans há consideráveis 

variações na freqüência na qual as mães dedicam-se a lamber os filhotes durante a primeira 

semana pós-parto e o comportamento de lamber é um comportamento distribuído de forma 

normal (CHAMPAGNE et al., 2003a,b). Recentemente essa variação também foi 

encontrada em ratas da linhagem Wistar em nosso grupo de pesquisa (URIARTE et al., 

2007). Portanto, ao selecionar fêmeas que se dedicam ao comportamento de lambida que 

está 1 desvio padrão abaixo (Low LG, ou “Pouco-cuidadoras”) ou acima (High LG ou 

“Muito-cuidadoras”) da média da coorte é possível comparar dois grupos de proles que 

experenciaram uma diferença de 2 a 3 vezes no cuidado materno. Estudos iniciais 

demonstraram uma associação entre os níveis de lambidas e responsividade ao estresse, 

com a prole adulta de machos de mães Muito-cuidadoras (MC) sendo mais exploradores 

em um ambiente novo, tendo reduzidos ACTH e CORT plasmáticos em resposta ao 

estresse, elevados níveis de ARNm de RGs hipocampais, elevados níveis hipotalâmicos de 
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ARNm de CRH, e densidade aumentada de receptores benzodiazepínicos na amígdala 

comparados à prole de mães Pouco-cuidadoras (PC) (CALDJI et al., 2000; FRANCIS et 

al., 1999a; LIU et al., 1997, 2000). A sobrevivência neural está aumentada e a apoptose 

está diminuída no hipocampo entre as proles MCs associado com elevados níveis de fator 

de crescimento de fibroblasto (BREDY et al., 2003; WEAVER et al., 2002). A liberação 

dopaminérgica associada com responsividade ao estresse em machos e recompensa em 

fêmeas está também alterada como uma função no comportamento de lambida (ZHANG et 

al., 2005; CHAMPAGNE et al., 2004). É importante acrescentar que estudos com adoção 

cruzada demonstraram que essas mudanças no fenótipo da prole estão relacionadas ao nível 

de cuidado recebido pós-parto e não a fatores genéticos ou pré-natais (CHAMPAGNE et 

al., 2003a; FRANCIS et al., 1999b). Em muitos aspectos, as proles de MCs e PCs são 

comparáveis aos animais manipulados e não manipulados no período neonatal, 

respectivamente (LIU et al., 1997; CALDJI et al., 1998; SULLIVAN & DUFRESNE, 

2006). 

 As variações naturais no comportamento materno também são transmitidas através 

das gerações. A prole fêmea de mães MC exibirá altos níveis de lambidas para com seus 

próprios filhotes, enquanto a prole de mães PC também apresentará menores níveis de 

lambidas em relação às suas crias (CHAMPAGNE et al., 2003a; FRANCIS et al., 1999b; 

FLEMING et al., 2002). A prole fêmea PC exibe diminuição na ligação do receptor de OT 

mediado por estrogênio e na imunorreatividade ao c-fos em regiões hipotalâmicas 

implicadas no cuidado materno tais como a área pré-óptica (POA) medial (CHAMPAGNE 

et al., 2001; 2003b; FRANCIS et al., 2000; 2002). Essa sensibilidade pode ser mediada 

pelos níveis diminuídos de ARNm para o receptor α de estrogênio na POA medial os quais 

são encontrados em PC comparados aos MC (CHAMPAGNE et al., 2003b; 2006). Análise 



 35

temporal desses receptores na POA medial indica que níveis diferenciados de ARNm para 

o receptor α de estrogênio já são observados nos filhotes e são mantidos na vida adulta. As 

mães MC e PC também se diferem na atividade dopaminérgica mesolímbica associada com 

as interações mãe-filhote. As mães MC apresentam níveis elevados de receptores D1 e D3 

no Nacc (CHAMPAGNE et al., 2004). Tais diferenças podem servir como substratos 

neurais das diferenças individuais no componente motivacional do comportamento 

materno. 

O modelo o qual avalia as diferenças naturais no cuidado materno entre ratos é um 

exemplo interessante da interação entre genes e ambiente com relação ao eixo HHA. Tem 

sido sugerido que a estimulação tátil pelo cuidado da mãe age por meio das vias 

serotonérgicas ascendentes do núcleo da rafe (SMYTHE et al., 1994), as quais induzem a 

expressão de RGs no hipocampo (MITCHELL et al., 1990, YAU et al., 1997a). A 5-HT 

age por meio do receptor 5-HT7, o qual é regulado por Gs (YAU et al., 1997b) e 

positivamente ligado à adenosina monofosfato cíclico (AMPc) (MEANEY et al., 2000). 

Fatores de transcrição associados ao AMPc, tais como a proteína indutora de fator de 

crescimento de nervo (NGFI-A) são então estimulados (ENCIO & DETERA-

WALDLEIGH, 1991). Embora o NGFI-A tenha uma baixa afinidade por seu sítio de 

reconhecimento na seqüência de ADN responsável pela produção de RG, estimulação tátil 

provoca um grande aumento nos níveis desse fator de transcrição, aumentando então as 

chances de ligação (ENCIO & DETERA-WALDLEIGH, 1991). A ligação do NGFI-A 

resulta no recrutamento de histona acetiltransferases, as quais aumentam a acetilação das 

histonas, facilitando acesso para desmetilases e desmetilação da região promotora para RG 

(CARVIN et al., 2003). A região promotora desmetilada tem uma alta afinidade por NGFI-

A, resultando em maior atividade do promotor para RG induzida pro NGFI-A no 
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hipocampo, aumentando a produção de RGs nessa estrutura, fazendo com que o mecanismo 

de retroalimentação negativa seja mais eficiente (SILVEIRA et al., 2007). Uma análise 

temporal da metilação do promotor do RG indica que as diferenças entre MC e PC 

emergem durante o período pós-parto e são sustentadas no desmame e até a vida adulta 

(CHAMPAGNE & CURLEY, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 
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2.1 Geral 

 

 Este trabalho teve o intuito de analisar o efeito das variações de cuidado materno 

sobre parâmetros hormonais (níveis de CORT e OT plasmáticas) e neuroquímicos 

(atividade da serotonina, dopamina e noradrenalina centrais) envolvidos nas respostas ao 

estresse na prole – machos e fêmeas – no período neonatal. Esses parâmetros foram 

avaliados em situação basal e após o estresse. 

 

2.2 Específicos 

 

2.2.1 Analisar o comportamento materno de ratas “Pouco-cuidadoras” e “Muito-

cuidadoras”; 

2.2.2 Analisar os níveis de CORT entre as proles de genitoras “Pouco-cuidadoras” 

e “Muito-cuidadoras”. Foram investigados os níveis hormonais em uma 

situação basal em filhotes controles e em uma situação de estresse (filhotes 

sacrificados 15 e 30 minutos após o estressor); 

2.2.3 Analisar o nível de OT entre as proles de genitoras “Pouco-cuidadoras” e 

“Muito-cuidadoras”. Foram investigados os níveis hormonais em uma 

situação basal em filhotes controles e em uma situação de estresse (filhotes 

sacrificados 15 e 30 minutos após o estressor); 

2.2.4 Analisar a atividade da serotonina, dopamina, noradrenalina, os metabólitos 

de serotonina e dopamina (5HIAA e DOPAC, respectivamente) e a razão de 

serotonina e dopamina e (5HIAA/5-HT e DOPAC/DA, respectivamente) em 

estruturas encefálicas envolvidas no estresse, tais como hipotálamo e 
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hipocampo entre as proles de genitoras “Pouco-cuidadoras” e “Muito-

cuidadoras”. Foi investigada a atividade desses neurotransmissores em uma 

situação basal em filhotes controles e em uma situação de estresse (filhotes 

sacrificados 15 após o estressor); 

2.2.5 Analisar se há diferenças de gênero nos filhotes nestes parâmetros basais e 

em situação de estresse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Métodos 
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3.1 Tipo de Estudo 

Análise quantitativa com coleta de dados (bioquímicos, como níveis plasmáticos de 

CORT e OT e níveis centrais de neurotransmissores e seus metabólitos no hipotálamo e 

hipocampo). São dados contínuos e discretos e foram analisados através de testes 

estatísticos paramétricos (conforme descrito na metodologia) (ver ZAR, 1996). 

 

3.2 Local 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS), Departamento de Fisiologia da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

 

3.3 Coleta de dados 

Através de protocolos de análises comportamentais e bioquímicas, tais como 

registro de comportamento materno, radioimunoensaio e cromatografia líquida de alta 

eficiência com detecção eletroquímica (HPLC-ED). 

