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RESUMO 

 

O estresse precoce (Early Life Stress) é capaz de alterar comportamentos, cognição e causar 

mudanças anatômicas e histológicas no sistema nervoso de animais de laboratório e seres humanos. 

Essa trabalho é dividido em dois estudos, cujos objetivos foram: 1- Produzir uma revisão descritiva 

sobre as alterações morfofuncionais produzidas pelo ELS em modelos murinos e humanos; 2- 

Avaliar os efeitos a longo prazo (>60 dias) da exposição a eventos estressores no início da vida, 

analisando parâmetros comportamentais e neuromorfológicos em camundongos. O primeiro estudo 

desta dissertação resultou na produção de um artigo científico de revisão descritiva sobre efeitos do 

ELS no sistema nervoso central de roedores e humanos, o qual traz um compilado de dados a 

respeito das principais alterações encefálicas a nível estrutural e celular. Em relação ao segundo 

estudo desta dissertação, o qual se refere a parte experimental, foram utilizados 24 animais, grupo 

controle (N=12) e grupo estressado (N=12) divididos igualmente em ambos os sexos. O estresse foi 

induzido através de um modelo combinado de estresse precoce (LBSM), que consiste na junção do 

protocolo de limited bedding (LB) concomitantemente com a separação materna (SM) por 3 

horas/dia, do dia pós-natal 2 ao 15. Após 60 dias de vida, os animais foram analisados. Foram 

realizados os seguintes testes para avaliação de comportamentos do tipo depressivo/ansioso: 1-

Teste de preferência a sacarose; 2-Campo aberto; 3-Labirinto em cruz elevado; 4-Claro/escuro e 5-

Nado forçado. Posteriormente, os animais foram eutanasiados e seus encéfalos submetidos à técnica 

histológica de Nissl, associada aos métodos estereológicos de Cavalieri para análise volumétrica e 

morfometria planar das espessuras cortical e das camadas piramidais do CA1 e CA3 hipocampais, 

e estimativa das densidades neuronais e gliais e relação glias/neurônios em distintas regiões 

encefálicas. A análise de imagens foi realizada no software Image Pro Plus e a análise estatística 

(teste t não pareado) nos software GraphPad Prism (p< 0,05). No teste do labirinto em cruz elevado, 

as fêmeas ELS, aumentaram seu tempo de permanência nos braços abertos (p=0,011) e no centro 

(p=0,019), reduziram a permanência nos braços fechados (p=0,005) e aumentaram seu número de 

entradas nos braços abertos (p=0,028) e fechados (p=0,048). Nenhum outro parâmetro 

comportamental foi afetado de modo significativos pelo ELS em machos ou fêmeas. Em relação à 

morfometria cerebral dos machos observamos: (1) o ELS aumentou o volume hipocampal entre os 

Bregmas 1.46 até Bregmas 2.06 (p=0,011), sendo que o aumento significativo ocorreu na porção 

mais rostral do hipocampo, entre Bregma 1.46 até Bregma 1.70 (p=0,001); (2) o ELS aumentou a 

espessura cortical cerebral (p=0.000006) e a espessura da camada piramidal do CA1 hipocampal 

(p=0.018); e (3) o ELS reduziu a densidade neuronal cortical na área infralímbica do córtex pré-

frontal medial (p=0.016). Analisando-se os dados relativos à morfometria cerebral das fêmeas, 

observa-se: (1) o ELS provocou um aumento da espessura de camada piramidal do CA1 hipocampal 

(p=0,00006); (2) o ELS reduziu a densidade neuronal cortical nas áreas pré-límbica (p=0,048) e 

infralímbica (0,017); (3) o ELS reduziu a densidade neuronal na amígdala basolateral (p=0,041) e 

a densidade glial do córtex cingulado (p=0,025). As alterações comportamentais encontradas são 

restritas à alterações no teste de labirinto em cruz elevado em fêmeas. Por sua vez, o protocolo ELS 

afetou de modo distinto a anatomia e histologia encefálica em machos e fêmeas. Nossos resultados 

sugerem que as respostas comportamentais de longo prazo ao ELS, em camundongos, relacionadas 

à depressão e ansiedade, podem ser mais significativas em fêmeas e que as alterações morfométricas 

cerebrais encontradas em machos submetidos ao ELS podem não se traduzir em alterações 

comportamentais analisadas pelos testes executados nessa dissertação, mas talvez estejam 

relacionadas à déficits em outras funções superiores.  
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ABSTRACT 

 

Early Life Stress is capable of altering behavior, cognition and causing anatomical and 

histological changes in the nervous system of laboratory animals and humans. This work is divided 

into two studies, whose objectives were: 1- Produce a descriptive review on the morphofunctional 

changes produced by ELS in murine and human models; 2- Evaluate the long-term effects (>60 

days) of exposure to stressful events in early life, analyzing behavioral and neuromorphological 

parameters in mice. The first study of this dissertation resulted in the production of a scientific 

article of descriptive review on the effects of ELS on the central nervous system of rodents and 

humans, which brings a compilation of data regarding the main encephalic alterations at the 

structural and cellular level. Regarding the second study of this dissertation, which refers to the 

experimental part, 24 animals were used, control group (N=12) and stressed group (N=12) equally 

divided into both sexes. Stress was induced through a combined model of early stress (LBSM), 

which consists of joining the limited bedding (LB) protocol concomitantly with maternal separation 

(SM) for 3 hours/day, from postnatal day 2 to 15 After 60 days of life, the animals were analyzed. 

The following tests were performed to assess depressive/anxious behaviors: 1-Sucrose preference 

test; 2-Open field; 3-Labyrinth in elevated cross; 4-Light/Dark and 5-Forced Swim. Subsequently, 

the animals were euthanized and their brains submitted to Nissl's histological technique, associated 

with Cavalieri's stereological methods for volumetric analysis and planar morphometry of cortical 

thickness and pyramidal layers of hippocampal CA1 and CA3, and estimation of neuronal and glial 

densities and relationship glia/neurons in different brain regions. Image analysis was performed 

using Image Pro Plus software and statistical analysis (unpaired t test) using GraphPad Prism 

software (p< 0.05). In the elevated plus maze test, ELS females increased their time spent in the 

open arms (p=0.011) and in the center (p=0.019), reduced their time in the closed arms (p=0.005) 

and increased their number of entries into the open (p=0.028) and closed (p=0.048) arms. No other 

behavioral parameters were significantly affected by ELS in males or females. Regarding the 

cerebral morphometry of males, we observed: (1) ELS increased hippocampal volume between 

Bregmas 1.46 to Bregmas 2.06 (p=0.011), with a significant increase occurring in the most rostral 

portion of the hippocampus, between Bregma 1.46 to Bregma 1.70 (p=0.001); (2) ELS increased 

cerebral cortical thickness (p=0.000006) and hippocampal CA1 pyramidal layer thickness 

(p=0.018); and (3) ELS reduced cortical neuronal density in the infralimbic area of the medial 

prefrontal cortex (p=0.016). Analyzing the data related to the cerebral morphometry of the females, 

it is observed: (1) ELS caused an increase in the thickness of the pyramidal layer of the hippocampal 

CA1 (p=0.00006); (2) ELS reduced cortical neuronal density in the prelimbic (p=0.048) and 

infralimbic (0.017) areas; (3) ELS reduced neuronal density in the basolateral amygdala (p=0.041) 

and glial density in the cingulate cortex (p=0.025). The behavioral changes found are restricted to 

changes in the elevated plus maze test in females. In turn, the ELS protocol affected brain anatomy 

and histology differently in males and females. Our results suggest that long-term behavioral 

responses to ELS, in mice, related to depression and anxiety, may be more significant in females 

and that brain morphometric changes found in males submitted to ELS may not translate into 

behavioral changes analyzed by the tests performed in this dissertation, but perhaps they are related 

to deficits in other higher functions.  

 

Key-words: Early life stress; Morphology; Histology. 
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Esta dissertação de mestrado é composta por dois estudos que visam aprimorar o 

conhecimento em relação ao impacto da exposição ao estresse no início da vida sobre o 

comportamento da prole, assim como alterações neurobiológicas associadas. O primeiro estudo 

realizado foi uma revisão a respeito das alterações morfofisiológicas no cérebro, causadas pela 

exposição ao estresse no início da vida. Portanto, revisamos o impacto duradouro que o estresse 

precoce tem nas estruturas e células cerebrais, organizando os dados disponíveis de pesquisas 

com animais publicadas na última década. O segundo estudo se propôs a investigar o efeito da 

exposição da combinação de dois modelos clássicos de estresse no início da vida, identificando 

alterações comportamentais e morfofisiológicas em regiões do cérebro envolvidas nos 

comportamentos do tipo depressivo e ansioso em camundongos machos e fêmeas.
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INTRODUÇÃO 

 

1 ESTRESSE 

 

O estresse é caracterizado como uma ameaça à homeostase geral do organismo, o qual, 

com objetivo de restabelecer esta homeostase, responde com um grande número de alterações 

fisiológicas consideradas adaptativas (1). Essa resposta ao estresse é definida como uma 

experiência emocional que envolve mudanças fisiológicas, cognitivas e comportamentais na 

adaptação a estímulos intrínsecos e extrínsecos (2). Quando um indivíduo é exposto ao estresse 

agudo, seja físico ou psicológico, uma cascata de processos biológicos é desencadeado e irá 

modular precisamente uma resposta adaptativa de acordo com a demanda. Tal resposta fornece 

ao corpo e ao encéfalo os recursos necessários para responder àquele estímulo de maneira 

adequada. Assim, sinapses são ativadas de forma a aumentar a atenção, o alerta, a frequência 

cardíaca, a pressão arterial, a frequência e amplitude ventilatória e as vias catabólicas. Uma vez 

que o evento estressor cesse, o mesmo ocorre com as respostas fisiológicas por ele 

desencadeadas. Se o organismo é incapaz de cessar a resposta ao estresse ao final da exposição 

ao mesmo, ou ainda, se o organismo for exposto ao estresse crônico, os mecanismos adaptativos 

que respondem a este estresse podem resultar em condições patológicas, contribuindo para 

perda neuronal em regiões chave como o hipocampo e a amígdala (3–5). 

A chamada doença relacionada ao estresse tem sido bastante estudada nas últimas duas 

décadas. Evidências crescentes têm indicado um aumento do risco de desenvolvimento de 

distúrbios psiquiátricos e físicos como resultado do estresse. Foi visto que o estresse é um fator 

de risco comum de 75% a 90% das doenças, incluindo doenças com alta taxa de morbidade e 

mortalidade, como doenças cardiovasculares (como hipertensão e aterosclerose), doenças 

metabólicas (como diabetes e doença hepática gordurosa não alcoólica), distúrbios psicóticos e 

neurodegenerativos (como depressão, Alzheimer e Parkinson) e câncer (6,7). 

Atualmente, os distúrbios psiquiátricos são um dos maiores problemas de saúde pública. 

Este ainda é um assunto muito delicado, mas necessário, pois, são bem mais comuns do que se 

imagina. No mundo, estima-se que 970 milhões de pessoas sofram de distúrbios psiquiátricos 

(8). O número de pessoas com transtornos comuns, como a depressão e o transtorno de 

ansiedade cresce consideravelmente, especialmente em países de baixa renda. Situação de 

vulnerabilidade, como crises humanitárias entre outras adversidades, são fatores de risco para 

a população de tais países. Posteriormente, fatores como pobreza, abuso e negligência infantil 
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surgiram como fatores de risco principais para o início e persistência de distúrbios psiquiátricos 

(8,9).  

 

1.1 Estresse precoce: os períodos de sensibilidade do desenvolvimento 

 

Evidências demonstram que a exposição precoce a eventos estressores possui impacto 

negativo na saúde mental, aumentando o risco de desenvolvimento precoce e gravidade de 

distúrbios psiquiátricos (4,8,10-15). A Pesquisa Nacional de Comorbidade (NCS) destacou que 

a exposição ao estresse na primeira infância está associada à uma maior probabilidade de 

desfechos negativos ao longo do desenvolvimento. Foi sugerido que ambientes adversos 

precoces contribuem para até 45% dos distúrbios psiquiátricos de início na infância e mais de 

30% de início na idade adulta  (16,17).  

 Indivíduos com distúrbios psiquiátricos frequentemente possuem histórico de 

experiências traumáticas na infância onde o tipo de abuso varia desde abuso emocional e físico, 

até a negligência (18,19). Esses eventos estressores, quando excedem os recursos de 

enfrentamento da criança, e levam a exposições prolongadas ao estresse, é conhecido na 

literatura como Early Life Stress (ELS), e ocorrem em períodos do desenvolvimento em que o 

cérebro está mais suscetível as alterações ambientais (20). Os ELS comumente estudados 

abrangem abuso físico, sexual, emocional e verbal, negligência, privação social, desastres e 

disfunções domésticas incluindo testemunho de violência, atividade criminosa, separação dos 

pais, morte ou doença dos pais, pobreza e abuso de substâncias (21). Dados clínicos mostraram 

que o ELS está relacionado ao início precoce de distúrbios como depressão, ansiedade, 

transtornos de personalidade e abuso de substâncias durante o final da infância e adolescência 

(16,22,23). 

