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INTRODUÇÃO 

U F R G S 
lm.d. Ciências Básicas da Saúdlll 

Bibliotec111 

O termo estresse geralmente refere-se a alterações físicas ou 

psicológicas que alteram o. equilíbrio óu a homeostasia do organismo. 

Estressares psicológicos são indicados como elementos-chave nas doenças 

psiquiátricas, ainda que estressares físicos (infecções virais e doenças auto­

imunes) estejam sendo reconhecidos como indutores potenciais das mesmas 

(Akil e Morano, 1995). 

A resposta ao estresse físico ou psicológico é coordenada pelo 

sistema nervoso central e resulta em modificações comportamentais, 

viscerais e endócrinas que permitem ao organismo adaptar-se ao estresse 

(Tizabi e Aguilera, 1992). 

Em 1936, o cientista e médico austríaco Hans Seyle (Henry, 1993) 

apresentou pela primeira vez em biologia o conceito de estresse. Conceituou 

estresse como uma síndrome geral de adaptação, ou seja, um conjunto de 

reações sistêmicas e não-específicas que surgem quando ocorre uma 

exposição do organismo a potenciais agentes agressores, chamados 

estressares (Bonamin, 1984). O estresse pode influenciar a recuperação de 

doenças, reduzir a resistência a doenças ou produzir doenças diretamente 

(Ursin e Olff, 1993). 

O organismo reage ao estresse pela ativação de um complexo 

repertório de respostas comportamentais e fisiológicas, o paradigma de "luta 

ou fuga" descrito por Cannon no início do século ( conforme citado por Carrol 

et ai., 1976). 



Todos os organismos, da bactéria ao ser humano, desencadeiam 

mecanismos para reagir a mudanças que sejam estressaras no seu ambiente 

externo ou interno. Nos mamíferos, esta função é executada, em parte, pelo 

eixo límbico-hipotálàmo-pituitário-adrenal (LHPA) (Akil e Morano, 1995). A 

ativação do eixo LHPA resulta no aumento da secreção de hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotálamo, de hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) pela hipófise anterior ou adeno-hipófise e de 

corticosteróides pelo córtex da adrenal (Sutanto e de Kloet, 1993). A 

liberação de ACTH é controlada por vários secretagogos sintetizados pelos 

neurônios do núcleo paraventricular hipotalâmico (PVN) e liberados pela 

eminência média hipotalâmica dentro da circulação porta-hipofisária. Os mais 

importantes destes secretagogos parecem ser o CRH, a arginina­

vasopressina (AVP) e a ocitocina (OT) (Romero et ai., 1995; Cullinan et ai., 

1995). Estes agem na hipófise levando à síntese e a liberação de ACTH pela 

hipófise anterior e de outros peptídeos derivados de um precursor comum, a 

pró-opiomelanocortina (POMC) em que estão incluídos os opióides 

endógenos. O ACTH, por sua vez, ativa a conversão do colesterol em 

pregnenolona, aumentando a produção e a liberação de glicocorticóides 

(GCS) pelo córtex da adrenal (Fig.1 ). Estes últimos hormônios atuam em todo 

organismo para mediar modificações nos processos (por ex: metabólico, 

imune, inflamatório) requeridos para adaptação e preparação do organismo 

para lidar com uma situação estressante, incluindo mudanças na forma de 

obtenção de energia e no metabolismo (Cullinan et ai., 1995; Akil e Morano, 

1995; Mello Aires, 1985). Os glicocorticóides inibem a liberação e a síntese 
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1 1nfluência comportamental 
t sobre o hipotálamo 
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Figura-1: E1xo límbic-0-hipotájamo-hipófise-a-drenaj (LHPA). 
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de ACTH por atuarem no hipocampo, bem como em hipotálamo e hipófise 

(Duman, 1995), exercendo então um efeito de feedback negativo sobre a 

liberação de ACTH (Reisini et ai., 1986). 

Os GCS produzem mudanças fisiológicas requeridas para preparar 

o organismo em situações de emergência. Os GCS influenciam os sistemas 

renal, cardiovascular e nervoso (Liddle, 1981; Tyrrel & Forsham, 1983). O 

cortisol é o principal hormônio glicocorticóide secretado pelo córtex da 

adrenal humana, enquanto que a corticosterona é o principal corticóide 

secretado nos ratos (Bhatnagar et ai., 1997). Embora esses hormônios sejam 

catabólicos, prolongada exposição aos mesmos pode ser deletéria, 

resultando em condições patológicas em animais cronicamente estressados 

(Martignoni et ai., 1992). 

O hipocampo é o principal alvo no cérebro para esteróides 

adrenocorticais devido à grande concentração de receptores para GCS nesta 

estrutura (Sapolsky et ai., 1984; McEwen et ai., 1975.). Em seres humanos, o 

hipocampo sofre atrofia após estresse traumático, depressão recorrente, 

síndrome de Cushing e em indivíduos idosos (Magarinos et ai., 1997). Em 

ratos, tem-se mostrado que a exposição a estresse agudo ou crônico como 

causa de perda de células neuronais hipocamp~is e atrofia de dendritos 

apicais nos neurônios da região de CA3 do hipocampo (Moghaddam et ai., 

1994). 

No hipocampo, os GCS regulam a via que resulta na inibição da 

síntese e secreção do CRH pelos neurônios do hipotálamo. O CRH é um 

neuropeptídeo sintetizado na parte parvocelular do PVN e está distribuído em 
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áreas cerebrais extra-hipotalâmicas, tais como hipocampo, amígdala, estriado 

ventral e córtex frontal (Swanson et ai., 1983). O CRH tem crucial importância 

nas respostas comportamental, neuroendócrina e neuroimune ao estresse 

(Swanson et ai., 1983). 

Uma elevação prolongada de GCS resulta em efeitos neurotóxicos 

e morte celular, que pode contribuir para prejuízo no controle de feedbak 

negativo do eixo LHPA (Duman, 1995). Além dessa ação sobre a liberação 

de CRH, os glicocorticóide têm múltiplos efeitos no hipocampo, incluindo 

alterações na síntese protéica (Nestler et ai., 1981 ), na recaptação de GABA 

(Miller et ai., 1978) e na atividade serotoninérgica (Biegon et ai., 1985). 

Selye, em seus estudos iniciais (apud Sapolsky, 1992), observou 

que uma variedade de estressares crônicos pode causar úlcera péptica, 

hipertrofia da adrenal e colapso autoimune. Selye descobriu a extraordinária 

importância do estresse como causador de doenças. Atualmente, conhece-se 

um grande número de doenças que são causadas ou exacerbadas pelo 

estresse crônico (miopatia, hipertensão, diabete induzida por esteróides, 

alterações na reprodução, nanismo psicogênico). O estresse crônico não é 

patogênico porque as defesas do organismo falham, e sim, porque, no 

estresse crônico e intenso, os mecanismos envolvidos neste processo 

tornam-se, eles mesmos, agressivos ao organismo (Sapolsky, 1992). 

Demandas repetidas ou de longo prazo podem levar a 

modificações no eixo LHPA, resultando em respostas alteradas ao estresse 

(Konarska et ai., 1989; Tizabi & Aguilera, 1992). Além disso, o envelhecimento 

pode diminuir a capacidade de resposta apropriada ao estressar (Sapolsky, 
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1992). Por outro lado, o estresse crônico pode acelerar os aspectos 

degenerativos do envelhecimento (Bhatnagar et ai, 1997). Entre as alterações 

resultantes da exposição crônica ao estresse, estariam defeitos no 

mecanismo de feedback ou no ritmo circadiano (Holmes et ai., 1995). Isto 

assume grande importância quando se considera que há numerosas 

indicações de alterações do eixo LHPA em várias síndromes psiquiátricas, 

incluindo desordens alimentares, ansiedade e doença do pânico (Akil e 

Morano, 1995). 

Estresse e alterações de comportamento alimentar 

O comportamento alimentar reflete uma interação entre o estado 

fisiológico do organismo e as condições ambientais (Halmi, 1995). As 

condições ambientais incluem características do alimento, tais como paladar, 

textura, novidade, acessibilidade e composição nutricional, e condições 

externas ao alimento, tais como temperatura, presença de pessoas ou 

exposição a algum tipo de estresse (Blundell e Hill, 1986). Centros 

hipotalâmicos da fome fazem parte de um complexo de interações neuro­

regulatórias que incluem o sistema periférico de saciedade (hormônios 

gastrintestinais e pancreáticos) e uma grande rede neural no cérebro 

(Blundell e Hill, 1986). 

Diferentes sistemas de neurotransmissores centrais têm sido 

envolvidos no comportamento e na patologia alimentar. Por exemplo, sabe-se 

que a ingestão de sacarose aumenta o metabolismo da dopamina no 

hipotálamo, e parece provável que os mecanismos centrais da dopamina 
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sejam necessários à resposta normal de alimentação ao estímulo do sabor 

doce (Blundell, 1991 ). Peptídeos opióides também têm sido implicados nas 

respostas de prazer a alimentos, especialmente de sabor doce 

(Blundell, 1991 ). A norepinefrina estimula o apetite, principalmente de 

alimentos ricos em carboidratos, por meio de receptores a.2 no NPV. 

Paralelamente, a serotonina interage com mecanismos noradrenérgicos e 

facilita a saciedade (Blundell & Hill, 1993; Halmi, 1995) 

Os efeitos do estresse na ingestão têm sido bem estudados em 

animais com técnicas de compressão na cauda, imobilização ou exposição a 

um ambiente novo (Halmi, 1995). 

Em nosso laboratório foi estudado o comportamento alimentar de 

ratos estressados cronicamente em dois modelos de estresse: por 

imobilização e estresse variável (luz piscante, natação, privação de água, 

privação de comida, isolamento, imobilização isolada ou associada ao frio) 

para consumo de alimento doce. Observou-se que os animais estressados 

cronicamente por imobilização consumiam mais alimento doce que os 

animais controle e este efeito foi revertido pela administração de diazepam 

(Ely et ai., 1997). Por outro lado os animais submetidos a estresse crônico 

variável apresentaram uma diminuição significativa no consumo de alimento 

doce (Gamara, 1998). Em ambos os modelos de estresse não houve variação 

no consumo de ração-padrão. 

Estresse, catecolaminas e indolaminas. 

Estudos de vários autores mostraram que a imobiliz9ção e outros 
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tipos de estresse induzem a ativação do eixo LHPA e que esta ativação 

ocorre subseqüentemente à ativação dos neurônios catecolaminérgicos do 

tronco cerebral ( Lachuer et ai., 1994). 

Durante o estresse a glândula adrenal secreta GCS e 

catecolaminas (CA) (Natelson et ai., 1987). Estressares de vários tipos ativam 

a liberação e o turnover de epinefrina pela glândula adrenal e de CA pelo 

sistema nervoso autônomo (Tsuda et ai., 1989; McEwen & Sapolsky, 1995). 

A exposição crônica a estímulos estressantes induz a 

mecanismos compensatórios que atenuam os efeitos deletérios do estresse 

repetido, em um sistema defensivo que mantém o estado homeostático 

(Mansi e Drolet, 1997). Esta habilidade para adaptar-se ao estresse repetido 

ou prolongado envolve aparentemente os eixos LHPA e simpático-adrenal 

(AS), os dois maiores envolvidos na resposta ao estresse (Mansi e Drolet, 

1997). 

Os sistemas catecolaminérgicos (SCA) do tronco cerebral estão 

envolvidos na ativação do eixo LHPA (Plotsky et ai., 1989). O PVN é 

densamente inervado por terminais catecolaminérgicos (Swanson et 

ai., 1983). Esta inervação se origina de grupos de células noradrenérgicas 

localizadas no tronco cerebral ( chamadas grupo A1 na medula ventral e grupo 

A2 na medula dorso medial) e nos setores superiores da medula bem como 

em menor extensão do locus coeruleus na ponte dorsal (Sawchenko & 

Swanson, 1982). 

Investigações fisiológicas têm demonstrado que a integridade da 

inervação SCA no PVN é necessária para a ativação do eixo LHPA por 
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certos estressares tais como estresse por exposição a vapores de éter 

(Lachuer et ai., 1994) ou por imobilização (Gibson et ai., 1986). 

Exposição ao estresse também causa ativação do turnover da 

serotonina (5-HT) (Van Loon et ai., 1981 ). Isto levou alguns autores a sugerir 

que o estresse estaria envolvido com fenômenos relacionados à ansiedade 

(Graeff, 1993). Deve-se lembrar que a 5-HT tem importante função no 

aprendizado e retenção do medo (Archer et ai., 1982; Archer, 1993). 

Anormalidades na função serotoninérgica têm sido ligadas a muitos sintomas 

de depressão, como por exemplo, mudanças de apetite, humor , função 

sexual, sono e função cognitiva (Blundell, 1984). Estudos sugerem que a 

liberação de renina e prolactina, mas não a secreção de corticosterona, seja 

modulada pelos neurônios serotoninérgicos do mesencéfalo e suas 

projeções para a região mediobasal do hipotálamo (Van de Kar et ai., 1982). 

Além disso, sabe-se que uma das conseqüências do estresse 

repetido é o aumento da atividade da tirosina-hidroxilase (TH), uma enzima 

limitante para a formação de norepinefrina e epinefrina no locus coeruleus e 

medula da adrenal (Lachuer et ai., 1994). O estresse induz a ativação da 

biossíntese de CA e também aumenta a eficiência catalítica da TH 

(Nisenbaum et ai., 1991 ). 

Estresse e nocicepção 

Existem evidências de que o estresse está associado com 

alterações no sistema opióide endógeno. Em 1985, Van der Kolk e 

associados (Friedman & Southwick, 1995) propuseram que a doença de 
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estresse pós-traumático estaria associada à depleção crônica de peptídeos 

opióides endógenos. O estresse leva à liberação de opióides endógenos, 

diminuindo a sensibilidade à dor (Southwick et ai., 1995). A analgesia 

provocada pelo estresse pode ser bloqueada pela administração de um 

antagonista opióide (naltrexona, naloxona) (Siegfried et ai., 1987; Rodgers & 

Hendrie, 1983), demonstrando que há uma relação daquela com sistemas 

opióides endógenos. Os tipos de estresse que levam a este fenômeno 

incluem choque nas patas, injeção de salina hipertônica, natação em água 

fria, estímulos nocivos na pele e imobilização (Amir & Amit, 1978; Bodnar, 

1986; Hayes et ai., 1978). Em nosso laboratório, temos observado que ratos 

estressados agudamente (machos e fêmeas) apresentam alta latência para 

retirada da cauda a um estímulo térmico nocivo (tail-flick) quando comparados 

com ratos controles. Por outro lado, ratos estressados cronicamente por 

imobilização mostraram uma adaptação a este efeito, que varia conforme o 

sexo (Gamara et ai., 1998 b). Fêmeas cronicamente estressadas não 

apresentam o efeito analgésico característico em resposta à sessão de 

estresse, quando comparadas com controles. Ratos machos cronicamente 

estressados mostraram uma diminuição na latência do tail-flick, 

caracterizando uma resposta hiperalgésica, tanto no estado basal quanto 

após exposição a sessão de estresse (Gamara et ai., 1998 b). 