 

3.4 Análise estatística 

 Os dados paramétricos foram expressos como média + erro padrão da média e 

média + desvio padrão da média – neste último caso, somente para avaliação do 

comportamento de lambida. As comparações dos grupos quanto ao cuidado materno 

(freqüência de lambidas) foi realizada por meio do Teste t de Student. As comparações 

entre os grupos experimentais foram realizadas por análise de variância (ANOVA) de três 

vias, sendo que as variáveis independentes foram: cuidado materno, gênero e estresse 

(ZAR, 1996).  
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3.5 Aspectos Éticos 
 

Todos os procedimentos obedeceram às normas propostas pelos Princípios 

Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for 

International Organizations of Medical Sciences – CIOMS; GOLDIM & RAYMUNDO, 

1997). 

Este trabalho apresentou parecer favorável da Comissão de Pós-Graduação do PPG 

em Neurociências. 

 
3.6 Animais 

Foram utilizadas 61 ratas Wistar prenhes provenientes do Centro de Criação e 

Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da UFRGS. As ratas foram levadas 

ao biotério particular do Laboratório de Neuroendocrinologia do Comportamento cerca de 

uma semana antes do parto, onde os animais foram tratados pelos próprios funcionários do 

CREAL. Os animais foram colocados individualmente em caixas de polipropileno (41 x 34 

x 16 cm) cujo piso era forrado com maravalha (lascas de madeira autoclavadas), com água 

e ração ad libitum (Rodent Chow, Nutrilab), em um ciclo claro/escuro 12/12h – sendo que 

as luzes eram desligadas às 18h, temperatura ambiente de 22 ± 1 °C e observadas 

diariamente para determinar a data do nascimento dos filhotes. No final do dia do parto, 

definido como dia pós-parto “zero” (P0), as ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes 

cada uma. Foram utilizados 6 filhotes – 3 machos e 3 fêmeas – de cada ninhada das ratas 

lactantes selecionadas. 
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3.7 Avaliação do cuidado materno 

A partir do dia 1 pós-parto (P1), as ratas lactantes foram avaliadas quanto ao 

cuidado materno em relação à sua prole nos primeiros 10 dias pós-parto. O comportamento 

materno era avaliado por meio de planilhas de registro (Anexo), no qual o experimentador 

anota de forma pontual – a cada 3 minutos, o comportamento observado de cada rata 

lactante. Foram realizadas 4 sessões de registros por dia, 75 min cada, nos seguintes 

horários: 9:30, 12:30, 15:30 e 18:30 h (URIARTE et al, 2007). Os registros de 

comportamento materno não são filmados. O cuidado materno foi avaliado pela quantidade 

de lambidas da mãe nos filhotes (Figura 2A) e de outros comportamentos maternos, tais 

como: amamentação com dorso bem arqueado (Figura 2B), amamentação com dorso bem 

arqueado juntamente com o comportamento de lambida, amamentação com dorso pouco 

arqueado (Figura 2C), amamentação em supino (Figura 2D), construção de ninho, recolhida 

de filhote, filhote fora do ninho, mãe no ninho sem exibir outros comportamentos maternos, 

mãe fora do ninho (MEANEY, 2001, URIARTE et al, 2007). Alguns desses 

comportamentos estão ilustrados a seguir (Figura 2). O comportamento das ratas lactantes 

foi registrado durante os primeiros 10 dias e foram somados para que as análises dos dados 

fossem realizadas. 
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Figura 2: A) Comportamento de lambida; B) Amamentação em dorso muito arqueado; C) 
Amamentação em dorso pouco arqueado; D) Amamentação em supino. 

 

Segundo o método utilizado pelo grupo de pesquisa de Michael J. Meaney, foram 

selecionadas as ratas que apresentaram menor cuidado materno e as que apresentaram 

maior cuidado materno, definidas como “Pouco-Cuidadoras” e “Muito-Cuidadoras”, 

respectivamente. De acordo com este método, o comportamento materno levado em conta 

para determinar os grupos experimentais é o comportamento de lambidas da rata lactante 

em sua prole. A partir da média da freqüência do comportamento de lambida da população, 

é somado ou diminuído o desvio padrão para obter o grupo das ratas Muito-Cuidadoras e 

A B 

C D 
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Pouco-Cuidadoras, respectivamente (CALDJI et al, 1998; FRANCIS et al, 1999a; LIU et 

al, 1997).  

 

3.8 Procedimentos experimentais com os animais 

Quando os filhotes estavam no P13, foi realizado o procedimento de estresse por 

frio, o qual foi adaptado da literatura (AGUIAR et al, 1997; CUI et al, 2004; PADOIN et 

al, 2001; YI & BARAM, 1994). O procedimento de estresse neonatal consistia em colocar 

4 filhotes da mesma ninhada – 2 machos e 2 fêmeas – dentro de um recipiente de plástico e 

expô-los a uma câmara fria (0°C) por 6 minutos. Passado o tempo do estresse, o recipiente 

plástico contendo os animais era retirado da câmara e colocado em um local à temperatura 

ambiente. Após 15 minutos do estresse, foram sacrificados por decapitação 1 macho e 1 

fêmea, e mais 15 minutos após, foram sacrificados mais 1 macho e 1 fêmea. O sangue foi 

coletado do tronco e os encéfalos foram rapidamente removidos e dissecados o hipotálamo 

e o hipocampo de acordo com GAMARO et al., 2003. Os animais controles – 1 macho e 1 

fêmea – foram sacrificados imediatamente após a retirada da companhia de suas genitoras e 

coletadas as amostras descritas anteriormente. 

Uma vez que as estruturas foram dissecadas e guardadas separadamente em 

eppendorfs e o sangue foi centrifugado a 10.000 RPM a 4ºC por 10 minutos e coletado o 

plasma, as amostras foram mantidas no freezer a -70°C e guardadas para posteriores 

análises bioquímicas. 

A decapitação foi realizada para a coleta de sangue e estruturas encefálicas dos 

filhotes. Os animais foram gentilmente manuseados e conduzidos do biotério do laboratório 

até a sala adjacente onde foram realizados os procedimentos experimentais e o sacrifício. O 
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procedimento da decapitação foi realizado de forma rápida com uma tesoura afiada, sob 

condições ideais de temperatura e ruído de forma a evitar qualquer sofrimento dos animais. 

 

3.9 Grupos Experimentais 

Os grupos experimentais foram os seguintes: 

a) filhotes machos controle de mães Pouco-cuidadoras (CORT, n=9, OT, n=9, 5-

HIAA/5-HT hipotálamo, n=6, DOPAC/DA hipotálamo, n=6, NA hipotálamo, 

n=7, 5-HIAA/5-HT hipocampo, n=6, NA hipocampo, n=6); 

b) filhotes fêmeas controle de mães Pouco-cuidadoras (CORT, n=7, OT, n=4, 5-

HIAA/5-HT hipotálamo, n=7, DOPAC/DA hipotálamo, n=6, NA hipotálamo, 

n=6, 5-HIAA/5-HT hipocampo, n=7, NA hipocampo, n=7); 

c) filhotes machos de mães Pouco-cuidadoras submetidos ao estresse e sacrificados 

15 minutos após o estresse (CORT, n=9, OT, n=6, 5-HIAA/5-HT hipotálamo, 

n=7, DOPAC/DA hipotálamo, n=7, NA hipotálamo, n=7, 5-HIAA/5-HT 

hipocampo, n=7, NA hipocampo, n=7); 

d) filhotes fêmeas de mães Pouco-cuidadoras submetidos ao estresse e sacrificados 

15 minutos após o estresse (CORT, n=9, OT, n=8, 5-HIAA/5-HT hipotálamo, 

n=7, DOPAC/DA hipotálamo, n=7, NA hipotálamo, n=7, 5-HIAA/5-HT 

hipocampo, n=7, NA hipocampo, n=7); 

e) filhotes machos de mães Pouco-cuidadoras submetidos ao estresse e sacrificados 

30 minutos após o estresse (CORT, n=9, OT, n=9); 

f) filhotes fêmeas de mães Pouco-cuidadoras submetidos ao estresse e sacrificados 

30 minutos após o estresse (CORT, n= 8, OT, n=4); 
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g) filhotes machos controle de mães Muito-cuidadoras (CORT, n=5, OT, n=6, 5-

HIAA/5-HT hipotálamo, n=6, DOPAC/DA hipotálamo, n=4, NA hipotálamo, 

n=5, 5-HIAA/5-HT hipocampo, n=5, NA hipocampo, n=5); 

h) filhotes fêmeas controle de mães Muito-cuidadoras (CORT, n=5, OT, n=4, 5-

HIAA/5-HT hipotálamo, n=5, DOPAC/DA hipotálamo, n=5, NA hipotálamo, 

n=6, 5-HIAA/5-HT hipocampo, n=6, NA hipocampo, n=6); 

i) filhotes machos de mães Muito-cuidadoras submetidos ao estresse e sacrificados 

15 minutos após o estresse (CORT, n=8, OT, n=7, 5-HIAA/5-HT hipotálamo, 

n=6, DOPAC/DA hipotálamo, n=4, NA hipotálamo, n=6, 5-HIAA/5-HT 

hipocampo, n=6, NA hipocampo, n=6); 

j) filhotes fêmeas de mães Muito-cuidadoras submetidos ao estresse e sacrificados 

15 minutos após o estresse (CORT, n=8, OT, n=5, 5-HIAA/5-HT hipotálamo, 

n=6, DOPAC/DA hipotálamo, n=5, NA hipotálamo, n=6, 5-HIAA/5-HT 

hipocampo, n=6, NA hipocampo, n=6); 

k) filhotes machos de mães Muito-cuidadoras submetidos ao estresse e sacrificados 

30 minutos após o estresse (CORT, n= 8, OT, n=7); 

l) filhotes fêmeas de mães Muito-cuidadoras submetidos ao estresse e sacrificados 

30 minutos após o estresse (CORT, n=6, OT, n=4); 

 

Para as dosagens de OT e CORT plasmática foram usados todos os grupos. No 

entanto, para as dosagens das monoaminas foram utilizados somente os grupos os quais 

foram sacrificados 15 minutos após o estressor devido à restrição de quantidade de 

amostras possíveis de serem dosadas pelo método empregado. Este tempo após o estresse 

foi escolhido pois trabalhos com estresse agudo observaram mudanças na atividade 
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encefálica – tais como em estruturas envolvidas no estresse e em neurônios 

monoaminérgicos – 15 min após o estressor (DUNN, 1988c; DENT et al., 2000; DENT et 

al., 2001). 

