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Abstract 

Depression is a mood disorder with a high prevalence in the population, which is higher 

in women than in men. Previous studies showed that the chronic administration of low 

doses of progesterone in diestrus female rats has an antidepressive effect in the forced 

swimming test (FST). Depression is associated with the neurodegeneration and the cell 

death of some brain circuits and progesterone is a neuroprotective steroid that could at 

least partially prevent this neurodegeneration. Also, the physiopathology of depression 

involves the GABAergic and serotoninergic systems, and both of them could be 

functionally modulated by progesterone. The laboratory animals are constantly exposed 

to several kinds of stressors in the laboratory routine, and stress could be an interfering 

factor in behavioral studies. The aim of this study was to verify the effect of 

progesterone in the protein expression and activation of Akt and Erk and the expression 

of caspase-3, SERT and GABAA receptor α4 subunit in the hypothalamus and in the 

olfactory bulb of diestrus female rats exposed to the forced swimming test (FST). In the 

first experiment, diestrus female rats (n = 8/group) were randomly selected to receive a 

daily injection of progesterone (0.4mg/kg i.p.) or vehicle, during two complete female 

estrous cycles (8-10 days). On the experiment day, the animals were euthanized 30 min 

after the FST, and we evaluated the protein expression of Akt, Erk, caspase-3, SERT 

and GABAA α4 subunit in the hypothalamus and in the olfactory bulb. In the second 

experiment, male and ovariectomized female rats (n = 6/group) were acute and 

chronically exposed to the manipulation and the injection stress caused by the 

administration of vehicle or progesterone (0.4mg/kg i.p.), and the serum levels of 

corticosterone, prolactin and progesterone were evaluated. Progesterone decreased the 

expression of procaspase-3 in the hypothalamus, but did not change the activation of 

Akt and Erk and the expression of SERT in this area. Progesterone did not change the 
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activation and the expression of these proteins in the olfactory bulb. The treatment 

increased the expression of α4 subunit in the hypothalamus, and also changed the 

expression of this subunit in the olfactory bulb, increasing the expression of this subunit 

in the right hemisphere and decreasing this expression in the left hemisphere, creating 

an asymmetry in the expression of this subunit. There was not significant correlation 

between the expression of these proteins and the immobility behavior of these animals 

in the FST. In the second experiment, there was a sex difference in the seric levels of 

corticosterone in the acute experiment, with females showing higher levels of 

corticosterone than males. Also, the chronic exposure to the stressors decreased the seric 

levels of corticosterone and increased the seric levels of prolactin in females in relation 

to the acute experiment, but not in males. In summary, our results suggest that the 

neuroprotective effect in the hypothalamus through the reduction in the expression of 

procaspase-3 could be involved in the antidepressive effect of progesterone in diestrus 

females. The GABAA receptor is another target for the action of progesterone, and the 

modulation of the expression of α4 subunit in the hypothalamus and in the olfactory 

bulb could also be related do the antidepressive effect of progesterone in the FST. There 

are sex differences in the neuroendocrine response to the stress generated by routine 

laboratory proceedings and this should be taken in consideration in the interpretation of 

results involving animal experimentation. 
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Resumo 

A depressão é um transtorno comportamental com uma alta prevalência na população, a 

qual é maior nas mulheres do que nos homens. Estudos prévios mostraram que a 

administração de baixas doses de progesterona em ratas em diestro tem um efeito 

antidepressivo no teste do nado forçado. A depressão está associada com a 

neurodegeneração e a morte celular em alguns circuitos cerebrais, e a progesterona é um 

esteróide neuroprotetor que poderia prevenir ao menos parcialmente essa 

neurodegeneração. A fisiopatologia da depressão também envolve os sistemas 

GABAérgico e serotoninérgico, e ambos poderiam ter seu funcionamento modulado 

pela progesterona. Os animais de laboratório são constantemente expostos a vários tipos 

de estressores na rotina de laboratório, e o estresse poderia ser um fator de interferência 

em estudos comportamentais. O objetivo desse estudo foi verificar o efeito da 

progesterona na expressão protéica e na ativação da Akt e da Erk, e na expressão da 

caspase-3, SERT e na subunidade α4 do receptor GABAA  no hipotálamo e no bulbo 

olfatório de ratas em diestro submetidas ao teste do nado forçado. No primeiro 

experimento, fêmeas em diestro (n= 8/grupo) foram randomicamente selecionadas para 

receber uma injeção diária de progesterona (0,4mg/kg i.p.) ou veículo durante dois 

ciclos estrais regulares e completos (8-10 dias). No dia do experimento, os animais 

foram eutanasiados 30 min após o teste do nado forçado, e foram avaliadas a expressão 

das proteínas Akt, Erk, caspase-3, SERT e da subunidade α4 do receptor GABAA  no 

hipotálamo e no bulbo olfatório. No segundo experimento, ratos machos e fêmeas 

ovariectomizadas (n= 6/grupo) foram expostos ao estresse agudo e crônico ocasionado 

pela manipulação e pela administração de veículo ou progesterona (0,4mg/kg i.p.), e os 

níveis séricos de corticosterona, prolactina e progesterona foram avaliados. A 

progesterona reduziu a expressão da procaspase-3 no hipotálamo, mas não alterou a 
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ativação da Akt e da Erk, bem como a expressão do SERT nessa estrutura. A 

progesterona não mudou a ativação e a expressão dessas proteínas no bulbo olfatório. O 

tratamento aumentou a expressão da subunidade α4 no hipotálamo, e também alterou a 

expressão dessa subunidade no bulbo olfatório, aumentando a expressão dessa 

subunidade no hemisfério direito e diminuindo no hemisfério esquerdo, criando uma 

assimetria na expressão dessa subunidade. Não houve correlação significativa entre a 

expressão dessas proteínas e o comportamento de imobilidade desses animais no teste 

do nado forçado. No segundo experimento, verificamos uma diferença de sexo na 

secreção de corticosterona no experimento agudo, de forma que as fêmeas apresentaram 

níveis séricos de corticosterona maiores do que os machos. Ainda, a exposição crônica 

aos estressores reduziu a corticosterona sérica e aumentou a prolactina sérica nas fêmeas 

em relação ao experimento agudo, sem ocasionar alterações na secreção desses 

hormônios nos machos. Em suma, nossos resultados sugerem que o efeito neuroprotetor 

da progesterona no hipotálamo através da redução na expressão da procaspase-3 poderia 

estar envolvido no efeito antidepressivo da progesterona em fêmeas em diestro. O 

receptor GABAA é outra via paralela de ação da progesterona, e a modulação da 

expressão da subunidade α4 no hipotálamo e no bulbo olfatório também pode estar 

relacionada com seu efeito antidepressivo. Existem diferenças na resposta 

neuroendócrina ao estresse ocasionado por procedimentos laboratoriais de rotina, e esse 

fato deve ser levado em conta na interpretação dos resultados oriundos da 

experimentação animal. 
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1. Introdução 

 

O transtorno depressivo maior, também conhecido como depressão, consiste em 

uma grave alteração crônica do estado emocional, sendo caracterizado pela ocorrência 

de um estado deprimido durante grande parte do tempo, interesse diminuído ou perda de 

prazer para realizar as atividades de rotina, sensação de inutilidade ou culpa excessiva, 

dificuldade de concentração, fadiga proeminente ou perda de energia, distúrbios do sono 

e idéias recorrentes de morte ou suicídio (DSM IV, 2002). 

 As causas da depressão podem ser diversas, abrangendo fatores psicossociais, 

morais e biológicos (Peluso e Blay, 2008). A doença pode resultar de problemas 

envolvendo falhas e disfunções dos sistemas neurotransmissores do encéfalo, de uma 

resposta comportamental mal adaptada para o estresse social e também da influência de 

elementos genéticos (Barros, 1987; Choi et al., 2004). Algumas estimativas relatam que 

aproximadamente 20% da população experimenta algum tipo de depressão em suas 

vidas (Kessler et al., 1994), todavia, apesar da grande prevalência desse e de outros 

transtornos de humor, apenas cerca de um terço dos indivíduos que sofrem com esses 

transtornos são tratados (Stahl, 2000), e o tratamento de modo geral ainda é 

insatisfatório (Tunnicliff e Malatynska, 2003). Atualmente, dada a ineficácia no 

diagnóstico e tratamento de doenças como o Transtorno Depressivo Maior, países como 

os Estados Unidos da América registram estatísticas indicando a presença de transtorno 

depressivo em aproximadamente 70% dos indivíduos suicidas, e o suicídio é a sétima 

causa de morte mais importante nesse país (Stahl, 2000). No Brasil, dados presentes na 

página do Ministério da Saúde indicam a presença de aproximadamente 10 milhões de 

pessoas com depressão em nosso país 
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(http://portal.saude.gov.br/saude/visualizar_texto.cfm?idtxt=19108, acesso em 

08/09/2009). 

A depressão maior é mais prevalente em mulheres do que em homens, ocorrendo 

cerca de duas vezes mais nas mulheres (Yonkers e Brawman-Mintzer, 2002) e essa 

prevalência é especialmente observada entre a puberdade e o final da idade reprodutiva 

(Weissman et al., 1996). Flutuações nos níveis hormonais têm sido associadas a um 

aumento na sintomatologia depressiva, como observado em casos de depressão 

perimenopausal e depressão pós-parto (Schmidt et al., 2004; Freeman et al., 2004; 

Zanardi et al., 2007). Verificou-se que o tratamento com fluoxetina em transtornos de 

ansiedade e depressão pode aumentar os níveis de outros esteróides como, por exemplo, 

a pregnenolona sulfatada (Barret-Connor et al., 1999). Ainda, a interrupção abrupta da 

terapia de reposição hormonal em mulheres pode induzir rápida instalação de episódios 

depressivos (Stewart et al., 2004; Zanardi et al., 2007), corroborando a influência das 

flutuações hormonais na ocorrência desses transtornos. Além disso, pacientes com 

depressão apresentam níveis reduzidos de alguns esteróides como a 

desidroepiandrosterona (DHEA) (Fabian et al., 2001). 

A progesterona é um esteróide e pode ser sintetizada no sistema nervoso central 

(SNC) e periférico, em células gliais e também em neurônios (Schumacher et al., 2000; 

Plassart-Schiess e Baulieu, 2001; Stoffel-Wagner, 2003) a partir do colesterol ou a 

partir de precursores esteróides importados de estruturas periféricas que são 

metabolizados “in situ”  (Baulieu, 1998; Dubrovsky, 2006). A progesterona tem sido 

classificada como um esteróide neuroativo, nomenclatura que se refere a esteróides que, 

independentemente de sua origem, tem capacidade de modificar a atividade neural 

(Dubrovsky, 2006). Ainda, ela é um composto com papel fundamental em diversas 
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funções do organismo animal, como desenvolvimento, diferenciação, metabolismo e 

reprodução de fêmeas de várias espécies (Pluchino et al., 2006). 

A progesterona atua ocasionando tanto efeitos genômicos como efeitos não-

genômicos (Rupprecht, 2003). A progesterona, sendo um esteróide, atravessa a 

membrana plasmática e atua em receptores intracelulares, ocasionando seus efeitos 

genômicos a longo-prazo, os quais levam de minutos até algumas horas para serem 

realizados, sendo esta a sua via clássica de ação. Os receptores de progesterona atuam 

como fatores de transcrição, regulando a expressão de genes de redes neurais para o 

início ou para a manutenção de respostas fisiológicas (Mani, 2008). Classicamente, 

esses receptores se apresentam sob duas isoformas, os receptores de progesterona A e os 

receptores de progesterona B, que diferem em relação a sua estrutura e, 

consequentemente, na sua resposta à progesterona e funcionamento, regulando genes-

alvo distintos (Mani, 2008). Além disso, a progesterona ainda pode atuar ocasionando 

efeitos não-genômicos, com ação mais rápida que seus efeitos clássicos, necessitando de 

milisegundos até poucos segundos para serem observados. Muitos desses efeitos são 

mediados por metabólitos da progesterona, como por exemplo a alopregnanolona, e 

esses efeitos incluem a modulação da excitabilidade neuronal através de ações na 

superfície celular e efeitos moduladores sobre a função e composição de alguns 

receptores, como por exemplo os receptores serotoninérgicos e o receptor GABAA 

(Rupprecht, 2003). 

Vários autores têm investigado os efeitos comportamentais de hormônios e 

outros fármacos na depressão. Dentre os diversos modelos existentes para a realização 

desses estudos, destacamos o modelo do nado forçado. O teste do nado forçado é um 

modelo animal clássico (Porsolt et al., 1977) usado para testar o efeito antidepressivo de 

fármacos. Sucintamente, os animais são colocados individualmente em aquários de 
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vidro opaco com água, impossibilitados de se apoiarem com as patas ou com a cauda no 

fundo do aquário, não existindo possibilidade de fuga. Neste modelo, após um período 

inicial de nado vigoroso, os animais passam a executar apenas movimentos para manter 

a cabeça fora da água. Este comportamento de imobilidade é interpretado como perda 

de motivação, ou “desespero comportamental”. A redução da duração da imobilidade 

por um fármaco é considerada como efeito antidepressivo (Porsolt et al., 1977). 

Os efeitos ocasionados pela administração de progesterona a animais submetidos 

ao teste do nado forçado ainda não estão claros. Um estudo verificou que a 

administração de progesterona a camundongos fêmeas aumentou a sua imobilidade no 

teste do nado forçado, ou seja, aumentou o comportamento tipo depressivo desses 

animais (Kaur e Kulkarni, 2002). Contraditoriamente, outros autores demonstraram que 

a administração de progesterona reduziu o comportamento tipo depressivo de ratos 

(Martínez-Mota et al., 1999; Molina-Hernández et al., 2000; Molina-Hernández e 

Téllez-Alcántara., 2001). Da mesma forma, a administração intraseptal de progesterona 

diminuiu a imobilidade de ratas ovariectomizadas em outro estudo, e esse efeito foi 

bloqueado por um antagonista do receptor GABAA (Estrada-Camarena et al., 2002). 

Estudos utilizando modelos de pseudoprenhez por administração de progesterona e 

modelos de retirada desse esteróide mostraram que altos níveis de progesterona parecem 

proteger contra a depressão, pois a interrupção da sua administração aumentou a 

imobilidade de ratas ovariectomizadas e camundongos (Stoffel e Craft, 2004; Beckley e 

Finn, 2007).  Muitos efeitos da progesterona no SNC que resultam na modulação do 

comportamento tipo depressivo têm relação com a sua conversão em alopregnanolona, 

pois a administração de finasterida, um inibidor dessa conversão, ocasionou aumento no 

tempo de imobilidade de ratas em proestro e ratas ovariectomizadas (Walf et al., 2006). 