A nocicepção também tem sido relacionada com exposição à 

novidade (Netto et ai., 1987; Siegfried et ai., 1987; Dalmaz et ai., 1991 ). Sabe­

se que há liberação de ~-endorfina em situações de novidade não dolorosas 

(Carrasco et ai., 1982; lzquierdo e Netto, 1985a, 1985b). Tem sido sugerido 
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que a antinocicepção presente após exposição à novidade ocorre devido à 

liberação de ~-endorfina hipotalâmica (Siegfried et ai., 1987). 

Estresse e memória 

Denomina-se aprendizado a aquisição de informação por meio da 

experiência e memória o armazenamento e a evocação da informação ou de 

conseqüências destas informações. Não existe memória sem aprendizado, e 

não há aprendizado sem experiências (Carrasco et ai, 1982; lzquierdo, 1989a 

e 1989b; lzquierdo e Medina, 1991 ). 

Várias regiões do cérebro têm sido implicadas nos processos de 

memória: a amígdala, o hipocampo, o núcleo caudado, o hipotálamo e o 

tálamo (localizados no centro do cérebro),o córtex cerebral (lzquierdo & 

Medina, 1997). Este conjunto de estruturas integra um sistema modulador 

que influencia a decisão, por parte do sistema nervoso, diante de cada 

experiência, do que deve ser gravado e do que deve e pode ser evocado 

(lzquierdo, 1989a). Dados recentes indicam que o córtex entorrinal e, minutos 

mais tarde, o córtex parietal posterior participam nos processos de formação 

ou consolidação da memória nas horas que seguem a seu processamento 

inicial por hipocampo e amígdala (lzquierdo & Medina, 1997). 

A cadeia de fenômenos da memória é constituída por esta 

seqüência de eventos: 1) experiência nova, 2) aquisição de comportamento 

ou informação, 3) armazenamento, 4) consolidação, 5) evocação (lzquierdo 

e Netto, 1985 b). A memória pode ser modificada por tratamentos 

farmacológicos e/ou comportamentais que atuam sobre os processos de 

l l 



aquisição, consolidação e/ou evocação (Gold & McGaugh, 1975; lzquierdo et 

ai., 1984). 

Estudos dos laboratórios de lzquierdo ( lzquierdo e Dias, 1983 a e b 

; lzquierdo,1984), de Wied (de Wied, 1977 a e b; Bohus & de Wied; 1981; de 

Wied, 1984) e McGaugh (McGaugh, 1983; McGaugh et ai. 1988; Kim & 

McGaugh, 1990; Liang et ai., 1990; McGaugh, 1990), juntamente com outros 

pesquisadores, têm demonstrado que mecanismos hormonais estão 

envolvidos com o aprendizado e a memória. Em particular, os hormônios 

secretados pelo sistema hipófise-adrenal parecem estar envolvidos. Tanto o 

aprendizado aversivo quanto o apetite podem ser influenciados pelos 

hormônios da hipófise-adrenal (ACTH e GCS) (lzquierdo e Dias, 1983 a e 

1983b; Gray & Garud, 1977; Levine et ai., 1977; Roozendaal e McGaugh, 

1996). Situações estressantes podem facilitar ou deprimir a memória, 

dependendo do nível de estresse envolvido (Gold e Van Buskirk, 1978 a). 

Há também evidências de que o estresse pode melhorar ou 

prejudicar o aprendizado e, como foi citado acima, muitos hormônios 

secretados durante o estresse (ACTH, glicocorticóides, opióides, epinefrina, 

norepinefrina e vasopressina) têm sido descritos como afetando os processos 

de aprendizado e memória (lzquierdo e Dias, 1981, 1983a e 1983b; lzquierdo 

et ai., 1982; Roozendaal et ai., 1993, Roozendaal e McGaugh, 1996). 

Entre os vários sistemas moduladores envolvidos na adaptação ao 

estresse que apresentam efeito sobre a memória estão os sistemas mediados 

por catecolaminas (lzquierdo & Dias, 1983a; Armário et ai., 1990) ou por 

neuropeptídeos, como a ~-endorfina, o ACTH e a vasopressina (lzquierdo et 
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a/., 1982; lzquierdo & Dias, 1983 b, Almeida & lzquierdo, 1984). Além destes, 

a memória sofre influência de outros sistemas, tais como aminoácidos 

excitatórias, como o ácido glutâmico (Brioni & lzquierdo, 1988, Brioni & 

McGaugh, 1989; McGaugh et ai 1988) ou inibitórios como o GABA (ácido 

gama-aminobutírico) (Brioni & McGaugh, 1989; McGaugh, 1989a e 1989b). A 

epinefrina administrada após o treino produz como resultado uma curva em 

"U" invertido, isto é, a retenção é aumentada por pequenas doses do 

hormônio e é diminuída por doses altas (Gold e Van Buskirk, 1978b, Gamaro 

et ai., 1997). Estímulos estressantes, incluindo os utilizados em testes de 

memória em animais, provocam liberação de epinefrina pela medula da 

supra-renal (Gold e Van Buskirk, 1978b). Dependendo da intensidade do 

estresse aplicado ao animal, a epinefrina poderá ser facilitadora (estresse 

leve) ou amnésica (estresse mais intenso). Neste último caso,a diminuição da 

retenção é causada pelo alto nível plasmático de epinefrina (Gold e McCarty, 

1981; Gold et ai., 1982) e correspondente alterações de catecolaminas 

centrais (Gold & Van Burkisk, 1978b). 

O hipocampo tem importante função nos fenômenos de 

aprendizado e cognição. É uma estrutura muito importante nos processos de 

aprendizado e memória nos mamíferos (Berger e Thompsom, 1982; Olton et 

ai, 1980). Os GCS liberados durante o estresse interferem na função 

hipocampal influenciando, portanto, os processos de aprendizado e memória 

(Bohus et ai., 1982). Há relatos de que o estresse diminui a potenciação de 

longa duração (LTP, do inglês long term potentíatíon) hipocampal (Foy et ai., 

1987). Existe uma correlação negativa entre corticosterona plasmática e L TP, 
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indicando uma relação inversa entre a magnitude da resposta ao estresse e a 

extensão da manutenção da L TP (Foy et ai., 1987). Sabe-se que os 

glicocorticóides promovem a extinção da resposta de esquiva (Bohus et ai., 

1970, Tyrrel & Forsham, 1983; Van Wimersma Griedanus, 1970). Muitas 

alterações comportamentais causadas por glicocorticóides são resultado da 

ação destes hormônios sobre a função hipocampal (Bohus et ai., 1982). 

Recentes estudos de Lupien e McEwen indicam que glicocorticóides têm 

múltiplos e freqüentemente conflitantes efeitos sobre a memória (Lupien & 

McEwen, 1997). Doses extremamente baixas ou altas podem prejudicar a 

consolidação (Luine et ai., 1996), mas doses intermediária melhoram a 

memória (Roozendaal & McGaugh, 1996; Lupien & McEwen, 1997), e a 

ativação de receptores de glicocorticóides parece ser pré-requisito para 

armazenamento de longa duração da informação. 

Também a glicose é citada como uma substância moduladora da 

memória, podendo facilitar a função colinérgica e o aprendizado de novas 

tarefas (Gold, 1986; Gold, 1991; Stone et ai., 1995; Ragozzino et ai., 1996). A 

glicose leva a um aumento da atividade hipocampal. Certas doses de glicose 

podem ajudar a sustentar essa atividade pelo aumento da síntese de 

acetilcolina, devido a uma maior disponibilidade de acetil-CoA, um dos 

precursores da acetilcolina (Tusek, 1983; Messier et ai., 1990; Ragozino et 

ai., 1996). Existem também relatos de que a glicose poderia reverter o efeito 

inibitório exercido por opióides sobre o turnover da acetilcolina no hipocampo 

(Ragozzino et ai., 1996; Stone et ai., 1991). 

Em nosso laboratório temos estudado estresse crônico e memória. 
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Utilizamos para isto dois modelos de estresse crônico: estresse por 

imobilização e estresse variável (luz piscante, imobilização, imobilização + frio, 

natação, privação de água ou comida, isolamento). No modelo de estresse por 

imobilização os animais estressados mostraram alterações tarefa-específicas 

em relação a animais controles, isto é, não foram observadas alterações de 

desempenho nas tarefas de esquiva ativa de duas vias, esquiva inibitória e 

labirinto de oito braços (Gamara et ai., 1998 a, Cueca, 1998). Por outro lado, os 

animais estressados cronicamente por imobilização apresentaram perda de 

memória na tarefa de exposição ao campo aberto (Gamara, et ai., 1998 a; 

Xavier, 1995). Com relação ao estresse crônico variável, os animais 

estressados não diferiram dos controles na tarefa de campo aberto, esquiva 

inibitória e esquiva ativa de duas vias (Gamara, 1998). 

Os animais parecem ser capazes de formar mapas cognitivos do 

ambiente que os rodeia, por meio do comportamento exploratório, e utilizar-se 

destes mapas para orientar-se e deslocar-se de forma flexível neste ambiente 

(Xavier, 1989). Muller e colaboradores (1996) atribuem importância capital ao 

comportamento exploratório para a formação e a atualização desses mapas 

cognitivos, que estariam sendo processados no hipocampo. Segundo eles, a 

detecção de diferenças entre a representação neural do ambiente e a 

estimulação presente dar-se-ia por meio de unidades (células nervosas) 

localizadas no hipocampo, que disparariam quando o ambiente, ou parte dele, 

fosse modificado. 

Para testar memória espacial de trabalho ou de referência utilizam­

se comumente labirintos (de oito braços, em cruz ou aquático). Sugere-se que 
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a aprendizagem do labirinto envolva aprendizagem espacial, de seqüências 

de respostas ou ambas. A importância de cada uma deve variar com a 

disponibilidade de pistas e com o estágio de treinamento dos animais (Kendler 

e Gasser, 1948). 

Xavier ( 1985) estudou a relação entre hipocampo, o comportamento 

exploratório e o aprendizado espacial, por meio da observação da reação de 

ratos lesados no hipocampo dorsal, concluindo que os animais com lesões no 

hipocampo dorsal não perdem a habilidade para responder a novos estímulos. 

A deficiência destes animais parece relacionar-se com o contexto espacial da 

apresentação dos estímulos. O hipocampo parece constituir uma parte 

importante do substrato neural relacionado à orientação espacial. 

Assim sendo e considerando que o estresse crônico pode levar, 

segundo a literatura, a alterações em células nervosas hipocampais 

(bibliografia citada acima), é de interesse o estudo dos efeitos do estresse 

crônico sobre a memória em tarefas espaciais. 

16 



OBJETIVOS 

O objetivo da presente dissertação de Mestrado é estudar o efeito do 

estresse crônico por imobilização sobre diferentes parâmetros comportamentais e 

bioquímicos apresentados a seguir: 

1) Avaliar efeitos do estresse crônico por imobilização sobre a nocicepção, por 

meio dos seguintes parâmetros: 

1. 1 a antinocicepção induzida por novidade; 

1.2 o efeito antinociceptivo da morfina; 

1.3 o efeito da interrupção do estresse crônico por 14 ou 28 dias; 

1.4 o efeito de uma nova exposição a uma sessão de estresse 

após 14 ou 28 dias de interrupção; 

2) Avaliar os efeitos do estresse crônico por imobilização sobre a ingestão de 

alimento palatável, não-doce;. 

3) Avaliar o efeito do estresse crônico por imobilização sobre a memória espacial, 

utilizando diferentes versões da tarefa de labirinto aquático; 

4) Avaliar as alterações de corticosterona plasmática após estresse crônico por 

imobilização, comparando-as com as induzidas por estresse agudo; 

5) Determinar os níveis de aminas biogênicas em diferentes estruturas cerebrais 

(hipocampo, córtex frontal, hipotálamo e amígdala). 
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MATERIAL E MÉTODOS 

1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

Foram utilizados ratos Wistar adultos machos (60 dias). Os animais, 

provenientes do Biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Uni­

versidade Federal do Rio Grande do Sul, foram mantidos em caixas-moradia, 

confeccionadas em plexíg/as, medindo 41x34x16 cm, com assoalho recoberto 

de serragem. Os animais foram submetidos a um ciclo normal claro/escuro de 

12 horas, com ração padronizada e água ad líbítum. 

2. MODELO DE ESTRESSE 

2.1. TRATAMENTO CRÔNICO 

Os animais foram divididos em 3 grupos: controle, manipulado e estres­

sado (Fig. 2). 

Os animais do grupo denominado estressado foram imobilizados em um 

tubo plástico de diâmetro regulável, durante uma hora por dia, 5 dias por se­

mana, por 40 dias, sempre entre 09:00 e 12:00h. 

Os animais do grupo manipulado foram submetidos à manipulação diária, 

porém sem imobilização. 

Os animais do grupo controle foram mantidos em suas caixas moradias 

durante todo o tratamento. 
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A.CONTROLE 
B. MANIPULADO 

C. EST~SSADO 

Figura 2: Modelo de tratamento crônico~ 
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2.2. TRATAMENTO AGUDO 

Os animais submetidos ao estresse foram imobilizados uma única vez, 

por 1 hora, em tubos de plástico de diâmetro regulável. O grupo controle foi 

mantido em suas caixas moradia até do sacrifício. 

3. PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS 

Foram sempre realizados à tarde, entre 14 e 18 horas. 

3.1. MEDIDA DE REFLEXO DE RETIRADA DA CAUDA 

Foi realizado num aparelho Tail Flick, descrito por D'Amour e Smith 

(1941)(Fig. 3). 

Os ratos foram contidos, utilizando-se uma toalha de pano, e colocados 

no aparelho com a cauda imobilizada sobre uma fenda, delimitada por duas 

chapas de metal. Uma fonte luminosa fixa estava colocada 2 a 3 cm rostral à 

ponta da cauda do animal. O acionamento da fonte luminosa disparava auto­

maticamente um cronômetro digital, e a deflexão da cauda, motivada pelo ca­

lor irradiado pela lâmpada, desobstruía o feixe de luz que ativava uma fotocé­

lula, o que, por sua vez, encerrava a medida (travava o cronômetro). A inten­

sidade de luz foi ajustada em 0,35 mA, para se obter uma latência controle de 

retirada da cauda (Tai/ Flick ou TFL) de 3 a 6 s. Um limite superior de 1 O s foi 

imposto às medidas para evitar danos teciduais aos animais. O teste baseia-

se no 
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Figura 3: Desenho-esquemático do -apar-elho :de Tail- F/ick. 
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princípio de que o calor intenso produzido pela focalização da luz na cauda 

provoca uma resposta nociceptiva ( D'Amour e Smith, 1941; Siegfried et ai., 

1987; Netto et ai., 1987). 

Foi realizada uma primeira medida com a finalidade de habituar o ani­

mal ao aparelho, 24 horas antes da medida efetiva da latência de retirada da 

cauda. 

3. 1. 1 Exposição à novidade 

Neste experimento cada grupo ( controle, manipulado e estressado) foi 

sub-dividido em outros dois sub-grupos: com e sem exposição à novidade. 

