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RESUMO 

Os transtornos psiquiátricos sabidamente são resultado da interação de 
fatores genéticos e fatores ambientais. Dentre os principais fatores ambientais 
que podem dispor um indivíduo a essa condição está o estresse crônico, 
motivo de inúmeras outras condições patológicas que acometem a sociedade 
atual. Inúmeros estudos com modelos animais já demonstraram os efeitos que 
o estresse crônico pode provocar no comportamento e na neurobiologia dos 
animais, porém, é frequente que ao fim dos protocolos de estresse, esses 
efeitos desapareçam quase que imediatamente. Contudo, um fator 
determinante das reações do organismo ao estresse é a fase do 
desenvolvimento em que o indivíduo é exposto. O estresse neonatal pode 
alterar a neurobiologia dos indivíduos podendo torná-los tanto susceptíveis 
como resilientes e interferir na maneira como lidam com novos eventos 
estressantes. Frente a isso, buscando aproximar os modelos das condições 
reais dos indivíduos acometidos, esse estudo teve como objetivo avaliar a 
manutenção dos efeitos do estresse após um protocolo de dois hits: separação 
materna de 14 dias (neonatal) e estresse de restrição de movimento de 21 dias 
(vida adulta). Os animais foram (40 machos e 37 fêmeas) avaliados através do 
teste de preferência por sacarose semanalmente durante o segundo hit de 
estresse e a recuperação e através de testes comportamentais como: campo 
aberto, reconhecimento de objetos, labirinto em cruz elevado e teste de 
suspensão pela cauda. Os resultados foram contraditórios e não corroboraram 
a hipótese proposta de que o estresse neonatal levaria a uma manutenção dos 
efeitos de um segundo hit de estresse na vida adulta. Contudo, sabe-se das 
dificuldades de avaliar efeitos comportamentais de estressores neonatais, 
devido à alta sensibilidade dos animais nessa fase a inúmeros fatores 
ambientais que interferem no protocolo.   

Palavras-chave: Transtornos depressivos. Estresse crônico. Estresse 
pós-natal. 

  



ABSTRACT 

The psychiatric disorders are the results of an interaction between genetic and 
environmental factors. One of the main environmentals factors that can dispose 
a individual to that condition is the chronic stress, reason of innumerable others 
pathologicals conditions that rush the actual society. Many studies that use 
animal models have already demonstrated the effects that the chronic stress 
can produce in the behavior and in the neurobiology of the animals, however it 
is usual that in the end of the stress protocols, these effects vanish almost 
immediately. Although, a determinant factor to the organism reactions to the 
stress is the individual developmental fase during the exposure. The neonatal 
stress can change the individual neurobiology making them became susceptible 
or resilient and interfering in the way they deal with new stressful events. 
According to that, seeking out approximate the animal models to the real 
conditions of the individual affected, this study had as goal to evaluate the 
maintenance of the stress effects after a two stress hits protocol: a 14 days 
maternal separation (neonatal) and a 21 days movement restriction protocol 
(adult life). The animals (40 males and 37 females) was evaluated through test 
as like weekly sucrose preference test during the restraint stress protocol and 
recovery, and through behavioral tests as like: open field, novel object 
recognition, elevated plus maze and tail suspention test. The results was 
contradictory and do not corroborated the first hypothesis that the neonatal 
stressors would lead to the maintenance of the effects of the second stress hit 
in the adult life. However, It is known about the difficulties of evaluate the 
behaviour effects of neonatal stress, due the high sensibility of the animals in 
this fase to numerous environmental factors that interfere in the protocols.       

Inglês 

Key-words: Depressive disorders. Chronic stress. Post natal stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Todos estamos propícios a situações estressantes ao longo da vida, sejam elas 

situações que ativem comportamentos de luta ou fuga, ou situações de 

estresse psicológico. Ao enfrentarmos situações como essas, alterações 

fisiológicas ocorrem e são capazes de mobilizar sistemas específicos do 

organismo com intuito de promover respostas adaptativas.  

Uma das principais respostas provocadas pelo estresse é a ativação do 

eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) que promove a liberação de hormônios 

glicocorticoides. Esses hormônios possuem o papel de mobilizar e inativar 

sistemas do organismo de acordo com suas atuações em respostas que 

permitiriam lidar com o risco eminente de perigo. Funções não inerentes a 

sobrevivência imediata com funções do sistema imune, funções hormonais 

como liberação do hormônio do crescimento e reprodução, funções 

relacionadas a memória, entre outras, são reduzidas pela atividade desses 

hormônios (Gee e Casey, 2015 e McEwen, 2006). 

Contudo, o caráter adaptativo das respostas produzidas pela exposição 

ao estresse tende a perder essa característica quando a exposição passa a ser 

crônica. Ratos submetidos a um protocolo de estresse de restrição de 

movimento por um período de 21 dias, apresentam não apenas alterações 

comportamentais, mas na estrutura cerebral. As regiões da amigdala, do 

hipocampo e do córtex pré-frontal são áreas do cérebro envolvidas diretamente 

com respostas ao estresse, inclusive apresentarem receptores para hormônios 

glicocorticoides, mediadores do estresse.  

Dentre as alterações estruturais encontradas estão a atrofia dendrítica 

apical e diminuição da arborização de neurônios piramidais no hipocampo e no 

córtex pré-frontal, sendo essas alterações reversíveis após recuperação. 

Entretanto as alterações provocadas pelo estresse na amigdala, como o 

aumento do comprimento dendrítico e da arborização continuam evidentes 

após um período de recuperação de 21 dias. A hiporresponsividade das áreas 

pré-frontais e do hipocampo e a hiperresponsividade da amigdala são também 

observadas por alterações em suas funcionalidades, que fletem no 



comportamento dos animais. Esses animais tendem a ficar ansiosos e a 

apresentar déficits cognitivos, de memória e alterações de comportamentos 

sociais (Kooij et al, 2014; Vyas, et al., 2002, 2003 e 2004; Radley et al., 2005 e 

Liston et al., 2006). 

  A potencialidade dos efeitos que o estresse pode causar no sistema 

nervoso central está diretamente relacionada com o momento do 

desenvolvimento em que o cérebro se encontra e por quanto tempo o indivíduo 

é exposto ao estressor. Como o sistema nervoso central possui um 

desenvolvimento dinâmico, há momentos da vida do indivíduo em que sua 

neuroplasticidade se encontra aumentada, denominados períodos de 

sensibilidade. Embora esses períodos variem de estrutura para estrutura, de 

maneira geral, eles permeiam a infância e a adolescência.  

Delinear esses períodos de sensibilidade é de extrema importância para o 

entendimento dos efeitos do estresse em diferentes fases da vida do 

organismo. Assim como podem também auxiliar no entendimento de processos 

que gerem sensibilidade ou resiliência e o mais importante, podendo apontar 

para períodos em que intervenções terapêuticas culminariam em resultados 

mais eficazes (Gee e Casey, 2015).  