Também, camundongos knockout para a enzima 5-alfa-redutase, responsável pela 
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metabolização da progesterona que irá resultar posteriormente na formação de 

alopregnanolona, apresentaram maior imobilidade em relação aos camundongos tipo 

selvagem após a administração de progesterona (Frye et al., 2004). Além disso, um 

estudo recente realizado em camundongos selvagens e em camundongos knockout para 

o receptor de progesterona verificou uma redução no comportamento tipo depressivo de 

ambos os grupos, sugerindo que o efeito antidepressivo da progesterona seria 

independente da sua ação clássica via o seu receptor de progesterona (Frye, 2011). 

Diversas estruturas encefálicas estão envolvidas na fisiopatologia de transtornos 

comportamentais como a depressão. O hipotálamo é uma estrutura encefálica localizada 

na parte ventral do diencéfalo, envolvida no controle do sistema neurovegetativo e da 

hipófise. Diversos estudos têm abordado a relação do hipotálamo com a depressão e 

distúrbios bipolares, destacando principalmente aspectos relativos à neurodegeneração 

nesse local e ainda a sua importância dentro do funcionamento do eixo hipotalâmico-

hipofisário-adrenal (Manaye et al., 2005; Raone et al., 2007; Bao et al., 2008). O bulbo 

olfatório é uma estrutura derivada do telencéfalo localizada na parte anterior do 

encéfalo, que recebe aferências de neurônios olfativos e que também se relaciona com a 

fisiopatologia da depressão, e o modelo de bulbectomia é um modelo de depressão bem 

estabelecido em ratos (Roche et al., 2007; Wierónska et al., 2008). 

A neurodegeneração normalmente é abordada no contexto de déficits motores ou 

cognitivos. Entretanto, tem sido sugerido que as psicopatologias também podem 

envolver a degeneração funcional de sistemas neurais centrais críticos (Benninghoff et 

al., 2002; Bethea et al., 2009), e há uma série de evidências associando a depressão com 

mudanças marcantes no número e no tamanho de neurônios e de células da glia em 

diferentes regiões encefálicas (Manji e Duman et al., 2001; Campbell e MacQueen, 

2006). Eventos estressores também estão relacionados com a atrofia e com o aumento 
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da apoptose em algumas regiões encefálicas, e o tratamento com antidepressivos 

poderia reverter esse aumento na apoptose (Fuchs et al., 2004). 

Vários estudos presentes na literatura indicam que os hormônios ovarianos são 

neuroprotetores (Simpkins et al., 2005; Singh et al., 2008). A progesterona aumenta a 

atividade de algumas vias de sinalização envolvidas com estímulos pró-sobrevivência 

em diferentes áreas cerebrais, promovendo a fosforilação da Akt e a fosforilação da Erk, 

componentes das vias da fosfoinositídeo-3-cinase (PI3K) e das proteínas cinases 

ativadas por mitógenos (MAPK), respectivamente (Kaur et al., 2007; Guerra-Araiza et 

al., 2009). A Akt é uma serina/treonina cinase da via da PI3K, sendo um importante 

mediador da sobrevivência celular (Bryant et al., 2006). Quando ativada, essa enzima 

estimula substratos envolvidos na sobrevivência celular e inibe substratos pró-

apoptóticos, como a Bad e a caspase-9, inibindo a apoptose e contribuindo para a 

sobrevivência celular (Cardone et al., 1998, Kim et al., 2007; Nair e Olanow, 2008). A 

Erk é uma cinase da via das MAPK que é ativada preferencialmente por estímulos 

mitogênicos como fatores de crescimento e citocinas, exercendo um papel fundamental 

na regulação do crescimento, da sobrevivência e da diferenciação celular (Fan et al., 

2007). Já foi demonstrado que alguns antidepressivos promovem neurogênese e 

crescimento neuronal através da via das MAPK (Hunsberger et al., 2009), e que o 

bloqueio dessa via produz efeitos pró-depressivos em contraponto aos efeitos 

produzidos pelos antidepressivos (Duman et al., 2007). Além disso, a progesterona pode 

reduzir a atividade da enzima caspase-3, que é considerada a caspase efetora central e 

final, sendo responsável pela maior parte da apoptose biológica, em neurônios 

serotoninérgicos localizados na rafe dorsal de macacos (Tokuyama et al., 2008). 

Entretanto, esses efeitos neuroprotetores da progesterona e sua conexão com a 

depressão ainda não são completamente conhecidos, uma vez que eles podem ser 
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espécie-dependentes e dose-dependentes, e podem modular a sobrevivência neuronal 

apenas em algumas regiões específicas. 

Além da sua relação com a neurodegeneração de certos circuitos neurais, a 

fisiopatologia dos transtornos depressivos também apresenta uma relação muito 

importante com a disfunção de alguns sistemas neurotransmissores. Por muitos anos, a 

principal teoria para a explicação das bases biológicas da depressão foi a hipótese 

monoaminérgica da depressão (Hindmarch, 2002). Segundo essa hipótese, a base 

biológica da depressão seria uma deficiência de um ou mais dos três sistemas 

neurotransmissores que mediariam as ações terapêuticas da grande maioria dos 

antidepressivos conhecidos: norepinefrina, dopamina e serotonina. Dentro desse 

contexto, o desenvolvimento dos inibidores seletivos da recaptação da serotonina 

representou um grande avanço dentro da farmacoterapia dos distúrbios psiquiátricos, 

sendo efetivos dentro do tratamento de uma série de transtornos, inclusive vários tipos 

de depressão (Goodnick et al., 2000). 

Os inibidores da recaptação da serotonina atuam bloqueando o transportador de 

serotonina (SERT), inibindo a recaptação da serotonina presente na fenda sináptica para 

o interior do terminal pré-sináptico, aumentando a concentração de serotonina na fenda 

sináptica e prolongando sua atuação sobre os receptores pós-sinápticos (Birzniece et al., 

2006). A atuação desses fármacos produz efeitos antidepressivos (Cipriani et al., 2008) 

e ansiolíticos (Bechtholt et al., 2008), além de poder atuar na redução do 

comportamento de medo (Miyata et al., 2007). 

Além de ser alvo da ação de uma série de fármacos, o sistema serotoninérgico 

também é alvo da ação de hormônios esteróides, citocinas, neuropeptídeos e fatores de 

crescimento, de forma que todos esses compostos têm a capacidade de modular a 

neurotransmissão serotoninérgica (Smith et al., 2004). No que diz respeito aos 
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hormônios esteróides, vários estudos tem sido feitos no sentido de elucidar a atuação 

dos hormônios ovarianos sobre componentes envolvidos na síntese, no transporte e na 

degradação da serotonina. Alguns estudos realizados em macacas já relataram que os 

hormônios ovarianos aumentam a expressão da triptofano-hidroxilase, enzima limitante 

responsável pela síntese de serotonina, e reduzem a expressão da monoamina oxidase A 

(MAO-A), enzima responsável pela degradação da serotonina (Gundlah et al., 2002; 

Sanchez et al., 2005). Todavia, os efeitos dos hormônios ovarianos sobre o SERT são 

controversos. A administração aguda de estradiol em ratas ovariectomizadas aumentou 

a expressão do mRNA e da proteína do SERT no núcleo da rafe dorsal, assim como a 

densidade dos sítios de ligação do SERT na amígdala, no hipotálamo, no tálamo e no 

septo, porém diminuiu essa densidade no hipocampo (Mendelson et al., 1993; McQueen 

et al., 1997; Sumner et al., 1999). A administração de estrógeno por dois dias aumentou 

o binding do SERT na amígdala basolateral, no hipotálamo ventromedial e no 

hipocampo (Krajnak et al., 2003). A administração crônica de estradiol diminuiu o 

mRNA do SERT no mesencéfalo de ratos, enquanto a sua down-regulation no 

hipotálamo induzida por ovariectomia foi revertida pelo tratamento com estradiol, 

progesterona, ou a combinação de ambos (Attali et al., 1997; Zhou et al., 2002; Lu et 

al., 2003). Em primatas, por sua vez, a administração de estrógeno combinada ou não 

com progesterona não alterou a expressão protéica do SERT após um mês, porém 

aumentou sua expressão após cinco meses (Smith et al., 2004). Além disso, enquanto a 

maior parte desses estudos observou a atuação do estrógeno, em combinação ou não 

com a progesterona, sobre a modulação do SERT, poucos estudos abordaram a ação 

direta da progesterona e seus metabólitos sobre a modulação dessa proteína. Dessa 

forma, são necessários novos estudos com foco sobre os efeitos da progesterona sobre a 

modulação do SERT. 
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A hipótese monoaminérgica da depressão, porém, não consegue prover uma 

base biológica sólida o suficiente para elucidar completamente as causas desse 

transtorno, uma vez que é significativo o número de pacientes não responsivos a 

fármacos que atuam no sistema serotoninérgico (Shors e Leuner, 2003). Dessa forma, 

na busca de outras teorias complementares para a explicação da fisiopatologia da 

depressão, emerge a importância do sistema GABAérgico dentro do estudo desse 

distúrbio. 

Sinapses GABAérgicas, diferentemente de outras sinapses inibitórias do SNC, 

estão presentes em abundância em todas as regiões do encéfalo, constituindo 

aproximadamente um terço de todas as sinapses (Tunnicliff e Malatynska, 2003). 

Devido à grande relação existente entre estas sinapses e outros sistemas 

neurotransmissores, tais como as vias monoaminérgica e colinérgica (Onténiente et al., 

1987; Login et al., 1998), o sistema GABAérgico está bastante propenso a associações 

com distúrbios comportamentais, especialmente com a depressão (Tunnicliff e 

Malatynska, 2003; Brambilla et al., 2003; Eser et al., 2006). Alguns autores verificaram 

que os níveis das enzimas responsáveis pela síntese do GABA, a GAD 65 e a GAD 67, 

encontram-se reduzidos em pacientes que sofrem de depressão (Fatemi et al., 2005), 

corroborando a associação entre o sistema GABAérgico e os distúrbios 

comportamentais. 

O ácido γ-aminobutírico (GABA) é um composto sintetizado pela 

descarboxilação do glutamato, catalisada pela enzima glutamato descarboxilase (GAD), 

que pode atuar em diferentes tipos de receptores (Freichel et al., 2006). O receptor 

GABAA é um canal iônico dependente de ligante envolvido na rápida transmissão 

inibitória no SNC e é alvo de importantes fármacos neuroativos como os 

benzodiazepínicos (Wallner et al., 2003). A maioria dos receptores GABAA de 



20 
 

mamíferos são constituídos por subunidades (α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ε, θ) que ficam 

dispostas em um arranjo pentamérico, usualmente compostos por duas subunidades α, 

duas subunidades β e uma subunidade γ ou δ (Baur et al., 2006; Olsen et al., 2007). Essa 

forma de arranjo com três diferentes subunidades permite uma enorme diversidade na 

composição do receptor, embora se saiba que o número de subtipos farmacológicos 

desse receptor presente em mamíferos seja limitado (Barnard et al., 1998; Olsen et al., 

2007). Fatores como os diferentes tipos celulares e regiões encefálicas envolvidas em 

cada caso, além de flutuações hormonais do organismo, são determinantes da expressão 

de diferentes conformações referentes às subunidades que compõem o receptor 

GABAA, e a conformação desse receptor está diretamente relacionada com 

particularidades em relação ao seu funcionamento. (De Blas, 1996; Follesa et al., 2005; 

Griffiths e Lovick 2005a, 2005b). 

A subunidade α4 do receptor GABAA tem uma expressão relativamente baixa no 

sistema nervoso central, porém alguns estudos já demonstraram a presença da expressão 

dessa subunidade no hipotálamo e no bulbo olfatório de ratos (Laurie et al., 1992; 

Wisden et al., 1992). Essa subunidade pode estar presente tanto em receptores 

sinápticos (Chandra et al., 2006) quanto em receptores extrasinápticos (Liang et al., 

2006), e sua expressão torna o receptor insensível à modulação por benzodiazepínicos 

(Wafford et al., 1996; Benke et al., 1997), sendo fundamental dentro de uma série de 

transtornos de humor (Smith et al., 2007), embora seu papel dentro da fisiopatologia da 

depressão ainda não esteja completamente esclarecido. 

Alguns metabólitos da progesterona, como a alopregnanolona, atuam como 

potentes moduladores positivos do receptor GABAA, contribuindo para uma maior 

inibição do SNC. De modo geral, a ação desses compostos no receptor GABAA produz 

efeitos ansiolíticos, anticonvulsivantes, antidepressivos e sedativos (Walf et al., 2006; 
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Morrow, 2007; Nim et al., 2008). A ação desses esteróides, todavia, costuma ser 

específica conforme a região encefálica envolvida (Herd et al., 2007), fazendo-se 

necessários mais estudos envolvendo as mais diversas regiões encefálicas para a melhor 

elucidação desses efeitos. 

O sistema GABA também está relacionado com a sinalização intracelular no 

SNC. Sabe-se que o receptor GABAA é um dos alvos da ação da enzima Akt, uma 

cinase que pode fosforilar esse receptor e aumentar a translocação desses receptores do 

interior das células para a membrana celular (Wang et al., 2003). Um estudo recente já 

demonstrou que a exposição ao estresse aumenta as correntes pós-sinápticas inibitórias 

mediadas pelo receptor GABAA na área tegmental ventral, e esse efeito provavelmente 

também é realizado pela via da PI3K/Akt (Margolis et al., 2011). Além disso, tem se 

visto que os receptores GABAA e GABAB são fundamentais dentro da modulação da 

sobrevivência celular em modelos de isquemia cerebral, de forma que agonistas desses 

receptores exercem efeitos neuroprotetores dentro desse contexto (Xu et al., 2008). Por 

fim, sabe-se que alguns dos efeitos neuroprotetores induzidos pela alopregnanolona e 

por uma série de neuroesteróides análogos a ela no SNC são acompanhados por 

mudanças na expressão de algumas subunidades do receptor GABAA (Xilouri e 

Papazafiri, 2006; Xilouri et al., 2007), de forma que esses efeitos poderiam ser 

importantes dentro de possíveis alterações comportamentais induzidas pela 

administração de neuroesteróides. 