Além disso, crianças maltratadas, geralmente, estão expostas a mais de um tipo de abuso 

simultaneamente. Entretanto, os tipos e a frequência que esses abusos ocorrem não são os 

únicos fatores que devem ser levados em consideração, mas também a duração e a idade em 

que a criança foi exposta a essa adversidade (24,25). Muitos dos desfechos associados ao ELS 

podem se dar de forma adaptativa no ambiente adverso imediato, porém, ao longo do curso da 

vida eles podem se tornar detrimentais e não adaptativos (26). O nosso organismo, 

normalmente, se adapta bem a eventos estressores – estresse agudo – mas, quando esse estresse 

é persistente ou muito intenso – crônico – essa resposta, incialmente adaptativa, torna-se uma 

carga alostática e, com isso, surgem psicopatologias induzidas pelo estresse (27).  
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Tem sido amplamente demonstrado na literatura da psicologia do desenvolvimento que 

os primeiros anos de vida do indivíduo são considerados um período de rápidas mudanças, 

estabelecendo assim, a base para grande parte do desenvolvimento físico, emocional e cognitivo 

do indivíduo (26). Esses diferentes momentos do desenvolvimento do indivíduo, durante a 

infância, são conhecidos como períodos de sensibilidade do desenvolvimento nos quais o 

sistema nervoso central (SNC) está mais suscetível aos estímulos ambientais e são associados 

ao desenvolvimento sinaptogênico e eventos maturacionais do cérebro. O cérebro é um órgão 

homeostático cujo desenvolvimento está associado à uma regulação fina na expressão de 

moléculas como hormônios, neurotransmissores e neurotrofinas. Perturbações neste delicado 

balanço levam a uma maior vulnerabilidade ao estresse, consequentemente aumentando o risco 

de desenvolvimento de distúrbios psiquiátricos . Evidências diretas mostram que a exposição a 

eventos adversos durante esses períodos de sensibilidade do desenvolvimento pode resultar em 

uma reatividade exagerada ao estresse, causando alterações em vários circuitos neurais que irão 

persistir na idade adulta (28). 

Em resposta a novos eventos, os circuitos neurais mudam constantemente para se 

adaptarem às novas exigências ambientais, um processo conhecido como neuroplasticidade. Ao 

longo da vida do indivíduo, seu cérebro se adapta a experiências específicas, modificando 

circuitos neurais, através de remodelação dendrítica e sináptica, mobilizando recursos para 

aumentar suas chances de sobrevivência (29). A neuroplasticidade, essa considerável 

capacidade de induzir mudanças estruturais e funcionais é altamente sensível ao estresse, sendo 

regulada negativamente quando há estressores agudos e crônicos atuando sobre a mesma 

(29,30). Assim, a exposição exacerbada a estressores crônicos, podem afetar o desenvolvimento 

do cérebro e, consequentemente, a saúde mental do indivíduo (31–36). Quando o ELS ocorre 

durante um período de sensibilidade do desenvolvimento, ele pode interferir na plasticidade 

induzida por experiência normal e, como consequência, afetar a programação de funções 

cerebrais específicas (37,38).  

 

1.2 O sistema de resposta ao estresse – Eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal  

 

O sistema fisiológico envolvido na resposta ao estresse, seja o estresse precoce ou na 

idade adulta, é o eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (eixo HPA), também conhecido como eixo 

Hipotálamo-Hipófise-Adrenal. Diante de um evento estressor, o eixo HPA é ativado e mobiliza 

os recursos metabólicos necessários para responder a tais eventos e retomar a alostase do 

organismo. Quando o cérebro detecta uma ameaça, uma resposta fisiológica coordenada 
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envolvendo componentes do sistema autônomo, neuroendócrino, metabólico e imunológico é 

ativada. Neurônios da região parvocelular medial do núcleo paraventricular do hipotálamo 

liberam o hormônio liberador da corticotrofina (CRH) e vasopressina arginina (AVP), 

desencadeando a secreção do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela glândula pituitária. 

Esse ACTH circulante irá atuar no córtex adrenal para sintetizar e liberar glicocorticoides, 

cortisol (no caso dos humanos) ou corticosterona (no caso dos roedores), que por sua vez atuam 

em todo o corpo para orquestrar uma resposta fisiológica ao estressor (26).  Além disso, a 

medula adrenal libera catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina). 

Em situações normais, nosso organismo é exposto a níveis de CRH e cortisol basais, os 

quais possuem papel importante na regulação diária do nosso organismo assim como para o 

desenvolvimento e as funções saudáveis do cérebro (39). Exposições repetidas a níveis elevados 

tanto de cortisol quanto de CRH, ou a elevação crônica desses níveis acaba resultando em 

efeitos prejudiciais para o organismo. Por exemplo, níveis elevados de exposição ao cortisol 

por períodos de 48 a 72 horas podem promover a formação de radicais livres que são tóxicos 

para os próprios neurônios (40). 

Após a ativação do sistema, e uma vez que o estressor percebido tenha diminuído, ciclos 

de feedback são acionados em vários níveis do sistema (isto é, da glândula adrenal ao 

hipotálamo e outras regiões do cérebro, como o hipocampo e o córtex frontal) para desligar o 

eixo HPA e retornar a um ponto homeostático definido. Em contraste, a amígdala, que está 

envolvida no processamento do medo, ativa o eixo HPA a fim de colocar em movimento a 

resposta ao estresse necessária para lidar com o desafio (Figura 1). Além desses, há outros 

sistemas e fatores que respondem ao estresse, incluindo o sistema nervoso autônomo, as 

citocinas inflamatórias e os hormônios metabólicos. Todos esses são afetados pela atividade do 

eixo HPA e, por sua vez, afetando sua função, estando implicados nas mudanças 

fisiopatológicas que ocorrem em resposta ao estresse crônico, desde as primeiras experiências 

até a vida adulta (33,41). Estudos demonstraram que os glicocorticoides regulam os neurônios 

secretores de CRH hipotalâmicos, neurônios piramidais do hipocampo, neurônios corticais pré-

frontais e neurônios amigdaloides basolaterais (41).  
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Figura 1 - Desenho esquemático mostrando as vias do estresse - Eixo HPA. (GR: receptor glicocorticoide, RM: 

receptor mineralocorticoide, CRH: hormônio liberador de corticotrofina, ACTH: hormônio adrenocorticotrófico, 

AVP: vasopressina arginina). 

Fonte: Adaptado de Lupien et al., (2009) (33). 

 

2 MODELOS DE ESTRESSE PRECOCE EM ROEDORES 

 

Apesar da relação entre ELS e o desenvolvimento de psicopatologias ao longo da vida 

já esteja bem caracterizada em humanos, os mecanismos associados a estes prejuízos 

comportamentais não estão completamente elucidados. Por este motivo, estudos com modelos 

animais são utilizados para investigar as alterações biológicas decorrentes da exposição ao 

estresse na fase inicial do desenvolvimento (42). 

Em função da facilidade de manipulação e controle ambiental, modelos utilizando 

roedores acabam se destacando. Somando ao fato da similaridade genética entre roedores e 

https://www.nature.com/articles/nrn2639
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humanos, o que facilita a translação dos achados (43). A pesquisa em animais experimentais 

tem a vantagem adicional em relação ao trabalho em humanos de permitir o acesso ao tecido 

cerebral em qualquer ponto durante e após o ELS, permitindo a caracterização precisa de suas 

consequências celulares no SNC. O modelo animal mais utilizado para investigar as relações 

entre ELS e suas consequências psiquiátricas e físicas é a separação materna repetida (44). O 

estudo dos efeitos da interrupção do relacionamento mãe-bebê utilizam roedores visando 

replicar adversidades como negligência materna, abuso materno, separações repetidas e 

privação de cuidados maternos (45–47), as quais os bebês humanos podem estar sujeitos no 

início de suas vidas. A exposição a tais eventos, em momentos nos quais o organismo não está 

plenamente apto para responder, resultam em alterações imediatas e / ou de longo prazo do eixo 

HPA e demais sistemas envolvidos na resposta ao estresse (47-49). Especificamente, alterações 

no padrão de interações normais mãe-filhote estão relacionadas a desregulação neurobiológica, 

fisiológica e do comportamento emocional em animais adultos como resultado da 

desprogramação do eixo HPA (50,51). 

O contato próximo e o apego do filhote com a mãe é extremamente importante para o 

neurodesenvolvimento saudável, fornecendo quase todos os requisitos básicos para a 

sobrevivência e o crescimento (52,53).  Alterações nesse relacionamento no início da vida 

levam a uma reação significativa de protesto e desespero nos filhotes, induzindo a ativação de 

um cascata de eventos centrais e periféricos, resultando na exposição repetida aos mediadores 

de estresse, como glicocorticoides e catecolaminas (50,51,54). Consequentemente, essas 

alterações fisiológicas e hormonais aumentam o risco de desenvolvimento de comportamentos 

do tipo depressivo e ansioso (4,55–57). 

Dentre os modelos animais utilizados no estudo dos efeitos da exposição ao ELS e que 

visam mimetizar os abusos da infância humana, como privação social e negligência, a separação 

materna (SM) é o mais utilizado (58). O modelo de SM consiste na separação dos filhotes de 

suas mães por um período de tempo significativo (por exemplo, 3h/dia) durante as primeiras 

duas semanas de vida pós-natal (46,49,59–61). Os períodos de separação ativam o eixo HPA 

dos filhotes, o que é evidenciado pelo aumento dos níveis plasmáticos de hormônio 

adrenocorticotrófico e glicocorticoides além de reduzir a ligação de CRH na hipófise (62,63).  

Nas últimas décadas, surgiu um novo procedimento que tem por objetivo interromper o 

cuidado materno além da experiência normal, induzido pela limitação do acesso a maravalha 

(material de cama), criando um ambiente empobrecido, visando mimetizar a pobreza, o qual 

impede que a mãe construa um ninho satisfatório. Esse modelo de ELS é conhecido como 
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Limited Bedding (LB) ou “cama limitada” (64,65). Esse ambiente empobrecido aumenta os 

níveis de corticosterona basal na própria mãe (66). Essas condições estressantes alteram o 

padrão e a qualidade do cuidado materno, resultando em comportamentos de cuidado 

fragmentados e reduzidos. Os padrões alterados de cuidado materno induzem estresse nos 

filhotes evidenciado pelo aumento das concentrações plasmáticas de glicocorticóides e pela 

presença de glândulas supra-renais hipertrofiadas no final deste período de estresse (64,67). As 

consequências desta forma de ELS são profundas, incluindo uma perda progressiva da função 

cognitiva e desarranjos robustos das funções emocionais mais tarde na vida em estudos com 

camundongos e ratos.  

Ambos os procedimentos contínuos e intermitentes foram desenvolvidos para produzir 

experimentalmente cuidados maternos fragmentados, imprevisíveis ou adversos, em um 

esforço para imitar a qualidade do cuidado que muitas vezes caracteriza mães humanas 

deprimidas, severamente estressadas ou que abusam de drogas. 

 

3 DEPRESSÃO E ANSIEDADE 

 

Durante o estresse ocorrem respostas fisiológicas adaptativas, onde uma disfunção 

contínua do sistema do estresse, caracterizada pela hiper ou hipoatividade do eixo HPA, tem 

um papel em várias doenças, incluindo uma gama do espectro depressivo (68). Considerada um 

dos distúrbios psiquiátricos mais incapacitantes, a depressão tem um alto índice de prevalência. 

A depressão é a causa de comorbidade psiquiátrica mais comum em adultos em todo o mundo. 

Dados de 2019 da Organização Mundial da Saúde (OMS), mostraram que o Brasil é o segundo 

país com maior número de depressivos das Américas, ficando atrás somente dos Estados Unidos 

(8). De acordo com o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-V) da 

Associação Psiquiátrica Americana (APA), as chances de desenvolver algum transtorno 

depressivo durante a vida é de 12 a 15% para homens e de 10 a 25% para mulheres (69).  