Para estudar esses períodos pode-se fazer uso de vários protocolos de 

estresse, sendo o principal deles o de separação materna. A premissa desse 

protocolo baseia-se nas características fixadas evolutivamente nos mamíferos, 

de maneira mais pronunciada, de cuidado parental e apego materno. Ao 

nascerem, esses indivíduos apresentam suas funções somatossensoriais muito 

imaturas, bem como suas funções motoras e seus mecanismos de controle de 

temperatura. Sem a proteção dos pais, esses organismos ficariam expostos a 

predadores e a condições ambientais, portanto o comportamento de apego 

maternal se tornou adaptativo, uma vez que resulta em proteção, controle da 

temperatura e acesso a alimento (Moriceau e Sullivan, 2005).  

Os efeitos do estresse neonatal podem, contudo, não ser percebidos no 

primeiro momento, uma vez que esse é um período de alta neuroplasticidade, 

característica que poderia permitir uma maior capacidade do indivíduo de lidar 

com o estressor. Entretanto, de maneira contraditória, há estudo que apontam 



que o aumento da plasticidade neuronal pode atuar como uma fragilidade do 

SNC para com os efeitos do estresse, causando alterações capazes de 

perdurar até a vida adulta do indivíduo. Essas alterações seriam uma possível 

explicação para a susceptibilidade aumentada de alguns indivíduos a 

transtornos relacionados a situações de estresse (Gee e Casey, 2015). 

Dessa forma, os objetivos deste estudo foram avaliar o processo de 

recuperação de uma exposição crônica a estresse na vida adulta, em 

camundongos submetidos ao protocolo de separação materna, buscando 

compreender os efeitos a longo prazo das respostas ao estresse nesse período 

de neuroplasticidade aumentada. A compreensão desse processo se faz 

necessária devido frequente susceptibilidade a doenças psiquiátricas que a 

exposição ao estresse na infância tem gerado.  

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ESTRESSE CRÔNICO NA VIDA ADULTA 

 

Atualmente os índices de pessoas acometidas por transtornos psiquiátricos tem 

aumentado ano após ano, sugerindo que vivemos uma epidemia de condições 

patológicas onde situações estressantes são um componente ambiental 

frequente. Estima-se que até 30% de um transtorno possa ser causado pela 

exposição ao estresse (Gee e Casey, 2015). 

Estudos têm demonstrado que a exposição crônica, bem como a 

exposição durante períodos específicos de desenvolvimento, ao estresse, 

possui a capacidade de ativar respostas patológicas em diversos sistemas de 

maneira simultânea. (McEwen, 2006). 

Sendo um dos sistemas preferencialmente afetados, o sistema nervoso 

central apresenta inúmeras respostas deletérias ao estresse crônico causando 

alterações em regiões cerebrais relacionadas a respostas emocionais, memória 

e cognição, como amigdala, hipocampo, córtex pré-frontal, entre outros.  



Um dos principais modelos utilizados para estudar os efeitos do estresse 

crônico em animais é o modelo de estresse por restrição de movimento. Esse 

modelo desenvolvido para roedores conta com um aparato de forma cilíndrica 

onde o animal é colocado e tem seus movimentos contidos por um 

determinado período de tempo.  

Vários autores já demonstraram que esse estressor aplicado de maneira 

crônica em roedores pode levar o animal a manifestar comportamentos tipo- 

depressivos como anedonia, medidos pelo teste de preferência por sacarose, e 

desamparo aprendido, medido tanto pelo teste do nado forçado como assim 

como pelo teste de suspensão pela cauda para camundongos. Sendo esses 

comportamentos inclusive revertidos com a utilização de drogas com efeito 

antidepressivos, como a Imipramina, fluoxetina e inclusive a quetamina, que 

tem se mostrado eficaz em pacientes refratários (Tan, et al.; 2017, Tong, et al.; 

2017, Ding, et al.; 2016, Liu, et al.; 2016 e Christianses, et al.; 2011).   

Vyas e colaboradores demonstraram em vários trabalhos (2002, 2003 e 

2004) os efeitos neurobiológicos desse modelo de estresse crônico por 

restrição de movimentos em regiões como amigdala e hipocampo. Segundo 

Vyas esse modelo animal leva a um remodelamento dendrítico dos neurônios 

piramidais da região CA3 do hipocampo. Os neurônios hipocampais sofrem um 

atrofia, ou seja, um encurtamento dos dendritos apicais, que parece justificar a 

diminuição do volume do hipocampo encontrada em pacientes com distúrbio 

depressivo maior, transtorno de estresse pós-traumático e síndrome de 

Cushing. Sendo o hipocampo a área majoritariamente responsável pelas 

memórias declarativas e aprendizado espacial, é possível verificar um prejuízo 

dessas funções em animais submetidos ao modelo de restrição de movimento, 

através de testes como o de reconhecimento de objetos e o de localização de 

objetos (Dong, et al.; 2017). 

Supõem-se que as alterações encontradas no hipocampo sejam 

mediadas pela exposição exacerbada a glicocorticoides, causada pela 

desregulação do eixo HPA (Hipotálamo-Pituitária-Adrenal), que em resposta a 

estímulos estressantes crônicos apresenta hiperatividade. Essa hiperatividade 

pode ser mediada em partes pelo próprio hipocampo, uma vez que essa é uma 



das regiões cerebrais que controla a atividade do eixo HPA via feedback 

negativo.  

Outro efeito da exposição crônica a glicocorticoides do hipocampo é a 

redução da atividade de neurogênese mediada principalmente pelo fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BNDF) (Wang et al., 2016). Porém, essas 

alterações hipocampais mencionadas parecem ocorrer apenas se a duração e 

o momento do desenvolvimento do indivíduo o tornarem susceptível a resposta 

crônica ao estresse.  

Em relações aos efeitos provocados pelo estresse crônico no hipocampo, 

essa condição possui um efeito contrário na amigdala, que apresenta um 

aumento da atividade no modelo de estresse crônico por imobilização. Esse 

aumento da atividade deve ser mediado pelo aumento da arborização 

dendrítica encontrada em neurônios piramidais e estrelados da amigdala 

basolateral (BLA) no mesmo modelo animal. Esses dados podem explicar em 

partes o fenômeno da facilitação do aprendizado aversivo mediada pelo 

estresse, sendo o aprendizado aversivo uma competência da amigdala. 

Corroborando esses dados celulares, os animais submetidos ao protocolo de 

estresse por imobilização apresentaram também comportamento tipo ansioso, 

comportamento esse regulado em suma pela amigdala.  