 

3.10 Análises Bioquímicas 

As análises bioquímicas foram realizadas em Ribeirão Preto, SP, na Universidade 

de São Paulo – USP. As análises de CORT e OT plasmáticas foram realizadas na Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto, Departamento de Fisiologia. As análises das monoaminas 

centrais foram realizadas no Laboratório de Neuroendocrinologia localizado na Faculdade 

de Odontologia de Ribeirão Preto. 

 

3.10.1 Dosagem de Corticosterona Plasmática por Radioimunoensaio 

A CORT plasmática dos filhotes foi dosada pelo método de radioimunoensaio, no 

qual foi realizada após a extração prévia das amostras de plasma com etanol. No 

radioimunoensaio foram utilizados padrão e anticorpo específico adquiridos da Sigma Co. 

(USA) e hormônio triciado adquirido da Amershan (USA). A separação das frações livre e 

ligada foi realizada com carvão-dextran (0,5 / 0,05%). A dose mínima detectável foi 0,08 

ng/ml, o erro intra-ensaio de 4,5 % e o erro inter-ensaio de 11%. 

 

3.10.2 Dosagem de Ocitocina Plasmática por Radioimunoensaio 

A dosagem de OT foi realizada por radioimunoensaio de duplo anticorpo. Alíquotas 

de 250 µl de plasma foram pipetadas em tubos aos quais foram adicionados 500 µl de 

acetona à 4ºC.  Após agitação por 1 minuto e centrifugação (3.000 RPM) os conteúdos 
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sobrenadantes foram vertidos em outros tubos com a adição de 1 ml de éter de petróleo à 

4ºC. Após agitação de 1 minuto, a fase superior foi aspirada e a fase inferior foi liofilizada e 

armazenada a -20ºC. Para o radioimunoensaio, material liofilizado foi descongelado e 

ressuspendido em solução tamponada num volume correspondente a 40 % do volume de 

plasma utilizado, ou seja, 100 µl. O anticorpo específico para OT produzido em coelho e 

hormônio iodinado foram gentilmente cedidos pela Dra. Mariana Morris (Wright State 

University, USA) e pelo Prof. Dr. José Antunes Rodrigues, respectivamente. A anti-

gamaglobulina para precipitação da reação do radioimunoensaio foi produzida em ovelha 

pelo Dr. Celso Rodrigues Franci (Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP, Brasil, 

SP). O padrão utilizado como referência (OT – 8152) foi adquirido da Bachen- Peninsula 

Laboratories (Califórnia,USA). As amostras de um mesmo experimento foram dosadas no 

mesmo ensaio. O erro intra-ensaio foi de 6% e a dose mínima detectável 0,8 pg/ml. 

 

3.10.3 Dosagem de Monoaminas por Cromatografia Líquida de Alta 

Performance com Detecção Eletroquímica (HPLC-ED) 

A dosagem de serotonina, dopamina e noradrenalina, e dos metabólitos de 

serotonina e dopamina nas estruturas encefálicas dos filhotes foi realizada pelo método de 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção eletroquímica (HPLC-ED), segundo a 

metodologia descrita abaixo. A figura 3 apresenta uma representação esquemática do 

aparato. 

Amostras de hipotálamo e hipocampo (direito e esquerdo juntos) foram 

homogeneizadas em 1000 e 400 µl, respectivamente, de uma solução de ácido perclórico 

0.2 M e EDTA 0.1 mM, contendo 450 nM de 3,4-dihydroxybenzylamine (DHBA; Aldrich, 
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Milwaukee, E.U.A.) como padrão interno. Os homogenatos foram centrifugados por 20 min 

a 12.500 g e o sobrenadante foi filtrado em um filtro de 0,22 µm (Millex, PVDF, Millipore, 

Belford, MA, EUA). No pellet restante, o conteúdo de proteína foi determinado pelo 

método de Bradford (BRADFORD, 1976). Amostras foram injetadas por um injetor 

automático (SIL-10Advp; Shimadzu, Kioto, Japão) para análise no HPLC-ED. A separação 

foi executada a 35 ºC por uma coluna de fase reversa C18 de 250 x 4 mm (Purospher Star, 

5 µm; Merck, Darmstadt, Alemanha), precedida por uma pré-coluna C18 de 4 x 4 mm 

(Lichrospher, 5 µm, Merck). A fase móvel foi bombeada por uma bomba de duplo pistão 

(LC-10Advp; Shimadzu), sendo constituída de NaH2PO4 100 mM, NaCl 10 mM, EDTA 

0,1 mM, ácido octanesulfônico de sódio 0,19 mM, metanol 13,5%, pH 3,5, ajustado com 

H3PO4. O fluxo da bomba foi de 0,5 mL/min. O potencial do detector eletroquímico foi 

fixado em 0,60 V vs. eletrodo de referência, in situ Ag/AgCl (Decade, VT-03 

eletrochemical flow cell; Antec Leyden, Holanda). Os dados da cromatografia foram 

analisados usando o programa Classe-VP software (Shimadzu). Os picos referentes a 5-HT, 

5-HIAA, DA, DOPAC e NA foram identificados pelos seus tempos de retenção no 

cromatograma. A quantificação foi realizada de acordo com a área do pico por curva de 

calibração no método do padrão interno (DHBA). As amostras foram analisadas em um 

mesmo ensaio. O coeficiente de variação intraensaio foi menor que 5% para todos os 

compostos analisados. 

A renovação (ou “turnover”, que é a relação de síntese e degradação de 

neurotransmissor, dado pela razão metabólito/neurotransmissor) é tida como parâmetro da 

atividade do sistema de neurotransmissor (BALDESSARINI, 1972; KORF et al., 1973; 

DUNN & BERRIDGE, 1987; DALLA et al., 2008). Esse parâmetro reflete a síntese e a 

utilização do neurotransmissor, ou seja, o seu metabolismo. Por exemplo, níveis 
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aumentados de um metabólito refletem maiores níveis do neurotransmissor liberado 

disponível para metabolização, enquanto maiores níveis do neurotransmissor no tecido 

podem refletir síntese aumentada (SULLIVAN & DUFRESNE, 2006). Neste trabalho, foi 

analisado a renovação da 5-HT e da DA. Não foi possível avaliar a renovação da NA, uma 

vez que a fase móvel usada no HPLC-ED não permite dosar o metabólito desta CA 

(DHPG). Não foi possível fazer a dosagem de DA e DOPAC no hipocampo. A atividade 

dopaminérgica hipocampal é conhecida por ser baixa comparada às outras estruturas 

encefálicas (BISCHOFF et al., 1979; VERNEY et al., 1985; YOKOYAMA et al., 1994). 

No trabalho de PAPAIOANNOU et al., 2002, com ratos de 1 e 3 meses de idade também 

não foi possível avaliar a renovação de DA no hipocampo pois os níveis de DOPAC foram 

tão baixos que em muitas amostras eles ficaram abaixo do limite de detecção do método 

(HPLC). 

 

 

 
 

Figura 3: Esquema funcional do HPLC: 1 – Reservatório de solvente (fase móvel), 2 – 
Bomba de alta pressão ou alta performance, 3 – Injetor, injetor da amostra, 4 – Coluna de 
separação C18 (fase estacionária), 5 – Detector (Eletroquímico), 6 – Integrador 
(Computador – dados analisados), 7 – Reservatório, amostras são descartadas.
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4. Resultados 
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4.1 Comportamento Materno 

 

4.1.1 Distribuição da freqüência do comportamento de lambidas da população de 

genitoras (Figura 4). Média geral da população foi 5,52 ± 0,1863 (média ± desvio padrão). 
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Figura 4. Porcentagem da freqüência de lambidas da população das genitoras para 
posterior divisão dos grupos durante os 10 dias de observação. 