O procedimento geral constou das etapas descritas a seguir. No primeiro 

dia, os animais foram familiarizados com o procedimento. A latência de base 

foi obtida para cada animal (esses dados não foram utilizados). A seguir, os 

animais foram colocados numa caixa de espera por 2 minutos e, então, reco­

locados nas caixas-moradia. No segundo dia, os animais foram submetidos à 

medida de TFL duas vezes: antes e dois minutos após exposição ao campo 

aberto durante 2 min (situação de novidade). Entre a exposição à novidade e 

a segunda medida de TFL, os animais foram deixados em uma caixa de espe­

ra. Os animais dos sub-grupos não expostos à novidade foram colocados por 

4 min na caixa de espera, entre as duas medidas de TFL, sem exposição a 

qualquer situação experimental, conforme mostrado abaixo. 
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Grupo sem novidade: 

Grupo com novidade: 

[ medida de TFL ] -------- [ medida de TFL ] 
4 min em caixa de espera 

[ medida de TFL J -----,----- [ medida de TFL ] 
2 minem 
campo 
aberto 

2 minem 
caixa de 
espera 

A diferença nas medidas do reflexo de retirada da cauda foi utilizada 

como indicador da resposta nociceptiva (Siegfried et ai., 1987). 

3. 1. 2 Efeito da morfina sobre nocicepção 

Os ratos foram submetidos a estresse crônico ou manipulação, como 

descrito anteriormente. O grupo controle não foi submetido a qualquer mani­

pulação. Após 40 dias de tratamento, os animais foram familiarizados com o 

TFL. No dia seguinte, injetou-se morfina (1,0 ou 5,0 mg/kg) (Woolfolk e 

Holtzman, 1993) ou salina, por via i.p., e o TFL foi medido antes, 30 e 60 min 

após a injeção. Foram avaliados 3 grupos: controle, manipulado e estressado. 

Os animais que apresentaram medidas acima de 9 s, quando foi feita a 

medida do basal, foram eliminados, sendo 2 animais do grupo controle e qua­

tro do grupo manipulado. 

3.1.3 Efeito da suspensão do tratamento de estresse crônico 

O tratamento de estresse crônico descrito anteriormente foi suspenso 

por 14 ou 28 dias. A nocicepção foi medida por meio do Tail-flick. Após as 



medidas basais, os animais de ambos os grupos ( controle e estressado crôni­

co) foram submetidos a um estímulo estressante (3h de imobilização) e a 

nocicepção foi então novamente avaliada. Uma vez que o grupo manipulado 

não apresentava diferença em relação ao controle para este parâmetro, esse 

grupo foi sacrificado e apenas os grupos controle e estressado foram manti­

dos para as medidas após a suspensão do tratamento. 

Dados de animais que apresentaram medidas acima de 9 s, quando foi 

feita a medida de pré-exposição foram eliminados. Três animais foram elimi­

nados e todos faziam parte do grupo controle. 

3.2 CONSUMO DE ALIMENTO PALA TÁVEL, NÃO - DOCE 

Foi realizado conforme descrito por Ely e colaboradores (1994), com 

modificações. 

Após 40 dias de estresse, os animais foram deixados em jejum du­

rante a noite. No dia seguinte foram colocados, um a um, na extremidade de 

um compartimento fechado de 50 cm de comprimento por 1 O cm de largura, 

com teto de vidro (Fig. 4). Na outra extremidade deste compartimento havia 

uma pequena placa de Petri, onde foram colocados 1 O grãos de amendoim 

(de peso conhecido). Os animais dispunham de 3 minutos para permanecer 

neste ambiente e a quantidade de amendoim ingerida foi medida em gramas. 

Após, os animais voltaram às suas caixas-moradia e lhes foi oferecida ração 

por pelo menos duas horas. Após, a ração foi novamente retirada e o proce-
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dimento foi repetido por 5 a 6 dias ( período de habituação). 

Se algum animal não ingerisse qualquer amendoim durante a habitua­

ção, seria descartado. Foram eliminados 16 animais do grupo controle, 16 

animais do grupo manipulado e 12 animais do grupo estressado. 

Ao final da habituação, a ingestão foi medida durante um período de 

três min, por dois dias consecutivos , com os animais submetidos a duas situ­

ações: alimentados (dia 1) ou em jejum (dia 2). 

A ingestão foi expressa em mg de alimento. 
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FIGURA 4: Desenho esquemática da caixa onde se realizou a 
tarefa de comportamento alimentar 
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3.3 LABIRINTO AQUÁTICO - Memória Espacial 

3.3. 1. Memória de Referência 
. 

Foi realizado conforme descrito por Brioni e colaboradores, (1990), 

com modificações (Morris, 1981; Brandais et ai., 1989; Fenton et ai., 1994) 

Utilizou-se um tanque circular (112 cm de diâmetro e 55 cm de altura), com 

25 cm de água a 22-25 ºC (Fig 5 a). Diversas dicas extra-labirinto foram es­

palhadas pelas paredes da sala onde se localizava o tanque, na forma de 

cartazes com padrões geométricos diferentes, visíveis ao animal de dentro do 

tanque. Quatro posições iniciais foram utilizadas, as quais dividiram o tan­

que em quatro quadrantes iguais (Fig 5b). Utilizou-se, no centro do terceiro 

quadrante, não visível ao animal (1 cm abaixo do nível da água), uma plata­

forma de acrílico transparente e circular, com 5 cm de diâmetro, representan­

do a única posição relativamente "seca" do tanque. 

O treino consistia em duas sessões em dois dias consecutivos, de cinco 

tentativas ou triais em que o animal poderia nadar livremente até encontrar a 

plataforma e nela subir com as quatro patas, sendo estas tentativas separadas 

por um intervalo de 30 s. Se o animal não encontrasse a plataforma em até 60 

s, era então conduzido gentilmente até esta, onde permanecia por 20 segun­

dos, retornando, após, à sua caixa-moradia . Em cada triai o animal foi largado 

de uma posição diferente pré-estabelecida. No dia do teste, o animal foi larga­

do de uma posição determinada, uma única vez, sem a presença da plata­

forma. Mediram-se o tempo até que o animal atingisse o local em que a pia-
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taforma estava localizada durante os treinos, o tempo médio de permanência 

em cada quadrante e o número de cruzamentos. Para a medida de perma­

nência em cada quadrante foi utilizado a divisão do labirinto mostrado na figu­

ra 5 b. O tempo de permanência no quadrante alvo em relação ao oposto e a 

diferença na latência para encontrar a plataforma entre o primeiro triai e o 

teste foram tomados como medida de memória. Utilizou-se como medida de 

aprendizado a diminuição nos tempos dos primeiros triais das sessões de 

teste em relação à sessão de treino. 

3.3.2.Memória de Trabalho 

Este experimento foi realizado no mesmo tanque da tarefa anterior­

mente descrita. Utilizou-se uma plataforma branca, visível ao animal ( 1,5 cm 

acima do nível da água). 

O treino consistiu de uma única sessão, com 8 tentativas ou triais, se­

paradas por intervalos de 30 s. Durante estas tentativas, o animal podia nadar 

livremente até encontrar a plataforma e subir com as quatro patas sobre ela. 

Se o animal não encontrasse a plataforma em até 60 s, era conduzido gentil­

mente até ela onde permanecia por 20 s, retornando então a sua caixa- mora­

dia, onde permanecia por 30 s até a próxima tentativa. Utilizaram-se 8 posi­

ções diferentes de largada pré-estabelecidas, sempre o animal estando virado 

para a parede do tanque, variando também a posição da plataforma. 

No dia do teste foram feitas duas tentativas com a plataforma em duas 
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posições diferentes. Mediu-se a latência para o animal chegar à plataforma. 

A diferença na latência em encontrar a plataforma entre o primeiro triai 

do treino ( dia 1) e o teste ( dia 2) foi tomada como medida de memória de tra­

balho. 
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FIGURA 5 a: Desenho esquemático do Labirinto Aquático 

FIGURA 5 b: Desenho esquemático dos 4 quadrantes do 
Labirinto Aquático. 1.Quad.adjacente 1; 2. Quad. 
Alvo; 3. Quad.adjacente 2; 4. Quad. oposto 
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4. DOSAGENS BIOQUÍMICAS 

4.1 Dosagem de Corticosterona no Plasma 

O sangue do tronco foi coletado em tubo contendo heparina e 

centrifugado. O plasma foi então separado e congelado a -20°C. 

A dosagem de corticosterona foi realizada através da técnica de 

Radioimunoensaio, utilizando-se um kit de dosagem BIOTRAK - RAT [125] 

assay system (Amersham L/FE SCIENCE). As medidas foram realizadas nos 

modelos de estresse crônico 24h e imediatamente após imobilização e de 

estresse agudo imediatamente após imobilização. 

Os resultados obtidos através de leitura em contador de radiação 

gama- COBRA Auto-Gamma PACKARD foram calculados seguindo as instru­

ções de cálculo do kit, comparando-se com a curva padrão. E os resultados 

foram expressos em ng de corticosterona/ml de plasma. 

4.2. Medida dos níveis de cateco/aminas, indolaminas e seus me­

tabólitos 

As dosagens de catecolaminas, indolaminas e seus metabólicos foram 

executadas por Cromatografia Líquida de Alta Pressão (HPLC - EO) com 

detecção eletroquímica (Jonsson et ai., 1980; Hallmam et ai., 1984). Os ani­

mais foram sacrificados 24 horas após a última sessão de estresse, o cérebro 
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rapidamente removido e a dissecção regional (hipotálamo, hipocampo, amíg­

dala, córtex frontal ). As estruturas foram pesadas e congeladas envoltas em 

papel alumínio e guardadas a -70 ºC até a realização da análise (Hallman et 

ai., 1984). 

Para a dosagem de aminas biogênicas e seus metabólitos, as estrutu­

ras foram colocadas em Eppendorfs, de 1,5 ml, suspensas em ácido percló­

rico O, 1 M, em volumes variáveis, de acordo com a estrutura (0,8 ml para hi­

pocampo, córtex, 0,7 ml para hipotálamo e amígdala). e homogeneizadas 

em um sonicador, executando-se 8 pulsos para cada amostra. As amostras 

foram centrifugadas a 15.000 rpm, por 15 min, a 4 ºC. Foram retirados 50 µI 

do sobrenadante que foram injetados na coluna (Fig 6). 

A quantificação de norepinefrina (NE), dopamina (DA), ácido di­

hidroxifenilacético (DOPAC), serotonina ( 5-HT), ácido 5 hidróxi-indolacético 

(5-HIAA), foi feita por comparação com picos obtidos através da injeção de 

uma solução padrão. 

As condições cromatográficas foram as seguintes: coluna de fase re­

versa C18 ( ODS 220 x 4,6 mm, partículas de 5 µm , BAS, USA), um detector 

amperométrico ( BAS LC - 3A) equipado com um eletrodo de trabalho de car­

bono vítreo e um registrador gráfico TYT (BAS). 

A fase móvel continha ácido cítrico O, 15 M, octil sulfato de sódio 15 

mg%, acetonitrila 3,2 % ( v:v ), tetra-hidrofurano 1,2 % ( v:v ). Utilizou-se água 

bidestilada, e antes da adição dos solventes orgânicos a fase móvel foi filtra-
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da (microfiltro de 0,29 µm) e desgaseificada, com pH final ajustado em 3,0. 

Utilizou-se fluxo de 1 ml por min para a fase móvel. O detector, foi 

ajustado para um potencial de oxidação + 850 mV e sensibilidade em 20 nA 

para os padrões e 1 O nA para as amostras. 

Os valores das catecolaminas, indolaminas e seus metabólitos foram 

expressos em ng/g de tecido. 
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Figura 6: Determinação de catecolaminas em 
hipocampo, h~potálamo, amígdala e córtex 
frontal. 
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5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados paramétricos (consumo de alimento palatável; níveis de corti­

costerona e catecolaminas; tempo no quadrante e no quadrante oposto à pla­

taforma no teste de labirinto aquático) foram expressos como média .± erro 

padrão. Utilizou-se ANOVA de medida repetida ou de uma via, seguida, quan­

do necessário, pelo teste de Student-Newman-Keuls ou teste t de Student, 

segundo desenho experimental. 

Os dados não-paramétricos (latência para retirada da cauda no tail-flick, 

latência para atingir a plataforma no labirinto aquático) foram expressos como 

mediana e intervalos interquartis e comparados pela análise de variância de 

Kruskal-Wallis, pelo teste U de Mann-Whitney ou pelo teste de Wilcoxon, de­

pendendo do desenho experimental. 
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RESULTADOS 

1. Efeito do estresse crônico por imobilização sobre a nocicepcão de 

ratos Wistar. 

1. 1. Efeito da exposição à novidade (campo aberto) sobre a 

nocicepção em ratos estressados cronicamente por 

imobilização. 

Conforme citado anteriormente, existem relatos de que a exposição a 

uma situação de novidade provoca antinocicepção, a qual, sugere-se, seja 

devida à liberação de '3-endorfina hipotalâmica (Netto et ai., 1987; Siegfried et 

ai., 1987). Neste experimento, determinou-se o efeito da novidade sobre a 

nocicepção, medida por meio de um aparelho de taíl-flick, antes e após 

exposição pela primeira vez ao campo aberto, em animais controle, 

manipulados e estressados. 

No primeiro dia, todos os animais foram familiarizados com o aparelho de 

tail-flick e, no dia seguinte, verificou-se o efeito da exposição à novidade nestes 

animais, conforme descrito em Material e Métodos. Observar que, para tal, os 

animais dos três grupos foram subdivididos em dois outros grupos: expostos ou 

não à novidade. 

Como se pode observar na Figura 7 a. os animais do grupo controle 

apresentaram um aumento na latência de retirada da cauda após exposição à 
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novidade (Teste de Wilcoxon, p < 0,05), confirmando os dados da literatura. 

Por outro lado, os animais dos grupos manipulado e estressado cronicamente 

por imobilização não são significativamente diferentes em suas latências antes 

e após exposição à novidade (exposição ao campo aberto) ( Figura 7 b e 7 c, 

Teste de Wilcoxon, p > 0,05), ou seja, não houve efeito antinociceptivo. 
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Figura 8 a: Efeito da administração de morfina 
sobre a resposta nociceptiva em animais controles. 
Medidas expressas como mediana (intervalos 
interquartis). 

* Diferença significativa em relação às medidas 
anteriores pelo teste de Wilcoxon, p < 0,05. Salina 
N = 18; morfina 1 N = 10; morfina 5 N = 8 . 
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Figura 8 e: Efeito da administração de morfina sobre a 
resposta nociceptiva em animais estressados 
cronicamente por imobilização. Dados expressos como 
mediana (intervalo interquartis). 

* Diferença significativa em relação às medidas 
anteriores. Teste de Wilcoxon, p < 0,05. 

Grupo salina: N = 11. Morfina 1: N = 13. Morfina 5: N = 
8. 
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Figura 8 b: Efeito da administração de morfina sobre a 
resposta nociceptiva em animais manipulados. Dados 
expressos como mediana (intervalo interquartis). 

* Diferença significativa em relação às medidas 
anteriores. Teste de Wilcoxon, p < 0,05. Salina N = 9; 
morfina 1 N = 13; morfina 5 N = 1 O. 
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1.2. Efeito da morfina em diferentes doses (1,0 e 5,0 mg/Kg) sobre 

a nocicepção em ratos estressados cronicamente por 

imobilização, avaliados em 30 e 60 min após a injeção 

Os animais foram submetidos ao estresse crônico, como descrito em 

Material e Métodos. Após 40 dias, os três grupos ( controle, manipulado e 

estressado) foram expostos ao aparelho de tai/-flick para habituação ao 

procedimento. No dia seguinte, a latência para retirada da cauda foi novamente 

medida, após o quê cada grupo foi subdividido em três sub-grupos, conforme a 

dose de morfina administrada intraperitonialmente: salina, morfina 1 mg/kg e 

morfina 5 mg/kg. A latência para retirada da cauda foi novamente medida 30 e 

60 min após a injeção . Os dados foram analisados, utilizando a diferença entre 

as latências de retirada da cauda entre o basal e 30/60 minutos 30 min - basal e 

60 min - basal). 