Diferentemente dos resultados obtidos para o hipocampo quanto a 

durabilidade dos efeitos do estresse crônico por imobilização, os efeitos 

encontrados na amigdala parecem ser duradouros, uma vez que análises 

realizadas 21 dias após o fim do protocolo de estresse demonstrou que os 

neurônios piramidais da BLA continuavam a apresentar hipertrofia. 

Assim como o hipocampo, a amigdala possui interações com o eixo HPA 

que podem reforçar a hiperatividade desse, criando um “looping” bidirecional, 

onde a exposição exacerbada a glicocorticoides media a hiperatividade da 

amigdala, e essa por sua vez, contribui para a desregularização das funções do 

eixo HPA (Vyas, et al., 2002, 2003 e 2004).  

Bem como a amigdala, o córtex pré-frontal (CPF) é uma região cerebral 

diretamente afetada pelos níveis de glicocorticoides, uma vez que, essa possui 

receptores para tais hormônios. A área do córtex pré-frontal desempenha um 



papel fundamental na integração de informações sensoriais passadas e 

estímulos apresentados no presente, sendo responsável a principal região 

responsável pelo aprendizado de estímulo-resposta.  

Especificamente o córtex pré-frontal medial (CPFm) é uma região 

relacionada a atenção e que integra o processamento de informações 

cognitivas e emocionais e assim, modula respostas ao estresse psicológico 

através do eixo HPA. Os prejuízos avaliados em transtornos psiquiátricos estão 

associados a estrutura e funções do CPF. Transtornos como transtorno de 

estresse pós-traumático (TEPT) apresentam alterações na região do CPFm e 

alguns estudos demonstraram que essas alterações apresentam semelhanças 

com alterações morfológicas encontradas em modelos animais de TEPT.  

Modelos de estresse por contenção em roedores apresentam alterações 

de morfologia celular como uma atrofia do dendritos apicais e perda da espinha 

sináptica na região cortical. Especificamente no CPFm, foi encontrada uma 

diminuição de 20% do comprimento dos dendritos apicais de neurônios 

piramidais, assim como a diminuição da ramificação desses mesmos dendritos 

(Radley et al., 2005, Liston et al., 2006). Radley e colaboradores verificaram 

que essas alterações morfológicas se manifestam apenas com 3 semanas de 

protocolo de contenção, e esse mesmo período de tempo (3 semanas) é o 

suficiente para a recuperação completa da atrofia, após o termino do protocolo 

de estresse. 

Dentre as funções do CPF também estão as funções executivas, 

relacionadas a planejamentos, flexibilidade de atenção e inibição de 

comportamentos. Em um estudo de 2012, Sheridan e colaboradores 

verificaram a relação entre o prejuízo das funções executivas e o baixo status 

socioeconômico em crianças de 8 a 12 anos. Utilizando imagens de 

ressonância magnética funcional durante a aplicação de um teste de 

aprendizado de estímulo-resposta foi verificado que crianças de famílias com 

baixo status socioeconômico apresentavam uma maior dificuldade para 

aprender novas regras de previsibilidade e recrutavam mais áreas do CPF para 

tal tarefa, quando comparadas a crianças de famílias com alto status 

socioeconômico.  



Essas disparidades foram associadas a pobreza de linguagem utilizada 

pela família das crianças, fator que influência diretamente o desenvolvimento 

do CPF, que possui uma maturidade tardia quando comparada a outras áreas 

cerebrais. Bem como, foi relacionada a um aumento do nível de cortisol 

circulante, fator relacionado ao ambiente estressor em que essas crianças de 

baixa classe social estão sujeitas. As conclusões desse estudo apontam que a 

exposição a fatores associados a baixa classe socioeconômica, como estresse 

de ambiente violentos e pobreza de estímulos cognitivos durante a infância, 

sujeitam o indivíduo a uma exposição exacerbada a glicocorticoides e afetam a 

funcionalidade do CPF.  

Portanto fica claro que o estresse quando crônico pode perder sua 

característica de promotor de adaptabilidade e criar condições patológicas em 

várias áreas cerebrais. Contudo, o momento e a duração da exposição ao 

estresse podem ser fatores determinantes para a característica de seus efeitos.  

 

2.2 ESTRESSE CRÔNICO NA INFÂNCIA 

 

Durante o desenvolvimento o organismo passa por períodos de sensibilidade, 

que são períodos onde a neuroplasticidade encontra-se aumentada. É durante 

esses períodos que o cérebro se torna extremamente susceptível a fatores 

ambientais. Mesmo que varie de estrutura para estrutura, em geral, o período 

sensitivo ocorre durante a infância e adolescência dos organismos.   

A exposição ao estresse durante esses períodos pode gerar respostas 

contraditórias uma vez que o aumento da plasticidade pode aumentar a 

capacidade do indivíduo de lidar com a situação estressante, ou aumentar as 

consequências do estresse de uma forma não adaptativa. Essa contradição se 

dá pelo fato de durante os períodos sensitivos o cérebro possuir uma maior 

capacidade de se remodelar, contudo esse remodelamento pode gerar 

consequências prejudiciais a condição do indivíduo, manifestando-se apenas 

tardiamente.  

Delinear esses períodos sensitivos torna-se extrema importância, pois 

pode revelar como os efeitos do estresse se manifestam dependendo de em 



que fase da vida e quanto dura a exposição ao estresse, podendo gerar 

também informações sobre quais momentos seriam mais propícios a 

intervenções terapêuticas. Por esse motivo os estudos qualitativos e 

quantitativos têm sido feitos em diferentes fases da vida em modelos animais 

(Gee e Casey, 2015). 

Os protocolos de estresse na vida infantil geralmente envolvem um 

período de separação dos neonatos da mãe, uma vez que durante as primeiras 

horas após o nascimento, os filhotes de roedores já começam a expressar um 

comportamento de preferência pelo odor da mãe. Embora em todas as 

espécies que expressem cuidado parental os neonatos se apeguem aos 

cuidadores nas primeiras horas de vida, em mamíferos, esse comportamento é 

pronunciado e resulta inclusive na tolerância a abusos durante esse período.  

Um provável motivo para o sistema de aprendizado dos recém-nascidos 

de roedores exacerbar o comportamento de preferência pelo odor da mãe é a 

imaturidade de suas funções somatossensoriais, o que lhes confere extrema 

dependência, uma vez que o cuidador lhe fornece alimento (leite materno) e o 

neonato é incapaz de forragear. Os pais também são responsáveis, nessa 

fase, por auxiliar no controle térmico e por fornecer proteção contra 

predadores, já que o neonato tem olfato, visão e funções motoras muito 

imaturas.  