 

4.1.2 Classificação dos grupos com base na média e desvio padrão do 

comportamento de lambidas da população (CALDJI et al, 1998; FRANCIS et al, 1999a; 

LIU et al, 1997): 

Foram selecionadas como grupo Muito-cuidadoras as genitoras com valores de 

comportamento de lambida acima de 6,991 (n= 10, média+desvio padrão), e como grupo 

Pouco-cuidadoras aquelas apresentando os valores abaixo de 4,1814 (n=12, média-desvio 

padrão). Na Figura 5A mostra-se distribuição do comportamento de lamber nos grupos 

Muito-cuidadoras e Pouco-cuidadoras, na Figura 5B a média ± desvio padrão do 
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comportamento de lamber dos grupos Muito-cuidadoras (7,736±0,1711) e Pouco-

cuidadoras (3,650±0,1390). A diferença entre os grupos foi estatisticamente significativa 

(P<0,0001, Teste-t de Student). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. A. Divisão dos grupos em Muito e Pouco-cuidadoras com base na freqüência de 
lambidas. B. Freqüência de lambidas estatisticamente diferente segundo análise por Teste-t 
Student (***: P<0,0001 n=10-12 animais/grupo). 
 

 

4.1.3 Outros comportamentos maternos das lactantes Pouco e Muito-Cuidadoras 

Foram realizadas análises estatísticas (Teste-t de Student) de forma a buscar 

correlações do comportamento de lambida das ratas lactantes Pouco-Cuidadoras e Muito-

Cuidadoras com os demais comportamentos maternos observados. Os resultados estão 

expressos na Tabela 1 a seguir, apresentando as médias, erros padrões e o valor de P. 

 

 

 

 

Pouco-cuidadoras Muito-cuidadoras
0

2

4

6

8

10

Comportamento de Lambida

n=10 n=12

%
 o

bs
er

va
çõ

es

0

2

4

6

8

10

Muito-cuidadoras, n=10

Pouco-cuidadoras, n=12

Freqüência de Lambidas

%
 o

bs
er

va
çõ

es

*



 55

 Pouco-Cuidadoras Muito-cuidadoras  
Comportamento Média ± erro padrão P 

Amamentação em 
dorso bem arqueado 

36,95 ± 3,71 42,70 ± 3,91 =0,30 

Amamentação em 
dorso bem arqueado + 

lambida 

2,54 ± 0,17 6,09 ± 0,16 <0,0001* 

Amamentação em 
dorso pouco arqueado 

4,31 ± 1,10 2,31 ± 0,83 =0,12 

Amamentação em 
supino 

1,98 ± 0,64 3,64 ± 0,93 =0,15 

Total de amamentação 43,25 ± 3,74 48,65 ± 4,05 =0,33 
Lactante fora do ninho 51,60 ± 3,82 41,11 ± 3,20 =0,0536* 
Filhote fora do ninho 2,67 ± 0,67 0,38 ± 0,20 <0,007* 
Recolhida de filhote 0,15 ± 0,05 0,09 ± 0,03 =0,40 
Construção de ninho 1,36 ± 0,56 1,11 ± 0,27 =0,71 

Tabela 1 
 
 
4.2 Corticosterona e Ocitocina Plasmáticas nos Filhotes 

4.2.1 Corticosterona Plasmática dos Filhotes 

Abaixo está representado o gráfico que mostra os níveis de CORT plasmática dos 

filhotes. As variáveis utilizadas foram: cuidado materno, gênero e estresse. 

A ANOVA de três vias com post hoc de Duncan mostrou um efeito do estresse 

aumentando os níveis de CORT (não houve diferença quanto ao tempo após a exposição ao 

estresse por frio) [F(1,79) = 8,416; P<0,05]. Não houve efeito do cuidado materno [F(1,79) 

= 1,994; P>0,05] e do gênero [F(1,79) = 0,597; P>0,05], conforme o gráfico da Figura 6. 
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Figura 6. Análise dos níveis de CORT plasmática nos filhotes de genitoras Muito e Pouco-
cuidadoras. ANOVA de três vias mostrou efeitos do estresse aumentando os níveis da 
CORT (P<0,05, N=5-9 animais/grupo). 
 
 

4.2.2 Ocitocina Plasmática dos Filhotes 

Abaixo está representado o gráfico que mostra os níveis de OT plasmática dos 

filhotes. As variáveis utilizadas foram: cuidado materno, gênero e estresse. 

A ANOVA de três vias mostrou efeito do cuidado materno [F(1,61) = 5,961371; 

P<0,05] e do gênero F(1,61) = 5,857674; P<0,05]. O post hoc de Duncan mostrou que os 

filhotes fêmeas de mães Muito-Cuidadoras são diferentes dos demais grupos, conforme o 

gráfico da Figura 7. Não houve efeito do estresse [F(1,61) = 0,906; P>0,05]. 
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Figura 7. Níveis plasmáticos de OT, mostrando efeito do cuidado materno e do gênero 
(ANOVA de três vias, P<0,05 N= 4-9 animais/grupo).  
 
 

 

4.3 Atividade da Serotonina, Dopamina e níveis de Noradrenalina no Hipotálamo 

4.3.1 Atividade da Serotonina no Hipotálamo 

Quanto aos níveis da 5-HT no hipotálamo dos filhotes, a ANOVA de três vias não 

mostrou diferença significativa entre os grupos: gênero [F(1,42) = 0,126424; P>0,05], 

cuidado materno [F(1,42) = 0,628468; P>0,05] e estresse [F(1,42) = 0,011526; P>0,05]. 

Quanto aos níveis de 5-HIAA no hipotálamo dos filhotes, a ANOVA de três vias 

não mostrou diferença significativa entre os grupos: gênero [F(1,42) = 2,758633; P>0,05], 

cuidado materno [F(1,42) = 0,002145; P>0,05] e estresse [F(1,42) = 0,276703; P>0,05]. 

Na figura 8 estão apresentados os níveis da razão de 5-HIAA/5-HT no hipotálamo 

dos filhotes. A ANOVA de três vias não mostrou diferença significativa entre os grupos: 

gênero [F(1,42) =1,209067; P>0,05], cuidado materno [F(1,42) = 0,314323; P>0,05] e 

estresse [F(1,42) = 0,302244; P>0,05]. 
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Figura 8. Níveis da razão de 5-HIAA/5-HT no hipotálamo dos filhotes. Não houve 
diferença significativa entre os grupos: gênero, cuidado materno e estresse (P>0,05, 
N=5-7 animais/grupo). 
 

4.3.2 Atividade da Dopamina no Hipotálamo 

Quanto aos níveis de DA no hipotálamo dos filhotes, a ANOVA de três vias não 

mostrou diferença significativa entre os grupos: gênero [F(1,42) = 0,089926; P>0,05], 

cuidado materno [F(1,42) = 0,826636; P>0,05] e estresse [F(1,42) = 0,521025; P>0,05]. 

Quanto aos níveis de DOPAC no hipotálamo dos filhotes, a ANOVA de três vias 

não mostrou diferença significativa entre os grupos: gênero [F(1,42) = 1,15492; P>0,05], 

cuidado materno [F(1,42) = 1,00923; P>0,05] e estresse [F(1,42) = 0,405969; P>0,05]. 

Na figura 9 os níveis da razão DOPAC/DA no hipotálamo dos filhotes estão 

representados. A ANOVA de três vias mostrou um efeito do estresse [F(1,36) = 3,892364; 

P=0,05]. Não houve efeito do cuidado materno [F(1,36) = 0,00188; P>0,05] e do gênero 

[F(1,36) = 0,472025; P>0,05]. 
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Figura 9. Níveis da razão DOPAC/DA no Hipotálamo dos filhotes mostrando um 
efeito do estresse (ANOVA de três vias, P=0,05, N= 4-7 animais/grupo).  
 

 

4.3.3 Níveis de Noradrenalina no Hipotálamo 

Na figura 10 estão apresentados os níveis de NA no hipotálamo dos filhotes. A 

ANOVA de três vias não mostrou diferença significativa entre os grupos: gênero [F(1,42) = 

1,960965; P>0,05], cuidado materno [F(1,42) = 0,931597; P>0,05] e estresse [F(1,42) = 

1,115024; P>0,05]. 
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Figura 10. Níveis de NA no hipotálamo dos filhotes. Não houve diferença significativa 
entre os grupos: gênero, cuidado materno e estresse (P>0,05, N=5-7 animais/grupo). 

 

4.4. Atividade da Serotonina e Níveis de Noradrenalina no Hipocampo 

4.4.1 Atividade da Serotonina no Hipocampo 

Quanto aos níveis do neurotransmissor 5-HT no hipocampo dos filhotes, a ANOVA 

de três vias mostrou uma tendência ao efeito do cuidado materno, na qual os níveis de 

serotonina se mostram aumentados nos filhotes de mães Pouco-cuidadoras em relação aos 

filhotes de mães Muito-cuidadoras [F(1,42) = 3,621149; P=0,063919].  Não houve efeito 

do gênero [F(1,42) = 0,058438; P>0,05] e do estresse [F(1,42) = 0,117243; P>0,05]. 