A depressão clínica, também conhecida como transtorno depressivo maior (TDM), é 

caracterizada por um estado mental onde o indivíduo perde o prazer e/ou interesse em quase 

todas as atividades. A depressão deve ser vista como uma síndrome heterogênea composta por 

vários sintomas de causas distintas (70,71), como: humor deprimido, vazio ou irritável, perda 

de interesse ou de prazer, energia reduzida, tendência maior ao cansaço e uma atividade 

reduzida. Além disso, o quadro de depressão é, geralmente, acompanhado de alterações 

orgânicas como transtornos de sono, de apetite, da função sexual, da perda ou do ganho de peso 

e de alterações cognitivas que afetam significativamente a capacidade de funcionamento do 
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indivíduo (69,72). A depressão representa uma importante consequência psicossocial, sendo 

também associada ao aumento da incidência de doenças cardíacas, diabetes, hipertensão e de 

alterações no colesterol (73–76).  

O transtorno de ansiedade, por sua vez, é um distúrbio psicológico com sintomas 

semelhantes vistos em pacientes com depressão, a qual é caracterizada por momentos de medo 

e ansiedade excessivos e perturbações comportamentais relacionados. Onde o medo é a resposta 

emocional a ameaça iminente real ou percebida, enquanto a ansiedade é a antecipação de 

ameaça futura de eventos negativos (69).  Ela pode ocorrer de maneira adaptativa ou como 

transtorno psicológico, e a gravidade dessa doença e o tempo de permanência desse estado 

determinam a diferença entre essas ocorrências (77). A sobreposição de sintomas associados à 

depressão e à ansiedade dificulta o diagnóstico, a pesquisa e o tratamento. Os transtornos de 

depressão e ansiedade que se desenvolvem na infância tendem a persistir na idade adulta, se 

não tratados, podendo ser sentidos como grandes alterações patológicas que afetam 

progressivamente a estrutura do cérebro, através da desregulação hormonal e, eventualmente, 

afetando a saúde mental (33,78,79). 

Um estudo sobre a relação entre estresse, eixo HPA e depressão, mostrou que as 

alterações desse eixo dependem de uma série de fatores: a gravidade e o tipo de depressão, o 

genótipo, história de trauma na infância, temperamento e, provavelmente, resiliência (80). O 

ELS é considerado um sério problema de saúde pública, pois foi visto que crianças que 

vivenciaram eventos adversos na infância possuem maiores chances de desenvolver depressão 

na adolescência e na idade adulta. Cerca de um quarto a um terço das crianças nessa situação 

estarão mais vulneráveis a desenvolver depressão até os 20 anos de idade (81). A prevalência é 

em indivíduos do sexo feminino, com uma proporção de 2:1 em comparação ao sexo masculino 

(69).   

 

4 ESTRESSE E NEUROINFLAMAÇÃO  

 

Alterações na estrutura e função do cérebro, como uma resposta prejudicada do eixo 

HPA ao estresse e um estado inflamatório anormal, são frequentemente relatados em pacientes 

que vivenciaram adversidade no início da vida (20,82–84), especialmente em regiões sensíveis, 

como o córtex pré-frontal, a amígdala e o hipocampo (85–92). A desregulação do sistema 

imunológico, incluindo inflamação, disfunção mitocondrial e desequilíbrio oxidante-

antioxidante, é considerada fator de risco para o surgimento de transtornos psiquiátricos, 

incluindo ansiedade, depressão e dependência de drogas (93–96).  
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Tem sido reconhecido que a via inflamatória atua como uma base molecular 

fundamental na origem e no desenvolvimento de muitas doenças crônicas. Estudos tem 

demonstrado de maneira crescente, que a inflamação excessiva desempenha um papel crítico 

no início e/ou na progressão de doenças relacionadas ao estresse. Diversos estudos suportam 

que doenças multifatoriais, incluindo doenças cardiovasculares e metabólicas, distúrbios 

neurodegenerativos psicóticos e câncer, apresentam em comum um estado inflamatório (7,99). 

Dados de modelos animais demonstram um importante papel da inflamação no 

desenvolvimento e manutenção dos sintomas depressivos, de ansiedade, mania, entre outros 

(100–104). Sabe-se que a desregulação imunológica e decorrente perfil inflamatório sistêmico, 

mais especificamente a low-grade inflammation, está associada ao desenvolvimento de 

transtornos de humor (97,98).  Por sua vez, as citocinas inflamatórias circulantes atravessam a 

barreira hematoencefálica, podendo afetar células do sistema nervoso como neurônios, 

astrócitos e micróglias, as quais são ativadas  (94,105).  

A micróglia possui papel fundamental devido a sua capacidade macrofágica de defesa 

no SNC. Elas são consideradas as células imunes residentes do SNC, respondendo as mais 

diversas alterações fisiológicas que ocorram no encéfalo. Uma vez ativadas, respondem às 

alterações do ambiente cerebral por meio de alterações em sua morfologia e função (106,107). 

Apesar da micróglia ser descrita como um regulador imunológico, foi visto também que ela 

pode impactar os processos cognitivos, como aprendizagem e memória (108,109).  

A ativação microglial tem sido observada em doenças neurodegenerativas, bem como 

no envelhecimento natural e, recentemente, descobriu-se um aumento na densidade microglial 

em amostras cerebrais post mortem de indivíduos que sofriam de TDM, evidenciado por 

aumentos nos níveis de Iba-1 (molécula adaptadora de ligação de cálcio ionizada 1) (110,111). 

As micróglias regulam a função neuronal durante um desafio inflamatório (106). Em função 

disso, a micróglia surgiu como um possível fator mediador das mudanças relatadas após a 

exposição ao estresse, com o intuito de conectar o estado neuroinflamatório alterado, que é 

observado após adversidades no início da vida, com o desenvolvimento de deficiências 

cognitivas e comportamentais (112–119). Experimentos em modelos animais conseguiram 

estabelecer uma ligação causal entre mediadores inflamatórios e sintomas semelhantes aos da 

depressão (112–115,120), onde foi demonstrada a ativação de células micróglias em resposta a 

eventos estressores crônicos e, tais alterações foram associadas ao comportamento depressivo 

nestes animais (121).  
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5 DIFERENÇAS DE SEXO NOS EFEITOS DA ELS 

 

Homens e mulheres podem responder de forma diferente a esses desafios ambientais e 

imunológicos (122). Estudos mostraram que os homens tendem a ter respostas 

neuroinflamatórias mais pronunciadas após um desafio imunológico quando comparados às 

mulheres (123). 

Dados clínicos mostraram o impacto de longo prazo do ELS na saúde mental em um 

número desproporcionalmente grande de mulheres (124). Foi visto que a regulação do eixo 

HPA é mais profundamente alterada em mulheres após ELS do que em homens, entretanto, os 

mecanismos subjacentes para essa diferença ainda não são totalmente compreendidos (125). 

O controle do nível de cortisol após um estressor é devido ao feedback através do 

receptor glicocorticoide (RG) e do receptor mineralocorticóide (RM) no hipocampo e, 

aparentemente, esse feedback é prejudicado nas mulheres. O estresse para machos e fêmeas 

antes do acasalamento, estresse para a fêmea prenhe e o estresse para o animal recém-

nascido/desmamado, produzem efeitos específicos ao sexo nas futuras respostas ao estresse, 

neuroquímica e comportamental (41). A literatura animal tem muitos exemplos de diferenças 

entre os sexos na resposta a um determinado estressor e o assunto foi recentemente revisado 

(126). Por exemplo, para ratos machos, aglomeração é mais estressante do que alojamento de 

isolamento, enquanto para fêmeas, o isolamento é mais estressante (127,128). Além disso, 

existem diferenças de sexo nos efeitos da ELS, com cada gênero respondendo de maneiras 

diferentes, dependendo das idades em que os estressores iniciais ocorreram.  

 

6 ESTRUTURAS ANATÔMICAS E SUAS ALTERAÇÕES MORFOFUNCIONAIS 

INDUZIDAS PELO ESTRESSE 

 

O papel do encéfalo nas respostas ao estresse está relacionado a determinar o que é ou 

não uma ameaça aos organismos, além de regular as respostas fisiológicas, comportamentais, 

cognitivas e emocionais ao mesmo, modulando sua plasticidade, de forma adaptativa ou não, 

frente aos eventos estressores (129). 

Durante a infância e a periadolescência, áreas e circuitos cerebrais que estão associados 

ao controle da emoção e da memória emocional, como a amígdala, o hipocampo e o córtex pré-

frontal medial (CPFm), passam por processos de reestruturação e maturação (27). Essas regiões 

são bastante reativas ao estresse e na emocionalidade, sofrendo mudanças profundas em sua 

estrutura e função em resposta ao estresse (130). 
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As respostas emocionais são processadas através da interface de regiões do sistema 

límbico com outras regiões cerebrais. Hipocampo e amigdala irão interagir na codificação de 

memorias emocionais, como medo e raiva. Por sua vez, o córtex pré-frontal (CPF) está 

relacionado ao controle de estruturas subcorticais regulando respostas comportamentais de 

forma a que estas sejam adequadas (131). Juntos, hipocampo, amigdala e CPF compõem as 

regiões cerebrais envolvida no reestabelecimento da homeostase do organismo uma vez que 

eventos estressores cheguem ao seu fim (129) (Figura 2). 

 

 
 

Figura 2 - Desenho do cérebro humano mostrando as principais regiões envolvida na resposta ao estresse: 

hipocampo (amarelo), amígdala (roxo) e córtex pré-frontal medial (CPFm) (azul). 

Fonte: Godsil et al., (2013) (132). 

 

A literatura demonstra que a exposição ao ELS resulta em redução do volume cerebral. 

Regiões como o córtex pré-frontal, parietal e temporal, assim como estruturas subcorticais, 

além da massa cinzenta como um todo, apresentaram volumes reduzidos em crianças e bebês 

de baixo nível socioeconômico quando comparadas a seus pares de alto nível socioeconômico  

(133–135). Estudos avaliando indivíduos que sofreram maus-tratos na infância reportam 

volume reduzido no córtex pré-frontal, amígdala e hipocampo quando comparados a indivíduos 

não maltratados (136–141). Esse efeito é presente somente na infância, uma vez que na idade 

adulta jovem um maior risco socioeconômico está associado a um maior volume da amigdala, 

um efeito que também e observado de acordo com a idade da adoção em indivíduos pós-

institucionalizados (142,143).  

 

6.1 Hipocampo 

 

O hipocampo está relacionado a diversas sub-regiões encefálicas, estando envolvido em 

diferentes funções. O hipocampo é uma estrutura medial-temporal que possui alta plasticidade. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924977X12003136?via%3Dihub#f0005
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Sua principal função está relacionada com a formação, consolidação e processamento de 

memórias emocionais (144). Seu desenvolvimento e maturação é bastante heterogêneo ao longo 

do desenvolvimento. Em indivíduos saudáveis, além de se comunicar com o eixo HPA, a porção 

anterior do hipocampo se projeta para a amigdala e CPF, estando associado a comportamentos 

relacionados a ansiedade, memória associativa e processamento emocional. As regiões 

posteriores, por sua vez, mais especificamente a região CA3, estão envolvidas com processos 

de aprendizagem espacial e de memória contextual (145).  

Receptores para glicocorticoides são encontrados em grande quantidade no hipocampo 

e possuem papel na modulação da liberação desses hormônios através dos efeitos inibidores 

sobre o eixo HPA (146–148). Dessa maneira, essa estrutura é indispensável para a integração 

cognitiva, neuro-hormonal e neuroquímica em resposta ao estresse (149). O estresse resulta no 

aumento do nível de glicocorticoides na circulação, que resulta na intensa exposição do 

hipocampo a esses hormônios (150,151). 

Alterações morfológicas frente a diferentes tipos de estressores foram observadas nas 

células do hipocampo. Em um modelo experimental de exposição a um predador foi observado 

diminuições na complexidade dendrítica, no comprimento dos dendritos, no número de 

ramificações e na densidade de espinhos dendríticos nos neurônios de CA1, CA3 e giro 

denteado do hipocampo (152). Estudos em humanos corroboram os achados experimentais nos 

aspectos relacionados à redução morfológica hipocampal causada pelo estresse. Foi 

demonstrado que pacientes com doenças relacionadas ao estresse, como depressão, apresentam 

redução no volume do hipocampo (152–156). 

 

6.2 Córtex pré-frontal 

 

O córtex pré-frontal (CPF), assim como o córtex frontal de forma geral, é a região 

cerebral a amadurecer mais tardiamente, por volta dos 25 anos em humanos (157). Por este fato, 

o CPF, que orquestra a integração da cognição, emoção e ação por meio de suas redes corticais 

e subcorticais, foi considerada como uma região do cérebro muito sensível aos efeitos 

prejudiciais da exposição a adversidades pós-natais (158). Além de ser intimamente relacionado 

com funções cognitivas e alterações comportamentais, ele também está relacionado a 

comportamentos ansiosos, modulando diversas psicopatologias associadas ao estresse (33,158).  