A dependência neonatal irá garantir a sobrevivência do filhote e por esse 

motivo, do dia pós-natal (DPN) 1 até o DPN 9, o filhote não somente apresenta 

uma preferência pelo odor da mãe, mas também é imune ao aprendizado 

aversivo. Como esses não conseguem andar nos primeiros dias após o 

nascimento, a mãe acaba exibindo comportamentos um tanto áspero com os 

filhotes, por muitas vezes os pisoteado ou os carregando pelas pernas, ao 

invés da nuca. No entanto, em nenhum momento os filhotes adquirem aversão 

ao seu odor.  

Experimentos foram realizados com ratos neonatos expondo-os ao odor 

da mãe e ao mesmo tempo a estímulos aversivos, como choques, e como 

resultado os neonatos não demonstraram aquisição de aversão durante os 

primeiros 10 dias de vida. Entretanto, quando o mesmo protocolo foi realizado 



com roedores no DPN 12, foi possível verificar aversão, apresentado no dia 

posterior ao protocolo. Esse período (DPN 0 até o DPN10), também 

denominado período sensitivo, possivelmente termina no DPN 10 por coincidir 

com o início do desenvolvimento da habilidade motora de locomoção dos 

neonatos. Dessa forma, o aprendizado aversivo se torna essencial, uma vez 

que os filhotes começarão a deixar o ninho e se expor, sem a supervisão 

materna, a situações potencialmente perigosas.  

O sistema de aprendizado vigente durante o período sensitivo é regulado 

por três áreas cerebrais: o bulbo-olfatório, o locus coerulhos e a amigdala. 

Enquanto o locus coerulhos media o aprendizado de preferência por odor no 

bulbo olfatório, através da liberação de grandes quantidades de noradrenalina, 

é na amigdala que ocorre a prevenção do aprendizado aversivo, devido a sua 

imaturidade e falta de conexões com outras áreas cerebrais.  

A amigdala se torna funcional nos neonatos por volta do DPN 10 e só 

alcançará sua maturidade plena no DPN 30. Ela é responsável pelo 

aprendizado de comportamentos aversivos condicionados por funções 

olfativas, comportamentos inibitórios e evitação passiva, comportamentos que 

só passam a ser expressos pelos roedores após o DPN 10.  

No entanto, essas funções expressas pela amigdala possuem uma forte 

relação com a atividade do eixo HPA. Durante o período sensitivo (DPN 0 – 

DPN 10), o eixo HPA possui baixa responsividade, bem como a amigdala que 

ainda está imatura. Dessa forma, a liberação de glicocorticoides frente a 

estímulos estressores é extremamente reduzida. Quando submetidos a uma 

dose intraperitoneal de corticosterona (CORT) nessa fase, ratos neonatos não 

aprendem a preferência pelo odor da mãe quando expostos a um choque, 

aprendizado que normalmente ocorre na ausência de altos níveis de CORT no 

período sensitivo. De mesmo modo é possível observar que em neonatos no 

DPN 12, quando privados da liberação de CORT, não são capazes de 

aprender a aversão ao odor na presença de estímulo aversivo. Esses dados 

demonstram que os níveis de glicocorticoides aos quais os neonatos são 

expostos são peças chave de seu sistema de aprendizado.  



As influências mediadas pela liberação de glicocorticoides não somente 

modulam o sistema de aprendizado de neonatos, mas também afetam o 

desenvolvimento de várias áreas cerebrais, dentre elas a amigdala. Vários 

estudos demonstram que quando submetidos a um protocolo de 21 dias de 

estresse pós-natal, os neonatos apresentam uma liberação exacerbada de 

CORT e dessa maneira uma maturidade precoce da amigdala, que entra em 

hiperatividade. Esse cenário de hiperatividade da área na infância é 

relacionado a predisposição a desenvolvimento de transtornos psiquiátricos na 

vida adulta (Moriceau e Sullivan, 2005).  

Como já mencionado, o aumento da atividade da amigdala e a diminuição 

da atividade pré-frontal em juvenis, parece levar a uma diminuição da 

capacidade de suprimir informações emocionalmente irrelevantes e levar a 

uma desregulação das emoções. O estresse neonatal adianta a formação da 

conectividade da amigdala com o córtex pré-frontal, da adolescência para a 

infância, e a aceleração da maturação dessa conectividade está associada a 

ansiedade na vida adulta. (Gee e Casey, 2015).     

 

2.3 RECUPERAÇÃO 

 

Um aspecto pouco estudado é o efeito de cronificação do comportamento 

tipo-depressivo após a interrupção de um estressor na vida adulta. Em modelos 

animais de estresse crônico brando e imprevisível, o aumento da preferência 

por sacarose ocorre logo após uma semana da interrupção do estresse (Rygula 

et al., 2013; Pothion et al., 2014). O mesmo efeito rápido de recuperação é 

observado após duas semanas quando a atividade locomotora espontânea no 

campo aberto, a avaliação do estado da pelagem e a ritmicidade locomotora 

circadiana são avaliados duas semanas após o término do estresse crônico 

(Logan et al., 2015). 

Mais especificamente para o estressor utilizado neste estudo, após 21 da 

interrupção de um estresse de restrição de movimento de 21 dias, há uma 

reversão da redução da arborização dentrítica nos neurônios da região CA3. 

Porém, enquanto o estresse de restrição de movimentos induz aumento da 



arborização dentrítica nos neurônios da amígdala basolateral, 21 dias de 

interrupção do estresse não são suficientes para a reversão à condição basal 

(Vyas et al., 2004). 

Porém, dado o caráter recorrente dos transtornos de humor em pacientes, 

os modelos animais de estresse crônico levam um fenótipo consideravelmente 

efêmero, reduzindo sua validade de constructo. Portanto, levantamos a 

hipótese que um estressor neonatal possa levar a uma cronificação do 

comportamento tipo-depressivo em modelo adulto de depressão. Ou seja, que 

mesmo após a remoção do estresse crônico no adulto, os animais expostos à 

separação materna ainda apresentem comportamento tipo-depressivo. 

 

3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 
 

Os objetivos desse projeto foram de avaliar o processo de recuperação da 

exposição ao estresse crônico na vida adulta (estresse por imobilização), em 

camundongos expostos ao protocolo de separação materna. O intuito desse 

estudo é compreender como o estresse aplicado durante uma fase de alta 

neuroplasticidade pode afetar comportamentos a longo prazo e predispor os 

indivíduos ao desenvolvimento de transtornos psiquiátricos.  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar o efeito do estresse de imobilização sobre comportamentos tipo-

depressivo e tipo-ansioso e sobre a memória; 

- Avaliar o efeito da separação materna sobre comportamentos tipo-depressivo 

e tipo-ansioso e sobre a memória; 

- Avaliar se a separação materna é capaz de tornar os indivíduos susceptíveis 

ou resilientes ao fenótipo tipo depressivo após o estresse de imobilização 

crônico; 



- Analisar se o estresse na infância pode impedir a recuperação espontânea do 

fenótipo tipo depressivo após o estresse crônico de imobilização 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos (52) e fêmeas (61) 

fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Paraná. Os animais foram 

mantidos em um ambiente com temperatura controlada ( 22 ºC ± 2 ºC) e com 

fotoperíodo de 12/12 horas (em fase clara das 07:00 as 19:00 e em fase escura 

das 19:00 até as 07:00 do dia seguinte). Ficaram alojados em caixas de 

polipropileno (28×17×14 cm3) com maravalha como cama. Água e ração 

pelletizada ficaram livremente disponível à vontade.  