Os efeitos da administração da progesterona e seus metabólitos sobre a 

expressão da subunidade α4 são paradoxais. Sabe-se que na puberdade, com o aumento 

da secreção dos hormônios sexuais, ocorre um aumento na expressão dessa subunidade 

no hipocampo de roedores (Shen et al., 2007). A administração de progesterona por três 

dias aumentou a expressão dessa subunidade no hipocampo de ratas, porém, a 
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administração do mesmo tratamento por sete dias reduziu a expressão dessa mesma 

subunidade (Gulinello et al., 2001). Outro estudo também mostrou que a administração 

de alopregnanolona durante três dias também aumenta a expressão dessa subunidade no 

hipocampo (Shen et al., 2005). Todavia, Nim et al., (2008) não verificaram alteração na 

expressão dessa subunidade após a administração aguda de alopregnanolona, e alguns 

autores já demonstraram um aumento na expressão dessa subunidade em modelos de 

retirada de progesterona no encéfalo de ratos (Smith et al., 1998). 

O estresse é outro fator muito importante dentro do estudo comportamento e do 

sistema GABAérgico e amplamente presente na rotina da experimentação animal. 

Estudos prévios realizados em nosso laboratório sugerem que o estresse ocasionado pela 

administração de injeções e pela exposição dos animais ao teste do nado forçado para a 

avaliação do seu comportamento tipo-depressivo poderiam alterar os níveis de 

corticosterona (Andrade et al., 2007), um hormônio diretamente relacionado ao estresse, 

bem como a expressão de subunidades do receptor GABAA em diferentes estruturas 

encefálicas de ratos (Andrade, 2010b), o que poderia ter uma relação direta com os 

resultados comportamentais observados nesses trabalhos, tornando o estresse outro fator 

de interesse dentro deste estudo. 

O estresse mobiliza um complexo espectro de respostas adaptativas fisiológicas 

e comportamentais. Essas modificações podem habilitar o organismo a lidar mais 

eficientemente com a situação estressora e restaurar a homeostase. No entanto, se a 

situação estressora torna-se crônica e não-controlável, ela pode gerar uma desregulação 

nos sistemas neurobiológicos responsivos ao estresse (de Kloet et al., 2005; Biggio et 

al., 2007), e essa desregulação pode levar a uma maior predisposição a transtornos 

relacionados à ansiedade, à depressão e à agressão em roedores e humanos (Patchev et 

al., 1991; Brambilla et al., 2003; de Kloet et al., 2005). 
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O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) é a principal via efetora do sistema 

neuroendócrino de resposta ao estresse. Nesta via, o hipotálamo secreta o hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a adeno-hipófise a secretar o hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH). O ACTH, por sua vez, estimula o córtex das glândulas 

adrenais a secretarem glicocorticóides, entre outros hormônios. O principal esteróide da 

adrenal envolvido na resposta ao estresse nos humanos é o cortisol e nos roedores é a 

corticosterona, sendo esse um marcador clássico de estresse utilizado em vários 

modelos experimentais (Patchev et al., 1991; Asai et al., 2004; Serra et al., 2005). O 

estresse ativa o sistema nervoso simpático e o eixo HPA, e, dentro de um a cinco 

minutos, ocorre um rápido aumento nos níveis plasmáticos de catecolaminas. O pico de 

secreção do ACTH é observado entre cinco e 15 minutos após a exposição ao agente 

estressor, sendo seguido por um pico plasmático de liberação dos glicocorticóides da 

adrenal cerca de 15 minutos depois. Os sistemas neuroendócrinos retornam à sua 

condição basal entre 24 e 72 horas após a exposição ao estresse (Olfe et al., 2010). 

A resposta da corticosterona ao estresse é dependente do sexo, da duração e do 

tipo de estressor. Nosso laboratório já demonstrou a presença de diferenças sexuais em 

relação aos níveis de corticosterona plasmática secretadas após o estresse agudo 

causado pela administração de injeções e pelo teste de natação forçada em ratos, bem 

como a existência de um componente temporal importante relacionado à resposta do 

eixo HPA à exposição aguda ou crônica a um mesmo estressor (Andrade et al., 2007). 

Outros estudos também têm abordado as mudanças na secreção de corticosterona em 

resposta a diferentes agentes estressores, como, por exemplo, o estresse ocasionado por 

procedimentos laboratoriais de rotina, como, por exemplo, o transporte, a pesagem, a 

manipulação, e a administração de injeções, o estresse por contenção, o estresse causado 

pelo isolamento social e o estresse ocasionado pela privação do sono (Balcombe et al., 
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2004; Labruto et al., 2005; Olfe et al., 2010; Ren et al., 2010; Reis et al., 2011; Wu et 

al., 2011). 

Outro importante hormônio relacionado ao estresse é a prolactina. A prolactina é 

um hormônio secretado por células especializadas da adenohipófise, os lactotrofos. 

Além das suas funções clássicas relacionadas à reprodução e à lactação, sabe-se que a 

prolactina apresenta uma relação importante com o estresse, tendo sua secreção alterada 

após diferentes formas de estresse físico ou emocional, tendo sua secreção alterada até 

mesmo por procedimentos como o transporte, a manipulação e a administração de 

injeções (Balcombe et al., 2004). Apesar do ACTH normalmente ser considerado como 

o principal regulador da secreção dos hormônios do córtex das adrenais, estudos prévios 

mostraram que a prolactina poderia atuar diretamente sobre as adrenais e estimular a 

secreção de corticosterona (Kaminska et al., 2002; Lo et al., 2003; Silva et al., 2004), e 

também já se identificou a expressão de receptores de prolactina no córtex adrenal de 

roedores e humanos (McDonough e Ewig, 1982; Ouhtit et al., 1993; Glasow et al., 

1996). Também, sabe-se que alterações na secreção de prolactina modulam a função do 

eixo HPA, com a hiperprolactinemia estimulando o funcionamento do hipotálamo, da 

hipófise e das adrenais, e, em contra-partida, a hipoprolactinemia aparentemente 

inibindo o funcionamento desse eixo (Kooy et al., 1990; Weber e Calogero, 1991). 

Outros estudos ainda observaram que essas condições também apresentam um efeito 

regulatório sobre a secreção de progesterona em resposta ao estresse, com essa secreção 

sendo maior em animais com hiperprolactinemia em relação a animais com 

hipoprolactinemia em resposta ao estresse agudo em um modelo de contenção 

(Jaroenporn et al., 2007). Dessa forma, esses dados apontam para uma possível 

regulação exercida pela prolactina sobre a secreção de corticosterona e de progesterona 

em resposta ao estresse. 
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A progesterona e seu metabólito alopregnanolona são outros hormônios também 

responsivos ao estresse, de forma que suas concentrações podem ser alteradas de acordo 

com o tipo de estresse. A ativação do eixo HPA estimula a secreção de progesterona, 

sendo que ela também pode se converter em corticosterona e é outro componente 

fundamental dentro da resposta neuroendócrina ao estresse (Serra et al., 2008; Andrade 

et al., 2010a; Ren et al., 2010; Ter Horst et al., 2011). Em modelos experimentais 

envolvendo a exposição aguda ao estresse ocasionado por contenção, choque nas patas 

ou por inalação de CO2, observou-se um aumento nos níveis circulantes de progesterona 

e de alopregnanolona (Barbaccia et al., 1997; Serra et al., 2000; Jaroenporn et al., 2007), 

enquanto em modelos de estresse crônico provocado pelo isolamento social foi 

encontrada uma diminuição nos níveis plasmáticos e cerebrais desses esteróides 

associados a um efeito ansiolítico e a um aumento do comportamento agressivo (Serra 

et al., 2000; Serra et al., 2008). Além da sua relação com o estresse e os 

comportamentos de ansiedade e agressividade, a progesterona e seus metabólitos 

apresentam uma relação muito importante com o comportamento tipo-depressivo 

conforme previamente discutido (Andrade et al., 2010a; Frye, 2011). 

A depressão é um transtorno cuja neurobiologia envolve uma série de vias de 

sinalização em diferentes estruturas encefálicas, sendo que atualmente pelo menos cinco 

sistemas hipotalâmicos peptidérgicos e três sistemas neurotransmissores aminérgicos 

que inervam o hipotálamo têm sido associados com a sua sintomatologia. Esse 

transtorno normalmente é considerado um resultado da interação dos estressores do 

ambiente com um fator genético de predisposição a essa doença, sendo que o eixo HPA, 

um sistema chave no controle da resposta ao estresse, é considerado uma via final 

comum no que diz respeito a manifestação de grande parte da sintomatologia depressiva 

(Swaab et al., 2005). A maior parte dos fatores de risco genéticos e ambientais para a 
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depressão se correlaciona com um aumento da ativação do eixo HPA na vida adulta, 

corroborando a relação do estresse com a depressão, enquanto o tratamento desses 

indivíduos com antidepressivos restaura a função normal desse eixo (Nemeroff, 1996). 

Outro fato interessante é o de que a resposta ao estresse, assim como a depressão, 

também apresenta um componente sexual importante, e isso poderia ter relação com a 

maior resposta afetiva negativa ao estresse por parte de indivíduos do sexo feminino em 

relação a indivíduos do sexo masculino (Ordaz e Luna, 2012). 

A maioria dos compostos que são utilizados na área clínica como 

antidepressivos atualmente são inibidores seletivos da recaptação da serotonina ou da 

norepinefrina. De modo geral, são necessárias cerca de pelo menos três semanas de 

tratamento com esses fármacos para o início dos seus efeitos antidepressivos (Paul, 

2001). Todavia, apesar de esses compostos serem efetivos em uma série de casos de 

depressão, o tratamento em geral ainda é insatisfatório (Tunnicliff e Malatynska, 2003). 

Assim como uma série de outras doenças, a depressão também é uma doença 

multifatorial, envolvendo uma série de sistemas neurotransmissores e vias de 

sinalização molecular dentro da sua fisiopatologia (Millan, 2006). Dessa forma, tem 

crescido o debate em torno do uso de antidepressivos de amplo espectro, que atuem em 

mais de um sistema neurotransmissor (por exemplo, inibindo simultaneamente a 

recaptação da norepinefrina, da serotonina e da dopamina, ou ainda atuando sobre o 

sistema GABAérgico) ou em outras áreas e vias de sinalização do SNC, como por 

exemplo em enzimas de sinalização intracelular envolvidas com o estresse e com a 

integridade neuronal, visando o combate à depressão (Skolnick et al, 2003; Millan, 

2006; Millan, 2009). 

O uso de antidepressivos de amplo espectro seria positivo basicamente devido ao 

fato de combaterem a depressão em uma série de sistemas e vias que estão envolvidas 
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na sua fisiopatologia, uma vez que é uma doença multifatorial, e, assim, eles poderiam 

diminuir o tempo de tratamento necessário para o surgimento dos primeiros efeitos 

desse fármaco no combate a essa doença em comparação com as três semanas 

normalmente necessárias quando se utilizam os antidepressivos tradicionais (Skolnick et 

al., 2003). 

Dessa forma, uma vez que a progesterona modula o comportamento tipo 

depressivo e ainda se relaciona com uma série de fatores envolvidos na fisiopatologia da 

depressão, o objetivo deste estudo foi identificar as possíveis vias envolvidas na ação da 

progesterona sobre o comportamento tipo depressivo. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivos Gerais 

Este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos da progesterona sobre a 

modulação de vias de neuroproteção celular e dos sistemas GABAérgico e 

serotoninérgico no encéfalo de ratas Wistar em diestro submetidas ao teste do nado 

forçado e o envolvimento de hormônios relacionados ao estresse nesses efeitos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Verificar a influência da administração de progesterona sobre a expressão proteica das 

enzimas Akt, Erk e caspase-3 no hipotálamo e bulbo olfatório de ratas Wistar 

submetidas ao teste do nado forçado. 

- Verificar a influência da administração de progesterona sobre a expressão proteica do 

SERT no hipotálamo e bulbo olfatório nos mesmos grupos experimentais. 

- Verificar a influência da administração de progesterona sobre a expressão protéica da 

subunidade α4 do receptor GABAA no hipotálamo e bulbo olfatório. 

- Verificar a presença ou não de assimetria na expressão dessas proteínas no bulbo 

olfatório de ratas Wistar. 

- Correlacionar o comportamento tipo-depressivo com a expressão das diferentes 

enzimas componentes das vias de sinalização intracelular, com a expressão da 

subunidade α4 do receptor GABAA e com a expressão do SERT no hipotálamo e no 

bulbo olfatório de ratas Wistar. 
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- Verificar o efeito agudo e crônico da manipulação e da administração de injeções de 

veículo e progesterona sobre os níveis séricos de corticosterona, prolactina e 

progesterona. 

- Verificar a presença ou não de diferenças sexuais envolvidas na resposta a esses 

agentes estressores. 

- Verificar a influência do tempo de exposição a esses agentes estressores sobre a 

secreção de corticosterona, prolactina e progesterona. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1 Experimento 1: Efeitos da progesterona sobre a modulação das vias de 

neuroproteção celular e dos sistemas GABAérgico e serotoninérgico no encéfalo de 

ratas Wistar submetidas ao teste do nado forçado. 

3.1.1 Animais 

Foram utilizadas 20 ratas Wistar adultas em diestro, pesando aproximadamente 

250g, com média de 75 dias de idade no início dos experimentos, provenientes do 

biotério da Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA). Os 

animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (40x33x17cm) e separados em 

grupos de quatro ratos por gaiola, com livre acesso à ração e água. Os animais 

permaneceram em ambiente controlado, sob ciclo claro/escuro de 12 horas (das 7 h às 

19 h) e temperatura ambiental de 22 ± 2o C. Todos os protocolos utilizados estão de 

acordo com o Guia de Cuidado e Uso de Animais de Laboratório do National Institute 

of Health (NIH) e o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da UFCSPA e pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFRGS 

(CEUA/UFRGS). Todos os esforços foram realizados para minimizar o sofrimento dos 

animais e foi utilizado apenas o número suficiente de animais para produzir dados 

científicos confiáveis. 

 

3.1.2 Ciclo Estral 

O ciclo estral das fêmeas foi acompanhado mediante esfregaço vaginal diário, 

segundo a técnica de Evans e Long (1922). Os esfregaços foram obtidos por lavagem 

vaginal diária com solução salina utilizando-se ponteiras descartáveis de pipetas 
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automáticas acopladas a pequenas peras de sucção. O material obtido pelo esfregaço 

vaginal foi analisado a fresco em microscópio óptico durante duas a três semanas antes 

do início do procedimento experimental. Foram utilizadas fêmeas na fase de diestro II 

que apresentaram de dois a três ciclos regulares completos. 

 

3.1.3 Fármacos e Tratamento 

Os animais previamente selecionados foram alocados aleatoriamente em dois 

grupos conforme o tratamento: veículo e progesterona (n= 10/grupo). De acordo com 

experimentos prévios realizados em nosso laboratório, a dose de progesterona (Sigma) 

utilizada nesse experimento foi de 0,4 mg/kg/dia intraperitoneal (i.p.), a qual foi 

dissolvida em 1-2 gotas de Tween 80 e salina. O grupo veículo recebeu o mesmo 

veículo usado para a progesterona. O tempo de tratamento dos animais correspondeu a 

dois ciclos estrais regulares e completos, podendo variar entre oito e dez dias, tendo em 

vista a variabilidade temporal presente na duração da fase de diestro II. As soluções 

foram preparadas no máximo vinte e quatro horas antes do experimento e armazenadas 

a 4ºC. Todas as soluções foram administradas em um volume de 1 mL/kg de peso do 

animal. 

