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RESUMO 

 ALMEIDA C. S. Enriquecimento ambiental perinatal, seu impacto sobre 

comportamento análogo à ansiedade e implicações transgeracionais. Seropédica. 2016. 

Transtornos de ansiedade são condições psiquiátricas de alta prevalência na população e 

que promovem grande sofrimento aos pacientes acometidos. Estas doenças não tem 

etiologia completamente compreendida, mas é sabido que fatores ambientais e genéticos 

estão envolvidos. Por conta disso, realizamos estudos para avaliar se um ambiente mais 

complexo poderia impactar sobre o comportamento análogo a ansiedade de 

camundongos, e se estes efeitos comportamentais poderiam ser transferidos a próxima 

geração. Para realizar este estudo, fêmeas de camundongo no momento da cópula foram 

colocadas em ambiente padrão ou enriquecido, e permaneceram com suas proles nos 

respectivos ambientes até o desmame. Sendo assim, os animais da geração F1 tiveram 

duas condições experimentais: vida perinatal em ambiente padrão (AP) ou 

enriquecimento ambiental perinatal (AE). Após o desmame, todos os animais da 

geração F1 permaneceram em ambiente padrão. Quando os animais atingiram a 

maturidade tiveram o comportamento análogo à ansiedade avaliado. Para produzir a 

geração F2, fêmeas criadas apenas em ambiente padrão foram acasaladas com outros 

machos da geração F1, sendo machos AP dando origem ao grupo AP + AP ou machos 

AE dando origem ao grupo AE +AP, sendo que todos os animais da geração F2 foram 

mantidos em ambiente padrão. Quando os animais da geração F2 atingiram a 

maturidade, também tiveram seu comportamento análogo à ansiedade avaliado.  A 

análise estatística de todo o estudo foi feita através de teste t de Student. Os resultados 

obtidos na geração F1 foram os seguintes: os machos AE apresentaram aumento da 

distância percorrida em metros (15,5 ± 1,1) vs. (11,7 ± 1,0) e de comportamentos de 

exploração vertical (46,6 ± 3,8) vs. (33,3 ± 3,4) no teste do campo aberto. Aumento nas 

porcentagens de tempo despendido (31,2 ± 3,7) vs. (13,2 ± 5,2) e de entradas nos braços 

abertos (41,8 ± 4,5) vs. (23,6 ± 6,6), redução de comportamentos de avaliação de risco 

(15,3 ± 2,1) vs. (27,5 ± 2,9) e aumento nas entradas nos braços fechados (14,5 ± 1,5) vs. 

(8,6 ± 1,1) no teste do labirinto em cruz elevado. No teste da caixa claro-escuro 

apresentaram aumento de transições (20,2 ± 3,7) vs. (10,9 ± 2,1), quadrantes percorridos 

no lado claro (55,4 ± 9,5) vs. (28,3 ± 5,0) e de comportamentos de exploração vertical 

(5,8 ± 1,5) vs. (2,1 ± 0,8). Já na geração F2, os machos AE + AP não apresentaram 

aumento da distância percorrida em metros no teste do campo aberto (11,0 ± 0,7) vs. 

(13,6 ± 1,0). Aumento da porcentagem de tempo dispendido nos braços abertos (25,7 ± 

4,3) vs. (9,3 ± 3,1) e redução nos comportamentos de avaliação de risco (10,7 ± 1,3) vs. 

(21,3 ± 2,3) no teste do labirinto em cruz elevado. Portanto, conclui-se que o 

enriquecimento ambiental perinatal promove efeitos ansiolíticos e de maior atividade 

exploratória em camundongos machos, e este efeito ansiolítico é parcialmente 

transferido apenas para descendentes machos dos reprodutores do grupo AE.  

Palavras chave: Ansiedade, transmissão transgeracional, camundongos. 