Este estudo foi realizado em acordo com o guia de Uso e Cuidado com 

animais, Instituto de Saúde dos Estados Unidos. Os protocolos estão de acordo 

com as recomendações da Universidade Federal do Paraná e foram 

submetidos a Comissão de Ética para o Uso de Animais do Setor de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal do Paraná (CEUA/BIO – UFPR). 

 

4.2 ESTRESSE CRÔNICO POR SEPARAÇÃO MATERNA 

 

As fêmeas adultas de camundongo Swiss (24) foram alojadas duas a 

duas e expostas a um macho adulto (12) durante o período de 15 dias. Após 

esse período os machos foram separados das fêmeas e elas alojadas 

individualmente. 5 dias após a individualização das fêmeas, as caixas foram 

inspecionadas diariamente a procura de neonatos. O dia do nascimento foi 

considerado o dia pós-natal 0 (DPN 0). 

 No DPN 0 foi realizado o cross fosteirng dos neonatos, que consiste 

em transferir parte dos animais de uma ninhada para outra, de idade 

semelhante, para que através da mistura das ninhadas se torne possível 

separar as influências genéticas e a as influências ambientais no 

comportamento dos animais. Outros fatores como as contribuições maternas 

no fenótipo dos neonatos, feitas através do leite materno, também podem ser 



observadas devido o cross fostering (Bartolomucci. A, et al., 2004). As 

ninhadas com número de animais semelhantes foram pareadas e tiveram 

metade dos neonatos transferidos para a sua ninhada par. As ninhadas 

pareadas foram aleatoriamente classificadas como controles e estressadas, 

sendo a ninhadas “estressadas” as que participaram do protocolo de separação 

materna. 

A partir do DPN 1 até o DPN 14 foi realizado o protocolo de separação 

materna que consiste em manter os neonatos isolados da mãe por 3 horas/ 

dias. Os neonatos foram alojados em uma caixa de polipropileno (28×17×14 

cm3) com cepilho novo e permaneceram em uma sala exclusiva para a 

separação, com objetivo de evitar exposição mutua, entre mãe e filhotes, a 

vocalizações. Na sala de separação as caixas com as ninhadas permaneceram 

durante todo o período de separação sobre uma manta térmica elétrica para 

manter a temperatura na caixa a 32 ºC ± 2 ºC. Após o desmame (DPN 22) os 

filhotes foram separados da mãe, sexados e alojados em grupos, com seus 

irmãos do mesmo sexo até atingirem a vida adulta (DPN 60). A partir do DPN 

60, os animais foram alojados individualmente em caixas de polipropileno 

(28×17×14 cm3) para a continuação dos experimentos (Kawakami, et al.; 2013; 

Kikusui, et al.; 2005). 

 

4.3 ESTRESSE CRÔNICO POR IMOBILIZAÇÃO 

 

A partir do DPN 63, metade dos animais controle no protocolo de 

separação materna (CONTROLES TOTAL: 40 sendo, 21 machos e 19 fêmeas) 

e metade dos animais que foi submetido ao protocolo de separação materna 

(SEPARAÇÃO TOTAL: 37 sendo, 19 machos e 18 fêmeas) foram submetidos a 

imobilização em falcons de 50 mL perfurados para permitir a circulação de ar, 

por 2 horas/dia durante a fase clara, por um período de 21 dias.  

Após esse período, os animais foram submetidos a um regime de 

recuperação de 14 dias, onde serão manipulados apenas para higienização 

das caixas moradias e testes comportamentais. Ao fim dos protocolos de 

estresse e teste de comportamento os animais serão sacrificados por rápida 



decapitação. Os cérebros serão rapidamente removidos e dissecados para 

posterior análises. (Vyas, et al.; 2002, 2003 e 2004)  

  

Nº Neonatal Adulto N 

1 Controle Controle 20 (10♂/ 10♀) 

2 
Estresse 

neonatal 
Controle 20 (11♂/ 9♀) 

3 Controle 
Estresse 

restrição 
20 (11♂/ 9♀) 

4 
Estresse 

neonatal 

Estresse 

restrição 
17 (8♂/ 9♀) 

 

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

Os testes comportamentais foram realizados em dois momentos 

diferentes: primeiramente após a detecção de anedonia, avaliada pelo teste de 

preferência por sacarose, com objetivo de avaliar funções relacionadas as 

principais áreas cerebrais afetadas pelos efeitos do estresse. E por fim, ou 

após o regime de recuperação de 14 dias visando avaliar se após recuperação 

os parâmetros comportamentais foram ou não reestabelecidos.  

4.4.1 PREFERÊNCIA POR SACAROSE  

 

Os animais passarão primeiramente por uma habituação de 3 dias, 

onde ficaram expostos as primeiras 24 horas exclusivamente a uma garrafa 

com solução 2,0 % de sacarose, e os 2 dias seguintes a duas garrafas, uma 

contendo solução de sacarose e outra contendo apenas água. Passadas 24 

horas após a habituação foi iniciado o teste de preferência por sacarose. Os 

animais ficaram expostos por 24 horas a uma garrafa de solução de sacarose 

2,0 % e a outra garrafa contendo apenas água. As garrafas serão pesadas 

antes e após a realização do teste, possibilitando a quantificação do consumo. 

A preferência será expressa em percentagem de solução de sacarose 

consumida em relação à ingestão total de líquido. 



4.4.2 CAMPO ABERTO  

 

O teste do campo aberto é um teste desenvolvido para avaliar a 

atividade ambulatória dos animais, bem como aspectos de subjetividade 

emocional, como comportamento tipo ansioso. A premissa da avaliação 

emocional se baseia no comportamento fixado evolutivamente em roedores de 

evitar ambientes claros, abertos e desconhecidos, pois neles, se tornariam 

presas fáceis (Seibenhener, M. L. et al., 2015).  

 O campo aberto consiste em uma arena circular plástica (40 cm de 

diâmetro e 28 cm de altura). Para realização do teste os animais foram 

ambientados na sala onde o teste será realizado por 1 hora. Em seguida os 

animais foram, um a um, colocados no centro do campo aberto e filmados por 

10 minutos. Para análise dos parâmetros o software Smart Junior (Smart 

Junior, PanLab, Harvard Apparatus, Spain) foi utilizado e nele foram avaliados 

os seguintes aspectos: distância percorrida, número de quadrantes percorridos 

e tempo gasto no centro e na periferia da arena. Entre cada sessão de teste, a 

arena foi limpa com álcool 10% para apagar as pistas olfatórias deixadas pelo 

último animal a passar pelo protocolo.  