 

3.1.4 Nado Forçado 

Dentre os modelos animais utilizados para o estudo da depressão, destaca-se o 

modelo animal que utiliza o teste do nado forçado (Porsolt et al., 1977). Nessa 

metodologia, os animais são colocados individualmente em aquários de vidro opaco (25 

x 25 x 40 cm) com água a 25 + 1º C até uma altura de 27 cm, para impossibilitar que os 



32 
 

animais se apoiem com as patas ou com a cauda no fundo do aquário, sem existir 

nenhuma possibilidade de fuga do aquário. No primeiro dia de tratamento, os animais 

foram submetidos a um treino de 15 minutos dentro do modelo do nado forçado, sendo 

posteriormente retirados, secos e recolocados em suas gaiolas. No último dia relativo ao 

período de tratamento, os animais foram submetidos ao teste propriamente dito, com 

duração de 5 minutos, e que foi gravado em vídeo para posterior análise etológica. 

Depois de colocados nos aquários, os animais submetidos ao teste apresentam 

um período inicial de nado vigoroso, em que procuram alguma rota de fuga dentro do 

aquário devido ao estresse ocasionado pelo modelo aos animais. Posteriormente, eles 

passam a executar apenas movimentos para manter a cabeça fora da água. Este 

comportamento de imobilidade é interpretado como perda de motivação ou desespero 

comportamental. A redução da duração da imobilidade ocasionada por um fármaco é 

considerada como efeito antidepressivo (Porsolt et al., 1977). Os dados 

comportamentais dos animais utilizados nesse estudo não serão apresentados nesse 

trabalho, uma vez que já foram publicados (Andrade et al., 2010a). 

Para detectar eventuais alterações motoras que pudessem comprometer as 

observações comportamentais no teste do nado forçado, os animais foram colocados em 

caixas de locomoção. O teste de locomoção foi realizado imediatamente antes do teste 

do nado forçado, com duração de cinco minutos. Estas caixas (30 x 30 x 72 cm) 

apresentam três células fotossensíveis dispostas longitudinalmente, que captam o 

número de cruzamentos do animal. Existe um contador digital ligado a cada caixa que 

fornece o registro numérico destas passagens. 

 

3.1.5 Eutanásia e Coleta dos Tecidos 
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Os animais foram eutanasiados por decapitação 30 minutos após o Teste do 

Nado Forçado e o hipotálamo e o bulbo olfatório direito e esquerdo foram dissecados e 

coletados assepticamente em microtubos, sendo imediatamente congelados em 

nitrogênio líquido e posteriormente armazenados a -80ºC para posterior análise 

molecular. 

3.1.6 Western Blotting 

As amostras foram homogeneizadas na presença de um tampão de lise (NaCl 

150mM, Tris 20mM, EDTA 5mM, glicerol 10%, NP 40 10% e PMSF 1mM, pH de 

7,4). Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 7000xg em 

centrífuga refrigerada (Sorvall RC 5B-Rotor SM 24) e o sobrenadante foi retirado e 

congelado em freezer a -20ºC. As proteínas foram quantificadas pelo método de 

Bradford (1976). Após a quantificação de proteínas, foi utilizado o sistema mini-protean 

(Bio-Rad) para a separação das proteínas por eletroforese em gel SDS-PAGE 

(poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio). As amostras (80 μg de proteína) foram 

preparadas com tampão de carga (Tris 65 mM, SDS 10%, glicerol 50%, azul de 

bromofenol 0,03% e β-mercaptoetanol 1:20, pH de 6,8) e colocadas em cada canaleta 

para a realização da eletroforese, que foi realizada na presença do tampão de corrida 

(glicina 192 mM, Tris 25 mM e SDS 0,1%, pH de 8,3). O peso molecular das proteínas 

estudadas foi verificado pela utilização do marcador padrão de peso molecular (Full-

Range Rainbow Molecular Weight Markers, GE Healthcare). As amostras foram 

aquecidas a 94ºC por um período de 2 minutos antes de serem submetidas à 

eletroforese. A seguir, foi realizada a transferência para membranas de nitrocelulose 

(Hybond, Amersham) com voltagem de 100V por aproximadamente 60 minutos na 

presença do tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol a 20%, 

pH 8,3). As membranas foram bloqueadas com leite em pó (Molico, Nestlé) 8% em 
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TTBS (Tris 25 mm, NaCl 140 mM e Tween 20 a 0,05%) por 60 minutos e 

posteriormente incubadas overnight a 4ºC com os seguintes anticorpos primários: p-Akt 

(Ser 473) (60kDa) (1:500), Akt total (60kDa) (isoforma 1) (1:500), p-Erk (42-44kDa) 

(Tyr 177) (1:750), Erk total (42-44kDa) (isoformas 1 e 2) (1:1000), Caspase-3 

(Procaspase-3 – 38kDa; Caspase-3 clivada – 17kDa) (1:250), ST (70kDa) (1:500) 

(Millipore), subunidade α4 do receptor GABAA (70kDa) (1:500) e GAPDH (36kDa) 

(1:500) (Millipore). Todos os anticorpos foram adquiridos da Santa-Cruz 

Biotechnology, exceto onde indicado. Todos os anticorpos primários foram diluídos em 

tampão (TTBS com albumina bovina 2,5%). A seguir, as membranas foram lavadas 

com TTBS (três períodos de 10 minutos cada) e incubadas com o respectivo anticorpo 

secundário (Millipore) durante duas horas, sob agitação constante em temperatura 

ambiente, na diluição de 1:10000 em TTBS. Antes de proceder à revelação por 

quimioluminescência, as membranas foram lavadas por três períodos de 10 minutos 

com TBS (Tris 20 mM e NaCl 140 mM). A reação de quimioluminescência foi 

realizada mediante uso de sistema de detecção baseado em substratos luminescentes 

(luminol e ácido p-cumárico), com exposição das membranas ao filme radiográfico 

(Amersham Hyperfilm, GE Healthcare) por aproximadamente 1 minuto. A 

autorradiografia gerada foi analisada por meio de analisador de imagem e quantificador 

densitométrico (Image J). 

 

3.1.7 Análise Estatística 

Foi utilizado o teste T de Student para comparar os dados da análise da 

expressão das diferentes proteínas no hipotálamo (grupo controle x grupo tratado). Foi 

realizada uma análise de variância (ANOVA) de duas vias para avaliar a expressão das 
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diferentes proteínas no bulbo olfatório dos animais, considerando como fatores o 

tratamento e o hemisfério cerebral analisado. Quando apropriado, a ANOVA foi 

seguida do pós-teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Ainda, utilizamos correlação de 

Pearson para correlacionar a expressão das proteínas com o tempo de imobilidade dos 

animais no teste do nado forçado. Todos os resultados estão apresentados como média ± 

erro padrão da média e foi considerado significativo P < 0,05. 

 

3.2 Experimento 2: Efeito agudo e crônico da manipulação e da 

administração de injeções de veículo e progesterona sobre os níveis séricos de 

hormônios relacionados ao estresse em ratos machos e fêmeas. 

Estudos prévios realizados em nosso laboratório envolvendo um desenho 

experimental semelhante ao deste estudo mostraram que o estresse ocasionado por 

procedimentos laboratoriais de rotina e pela exposição dos animais ao teste do nado 

forçado pode alterar a secreção de hormônios relacionados ao estresse e a expressão de 

subunidades do receptor GABAA (Andrade et al., 2007; Andrade, 2010b).  Dessa forma, 

realizamos um segundo experimento para observarmos o efeito agudo e crônico da 

manipulação e da administração de injeções intraperitoneais sobre os níveis séricos de 

hormônios relacionados ao estresse em ratos, além de observarmos o efeito da 

administração de progesterona sobre esses mesmos parâmetros. 

 

3.2.1 Animais 

Foram utilizados 96 ratos Wistar adultos machos e fêmeas, pesando 

aproximadamente 250g, com média de 75 dias de idade no início dos experimentos, 
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provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os 

animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (40x33x17cm) e separados em 

grupos de quatro ratos por gaiola, com livre acesso à ração e água. Os animais 

permaneceram em ambiente controlado, sob ciclo claro/escuro de 12 horas (das 7 h às 

19 h) e temperatura ambiental de 22 ± 2o C. Todos os protocolos utilizados estão de 

acordo com o Guia de Cuidado e Uso de Animais de Laboratório do National Institute 

of Health (NIH) e o projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UFRGS (CEUA/UFRGS). Todos os esforços foram realizados para minimizar o 

sofrimento dos animais e foi utilizado apenas o número suficiente de animais para 

produzir dados científicos confiáveis. 

 

3.2.2 Ovariectomia 

Tendo em vista a influência das diferentes fases do ciclo estral sobre a secreção 

de diversos hormônios e a impossibilidade de monitorarmos o ciclo estral das fêmeas, 

uma vez que estudos prévios demonstram que a manipulação dos animais é capaz de 

alterar a secreção de hormônios em resposta ao estresse produzido por esse 

procedimento (Balcombe et al., 2004), uma semana antes do início dos experimentos as 

fêmeas foram submetidas à cirurgia de ovariectomia bilateral para a retirada de seus 

ovários. A cirurgia foi realizada sob anestesia de cetamina (100mg/kg i.p.) e xilazina 

(10mg/kg i.p.). Durante os dois primeiros dias do período pós-operatório, os animais 

receberam a administração de paracetamol (1,5mg/mL na água de beber) (Damy et al., 

2010) visando um efeito analgésico e uma melhor recuperação do procedimento 

cirúrgico. 
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3.2.3 Fármacos e Tratamento 

3.2.3.1 Experimento Agudo 

Inicialmente, realizamos um experimento para verificarmos o efeito agudo do 

estresse da manipulação e das injeções, além do efeito da administração aguda de 

progesterona, sobre hormônios relacionados ao estresse. Nesse experimento, os machos 

e as fêmeas foram pesados e posteriormente divididos em quatro grupos conforme o 

estresse e o tratamento (n= 6/grupo): um grupo controle, em que não houve qualquer 

manipulação dos animais exceto o procedimento de pesagem, um grupo manipulado, 

em que os animais foram submetidos a um estresse semelhante à contenção e à 

manipulação necessária para a administração das injeções, mas não foram injetados, um 

grupo veículo que recebeu a administração de veículo (i.p.) e um grupo progesterona, 

que recebeu a administração de progesterona (Sigma) na dose de 0,4 mg/kg/dia 

(intraperitoneal), a qual foi dissolvida em uma solução de 10% de β-ciclodextrina 

(Fluka). 

 

3.2.3.2 Experimento Crônico 

Posteriormente, realizamos um experimento crônico para a avaliação do efeito 

crônico da manipulação e das injeções, além do efeito da administração crônica de 

progesterona sobre hormônios relacionados ao estresse. Nesse experimento, os animais 

foram divididos nos mesmos grupos do experimento anterior (controle, manipulado, 

veículo e progesterona) (n= 6/grupo), e a manipulação e as injeções foram realizadas 

uma vez ao dia durante 10 dias. Este protocolo é semelhante ao protocolo utilizado na 

realização do experimento 1, com exceção da exposição dos animais ao teste do nado 
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forçado, e, dessa forma, nos permite avaliar o efeito dos outros estressores sobre a 

secreção de hormônios envolvidos na resposta neuroendócrina ao estresse. 

 

3.2.4 Eutanásia e coleta de sangue 

Em ambos os experimentos, os animais foram eutanasiados por decapitação 30 

minutos após a realização das manipulações ou das injeções, e o sangue do tronco foi 

coletado e posteriormente centrifugado a 1800 x g por 15 minutos em tubos contendo 

ativador de coágulo e gel separador para a separação do soro. As amostras foram 

congeladas a -20ºC para posteriores dosagens hormonais. 

 

3.2.5 Dosagens Hormonais 

Foram realizadas dosagens séricas dos hormônios progesterona, corticosterona e 

prolactina através de kits de ELISA conforme as instruções do fabricante (Uscn Life 

Science Inc.). 

 

3.2.6 Análise Estatística 

Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis seguido pelo pós-teste de comparações 

múltiplas de Dunn quando necessário para a comparação dos níveis séricos dos 

hormônios quando os dados apresentaram distribuição não-paramétrica e uma Análise 

de Variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo pós-teste de Student-Newman-Keuls 

(SNK) para a comparação dos níveis hormonais quando os dados apresentaram 

distribuição paramétrica, considerando como fatores sexo e tratamento. Os dados não 
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paramétricos estão apresentados como mediana e intervalos interquartis 25 e 75, 

enquanto os dados paramétricos estão apresentados como média ± erro padrão da 

média, sendo considerado significativo P < 0,05. 
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4. Resultados 

4.1 Experimento 1 

4.1.1 Efeitos comportamentais da progesterona no teste do nado forçado 

Os dados da análise comportamental dos animais no teste do nado forçado 

fizeram parte da tese “Efeitos da progesterona sobre o comportamento tipo-depressivo e 

sobre a expressão das subunidades do receptor GABAA de ratos Wistar machos e 

fêmeas” da aluna Susie de Andrade (Andrade, 2010b) e já estão publicados sob a forma 

de um artigo científico. Verificou-se que o tratamento com progesterona reduziu o 

tempo de imobilidade de fêmeas em diestro submetidas ao teste do nado forçado em 

relação ao grupo controle (Andrade et al., 2010a). 

 

4.1.2 Ciclo-estral 

Durante o período de tratamento, mesmo após a seleção dos animais, o ciclo 

estral das fêmeas continuou a ser monitorado. Nesse período, não houve alteração na 

regularidade do ciclo estral desses animais, de forma que nem a administração de 

progesterona e nem o estresse gerado, seja pelo processo de administração, seja pelo 

teste do nado forçado, foram capazes de ocasionar mudanças no ciclo estral das fêmeas. 

 

4.1.3 Efeitos da progesterona sobre vias de neuroproteção celular 

O tratamento com progesterona aumentou a relação p-Akt/Akt no hipotálamo 

das fêmeas em diestro em relação ao grupo controle (t= 4,446, P< 0,001) (Figura 1). 

Esse aumento da relação p-Akt/Akt no hipotálamo desses animais ocorreu devido a uma 
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redução da expressão proteica da Akt (t= 2,795, P= 0,016) (Figura 2B), enquanto não 

houve alteração da expressão protéica da p-Akt nesse estrutura encefálica (Figura 2A). 