Apesar de limitados, dados da literatura demonstram que a exposição ao ELS afeta a 

plasticidade estrutural dessa região cerebral de forma multidirecional, afetando especificamente 

densidades sinápticas, comprimentos dendríticos e ramificações (159–167). Estudos anteriores 



22 

 

 
 

demonstraram que roedores expostos ao modelo de SM mostraram níveis elevados de citocinas 

pró-inflamatórias do Córtex pré-frontal (CPF) e uma diminuição do desempenho em uma tarefa 

cognitiva dependente do CPF (168,176). 

 

6.3 Amigdala 

 

Uma das principais regiões que constituem o sistema límbico é a amigdala. Essa região 

apresenta fundamental importância na memória emocional (169,170). A amígdala é o centro de 

processamento do medo e ela está intimamente associado à patogênese do ataque de pânico e 

ao sistema de resposta ao estresse. Estudos comprovam que a amigdala está associada ao 

circuito neural do estresse e também está envolvida na codificação e recuperação das memórias 

de medo condicionado, bem como na modulação dos comportamentos de ansiedade (171–175). 

Estudos neuroanatômicos funcionais sugeriram que a amígdala funciona como um centro de 

integração de sinais de entrada do sistema imunológico periférico (177). As citocinas periféricas 

são conhecidas por alterar a atividade da amígdala e aumentar os comportamentos semelhantes 

à ansiedade. 

Estudos morfométricos em humanos com transtorno de estresse pós-traumático (TEPT), 

apresentaram resultados distintos em relação ao volume da amigdala. Foram encontrados 

aumento (178), diminuição (179,180) ou nenhuma alteração (181–184). Veer e colaboradores 

(185) constataram uma diminuição apenas no volume da amigdala direita de pacientes com 

TEPT. Em veteranos de guerra, um estudo sugeriu que essa redução do volume da amigdala 

direita estaria relacionada aos sintomas de ansiedade e excitação nesses indivíduos (186).  

Ainda não existe consenso sobre as alterações relacionadas ao estresse observadas na 

amigdala, devido à heterogeneidade dos resultados obtidos nos estudos. O que parece evidente 

é que cada núcleo amigdaloide possui funções específicas no circuito neural do estresse devido 

as suas distintas alterações (152). 
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ESTUDO 1 

 

1 JUSTIFICATIVA 

 

O ELS é um fator predisponente robusto para o surgimento de doenças mentais e várias 

condições de saúde durante a vida adulta. Mesmo curtos períodos de estresse no período 

perinatal podem causar efeitos deletérios permanentes ao longo da vida. Considerando o grande 

número de crianças crescendo em condições adversas em todo o mundo, é crucial entender o 

impacto do estresse no início da vida no desenvolvimento do cérebro.  

Nesse campo de pesquisa, modelos animais ajudaram a esclarecer as relações causais 

entre ELS e fenótipos atípicos, elucidando as alterações na estrutura e função cerebral após a 

exposição a diferentes tipos de adversidades impostas durante os períodos iniciais críticos da 

vida. Foi demonstrado que roedores expostos a estresse pré-natal ou negligência materna pós-

natal exibem respostas neuroendócrinas aprimoradas ao estresse, aumento da ansiedade e 

comportamentos do tipo depressivo e deficiências cognitivas e neuroanatômicas. 

A fim de desenvolver estratégias terapêuticas e intervenções para melhorar a resiliência 

a tais distúrbios na vida adulta, é necessária pesquisa básica para investigar as conexões entre 

as experiências de um organismo em desenvolvimento e seus resultados posteriores ao longo 

de sua vida. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar, através da realização de uma revisão bibliográfica de estudos com murinos 

e humanos, as alterações morfofisiológicas no cérebro causadas pela exposição ao estresse no 

início da vida e, posteriormente, a produção de um artigo científico de revisão. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Levantar novos dados, informações e resultados relacionados ao impacto duradouro que 

o estresse precoce tem nas estruturas e células cerebrais. 

b) Utilizar estes materiais na confecção de um artigo de revisão, organizando os dados 

disponíveis de pesquisas com animais publicadas na última década. 
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3 METODOLOGIA 

 

Realizamos esta revisão descritiva destacando o impacto do ELS nas estruturas e células 

cerebrais, organizando os dados disponíveis da última década a partir de pesquisas publicadas 

nas principais bases de dados científicas (PubMed, Scopus, Web Of Science e Science Direct). 

Os artigos foram incluídos com base em sua relevância para o assunto em análise e data de 

publicação de 2012 até o presente. 
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4 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Artigo científico intitulado “Early life stress and its effects in rodents and humans 

brain morphology – A review”, submetido ao periódico “Developmental Psychobiology”, FI: 

3.038, em 10 de março de 2023 (Apêndice A).  
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APÊNDICE A – MANUSCRIPT 
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ESTUDO 2 

 

1 JUSTIFICATIVA 

 

Inúmeros estudos com humanos e roedores se propuseram a investigar os efeitos da 

exposição ao ELS no desenvolvimento de psicopatologias e alterações cognitivas a longo prazo. 

Diversos dados da literatura, animais e humanos, evidenciam o papel da exposição ao estresse 

precoce no aumento do risco de desenvolvimento de transtornos de humor do tipo depressivo e 

ansioso. Entretanto ainda existem lacunas para compreender os mecanismos neurobiológicos 

relacionados com tais alterações comportamentais. Foi demonstrado que essa exposição 

acarreta desregulações do eixo HPA – principal eixo na resposta ao estresse – alterando a 

responsividade do mesmo na idade adulta. Além disso, uma variedade de estudos mostrou que 

o ELS produz efeitos específicos ao sexo, com cada gênero respondendo de maneiras diferentes, 

dependendo das idades em que os estressores iniciais ocorreram. 

Dessa maneira, conhecer as bases morfofisiológicas que estão potencialmente 

envolvidas na resiliência ou susceptibilidade pode abrir caminhos para identificar os fatores de 

risco biológicos que tornam determinados indivíduos especialmente vulneráveis a transtornos 

relacionados ao estresse, bem como aprimorar métodos de prevenção e tratamento de distúrbios 

neuropsiquiátricos como a depressão.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar as alterações comportamentais e morfofisiológicas em regiões do cérebro 

envolvidas nos comportamentos do tipo depressivo e ansioso (CPF, hipocampo e amigdala), 

em camundongos machos e fêmeas expostos a um modelo combinado de estresse precoce 

(“Limited bedding” + separação materna, LBSM) durante o início da fase adulta. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) A indução do estresse através do modelo combinado de ELS, “Limited bedding” 

concomitantemente com a separação materna (LBSM), nos grupos ELS, em camundongos 

de ambos os sexos da linhagem Balb/cJ; 

b) Investigar o efeito da exposição ao modelo combinado de estresse precoce sobre 

o comportamento do tipo depressivo e ansioso nas seguintes tarefas: preferência a sacarose, 

campo aberto, teste claro/escuro, labirinto em cruz elevado e nado forçado; 

c) Avaliar volumes e espessuras teciduais, assim como densidade neuronal, glial e 

relação glia/neurônio em diferentes regiões corticais e do sistema límbico utilizando a 

técnica de coloração de Nissl avaliada por técnicas estereológicas e de análise de imagens 

por morfometria planar, em animais controle e submetidos ao protocolo ELS de ambos os 

sexos.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 LOCAL DE REALIZAÇÃO DO PROJETO 

 

O presente projeto constitui uma parceria entre o Developmental Cognitive 

Neuroscience Lab, coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo Grassi-Oliveira, da Escola de Medicina 

da PUCRS, e o Laboratório de Biologia Celular e Tecidual, coordenado pelo Prof. Dr. Léder 

Leal Xavier, da Escola de Ciências da Saúde e da Vida da PUCRS. Os procedimentos previstos 

neste projeto foram realizados no Laboratório de Biologia Celular e Tecidual, no 

Developmental Cognitive Neuroscience Lab, no Centro de Modelos Biológicos Experimentais 

(CeMBE) e no Laboratório Central de Microscopia e Microanálise (LabCEMM).  

 

3.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este projeto ocorreu em parceria com o Developmental Cognitive Neuroscience Lab, 

coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo Grassi-Oliveira, da Escola de Medicina da PUCRS. Os 

animais foram provenientes do projeto “Efeito do estresse precoce sobre o uso agudo de 

dietilpropiona em camundongos adolescentes machos”, o qual foi aprovado pela Comissão de 

Ética para Uso de Animais (CEUA) da PUCRS, sob protocolo: 10775 (Anexo A). Todos os 

procedimentos que envolvem manuseio e eutanásia dos animais estão de acordo com as 

regulamentações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA e 

a Lei 11.794 de 8 de setembro de 2008 (Lei Arouca) sobre o uso científico de animais. Os 

procedimentos desenvolvidos neste projeto foram realizados de acordo com a orientação do 

CEUA – PUCRS. 

 

3.3 ANIMAIS 

 

Os animais foram obtidos da colônia do CeMBE - PUCRS. Foram utilizados 24 

camundongos da linhagem BALB/cJ, heterogênicos, machos e fêmeas, desde o seu nascimento. 

Os animais foram mantidos no biotério da PUCRS, sob temperatura controlada de 21 ± 1°C em 

gaiolas ventiladas em ciclo claro-escuro de 12h/12h. Alimentação e água ficaram disponíveis 

ad libitum durante todo o experimento. Os camundongos foram criados internamente para evitar 

qualquer estresse associado ao transporte dos animais. O procedimento de acasalamento 

consisti em agrupar duas fêmeas e um macho na mesma caixa por três dias. Após duas semanas, 
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as fêmeas foram separadas em caixas individuais e inspecionadas até a presença dos filhotes. A 

data de nascimento foi designada como dia pós-natal 0 (DPN 0). Após o nascimento, foi 

realizado o procedimento de cross-fostering e as ninhadas foram controladas para que tenham 

de 6-8 filhotes. As ninhadas foram então randomicamente separadas para serem expostas a 

condição de animais controle ou ELS. 

 

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Os animais foram divididos em 2 grupos (controle e ELS) para ambos os sexos: machos 

controle (n=6), fêmeas controle (n=6), machos ELS (n=6) e fêmeas ELS (n=6). Todos os 

procedimentos abaixo descritos foram realizados com o cuidado de minimizar o sofrimento e o 

número de animais utilizados.  

Após o período de acasalamento e o nascimento dos filhotes, as ninhadas foram 

aleatoriamente designadas para os grupos CTL, e os grupos ELS. As ninhadas foram 

desmamadas no DPN 21. Após o desmame, três filhotes do mesmo sexo e do mesmo protocolo 

de criação foram agrupados por gaiola. Para evitar potenciais efeitos da ninhada, um máximo 

de dois filhotes por ninhada foi usado neste estudo. Os camundongos foram testados do DPN 

60 ao DPN 64 e foram sacrificados após o último teste comportamental para coleta dos 

encéfalos. O projeto experimental é resumido na Figura 3. 

Antes da realização dos testes comportamentais, foi realizado um esfregaço vaginal em 

todas as fêmeas para determinação da fase do ciclo estral em que se encontram. A determinação 

do ciclo estral é de grande importância em procedimentos de pesquisa, pois, ajuda a evitar uma 

série de vieses devido a alterações hormonais que ocorrem durante o ciclo e permite conseguir 

grupo mais homogêneo (187). Portanto, os testes comportamentais foram realizados, no caso 

das fêmeas, sempre na mesma fase do ciclo estral, para evitar possíveis variações nos 

resultados.  
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Figura 3 - Linha do tempo demonstrando o desenho experimental. 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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3.5 PROTOCOLO DE ESTRESSE PRECOCE (ELS) 

 

O modelo de ELS utilizado consiste na combinação do protocolo de Limited Bedding 

concomitantemente com a Separação Materna (LBSM) (Figura 4). O protocolo de LB promove 

um ambiente com recursos reduzidos, o que dificulta o cuidado maternal e promove a exposição 

ao estresse na fase inicial do desenvolvimento (52). O protocolo de SM foi realizado 

concomitantemente com o modelo LB, do DPN 2 até o DPN 15 (188). Durante o protocolo de 

LB, uma malha de alumínio separa os filhotes e a mãe da maravalha na base da caixa residência, 

impedindo o uso da maravalha para a construção do ninho (52). Uma pequena quantidade de 

maravalha convencional foi adicionada somente para cobrir o fundo da caixa e conter os dejetos 

dos animais. Sobre a malha de alumínio somente 1g de algodão foi fornecida para a construção 

do ninho (189). Os filhotes do grupo ELS foram retirados de suas caixas moradia e 

acondicionados em novas caixas moradia de acordo com o protocolo de separação materna, 

uma vez ao dia, durante 3h, das 9h até as 12h. Os filhotes foram alojados individualmente em 

pequenas caixas plásticas com maravalha, as quais foram mantidas sobre uma manta térmica 

elétrica com temperatura de 34°C. Considerando que a vocalização entre mãe e filhote pode 

atenuar os efeitos da separação materna, os filhotes foram mantidos em uma sala diferente 

durante a duração do protocolo. Os animais do grupo controle não foram movidos de suas 

caixas. A partir do DPN 15 o protocolo de manutenção de caixas foi realizado igual ao grupo 

controle. As caixas residência dos animais em condição controle continham a quantidade 

padrão de maravalha e não possuíam a malha de alumínio. As caixas de todos os grupos 

experimentais foram trocadas semanalmente. 