Inicialmente foram comparadas as latências dos sub-grupos (S, M1, M5) 

em cada tratamento comportamental ( estresse, manipulado e controle). Para o 

grupo controle, as latências basais foram de 6,36 (5,25 / 7,91 ), 5,31 ( 3,66 / 

6,54) e 5,05 (4,79 / 5,45), respectivamente para os sub-grupos salina, morfina 1 

mg/Kg e morfina 5 mg/Kg, não se mostraram estatisticamente diferentes pelo 

teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05). Para o grupo manipulado as latências basais 

foram de 6, 12 (4,92 / 7,28), 6,55 (3,96 / 6,81 ), 5,25 (4,02 / 6,25), 

respectivamente para os sub grupos S, M1, M5, não se mostraram 

estatisticamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05). Para o grupo 

estressado as latências basais foram de 4,00 (3,35 / 7,06), 5,30 (4,09 / 7,95), 
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5,04 ( 3,93 / 6,89), respectivamente para os sub grupos S, M1, M5, não se 

mostraram estatisticamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05). 

Analisando-se a diferença basal- 30 ( delta1) no grupo controle, observa­

se que os ratos responderam às doses de morfina de 1 e de 5 mg/kg, com 

aumento de TFL (Figura 8a, teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05, seguido pelo 

teste de Wilcoxon, p < 0,05). Quanto à diferença basal - 60 (delta2), também 

observa-se aumento de TFL com ambas as doses de morfina em relação à 

salina (Figura 8a, teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05, seguido pelo teste de 

Wilcoxon, p < O, 05). Ao se comparar as diferenças de latência aos 30 e aos 60 

min, observa-se que as respostas aos 30 são similares às obtidas aos 60 min 

pós-injeção (teste de Wilcoxon, p > 0,05). 

No grupo manipulado, os animais apresentaram efeito antinociceptivo 

para ambas as doses de morfina, tanto aos 30 quanto aos 60 min (Figura 8b, 

teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05, seguido pelo teste de Wilcoxon, p < 0,05). Ao 

se comparar as diferenças de latência aos 30 e aos 60 min, observa-se que as 

respostas aos 30 são similares às obtidas aos 60 min pós-injeção (teste de 

Wilcoxon, p > 0,05). 

No grupo estressado, os animais apresentaram efeito antinociceptivo aos 

60 min para a dose de 5 mg/kg de morfina (Figura 8c, teste de Kruskal-Wallis, p 

< 0,05, seguido pelo teste de Wilcoxon, p < 0,05). Não houve diferença entre os 

grupos aos 30 min (teste de Kruskal-Wallis, p > 0,05). 
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Figura 8 a: Efeito da administração de morfina 
sobre a resposta nociceptiva em animais controles. 
Medidas expressas como mediana (intervalos 
interquartis). 

* Diferença significativa em relação às medidas 
anteriores pelo teste de Wilcoxon, p < 0,05. Salina 
N = 18; morfina 1 N = 10; morfina 5 N = 8 . 
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Figura 8 b: Efeito da administração de morfina sobre a 
resposta nociceptiva em animais manipulados. Dados 
expressos como mediana (intervalo interquartis). 

* Diferença significativa em relação às medidas 
anteriores. Teste de Wilcoxon, p < 0,05. Salina N = 9; 
morfina 1 N = 13; morfina 5 N = 1 O. 
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Figura 8 e: Efeito da administração de morfina sobre a 
resposta nociceptiva em animais estressados 
cronicamente por imobilização. Dados expressos como 
mediana (intervalo interquartis). 

* Diferença significativa em relação às medidas 
anteriores. Teste de Wilcoxon, p < 0,05. 

Grupo salina: N = 11. Morfina 1: N = 13. Morfina 5: N = 
8. 
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1.3. Efeito da suspensão do tratamento de estresse crônico por 

imobilização durante 14 e 28 dias sobre a nocicepção em ratos 

Wistar. 

Resultados anteriores de nosso laboratório indicam que, após a 

exposição a este modelo de estresse crônico, os animais apresentam 

diminuição na latência de retirada da cauda, caracterizando um efeito 

hiperalgésico (Gamara et ai., 1998 a) sendo este resultado comprovado nesta 

dissertação. Neste experimento, tivemos por objetivo verificar se este efeito 

hiperalgésico desapareceria após a interrupção do estresse. 

Pelo fato do grupo manipulado não apresentar o efeito hipealgésico, 

observado no gupo estressado cronicamente, esse grupo não foi utilizado nesse 

experimento. 

Após 40 dias de tratamento comportamental, este foi suspenso e o TFL 

basal foi medido, observou-se que os animais estressados apresentavam 

diminuição na latência de retirada da cauda (hiperalgesia). Os animais 

permaneceram então em suas caixas-moradia sem serem manuseados durante 

14 e 28 dias. Após este período, os animais foram submetidos à determinação 

da latência de retirada da cauda comforme M & M. Os resultados obtidos 

(Figuras 9a e 9b) indicam que, tanto 14 quanto 28 dias após a suspensão do 

estresse, os animais do grupo estressado cronicamente continuam 

hiperalgésicos em relação aos controles. (Teste U de Mann-Whitney, p < 0,02 

em ambos os casos). 
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Figura 9 a: Efeito da suspensão do tratamento de 
estresse crônico por imobilizaçãopor 14 dias sobre a 
resposta nociceptiva de animais controles e 
estressados. Dados expressos em mediana e intervalos 
interquartis. 

* Diferença significativa pelo teste U de Mann­
Whitney, p < 0,02. Controle N = 8 ; estressado N = 7. 
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Figura 9 b: Efeito da suspensão do tratamento de 
estresse crônico por imobilização por 28 dias sobre a 
resposta nociceptiva dos animais controles e 
estressados. Dados expressos em mediana e 
intervalos interquartis. 

* Diferença significativa pelo teste U de Mann­
Whitney, p < 0,02. Controle N = 8 ; estressado N = 7. 
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1.4. Efeito da suspensão do tratamento de estresse crônico por 

imobilização durante 14 e 28 dias: efeito de uma nova sessão de 

estresse sobre a nocicepção em ratos Wistar. 

Após 40 dias de estresse crônico, este tratamento foi suspenso. Os 

animais permaneceram então em suas caixas-moradia sem serem manuseados 

durante 14 e 28 dias. Após este período, os animais tanto do grupo controle 

quanto do grupo estressado foram imobilizados durante três horas, sendo a 

determinação da latência de retirada da cauda realizada antes e após esta 

sessão de estresse. 

Os resultados obtidos podem ser observados nas Figuras 1 O a e 1 0b. 

Indicam que, 14 dias após a suspensão do estresse, os animais do grupo 

estressado cronicamente não apresentam o efeito analgésico característico da 

exposição ao estresse agudo (teste de Wilcoxon, p > 0,05), ao contrário do que 

ocorre com o grupo controle (teste de Wilcoxon, p < 0,03). Na medida pré­

exposição, o grupo estressado difere significativamente do grupo controle (p< 

0,05, teste U Mann-Whitney). Por outro lado, 28 dias após a interrupção do 

tratamento de estresse crônico, os animais do grupo estressado, embora ainda 

apresentem hiperalgesia em relação aos controles, passam a apresentar o 

efeito analgésico após exposição a uma sessão de estresse agudo, semelhante 

aos animais controle (teste de Wilcoxon, p < 0,03, para o grupo estressado, e p 

< 0,05, para o grupo controle). 
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Figura 10 a: Efeito de uma nova exposIçao a um agente 
estressor, após a suspensão do tratamento de estresse 
crônico por imobilização por 14 dias, sobre a resposta 
nociceptiva de animais controles e estressados. Dados 
foram expressos como mediana e intervalos interquartis 

♦ Diferença não significativa em relação ao controle na pré­
exposição pelo teste de Mann-Whitney, p > 0,05. 

* Diferença significativa em relação à medida de pré­
exposição pelo teste de Wilcoxon, p < 0,03. Controle N = 8 ; 
estressado N = 7. 
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Figura 1 O b: Efeito de uma nova exposição a um agente 
estressar, após a suspensão do tratamento de estresse 
crônico por imobilização por 28 dias, sobre a resposta 
nociceptiva de animais controles e estressados. Dados 
expressos commo mediana e intervalo interquartis. 

♦ Diferença significativa em relação ao controle pelo teste 
U de Mann - Whitney, p<0,01. 

* Diferença significativa em relação a medida de pré­
exposição pelo teste de Wilcoxon, p < 0,05. Controle N = 8 ; 
estressado N = 7. 
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2. Efeito do estresse crônico por imobilização sobre o 

comportamento alimentar. 

Conforme descrito na Introdução, experimentos anteriores mostraram 

que este tipo de estresse crônico leva a alterações no comportamento 

alimentar, especificamente no que se refere à ingestão de alimento doce, sem 

interferir com a ingestão de ração padrão (Ely et ai., 1997). Havia a seguinte 

questão: seria este aumento de ingestão exclusivo para alimento doce, ou 

ocorreria para alimentos do agrado dos animais, independentemente do sabor 

doce? 

Os animais, após o tratamento crônico, foram expostos ao alimento 

(amendoim) durante 7 dias, a fim de familiarizarem-se com o mesmo, e só 

então foram testados. Durante este período, sofreram restrição alimentar. 

Foram realizados dois testes, em dois dias consecutivos: no primeiro dia, os 

animais foram testados em jejum e, no dia seguinte. o teste foi realizado com os 

animais alimentados. 

Os resultados mostraram que, durante o período de habituação, houve 

um aumento no consumo do alimento ao longo do tempo para os três grupos, 

mostrando habituação em relação ao novo alimento (Figura 11 ). Não houve 

diferença entre os grupos e também não houve interação entre grupos e tempo 

(ANOVA de medida repetida, tendo dias como fator dependente e grupos como 

fator independente; F = 0,20 para grupos, p > 0,05; F = 15,46 para dias, 
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Figura 11: Efeito do estresse cronico por imobilização 
sobre o comportamento alimentar (consumo de alimento 
não-doce) ao longo dos dias de habituação. Dados 
expressos como média da ingestão em mg. 

Não houve diferença significativa entre interação grupos x 
dias e entre os grupos. F = 0,20 para os grupos, p > 0,05; 
F = 1,31 para dias x grupos, p > 0,05. Houve diferença 
significativa entre os dias (F = 15,46 p < 0,001 ). Controle 
N = 8; manipulado N = 8; estressado N = 11. 
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p<0,001; F = 1,31 para dias x grupos, p > 0,05). 

Os dados dos testes (Figura 12) foram analisados por ANOVA de medida 

repetida, tendo sido considerado o estado alimentar como fator dependente e 

grupos como fator independente, não foram observadas diferenças entre os 

grupos (p > 0,05). Embora haja efeito do jejum (os animais em jejum 

apresentaram maior apetite que os animais alimentados), não houve interação 

significativa entre as duas variáveis, grupo e estado alimentar (F=1,24 para 

grupos, p > 0,05; F = 33,60 para estado alimentar, p < 0,001; F=0,20 para 

estado alimentar x grupos, p > O, 05). 
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Figura 12: Efeito do estresse crônico por imobilização 
sobre o consumo de alimento não-doce (amendoim) em 
duas situações: jejum e alimentado. Dados expressos 
como média + desvio padrão. 

Diferença não significativa entre os grupos (ANOVA de 
duas vias, p > 0,05). 

* Diferença significativa entre o estado de jejum e 
alimentado, ANOVA de medidas repetidas, p < 0,05). 
Controle N = 8; manipulado N = 8; estressado N = 11. 
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3. Efeito do estresse crônico por imobilização sobre a memória 

espacial. 

Trabalhos anteriores de nosso laboratório mostraram que o estresse 

crônico por imobilização em ratos apresenta efeitos sobre a memória que são 

tarefa-específicos. Houve efeito na tarefa de exposição ao campo aberto, os 

animais dos grupos estressados cronicamente e manipulados não 

apresentaram memória adequada para a tarefa. Porém, não foram verificadas 

alterações em outras tarefas, como esquiva ativa de duas vias ou esquiva 

inibitória (Xavier, 1995), enquanto na tarefa de labirinto radial de oito braços 

foram observadas pequenas diferenças, mas em relação ao grupo manipulado 

(Cueca, 1998). Como a exposição crônica a glicocorticóides, segundo a 

literatura (Moghaddam et ai., 1994), pode levar a danos neuronais no 

hipocampo, estrutura sabidamente envolvida com a memória espacial (Dachir et 

ai., 1995), fazia-se necessário o estudo dos efeitos deste modelo de estresse 

crônico sobre a memória em outra tarefa de natureza espacial. Aqui relatamos 

os efeitos do estresse crônico por imobilização sobre a memória utilizando a 

tarefa de labirinto aquático. Foram explorados dois diferentes paradigmas 

comportamentais, envolvendo a memória espacial de referência e a memória de 

trabalho. 

56 



3.1. Memória de referência. 

A tarefa padrão de esquiva da água, em que o rato é estimulado a 

localizar a plataforma submersa, mede predominantemente a memória espacial 

de referência (Mundy et ai., 1990). A memória de referência considera as 

informações triai-independentes (Sarnes, 1988), em relação, por exemplo, à 

posição da plataforma no tanque de água. 

Os animais foram colocados na água a partir de diferentes pontos pré­

estabelecidos, e deveriam alcançar a plataforma. Esta não estava visível para o 

animal que deveria valer-se de dicas externas ao labirinto para localizá-la, 

conforme descrito em M & M. 

Os três grupos utilizados (controle, manipulado, estressado cronicamente) 

apresentaram aprendizado, isto é, houve diferença significativa ao longo do 

tempo na latência para atingir a plataforma nas sesões de treino, conforme 

mostrado na Figura 13 (teste de Friedman, considerando as latências em cada 

triai como medida repetida; x2 = 55,26 p < 0,0001 para o grupo controle; 

x2 =64,21 p < 0,0001 para o grupo manipulado; x2 = 53,74 p < 0,0001 para o 

grupo estressado). 

Para cada um dos grupos estudados - controle, manipulado e 

estressado, foi comparada a latência para chegar à plataforma no 1 º triai em 

cada um dos dois dias de treino e o 1° triai no dia do teste (Figura 14 ). Houve 

diferença significativa entre o triai 1 do primeiro dia do treino em relação aos 

demais dias, para cada grupo, isto é, a latência para achar a plataforma no 1 º 

triai do 1 º treino é significativamente maior do que esta mesma latência medida 
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Figura 13: Latência para atingir a plataforma nos 1 O triais 
na tarefa de memória espacial de referência no labirinto 
aquático. Dados expressos como mediana. 

Diferença significativa ao longo dos triais em cada grupo 
pelo teste de Friedman (x2 = 18,87, p < 0,01, para o 
grupo controle; x2 = 16,34, p < 0,05, para o grupo 
manipulado; x2 = 29,80, p < 0,0001, para o grupo 
estressado). 