Quanto aos níveis de 5HIAA no hipocampo dos filhotes, a ANOVA de três vias não 

mostrou diferença significativa entre os grupos: gênero [F(1,42) = 0,375375; P>0,05], 

cuidado materno [F(1,42) = 0,25006; P>0,05] e estresse [F(1,42) = 0,032777; P>0,05]. 

Na figura 11 está representado o gráfico que mostra os níveis da razão 5-HIAA/5-

HT no Hipocampo dos filhotes. A ANOVA de três vias mostrou efeito do cuidado materno, 

demonstrando que filhotes de mães Muito-cuidadoras apresentam níveis aumentados da 
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razão 5HIAA/5-HT no hipocampo em relação aos filhotes de mães Pouco-cuidadoras 

[F(1,42) = 4,991547; P<0,05]. Não houve efeito do gênero [F(1,42) = 0,63287; P>0,05] e 

do estresse [F(1,42) = 0,006819; P>0,05]. 

 

 

Figura 11. Níveis da razão 5-HIAA/5-HT no Hipocampo dos filhotes mostrando 
um efeito do cuidado materno (ANOVA de três vias). Os filhotes de mães Muito-
cuidadoras apresentam níveis da razão 5-HIAA/5-HT no hipocampo aumentados em 
relação aos filhotes de mães Pouco-cuidadoras (P<0,05). N= 5-7 animais/grupo. 

 

4.4.2 Níveis de Noradrenalina no Hipocampo 

Na figura 12 estão apresentados os níveis de noradrenalina no hipocampo dos 

filhotes. A ANOVA de três vias não mostrou diferença significativa entre os grupos: gênero 

[F(1,42) = 2,646853; P>0,05], cuidado materno [F(1,42) = 0,000876; P>0,05] e estresse 

[F(1,42) = 0,028411; P>0,05]. 
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Figura 12. Níveis de Noradrenalina no hipocampo dos filhotes. Não houve 
diferença significativa entre os grupos: gênero, cuidado materno e estresse (P>0,05, 
N=5-7 animais/grupo). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Discussão 
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O cuidado materno no período neonatal influencia a regulação das respostas ao 

estresse, o qual terá um efeito não somente no início da vida do animal, mas também 

apresentará um efeito duradouro persistindo ao longo da idade adulta (MEANEY, 2001; 

LEVINE, 2001). Neste trabalho, semelhantemente aos relatos da literatura (MEANEY, 

2001), o método de determinação dos grupos experimentais com base nas freqüências de 

lambidas obteve êxito e “n” amostral significativo para cada grupo. No entanto, não foi 

encontrada correlação do comportamento de lamber com o comportamento de 

amamentação em dorso arqueado, em contraste com a maioria da literatura 

(CHAMPAGNE et al, 2003; MEANEY, 2001; ZHANG et al, 2006; ZHANG et al, 2004; 

SZYF et al, 2005). Isto pode ser devido a diferenças entre linhagens de ratos quanto ao 

cuidado materno (MOORE, 1997). Neste trabalho foi usada a linhagem Wistar, enquanto 

grande parte dos trabalhos a respeito das variações de cuidado materno usa a linhagem 

Long Evans. Este resultado, porém, está de acordo com um trabalho anterior com ratas 

Wistar desenvolvido em nosso grupo de pesquisa (URIARTE et al., 2007). Evidentemente, 

o comportamento de lambida que ocorre ao mesmo tempo com o a amamentação em dorso 

arqueado, as MCs apresentam freqüências significativamente maiores, diferença que é 

devida à maior freqüência de lambidas. Entretanto, os outros tipos de cuidado materno 

mostram algumas correlações com o comportamento de lambida. Também foi observado 

neste trabalho que as mães PCs estiveram fora do ninho e tinham filhotes fora do ninho 

com uma freqüência significativamente maior que as mães MCs. Isso é devido ao fato já 

estabelecido de que as ratas lactantes PCs demonstram menor qualidade de cuidado em 

relação aos seus filhotes, pois apresentam menor atividade em regiões hipotalâmicas 

implicadas no cuidado materno (CHAMPAGNE et al., 2001; 2003b; FRANCIS et al., 
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2000) e o componente motivacional do cuidado materno encontra-se também diminuído 

(CHAMPAGNE et al., 2004). 

Durante as duas primeiras semanas de vida do rato, as respostas ao estresse são 

menos acentuadas comparadas aos adultos – logo, esse período foi denominado como 

hiporresponsivo ao estresse (VÁZQUEZ, 1998; LEVINE, 2001). Contudo, DENT et al., 

2000, observaram que ocorre uma rápida (15-30 min) indução da transcrição do ARNm do 

CRH no PVN após um estressor brando (injeção salina). Estudos anteriores sugeriram que a 

resposta a um estímulo pode ser específica de estressor já no início da vida (WALKER et 

al., 1986), ou seja, dependendo das características fisiológicas e psicológicas do tipo de 

estressor – como o estresse por frio, um potente estressor no período neonatal o qual pode 

ocorrer na natureza – os filhotes de ratos podem responder mais ao estresse com maiores 

níveis de CORT plasmática, por exemplo (YI & BARAM, 1994; LEVINE, 2000, 

BRUNSON et al, 2001). Neste trabalho foi encontrada uma diferença significativa dos 

níveis plasmáticos da CORT aumentando em resposta ao estresse por frio em todos os 

grupos, o que está de acordo com estudos de estresse em filhotes (GRINO et al., 1991, 

KUHN et al., 1990). Porém, não foram encontradas diferenças entre machos e fêmeas no 

P13. Diferenças de gênero nos níveis da CORT somente ocorrem próximo à puberdade dos 

ratos, aproximadamente no P35 (HENNING, 1978). 

Os estudos sobre os efeitos das variações de cuidado materno, de modo geral, estão 

restritos a estudar a prole na vida adulta (MEANEY, 2001; ZHANG et al; 2006, ZHANG et 

al, 2004; WEAVER et al, 2001; CAMERON et al, 2005). Neste trabalho os resultados 

apontam que, no P13, os níveis de CORT basais e induzidos por estresse de filhotes PC e 

MC não diferem entre si, ao contrário do que já foi encontrado na literatura em animais 

adultos (BRAKE et al., 2000; MENARD & HAKVOORT, 2007). Isso indica que no PHRE 
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esses animais ainda não se diferenciaram quanto ao cuidado materno nas respostas da 

CORT quando expostos a um estressor, o que sugere que essas diferenças surgirão 

posteriormente no desenvolvimento. Os estímulos no início da vida podem induzir 

mudanças comportamentais e hormonais relacionadas ao estresse de forma duradoura, as 

quais não estão presentes em ratos machos e fêmeas imaturas (SEVERINO et al., 2004). 

Diferenças endócrinas quanto ao estímulo da manipulação neonatal, por exemplo, são 

aparentes tão tarde quanto P24-P26 (MEANEY et al., 1988). 

A OT não apenas desempenha funções quanto ao cuidado materno, mas também nas 

reações ao estresse e no apego entre filhote e mãe (LANG et al, 1983, JESOVÁ, 1996, 

NEUMANN et al, 2000, MORICEAU & SULLIVAN, 2005, NELSON & PANKSEPP, 

1998). Um estudo com ratos (PEDERSEN & BOCCIA, 2002) relatou que filhotes que 

foram lambidos e afagados freqüentemente por suas mães apresentam liberação de OT, o 

que está de acordo com nossos achados. Nossos resultados das dosagens de OT indicaram 

que os filhotes os quais receberam maiores freqüências de lambidas das mães (MCs), 

apresentaram os maiores níveis plasmáticos desse hormônio. Há poucos estudos quanto ao 

comportamento do filhote de procurar a mãe e a maioria envolve camundongos knockout. 

Filhotes knockout para o receptor mu-opióide demonstraram menos vocalizações 

ultrasônicas quando separados da mãe e diminuíram a preferência pelo odor da mãe 

(MOLES et al., 2004). Similarmente, um estudo preliminar usando camundongos knockout 

para OT revelou uma latência aumentada do filhote de rastejar até a mãe, quando separado 

dela (YOUNG et al., 1997b). A partir desses trabalhos, podemos sugerir que as mães PCs 

tinham maiores freqüências de filhotes fora do ninho não só devido ao próprio 

comportamento delas, mas também ao dos filhotes que provavelmente apresentavam menor 

procura ao ninho, dado que os filhotes PCs possuem níveis mais baixos de OT plasmática. 



 67

Também pode ser sugerido que as mães PCs foram observadas com maior freqüência fora 

do ninho comparadas às MCs não somente pelo próprio comportamento delas, mas 

provavelmente também devido ao comportamento de vocalização diminuído de seus 

filhotes quando afastados da mãe. 