 

 
Figura 4 - Exemplificação do protocolo de ELS. 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS  

 

3.6.1 Teste de preferência a sacarose  

 

Com o intuito de avaliar o grau de depressão desses animais, foi realizado um teste de 

preferência a sacarose. O teste consistiu em introduzir duas garrafas na caixa moradia, uma com 

água potável e a outra com uma solução de sacarose a 1%. Ambas as garrafas foram deixadas 

de um dia para o outro. Ao final do teste, o consumo de cada garrafa foi calculado e tivemos 

como resultado a razão do consumo (consumo sacarose / consumo água) por caixa (190). A 

anedonia é um sintoma característico de depressão, definido como a incapacidade de sentir 

prazer diante de um estímulo prazeroso. Em murinos, a ingesta de soluções adocicadas, 

normalmente, está associada a um comportamento prazeroso, portanto, a preferência por água 

ao invés da solução de sacarose mostra um estado depressivo. 

A preferência relativa por sacarose foi calculada como: 

 

𝑃𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒 (%) =  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒 (𝑔)  +  𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑎 á𝑔𝑢𝑎 (𝑔) 
 × 100% 

 

3.6.2 Teste de campo aberto (OF) 

 

Com o intuito de avaliar o grau de ansiedade desses animais, foi realizado um teste de 

campo aberto. O teste consistiu em uma arena de acrílico transparente, medindo 30 de altura 

por 30 cm de raio. A base da estrutura é de cor preta para contrastar com a cor do animal. Os 

animais foram colocados em um canto da arena para iniciar o teste, e então tiveram o seu 

comportamento filmado durante 10 minutos. Usando o software ANY-MAZE, a arena foi 

dividida em 16 quadrados iguais, os quatro quadrados centrais foram considerados a zona 

central e os quadrados restantes foram considerados a zona periférica (192). A distância total 

percorrida (em metros) e o tempo gasto em cada zona (em segundos) foram avaliados. A 

redução do tempo na zona central e menos entradas na zona central estão associadas a um 

aumento do comportamento do tipo ansiedade.  
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3.6.3 Teste claro/escuro (LD) 

 

Com o intuito de avaliar o grau de ansiedade desses animais, foi realizado um teste 

claro/escuro. Trata-se de um aparato o qual consiste em duas câmaras de acrílico (21 × 21 × 20 

cm), uma câmara clara e uma câmara preta, conectadas por uma porta aberta (193). Os animais 

foram colocados na câmara clara, onde puderam explorar livremente todo o aparelho e tiveram 

o seu comportamento filmado durante 10 minutos. O tempo gasto em cada câmara, o número 

de transições entre as câmaras e o número de “espiadas” entre a câmara escura e clara foram 

analisados. A redução do tempo gasto na zona clara e do número de transições está associada a 

um aumento do comportamento do tipo ansiedade. Além disso, ocorre uma exploração 

horizontal de cabeça quando o animal explora uma câmara diferente do aparelho através da 

porta de conexão, o que é considerado um comportamento de avaliação de risco. 

 

3.6.4 Labirinto em cruz elevado (EPM) 

 

Com o intuito de avaliar o grau de ansiedade desses animais, foi realizado um teste de 

labirinto em cruz elevado. Trata-se de um aparato de acrílico preto, o qual fica a uma distância 

de 50 cm do solo, sendo composto por dois braços abertos (30 × 5 cm cada) e dois braços 

fechados (30 × 5 cm, com parede de 15 cm cada). Os animais foram colocados no centro do 

labirinto encabeçando um dos braços abertos e então tiveram o seu comportamento filmado 

durante 5 minutos (194). A distância total percorrida (m), o tempo gasto em cada braço e o 

número de entradas em cada braço foram avaliados. Todos os parâmetros foram analisados no 

software ANY-MAZE. A diminuição do tempo nos braços abertos e menos entradas nos braços 

abertos estão associados ao aumento do comportamento do tipo ansiedade. Além disso, um 

mergulho de cabeça no braço aberto para investigar sob o labirinto é considerado um 

comportamento de avaliação de risco. 

 

3.6.5 Teste de nado forçado (FS) 

 

Com o intuito de avaliar o grau de depressão desses animais, foi realizado um teste de 

nado forçado. O teste consiste em um cilindro inescapável, com 20 cm de diâmetro, preenchido 

com água a uma temperatura de 26 ± 2,0 °C, onde o animal não tem alcance às bordas nem ao 

fundo. Os animais foram colocados dentro do cilindro e tiveram o seu comportamento filmado 

durante 5 minutos. Foram calculados o tempo imóvel e o tempo de permanência na periferia e 
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nas bordas visando avaliar o grau de conformismo do animal (195,196). Este teste quantifica a 

imobilidade do animal, a qual foi proposta para ser análogo ao “desespero comportamental” 

observado em depressão. O tempo que o animal gasta na postura de imobilidade é um indicador 

da aquisição do “desespero comportamental” (197–199). 

 

3.7 ANÁLISE HISTOLÓGICA 

 

3.7.1 Determinação do ciclo estral das fêmeas 

A determinação das fases do ciclo estral das fêmeos foi feita com a avaliação citológica 

do lavado vaginal (200). Os lavados foram colhidos com o auxílio de uma ponteira contendo 

aproximadamente 50 L de água bidestilada estéril. Foi expelido ¼ do volume dessa solução 

na abertura do canal vaginal, coletado novamente e esse processo foi repetido de 4-5 vezes para 

obter um número de células suficiente para permitir análise citológica. O lavado extraído foi 

colocado em uma lâmina de vidro e o esfregaço foi seco naturalmente à temperatura ambiente. 

Após a secagem, os esfregaços foram corados com corante Violeta Cristal 0,1 % e fixados com 

glicerol 15 % e lamínula. As lâminas contendo os esfregaços corados foram imediatamente 

analisadas em microscópio e microfotografias foram tiradas no momento da análise para 

documentar a citologia observada. 

 

3.7.2 Eutanásia, fixação e seccionamento 

 

No DPN 64 os animais foram anestesiados com uma injeção via intraperitoneal com um 

coquetel de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Os procedimentos somente foram 

iniciados após conferência da ausência de reflexo corneal, conforme orientado pela resolução 

nº714 do Conselho Federal de Medicina Veterinária, de 20 de maio de 2002.  

Após a conferência da ausência de reflexo, os animais foram perfundidos 

transcardialmente com solução salina 0,9% seguida de paraformaldeído (PFA) 4% em TF 0,1 

M (pH 7,4). Após a perfusão, os animais foram rapidamente decapitados para a remoção do 

cérebro. Os cérebros foram extraídos do crânio, mantidos em PFA 4% por 4 horas e 

crioprotegidos em sacarose 30% por três dias. Os cérebros foram então seccionados em um 

criostato (Leica) em fatias de 50 μm de espessura. As fatias foram alocadas em lâminas 

revestidas com gelatina para posterior técnica histológica.  
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Como mencionado anteriormente, optamos por analisar áreas e circuitos cerebrais que 

estão associados ao controle da emoção e da memória emocional, como a amígdala, o 

hipocampo e o córtex pré-frontal medial (CPFm), os quais passam por processos de 

reestruturação e maturação durante a fase inicial do desenvolvimento. As regiões analisadas 

estão localizadas entre o Bregma 2.10 / Interaural 5.90 mm ao Bregma 1.42 mm / Interaural 

5.22 mm (CPFm: Cg1 – córtex cingulado, PrL – pré-límbica e IL – infralímbica) e do Bregma -

1.46 / Interaural 2.34 mm ao Bregma -1.94 mm / Interaural 1.86 mm (hipocampo: CA1 [camada 

piramidal], GD [camada molecular] e CA3 [camada piramidal]; e amígdala: BLA - amígdala 

basolateral).  

 

3.7.3 Coloração de Nissl  

 

Para o método de coloração de Nissl (violeta de cresil), cerca de 5 cortes por região 

analisada, foram montados em lâminas revestidas com gelatina e secos ao ar por 24 h para 

garantir a adesão. Em seguida, os cortes foram reidratados e corados com solução de violeta de 

cresil 0,1% a 36 °C por 10 minutos em tampão acetato. Logo após, os cortes foram desidratados 

em álcool 95% e depois em 100%; branqueados em xileno e revestidos com Entellan (Merck) 

e lamínulas. 

 

3.7.4 Medida de volume hipocampal e espessura de camadas hipocampais e corticais 

 

A estimativa de volume do hipocampo dorsal entre os bregmas -1,46 até -2,06 foi 

realizada por uma adaptação do método de Cavalieri (criado pelo matemático Italiano 

Francesco “Bonaventura” Cavalieri, no século XVII) associado ao Atlas Neuroanatômico de de 

Paxinos e Watson para camundongos. Basicamente a estimativa de volume hipocampal foi 

realizada através da projeção ao longo do eixo rostral caudal de medidas da área hipocampal 

obtidas em 3 seçcões que caracterizavam anatomicamente os Bregmas -1.46; -1.70; -1.94, sendo 

essas áreas denominadas A1, A2 e A3, respectivamente. A fórmula que define o volume 

hipocampal entre esses Bregmas é: Volume hipocampal = (V1) + (V2) + (V3); ou mais 

especificamente: Volume hipocampal = (A1*0,24 mm) + (A2*0,24 mm) + (A3*0,12 mm).  

As áreas (A1, A2 e A3) foram obtidas pelo método de contagem de pontos, inicialmente 

descrito pelo russo A. A Glagolev em 1930, em estudos geológicos (201–203). Para 

determinação da área hipocampal, um grid de cruzes com intervalos equidistantes, com um 

valor de área/ponto (a/p) de 46911 µm2, foi colocado sobre as imagens microscópicas 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/bregma
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/bregma
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hipocampais obtidas. As cruzes que tinham seu quadrante superior direito tocando a imagem 

do hipocampo foram contadas. A área hipocampal é produto da seguinte equação:  

Área = (a/p)*número de pontos contados.  

As medidas de espessura de camadas hipocampais, como o Corno de Ammon 1 e 3 

(CA1 e CA3) e córtex cerebral, foram realizadas por medida de comprimento por morfometria 

planar simples, em um ângulo reto em relação ao eixo base-topo dessas estruturas.  

Todas as análises foram feitas com o auxílio do software Image Pro Plus 6.0 (Media 

Cybernetics USA), devidamente calibrado com imagem em microscópio de micrometro objeto 

obtida de modo totalmente idêntico ao das imagens analisadas, ademais, toda lógica 

matemática/anatômica/histológica dos resultados foi revisada pela pesquisadora.  

 

3.7.5 Estimativa de densidade neuronal e glial com coloração de Nissl 

 

O número de neurônios e células gliais por mm² foi estimado por análise de imagens 

com morfometria planar. As imagens foram adquiridas usando um microscópio óptico Olympus 

BX51 (Olympus, Japão) acoplado a uma câmera CCD (Qimaging, modelo MicroPublisher 3.3 

RTV) e analisadas no software Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, EUA). 

Para estimar as densidades neuronal e glial, foram analisadas 5 imagens (20x) por região 

por animal. Uma área quadrada de interesse (AOI) medindo 160 μm² foi sobreposta em cada 

imagem. Neurônios e células gliais localizados dentro da AOI, ou interceptados pela borda 

superior e/ou direita da AOI foram contados. Neurônios e células gliais que foram interceptados 

pela borda inferior e/ou esquerda da AOI não foram contados (figura 5).  

Os neurônios foram identificados por seus núcleos grandes e pálidos (eucromáticos) 

circundados por um citoplasma corado de violeta. As células gliais foram identificadas pelos 

núcleos pequenos e escuros (heterocromáticos) e pela ausência de citoplasma corado.  
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Figura 5 - Esquema ilustrativo representando uma área de interesse (AOI) sobreposta sobre uma imagem 

histológica digitalizada, onde os traços verdes representam as linhas de inclusão e os traços vermelhos representam 

as linhas de exclusão. 

Fonte: Disponível em: stereology.info. Acesso em: 26 jan. 2023.  

 

4.7 DESCARTE DOS ANIMAIS 

 

O descarte dos animais, após a verificação da morte, seguiu as normas previstas na 

legislação em vigor no país. No Brasil a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

é responsável pela normatização e fiscalização destes procedimentos. 