4.4.3 RECONHECIMENTO DE NOVOS OBJETOS 

 

O teste de reconhecimento de novos objetos é um teste utilizado desde 

1980, quando foi desenvolvido baseado na observação do comportamento 

exploratório de roedores quando expostos a novidades no ambiente. Esse teste 

vem sendo utilizado para avaliação das funções cerebrais relacionadas a 

memória, uma vez que o teste conta com a observação de parâmetros 

comportamentais durante uma reexposição do animal a um objeto que já é 

conhecido. O teste consiste em duas sessões de apresentação do animal a 

uma dupla de objetos que devem ter o mesmo tamanho, porém textura e brilho 

diferentes (Lager, M. et al., 2013).  

O teste foi realizado na mesma do teste de campo aberto e foi composto 

duas sessões com um intervalo de 1 horas entre elas: A sessão de 

familiarização e a sessão teste.  



Durante a sessão de familiarização os animais foram apresentados a dois 

recipientes de vidro vazios, um em cada extremidade da arena. Cerca de 1 

hora depois, foram expostos a um dos objetos utilizados na sessão de 

familiarização (recipiente de vidro vazio) e a um novo objeto, um recipiente de 

plásticos translúcido preenchido com pequenas pedras coloridas. Apenas a 

sessão teste foi filmada e os vídeos posteriormente analisados utilizando o 

software Smart Junior onde os parâmetros: tempo gasto explorando o objeto 

conhecido e tempo gasto explorando o objeto, novo foram quantificados. Os 

resultados foram expressos em um index de diferenciação (tempo gasto 

explorando o novo objeto/ tempo gasto explorando qualquer objeto). 

Entre cada sessão de teste, a arena foi limpa com álcool 10% para 

apagar as pistas olfatórias deixadas pelo último animal a passar pelo protocolo.  

 

4.4.4 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

 

O teste do labirinto em cruz elevado foi desenvolvido sob a premissa 

de que os roedores possuem como um comportamento fixado evolutivamente 

de evitar espaços abertos, claros e desconhecidos, uma vez que ser tonariam 

presas fáceis a seus predadores (Arabo, A. et al., 2014). Baseado nesse 

conhecimento esse teste foi desenhado para medir o comportamento tipo 

ansioso em roedores expondo-os a um labirinto em formato de cruz, que fica 

acima do chão (50 cm) e possui um eixo com braços fechados (30×5×25 cm) 

por uma parede lateral e outro eixo com braços abertos (30×5 cm), apenas 

com uma base com bordas (0,5 cm).  

Os animais foram colocados individualmente no centro do labirinto, 

voltados para um dos braços abertos e foram filmados durante 5 minutos. Os 

parâmetros analisados nos vídeos tanto com utilização de software (Smart 

Junior) e manualmente: tempo de permanência em cada braço do labirinto, 

bem como o número de comportamento de head-dipping (comportamento em 

que o animal coloca a cabeça para fora da plataforma para explorar), stretched-

attended posture (o animal estica o corpo para explorar mais à frente de onde 

está e retrai o corpo novamente) e número de entradas nos braços abertos ou 

fechados. 



4.4.5 TESTE DE SUSPENSÃO PELA CAUDA 

 

O teste de suspensão pela cauda foi desenvolvido primeiramente com o intuito 

de medir o efeito de antidepressivos, assim como o teste de nado forçado. 

Porém, foi concluído após vários estudos, que esse também pode ser um teste 

para avaliar um comportamento tipo depressivo em modelos animais de 

depressão, tendo como premissa a dificuldade que tanto os animais quanto os 

pacientes expressam de lidar com situações estressantes, geralmente 

desistindo frente a elas (Cryan et al.; 2005). O teste baseia-se em suspender o 

animal pela cauda pelo menos 50 cm de uma superfície, utilizando uma fita 

adesiva. Durante a suspensão o animal foi filmado por 6 minutos e os vídeos 

foram posteriormente analisados, sendo o tempo de imobilidade do animal 

quantificado como parâmetro de avaliação.  

4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

As análises estatísticas utilizadas nesse estudo foram ANOVA de 

medidas repetidas tendo como variáveis categóricas os fatores estresse por 

separação materna e estresse por restrição de movimento e como variáveis 

dependentes as medidas semanais de preferência por sacarose e o tempo de 

exploração do objeto familiar e do novo, no teste de reconhecimento de 

objetos. Para os demais testes foi utilizada a ANOVA fatorial, sempre tendo 

como variáveis categóricas o estresse neonatal e o estresse na vida adulta, e 

quando obtidos resultados significativos foi utilizado o teste post-hoc Newman-

Keuls para comparações entre grupos. 

 

5 RESULTADOS  

 

 

5.1 PREFERÊNCIA POR SACAROSE 

 

Foram obtidos efeitos significativos nas medidas de preferência por 

sacarose dos machos na terceira semana de estresse de restrição, sendo uma 



redução significativa na preferência dos animais do grupo IMOB com relação a 

seus controles (F(3,99)= 3,4042; p= 0,01). Após a primeira semana de 

recuperação, houve um aumento significativo do grupo de todos os grupos 

(F(1,36); p=0,000002) e uma queda significativa na segunda semana de 

recuperação (F(1,36); p=0,001).   

Para as fêmeas, nenhum efeito dos protocolos de estresse 

especificamente foi significativo, apenas no fator semana, onde todos os 

animais, incluindo controles, tiveram uma redução significativa na segunda 

semana de estresse de restrição (F(3,99)=6,7740; p=0,0003) e um aumento 

significativo na primeira semana de recuperação (F(1,33)=19,6379; p=0,0001). 

 

 

Figura 1. Percentual de preferência por sacarose medido semanalmente durante o segundo hit 
de estresse e a recuperação. (A) Grupo Machos CON-IMO e CON-COM; (B) Grupo Machos 
SEP-CON e SEP-IMO; (C) Grupo Fêmeas CON-IMO e CON-COM e (D) Grupo fêmeas SEP-
CON e SEP-IMO. *= diferente das semanas de protocolos anteriores e #= diferente da semana 
de recuperação anterior. 

 



5.2 CAMPO ABERTO 

 

Na bateria de testes comportamentais realizada logo após o termino do 

protocolo de restrição de movimento, foi verificado um aumento significativo 

quanto a medida de distância total percorrida para os machos nos grupos que 

passaram pelo protocolo de restrição de movimento (CON-IMOB e SEP-IMOB) 

(F(1,36)=7,4170; p=0,01). Quanto a distância percorrida no centro da arena, foi 

observada uma diminuição significativa da distância percorrida no grupo de 

fêmeas que participou do protocolo de separação materna (SEP-COM e SEP-

IMOB) (F(1,26)=5,4435; p=0,02). 