A falta de resposta ao estresse pode ser devido ao fato do sistema hipotalâmico-

neurohipofiseal, o qual participa da relação da OT com o estresse, ainda não estar maduro 

(ENGELMANN et al, 2004, NEUMANN et al, 2000, LIBERZON & YOUNG, 1997a). É 

importante ser levado em conta que o sistema ocitocinérgico apresenta algumas 

peculiaridades em animais neonatos, por exemplo, padrão de expressão de receptores de 

OT é diferente no início do desenvolvimento (KRAMER et al, 2003, TRIBOLLET et al, 

1989). A OT tem uma natureza estresse-específica, uma vez que é observado que sua 

resposta encontra-se aumentada para determinados tipos de estressores em ratos machos e 

fêmeas, tais como o estresse por imobilização, nado forçado e isolamento social, e não ao 

frio, conforme foi usado neste trabalho (LANG et al, 1983, INSEL & WINSLOW, 1991, 

GIBBS, 1984; NEUMANN et al., 2000). Um dos hormônios que poderiam responder ao 

estresse frio seria a AVP, conforme já foi relatado em um trabalho com ratos no P10 

(WALKER et al., 1991). 

Interessantemente, foi encontrada uma diferença na OT quanto ao gênero, sendo que 

os níveis de OT estão aumentados nos filhotes fêmeas. Já foram relatadas diferenças de 

gênero no sistema ocitocinérgico em animais adultos (CARTER et al, 1988, JEZOVÁ et al, 

1996) e já foi encontrado dimorfismo sexual na expressão de receptores de OT no período 

neonatal (UHL-BRONNER et al, 2005). Os padrões temporais de secreção de esteróides 

gonadais durante o desenvolvimento são marcantemente diferentes entre machos e fêmeas, 

e é a testosterona testicular, secretada durante o período crítico do desenvolvimento, um 
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dos principais responsáveis pela diferenciação específica de gênero no encéfalo de 

mamíferos. Paradoxicalmente, no entanto, essa ação organizadora da testosterona requer 

sua aromatização a estrogênio – exposição de estrogênio derivado da testosterona é 

responsável pela “masculinização”/”feminização” do encéfalo quanto à regulação da 

liberação de gonadotropina e ao comportamento sexual (PATCHEV et al., 1995). Esse 

dimorfismo sexual do sistema ocitocinérgico no período neonatal deve-se às ações dos 

esteróides sexuais no início da vida (HIEMKE et al., 1992). Logo, a atividade aumentada 

da OT encontrada nas fêmeas neonatas em nosso trabalho pode ser regulada pelo estrogênio 

(CHAMPAGNE et al., 2001). Sugere-se que um dos fatores responsáveis pela preferência 

da mãe em lamber a região anogenital dos filhotes machos seria a presença de compostos 

relacionados a androgênios na urina do filhote, uma vez que os testículos já estão ativos em 

machos neonatos (MOORE & MORELLI, 1979). 

Neste trabalho, não foi encontrada nenhuma diferença entre machos e fêmeas 

neonatos quanto à atividade monoaminérgica no hipotálamo e no hipocampo, independente 

do cuidado materno e do estresse. Diferenças sexuais nos níveis de 5-HT durante o período 

crítico do desenvolvimento do encéfalo são associadas com diferenças morfológicas 

sexuais na idade adulta, tais como distribuição das fibras imunorreativas à 5-HT na POA 

medial (PETERS, 1982). Alguns trabalhos (LADOSKY & GAZIRI, 1970; GUILIAN et al., 

1973) não encontraram diferenças sexuais nos níveis de 5-HT no prosencéfalo e 

mesencéfalo de ratos machos e fêmeas nos P1, P4 ou P8. No entanto, foram relatadas claras 

diferenças no P12, no qual os níveis de 5-HT foram consideravelmente maiores em fêmeas 

do que em machos. Outro trabalho (CRUZ & ORTEGA-CORONA, 1997) encontrou 

diferenças sexuais significativas nos níveis hipotalâmicos de 5-HT, os quais foram maiores 

em fêmeas do que em machos no P10. Esses achados sugerem diferentes papéis para a 5-
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HT em machos e fêmeas, o que não é relatado com a DA e a NA, o que confirma a falta de 

diferenças de gênero na renovação da DA e nos níveis de NA no hipotálamo – quanto à 

NA, é importante levar em conta que os resultados encontrados podem ser devidos ao fato 

de que pudemos analisar somente os níveis do neurotransmissor, e não a sua renovação, 

uma vez que não foi possível dosar seus metabólitos. Contudo, os relatos acima não vão ao 

encontro dos nossos resultados quanto à renovação da 5-HT no hipotálamo. Resultados 

variados quanto à diferença de atividade serotonérgica hipotalâmica em ratos machos e 

fêmeas pré-púberes são relatados na literatura: ratos machos, mas não fêmeas, com 

experiência de manipulação neonatal apresentaram níveis diminuídos (PETERS et al., 

1991), aumentados (SMYTHE et al., 1994), ou sem diferença (PAPAIOANNOU et al., 

2002) na renovação da 5-HT hipotalâmica. Nossos resultados da renovação da 5-HT 

hipotalâmica estariam então mais de acordo com os encontrados por PAPAIOANNOU et 

al., 2002. Diferenças de gênero quanto à atividade serotonérgica no hipocampo são apenas 

relatadas em animais adultos (DROSSOPOULOU, 2004; DUFRESNE et al., 2009). Da 

mesma forma, a atividade dopaminérgica hipotalâmica e hipocampal diferente entre 

machos e fêmeas são relatadas somente em animais adultos (DALLA et al, 2008; 

DUCHESNE et al., 2009). As diferenças de gênero no sistema dopaminérgico são 

aparentes apenas após a puberdade (McCORMICK et al., 2002). Dimorfismos sexuais 

quanto à NA central são relatadas somente na vida adulta (CURTIS et al., 2006), o que está 

de acordo com nossos resultados. 

Além disso, algumas relações podem ser feitas sobre as monoaminas hipotalâmicas 

com nossos resultados obtidos com a OT plasmática. É sabido que as células no PVN são 

ativadas pelos terminais nervosos serotonérgicos, os quais aumentam a secreção de OT. NA 

e 5-HT, duas monoaminas conhecidas por controlar a secreção de OT e AVP da neuro-
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hipófise, também estão envolvidos na regulação da expressão de peptídeo no PVN e no 

SON do hipotálamo. Essas regulações podem ativar mecanismos complexos agindo nos 

níveis de ARNm ou de peptídeo (CONSIGLIO, 2006). Então, é possível relacionar a falta 

de efeito do estresse na atividade serotonérgica e nos níveis de NA hipotalâmicos –  

conforme será discutido com mais detalhes posteriormente –  com a ausência de elevações 

da OT no estresse. Contudo, não podemos comparar os dados obtidos das monoaminas 

centrais com a OT plasmática quanto às diferenças de gênero encontradas apenas na OT. 

Talvez pudéssemos encontrar alguma diferença de gênero nas monoaminas se tivéssemos 

analisado a hipófise. 

Uma vez que não há muitos dados na literatura a respeito das respostas 

neuroquímicas envolvidas no estresse em animais neonatos, foi investigada a atividade das 

monoaminas em estruturas encefálicas relevantes no estresse, tais como hipotálamo e o 

hipocampo. 

De acordo com BAFFI & PALKOVITS, 2000, a exposição de ratos adultos ao frio 

produz uma resposta termorreguladora coordenada através dos sistemas metabólicos, 

endócrinos, vegetativos e comportamentais. A POA, particularmente a subdivisão lateral do 

núcleo pré-óptico lateral e o núcleo pré-óptico mediano (periventricular) são considerados 

os “centros” da termorregulação. Ambos os estímulos de frio e calor evocam expressão de 

c-fos nos neurônios pré-ópticos. A POA recebe sinais térmicos da periferia através de 

aferentes sensoriais primários, os quais são retransmitidos por neurônios nas áreas 

medulares e pontinas termossensitivas. Os neurônios medulares termossensitivos ocupam 

áreas bem demarcadas imediatamente ventral e dorsal ao núcleo espinhal trigeminal, 

chamados núcleos peritrigeminais e paratrigeminais, respectivamente. Neurônios sensíveis 

ao frio estão presentes na parte dorsal da formação reticular pontina, a qual corresponde à 
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área termorreguladora pontina. Outra área que responde ao estresse por frio é a subdivisão 

lateral do núcleo do trato solitário. A resposta inicial à exposição aguda ao frio começa no 

hipotálamo. Ocorre um aumento na liberação do hormônio estimulador de tireotropina 

(TRH) do hipotálamo que, por sua vez, estimula a liberação de tireotropina (TSH) da 

adeno-hipófise, fazendo com que a glândula tireóide secrete seus hormônios (FREGLY, 

1989). A secreção de TSH estimulada por frio pode ser modificada por vários 

neurotransmissores (MÄNNISTÖ, 1983). A importância da 5-HT é controversa, contudo a 

NA é um transmissor estimulatório na secreção de TRH e TSH, enquanto que a DA tem 

uma ação inibitória na liberação e/ou síntese de TRH e TSH (MÄNNISTÖ, 1983; MOURA 

& MOURA, 2004). Há fortes evidências sugerindo que a resposta à exposição ao frio é um 

estímulo estressante. Adicionalmente ao eixo HHA, alguns outros sistemas efetores podem 

ter um papel importante na manutenção da homeostase durante o frio. O frio agudo pode 

resultar em uma marcante elevação nos níveis de NA plasmática junto com elevação dos 

níveis de ACTH e CORT, além das mudanças nos níveis de CAs encefálicas em resposta ao 

estresse por frio já mencionado. Sugere-se que o sistema noradrenérgico central possa ter 

algum papel nas respostas induzidas pelo frio no PVN (BAFFI & PALKOVITS, 2000).  