Portanto, os resíduos gerados e as carcaças dos animais-teste serão classificados de 

acordo com o experimento conduzido. A legislação deverá ser consultada caso a caso. Como 

procedimento padrão, deverá ser adotada a coleta especializada das carcaças de roedores por 

empresas com licenças requeridas pela legislação. De acordo com a RDC 306 da ANVISA, a 

coleta e transporte externos dos resíduos de serviços Uso de Animais de Experimentação e 

Legislação Correlata: orientações sobre estudos e roedores de saúde devem ser realizados de 

acordo com as normas NBR 12.810 e NBR 14652 da ABNT. No caso do presente trabalho, o 

descarte foi realizado pelo CEMBE-PUCRS. 

https://www.stereology.info/criteria-for-counting-cells/
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4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados foram analisados com o software estatístico GraphPad Prism versão 9 (La 

Jolla, Califórnia, EUA). Os dados obtidos referente aos testes comportamentais e à histologia 

foram submetidos a um teste t de student para uma comparação entre controle vs. tratamento de 

ambos os sexos ([macho CTL vs. macho ELS] e [fêmea CTL vs. fêmea ELS]). Os resultados 

foram considerados significativos quando P≤0,05 para todos os testes descritos. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 ANÁLISE COMPORTAMENTAL 

 

5.1.1 Avaliação citológica dos esfregaços vaginais 

 

Antes da realização dos testes comportamentais, foi realizado um esfregaço vaginal em 

todas as fêmeas para determinação da fase do ciclo estral em que se encontram. A partir das 

imagens obtidas dos esfregaços vaginais, foi possível determinar a fase do ciclo estral em que 

estas fêmeas se encontravam no momento da coleta, pois cada fase do ciclo é caracterizada por 

uma alteração morfológica distinta (200). Todas as fêmeas encontravam-se na fase metaestro, 

a qual foi constatada pela presença de leucócitos e de células epiteliais escamosas cornificadas 

(muitas vezes fragmentadas) (figura 6). 

 

 

Figura 6 - Avaliação citológica de esfregaços vaginais para identificação do estágio estral das fêmeas. Fêmeas na 

fase metaestro. Presença de células epiteliais escamosas cornificadas (setas) e leucócitos (círculos). 

Fonte: Da autora (2023). 

 

 

5.1.2 Comportamento anedônico 

 

A presença do comportamento anedônico nos animais foi observada utilizando o teste 

de preferência a sacarose 1%, o qual não apresentou nenhum resultado significativo (machos, 

p=0,502; fêmeas, p=0,417) (figura 7). Entretanto, é possível observar um estado anedônico 

inicial nestes animais, principalmente nas fêmeas ELS, as quais apresentam uma preferência 

relativa à sacarose menor que as do grupo controle (CTL ± 61%; ELS ± 55%).  Se tratando dos 

machos, ambos os grupos apresentaram uma taxa de preferência à sacarose em torno de 45%, 
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o que nos mostra também um comportamento anedônico inicial nestes animais, mas de forma 

mais leve (CTL ± 42%; ELS ± 45%).   

 

Figura 7 - Gráfico mostrando a preferência relativa à sacarose de machos e fêmeas, dos grupos controle (CTL) e 

estresse (ELS) expostos ao estresse precoce. Teste t de student (Média ± DP) (p<0,05). 

Fonte: Da autora (2023). 

 

5.1.3 Comportamento exploratório 

 

O comportamento exploratório dos animais foi avaliado através do teste do campo 

aberto. Diferenças significativas não foram observadas entre os sexos nos parâmetros 

relacionados à atividade exploratória (distância total percorrida [machos, p=0,605; fêmeas, 

p=0,692], tempo na periferia [machos, p=0,168; fêmeas, p=0,083] e tempo no centro [machos, 

p=0,168; fêmeas, p=0,082]) (figura 8).  
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Figura 8 - Gráficos mostrando os resultados do teste de campo aberto em camundongos em machos e fêmeas, dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS) expostos ao estresse 

precoce. Os seguintes parâmetros foram avaliados: distância total percorrida (em metros) (A), tempo gasto na zona periférica (em segundos) (B) e o tempo gasto na zona central 

(em segundos) (C). Duração do teste 600 segundos. Teste t de student (Média ± DP) (p<0,05). 

Fonte: Da autora (2023). 
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5.1.4 Avaliação de risco 

 

O comportamento de avaliação de risco é comumente observado em roedores e pode ser 

exemplificado no momento de hesitação antes do animal explorar um ambiente novo – quando 

ele avalia os possíveis riscos de seguir por aquele caminho (205). O padrão de exploração do 

labirinto em cruz elevado e do teste claro/escuro foi avaliado a fim de se mensurar a avaliação 

de risco e a consequente tomada de decisão dos animais.  

Não houve diferenças significativas entre os grupos controle e estresse de ambos os 

sexos em nenhum dos parâmetros avaliados no teste da câmara clara/escura (figura 9). 

Entretanto, o comportamento dos animais nos braços abertos e fechados diferiu entre as fêmeas 

dos grupos controle e estressado. Houve diferenças significativas nos animais do sexo feminino, 

onde as fêmeas do grupo estressado passaram mais tempo explorando os braços abertos (tempo 

gasto [p=0,011] e número de entradas [p=0,028]) (figura 10B, E), o centro do aparato (p=0,019) 

(figura 10D) e entraram mais nos braços fechados (p=0,048) (figura 10F) em relação ao grupo 

controle; consequentemente, as fêmeas do grupo controle permaneceram mais tempo nos 

braços fechados (p=0,005) quando comparadas com o grupo estressado (figura 10C). Não 

houve diferenças significativas entre os machos. 
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Figura 9 - Gráficos mostrando os resultados do teste de câmara clara/escura em camundongos machos e fêmeas, dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS) expostos ao estresse 

precoce. Os seguintes parâmetros foram avaliados: tempo na câmara clara (em segundos) (A), tempo na câmara escura (em segundos) (B), número de “espiadas” para a câmara 

clara (C), número de “espiadas” para a câmara escura (D), número de entradas na câmara clara (E) e número de entradas na câmara escura (F). Duração do teste 600 segundos. 

Teste t de student (Média ± DP) (p<0,05).  

Fonte: Da autora (2023). 
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Figura 10 - Gráficos mostrando os resultados do teste do labirinto em cruz elevado em camundongos machos e fêmeas, dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS) expostos 

ao estresse precoce. Os seguintes parâmetros foram avaliados: distância total percorrida (em metros) (A), tempo nos braços abertos (em segundos) (B), tempo nos braços 

fechados (em segundos) (C), tempo no centro (em segundos) (D), número de entradas nos braços abertos (E) e número de entradas nos braços fechados (F). Duração do teste 

600 segundos. Teste t de student (Média ± DP) (*p<0,05; **p<0,01). 

Fonte: Da autora (2023). 
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5.1.5 Grau de conformismo 

O grau de conformismo foi avaliado através do teste de nado forçado, o qual quantifica 

a imobilidade do animal, a qual foi proposta para ser análogo ao “desespero comportamental” 

observado em depressão. O tempo que o animal gasta na postura de imobilidade é um indicador 

da aquisição do “desespero comportamental” (197–199). Diferenças significativas não foram 

observadas entre os sexos nos parâmetros avaliados (figura 11).  

 

 

Figura 11 - Gráficos mostrando os resultados do teste de nado forçado em camundongos machos e fêmeas, dos 

grupos controle (CTL) e estresse (ELS) expostos ao estresse precoce. Os seguintes parâmetros foram avaliados: 

distância total percorrida (em metros) (A) e tempo imóvel (em segundos) (B). Teste t de student (Média ± DP) 

(p<0,05). 

Fonte: Da autora (2023). 

 
 

5.2 ANÁLISE MORFOLÓGICA  

 

5.2.1 Alterações morfológicas 

 

Uma análise comparativa entre o grupo controle e estressado de cada sexo, mostrou um 

aumento do volume hipocampal nos machos do grupo estressado (p=0,011) em comparação 

com os do grupo controle. Esse aumento foi mais pronunciado entre os bregmas -1.46 a -1.70 

(V1, p=0,001) (figura 12A). Em relação à espessura das camadas, foi observado um aumento 

na camada cortical (S1Tr, córtex somatossensorial – Bregma -1.46 / Interaural 2.34 mm ao 
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Bregma -1.94 mm / Interaural 1.86 mm) dos machos estressados em relação ao grupo controle 

(p=0,000006) (figura 13A). Foi observado também um aumento da camada piramidal do 

hipocampo (CA1) em ambos os sexos do grupo estressado (machos, p=0,018; fêmeas, 

p=0,00006) em comparação com as do grupo controle (figura 13B). 
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Figura 12 – Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce no volume hipocampal em camundongos machos e fêmeas. Imagens digitalizadas de secções coronais 

do cérebro coradas com Nissl mostrando o hipocampo de camundongos machos, dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS). A figura mostra a volume hipocampal: A (V1, 

bregma -1.46 a -1.70), B (V2, bregma -1.70 a -1.94), C (V3, bregma -1.94 a -2.06), D (Vt, volume total, bregma -1.46 a -2.06). O desenho esquemático (E) foi adaptado do atlas 

de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média ± DP) (*p<0,05; **p<0,01). 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Figura 13 – Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na espessura cortical, dos cornos de Ammon 1 e 3 (CA1 e CA3 respectivamente) em camundongos 

machos e fêmeas. Imagens digitalizadas de secções coronais do cérebro de camundongos machos e fêmeas coradas com Nissl mostrando o córtex cerebral (S1Tr – córtex 

somatossensorial) (A) e o hipocampo (camada piramidal do CA1) (B), dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS). O desenho esquemático (D) foi adaptado do atlas de Paxinos 

e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média ± DP) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0001). 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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5.2.2 Densidade neuronal e glial 

 

Uma análise comparativa entre os grupos estressado e controle de cada sexo, mostrou 

uma densidade neuronal cortical diminuída no grupo estressado em relação ao controle 

especificamente nas regiões PrL (região pre-límbica do CPFm; fêmeas, p=0,048) (figura 14B) 

e IL (região infralímbica do CPFm; machos, p=0,016; e fêmeas, p=0,017) (figura 14C). Houve 

uma diminuição da densidade neuronal do sistema límbico, especificamente na amígdala 

(BLA), das fêmeas estressadas (p=0,041) (figura 15D). Além disso, foi observado uma 

diminuição da densidade glial cortical, especificamente na região Cg1, nas fêmeas estressadas 

(p=0,025) (figura 16A).  

As demais regiões, assim como a relação glias/neurônio, não mostraram alterações 

significativas nos parâmetros analisados (figuras 17, 18, 19). 
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Figura 14 – Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na densidade neuronal cortical em camundongos machos e fêmeas. Imagens digitalizadas de secções 

coronais do cérebro de camundongos machos e fêmeas coradas com Nissl mostrando o Córtex Pré Frontal Medial (CPFm), mais especificamente o prélímbico (PrL) (B) e o 

infralímbico (IL) (C) dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS). Os gráficos mostram a densidade neuronal cortical, no CPFm: Córtex Cingulado (Cg1) (A), PrL (B), IL (C) 

e total (D).  O desenho esquemático (E) foi adaptado do atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média ± DP). 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Figura 15 – Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na densidade neuronal do sistema límbico em camundongos machos e fêmeas. Imagens digitalizadas 

de secções coronais do cérebro de camundongos machos e fêmeas coradas com Nissl mostrando a amigdala basolateral (BLA) (D) dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS). 