Não houve diferença entre os grupos quando comparados 
os tempos em cada triai (teste de Kruskal-Wallis, p > 0,05 
em todos os casos). Controle N = 16; manipulado N = 16; 
estressado N = 15. 
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Figura 14: Latência para atingir a plataforma no primeiro 
triai das diferentes sessões na tarefa de memória espacial 
de referência no labirinto aquático. Dados expressos como 
mediana e intervalos interquartis. 

* Diferença significativa em relação ao triai 1 do treino1 nos 
3 grupos (teste de Wilcoxon; p < 0,05 para todos os grupos). 

Não houve diferença significativa entre os grupos em 
qualquer dos triais desta figura pelo teste de Kruskal-Wallis, 
p>0,05. 
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nos primeiros triais do segundo treino e do teste, mostrando que os animais 

apresentaram memória para a posição da plataforma [teste de Friedman (x2 = 

10,53, p < 0,005 para o grupo controle; x2 = 12,78, p < 0,002 para o grupo 

manipulado; x2 = 14,23, p < 0,001 para o grupo estressado) seguido pelo teste 

de Wilcoxon; p < 0,01 para os três grupos (controle, manipulado e estressado), 

quando comparada a latência do primeiro triai no treino 1 em relação aos 

demais dias. Por outro lado, não houve diferença significativa entre os três 

grupos ( controle, manipulado e estressado) quando comparamos asuas 

respectivas latências nos triais 1 e 2 e no teste (teste de Kruskal-Wallis, p > 

O, 1 ). 

Quando comparados os tempos gastos em cada quadrante (i.e. 

quadrante alvo, quadrante oposto, quadrante adjacente 1 e quadrante 

adjacente 2 - conforme M & M) (Fig. 15) observou-se que houve diferença no 

tempo gasto em cada quadrante, mas não houve diferença entre os grupos 

(ANOVA de duas vias; F(2) = 1,31, p > O, 1 para a comparação entre os grupos; 

F(3) = 8, 76, p < 0,001 para os tempos nos quadrantes; F(6) = 0,96, p > O, 1 para 

a interação grupos e tempo). Esta diferença nos tempos gastos em cada 

quadrante deveu-se ao fato dos animais passarem mais tempo no quadrante 

alvo e no quadrante adjacente1, de onde são largados no dia do teste. 

Também foi comparado o número de cruzamentos no local 

correspondente à plataforma (Figura 16). Não houve diferença significativa 

entre os grupos (ANOVA de uma via, F(44) = 1,069, p > O, 1 ). 
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Figura 15: Tempo gasto nos quadrantes alvo e oposto do 
labirinto aquático na tarefa de memória espacial de 
referência. Dados expressos em média + desvio padrão. 

Não houve diferença significativa entre os grupos (ANOVA 
de duas vias, F(2) = 1,31, p > O, 1; F(3) = 8,76, p < 0,001 
para os tempos no quadrantes; F(6) = 0,96, p > O, 1 para 
interação grupos e tempo). Controle N = 16; manipulado N = 
16; estressado N = 15. 
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Figura 16: Efeito do estresse cronico por imobilização 
sobre o número de cruzamentos no labirinto aquático. 
Dados expressos como média + desvio padrão. 

Não houve diferença significativa entre os grupos 
(ANOVA de uma via, F(44) = 1,69, p > 0,1). Controle N 
=16 ; manipulado N = 16; estressado N = 15. 
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b) Memória de trabalho. 

Nesta tarefa, no dia do treino foram realizados 8 triais, em que o animal, 

largado de diferentes posições pré-determinadas, deveria alcançar a plataforma 

num teto máximo de 60 s. Esta estava visível para o animal e ficava em 

diferentes posições a cada triai. No dia do teste, a latência para alcançar a 

plataforma foi medida e comparada com a latência no treino. 

Os três grupos utilizados (controle, manipulado, estressado 

cronicamente) apresentaram aprendizado, isto é, houve diferença significativa 

ao longo do tempo na latência para atingir a plataforma, conforme mostrado na 

Figura 17 (teste de Friedman, considerando as latências em cada triai como 

medida repetida; x,2 = 18,91, p < 0,01 para o grupo controle; x,2 = 16,34, p < 0,05 

para o grupo manipulado; x,2 = 29,80, p < 0,0001, para o grupo estressado). Não 

houve diferença entre os grupos quando comparados os tempos em cada triai 

(teste de Kruskal-Wallis, p > 0,05, em todos os casos). 

Houve diferença entre as latências para atingir a plataforma no teste 

quando comparadas com as latências no triai 1 do treino (Fig. 18; teste de 

Wilcoxon, p < 0,05, para todos os grupos), indicando memória para esta tarefa. 

Não houve diferença significativa entre as latências para alcançar a plataforma 

no teste quando comparados os 3 grupos (teste de Kruskal-Wallis, x,2 = 0,802, p 

> 0,05). 
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Figura 17: Latência para atingir a plataforma ao longo 
dos 8 triais na tarefa de memória espacial de trabalho no 
labirinto aquático. Dados expressos como mediana e 
intervalos interquartis. 

Existe diferença significativa entre os triais, em cada 
grupo pelo teste de Friedman (x2 = 18,91, p < 0,01, para 
o grupo controle; x2 = 16,34, p < 0,05, para o grupo 
manipulado; x2 = 29,80, p < 0,0001, para o grupo 
estressado). 

Não houve diferença significativa entre os grupos quando 
comparados os tempos em cada triai do treino (teste de 
Kruskal-Wallis, p > 0,05 em todos os casos). Controle N = 
8 ; manipulado N =8; estressado N = 8. 
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Figura 18: Latência para atingir a plataforma na tarefa de 
memória espacial de trabalho no labirinto aquático. Dados 
expressos como mediana e intervalos interquartis. 

* Diferença significativa entre a primeira latência no 
treino e o teste nos 3 grupos (teste de Wilcoxon; p < 0,05 
para todos os grupos). 

Não houve diferença significativa entre as latências para 
alcançar a plataforma no teste quando comparados os 3 
grupos (teste de Kruskal - Wallis, x2 = 0,802, p > 0,05). 
Controle N = 8 ; manipulado N =8; estressado N = 8. 
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4. Alterações nos níveis de corticosterona plasmática 

Neste experimento foram determinados os níveis de corticosterona 

plasmática em animais submetidos a estresse crônico por imobilização, ou a 

única sessão de imobilização sacrificados imediatamente ou 24 h após sessão 

de estresse, comforme descrito em M & M. 

No modelo crônico, foram avaliados 3 grupos - controle, manipulado e 

estressado. No modelo agudo, estudaram-se 2 grupos - controle e estressado. 

Quando a corticosterona foi medida 24 h após a última sessão de 

estresse no modelo crônico não houve diferença entre os grupos (ANOVA de 

uma via, F (24) = 1,790, p > 0,05), embora os grupos manipulado e estressado 

tenham apresentado diminuição do nível plasmático não significativa em relação 

ao grupo controle (Figura 19). Houve diferença significativa do grupo 

manipulado em relação aos demais quando a corticosterona foi medida logo 

após a sessão de estresse (ANOVA de uma via, F (12) = 5,823, p < 0,05; teste 

de Student-Newman-Keuls, p < 0,05 para o grupo manipulado em relação aos 

demais), como mostrado no Figura 20. 

Quando foi verificado o efeito do estresse agudo por imobilização (1 

hora) sobre os níveis do corticosterona plasmática, imediatamente após a 

sessão de imobilização foram observadas diferenças significativas em relação 

ao grupo controle (Fig. 21) (teste t para amostras independentes, t (12) = 3,95; 

p < 0,002). Os animais do grupo estressado agudamente apresentaram 

medidas mais altas de corticosterona plasmática em comparação com o grupo 

controle. 
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Figura 19: Efeito do estresse crônico por imobilização 
sobre os níveis plasmáticos de corticosterona medidos 
24 h após a última exposição ao estressar. Dados 
expressos como média + erro padrão da média. 

Não houve diferença significativa entre os grupos 
(ANOVA de uma via, F(24) = 1,790, p > 0,05. Controle 
N = 10; manipulado N = 9; estressado N = 8. 
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Figura 20: Efeito do estresse crônico por imobilização 
sobre os níveis plasmáticos de corticosterona medidos 
imediatamente após a última exposição ao estresse. 
Dados expressos como média + erro padrão da média. 
* Houve diferença significativa do grupo manipulado 
em relação aos grupos estressados e controle (ANOVA 
de uma via, F(12) = 5,823 p < 0,05; teste de Student -
Newman - Keuls, p < 0,05). Controle N = 5; manipulado 
N = 5; estressado N = 5. 
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Figura 21: Efeito do estresse agudo sobre os níveis 
plasmáticos de corticosterona imediatamente após a 
última exposição ao estresse. Dados expressos como 
média + erro padrão da média. 

* Diferença significativa em relação ao grupo controle 
(teste t de Student para amostras independentes, t 
(12)= 3,95; p< 0,002). Controle N = 7; estressado N = 7. 
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5. Estudo dos níveis de catecolaminas e indolaminas em diferentes 

estruturas cerebrais. 

A ativação do sistema de de indolaminas e catecolaminas cerebrais 

cerebrais parece ocorrer após exposição de ratos a um estressar agudo. Uma 

única exposição ao estresse (por exemplo: choque nas patas e estresse por 

imobilização) pode aumentar o turnover ou a liberação das aminas biogênicas 

noradrenalina (NE), dopamina (DA) e serotonina (5-HT) em córtex frontal de 

ratos (Como citado em Jordan et ai., 1994). Por outro lado, a resposta das 

aminas biogênicas ao estresse repetido tem sido menos estudada. 

Neste experimento foram utilizadas quatro estruturas cerebrais: córtex 

frontal, hipocampo, hipotálamo e amígdala. Estas estruturas foram escolhidas 

por estarem relacionadas com estresse e memória. As medidas das aminas e 

seus metabólitos foram feitas por cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) 

com detecção eletroquímica (Hallman et ai., 1984) 24 horas após a última 

sessão de estresse. Foram medidas noradrenalina, dopamina, serotonina, 

ácido di-hidroxi-fenilacético (DOPAC), ácido 5-hidroxi-indolacético (HIAA). 

Não houve diferença significativa nos níveis de noradrenalina entre os 

grupos controle e estressado cronicamente (Figura 22) em quaisquer das 

estruturas analisadas t (16) = 1,79 para a amígdala; t (16) = 0,36 para o córtex; 

t(16) = 0,00 para o hipocampo; t (16) = O, 18 para o hipotálamo; p > 0,05 em 

todos os casos). 

Houve diferença significativa nos níveis de dopamina em hipocampo, no 

qual o grupo estressado apresentou uma diminuição em relação ao grupo 
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controle (teste t para amostras independentes, t (16) = 2,14; p < 0,05), e em 

hipotálamo (teste t para amostras independentes, t (16) = 3, 14; p < 0,005) e 

amígdala (teste t para amostras independente, t (16) = 3, 14; p < 0,01 ), sendo 

nestas duas últimas estruturas o grupo estressado mostrou um aumento nos 

níveis de dopamina em relação ao grupo controle (Figura 23). Não houve 

diferença significativa nos níveis de dopamina do grupo estressado em relação 

ao controle no córtex frontal (teste t para amostras independentes, t (16) = 0,04; 

p > 0,05). 

Não houve diferença significativa entre os grupos controle e estressado 

nos níveis do metabólito da dopamina (DOPAC) em nenhuma das estruturas 

analisadas (teste t para amostras independentes, t (16) = 0,54 para a amígdala; 

t (16) = 1,96 para o córtex; t (16) = 1,55 para o hipocampo; t (16) = 0,93 para o 

hipotálamo; p > 0,05 em todos os casos), como mostrado na Figura 24. 

O grupo estressado mostrou um aumento na razão DOPAC/DA na 

amígdala em relação ao grupo controle (teste t para amostras independentes; t 

( 16) = 4, 7 5; p < O, 001 ), enquanto que nas demais estruturas analisadas não foi 

observada diferença significativa entre os grupos (teste t para amostras 

independentes; t (16) =0,96 para o córtex; t (16) =0,53 para o hipocampo; t 

(16) = 0,81 para o hipotálamo; p > 0,05 em todos os casos), como pode ser 

observado na Figura 25. Observou-se, no caso do hipotámo, um aumento não 

significativo nessa relação (p = 0,052). 

Os níveis de serotonina não mostraram diferença significativa entre os 

grupos controle e estressado (Figura 26) em quaisquer das estruturas 
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Figura 22: Efeito do estresse cronico por imobilização 
sobre os níveis de norepinefrina 24 h após a última 
exposição ao estresse. Dados expressos em média + 
desvio padrão. 

Não existe diferença significativa entre os grupos, pelo 
teste t de Student para amostras independentes 
(t(16)=1,79 para a amígdala; t(16)=0,36 para o córtex; 
t(16)=0,00 para o hipocampo; t(16)=0, 18 para o 
hipotálamo; p > 0,05 em todos os casos). Controle N = 
1 O; estressado N = 8. 
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Figura 23: Efeito do estresse crônico por imobilização sobre os 
níveis de dopamina 24 h após a última exposição ao estresse. 
Os dados foram expressos como média + desvio padrão. 

Não houve diferença significativa nos níveis de dopamina entre 
os grupos no córtex frontal pelo teste t Student para amostras 
independentes (t(16) = 0,04; p>0,05). 

* Houve diferença significativa nos níveis de dopamina em 
hipocampo ( t(16) = 2,14; p<0,05), hipotálamo (t(16) = 3,14; 
p<0,005) e amígdala ( t(16) = 3, 14; p<0,01 ). Controle N = 1 O; 
estressado N = 8. 

Inserto: dados expressos em % do controle para melhor 
visualização dos efeitos. Hpc: hipocampo; Ht: hipotálamo; Amg: 
amígdala; Ctx: córtex. 
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Figura 24: Efeito do estresse crônico por imobilização 
sobre os níveis de DOPAC 24 h após a última exposição 
ao estresse. Dados expressos como média + desvio 
padrão. 

Não houve diferença significativa entre os grupos controle 
e estressado em nenhuma das estruturas analisadas, 
(teste t para amostra independentes; t (16) = 0,54 para a 
amígdala; t (16) = 1,96 para o córtex; t (16) = 1,55 para o 
hipocampo; t (16) = 0,93 para hipotálamo; p >0,05 em 
todos os casos). Controle N = 1 O; estressado N = 8. 
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Figura 25: Efeito do estresse cronico por imobilização 
sobre a relação DOPAC/DA, 24 h após a última 
exposição ao estresse. Dados expressos como média + 
desvio padrão. 

Não existe diferença entre os grupos em córtex (t(16) = 
1,46), hipocampo (t(16) = 0,53) e hipotálamo (t(16)= 
1,99), p >0,05. 

♦ Diferença significativa em amígdala (t(16)=4,75; p < 
0,001, teste t de Student para amostras independentes). 
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analisadas (teste t para amostras independentes: t (16) = 0,99 para a amígdala; 

t (16) = 0,34 para o córtex; t (16) = 1,28 para o hipocampo; t (16) = 0,82 para o 

hipotálamo; p>0,05 em todos os casos). Os níveis do metabólito da serotonina 

(HIAA) não apresentaram diferença significativa entre os grupos controle e 

estressado em hipocampo, amígdala e hipotálamo (teste t para amostras 

independentes; t (16) = 0,44 para o hipocampo; t (16) = 0,83 para a amígdala; t 

(16) = 0,12 para o hipotálamo; p > 0,05 em todos os casos), porém o grupo 

estressado apresentou níveis diminuídos de HIAA em córtex frontal em relação 

ao grupo controle (teste t para amostras independentes, t (16) = 2,43; p < 0,05), 

como mostrado na Figura 27. Não houve diferença significativa entre os grupos 

controle e estressado na razão HIAN5-HT em quaisquer das estruturas 

analisadas (teste t para amostras independentes; t (16) = 0,09 para a amígdala; 

t (16) = 0,96 para o córtex; t (16) = 2,03 para o hipocampo; t (gl corrigidos 

12,84) = 0,88 para o hipotálamo; p > 0,05 em todos os casos) (Figura 28). 
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Figura 26: Efeito do estresse crônico por imobilização 
sobre os níveis de serotonina 24 h após a última 
exposição ao estresse. Dados expressos como média + 
desvio padrão. 