Apesar de filhotes de espécies altriciais como os ratos disporem de respostas 

termogênicas logo após o nascimento, são insuficientes para retardar a perda de calor. Em 

temperaturas baixas, a termogênese pelo tecido adiposo marrom contribui 

significativamente para as adaptações comportamentais e fisiológicas no frio 

(BLUMBERG & SOLOLOFF, 1998). Embora a liberação de TSH da hipófise seja 

controlada pelo TRH secretado do hipotálamo no período neonatal (P10), os controles 

centrais da secreção da TSH são imaturos neste estágio do desenvolvimento. Sugere-se que 

o controle opióide e dopaminérgico de liberação da TSH maturem antes da regulação 
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noradrenérgica nos ratos em desenvolvimento. A maturação tardia do mecanismo 

estimulatório noradrenérgico pode ser responsável pela ausência de aumento de secreção da 

TSH induzida por frio em neonatos (IGNAR & KUHN, 1988). 

Neste trabalho não foi encontrado efeito do estresse por frio na renovação da 5-HT 

hipotalâmica. Pode-se pensar que a atividade serotonérgica hipotalâmica não é relevante 

nas respostas ao frio, pelo menos em animais no P13, já que a participação do sistema 

serotonérgico no frio não é clara (MÄNNISTÖ, 1983; MOURA & MOURA, 2004). Uma 

vez que a atividade dopaminérgica do controle do frio já está madura no PHRE (IGNAR & 

KUHN, 1988) e que a DA inibe as respostas do TRH e do TSH no frio (MÄNNISTÖ, 

1983; MOURA & MOURA, 2004), é possível que a diminuição da renovação da DA 

hipotalâmica encontrada nos nossos resultados esteja exercendo uma função adaptativa 

quanto ao estressor usado em nossos animais no P13. A diminuição da atividade 

dopaminérgica poderia, então, estar levando à facilitação da liberação e/ou síntese de TRH 

e TSH no frio. A maturação tardia do sistema noradrenérgico na resposta ao frio 

mencionada anteriormente talvez explique a falta de efeito desse estresse nos níveis da NA 

hipotalâmica em nossos resultados. Contudo, essas hipóteses só poderiam ser comprovadas 

analisando a atividade do TRH e do TSH juntamente com a atividade monoaminérgica. 

Desde muito tempo tem sido relatado na literatura que, de modo geral, um estresse 

agudo aumenta as relações de renovação das monoaminas no encéfalo (BALDESSARINI, 

1972). No entanto, alguns trabalhos os quais analisaram determinados núcleos individuais 

do hipotálamo podem encontrar uma relação contrária. Em um experimento com animais 

adultos expostos agudamente a vapores de éter, foi relatada uma diminuição no 

metabolismo da 5-HT no PVN, SON e no núcleo arqueado caudal, enquanto que aumentos 

significantes do metabolismo da 5-HT foram encontrados no núcleo supraquiasmático e no 
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núcleo arqueado rostral (JOHNSTON et al., 1985). Em um trabalho utilizando 20 min de 

imobilização, foi encontrada uma diminuição significante de NA no núcleo ventromedial e 

no SON, assim como um aumento na NA no núcleo dorsomedial (KVETNANSKY et al., 

1977). É importante levar em conta que, em nosso trabalho, analisamos as monoaminas no 

hipotálamo inteiro, e não em núcleos específicos. A ausência de efeitos do estresse quanto à 

5-HT e à NA pode ser o resultado do somatório de atividades antagônicas desses sistemas 

nos diferentes núcleos que compõem o hipotálamo. O trabalho de KVETNANSKY et al., 

1977, também encontrou uma diminuição de DA no núcleo arqueado, assim como um 

aumento na DA no núcleo dorsomedial. Logo, sugere-se que a atividade dopaminérgica do 

núcleo arqueado (A12), especificamente, esteja representando a atividade dopaminérgica 

hipotalâmica diminuída que encontramos no estresse. Seria interessante, para estudos 

posteriores, estudar a atividade monoaminérgica em núcleos individuais do hipotálamo para 

confirmar essas hipóteses. 

A resposta dos neurônios dopaminérgicos ao estresse é dependente de vários 

fatores, incluindo a região encefálica, o gênero do indivíduo e o tipo de estressor 

(FLECKENSTEIN et al., 1994). Vários estressores diminuem a atividade de neurônios 

dopaminérgicos TIs e periventriculares-hipofiseais, neurônios os quais inibem tonicamente 

a secreção de prolactina e peptídeos derivados da POMC, respectivamente 

(FLECKENSTEIN et al., 1994). A exposição breve ao éter causa um aumento moderado na 

secreção de prolactina a qual é acompanhada por uma supressão transitória da atividade dos 

neurônios dopaminérgicos TIs (LOOKINGLAND et al., 1990). Assim como a OT, a 

prolactina é potencialmente envolvida na atenuação da resposta do eixo HHA ao estresse 

(TILBROOK & CLARKE, 2006). O trabalho de FUXE et al. (1983) relatou que o estresse 

por 1h de imobilização induziu diminuição na renovação de DA na zona medial da 
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eminência média, a qual pode mediar o aumento da secreção de prolactina induzido por 

estresse. A DA liberada dos terminais dos neurônios TIs na eminência média é transportada 

via sistema portal hipotalâmico-hipofiseal para a adeno-hipófise onde ela se ligará a 

receptores estereoespecíficos nas células lactotrofas e inibirá a secreção de prolactina 

(DEMAREST et al., 1985; MOORE et al., 1987). A DOPAC é o metabólito predominante 

da DA na eminência média. As concentrações da forma livre desse metabólito refletem a 

relação do metabolismo de DA nos terminais dos neurônios TIs (LOOKINGLAND et al., 

1987). Baseado nesses estudos existe também a possibilidade de que o estresse usado em 

nosso trabalho tenha levado à diminuição da atividade dos neurônios dopaminérgicos TIs 

que, por sua vez, diminui a renovação da DA na eminência média, região a qual também 

poderia representar a renovação da DA diminuído que foi encontrado no hipotálamo. Esse 

mecanismo poderia levar à liberação de prolactina, a qual atuaria de modo adaptativo 

atenuando a resposta do eixo HHA ao estresse nos filhotes. Para confirmar essas hipóteses, 

seria necessário não só analisar a atividade dos neurônios TIs e da eminência média, mas 

também analisar os níveis de prolactina plasmática nos animais. 

Estudos já indicaram que neurônios monoaminérgicos centrais podem ter sua 

atividade afetada por Gs (MOORE & BLOOM, 1979; PACAK et al., 1995a; PACAK et 

al., 2002). A hipercortisolemia crônica diminui os índices neuroquímicos de síntese e 

renovação de DA no Nacc, indicando que o excesso de Gs inibe a atividade dopaminérgica 

nessa região (PACAK et al., 2002). O excesso de Gs também inibe a síntese e liberação de 

CRH no PVN e diminui a renovação da NA hipotalâmica (NAKAGAWA et al., 1983; 

JHANWAR-UNIYAL et al., 1989; PACAK et al., 1995a,b). O trabalho de PACAK et al., 

1995a, demonstrou que os Gs diminuem a atividade catecolaminérgica basal e induzida por 

estresse no PVN, sugerindo que os Gs limitam a ativação do eixo HHA durante o estresse 
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pela atenuação da síntese e liberação de CA no PVN. Os autores sugerem que os Gs inibem 

a hidroxilação da tirosina – conseqüentemente, a biosíntese de CAs no PVN – via ações dos 

α2-adrenoceptores. Esses achados são consistentes com um papel intermediário das CAs na 

alça de retroalimentação negativa G-hipotálamo. Os ratos adultos hipercortisolêmicos 

utilizados nos estudos mencionados poderiam ser comparados aos ratos no período 

neonatal, pois mesmo que a concentração plasmática total de Gs seja baixa durante o 

PHRE, a concentração de sua forma biologicamente ativa é alta porque a maioria dos Gs 

está circulando no plasma na sua forma não-ligada à transcortina (HENNING, 1978; 

HADJIAN et al., 1975), o que contribui com a sensibilidade aumentada da retroalimentação 

negativa aos Gs durante esse período (GRINO et al., 1991). 