Não houve quaisquer alterações na expressão proteica da relação p-Akt/Akt bem como 

das enzimas p-Akt e Akt no bulbo olfatório (Figuras 3 e 4). 

 

Figura 1 – Efeitos da progesterona na expressão protéica da relação p-Akt/Akt 

(representada por unidades densitométricas arbitrárias) no hipotálamo de ratas Wistar 

submetidas ao teste do nado forçado. *Difere do grupo veículo (P < 0,05) (n= 7/grupo) 

(2 bandas representativas de cada grupo). 
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Figura 2 – Efeitos da progesterona na expressão protéica das enzimas p-Akt (A) e Akt 

(B) (representadas por unidades densitométricas arbitrárias) no hipotálamo de ratas 

Wistar submetidas ao teste do nado forçado. *Difere do grupo veículo (P < 0,05) (n= 

7/grupo). 
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Figura 3 – Efeitos da progesterona na expressão protéica da relação p-Akt/Akt 

(representada por unidades densitométricas arbitrárias) no bulbo olfatório de ratas 

Wistar submetidas ao teste do nado forçado (n= 4-5/grupo) (2 bandas representativas de 

cada grupo). 
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Figura 4 – Efeitos da progesterona na expressão protéica das enzimas p-Akt (A) e Akt 

(B) (representadas por unidades densitométricas arbitrárias) no bulbo olfatório de ratas 

Wistar submetidas ao teste do nado forçado (n= 4-5/grupo). 

 

 

Os efeitos da progesterona na expressão proteica da enzima Erk estão 

representados nas Figuras 5, 6, 7 e 8. O tratamento com progesterona não alterou a 
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expressão proteica da relação p-Erk/Erk nem das enzimas p-Erk e Erk no hipotálamo e 

no bulbo olfatório das fêmeas em diestro submetidas ao teste do nado forçado. 

 

Figura 5 – Efeitos da progesterona na expressão protéica da relação p-Erk/Erk 

(representada por unidades densitométricas arbitrárias) no hipotálamo de ratas Wistar 

submetidas ao teste do nado forçado (n=4/grupo) (2 bandas representativas de cada 

grupo). 
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Figura 6 – Efeitos da progesterona na expressão protéica das enzimas p-Erk (A) e Erk 

(B) (representadas por unidades densitométricas arbitrárias) no hipotálamo de ratas 

Wistar submetidas ao teste do nado forçado (n=4/grupo). 
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Figura 7 – Efeitos da progesterona na expressão protéica da relação p-Erk/Erk 

(representada por unidades densitométricas arbitrárias) no bulbo olfatório de ratas 

Wistar submetidas ao teste do nado forçado (n=3-5/grupo) (2 bandas representativas de 

cada grupo). 
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Figura 8 – Efeitos da progesterona na expressão protéica das enzimas p-Erk (A) e Erk 

(B) (representadas por unidades densitométricas arbitrárias) no bulbo olfatório de ratas 

Wistar submetidas ao teste do nado forçado (n=3-5/grupo). 

 

O tratamento com progesterona reduziu a expressão proteica da procaspase-3 

(38Kda) no hipotálamo das fêmeas em diestro (t= 2,502, P= 0,046) (Figura 9A), mas 

não alterou a expressão proteica dessa enzima no bulbo olfatório desses animais (Figura 

9B). A caspase-3 clivada, em sua forma ativa, apresenta um peso molecular de 17Kda, 
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mas não vimos níveis detectáveis dessas enzimas em quaisquer dos nossos grupos 

experimentais. 

Figura 9 – Efeitos da progesterona na expressão protéica da procaspase-3 (representada 
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por unidades densitométricas arbitrárias) no hipotálamo (A) e no bulbo olfatório (B) de 

ratas Wistar submetidas ao teste do nado forçado. *Difere do grupo veículo (P< 0,05) 

(n= 3-4/grupo) (2 bandas representativas de cada grupo). 

 

Não houve correlação entre a expressão de quaisquer dessas proteínas e o tempo 

de imobilidade das fêmeas no teste do nado forçado. 

 

4.1.4 Efeitos da progesterona sobre a expressão do SERT 

O tratamento com progesterona não foi capaz de modular a expressão proteica 

do transportador de serotonina no hipotálamo e no bulbo olfatório de fêmeas em diestro 

submetidas ao teste do nado forçado (Figura 10). Não houve correlação entre a 

expressão proteica do SERT e o tempo de imobilidade dos animais no teste do nado 

forçado. 
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Figura 10 – Efeitos da progesterona na expressão protéica do SERT (representada por 

unidades densitométricas arbitrárias) no hipotálamo (A) e no bulbo olfatório (B) de 
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ratas Wistar submetidas ao teste do nado forçado (n= 4/grupo) (2 bandas representativas 

de cada grupo). 

 

4.1.5 Efeitos da progesterona sobre a expressão da subunidade α4 do 

receptor GABAA 

O tratamento com progesterona aumentou a expressão protéica da subunidade α4 

no hipotálamo das fêmeas tratadas em relação ao grupo controle (t= 3,437, P= 0,026) 

(Figura 11A). Também, o tratamento com progesterona aumentou a expressão proteica 

da subunidade α4 no bulbo olfatório direito, e reduziu a expressão dessa mesma 

subunidade no bulbo olfatório esquerdo de ratas em diestro submetidas ao teste do nado 

forçado. Verificou-se uma assimetria em relação à expressão proteica da subunidade α4 

no bulbo olfatório das fêmeas tratadas com progesterona, com uma maior expressão 

dessa subunidade no bulbo olfatório direito do que no esquerdo desses animais 

(Fint(3,12)= 29,197, P< 0,001) (Figura 11B). Não houve correlação entre a expressão 

dessa subunidade e o tempo de imobilidade no teste do nado forçado. 
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Figura 11 – Efeitos da progesterona na expressão protéica da subunidade α4 do receptor 

GABAA (representada por unidades densitométricas arbitrárias) em ratas Wistar 

submetidas ao teste do nado forçado. *Difere do grupo veículo; #Difere do bulbo 

olfatório direito (P< 0,05) (n= 4-5/grupo) (2 bandas representativas de cada grupo). 
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4.2 Efeito agudo e crônico da manipulação e da administração de injeções 

de veículo e progesterona sobre os níveis séricos de hormônios relacionados ao 

estresse em ratos machos e fêmeas. 

4.2.1 Níveis Séricos de Progesterona 

 No experimento agudo, verificamos que a administração de uma única injeção 

de progesterona ocasionou uma tendência ao aumento nos níveis desse hormônio nos 

animais tratados em relação aos outros grupos experimentais. Essa tendência pode ser 

melhor observada nos machos, que apresentaram uma diferença significativa em relação 

ao grupo controle (H= 24,250, P= 0,001). Entretanto, devido à alta variabilidade dos 

dados e à sua distribuição não-paramétrica, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas entre as fêmeas tratadas com progesterona e os outros 

grupos experimentais (Figura 12A). Algo semelhante ocorreu no experimento crônico, 

embora o aumento nos níveis de progesterona tenha sido menor. Ocorreu um aumento 

nos níveis de progesterona nos machos tratados em relação ao grupo dos machos 

manipulados (H= 18,896, P= 0,009). Não houve qualquer diferença nos níveis séricos 

de progesterona entre os grupos das fêmeas (Figura 12B). 

 Na comparação do experimento agudo com o experimento crônico, nem a 

manipulação crônica e nem os diferentes tipos de tratamento crônicos (veículo e 

progesterona) foram capazes de promover alterações nos níveis séricos de progesterona 

em relação ao seu respectivo grupo no experimento agudo, tanto nas fêmeas quanto nos 

machos. 
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Figura 12 – Efeito agudo e crônico da manipulação e da administração de injeções de 

veículo e progesterona sobre os níveis séricos de progesterona (ng/mL). *Difere do 

grupo controle. #Difere do grupo manipulado. N= 3-5/grupo (F= fêmeas; M= machos; 

C= controle; M= manipulado; V= veículo; P= progesterona). 

 

 4.2.2 Níveis Séricos de Corticosterona 

 No experimento agudo, houve distribuição paramétrica dos dados, e a ANOVA 

de duas vias mostrou uma diferença relacionada ao sexo nos níveis séricos de 
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corticosterona, que foram maiores nas fêmeas em relação aos machos (Fsexo= 20,031, P< 

0,001). Os diferentes tipos de tratamento não alteraram significativamente os níveis 

séricos de corticosterona (Figura 13A). 

 No experimento crônico, a distribuição dos dados foi não-paramétrica, e não 

houve qualquer diferença nos níveis séricos de corticosterona entre os grupos 

experimentais (Figura 13B). 

 Na comparação entre os experimentos agudo e crônico, verificamos que as 

fêmeas do experimento crônico apresentaram uma redução nos níveis séricos de 

corticosterona em relação aos animais do experimento agudo, independente do tipo de 

tratamento (Ftempo= 34,177, P<0,001). Não houve diferença entre os níveis séricos de 

corticosterona nos machos do experimento crônico em comparação com os machos do 

experimento agudo em quaisquer dos grupos experimentais. 



 

 

Figura 13 - Efeito agudo e crônico da manipulação e da administração de injeções de 

veículo e progesterona sobre os níveis séricos de

fêmeas. §Diferente do experimento agudo. 

controle; M= manipulado; V= veículo; P= progesterona).
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Figura 14 – Efeito agudo e crônico da manipulação e da administração de injeções de 

veículo e progesterona sobre os níveis séricos de prolactina (pg/mL). §Diferente do 

experimento agudo. N=3-5/grupo. (F= fêmeas; M= machos; C= controle; M= 

manipulado; V= veículo; P= progesterona). 
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5. Discussão 

 Estudos prévios do nosso laboratório mostraram que a administração crônica de 

baixas doses de progesterona ocasionou um efeito antidepressivo em fêmeas em diestro 

submetidas ao teste do nado forçado (Andrade et al., 2010a). Com base na existência de 

um número de evidências cada vez maior associando a depressão com a 

neurodegeneração de certos circuitos cerebrais (Manji e Duman et al., 2001; 

Benninghoff et al., 2002; Fuchs et al., 2004, Bethea et al., 2009), além do fato de existir 

uma clara associação entre a fisiopatologia da depressão e os sistemas GABAérgico e 

serotoninérgico (Tunncliff e Malatynska, 2003; Brambilla et al., 2003; Eser et al., 2006, 

Bethea et al., 2009), esse estudo foi desenhado para verificar possíveis mecanismos 

envolvidos no efeito da progesterona sobre o comportamento tipo-depressivo dessas 

fêmeas em diestro submetidas ao teste do nado forçado. As estruturas encefálicas 

abordadas nesse estudo foram o hipotálamo, devido à relação da neurodegeneração no 

hipotálamo com a depressão e devido à sua importância no funcionamento do eixo HPA 

(Manaye et al., 2005; Raone et al., 2007; Bao et al., 2008), e o bulbo olfatório, devido à 

relação do modelo de bulbectomia com a depressão (Roche et al., 2007; Wierónska et 

al., 2008).  

 O tratamento com progesterona diminuiu a expressão da procaspase-3 no 

hipotálamo de ratas em diestro submetidas ao teste do nado forçado. A procaspase-3 é 

clivada pela caspase-9, se tornando a caspase-3 ativa, que por sua vez irá clivar e ativar 

uma série de substratos que irão ocasionar a morte celular (Wang, 2001). A caspase-3 é 

considerada a caspase apoptótica efetora central e final, sendo responsável pela maior 

parte da apoptose biológica (Bethea et al., 2009). Assim como outros autores 

(Tokuyama et al., 2008), não observamos níveis detectáveis de caspase-3 ativa em 

nossos experimentos, mas verificamos uma redução na expressão da procaspase-3 no 
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hipotálamo desses animais, o que poderia indicar um efeito neuroprotetor da 

progesterona nessa estrutura encefálica, uma vez que a procaspase-3 é a precursora 

direta da caspase-3 ativa, e um aumento na expressão da caspase-3 ativa indica um 

aumento na apoptose (Kubera et al., 2011). Sugere-se que essa ação seria realizada 

através de uma redução na expressão gênica da procaspase-3, uma vez que não podemos 

inferir possíveis efeitos da progesterona sobre a ativação dessa enzima tendo em vista a 

ausência de níveis detectáveis da enzima ativa em nossos experimentos. 

 Além de induzir uma redução na expressão da procaspase-3, o tratamento 

crônico com progesterona aumentou a expressão da relação p-Akt/Akt no hipotálamo de 

fêmeas em diestro submetidas ao teste do nado forçado. Esse aumento, todavia, parece 

não corresponder a um aumento de fato na ativação da via PI3K/Akt, uma via envolvida 

com a promoção da sobrevivência celular e que inibe a ativação da caspase-3, uma vez 

que ocorreu devido a uma redução na expressão da enzima Akt, não ocorrendo alteração 

na expressão da p-Akt, que corresponde à porção ativa dessa enzima. Outros autores 

demonstraram que a administração de progesterona aumenta a atividade da Akt no 

hipotálamo de ratas (Guerra-Araiza et al., 2009), porém esse estudo utilizou ratas 

ovariectomizadas e o tratamento consistia em uma única injeção de progesterona em 

uma dose mais elevada, enquanto no presente estudo administramos a progesterona 

cronicamente em uma dose mais baixa em fêmeas em diestro. Essa dose foi escolhida 

por ser a menor dose capaz de produzir um efeito antidepressivo em fêmeas em diestro 

submetidas ao teste do nado forçado, sem, no entanto, modular o eixo HPG desses 

animais e alterar a regularidade do seu ciclo estral (Andrade et al., 2010a). Alguns 

trabalhos mostraram que a atividade da Akt está inversamente correlacionada com a 

atividade da caspase-3 (Tang et al., 2009, Hu et al., 2011), mas é importante notarmos 

que esses outros estudos utilizaram modelos de cultura de células e que nosso estudo foi 
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realizado em animais. O organismo de um animal apresenta interações moleculares 

muito mais complexas do que um ambiente controlado. Esses fatos podem estar ao 

menos parcialmente envolvidos com as diferenças encontradas entre esses trabalhos e o 

nosso estudo, onde não encontramos diferenças na ativação da via PI3K/Akt, e o 

significado biológico desse achado ainda necessita ser esclarecido. 