Não existe diferença entre os grupos, pelo teste t de 
Student para amostras independentes em amígdala (t 
(16) = 0,99), córtex (t (16) = 0,34), hipocampo (t (16) = 
1,28), hipotálamo (t (16) = 0,82); p > 0,05). Controle N = 
1 O; estressado N = 8. 
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Figura 27: Efeito do estresse crônico por imobilização 
sobre os níveis de 5-HIAA, 24 h após a última exposição ao 
estresse. Dados expressos como média + desvio padrão. 

Não existe diferença entre os grupos pelo Teste t de 
Student para amostras independentes, em amígdala (t (16) 
= 0,83); hipocampo (t (16) =0,44) e hipotálamo (t (16) -
0,12); p > 0,05 em todos os casos. 

* Diferença significativa em córtex frontal no grupo 
estressado (t (16) = 2,43; p < 0,05). Controle N = 5; 
estressado N = 5. 

78 12 



1-
:c 
U) 

2 

1,5 

::e 1 
<( 

:e 

0,5 

o 

HIAA / 5-HT 
li controle 

[]estresse 

hipocam po hipotálamo amígdala córtex 

Figura 28: Efeito do estresse crônico por imobilização 
sobre a relação HIAA/5-HT 24 h após a última exposição 
ao estresse.Dados expressos como média + desvio 
padrão. 

Não existe diferença entre os grupos (t(16) = 0,96 para 
córtex; t(16) = 2,03 para hipocampo; t(16)=0,81 para 
hipotálamo; t(16)=0,09 para amígdala; p > 0,05 para 
todos os casos pelo teste t de Student para amostras 
independentes) . Controle N = 1 O; estressado N = 8. 
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DISCUSSÃO 

Seguindo os trabalhos de Seyle, um maior entendimento do 

mecanismo de estresse tem sido obtido e tornou-se possível identificar 

diferentes doenças relacionadas aos mecanismos de adaptação ao 

estresse. Especulações de que o estresse pode ser neurodegenerativo e o 

mecanismo de envelhecimento patológico pode estar associado a eventos 

estressantes são de considerável interesse. 

Em termos neuroendócrinos, o estresse refere-se à resposta hormonal 

a alterações no ambiente, com o objetivo de manter a homeostasia. Junto ao 

sistema endócrino, é ativado pelos estressares o eixo LHPA. 

Há consideráveis evidências mostrando que a resposta do eixo LHPA 

é progressivamente reduzida após repetida exposição ao estressar. Este 

fenômeno é conhecido como habituação e pode ocorrer após exposição a 

estresse crônico repetido, como manipulação. imobilização, barulho etc. A 

habituação depende de vários fatores: intensidade do estresse, intervalo de 

tempo entre as sessões, variabilidade individual (Lachuer et ai, 1994 ). Este 

processo de dessensibilização coincide temporariamente com o início das 

mudanças no sítios monoaminérgicos. A partir disto, foi sugerido que um 

regime prévio de estresse crônico modifica as conseqüências 

comportamentais provocadas pela subseqüente exposição a uma situação 

estressante de novidade ( Cancela et ai., 1995). 

A exposição crônica a um estímulo estressante induz mecanismos 

compensatórios que atenuam os efeitos deletérios do estresse repetido, um 

80 



lmst. Ciências Básicas da Saúd111 
Sibliotecaa 

mecanismo de defesa que mantém a homeostasia. Esta habilidade para 

adaptar-se ao estresse repetido e prolongado parece ocorrer em nível de 

eixo HPA e eixo simpatoadrenal (AS), os dois maiores sistemas envolvidos 

na resposta ao estresse (Mansi e Drolet, 1997). 

A atenuação da resposta da hipófise ao estresse crônico pode 

envolver mecanismos que incluem aumento no feedback dos 

glicocorticóides, diminuição da secreção hipotalâmica de CRH, exaustão da 

capacidade secretória de corticotróficos e diminuição nos receptores da 

hipófise para reguladores de ACTH (como citado em Hauger et. ai., 1988). 

No sistema nervoso central, os corticosteróides afetam o humor e o 

comportamento. Alterações do eixo LHPA têm sido identificadas em pessoas 

depressivas, sugerindo um envolvimento dos corticosteróides na etiologia da 

depressão e de outras doenças (Young et ai., 1991 ). O sistema 

serotoninérgico também tem um papel importante em numerosas funções 

cerebrais, incluindo reação a estresse, depressão e ansiedade (Girai et ai., 

1988). 

Muitas ações comportamentais dos glicocorticóides são sabidamente 

mediadas pelas alterações que estes causam na função hipocampal (Bohus 

et ai., 1982; McEwen, 1982). Isto sugere que os glicocorticóides podem 

influenciar os processos de aprendizado e memória ( Bohus et ai, 1982). 

MEDIDA DA RESPOSTA NOC/CEPTIVA 

A exposição a estressares produz uma diminuição na responsividade 

à dor (analgesia) ( Amir & Amit, 1978; Menendez et ai., 1993). O cérebro 
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possui um sistema de inibição da dor em que os opióides endógenos estão 

envolvidos (Bruehl et ai., 1996), e o estresse, como indutor de analgesia, 

tem recebido grande atenção por fornecer uma indicação do envolvimento 

dos opióides endógenos no fenômeno comportamental e adaptativo. 

Estudos têm sugerido que algumas formas de analgesia induzida pelo 

estresse são mediadas pelo sistema opióide, uma vez que animais 

desenvolveram tolerância cruzada entre os efeitos analgésicos da morfina e 

o estresse, e a analgesia pôde ser revertida por antagonistas opióides (Maier 

et ai., 1980). Já outras formas de analgesia por estresse são mediadas por 

mecanismos não-opióides (Lewis, 1986, MacLennan et ai., 1982). 

A descoberta de que a hipofisectomia reduz a analgesia induzida pelo 

estresse mediada por opióide sugere que a ~-endorfina pode mediar este 

tipo de analgesia (Amir, et ai., 1980). É possível que a ~-endorfina 

hipofisária possa ser mobilizada pelo estresse e transportada até o cérebro 

pelo fluxo retrógrado através do sistema porta, e então diminuir a 

responsividade ao estímulo doloroso pela interação com estruturas centrais 

(MacLennan, et ai., 1982). 

A ~-endorfina hipotalâmica é liberada em resposta à novidade 

( lzquierdo et ai., 1984; lzquierdo & Netto, 1985 a), e a ~-endorfina pituitária, 

bem como as encefalinas da adrenal, são liberadas na circulação em 

resposta ao estresse (Lewis et ai., 1982; Hayden-Hixson & Nemeroff, 1993). 

Animais cronicamente estressados não mostram o mesmo 

comportamento e nem apresentam as mesmas conseqüências quando 

comparados com animais estressados agudamente (Armário et ai., 1990; 
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Cancela et ai., 1995). Diferentes sistemas neurotransmissores têm sido 

sugeridos como tendo função no processo de dessensibilização ao estresse, 

incluindo modulação opióide (Cancela et ai., 1988; Cancela et ai., 1995). Por 

exemplo, repetida exposição a situações de estresse modifica a resposta 

comportamental dos opióides e a resposta fisiológica à administração 

colinérgica ( Cancela et ai., 1995; Dilsaver et ai., 1986; Filkelstein et ai., 

1985). Nesta dissertação, observamos que a hiperalgesia observada nos 

animais cronicamente estressados permanece por pelo menos 28 dias após 

cessar o tratamento. Tempos maiores de interrupção devem ser testados a 

fim de determinarmos se essas alterações são ou não permanentes. Por 

outro lado, esses animais cronicamente estressados não respondem com 

analgesia a um estresse agudo de mesma natureza que aquele utilizado no 

tratamento (Xavier, 1995). Continuam não respondendo 14 dias após o 

término do tratamento crônico, porém começam a responder 28 dias após, 

embora continuem hiperalgésicos. As modificações no limiar de dor 

observadas nos animais cronicamente estressados podem ser devidas a 

alterações nos receptores opióides centrais ou periféricos, em número e ou 

afinidade, ou ainda a modificações em outros sistemas de 

neurotransmissores ou neuromoduladores. 

O CRH induz a liberação de ACTH e ~-endorfina da hipófise anterior 

(Vale et ai., 1981 ). A ~-endorfina e outros opióides estão envolvidos em 

uma série de funções, tais como dor, excitabilidade de célula nervosa e 

epilepsia, imunomodulação, estresse e outros (Millan, 1986). A analgesia 

induzida pelo estresse é um fenômeno bem conhecido e a função da ~-
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endorfina no estresse tem sido estudada (Amir et ai., 1980). Muitos estudos 

indicam que corticosteróides e ACTH também têm função de modulação da 

dor (Lewis et ai., 1980; Maclennan et ai., 1982) e na excitabilidade cerebral 

(McEwen et ai., 1986). Uma série de investigações tem indicado que 

corticosteróides, tais como dexametasona, exercem consistente inibição 

sobre efeitos induzidos pela morfina na sensibilidade à dor e excitabilidade 

hipocampal. Há evidências de que o ACTH e corticosteróides reduzem a 

analgesia opióide (Chatterjee et ai., 1982). Dados indicam que em cérebro de 

roedores existe uma importante interação funcional entre os corticosteróides 

e o sistema opióide pelo menos em nível de receptorµ, enquanto receptores 

6 e K são modulados por outras vias (Pieretti et ai., 1994). Um pré­

tratamento com dexametasona foi capaz de reduzir a analgesia induzida 

pela morfina tanto na placa quente (Pieretti et ai., 1991) quanto no teste de 

tail-flick (Capasse et ai., 1992). Como no estresse crônico os níveis de 

corticosterona em resposta ao estresse são bastante diferentes do estresse 

agudo (ver figuras 21 e 22), é possível que estejam relacionados com a 

hiperalgesia observada anteriormente em nosso laboratório, nesse modelo 

de estresse crônico ( Gamara et ai., 1998b) e confirmada pelos dados desta 

dissertação. 

Estados hiperalgésicos são observados comumente como um sintoma 

de inflamação tecidual ou após injúria de nervo central ou periférico, em que 

estímulos não-nocivos produzem dor ou o estímulo nocivo é percebido com 

uma dor muito mais intensa (Levine, et ai., 1986). A diminuição do limiar de 

dor ocorre por ativação dos nociceptores aferentes primários (Markenson, 
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1996). Mediadores hiperalgésicos podem atuar diretamente no nociceptor 

aferente primário para produzir hiperalgesia, como, por exemplo, a 

prostaglandina E2, Prostaciclina, adenosina e serotonina. Outros, como 

norepinefrina, bradicinina e leucotrienos, atuam indiretamente em células 

neurais e não-neurais, para liberar prostaglandinas (Khasar et ai., 1994). 

A modulação de inputs sensoriais (neste caso a dor) ocorre em muitos 

níveis. Neuroceptores são também neuroefetores, e a transmissão pode ser 

modulada por seus corpos celulares, com a secreção de mediadores 

inflamatórios, neuropeptídeos ou outras substâncias que produzam dor. Vias 

descendentes do hipotálamo, que possuem receptores opióide-sensíveis e 

são estimuladas por estresse emocional, podem transmitir sinais para o 

corno dorsal da medula espinhal, que modula transmissões nociceptivas 

ascendentes. A modulação para alterar a percepção da dor também pode 

ocorrer em centros altos (por exemplo: córtex frontal, mesencéfalo, bulbo) 

por opióides, agentes antinflamatórios, assim como antagonistas e agonistas 

de neurotransmissores (Markenson, 1996). 

A dor crônica de origem periférica envolve mecanismos imflamatórios 

e neuropáticos. Na inflamação, há ativação de fibras aferentes C e A, com 

indução de reflexo axonal e liberação de substância P, neurocinina A e 

peptídeo relacionado a calcitonina. Esses alteram excitabilidade de fibras 

sensoriais e autonômicas simpáticas, ativando células imunitárias e liberando 

outras substâncias através do extravasamento plasmático (Wannmacher e 

Ferreira, 1998a). Bradicinina, citocinas (interleucinas e fator de necrose 

tumoral), prostaglandinas, serotonina, histamína, óxido nítrico, opióides 
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endógenos em sítios periféricos e fator de crescimento neural participam em 

recepção e transmissão de estímulos dolorosos de origem inflamatória. A dor 

neuropática relaciona-se à atividade anormal de canais de sódio que se 

acumulam em sítios de danos neurais e a receptores de N-metil-0-aspartato 

(NMDA), responsáveis por produzir excitabilidade central, além de liberação 

excessiva de ácido glutâmico que medeia excitotoxicidade, preponderante 

sobre a ação de interneurônios inibitórios (Wannmacher e Ferreira, 1998a). 

Na medula espinhal tem sido sugerido que a ativação de receptores 

AMP A/cai nato é responsável por transmissões sinápticas rápidas associadas 

com respostas reflexas fisiológicas, enquanto que a ativação de receptores 

NMDA está envolvida em transmissão nociceptiva de circuito local, 

reforçando uma expressão comportamental de hiperalgesia (Coderre, 

1993). Os receptores AMPA são responsáveis pela formação de sinal para a 

localização, intensidade e duração da dor, temporal e espacialmente 

(Thompson et a/.1990). 

Estudos comportamentais demonstram que a ativação de receptores 

NMDA espinhais resulta em hiperalgesia térmica (apud Meller et ai. 1996). 

Relatos demonstram que receptores NMDA têm uma função na hiperalgesia 

produzida por injúria tecidual ou nervosa ( Coderre & Melzack, 1991 ). 

Provavelmente a ativação de receptores NMDA produz uma variedade de 

segundos mensageiros (por exemplo: óxido nítrico, GMP cíclico e ácido 

araquidônico) e a ativação de várias enzimas intracelulares (por exemplo: 

óxido nítrico-sintase, guanilato ciclase solúvel, proteína quinase C e 

fosfolipase A2) que resulta em prolongada alteração na sensibilidade celular 
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(Coderre, 1993). 

A formação reticular do tronco cerebral pode exercer influências 

inibitórias na transmissão em todos os níveis sinápticos do sistema sensorial. 

Esta habilidade tônica depende do input sensorial normal. Perda dos inputs 

sensoriais normais após amputação, lesão nervosa periférica, uso de certas 

drogas e estresse emocional prejudicam a eficácia dos mecanismos e 

levam ao aumento da dor (Markenson, 1996). 

As prostaglandinas formam-se a partir do ácido araquidônico, são 

envolvidas em processos inflamatórios, além de promoverem vasodilatação, 

sensibilizarem os nociceptores (hiperalgesia) e estimularem os centros 

hipotalâmicos de termorregulação. A histamina e a bradicinina aumentam a 

permeabilidade vascular e ativam receptores nocigênicos (Wannmacher e 

Ferreira, 1998b). 