As células monoaminérgicas do encéfalo estão entre os locais nos quais o RG está 

presente em grandes quantidades, a concentração do RG nos núcleos é particularmente alta. 

Esses RGs, portanto, representam um importante local de ação de hormônios Gs secretados 

pelas adrenais, sugerindo uma possível ação genômica direta da CORT nos neurônios 

catecolaminérgicos (HÄRFSTRAND et al., 1986). No entanto, os dados anatômicos de 

CZYRAK & CHOCYK, 2001, indicam que os RGs influenciam a neurotransmissão 

dopaminérgica na VTA e na substância nigra por um mecanismo indireto, o qual 

possivelmente envolve neurotransmissor intermitente. Nos grupos de células 

dopaminérgicas hipotalâmicas, todos os neurônios dopaminérgicos no núcleo arqueado 

(grupo celular A12), a maioria das células na zona incerta (A13) e todas as células do 

hipotálamo periventricular (A14) demonstram imunorreatividade moderada à forte para o 

RG, mas nenhuma das grandes células dopaminérgicas do hipotálamo posterior (A11) 

demonstrou tal imunorreatividade. No mesencéfalo, 40% a 75% das células dopaminérgicas 
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expressam o RG. As células A10 na VTA apresentam forte imunorreatividade 

(HÄRFSTRAND et al., 1986), sendo que os RGs estão presentes em neurônios e células 

gliais em quantidades comparáveis (CZYRAK & CHOCYK, 2001). A grande maioria dos 

corpos celulares noradrenérgicos dos grupos A1-A7 e os corpos celulares serotonérgicos 

dos grupos B1-B9 apresentam forte imunorreatividade para o RG (HÄRFSTRAND et al., 

1986). Sugere-se que os sistemas monoaminérgicos do tronco encefálico que se projetam 

difusamente e responsivos ao estresse envolvidos na regulação de, entre outras coisas, 

sono-vigília, comportamentos emocionais, funções neuroendócrinas e cardiovasculares e 

humor estão sob influência dos hormônios Gs circulantes. Deste modo, os neurônios 

catecolaminérgicos e serotonérgicos do encéfalo representam importantes sistemas 

adaptativos para o indivíduo (HÄRFSTRAND et al., 1986). Podemos então nos valer 

desses dados para lançar outra hipótese em relação aos nossos achados, a qual seria a de um 

possível papel dos altos níveis de CORT biologicamente ativa no PHRE na atenuação das 

respostas das monoaminas hipotalâmicas e hipocampais ao estresse. Isso poderia também 

explicar o fato de que o estresse induziu diminuição na atividade dopaminérgica 

hipotalâmica e não modificou a atividade serotonérgica e os níveis de NA, e também a falta 

de efeito do estresse na atividade serotonérgica e nos níveis de NA no hipocampo – apesar 

de a inervação noradrenérgica hipocampal ser uma das aferências mais precoces para esta 

estrutura (LOY & MOORE, 1979), a qual provém exclusivamente do LC, cujos neurônios 

são gerados entre E11 e E13. A CORT poderia, então, estar ligando-se em RGs nos 

neurônios monoaminérgicos, afetando a liberação dos seus neurotransmissores no 

hipotálamo e no hipocampo. Podemos sugerir que, por exemplo, a atividade dopaminérgica 

hipotalâmica diminuída que encontramos possa ser um dos possíveis mecanismos 

envolvidos na hiporresponsividade ao estresse em neonatos. Contudo, estudos posteriores 
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de imunoistoquímica dos RGs e da atividade dos neurônios monoaminérgicos precisariam 

ser feitos, por exemplo, nos neurônios dopaminérgicos hipotalâmicos A12 a A14 e na VTA 

para confirmar esta hipótese. 

Quanto ao efeito central do cuidado materno, o único porém importante resultado 

encontrado neste trabalho foi da renovação da 5-HT aumentado no hipocampo de filhotes 

MCs. Esse resultado está de acordo com a literatura, pois já foi relatado que a estimulação 

tátil pelo cuidado da mãe ativa vias serotonérgicas ascendentes do núcleo da rafe dos 

filhotes (SMYTHE et al., 1994). Esse mecanismo levará a maior expressão de RGs no 

hipocampo dos filhotes (CHAMPAGNE & CURLEY, 2009), o que conferirá aos animais 

MCs uma retroalimentação negativa mais eficiente na vida adulta (SILVEIRA et al., 2007). 

Experimentos com manipulações no início da vida também constataram que há alteração 

dos sistemas serotonérgicos hipocampais e corticais em filhotes de ratos (SMYTHE et al., 

1994). Breves episódios de manipulação aumentam a renovação de 5-HT e a concentração 

de 5-HIAA em regiões do encéfalo do rato neonato onde a expressão de RG é alterada, tais 

como o hipocampo e o córtex frontal, sem efeito em regiões onde a expressão de RG não é 

afetada, tais como hipotálamo e a amígdala (SMYTHE et al., 1994). O efeito da 5-HT na 

expressão de RG no hipocampo parece ser mediado pelo receptor 5-HT2. A manipulação 

não tem efeitos a longo prazo na renovação de 5-HT hipocampal e do córtex frontal e está 

associada com a diminuição nas concentrações de 5-HT. O conteúdo de 5-HT hipocampal 

aumenta durante as três primeiras semanas de vida, um padrão temporal que é notavelmente 

similar àquele visto tanto para a expressão de ARNm para RG quanto para densidade do 

receptor (SMYTHE et al., 1994). Essas informações demonstram a importância dos efeitos 

das estimulações mediados pela 5-HT no desenvolvimento da expressão de RG, sugerindo 

que o papel da 5-HT é singular no início do desenvolvimento. A ausência de efeito do 
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cuidado materno nas monoaminas hipotalâmicas nos nossos animais no P13 indica que esse 

efeito só ocorrerá na vida adulta. 

A despeito das hipóteses formuladas acima para discutir os resultados obtidos neste 

trabalho, é importante levar em conta também que o número reduzido de amostras em 

alguns grupos, possivelmente, representou um viés para os achados. Trabalhos posteriores 

são necessários para aumentar o número da amostra, permitindo que sejam feitas 

interpretações mais seguras a respeito da real natureza dos processos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusões 
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Foi concluído que: 

 

- As ratas lactantes Wistar apresentam diferenças individuais de cuidado materno, 

principalmente quanto ao comportamento de lambida. 

- Apesar dos ratos neonatos estarem no PHRE, os filhotes apresentam uma resposta 

significativa da CORT provocado por um estressor, sendo que neste caso, ao frio. 

- Diferenças de gênero quanto aos níveis basais e induzidos por estresse da CORT 

ainda não ocorreram no PHRE dos animais estudados. 

- Diferenças quanto ao cuidado materno dos níveis basais e induzidos por estresse 

de CORT não ocorrem no PHRE. Essas modificações podem surgir numa fase posterior do 

desenvolvimento. 

- A falta de resposta da OT ao estresse em filhotes pode ser devida ao fato de que o 

sistema hipotalâmico-neurohipofiseal ainda não estar maduro o suficiente, e também ao 

fato de que a OT apresenta pouca resposta ao tipo de estressor usado – o frio, mesmo em 

animais neonatos, o qual é considerado um forte estressor para filhotes. 

- A OT aumentada nos filhotes fêmeas comparada aos machos indica um dado 

interessante de que algumas diferenças sexuais hormonais já são encontradas no período 

neonatal. 

- A OT aumentada nos filhotes MCs indica que maiores freqüências de cuidado 

materno induzem maior liberação do hormônio na prole, o que está correlacionado com a 

interação mãe-filhote. 

- A atividade serotonérgica avaliada no hipotálamo inteiro não é modificada por 

estresse, gênero (ao contrário com alguns achados na literatura) ou por diferentes 

intensidades de cuidado materno em ratos Wistar no P13. 
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- A atividade dopaminérgica avaliada no hipotálamo inteiro é responsiva ao estresse 

em ratos no P13. 

- A falta de diferenças quanto ao gênero e ao cuidado materno na atividade 

dopaminérgica hipotalâmica nos ratos no P13 indicam que essas modificações podem 

surgir posteriormente. 

- A atividade serotonérgica hipocampal aumentada nos filhotes MCs está 

intimamente ligada aos maiores intensidades de cuidado materno recebido – especialmente 

devido ao comportamento de lambida aumentado nas mães MCs. Este resultado está de 

acordo com outros estudos com diferenças de cuidado materno e com manipulação 

neonatal. 

- A falta de diferença na atividade da 5-HT hipocampal quanto ao gênero e ao 

estresse nos ratos no P13 indica que essas modificações podem surgir posteriormente na 

vida. 

- Nos ratos no P13, não encontramos diferença em nenhum dos fatores – cuidado 

materno, gênero e estresse – nos níveis de NA hipotalâmica e hipocampal. 
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