 Neste estudo, o tratamento com progesterona não alterou a ativação da Erk no 

hipotálamo e no bulbo olfatório de ratas em diestro. Alguns estudos já mostraram que a 

ativação da Erk inibe a ativação da caspase-3, exercendo efeitos anti-apoptóticos através 

da redução da atividade dessa enzima (Wang et al., 2009; Boldingh Debernard et al., 

2011). Guerra-Araiza et al., (2009) mostraram que uma única injeção de progesterona 

aumentou a ativação da Erk no hipotálamo, no hipocampo e no cerebelo de ratas 

ovariectomizadas. Outro estudo também já demonstrou que a Erk é fundamental para a 

neuroproteção em um modelo envolvendo a toxicidade induzida por glutamato em 

cultura de células hipotalâmicas, de forma que a ativação dessa enzima inibe a ativação 

da caspase-3 (Karmarkar et al., 2011). Liu et al., (2010) verificaram que a progesterona 

e uma série de derivados apresentam efeitos neuroprotetores tanto in vitro quanto in 

vivo em células progenitoras neurais e em células hipocampais, e esses efeitos seriam 

dependentes da ativação da Erk. Todavia, não encontramos alteração na ativação dessa 

enzima em quaisquer dos nossos grupos experimentais, de forma que outras vias de 

sinalização intracelular estariam possivelmente envolvidas na regulação da ativação da 

caspase-3 neste modelo experimental. 

 Apesar da intensa pesquisa que vem ocorrendo na área, as teorias atuais sobre 

disfunções em alguns sistemas neurotransmissores não explicam completamente a 

natureza da depressão. Tratamentos racionais que atuem sobre os fatores causais da 

depressão ainda não estão disponíveis. Recentemente, foi formulada a hipótese 
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inflamatória e neurodegenerativa da depressão, baseada na neurodegeneração e na 

neurogênese reduzida em algumas áreas cerebrais que caracterizam alguns casos de 

depressão (Maes et al., 2009). Alguns estudos demonstraram que a neurodegeneração 

do hipotálamo está associada com a depressão e com transtornos bipolares (Manaye et 

al., 2005; Bao et al., 2008), e que a progesterona exerce efeitos neuroprotetores nessa 

área (Guerra-Araiza et al., 2009). Aqui, demonstramos que o tratamento crônico com 

progesterona reduziu a expressão da procaspase-3, indicando um possível efeito 

neuroprotetor desse esteróide no hipotálamo de ratas em diestro submetidas ao teste do 

nado forçado. Esse efeito poderia estar envolvido no efeito antidepressivo da 

progesterona no teste do nado forçado, apesar da ausência de correlação entre a 

expressão dessa enzima e o comportamento de imobilidade. Entretanto, a progesterona 

não alterou a expressão das enzimas Akt, Erk e procaspase-3 no bulbo olfatório desses 

animais. Guerra-Araiza et al., (2009) verificaram que os metabólitos da progesterona 

exercem uma maior regulação sobre as vias da PI3K e das MAPK no hipotálamo do que 

no hipocampo e no cerebelo de ratas ovariectomizadas. Diferenças regionais na 

expressão de receptores de progesterona de membrana (Krebs et al., 2000; Guennoun et 

al., 2008) e na expressão de enzimas envolvidas na conversão da progesterona em 

alguns de seus metabólitos como por exemplo a alopregnanolona (Garcia-Segura e 

Melcangi, 2006), que poderiam mediar parte dos efeitos neuroprotetores da 

progesterona (Ciriza et al., 2006), podem explicar os efeitos distintos da progesterona 

sobre a modulação da expressão das enzimas Akt e procaspase-3 no hipotálamo e no 

bulbo olfatório dessas ratas em diestro. 

 O bloqueio farmacológico do funcionamento do SERT ocasiona, através de um 

processo que ainda não está totalmente elucidado, uma melhora clínica significativa em 

vários casos de depressão (Lenox e Frazer, 2002). Em nosso estudo, entretanto, apesar 
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do tratamento com progesterona ter ocasionado um efeito antidepressivo em fêmeas 

submetidas ao teste do nado forçado, ele não foi capaz de alterar a expressão do SERT. 

Alguns estudos já demonstraram que os níveis circulantes de estrógeno e progesterona 

são capazes de modular a ação de fármacos que atuam sobre o SERT (Benmansour et 

al., 2009). Todavia, ainda são controversos os relatos acerca da ação direta da 

progesterona sobre a expressão do SERT. Aparentemente o tempo de tratamento parece 

ser fundamental dentro desse contexto. Smith et al., (2004) demonstraram que ao passo 

que 1 mês de tratamento com estrógeno e progesterona não alterou a expressão do 

SERT no cérebro de macacas, o tratamento de 5 meses com esses mesmos compostos 

foi capaz de alterar a expressão dessa proteína. Em nosso estudo, apesar de termos 

utilizado um tratamento crônico com progesterona, esse tratamento durou apenas 10 

dias, e esse fator pode ter sido preponderante na ausência de alteração na expressão do 

SERT no hipotálamo e no bulbo olfatório de ratas em diestro. A dose utilizada em nosso 

estudo também é uma dose considerada baixa conforme previamente discutido, e esse 

também é um fator a ser levado em consideração. Entretanto, outros componentes do 

sistema serotoninérgico como, por exemplo, alguns subtipos de receptores, como os 

receptores 5HT1A, 5HT2A e 5HT2C, além das enzimas triptofano hidroxilase e 

monoamina oxidase também se relacionam com a depressão e poderiam ser modulados 

pela ação da progesterona dentro desse contexto (Gundlah et al., 2002; Sanchez et al., 

2005; Birzniece et al., 2006; Bethea et al., 2009), sendo alvos em potencial para os 

próximos estudos. 

 No presente estudo, demonstramos que a administração crônica de baixas doses 

de progesterona aumentou a expressão da subunidade α4 do receptor GABAA no 

hipotálamo e no bulbo olfatório direito de ratas em diestro submetidas ao teste do nado 

forçado. Os efeitos da administração da progesterona e dos seus metabólitos sobre a 
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expressão dessa subunidade são controversos. Enquanto alguns estudos observaram um 

aumento na expressão da subunidade α4 após três dias de tratamento com progesterona 

ou alopregnanolona (Gulinello et al., 2001; Hsu et al., 2003), outro estudo mostrou que 

a administração intrahipocampal aguda de doses mais baixas de alopregnanolona não 

alterou a expressão dessa subunidade (Nim et al., 2008). Modelos de retirada de 

progesterona já se mostraram efetivos em promover um aumento na expressão da 

subunidade α4 no hipocampo de ratos (Smith et al., 1998). Pierson et al., (2005) 

demonstraram que a administração tanto de estradiol como de progesterona durante sete 

dias aumentou a expressão do mRNA da subunidade α4 em um modelo de cultura de 

células, semelhante aos resultados encontrados em nosso estudo. 

Alguns estudos mostram que o sistema GABA exerce efeitos inibitórios no SNC 

por meio de dois mecanismos: a inibição fásica, que ocorre nas sinapses através do 

mecanismo de neurotransmissão química clássica e envolve moléculas de receptores 

GABAA acopladas à membrana pós-sináptica caracterizadas pela expressão 

principalmente da subunidade γ2 associada a duas subunidades α e duas subunidades β, 

e a inibição tônica, que ocorre fora das sinapses, em receptores perisinápticos e 

extrasinápticos, caracterizados pela expressão da subunidade δ associada a duas 

subunidades α e duas subunidades β (Farrant e Nusser, 2005). A subunidade α4 pode 

estar presente tanto em receptores GABAA sinápticos (Chandra et al., 2006) quanto 

extrasinápticos (Liang et al., 2006), de forma que mudanças nas correntes sinápticas e 

extrasinápticas teriam implicações funcionais distintas. Ao passo que alterações nas 

correntes sinápticas seriam importantes para a sensibilidade do canal (Smith e Chapin, 

1996) e para a retroalimentação negativa mediada pela ativação de aferências 

excitatórias (Hsu e Smith, 2003), alterações na inibição tônica exerceriam um impacto 

sobre o limiar para que a célula dispare um potencial de ação (Brickley et al., 2001; 
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Shen et al., 2007). Essas mudanças seriam fundamentais dentro do funcionamento do 

sistema GABA no sistema nervoso central e poderiam ser importantes dentro da 

fisiopatologia da depressão, embora não tenhamos observado correlações significativas 

entre a expressão dessa subunidade e o tempo de imobilidade dos animais no teste do 

nado forçado. 

Curiosamente, em contraste com o aumento na expressão da subunidade α4 no 

bulbo olfatório direito, o tratamento com progesterona reduziu a expressão dessa 

subunidade no bulbo olfatório esquerdo desses animais, criando uma assimetria em 

relação à expressão dessa subunidade no bulbo olfatório. Ainda é escasso o número de 

estudos avaliando diferenças no funcionamento dos diferentes hemisférios em relação 

ao comportamento. Estudos recentes realizados em humanos apontam para diferenças 

sexuais em relação ao processamento de emoções entre os dois hemisférios cerebrais 

(Tranel e Bechara, 2009). O sistema GABA também apresenta assimetria em relação a 

sua composição, sendo que se verificou a existência de um número maior de sítios de 

ligação do GABA em estruturas como o hipocampo, o córtex cerebral, o estriado e o 

cerebelo no hemisfério esquerdo em relação ao hemisfério direito (Guarneri et al., 

1988). Nim et al., (2008) demonstraram que a administração de alopregnanolona, um 

metabólito da progesterona, ocasionou assimetria em relação à expressão do mRNA da 

subunidade γ2 do receptor GABAA, com uma maior expressão dessa subunidade no 

hipocampo direito em relação ao hipocampo esquerdo. Outros estudos do nosso 

laboratório apontaram a existência de uma assimetria em relação à expressão da 

subunidade α1 do receptor GABAA no córtex pré-frontal de ratas em diestro submetidas 

ao teste do nado forçado e uma correlação negativa entre a expressão do mRNA dessa 

subunidade no córtex pré-frontal direito e o tempo de imobilidade dos animais no teste 

do nado forçado (Andrade, 2010b), corroborando a presença de uma assimetria em 
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relação ao funcionamento do sistema GABA em uma série de estruturas encefálicas e a 

sua relevância dentro da modulação do comportamento tipo depressivo.  

O sistema GABA também apresenta uma relação importante com as vias de 

sinalização intracelular no SNC. Alguns estudos verificaram que um aumento na 

neurotransmissão GABAérgica poderia gerar efeitos neuroprotetores em casos de 

isquemia cerebral (Galeffi et al., 2000; Green et al., 2000). Também, outros estudos 

demonstraram que agonistas dos receptores GABAA e GABAB ocasionam efeitos 

neuroprotetores em modelos animais de isquemia cerebral (Ito et al., 1999; Kulinskii e 

Mikhel’son, 2000; Cozzi et al., 2002), e esses efeitos seriam mediados pela via da PI3K, 

com um aumento da ativação da Akt (Xu et al., 2008). No presente estudo, porém, não 

conseguiu replicar esses dados em animais sem a presença de isquemia cerebral. Em 

nosso trabalho, verificamos um efeito neuroprotetor da progesterona, um modulador 

positivo do receptor GABAA possivelmente via alopregnanolona, através da redução da 

expressão da procaspase-3 no hipotálamo de ratas submetidas ao teste do nado forçado, 

acompanhado de mudanças na expressão da subunidade α4 no hipotálamo e no bulbo 

olfatório desses animais. Esse efeito, todavia, não parece ser mediado pela via da PI3K, 

uma vez que não houve alteração na ativação dessa via no hipotálamo e no bulbo 

olfatório desses animais. Cabe ressaltarmos que enquanto os outros estudos trabalharam 

com modelos de isquemia cerebral, os animais utilizados neste estudo eram animais 

intactos, e isso provavelmente tem uma grande influência na diferença dos resultados 

encontrados, uma vez que um desses estudos não observou a presença de neuroproteção 

induzida por agonistas GABAérgicos em animais não submetidos à isquemia cerebral 

(Xu et al., 2008). Xilouri e Papazafiri (2006) demonstraram que a alopregnanolona 

também apresenta um efeito neuroprotetor contra a neurotoxicidade induzida por 

NMDA em um modelo de cultura de células, e esse efeito foi acompanhado por um 
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aumento na expressão do mRNA das subunidades α1 e β2 do receptor GABAA. Uma 

das limitações técnicas do nosso estudo é a incapacidade de avaliarmos os aspectos 

funcionais da neurotransmissão GABAérgica, sendo que estudos de eletrofisiologia 

envolvendo o funcionamento desse receptor seriam de grande valia e nos auxiliariam na 

compreensão da relação desse sistema com os efeitos neuroprotetores da progesterona 

no hipotálamo. Todavia, parece claro que os neuroesteróides modulam a função neural 

através da sua influência dentro da sobrevivência e da excitabilidade neuronal e através 

da modulação da expressão gênica, e esses fatores podem estar diretamente relacionados 

com os seus efeitos sobre o comportamento. 

Procedimentos de rotina como o transporte, a manipulação e a administração de 

injeções em animais de laboratório são eventos estressores para esses animais, todavia, 

são necessários na maior parte dos estudos de pesquisa básica. O estresse promovido 

por essas atividades pode afetar parâmetros fisiológicos em animais de laboratório e 

potencialmente alterar o resultado dos estudos (Drude et al., 2011). Estudos prévios 

realizados em nosso laboratório envolvendo um desenho experimental semelhante ao 

deste estudo mostraram que o estresse ocasionado por procedimentos laboratoriais de 

rotina e pela exposição dos animais ao teste do nado forçado pode alterar a secreção de 

hormônios relacionados ao estresse e a expressão de subunidades do receptor GABAA 

(Andrade et al., 2007; Andrade, 2010b).  Dessa forma, realizamos um segundo 

experimento para observarmos o efeito agudo e crônico da manipulação e da 

administração de injeções intraperitoneais sobre os níveis séricos de hormônios 

relacionados ao estresse em ratos, além de observarmos o efeito da administração de 

progesterona sobre esses mesmos parâmetros. 