A hiperalgesia desenvolve-se quando terminações nervosas de 

nociceptores polimodais são sensibilizados por mediadores de inflamação, 

tais como prostaglandinas (Levine et ai., 1984). As prostaglandinas 

sensibilizam nociceptores aferentes primários ao estímulo nocivo (químico 

calor ou mecânico), provavelmente via ativação de monofosfato de 

adenosina cíclico (AMPc). O nociceptor aferente primário pode ser ativado 

primária ou secundariamente por mediadores inflamatórios, neuropeptídeos 

ou outras substâncias indutoras de dor. A sensibilidade destes nociceptores 

pode ser alterada positiva ou negativamente pelas mesmas substâncias 

(Markenson, 1996). 

Os leucotrienos também têm função na hiperalgesia por meio da 
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ativação de segundos mensageiros, tais como AMPc ( Apud Markenson, 

1996). Agentes que atuam elevando AMPc intracelular podem levar à 

hiperalgesia pelo bloqueio da fosforilação da proteina quinase dependente­

AMPc (Taiwo & Levine, 1991 ). Nociceptores aferentes primários utilizam a 

proteína guanosina estimulatória (proteína Gs) para ligar e ativar AMPc 

intracelular (Taiwo & Levine, 1989). 

Proteínas C-fos e C-jun são fatores transcricionais que regulam a 

expressão de grande número de outros genes. Proteína Fos pode servir 

como terceiro mensageiro, sinalizando a passagem de eventos neurológicos 

de curta duração para eventos de longa duração (por exemplo: dor aguda em 

dor crônica). Em experimentos animais, o número de neurônios reativos à 

proteína fos está relacionado com o comportamento de dor provocado por 

estímulos nocivos (Gagas et ai., 1991 ). Com o monitoramento da expressão 

de proteína fos nos neurônios do corno dorsal, pode-se estudar o mecanismo 

de sensibilização central, que ocorre por meio da ativação de receptor NMDA 

localizado nos neurônios do corno dorsal. 

Assim sendo, a hiperalgesia observada nos animais estressados 

cronicamente e que permanece por pelo menos 28 dias após cessar o 

estresse crônico pode envolver alterações em quaisquer desses sistemas de 

neurotransmissores ou neuromoduladores citados acima, além das possíveis 

alterações no sistema opióide endógeno sugeridas nesta dissertação. 

Alterações na transcrição gênica, conforme observado no parágrafo anterior, 

devem também estar relacionadas com os efeitos de longa duração no 

parâmetro sensibilidade à dor observados nesta dissertação. 
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Há relatos de antinocicepção induzida pela novidade (Netto et ai., 

1987; Dalmaz et ai., 1991) e de que esta seja revertida pelo antagonista 

opióide naltrexona (Siegfried et ai., 1987). 

Nossos resultados mostraram que os ratos controle apresentaram 

antinocicepção induzida pela novidade, o que concorda com dados da 

literatura, sugerindo que certas formas de novidade podem alterar a 

sensibilidade à dor (Fanselow, 1985; Netto, et ai., 1987). Por outro lado, 

quando testamos os animais cronicamente estressados, não houve diferença 

significativa entre as latência antes e depois da novidade. Visto que a 

antinocicepção induzida pela novidade, avaliada por meio do aparelho de 

taíl-flíck em ratos, tem sido sugerida como mediada pela liberação de ~­

endorfina (Siegfried et ai., 1987; Netto et ai., 1987), a ausência deste efeito 

no grupo estressado sugere uma alteração no padrão de resposta daquele 

sistema nos animais imobilizados cronicamente. Estas alterações poderiam 

estar relacionadas ao efeito hiperalgésico em animais submetidos ao 

estresse crônico observado anteriormente e comprovado nos atuais 

experimentos. 

Dados prévios de nosso laboratório indicam que animais estressados 

cronicamente por imobilização apresentam uma diminuição na latência do 

tail-flíck, caracterizando uma resposta hiperalgésica, tanto na medida basal 

quanto após exposição à imobilização (Gamara et ai., 1998 a). Este 

resultado mostrou-se reprodutível, visto que os animais cronicamente 

estressados utilizados nos experimentos desta dissertação também 

apresentaram hiperalgesia. 
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Nós investigamos o efeito da suspensão do estresse por imobilização 

sobre a nocicepção após 14 e 28 dias de interrupção do tratamento. Após 

este período, a nocicepção foi novamente medida por meio do aparelho de 

tail-flick. Os animais foram então submetidos a um estímulo estressante (3 h 

de imobilização) e a nocicepção foi avaliada. Os resultados obtidos indicam, 

que tanto 14 quanto 28 dias após a suspensão do estresse, os animais 

continuam hiperalgésicos em relação aos controles. A exposição a um novo 

estímulo estressante após a interrupção do tratamento crônico provocou 

antinocicepção nos animais controle, conforme era esperado, enquanto que, 

somente após 28 dias, um efeito antinociceptivo dessa nova exposição ao 

estresse foi observado nos animais estressados. É possível que a ausência 

de resposta a uma nova exposição ao estresse, observada nos animais 

cronicamente estressados, até 14 dias de suspensão do tratamento, se deva 

a uma adaptação a esse agente estressar. É sabido que a exposição 

repetida ao estresse pode causar adaptação e diversos neurotransmissores 

têm sido implicados nesse fenômeno. Essa adaptação seria menor resposta 

opióide (à novidade ao estresse que induz analgesia, à morfina) Por outro 

lado, esse efeito seria de natureza diferente daquele envolvida na gênese de 

uma resposta hiperalgésica, uma vez que o seu desaparecimento não segue 

o mesmo curso temporal visto que após 28 dias de suspensão do tratamento 

os animais continuam hiperalgésicos, mas começam a responder com 

analgesia característica a um novo estímulo estressar. Assim, é possível que 

mais de um sistema esteja envolvido nas adaptações ao estresse crônico no 

que tange a seus efeitos nociceptivos. 
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nociceptivos. 

Quando injetamos morfina (1,0 e 5,0 mg/Kg) em ratos controles e 

cronicamente estressados, observamos que os ratos controle apresentaram 

efeito de ambas as doses de morfina aos 60 min, enquanto que, 30 min após 

a injeção, o efeito aparece somente com a dose de 5 mg/kg. Provavelmente, 

o efeito não aparece aos 30 min para a dose de 1 mg/kg devido à dispersão 

dos dados, que foi bastante grande neste grupo (vide figura 8a). Já o grupo 

manipulado apresentou efeito analgésico aos 30 e 60 min para ambas as 

doses de morfina. No caso dos animais estressados, observou-se efeito 

significativo somente aos 60 min e após a administração da dose maior de 

morfina (5 mg/kg), sugerindo que o tratamento de estresse crônico pode 

estar provocando alterações no sistema opióide endógeno. Observamos 

ainda que, aos 60 min, os animais deste grupo injetados com salina ou 

morfina 1 mg/kg apresentaram uma diminuição na sensibilidade à dor em 

relação às medidas realizadas aos 30 min. Uma observação que podemos 

constatar é que a repetição da medida de retirada da cauda produz 

eventualmente uma diminuição na latência quando comparamos as latências 

aos 30 e 60 minutos após a administração de salina ou morfina na dose mais 

baixa. Esta diminuição pode ser explicada pelo aprendizado do animal, que 

passará a retirar a cauda mais rapidamente quando a medida é repetida 

várias vezes. Por que esta diminuição não apresentou efeito significativo nos 

demais grupos? Talvez porque, sendo estes animais hiperalgésicos, as 

possibilidades de aprendizado (i.e., aprenderem que na situação 

experimental em questão serão submetidos a um estímulo doloroso) serão 
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maiores, uma vez que a hiperalgesia pode aumentar a aversividade da 

situação. 

É interessante observar, porém, que os animais manipulados 

respondem normalmente à administração de morfina, de modo semelhante 

ao que ocorre com os animais controle. Por outro lado, estes animais não 

apresentaram o efeito antinociceptivo que é observado após exposição à 

novidade. Este fato levanta outras possibilidades. Por exemplo, é possível 

que o tratamento crônico leve a alterações no sistema opióide endógeno, 

que seriam maiores nos animais estressados (por exemplo, alterações em 

receptores e nos níveis de peptídeos endógenos) e alterações mais leves 

nos animais manipulados (alterações apenas nos níveis de peptídeos 

opióides ou na resposta à novidade com liberação de p-endorfina 

hipotalâmica). Por outro lado, é possível que outros sistemas estejam 

envolvidos, conforme discutido acima. 

A potenciação da magnitude e duração do efeito analgésico de drogas 

opióides em ratos expostos a estresse agudo por imobilização (1 h de 

imobilização) quando comparado com ratos não estressados tem sido 

demonstrada. É possível que o mecanismo responsável por este efeito 

envolva sítios espinhais e supraespinhais (Calcagnetti & Holtzman, 1992). 

Esta conclusão é apoiada por observações de que a analgesia induzida por 

agonistas opióides administrados i.c.v. é aumentada em ratos estressados 

por imobilização (apud Calcagnetti et ai. 1992). Vários estudos têm 

determinado que a potenciação da analgesia induzida por opióides 

provocada pela exposição ao estresse agudo provavelmente não envolva 
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alteração na afinidade de receptores opióides, e é mais proeminentemente 

produzida por agonistas com atividade intrínseca em receptor opióide µ 

(apud Calcagnetti et ai. 1992). 

Assim, enquanto que o estresse agudo potencializa a ação 

antinociceptiva da morfina, o estresse crônico, além de por si só apresentar 

efeito hiperalgésico (ao contrário do estresse agudo), também provoca uma 

diminuição na sensibilidade à morfina. Estes dados sugerem uma alteração 

em nível de receptores opióides, que pode estar envolvida na gênese do 

efeito efeito hiperalgésico do estresse crônico. Por outro lado, é possível que 

outras alterações ( em outros sistemas de neurotransmissores ou 

neuromoduladores) causadas pelo estresse repetido levem a alterações na 

nocicepção, justificando ainda a diminuição na sensibilidade à morfina 

observada nesta dissertação. 

COMPORTAMENTO ALIMENTAR 

A expressão do apetite reflete um complexo funcionamento do 

sistema psicobiológico. A psicobiologia do comportamento alimentar envolve 

o apetite, os estados motivacionais e a necessidade de ingestão calórica, 

coordenados pela atividade dos sistemas nervosos periférico e central 

(Halmi, 1996). Alterações emocionais podem alterar o comportamento 

alimentar. Em humanos, foi observado que alterações emocionais podem 

induzir uma alimentação excessiva (Timo-laria, 1985; Yates, 1992). 

Tem sido relatado que alguns agentes podem exercer efeito sobre a 

ingestão de substâncias doces. Por exemplo, sabe-se que há um aumento 

93 



do consumo de sacarose em ratos submetidos a choque inescapável (Dess 

et ai., 1988). Sistemas opióides, que podem estar alterados no estresse 

crônico, também têm sido implicados nas respostas de prazer a alimentos, 

especialmente de sabor doce (Blundell, 1991 ). O CRH é um neuropeptídeo 

que pode atuar no núcleo paraventricular, inibindo o comportamento 

alimentar. A epinefrina, quando administrada no núcleo paraventricular, 

produz um efeito estimulante sobre o apetite, causando um aumento na 

ingestão de alimentos ricos em carboidratos por meio de ligação com os 

receptores a 2 (Blundell & Hill, 1993; Halmi, 1995). Os receptores ~2 do 

hipotálamo perifornical inibem o comportamento alimentar quando 

estimulados. A serotonina, quando injetada no núcleo paraventricular, 

suprime a ação induzida pela norepinefrina, facilitando a saciedade (Hoebel, 

1979). Existem também evidências da ação dos sistemas dopaminérgico e 

de opióides endógenos no comportamento alimentar (Halmi, 1995). 

Resultados prévios de nosso laboratório mostraram que a exposição 

ao estresse crônico por imobilização leva a um aumento na ingestão de 

alimento doce, mas não de ração-padrão. Por outro lado, a exposição ao 

estresse crônico variável levou a uma diminuição na ingestão de alimento 

doce (Gamaro, 1998). 

Os resultados obtidos não mostraram diferença significativa entre os 

grupos (controle, manipulado e estressado). Observou-se somente efeito do 

jejum, isto é, os animais em jejum consumiram mais alimento (amendoim) 

que os alimentados, em todos os grupos. 

Estes resultados sugerem que o aumento na ingestão observado 
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anteriormente em nosso laboratório é específico para alimento doce, uma 

vez que tal não ocorre quando é utilizado um alimento bastante palatável 

mas não doce, como é o caso do amendoim. É possível que os efeitos do 

-

estresse crônico sobre o consumo destes alimentos estejam relacionados 

não somente ao sabor do alimento, mas à seleção de macronutrientes 

específicos (glicídios, no caso do alimento doce utilizado em trabalhos 

anteriores, e lipídios, no caso do amendoim). É importante considerar que 

esteróides adrenais estão envolvidos com o comportamento alimentar, tanto 

no que se refere à ingestão quanto à qualidade dos macronutrientes. Por 

exemplo, a estimulação de receptores de esteróides adrenais do tipo 1 

aumenta especificamente a ingestão de gordura, enquanto a estimulação de 

receptores do tipo li aumenta a ingestão de carboidratos (Tempel et ai., 

1992). Como os efeitos observados neste modelo de estresse crônico 

referem-se à ingestão de carboidratos especificamente, é possível que 

alterações no número ou na sensibilidade desses receptores estejam 

presentes nesses animais. Esta hipótese poderá ser testada em futuros 

trabalhos. 

MEMÓRIA ESPACIAL. 

A administração de hormônios glicocorticóides em animais não 

submetidos a estresse tem sido utilizada para o estudo das conseqüências 

dos níveis elevados do hormônio da adrenal nos processos de aprendizagem 

e memória (McEwen et ai., 1986). 
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O estresse quando muito intenso ou de longa duração pode levar a 

danos no hipocampo, estrutura cerebral sabidamente envolvida com 

memória espacial (Dachir et ai., 1995). 

-

Os resultados obtidos ao avaliarmos a memória espacial de ratos 

estressados cronicamente por imobilização, utilizando o labirinto aquático 

com plataforma visível (memória de trabalho) e plataforma invisível 

(memória de referência), indicam não haver efeito do modelo de estresse 

utilizado sobre a memória espacial. O desempenho é similar quando 

comparados os três grupos propostos (controle, manipulado e estressado) 

quanto à latência para encontrar a plataforma, ao tempo de permanência em 

cada quadrante e ao número de cruzamentos, sendo que os dois últimos 

parâmetros só foram considerados para a tarefa de memória de referência. 

Apesar de haver sugestões na literatura de que o estresse crônico ou 

a exposição a glicocorticóides cause injúria em neurônios do hipocampo 

(Bohus et ai., 1982; McEwen & Sapolsky, 1995), não encontramos efeito do 

estresse crônico por imobilização sobre a memória espacial de ratos nas 

duas tarefas escolhidas (memória de trabalho e memória de referência). É 

possível que o modelo de estresse em questão não seja tão agressivo a 

ponto de comprometer a memória nesta tarefa. 