 



ABSTRACT 

ALMEIDA C. S. Perinatal environmental enrichment, impacts on anxiety-like behavior 

and transgenerational implications. Seropédica. 2016. Anxiety disorders are psychiatric 

conditions that promote great suffering in affected patients.  The etiology of these 

diseases is not completely understood, but is known that environmental and genetic 

factors are involved. Because of this, we performed studies to evaluate if a more 

complex environment can impact in mice anxiety-like behavior, and if these behaviors 

effects are transfer to next generation. To perform this study, female mice at the 

copulation were placed in standard or enriched environments, and remained with your 

offspring up to weaning. Therefore, the animals of F1 generation had two possible 

experimental conditions, perinatal life in standard conditions (AP) or perinatal 

environmental enrichment (AE). After weaning all animals of F1 generation remained 

in standard environment. When reached maturity this animals were evaluated the 

anxiety-like behaviors. To produce the F2 generation, female mice originate only 

standard environment are breed to others male from F1 generation, being AP males 

originate the AP+AP group, being AE males originate the AE+AP group, all animals of 

F2 generation were remained in standard condition. When animals of F2 generation 

reached maturity were evaluated the anxiety-like behaviors. Statistical analyze of all 

study was by Student t test. The results of F1 generation were as follows: AE males 

presents increasing in ambulation meansured in meters (15,5 ± 1,1) vs. (11,7 ± 1,0)  and 

the vertical exploratory behavior (46,6 ± 3,8) vs. (33,3 ± 3,4) in the open field test. 

Increasing in percents of time spend (31,2 ± 3,7) vs. (13,2 ± 5,2) and entries in open 

arms (41,8 ± 4,5) vs. (23,6 ± 6,6), reduction of risk assessement behaviors (15,3 ± 2,1) 

vs. (27,0 ± 2,9) and increasing in entries of closed arms (14,5 ± 1,5) vs. (8,6 ± 1,1) in 

the plus maze test. In the light-dark box test presents increasing in transitions (20,2 ± 

3,7) vs. (10,9 ± 2,1), crossed quadrants in the light side (55,4 ± 9,5) vs. (28,3 ± 5,0) and 

the vertical exploratory behavior (5,8 ± 1,5) vs. (2,1 ± 0,8).Already in F2 generation, the 

AE+AP males did not present increasing in ambulation in the open field test measured 

in meters (11,0 ± 0,7) vs. (13,6 ± 1,0). Increasing in percents of time spend in open arms 

(25,7 ± 4,3) vs. (9,3 ± 3,1) and reduction in risk assessement behaviors (10,7 ± 1,3) vs. 

(21,3 ± 2,3) in the plus maze test. Therefore, it is concluded that the perinatal 

environmental enrichment promote anxiolytic-like effects and increasing in exploratory 

activity in male mice. Being the anxiolytic-like effect is transferred to male decedents of 

the sires of the AE group.  

Palavras chave: Ansiedade, transmissão transgeracional, camundongos. 
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INTRODUÇÃO 

1.1 Transtornos de ansiedade 

Os transtornos de ansiedade em suas diversas manifestações (tabela 1) estão entre as 

doenças psiquiátricas mais prevalentes na população mundial, com prevalência estimada 

em 7,3 % (Who (2001); Kessler et al., 2005; Andrade et al., 2012; Olesen et al., 2012; 

Who, 2015), já as prevalências no Brasil e Estados Unidos são maiores e estão 

mostradas graficamente na figura 1. Além de apresentarem alta comorbidade entre si e 

com outros transtornos neuropsiquiátricos, como transtornos de humor e o abuso de 

drogas psicoativas, os transtornos de ansiedade também são considerados fatores de 

risco para o desenvolvimento de outras doenças (Castillo et al., 2000; Lai et al., 2015). 

Dentre as manifestações mais comuns estão os transtorno de ansiedade generalizada, 

transtorno de ansiedade social e o transtorno de pânico.  