 O eixo HPA é a principal via efetora do sistema de resposta ao estresse, sendo 

que o órgão efetor final desse eixo são as adrenais, que, no caso dos roedores, liberam 
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corticosterona em resposta ao estresse, sendo esse um marcador clássico para a 

avaliação do estresse em uma série de estudos (Patchev et al., 1991; Asai et al., 2004; 

Serra et al., 2005). No experimento agudo, envolvendo uma única contenção ou a 

administração de uma injeção única de veículo ou progesterona nos animais, 

verificamos uma maior concentração sérica de corticosterona nas fêmeas em relação aos 

machos. Em nosso laboratório, já demonstramos em outro experimento um aumento nos 

níveis de corticosterona em fêmeas em diestro após a administração aguda de DHEA 

em relação aos machos (Andrade et al., 2007). Outros estudos têm mostrado que as 

fêmeas apresentam uma resposta maior a um novo estressor do que os machos, o que 

teria relação com essa maior liberação de corticosterona (Jezova et al., 1996), de forma 

que o estresse também afeta os níveis de neurotransmissores no córtex frontal, no 

hipocampo e na amígdala, e essas alterações seriam dependentes do sexo (Beiko et al., 

2004; Ordyan e Pivina, 2004). Já no experimento crônico, não houve diferenças sexuais 

ou entre os diferentes tipos de tratamento em relação aos níveis séricos de 

corticosterona, algo que também havia sido observado em outro experimento realizado 

em nosso laboratório (Andrade et al., 2007). Um fato interessante é o fato que 

encontramos uma redução nos níveis de corticosterona nas fêmeas no experimento 

crônico em relação ao experimento agudo, independente do tipo de tratamento. Isso 

sugere uma possível adaptação dessas fêmeas aos diferentes agentes estressores, tanto à 

manipulação como às injeções, o que poderia ter promovido uma redução na liberação 

de corticosterona das adrenais ao longo do tempo perante a exposição esse mesmo 

estímulo (Gadek-Michalska e Bugajski, 2003; Beiko et al., 2004). Esse mesmo 

fenômeno, porém, não foi reproduzido pelo grupo dos machos, possivelmente porque 

eles apresentaram níveis reduzidos de corticosterona no experimento agudo em relação 

às fêmeas, não ocorrendo nenhum tipo de adaptação significativa ao estresse ao longo 
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do tempo no que diz respeito a uma possível redução na liberação de corticosterona. 

Dessa forma, o sexo e a duração do estressor são importantes determinantes da função 

comportamental, neuroquímica e anatômica do estresse (Bowman et al., 2003). 

 A prolactina é outro hormônio estreitamente relacionado ao estresse, sendo que 

sua secreção aumenta em resposta a uma série de estressores, inclusive procedimentos 

de rotina no laboratório como a manipulação, o transporte e o estresse ocasionado por 

injeções, e dessa forma, a prolactina tem sido utilizada como um marcador de estresse 

por vários estudos (Deis et al., 1989; Franci et al., 1992; Asai et al., 2004, Balcombe et 

al., 2004; Jaroenporn et al., 2009). Através de estudos realizados in vitro em modelos de 

cultura de células da adrenal de ratos e in vivo, em um modelo de estresse por 

contenção, verificou-se que a prolactina estimula a secreção de corticosterona pelas 

adrenais, corroborando sua importância dentro da modulação da resposta hormonal ao 

estresse (Kan et al., 2003; Lo et al., 2006, Jaroenporn et al., 2007, Jaroenporn et al., 

2009). Neste estudo, não encontramos alterações na secreção de prolactina entre os 

grupos tanto no experimento agudo quanto no experimento crônico, de forma que nem a 

manipulação e nem a administração intraperitoneal de veículo ou progesterona foram 

capazes de promover alterações na secreção desse hormônio. Um fato importante que 

poderia estar possivelmente envolvido com a ausência de alterações na secreção desse 

hormônio diz respeito ao tempo decorrido entre a exposição desses animais ao agente 

estressor e a coleta de sangue. A resposta hormonal ao estresse pode ocorrer dentro de 

poucos minutos, podendo ser rapidamente revertida ou permanecer alterada por horas 

(Radley et al., 2009). Em nosso estudo, a coleta de sangue foi feita após a eutanásia dos 

animais, que ocorreu 30 minutos após a exposição ao estresse da manipulação ou das 

injeções. Essa é uma limitação do nosso estudo, sendo que experimentos utilizando 

outras janelas temporais entre a exposição ao estresse e a coleta de sangue para a análise 
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hormonal seriam de grande valia para o melhor entendimento da regulação da secreção 

desses hormônios perante o estresse. Além disso, outro estudo já demonstrou a presença 

de um pico na secreção de prolactina 15 minutos após o estresse ocasionado por um 

modelo de contenção, sendo que 30 minutos após a exposição a esse agente estressor já 

havia uma queda considerável dos níveis circulantes desse hormônio em relação a esse 

pico (Jaroenporn et al., 2009), o que poderia explicar em parte os resultados observados 

em nosso trabalho. 

 Na comparação entre os experimentos agudo e crônico, todavia, observamos um 

aumento nos níveis séricos de prolactina nas fêmeas do experimento crônico em relação 

às fêmeas do experimento agudo, independente do tipo de tratamento, sendo que não 

houve diferença nos níveis séricos desse hormônio nos machos. Alguns estudos 

mostraram que a expressão do mRNA da prolactina na adenohipófise de fêmeas 

aumenta em resposta à exposição crônica a outros estressores como o estresse por 

choque nas patas após 3 dias de exposição ao estressor em relação a animais expostos 

apenas 1 dia ao mesmo estresse, enquanto após 14 dias de exposição a expressão do 

mRNA da prolactina retorna ao normal (Dave et al., 2000). Isso poderia ter uma relação 

direta com a maior secreção de prolactina observada nas fêmeas do experimento crônico 

em relação às do experimento agudo. Este resultado, entretanto, é exatamente o oposto 

do que foi observado em relação à secreção de corticosterona, cuja secreção foi menor 

nas fêmeas do experimento crônico em relação às do experimento agudo, e outros 

estudos indicam a presença de uma adaptação na secreção de prolactina em resposta à 

exposição crônica a um mesmo estressor (Martí e Armario, 1998). Dessa forma, os 

mecanismos envolvidos nessa maior secreção de prolactina pelas fêmeas do 

experimento crônico em relação às do experimento agudo ainda necessitam ser 
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esclarecidos, mas novamente observamos aqui uma diferença de sexo envolvida na 

resposta neuroendócrina ao estresse.  

 Nesse estudo, realizamos a administração de progesterona em ratos machos e em 

fêmeas ovariectomizadas, um esteróide com efeitos importantes sobre a modulação de 

diferentes tipos de comportamento, como, por exemplo, o comportamento tipo-

depressivo e o comportamento de ansiedade, além de apresentar uma relação importante 

com o estresse, uma vez que também tem sua produção estimulada pela ativação do 

eixo HPA e pode se converter em corticosterona (Serra et al., 2008; Andrade et al., 

2010a; Ren et al., 2010; Ter Horst et al., 2011). A dose administrada foi de 0,4mg/kg, 

uma dose mais baixa em comparação com as doses utilizadas por outros estudos 

(Molina-Hernandez e Téllez-Alcántara, 2002; Kaur e Kulkarni, 2002) (0,5 mg/kg, 

2mg/kg e 10mg/kg), e que já apresentou um efeito antidepressivo após sua 

administração crônica em fêmeas em diestro no teste do nado forçado, sem alterar o 

funcionamento do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal desses animais (Andrade et al., 

2010a). Em relação à avaliação dos níveis séricos de progesterona, no experimento 

agudo, verificamos uma tendência ao aumento nos níveis desse hormônio nos animais 

tratados em relação aos demais grupos, sendo observada uma diferença significativa 

entre os machos tratados e os animais do grupo controle. Todavia, não encontramos 

diferença significativa entre a concentração sérica de progesterona entre os machos 

tratados e os grupos manipulados e veículo, assim como entre as fêmeas tratadas e os 

demais grupos experimentais, provavelmente devido ao fato de que a dose administrada 

foi uma dose relativamente baixa, e, aliada à alta variabilidade nos dados mensurados, 

não foi capaz de aumentar significativamente os níveis de progesterona circulantes 

nesses animais em relação aos demais. No experimento crônico, essa tendência de 

aumento nos níveis circulantes de progesterona nos animais tratados foi reduzida, apesar 



73 
 

de não termos encontrado diferenças significativas entre os níveis de progesterona nos 

animais do experimento crônico em comparação com os animais do experimento agudo 

devido à alta variabilidade e à distribuição não-paramétrica desses dados, e a única 

diferença encontrada foi entre o grupo dos machos tratados em relação ao grupo 

manipulado. Provavelmente, com a administração crônica desse esteróide, possa ocorrer 

um efeito de retroalimentação negativa relacionada à secreção de progesterona em 

ambos os sexos, nesse caso principalmente pelas adrenais, uma vez que as fêmeas eram 

ovariectomizadas, além do fato da exposição crônica à manipulação e à administração 

das injeções possivelmente reduzirem a ativação do eixo HPA em resposta a esses 

estressores (Gadek-Michalska e Bugajski, 2003; Beiko et al., 2004). Isso também 

reduziria os estímulos para a secreção de progesterona pelas adrenais e poderia explicar 

essa redução na tendência de aumento nos níveis desse hormônio nos grupos tratados 

em comparação com os demais grupos experimentais, apesar de, cabe novamente 

ressaltarmos, essa diferença não ter sido estatisticamente significativa. Por fim, 

interessantemente, apesar de a progesterona ser um hormônio conhecido principalmente 

por sua importância dentro do sexo feminino, não encontramos diferenças relacionadas 

ao sexo nos níveis circulantes desse hormônio, provavelmente devido ao fato de termos 

utilizado ratas ovariectomizadas nesse estudo. 
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6. Conclusões 

 Em suma, nossos resultados sugerem que o efeito neuroprotetor no hipotálamo 

causado pela redução na expressão da procaspase-3 seria um dos possíveis mecanismos 

envolvidos na ação antidepressiva da progesterona em fêmeas em diestro submetidas ao 

teste do nado forçado. O receptor GABAA é outra via paralela sujeita à ação da 

progesterona, de forma que o aumento na expressão da subunidade α4 no hipotálamo, 

bem como a assimetria criada pela ação da progesterona na expressão dessa subunidade 

no bulbo olfatório também podem ter relação com o efeito antidepressivo da 

progesterona. Existem diferenças de sexo na resposta neuroendócrina ao estresse 

ocasionado por procedimentos laboratoriais de rotina e esse fato deve ser levado em 

consideração na interpretação dos resultados obtidos através da experimentação animal. 
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Abstract 

Depression is a mood disorder with a high prevalence in the population, which is higher 

in women than in men. Previous studies showed that the chronic administration of low 

doses of progesterone in diestrus female rats has an antidepressive effect in the forced 

swimming test (FST). Depression is associated with the neurodegeneration and the cell 

death of some brain circuits and progesterone is a neuroprotective steroid that could at 

least partially prevent this neurodegeneration. The aim of this study was to verify the 

effect of progesterone in the protein expression and activation of Akt, Erk and caspase-3 

in the hypothalamus and in the olfactory bulb of diestrus female rats exposed to the 

forced swimming test (FST). Diestrus female rats (n = 8/group) were randomly selected 

to receive a daily injection of progesterone (0.4 mg/kg) or vehicle, during two complete 

female estrous cycles (8-10 days). On the experiment day, the animals were euthanized 

30 min after the FST. The treatment decreased the expression of procaspase-3 in the 

hypothalamus, without changing the activation of Akt and Erk in this structure. 

Progesterone did not change the activation and the expression of these proteins in the 

olfactory bulb. There was not significant correlation between the expression of these 

enzymes and the immobility behavior of these animals in the FST. In summary, our 

findings indicate that progesterone decrease the expression of procaspase-3 in the 

hypothalamus of diestrus female rats. This neuroprotective effect could partially explain 

the antidepressive effect of progesterone in these animals on the FST. The pathways 

involved in the regulation of the expression of these enzymes remain to be clarified. 

 

Keywords: progesterone, depression, hypothalamus, Akt, caspase-3, forced swimming 

test.  
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1. Introduction 

 Major depression is a psychopathology that has a higher prevalence among 

women than in men (Gorman, 2006; Rouillon, 2008). This higher prevalence is more 

evident between the puberty and the end of reproductive age, and the gonadal hormones 

are at least partially involved with this difference (Steiner et al., 2003; Freeman et al., 

2004; Zanardi et al., 2007). Previous studies had shown that the administration of 

progesterone, at low doses, decreases the immobility behavior of female rats exposed to 

the forced swimming test (FST), a predictive assay of depressive behavior in rodents 

(Martínez-Mota et al., 1999; Molina-Hernández and Téllez-Alcántara, 2001; Andrade et 

al., 2010). 

 Several brain areas are involved in the physiopathology of depression. The 

hypothalamus is a structure localized ventrally in the diencephalon and is related to the 

control of the hypophysis and the neurovegetative system. Some studies had shown that 

the neurodegeneration of the hypothalamus and its role in the function of the 

hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis are associated to depression and bipolar 

disorders (Manaye et al., 2005; Raone et al., 2007; Bao et al., 2008). The olfactory bulb 

is a structure derived from telencephalon that is localized in the anterior portion of the 

encephalon also related to the physiopathology of depression, once the olfactory 

bulbectomy is a classical model of depression in rodents (Roche et al., 2007; Wierónska 

et al., 2008).  

 Neurodegeneration is usually thought of in the context of deficits in motor or 

cognitive function. However, it has been suggested that the psychopathologies may also 

involve functional degeneration of critical central neural systems (Benninghoff et al., 

2002; Bethea et al., 2009). Traditionally, depression and mood disorders have been 
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viewed as neurochemichal deficits, but there are increasing evidence that depression is 

accompanied by marked changes in the size or number of neurons and glia in different 

brain regions (Manji and Duman et al., 2001; Campbell and MacQueen, 2006). Stressful 

events are related to atrophy and increased apoptosis in hippocampus, and 

antidepressant treatment could reverse this increased apoptosis (Fuchs et al., 2004). 

A large body of literature indicates that the ovarian hormones are 

neuroprotective (Simpkins et al., 2005; Singh et al., 2008). Progesterone increases the 

activity of some signaling pathways involved with pro-survival stimuli in different brain 

areas, promoting the phosphorylation of Akt and the phosphorylation of extracellular-

signal regulated kinase (Erk), components of the phosphoinositide-3 kinase (PI3K) and 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways (Kaur et al., 2007; Guerra-Araiza 

et al., 2009). Moreover, progesterone may reduce the activity of caspase-3, which is 

considered the central and final apoptotic effector caspase responsible for much of 

biological apoptosis, in serotonin neurons located in the dorsal raphe of macaques 

(Tokuyama et al., 2008). However, these neuroprotective effects of progesterone and its 

connection with depression are not fully understood, once that they could be species and 

dose-dependent and may modulate neuron survival just in some specific brain areas. 

Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of progesterone in the 

activation and in the expression of enzymes Akt, Erk and Caspase-3 in the 

hypothalamus and in the olfactory bulb and its correlation with the immobility behavior 

of female rats exposed to the FST. 