Logo após duas semanas de recuperação, em uma nova bateria de 

testes, foi verificada apenas uma diminuição na distância total percorrida nas 

fêmeas que passaram pelo estresse de restrição de movimento (CON-IMOB e 

SEP-IMOB) (F(1,31)=8,8680; p=0,005). 

 

 

Figura 2. (A, B) Distância total percorrida no teste campo aberto logo após a interrupção do 
segundo hit e logo após o período de recuperação, respectivamente. (C,D) Distância percorrida 
na área central da arena no teste de campo aberto logo após a interrupção do segundo hit e 



logo após o período de recuperação, respectivamente. *= significativo em comparação a seu 
respectivo controle. 

 

5.3 TESTE DE SUSPENSÃO PELA CAUDA 

 

Uma diminuição significativa de imobilidade, durante o teste de 

suspensão pela cauda, foi verificada nos amais fêmeas que passaram pelo 

estresse de imobilização (CON-IMOB e SEP-IMOB) durante a primeira bateria 

de testes comportamentais realizada logo após a interrupção do protocolo de 

estresse de restrição de movimento (F(1,33)=9,30060; p=0,004).  

Quanto a segunda bateria de testes comportamentais, realizada 

após duas semanas de recuperação, foi verificado um aumento significativo da 

imobilidade nos grupos de machos que passaram pelo protocolo de estresse 

por restrição de movimento (CON-IMOB e SEP-IMOB) (F(1,35)=4,3600; 

p=0,004).  

 

Figura 3. Tempo de imobilidade durante o teste de suspensão pela cauda (A) logo após a 
interrupção do segundo hit de estresse e (B) logo após o período de recuperação. *= 
significativo em comparação ao controle correspondente.  

 

5.4 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

 



Foi observado apenas um aumento significativo no número de entradas 

nos braços abertos para os grupos de machos que passaram pelo protocolo de 

estresse por restrição de movimento (CON-IMOB e SEP-COM) 

(F(1,33)=9,30060; p=0,004) na segunda bateria testes, realizada logo após duas 

semanas de recuperação. 

Quanto aos fatores etológicos avaliados durante o teste do labirinto 

em cruz elevado, realizado logo após o fim do segundo hit de estresse, foram 

observados um aumento tanto da frequência de head dipping (F(1,30)=4,6845; 

p=0,03) quanto de stretched-attended posture (F(1,30)=7,2987; p=0,01) para as 

fêmeas dos grupos que passram pela separação materna (SEP-CON e SEP-

IMOB) e um aumento na frequência de stretched-attended posture 

(F(1,30)=12,207; p=0,001) nos grupos que passaram pelo protocolo de estresse 

por restrição de movimento, embora a interação dos dois hits de estresse 

(SEP-IMOB) não tenha sido significativa. No grupo dos machos, observou-se 

um aumento significativo da frequência de stretched-attended posture para o 

grupo SEP-IMOB (F(1,34)=5,3479; p=0,02) e uma redução significativa da 

frequência de head dipping nos grupos que passaram pelo estresse de 

restrição de movimento (F(1,34)=5,8884; p=0,02). 

Após as duas semanas de recuperação, foi possível observar a 

penas a manutenção do aumento significativo da frequência de head dipping 

nos grupos de fêmeas que passaram pela separação materna (F(1,30)=5,1686; 

p=0,03). 



 

Figura 4. (A, B) Número de entradas nos braços aberto durante o teste no labirinto em cruz 
elevado logo após a interrupção do segundo hit de estresse e logo após o período de 
recuperação, respectivamente. (C, D) Percentual de tempo de permanência nos braços abertos 
no teste de labirinto em cruz elevado, logo após a interrupção do segundo hit de estresse e 
logo após o período de recuperação, respectivamente. *= significativo em comparação ao 
controle correspondente. 

 



 

Figura 5. Frequência de stretched-attended posture durante o teste no labirinto em cruz 
elevado (A) logo após a interrupção do segundo hit de estresse e (B) logo após o período de 
recuperação. *= significativo em comparação ao controle correspondente, #= significativo em 
comparação com seu correspondente em outro fator e += significativo em comparação com o 
grupo controle correspondente.  

 

Figura 6. Frequência de Head-dipping durante o teste de labirinto em cruz elevado (A) logo 
após a interrupção do segundo hit de estresse e (B) logo após o período de recuperação. *= 
significativo em comparação ao controle correspondente 

 

5.5  RECONHECIMENTO DE NOVOS OBJETOS 

 

Na bateria de testes comportamentais realizada logo após o fim do 

protocolo de estresse por restrição de movimento foi observada um aumento 

no tempo de exploração do objeto familiar para os machos de maneira geral 

(F(1,32)=5,1397; p=0,03).  



Por sua vez, na bateria de testes comportamentais realizada após 

duas semanas de recuperação, foi detectado um aumento no tempo de 

exploração do objeto novo no grupo dos machos (F(1,31)=11,6739; p=0,001) de 

maneira geral. Para o grupo de fêmeas, foi verificado um aumento, nessa 

mesma bateria, do tempo de exploração do objeto novo para todos os animais 

(F(1,31)=11,674; p=0,001) .  

 

Figura 7. Tempo de exploração do objeto no teste de reconhecimento de novos objetos 
elevado (A) logo após a interrupção do segundo hit de estresse e (B) logo após o período de 
recuperação. Em (A) os machos apresentaram preferência pelo objeto familiar, embora sem 
diferenças significativas entre os grupos, e as fêmeas não apresentaram nenhuma preferência. 
Em (B) ambos os sexos apresentaram preferência pelo objeto novo, porém sem diferenças 
significativas entre os grupos. 

 

6 DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

 

A hipótese inicial deste trabalho supunha que animais expostos à 

separação materna não iriam se recuperar dos efeitos do estresse de restrição 

de movimentos. Porém, os resultados não confirmam esta hipótese. Para 

diferentes parâmetros, para os diferentes fatores (separação/restrição) e para 

os dois momentos (pós estresse/recuperação), houve diferentes efeitos. Estes 



efeitos foram algumas vezes contraditórios, como por exemplo, efeito 

ansiolítico e ansiogênico em um mesmo grupo em testes diferentes. 