Os gráficos mostram a densidade neuronal no sistema límbico: Corno de Ammon 1 (CA1) (A), Corno de Ammon 3 (CA3) (B), Camada molecular do giro denteado (Mol-DG) 

(C) e amígdala basolateral (BLA) (D). O desenho esquemático (E) foi adaptado do atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student. (média ± DP) 

(*p<0,05). 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Figura 16 - Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na densidade glial cortical em camundongos machos e fêmeas. Imagens digitalizadas de secções 

coronais do cérebro de camundongos fêmeas coradas com Nissl mostrando o Córtex Pré-Frontal Medial (CPFm), mais especificamente o córtex cingulado (Cg1) (A) dos 

grupos controle (CTL) e estresse (ELS). Os gráficos mostram a densidade glial cortical: Cg1 (A), córtex pré límbico (PrL) (B), córtex infralímbico (IL) (C) e Córtex Pré-

Frontal Medial total (D).  O desenho esquemático (E) foi adaptado do atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média ± DP) (*p<0,05). 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Figura 17 - Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na densidade glial do sistema límbico em camundongos machos e fêmeas. Os gráficos mostram a 

densidade de células da glia na camada molecular do giro denteado (Mol-DG) (A) e na amígdala basolateral (BLA) (B). O desenho esquemático (C) foi adaptado do atlas de 

Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). O número de células gliais nas camadas piramidais de CA1 e CA3 classicamente é bastante reduzido, portanto não foram incluídas 

na figura. Teste t de student (Média ± DP). 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Figura 18 - Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na relação glias/neurônio na região cortical em camundongos machos e fêmeas. Os gráficos mostram 

a razão de células da glia por neurônio, no Córtex Pré Frontal Medial (CPFm): Córtex Cingulado (Cg1) (A), Córtex Pré límbico (PrL) (B), Córtex infra límbico (IL) (C) e Córtex 

Pré Frontal Medial total (D). O desenho esquemático (E) foi adaptado do atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média ± DP). 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Figura 19 – Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na relação glias/neurônio do sistema límbico em camundongos machos e fêmeas. Os gráficos mostram 

a razão de células da glia por neurônio, na camada molecular do giro denteado (Mol-DG) (A) e na amígdala basolateral (BLA) (B). O desenho esquemático (E) foi adaptado do 

atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). O número de células gliais nas camadas piramidais dos Cornos de Ammon 1 e 3 (CA1 e CA3 respectivamente) 

classicamente é bastante reduzido, portanto a relação glia/neurônio nessas regiões não foi calculada. Teste t de student (média ± DP). 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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6 DISCUSSÃO 

O estresse crônico experimentado precocemente na vida é um fator de risco generalizado 

que está relacionado ao aparecimento de distúrbios psiquiátricos, como ansiedade e depressão 

(206). Estudos pré-clínicos anteriores relataram que roedores expostos a paradigmas de estresse 

no início da vida (ELS) apresentam níveis mais altos de comportamentos depressivos e 

semelhantes a ansiedade, bem como aumento do medo e da capacidade de resposta ao estresse 

(207). Neste estudo, usamos um modelo experimental de estresse precoce (Limited Bedding + 

Separação Materna, LBSM) para investigar o impacto sobre o cérebro, avaliando possíveis 

alterações comportamentais semelhantes à depressão e ansiedade, e possíveis alterações 

neuromorfológicas, em camundongos jovens adultos (>60 dias) de ambos os sexos. 

Nossos achados não mostraram diferenças significativas no comportamento relacionado 

a depressão/ansiedade nos machos. Diferentemente das fêmeas, que apresentaram alterações 

comportamentais significativas no teste de labirinto em cruz elevado (EPM). É bem 

demonstrado na literatura que fêmeas e machos respondem de formas diferentes ao estresse 

precoce. Fatores cruciais para determinar o tipo de déficit comportamental na vida adulta 

estendem-se para além do sexo, abrangendo timing do evento estressor, intensidade do estresse, 

e momento da vida que esses animais são testados. Em estudos em animais observa-se que 

enquanto ratos machos demonstram maiores dificuldades de aprendizado e memória espacial 

frente ao estresse precoce, fêmeas apresentam um comportamento ansioso mais 

frequentemente. Essas alterações podem estar ligadas a uma redução sexo-dependente da 

neurogênese e da morfologia dendrítica na formação do córtex pré-frontal e do hipocampo 

(208). Nossos resultados corroboram o aumento de ansiedade nas fêmeas, mas infelizmente não 

foi possível medir a capacidade cognitiva dos machos nos testes comportamentais. Em estudos 

com humanos, sugere-se que o estresse gestacional produz não somente fenótipos 

comportamentais diferentes em fêmeas e machos como psicopatologias diferentes, onde TDAH 

e esquizofrenia se mostram mais frequentes em homens enquanto depressão e ansiedade é mais 

comum entre as mulheres (208). 

A exposição ao estresse desencadeia diversas respostas sistêmicas, incluindo respostas 

do sistema nervoso simpático. Entre essas respostas, observa-se a ativação do sistema de 

glucocorticoides, e ativação do eixo HPA, que modula as respostas ao estresse e parece estar 

desregulado no transtorno ansioso. O eixo HPA se conecta com o hipocampo, CPFm e 

amígdala, regiões essenciais no aprendizado e processamento do medo, que também contêm 

receptores para hormônios do estresse. A resposta do eixo HPA ao estresse difere entre homens 
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e mulheres, com as mulheres parecendo ter uma maior reatividade do HPA e uma liberação 

mais alta de hormônios do estresse. O que nos ajuda a entender essas diferenças é a interação 

entre o eixo HPA e o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (HPG), que regula a secreção de 

hormônios gonadais como estrogênio, progesterona e testosterona. Os níveis de estrogênio e 

testosterona podem participar da regulação e resposta do eixo HPA, inclusive se observa que a 

testosterona pode inibir a atividade do eixo HPA, enquanto o estrogênio age de forma contrária, 

intensificando sua atividade, dependendo de qual receptor para o estrogênio está sendo ativado 

(209). 

Se tratando das alterações comportamentais observadas nas fêmeas, no teste do labirinto 

em cruz elevado o grupo ELS aumentou seu tempo de permanência nos braços abertos 

(p=0,011) e no centro (p=0,019), reduziu a permanência nos braços fechados (p=0,005) e 

aumentou seu número de entradas nos braços abertos (p=0,028) e fechados (p=0,048).  Isso 

indica que as fêmeas tiveram uma resposta ao estresse (ao contrário dos machos), contudo essa 

resposta é ambígua, uma vez que a diminuição de tempo nos braços fechados e aumento de 

tempo nos braços abertos e no centro indica que as fêmeas estressadas apresentam menos medo, 

e o aumento do número de entradas e saídas dos braços indica o aumento de ansiedade. 

 A presença de ansiedade e ausência de medo indica um comportamento de valentia 

nessas fêmeas estressadas que também pode ser interpretado como uma incapacidade de 

avaliação de risco. Estudos anteriores mostram que o estresse induz um aumento da formação 

de memória aversiva em machos enquanto prejudica a aquisição em fêmeas, além de induzir 

um aumento no comportamento ansioso de fêmeas similar ao que observamos (210). De acordo 

com Viola et al. (211), a redução do comportamento de avaliação de risco (AR) em 

camundongos estressados pode ser associada a uma tendência à impulsividade, o que leva esses 

animais a se engajarem em comportamentos de risco com maior frequência devido à falta de 

AR. Esses comportamentos são considerados uma medida confiável da manifestação de 

comportamentos similares à ansiedade, uma vez que a avaliação etológica fornece informações 

sobre a resposta emocional do animal ao ambiente (212). O comportamento de AR é 

influenciado pela percepção de ameaça no ambiente e pela capacidade do animal de se 

relacionar com seu entorno (213). Nesse sentido, a alteração da reatividade emocional durante 

a realização da tarefa, em que há um conflito entre abordagem e evitação, pode ser interpretada 

como um estado ansiogênico (214). 

Além disso, a circuitaria do medo em roedores envolve importantes regiões encefálicas, 

com alterações histológicas observadas nesse estudo. O circuito que regula a expressão do medo 
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envolve um estímulo excitatório da parte pré-limbica (PL) do córtex pré-frontal medial (CPFm) 

para a amígdala basolateral (BLA), que ativa a amígdala central (CeA) para aumentar a 

expressão do medo. A área infralímbica (IL) do CPFm se projeta e ativa células intercaladas 

inibitórias na amígdala que conectam a BLA à CeA e inibem a saída do estímulo de medo. O 

hipocampo interage com essa rede em resposta ao contexto e pode induzir ou impedir que uma 

memória de medo seja evocada. Em suma, o hipocampo pode ativar a região IL para suprimir 

o medo quando o estímulo condicionado (CS) for apresentado no contexto em que foi extinto 

(209). Nossos resultados comportamentais mostram uma redução da expressão de medo nas 

fêmeas estressadas associado a uma redução da densidade neuronal nas regiões PL, IL e BLA. 

Essa relação entre os achados comportamentais e morfológicos indica que a redução neuronal 

nessas regiões críticas para a regulação do comportamento de medo pode ser a causa do 

comportamento de valentia observados nas fêmeas ELS. 

Os efeitos do protocolo de separação materna (SM) na idade adulta têm sido 

amplamente observados em ratos e camundongos, e os resultados têm sido variados e até 

mesmo contraditórios, de acordo com Tractenberg et al., (215). Enquanto alguns estudos com 

diferentes protocolos de SM não encontraram efeitos em relação à ansiedade e depressão em 

adultos (216), outros estudos mostraram efeitos da SM em comportamentos relacionados à 

ansiedade e à depressão na idade adulta (217–219). De maneira geral, os perfis 

comportamentais observados em nossos resultados, são indicativos de um leve perfil ansioso, 

principalmente em relação às fêmeas.  

Se tratando dos aspectos morfológicos, machos e fêmeas apresentaram alterações em 

locais diferentes no cérebro. Foi observado um aumento do volume hipocampal nos machos 

estressados em comparação com os do grupo controle, porém não foram observadas alterações 

dos mesmos parâmetros nas fêmeas. O ELS aumentou o volume hipocampal dos machos 

estressados entre os Bregma -1.46 até Bregma -2.06 (p=0,011), sendo que o aumento 

significativo ocorreu na porção mais rostral do hipocampo (Bregma -1.46 à -1.70) (p=0,001). 

Além disso, os machos estressados apresentaram um aumento significativo da espessura 

tecidual do córtex cerebral (mais especificamente no córtex somatossensorial, p=0,000006) e 

da camada piramidal do hipocampo, em CA1 (p=0,018), em relação ao grupo controle. Esse 

aumento da espessura tecidual de CA1 também foi observado nas fêmeas estressadas, as quais 

apresentaram uma diferença significativa maior que a observada nos machos (p=0,00006). A 

relação entre dimorfismo sexual e diferenças anatômicas histológicas na estrutura cerebral são 
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bastante descritas na literatura, com homens possuindo uma maior variabilidade anatômica 

individual que mulheres (220).  

O hipocampo é uma estrutura cerebral importante para o processamento e 

armazenamento da memória. Ele é composto por várias camadas celulares e possui conexões 

com outras regiões cerebrais envolvidas na memória, como o córtex entorrinal, a amígdala e o 

córtex pré-frontal (221). Conforme citado anteriormente, o hipocampo exerce forte controle 

regulatório do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal. O ELS causa elevações dos hormônios do 

estresse, os quais levam à disfunção do hipocampo em humanos e roedores (222, 223). Em 

humanos, a diminuição do volume do hipocampo e a disfunção do hipocampo estão associadas 

a distúrbios psicológicos com fortes componentes afetivos, como transtorno de estresse pós-

traumático, transtorno bipolar e depressão (224, 225).  

A bibliografia atual dispõe de resultados contrastantes quanto ao volume hipocampal, 

onde geralmente se observa redução após exposição a estresse precoce em ambos os sexos 

(226). Porém, sugerimos que o aumento do volume hipocampal somente nos machos 

estressados pode estar relacionado ao que já foi observado em estudo anterior, onde os machos 

que passaram pelo protocolo de ELS apresentaram um aumento em número, volume e 

complexidade dos dendritos e espinhos dendríticos, enquanto as fêmeas tiveram redução dos 

dendritos e menor densidade de espinhos, tendo como consequência uma alteração no volume 

hipocampal observado apenas nos machos (227). Como nossa técnica permite apenas a 

visualização principalmente do celular, e alguns prolongamentos, não foi possível responder se 

a alteração de volume observada está relacionada a uma alteração dendrítica.  

Além disso o remodelamento hipocampal é intimamente afetado pela presença de 

hormônios circulantes, como o cortisol e hormônios sexuais. Por exemplo, estresse repetido 

leva a um remodelamento de dendritos na região CA3 do hipocampo, além de suprimir a 

neurogênese do giro denteado em machos, porém, em fêmeas, o estrogênio parece estimular a 

neurogênese dessa região, e conferir uma resistência à atrofia induzida por estresse dos 

dendritos do hipocampo observada em ratos machos (228). Esses estudos que contrastam com 

nossos resultados, sugerem que além das diferenças sexuais estruturais e funcionais, o 

estrogênio pode ter um papel neuroprotetor em relação ao estresse e à secreção e ação de 

glicocorticóides no cérebro (229). 