 

2. Experimental Procedure 

2.1. Animals  
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Female adult Wistar rats (250-300 g), born and reared in the animal facility of 

Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA), Brazil, were 

housed in polypropylene cages (40x33x17cm), four per cage, under standard 

environmental conditions, such as a room temperature of 22 ± 2ºC and 12-hour light-

dark cycle (7 a.m. to 7 p.m.). All rats had free access to food and water. Our 

experimental protocol was carried out in accordance with the National Institute of 

Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and in accordance with the 

Brazilian Law for the Scientific Use of Animals, after its approval by the Ethical 

Committee for Animal Experimentation at UFCSPA and by the Ethical Commission in 

the Use of Animals at UFRGS (CEUA/UFRGS). All efforts were made to minimize 

animal suffering and to use only the number of animals necessary to produce reliable 

scientific data. 

 

2.2. Drugs and experimental procedures  

  Progesterone (4-Pregnene-3,20-dione, Sigma, St. Louis, MO, USA) was 

dispersed in 0.1% Tween 80 and dissolved in saline. Female rats (n = 8/group) were 

randomly selected to receive a daily administration of 0.4 mg/kg of progesterone or 

vehicle, via intraperitoneal, for 8 to 10 days, during two complete female estrous cycles. 

This dose was chosen because it changes depressive-like behavior and does not alter the 

estrous cycle in female rats (Andrade et al., 2010). To determine the estrous cycle of the 

female rats, vaginal smears were performed throughout the treatment period by a 

trained researcher. Only female rats that had two regular 4-5 day cycles and were in the 

diestrus phase on the day of the experiment were included in this study (Andrade et al., 

2007). This phase of the estrous cycle was chosen because it presents a hormonal 
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correlation with the premenstrual phase in women, which in turn may be related to a 

higher risk for depression (Amin et al., 2006; Kornstein, 2010), and because this phase 

was the most responsive to the progesterone treatment in a previous study performed by 

our group (Andrade et al., 2010). On the experiment day, the animals were exposed to 

the FST. This behavioral test for screening of antidepressant drugs was proposed by 

Porsolt et al., (1978) and described in details by Andrade et al., (2010). In this test the 

rats are forced to swim in an inescapable pool (22x22x35cm) filled with 27 cm of cool 

water (25 ºC). All behaviors were recorded and data has been previously published 

(Andrade et al., 2010). In our experimental protocol, rats were euthanized by 

decapitation thirty minutes after the end of the FST. The hypothalamus and both right 

and left olfactory bulb were quickly removed, frozen in liquid nitrogen, and then kept in 

a freezer (-80o C) for posterior analysis of the effect of progesterone treatment on the 

protein expression of enzymes p-Akt, Akt, p-Erk, Erk and caspase-3 by Western 

Blotting. 

 

2.3 Western Blotting 

 All the samples were homogenized with lysis buffer, pH = 7.4, as previous 

described by Janner et al., (2010). The protein levels were measured by the method of 

Bradford (1976). Electrophoresis and protein transference were performed as described 

elsewhere (Jacob et al., 2008; Laemmli et al., 1970). The nitrocellulose membranes 

were processed for immunodetection using rabbit polyclonal antibodies for p-Akt (Ser 

473) (60Kda) (1:500 dilution), Akt (60Kda) (isoform Akt 1) (1:500), p-Erk (Tyr 177) 

(42-44Kda) (1:750), Erk (42-44Kda) (isoforms 1 and 2) (1:1000) and a mouse 

monoclonal antibody for Caspase-3 (procaspase-3 - 38Kda; cleaved caspase-3 – 17Kda) 

(1:250) (Santa Cruz Biotechnology). The bound primary antibodies were detected using 
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sheep anti-rabbit and goat anti-mouse peroxidase-conjugate secondary antibodies 

(1:10000) (Millipore) and membranes were revealed for chemiluminescence. The 

autoradiographies generated were quantitatively analyzed for the protein levels with the 

image software ImageJ. The molecular weights of the bands were determined by 

reference to a standard molecular weight marker (Full-Range Rainbow, GE Healthcare 

Life Sciences, São Paulo, Brazil). The results from each membrane were normalized to 

β-tubulin or GAPDH where indicated. To minimize interassay variations, samples from 

all experimental groups were processed in parallel. Protein expression values were 

expressed as arbitrary densitometric units. 

 

2.4. Statistical Analysis  

 Student’s T-test was performed to compare the data obtained in the hypothalamus 

samples (control vs. treated group). We performed a two-way analysis of variance (two-

way ANOVA) to evaluate the protein expression in the right and in the left olfactory bulb 

considering treatment and hemisphere as factors. When appropriate, ANOVA was 

followed by the Student-Newman-Keuls (SNK) post hoc test. We performed a Pearson 

test to correlate the protein expressions and immobility behaviors observed in the FST. 

All results were expressed as mean ± standard error. In all tests, the level of statistical 

significance was P < 0.05. 

 

3. Results 

 The treatment with progesterone increased the expression of the ratio p-Akt/Akt in 

the hypothalamus of diestrus females vs. the control group (t= 4.446, P < 0.001) (Figure 

1) through a reduction in the expression of Akt (t= 2.795, P= 0,016) (Figure 2B), without 
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changing the expression of p-Akt (Figure 2A). We did not observe any difference in the 

expression and in the activation of Akt in the olfactory bulb of these animals (Figures 3 

and 4). 

 The effect of progesterone in the expression of the enzyme Erk is reported in 

Figures 5-8. The treatment with progesterone did not change the expression of the ratio p-

Erk/Erk in the hypothalamus and in the right and left olfactory bulb of diestrus females 

exposed to the FST. 

 The treatment with progesterone decreased the expression of procaspase-3 

(38Kda) in the hypothalamus of diestrus females (t= 2.502, P= 0.046) (Figure 9A), but 

did not alter the expression of this enzyme in the olfactory bulb of this animals (Figure 

9B). The active cleaved caspase-3 has a molecular weight of 17Kda, but we saw no 

detectable levels of this enzyme in any of our groups. 

 We did not find any correlation between the expression of these proteins and the 

immobility of the females in the FST. 

 

4. Discussion 

 A previous work of our group showed that the chronic administration of 

progesterone at low doses had an antidepressant effect in diestrus female rats exposed to 

the FST (Andrade et al., 2010). Based on the fact that there is increasing evidence 

associating depression with the neurodegeneration of some brain circuits (Manji and 

Duman et al., 2001; Benninghoff et al., 2002; Fuchs et al., 2004, Bethea et al., 2009) this 

study was designed to verify the effect of progesterone in the activation and in the 

expression of three enzymes that play a key role in the cell survival and cell death 
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intracellular signaling pathways - Akt, Erk and Caspase-3 – and its possible relation with 

the depressive-like behavior observed in the FST. 

 The treatment with progesterone decreased the expression of procaspase-3 in the 

hypothalamus of female rats exposed to the FST. Procaspase-3 is cleaved by active 

caspase-9, becoming active and cleaving and activating many substrates that commit the 

cell to death (Wang, 2001). Caspase-3 is considered the central and final apoptotic 

effector caspase responsible for much of biological apoptosis (Bethea et al., 2009). As 

others (Tokuyama et al., 2008), we did not detect any levels of active caspase-3 in our 

blots, but the decrease in the expression of procaspase-3 could indicate a neuroprotective 

effect of progesterone in the hypothalamus of these diestrus females, once that 

procaspase-3 is the direct precursor of cleaved active caspase-3, and that increasing 

caspase-3 indicates increased apoptosis (Kubera et al., 2011). 

 Akt is a serine/threonine kinase of the PI3K pathway that is an important mediator 

of cell survival (Bryant et al., 2006). When activated, this enzyme stimulate prosurvival 

and inactivate proapoptotic substrates, such as Bad and caspase-9, inhibiting the apoptosis 

and contributing to the cell survival (Cardone et al., 1998, Kim et al., 2007; Nair and 

Olanow, 2008). In the present study, the treatment with progesterone increased the 

expression of the ratio p-Akt/Akt in the hypothalamus of diestrus females. However, this 

increase did not seem to be associated with an increase in the activation of the PI3K/Akt 

pathway, once that it happened through a decrease in the expression of Akt, and not by a 

change in the expression of p-Akt, the active form of this enzyme. Other authors have 

shown that the administration of progesterone increase the activity of Akt in the 

hypothalamus of females rats (Guerra-Araiza et al., 2009), but in this study the rats were 

ovariectomized and received a single injection of a higher dose of progesterone, while we 

administrated progesterone chronically at a lower dose in diestrus female rats. Some 
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papers have shown that the activity of Akt is inversely correlated with the activity of 

caspase-3 (Tang et al., 2009; Hu et al., 2011), but it is important to note that these other 

studies worked with models of cell culture and that our study was realized in vivo. The 

organism of an animal has much more complex molecular interactions than a controlled 

in vitro environment. This fact might be at least partially involved with the differences 

between these results and ours, and the biological meaning of this finding remains to be 

clarified. 

 Erk is a kinase of MAPK pathway that is preferentially activated by mitogenic 

stimuli such as growth factors, cytokines and phorbol esters, playing a major role in the 

regulation of cell growth, survival and differentiation (Fan et al., 2007). Guerra-Araiza et 

al., (2009) showed that a single injection of progesterone increased the activation of Erk 

in the hypothalamus, in the hippocampus and in the cerebellum of ovariectomized female 

rats. Also, it has already been show that some antidepressants target the MAPK pathway 

and promote neurogenesis and neuronal process growth (Hunsberger et al., 2009), and 

that the acute blockade of this pathway produces depressive-like behaviors and 

counteracts the behavioral effects of antidepressants (Duman et al., 2007). In our study, 

the progesterone treatment did not change the activation of Erk in the hypothalamus and 

in the olfactory bulb of diestrus female rats. However, as already cited, the differences 

between our protocol and others (Guerra-Araiza et al., 2009) could be involved in the 

absence of effect of the treatment in the expression of this enzyme. 

 Despite extensive research, the current theories on dysfunctions in some 

neurotransmitter systems do not provide sufficient explanations for the nature of 

depression. Rational treatments aimed at causal factors of depression are not available 

yet. Recently, the inflammatory and neurodegenerative hypothesis of depression was 

formulated, with basis on the neurodegeneration and on the reduced neurogenesis in some 
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brain areas that characterize some cases of depression (Maes et al., 2009). Some studies 

had shown that the neurodegeneration of the hypothalamus are associated to depression 

and bipolar disorders (Manaye et al., 2005; Bao et al., 2008), and that progesterone has 

neuroprotective effects in this area (Guerra-Araiza et al., 2009). Here, we demonstrated 

that progesterone decreased the expression of procaspase-3, indicating a possible 

neuroprotective effect of this steroid in the hypothalamus of diestrus female rats exposed 

to the FST. This effect could be involved in the antidepressant effect of the progesterone 

in the FST, despite the absence of correlation between the expression of this enzyme and 

the immobility behavior. However, progesterone did not change the expression of Akt, 

Erk and procaspase-3 in the olfactory bulb of these animals. Guerra-Araiza et al., (2009) 

had already verified that the metabolites of progesterone exert a stronger regulation of the 

PI3K and MAPK pathways in the hypothalamus than in the hippocampus and cerebellum 

of female rats. Regional differences in the expression of membrane progesterone 

receptors (Krebs et al., 2000; Guennoun et al., 2008) and in the expression of the enzymes 

involved in the conversion of progesterone into some of its metabolites such as 

allopregnanolone (Garcia-Segura and Melcangi, 2006), that could mediate part of the 

neuroprotective effects of progesterone, may explain the different effect of progesterone 

in the expression of procaspase-3 and Akt in the hypothalamus and in the olfactory bulb 

of these diestrus female rats. 

 In summary, our findings indicate that progesterone decrease the expression of 

procaspase-3 in the hypothalamus of diestrus female rats. This neuroprotective effect 

could partially explain the antidepressive effect of progesterone in these animals on the 

FST. The pathways involved in the regulation of the expression of these enzymes remain 

to be clarified. 
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Legend of figures: 

Figure 1. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression of the ratio p-

Akt/Akt (densitometric arbitrary units) in the hypothalamus of diestrus female Wistar rats 

exposed to the FST. n = 7/group. Results expressed as mean ± standard error (one 

representative gel of Western Blotting experiments showing two bands for each 

experiment group). *Different from vehicle. P < 0.001 (Student’s T-test). 

 

Figure 2. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression p-Akt (A) and Akt 

(B) (densitometric arbitrary units)  in the hypothalamus of diestrus female Wistar rats 

exposed to the FST. n = 7/group. Results expressed as mean ± standard error (one 

representative gel of Western Blotting experiments showing two bands for each 

experiment group). *Different from vehicle. P = 0.016 (Student’s T-test). 

 

Figure 3. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression of the ratio p-

Akt/Akt (densitometric arbitrary units) in the olfactory bulb of diestrus female Wistar rats 

exposed to the FST. n = 4-5/group. Results expressed as mean ± standard error (one 

representative gel of Western Blotting experiments showing two bands for each 

experiment group). 

 

Figure 4. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression p-Akt (A) and Akt 

(B) (densitometric arbitrary units) in the olfactory bulb of diestrus female Wistar rats 

exposed to the FST. n = 4-5/group. Results expressed as mean ± standard error (one 

representative gel of Western Blotting experiments showing two bands for each 

experiment group). 
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Figure 5. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression p-Erk/Erk 

(densitometric arbitrary units) in the hypothalamus of diestrus female Wistar rats exposed 

to the FST. n = 4/group. Results expressed as mean ± standard error (one representative 

gel of Western Blotting experiments showing two bands for each experiment group). 

 

Figure 6. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression p-Erk (A) and Erk 

(B) (densitometric arbitrary units) in the hypothalamus of diestrus female Wistar rats 

exposed to the FST. n = 4/group. Results expressed as mean ± standard error (one 

representative gel of Western Blotting experiments showing two bands for each 

experiment group). 

 

Figure 7. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression p-Erk/Erk 

(densitometric arbitrary units) in the olfactory bulb of diestrus female Wistar rats exposed 

to the FST. n = 3-5/group. Results expressed as mean ± standard error (one 

representative gel of Western Blotting experiments showing two bands for each 

experiment group). 

 

Figure 8. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression p-Erk (A) and Erk 

(B) (densitometric arbitrary units) in the olfactory bulb of diestrus female Wistar rats 

exposed to the FST. n = 3-5/group. Results expressed as mean ± standard error (one 

representative gel of Western Blotting experiments showing two bands for each 

experiment group). 

 

Figure 9. Effect of progesterone treatment (0.4 mg/kg, i.p.) on the expression of the 

procaspase-3 in the hypothalamus (A) and in the olfactory bulb (B) (densitometric 
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arbitrary units) of diestrus female Wistar rats exposed to the FST. n = 3-4/group. Results 

expressed as mean ± standard error (one representative gel of Western Blotting 

experiments showing two bands for each experiment group). *Different from vehicle. P 

< 0.05 (Student’s T-test). 
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