MEDIDA DE CORTICOSTERONA 

Estudos têm sido feitos no sentido de avaliar o delicado balanço entre 

os efeitos protetores dos esteróides secretados pelas adrenais em resposta a 

experiências estressantes e as conseqüências negativas que estes mesmos 
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hormônios podem ter em muitos processos. Enquanto que, por um lado, o 

excesso de esteróides suprime os mecanismos de defesa imune e produz 

conseqüências negativas, tais como dano neuronal, atrofia muscular e perda 

de cálcio dos ossos (Sapolsky et ai., 1986), por outro lado a falta destes 

hormônios torna o organismo vulnerável a doenças inflamatórias e a 

respostas autoimunes, febre, danos no metabolismo das catecolaminas e do 

álcool (Spencer & McEwen, 1990), bem como aumento nas respostas ao 

medo e à ansiedade (Weiss et ai., 1970). 

A habituação seguida ao estresse crônico intermitente tem sido 

observada em vários sistemas neuroendócrinos. Sistema LHPA e a 

regulação dos níveis de corticosterona plasmática têm sido bastante 

estudados. Em ratos de laboratório, a resposta da corticosterona plasmática 

foi reduzida após estresse crônico intermitente (barulho, imobilização e 

flashes de luz) (Armário et ai., 1986). 

Os resultados obtidos mostraram que os níveis plasmáticos de 

corticosterona medidos logo após imobillização crônica sofreram uma 

diminuição significativa no grupo manipulado em relação aos demais grupos 

(controle e estressado). Estes resultados nos apontam para a possibilidade 

de que a manipulação diária dos animais possa levar a uma adaptação na 

liberação hormonal como uma resposta do organismo ao estresse, já que os 

níveis de corticosterona plasmática neste grupo apresentaram-se menores 

que os grupos controle e estressado crônico. Embora não existam dados 

semelhantes com animais adultos, cabe lembrar que a manipulação no 

período neonatal leva a alterações na resposta ao estresse, com diminuição 
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na liberação de glicocorticóides (liu et ai., 1997). Uma série de estudos têm 

mostrado que manipulação cirúrgica ou comportamental reduz a exposição 

cumulativa de glicocorticóides (Sapolsky, 1992; Landfield et ai., 1981 ), assim 

como analisam vários parâmetros comportamentais e hormonais em relação 

à manipulação de animais (Gartner et ai., 1980). 

Quando os níveis basais de corticosterona foram medidos (24 h após 

a última sessão de estresse por imobilização), não houve diferença entre os 

grupos, embora os animais manipulados e estressados tenham apresentado 

uma diminuição não-significativa em relação ao grupo controle. Esta medida 

foi realizada a fim de verificarmos se ocorrem alterações nos níveis de 

corticosterona pela cronificação do tratamento de estresse, já que 

agudamente observou-se elevação dos níveis de corticosterona. Devemos 

também considerar estudos prévios de nosso laboratório, que nos mostraram 

que os níveis basais de glicose plasmática dos animais cronicamente 

estressados por imobilização não diferem do grupo controle (Xavier, 1996). 

Hormônios liberados pelo estresse (epinefrina e glicocorticóides) são 

hiperglicemiantes, e o aumento na glicemia seria uma medida indireta da 

liberação destes hormônios (Armário et ai., 1990). 

O resultado obtido nos sugere uma adaptação ao estresse utilizado, 

de forma que os animais estressados cronicamente passam a responder 

com menores alterações hormonais ao estresse por imobilização. 

Quando os animais foram submetidos a uma única sessão de estresse 

por imobilização houve uma diferença significativa entre os grupos nos níveis 

de corticosterona. O estresse agudo por imobilização leva a um aumento nos 
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níveis de corticosterona imediatamente após estresse. Embora os 

experimentos não tenham sido realizados conjuntamente, e não possamos 

fazer esta análise estatística, podemos observar que os animais estressados 

cronicamente apresentam níveis aumentados de corticosterona plasmática, 

porém menores do que os obtidos dos animais estressados agudamente 

(medidas realizadas imediatamente após a última sessão de estresse em 

ambos os modelos). Isto nos leva novamente sugerir a uma possível 

modulação na resposta do organismo ao estresse, mas sem que haja uma 

completa adaptação ao estresse crônico por imobilização, visto que os níveis 

de corticosterona encontrados nos animais cronicamente estressados são 

significativamente mais altos do que os níveis encontrados nos animais 

manipulados. 

MEDIDAS DE CA TECOLAMINAS 

Vias catecolaminérgicas no cérebro são ativadas durante o estresse e 

estão envolvidas no controle de mudanças fisiológicas e comportamentais 

provocadas pelo mesmo. No estresse repetido, têm sido observadas 

mudanças adaptativas da atividade catecolaminérgica no cérebro (Gil & 

Armaria, 1998). 

A ativação do sistema de aminas biogênicas cerebrais parece ocorrer 

após exposição de ratos a um estressar agudo. Única sessão de estresse 

(por exemplo, choque ou estresse por imobilização) pode aumentar o 

turnover ou a liberação de catecolaminas e indolaminas [norepinefrina (NE), 

dopamina (DA), e serotonina (5-HT)] no córtex frontal de ratos (como citado 
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em Jordan et ai, 1994). Por outro lado, a resposta das catecolaminas e 

indolaminas ao estresse repetido tem sido menos estudada. 

O efeito do estresse repetido nos níveis de norepinefrina depende da 

natureza de estressar bem como da região do cérebro estudada. Embora a 

liberação de norepinefrina possa estar aumentada quando o estresse é 

repetido (Anisman et ai., 1987), os níveis basais deste neurotransmissor em 

ratos cronicamente estressados geralmente não estão diminuídos. Esta 

alteração nos níveis de norepinefrina após a exposição a um agente 

estressar é tempo-dependente e os níveis retornam progressivamente ao 

normal após a cessação do estresse (Anisman et ai., 1987). 

Nossos resultados foram obtidos 24 horas após a última sessão de 

estresse. Portanto, os níveis de norepinefrina nas estruturas estudadas, caso 

tenham apresentado aumento, provavelmente já haviam retornado aos 

valores normais. Assim, os resultados do presente trabalho de dissertação 

mostram que não ocorrem alterações basais nos níveis de norepinefrina 

após exposição dos animais ao estresse crônico por imobilização. 

Os tratos dopaminérgicos no cérebro parecem ser relevantes para 

comportamentos e emoção e compreendem 3 grandes divisões, todas 

derivadas da área tegumental ventral e da substância negra. Os principais 

sistemas de fibras dopaminérgicas no cérebro são o nigrostriatal (da 

substância negra compacta para os núcleos caudato e putamen), o 

mesolímbico (da área do tegumento ventral para o nuc/eus accumbens), o 

mesocortical (da área do tegumento ventral para o córtex cerebral) e o 

tuberoinfundinbular (do nucleus arcuate para a eminência média). 
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de vários fatores, incluindo sexo do animal e tipo de estressar (Fleckenstein 

et ai., 1994). Sabe-se pouco sobre como o estresse repetido afeta os 

receptores dopaminérgicos e a modulação neuroquímica da transmissão 

dopaminérgica. 

Existem evidências conflitantes de mudanças na liberação de 

dopamina quando o estresse é repetido intermitantemente por vários dias. 

Há várias evidências de que o estresse afeta atividade neuronal 

dopaminérgica. O mecanismo central que envolve este efeito ainda não está 

bem definido. O estresse induz a um aumento na atividade dos neurônios 

dopaminérgicos projetados para o núcleo accumbens, o que se reflete no 

aumento da liberação de dopamina ou no seu metabolismo (apud 

Fleckenstein et ai., 1994 ). 

Existem estudos demonstrando que o estresse por imobilização afeta 

diferencialmente a atividade dos neurônios dopaminérgicos (Fleckenstein et 

ai., 1994). Especificamente, o estresse por imobilização aumenta a atividade 

dos neurônios dopaminérgicos mesolímbicos de ratos machos e diminui sua 

atividade nos neurônios peri-ventricular-hipofisais (Fleckenstein et ai., 1994). 

Nossos resultados mostraram um aumento significativo dos níveis de 

dopamina na amígdala, estrutura sabidamente envolvida com emoção e 

comportamento. A amígdala é uma parte importante do circuito neuronal 

que medeia ajustes comportamentais, autonômicos e neuroendócrinos ao 

estímulo ambiental e ao estresse (Gray, 1991 ). DOPAC, um metabólito da 

dopamina, aparece como um metabólito complementar da biossíntese da 

norepinefrina e epinefrina. Os níveis do DOPAC representam um índice de 
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atividade das catecolaminas (Lachuer et ai., 1992). Além do aumento nos 

níveis de dopamina, observamos uma diminuição na relação DOPAC/DA, 

sugerindo uma menor taxa de metabolização para este neurotransmissor. 

Os corpos dos neurônios que contêm dopamina do arcuate e PVN do 

hipotálamo mandam axônios que inervam o lobo intermediário da pituitária e 

a eminência média. Estes neurônios têm a importante função de regular a 

liberação de hormônios da pituitária, especialmente prolactina, hormônio 

sabidamente envolvido com a resposta ao estresse (Siegel et ai., 1993). Esta 

relação pode ser uma explicação para o aumento de dopamina encontrado 

no hipotálamo de ratos estressados cronicamente por imobilização. 

No hipocampo foi observada uma diminuição nos níveis de 

dopamina, que pode ser explicada por uma diminuição em sua síntese ou um 

aumento na sua biotransformação, como, por exemplo, alteração na 

atividade da tirosina hidroxilase, enzima chave para a síntese de 

catecolaminas. 

Nossos resultados mostraram uma redução significativa na relação 

DOPAC/DA na amígdala, uma tendência à redução no hipotálamo e no 

córtex, não significativa em relação ao grupo controle. Esta relação é 

utilizada como índice do metabolismo de DA, sugerindo então que o 

metabolismo da dopamina pode estar diminuído na amígdala. Estrutura do 

sistema límbico, sistema este bastante envolvido com a emocionalidade do 

animal. 

Em resultados obtidos em nosso laboratório, utilizando o modelo de 

estresse crônico variável citado anteriomente, analisamos as mesmas 
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estruturas e somente foi observado aumento nos níveis de dopamina no 

córtex frontal (Gamara, 1998), o que concorda com dados da literatura de 

que a resposta dos neurônios dopaminérgicos varia conforme o tipo de 

estressar utilizado. Cabe ressaltar aqui que, além dess-as diferenças 

encontradas nos níveis de catecolaminas cerebrais, os dois modelos de 

estresse crônico estudados por nosso laboratório também apresentam 

diferenças em parâmetros comportamentais. Por exemplo, os animais 

estressados em modelo de estresse crônico variável apresentam menor 

ingestão de alimento doce em relação aos animais controle, ao contrário do 

que ocorre com os animais submetidos ao estresse crônico por imobilização, 

em que há um aumento no consumo de alimento doce. Cabe aqui lembrar 

que a liberação de dopamina no hipotálamo está também relacionada com o 

comportamento alimentar do animal (Orosco e Nicolaidis, 1992). 

Em relação à serotonina, uma revisão na literatura sugere que o 

estresse agudo induz mudanças nas concentrações centrais de 5-HT e 5-

HIAA, variando muito em função do tipo de estressar utilizado, sua duração 

e a região do cérebro estudada (Paris et ai., 1986). Há evidências que 

mostram que o estresse agudo por imobilização estimula a captação de L­

triptofânio, precursor imediato da serotonina (Kennet & Joseph , 1981 ). 

Poucos estudos têm focalizado o efeito do estresse repetido sobre o tumover 

de serotonina. 

Nossos resultados sobre os níveis de serotonina não mostraram 

diferença significativa entre os grupos estressado e controle nas 4 estruturas 

analisadas, enquanto que os níveis de seu metabólito (HIAA) apresentaram 
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diferença significativa entre os dois grupos somente no córtex frontal, onde o 

grupo estressado apresentou níveis diminuídos. Não foi observada diferença 

significativa entre os grupos controle e estressado em relação à relação 

HIANS-HT em quaisquer das estruturas analisadas. 

A diminuição observada nos níveis de 5-HIAA no córtex frontal pode 

sugerir uma inibição no metabolismo da serotonina, visto que os níveis da 

serotonina não estão alterados nesta estrutura, porém essa possibilidade 

não é reforçada pela relação HIANS-HT, que não apresentou variação. 

Concluindo, o modelo de estresse crônico por imobilização leva a uma 

alteração no sistema nociceptivo dos animais (hiperalgesia), que permanece 

inalterada por até 28 dias após a suspensão do tratamento, e somente após 

este período começa a responder a uma exposição a um novo estímulo 

estressar com a analgesia característica. Os animais cronicamente 

estressados respondem à administração de morfina apenas em doses mais 

elevadas (5 mg/kg) e após 60 minutos da injeção. Não apresentam alteração 

no comportamento alimentar, isto é, não apresentaram mudanças no 

consumo do alimento palatável, porém não-doce (amendoim). Não 

ocorreram mudanças sobre a memória espacial nas duas tarefas realizadas. 

Os níveis plasmáticos de corticosterona mostraram-se aumentados apenas 

imediatamente após a última sessão de estresse. Os níveis de dopamina 

mostraram-se aumentados no hipotálamo e na amígdala e diminuídos no 

hipocampo. A relação DOPAC/DA também apresentou diminuição na 

amígdala. O metabólito HIAA mostrou-se diminuído no córtex cerebral. 
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CONCLUSÕES 

+ Os animais submetidos ao estresse crônico por imobilização apresentaram 

uma diminuição do limiar de dor (hiperalgesia), que permanece por até 28 

-

dias após a interrupção do tratamento, e somente após este período 

respondem a uma nova sessão de estresse com a resposta analgésica 

característica ao estresse agudo. Esses animais apresentaram tolerância à 

morfina (só respondem à dose mais alta utilizada e após 60 min da injeção). 

Também não apresentaram o efeito analgésico característico após 

exposição à novidade. Estes dados podem significar uma importante 

alteração em sistema opióide endógeno, com possível alteração nas ~­

endorfinas. 

♦ Os animais cronicamente estressados por imobilização não apresentaram 

alteração no consumo de alimento palatável, porém não-doce, em relação 

aos animais controles, indicando que a alteração observada anteriormente 

em nosso laboratório é específica para alimento doce. 

+ Os animais estressados cronicamente por imobilização não apresentaram 

déficit na memória espacial, em ambas as tarefas realizadas (memória de 

referência e memória de trabalho). 

+ Os animais apresentam habituação ao estresse, uma vez que as variações 

nos níveis de corticosterona plasmática após uma sessão de estresse nos 

animais estressados cronicamente não ocorrem da mesma maneira que o 

observado em estresse agudo. Os níveis basais não diferem entre os 

grupos expostos ao tratamento crônico. 

+ Não existe diferença significativa entre os grupos nos níveis de norepinefrina 
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nas quatro estruturas cerebrais analisadas. Ocorreu um aumento 

significativo nos níveis de dopamina na amígdala (com redução na relação 

DOPAC/DA) e no hipotálamo e uma diminuição no hipocampo (com 

aumento na relação DOPAC/DA). Os níveis de DOPAC não apresentaram 

alteração em qualquer das estruturas analisadas. 

♦ Os níveis de serotonina não apresentaram diferença significativa entre os 

grupos nas quatro estruturas cerebrais analisadas, embora seu metabólito 

HIAA apresente uma pequena diminuição no córtex cerebral frontal. A 

relação HIAA/SHT não apresentou alteração em qualquer das estruturas 

analisadas. 
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