 

6.1 EFEITOS DO PROTOCOLO DE SEPARAÇÃO MATERNA 

 

O protocolo de separação materna provocou efeitos, em suma, de tipo 

depressivo, ansiogênico ou prejudicando funções, que após as semanas de 

recuperação do segundo hit de estresse desapareceram. Esses efeitos só 

apresentaram concordância entre os sexos para um único parâmetro avaliado: 

a frequência de stretched-attended posture, um comportamento medido 

durante o teste no labirinto em cruz elevado, classificado com um 

comportamento tipo-ansioso. Nesse comportamento o animal, que está num 

braço fechado do labirinto, ou seja, em uma área protegida, estica o corpo para 

avaliar os ricos nos braços abertos. Quando ansioso, o animal tende a avaliar o 

risco das áreas desprotegidas e desiste de explorá-la e dessa forma é possível 

inferir um aumento da ansiedade dos indivíduos. Ambos os sexos 

apresentaram um aumento desse comportamento devido, em algum grau, a 

exposição a separação materna. Embora a separação materna possa gerar 

esse efeito, a restrição de movimento por si só também pôde.   

Outros efeitos relacionados a ansiedade, causados pela exposição a 

separação materna foram a diminuição na distância percorrida no centro do 

campo aberto para o grupo de fêmeas, parâmetro que indica ansiedade por 

evitação de lugar abertos e expostos. Bem como uma tendência (p=0,078) de 

diminuição da percentagem de tempo gasto nos braços abertos no labirinto em 

cruz elevado, para o grupo de machos na condição da combinação dos dois 

hits de estresse.  

Um outro efeito provocado por esse protocolo, porém apenas quando 

combinado com o segundo hit de estresse, foi o prejuízo ambulatório inferido 

pela diminuição da distância total percorrida no campo aberto nos animais 

machos. Embora esse prejuízo possa interferir no desempenho dos animais 

nos demais testes comportamentais, alterações nas funções motoras também 

são sintomas relacionados a transtornos depressivos no DSM-V. 



De maneira geral, esse protocolo parece afetar os animais durante a 

infância, de modo a tanto deixá-los susceptíveis ao efeito deletério de futuros 

estressores, ou até mesmo como efetor por si só de alterações 

comportamentais tipo-ansiosas que perduram até a vida adulta.  

6.2 EFEITOS DO PROTOCOLO DE RESTRIÇÃO DE MOVIMENTO  

 

O protocolo de restrição de movimento provocou, de maneira geral, 

efeitos contraditórios. No teste de preferência por sacarose, houve uma 

diminuição significativa da preferência no grupo dos machos, na terceira 

semana de aplicação desse protocolo. Diferença essa, que não foi observada 

no grupo das fêmeas, que apresentou uma diminuição da preferência na 

terceira semana, mas não associada ao fator restrição de movimento, uma vez 

que os controles também apresentaram uma diminuição da preferência no 

mesmo momento. Uma das hipóteses levantadas é que pelo fato de a 

realização da imobilização dos animais do grupo imobilizado ser realizada na 

mesma sala em que permanecem os animais controle, o estresse provocado 

diretamente nos animais imobilizados esteja estressando os animais controle 

por meio de exposição as vocalizações ultrassônicas.  

Como demonstrado em um estudo de Gilmore e colaboradores (2008) 

camundongos que não passavam pelo estresse crônico de restrição, mas 

permaneciam na mesma sala onde ocorria o protocolo, e depois permaneciam 

na mesma caixa moradia que os animais submetidos ao estresse, 

apresentavam um efeito agudo de até uma hora, na elevação da temperatura e 

ritmo cardíaco. Efeitos esses relacionados a liberação de noradrenalina e 

cortisol, comuns como resposta a estressores.   

O fato de os controles também terem respondido aos estressores torna 

inviável uma comparação adequada dos resultados para os respectivos grupos, 

uma vez que não podendo inferir com significância estatística os efeitos dos 

estressores, comparar os resultados pós protocolo de estresse e pós 

recuperação não reflete os reais resultados desses protocolos.   

 De qualquer forma, os efeitos do estresse de restrição de movimento 

observados na preferência por sacarose concordam apenas com os efeitos 



observados para a expressão do comportamento de stretched-attended 

posture, avaliado durante o teste do labirinto em cruz elevado. Esse 

comportamento aumentou significativamente sua frequência após o segundo 

hit, em machos, quando combinado com o estresse de separação materna, e 

em fêmeas, pelo estresse de restrição de movimento por si só. Esse 

comportamento, como já mencionado, é interpretado como uma avaliação de 

risco que o animal desempenha com maior frequência quando ansioso. 

O protocolo de restrição de movimento também desencadeou efeito 

tipo antidepressivo com relação aos parâmetros de tempo de imobilidade no 

teste de suspensão pela cauda (em fêmeas). Por outro lado, logo após o 

estresse de imobilização, machos não apresentaram alterações no tempo de 

imobilidade, mas houve efeito tipo depressivo atribuído à separação materna.  

Outro fator parâmetro com resultados significativos obtido após as duas 

semanas de recuperação, devido estresse de restrição de movimento, foi o 

aumento do número de entradas no braço aberto do labirinto em cruz elevado, 

no grupo dos machos. Logo após a interrupção do segundo hit de estresse, 

esse mesmo grupo não apresentou resultados significativos para esse fator.   

Por fim, o estresse por restrição de movimento também provocou 

resultados contrastantes quanto a atividade locomotora dos animais. Foi 

verificado um aumento significativo na atividade locomotora do grupo CON-IMO 

nos machos, logo após a interrupção do segundo hit de estresse, e um prejuízo 

significativo na atividade locomotora das fêmeas, após as duas semanas de 

recuperação.  

Frente a todas essas disparidades nos resultados, se faz necessário 

também repensar a efetividade dos testes comportamentais em medir os 

parâmetros alvo. Além da variabilidade dos protocolos encontrados na 

literatura, outros fatores podem ter influenciado na eficácia dos testes como a 

situação mencionada em um estudo de Walf e colaboradores (2007) que ao 

aplicar o teste do labirinto em cruz elevado mais de uma vez para o mesmo 

animal, perceberam que a atividade nos braços abertos reduz 

significativamente. Ainda segundo esse estudo, é recomendado que esse teste 

não seja aplicado mais de uma vez, exceto se 3 semanas depois da primeira 



exposição ao teste e em uma sala diferente, nessas condições não foram 

detectadas diferenças nos resultados do teste.  

Novos estudos envolvendo estressores neonatais utilizando 

camundongos necessitam ser realizados, com foco em identificar que fatores 

na execução dos protocolos podem influenciar nas respostas comportamentais 

dos animais, bem como investigações acerca de como os animais submetidos 

ao estresse podem afetar os animais controles alojados na mesma sala. De 

maneira geral, ficou claro que mesmo com muitas variáveis interferindo nos 

resultados do estudo, seja desde sua execução, até a aplicação dos testes 

comportamentais, o estresse neonatal de separação materna produz efeitos 

tipo ansiolíticos e depressivos detectáveis até a vida adulta do animal. 
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