Os machos estressados apresentaram um aumento de espessura na camada cortical (mais 

especificamente no córtex somatossensorial), porém, esse aumento não foi observado nas 

fêmeas. O córtex somatossensorial é uma região do cérebro responsável pelo processamento de 
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informações sensoriais relacionadas a discriminação sensorial, processamento de informações 

de dor, percepção de temperatura e propriocepção (230 – 233). Embora não haja evidências que 

indiquem um aumento na espessura do córtex somatossensorial em situações de estresse, o 

estresse pode afetar o funcionamento dessa região cerebral, afetando a percepção sensorial, a 

conectividade funcional com outras áreas cerebrais e a plasticidade sináptica. Estudos sobre 

estresse precoce demonstram uma série de alterações morfológicas e funcionais no córtex 

somatossensorial que não se observam em outras regiões corticais, como aumento de espinhos 

dendríticos do tipo cogumelo, aumento nos níveis basais de corticosterona, aumento dos níveis 

basais e pós-estresse de glutamato e aumento da motilidade da micróglia (234). Além do seu 

papel no processamento sensorial, o córtex somatossensorial, também desempenha um papel 

importante no processamento emocional, incluindo a identificação de significado emocional 

em um estímulo, a expressão de estados emocionais e a regulação da emoção. Estudos 

realizados em indivíduos que sofrem de transtornos psicológicos associados à regulação 

emocional anormal, como depressão, transtorno bipolar, esquizofrenia, transtorno de estresse 

pós-traumático, transtornos de ansiedade e pânico, encontraram alterações estruturais e 

funcionais no córtex somatossensorial. Entre essas alterações, observam-se alterações no 

volume de matéria cinzenta, espessura cortical, conectividade funcional anormal com outras 

regiões cerebrais e mudanças nas taxas metabólicas. Dessa forma, é razoável a interpretação de 

que um aumento da espessura do córtex somatossensorial desses animais tenha sido benéfica e 

esteja relacionada a ausência do comportamento ansioso e depressivo que seria esperado, 

devido a uma melhor regulação emocional mesmo após exposição a estímulo estressor (235). 

O aumento da espessura hipocampal em CA1, observada em ambos os sexos, não foi 

acompanhada de alterações na densidade neuronal e glial.  O transtorno depressivo é associado 

ao comprometimento da neuroplasticidade, como atrofia neuronal e perda sináptica de regiões 

específicas do cérebro, em particular o hipocampo (236). Recentemente, um corpo convergente 

de literatura tem sugerido que a quantidade excessiva de matriz extracelular (MEC) é uma 

característica crítica da depressão. E um dos mecanismos pelo qual se observa esse aumento de 

MEC é pelo aumento da deposição de moléculas da rede perineuronal (PNN), uma estrutura de 

MEC predominantemente localizada em interneurônios inibitórios que regulam a plasticidade 

(237, 238). Em outro estudo, quando se observou a regulação gênica relacionada ao aumento 

de MEC, foram identificados 15 genes suprarregulados relacionados à deposição de MEC. O 

enriquecimento da via de genes regulados positivamente mostrou que as vias hiperativadas 

associadas à MEC, tinham como função trimerização da cadeia de colágeno, biossíntese de 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/interneuron
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colágeno e enzimas modificadoras, formação de colágeno, organização da matriz extracelular 

etc. (239). Dessa forma, entende-se que a deposição excessiva de MEC parece criar um 

ambiente que não permite e limita a plasticidade em distúrbios de humor como a depressão 

(240). Além disso, trabalhos recentes revelaram a importância da MEC no controle da 

plasticidade no sistema nervoso central (SNC) e provaram que uma desregulação dessa 

estrutura se relaciona a vários outros distúrbios psiquiátricos, onde o estresse atua como um 

fator de predisposição (240). Em nossa análise, não avaliamos os percentuais de MEC, porém, 

considerando esses achados recentes que indicam que pode haver uma deposição excessiva de 

MEC no hipocampo de camundongos que passaram por diferentes protocolos estressores, 

sugerimos que possa haver um aumento da MEC na região hipocampal visto que a espessura 

da região está aumentada nos camundongos estressados, porém sem alguma indicação de 

aumento da densidade celular.   

Nossos resultados mostraram uma diminuição significativa na densidade neuronal 

cortical, especificamente no córtex prélímbico (PrL) das fêmeas estressadas (p=0,048); e no 

córtex infralímbico (IL) de machos [p=0,016] e fêmeas [p=0,017], ambos do grupo ELS. Existe 

atualmente uma vasta literatura atribuindo ao CPFm uma variedade de funções relacionadas ao 

controle de comportamento, incluindo a regulação emocional, tomada de decisões e codificação 

contextual (241 – 244). Em roedores, o CPFm é dividido em três áreas distintas que são, no 

sentido dorsoventral, o córtex cingulado anterior (Cg1), o córtex prélímbico (PrL) e o córtex 

infralímbico (IL). Essas três sub-regiões apresentam funções relativamente distintas em 

roedores: o Cg1 está envolvido no controle emocional, aprendizado, memória e tomada de 

decisões, além de ser essencial para a regulação da resposta ao estresse e à dor (245); o PrL tem 

sido relacionado à aquisição de tarefas que dependem da manutenção de informações ao longo 

do tempo, como rastreamento de condicionamento de medo (246 – 251), comportamento 

exploratório, memória espacial e regulação emocional, sendo considerado uma peça-chave no 

processamento de memórias e consolidação de memórias aversivas (249). Já o IL está envolvido 

em funções como regulação do comportamento, condicionamento ao medo, processamento de 

recompensas e aprendizagem de hábitos (252 – 254). Há uma hipótese de que o IL atua, de 

forma sutil, como um “freio” em certos comportamentos, uma ideia consistente com o vmPFC 

humano inibindo respostas impróprias e respostas emocionais negativas (255). Essa alteração 

morfológica observadas nas fêmeas ELS pode ser relacionada com o comportamento de 

valentia exibido por elas, e já discutido anteriormente. Uma vez com a capacidade de regulação 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8642304/#R73
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emocional e freio comportamental reduzido além de uma ansiedade aumentada, esses animais 

têm um comportamento condizente com a perda neuronal observada, nas regiões supracitadas.  

Houve também uma diminuição significativa na densidade glial cortical das fêmeas 

estressadas, no córtex cingulado anterior (Cg1) (p=0,025). Essa diminuição se reflete em uma 

perda funcional, vista a importante função de controle emocional da região aliada às várias 

funções que podem ser comprometidas ao se perder células gliais. As células da glia possuem 

um papel crucial no SNC: interagem reciprocamente com os neurônios, atuando na regulação, 

formação e função do sistema nervoso, além de conduzir a neurogênese, regular a migração 

neuronal, o crescimento axonial e a formação de sinapses (256). Há vários tipos de células glias 

com diferentes funções no SNC, sendo elas: glia radial (progenitores do SNC que geram a 

maioria de nossos neurônios e células gliais), astrócitos (células com  processos que interagem 

com vários tipos de células no SNC, ajudando a impulsionar o desenvolvimento do sistema 

nervoso e esculpir sua atividade), oligodendrócitos (aceleram a condução do impulso nervoso 

e fornecem suporte metabólico aos axônios) e micróglia (conhecidas como macrófragos 

residentes no cérebro, os quais regulam a função neuronal durante um desafio inflamatório) 

(106, 246). Entre os tipos de células gliais citados, destaca-se a micróglia como um possível 

fator mediador das mudanças relatadas após a exposição ao estresse, geralmente relacionado a 

um estado neuroinflamatório alterado e ao desenvolvimento de deficiências cognitivas e 

comportamentais (112–119). Entretanto, a técnica histológica que optamos por utilizar, não 

torna possível distinguir de modo nítido os diferentes tipos de glia no SNC. Portanto, estudos 

futuros com marcadores imunohistoquímicos específicos contra proteínas específicas de cada 

tipo de célula da glia, como GFAP (para astrócitos), CNPase (para oligodendrócitos) e Iba1 

(para micróglia), podem nos apontar com mais clareza as variações nas populações gliais. 

Apesar de ter sido observada uma perda neuronal e glial em áreas corticais, essas perdas não se 

correlacionam com as diferenças contrastantes na espessura cortical, além de também não ter 

sido observado alterações na razão glia/neurônio nas regiões analisadas.  

Outra alteração observada foi a redução da densidade neuronal na BLA de fêmeas 

expostas ao estresse. A amígdala basolateral tem um papel chave no condicionamento ao medo 

e é extremamente reativa ao estresse precoce. Em estudo anterior foi observado que em filhotes 

de ratos machos, mas não fêmeas, houve um aumento na densidade de espinhos neuronais da 

BLA, acompanhado de aumento nas respostas sinápticas e conectividade funcional alterada. O 

trabalho sugere que os efeitos da exposição ao estresse precoce na função sináptica da BLA são 

sexualmente dimórficos e possivelmente recrutam mecanismos diferentes (257). De acordo 
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com Likhtik et al. (258), a conexão entre o CPFm e a amígdala é essencial para regular respostas 

comportamentais relacionadas à expressão de medo e ansiedade. Em condições normais, o 

CPFm inibe a ativação da amígdala, a fim de evitar a expressão exagerada de emoções (259, 

260). No entanto, o prejuízo no controle do CPFm sobre a amígdala é bem documentado em 

situações de estresse crônico (261), o que pode contribuir para o desenvolvimento de condições 

patológicas. Como o CPFm é uma região importante para a regulação da avaliação de risco e 

tomada de decisão (262), a análise do comportamento de avaliação de risco pode refletir o 

controle exercido pela conexão CPFm-amígdala (211, 262, 263).  

Portanto, pode se estabelecer que a exposição ao estresse durante esse período de 

desenvolvimento do indivíduo, o qual o SNC está mais suscetível aos estímulos ambientais, 

pode desencadear múltiplos efeitos sobre as funções cognitivas, emocionais e comportamentais, 

que podem ser influenciados por uma série de fatores (background genético do indivíduo, tipo 

e as condições da exposição ao estresse, diferenças na relação mãe-filhote após a exposição ao 

ELS, as condições em que esse indivíduo é exposto ao estresse na vida adulta, e os outros 

possíveis fatores citados anteriormente). Assim, os efeitos que as adversidades no início da vida 

podem causar, dependerão desses contextos, podendo ocasionar um efeito deletério e 

consequente aumento da vulnerabilidade ou um efeito positivo com aumento da capacidade do 

indivíduo de se adaptar a situações de estresse na vida adulta com maior resiliência (264 – 267). 

Feitas as possíveis correlações e observações, algumas questões ficam em aberto: 1- 

Qual a idade mais vulnerável aos efeitos do ELS? 2- Os efeitos do ELS são reversíveis? 3- Há 

ocorrência de mecanismos compensatórios? e 4- O cuidado materno, possivelmente mais 

acentuado no grupo estressado, pode ter influenciado em uma maior resiliência ao estresse na 

vida adulta?. Com isso, se fazem necessários mais estudos a fim de se buscar entender cada vez 

mais como e em que grau o estresse precoce é capaz de interferir na vida do indivíduo. 

 

CONCLUSÃO  

As alterações comportamentais encontradas foram restritas a alterações no teste de 

labirinto em cruz elevado em fêmeas. Por sua vez, o protocolo ELS afetou de modo distinto a 

anatomia e histologia encefálica em machos e fêmeas. Nossos resultados sugerem que as 

respostas comportamentais de longo prazo ao ELS, em camundongos, relacionadas à depressão 

e ansiedade, podem ser mais significativas em fêmeas e que as alterações morfométricas 

cerebrais encontradas em machos submetidos ao ELS podem não se traduzir em alterações 

comportamentais analisadas pelos testes executados nessa dissertação, mas talvez estejam 
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relacionadas à déficits em outras funções superiores. A vulnerabilidade do cérebro ao estresse 

ambiental aumenta durante os períodos críticos de desenvolvimento, o qual está mais suscetível 

a essas interferências ambientais, sejam elas positivas ou negativas. Como resultado, vivenciar 

adversidades durante essas janelas de tempo pode levar a respostas fisiológicas alteradas que 

se perpetuam ao longo da vida. A pesquisa neste campo usou modelos animais para entender 

as relações causais entre ELS e fenótipos patológicos e descobriu que roedores expostos ao 

estresse durante esses períodos críticos podem apresentar um aumento da ansiedade, depressão, 

deficiências cognitivas e neuroanatômicas. Entretanto, alguns aspectos importantes devem ser 

levados em consideração, como o tipo de condição adversa que este indivíduo é exposto, o 

timing e os aspectos específicos do sexo após o ELS. Essas descobertas, tomadas em conjunto, 

nos ajudam a esclarecer as transformações que ocorrem no cérebro de um indivíduo que passou 

por adversidades no início da vida. É difícil prever resultados e estabelecer uma relação de 

causa e efeito, mas devemos usar a já abundante informação disponível para esclarecer padrões, 

estar atentos aos dados mais recentes de literatura científica e utilizá-los para definir melhores 

estratégias terapêuticas e possíveis intervenções precoces. 
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PARTICIPAÇÃO EM ARTIGOS CIENTÍFICOS DURANTE O MESTRADO 

 

1) “Contagious depression: Automatic mimicry and the mirror neuron system - A 

review”, publicado no periódico “Neuroscience & Biobehavioral Reviews”, FI: 8,989, 

em 27 de dezembro de 2021 (Anexo B). 

2) “Age-related tolerance to paraquat-induced parkinsonism in Drosophila 

melanogaster”, publicado no periódico “Toxicology Letters”, FI: 4,372, em 31 de 

março de 2022 (Anexo C). 
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