Tabela 1 – Classificação dos Transtornos de ansiedade segundo a Associação de 

Psiquiatria Norte-americana (DSM-5, 2013)  

 Transtorno de Ansiedade de Separação 

 Mutismo Seletivo 

 Fobia Específica 

 Transtorno de Ansiedade Social 

 Transtorno de Pânico 

 Especificador de Ataque de Pânico 

 Agorafobia 

 Transtorno de Ansiedade Generalizada 

 Transtorno de Ansiedade Induzido por Substância/Medicamento 

 Transtorno de Ansiedade Devido a Outra Condição Médica 

 Outro Transtorno de Ansiedade Especificado 

 Transtorno de Ansiedade Não Especificado 
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Figura1: Prevalência percentual em 12 messes em relação à população total. Dados de referência no 

Brasil retirados de Andrade et al. (2012) e dos Estados Unidos da América, retirados de Kessler et al. 

(2005). 

Para o paciente, transtornos de ansiedade promovem grande sofrimento e perda de 

qualidade de vida. De modo geral, dentre os sintomas que os pacientes podem 

apresentar estão, dificuldades de relacionamento social, isolamento social além de 

sintomas somáticos e neurovegetativos como taquipnéia, tensão muscular, tremores, 

vigilância aumentada, náuseas e vômitos  (Castillo et al., 2000). Além disso, estes 

pacientes podem apresentar redução da expectativa de vida (Walker et al., 2015). Um 

dado relevante consiste no fato de que, estas doenças causam grandes impactos 

financeiros para os pacientes acometidos e para os sistemas de saúde pública, tanto por 

perda de dias de trabalho quanto pelo custo do tratamento, o que pode colaborar ainda 

mais para agravamento da doença e perda de qualidade de vida do paciente (Olesen et 

al., 2012). 

Quanto ao tratamento, existem formas eficazes para grande parte dos pacientes 

acometidos por transtornos de ansiedade. A terapêutica é baseada em tratamentos 

farmacológicos que podem ou não estar associados à psicoterapia (Strine et al., 2015). 

Dentre as principais classes de fármacos utilizados podemos destacar: 

benzodiazepínicos, antidepressivos, antipsicóticos atípicos, anticonvulsivantes, beta 

bloqueadores e a buspirona (agonista parcial de receptor 5-HT1A) (Arikian e Gorman, 

2001; Perna et al., 2016). Apesar de sua eficácia, muitos problemas estão associados à 

terapêutica utilizada, com destaque para o desenvolvimento de dependência e tolerância 

aos benzodiazepínicos, e a longa latência para aparecimento do efeito terapêutico dos 
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antidepressivos no tratamento de transtornos de ansiedade, além da possível 

refratariedade às diferentes formas de tratamento (tanto farmacológica quanto 

psicoterápica) que alguns pacientes apresentam (Singewald, Nicolas, 2007).  

Historicamente, a primeira descrição de transtornos metais como doenças ocorreu 

no Egito antigo (no ano de 1900 antes de Cristo) presente no Papiro Kahum, citado em  

Tasca et al. (2012). Já a primeira descrição dos transtornos de ansiedade foi realizada 

em 1620 por Robert Burton em seu livro ―The anatomy of melancolia‖, citado em 

Berrios (1999). Etimologicamente, a palavra ansiedade deriva do termo grego Anshein 

que significa estrangular, sufocar e oprimir (Graeff, 2006). Vale salientar que tanto o 

medo quanto à ansiedade são sentimentos que ocorrem naturalmente em resposta à 

ameaça, portanto são respostas fisiológicas. Porém, enquanto o medo está relacionado 

com a presença de um estimulo aversivo real e há apenas o estimulo para o afastamento 

do que cria aversão, na ansiedade o risco é potencial, ou seja, a novidade ou memória de 

outras situações de risco que promove este comportamento defensivo (a ansiedade). 

Além disso, na ansiedade ocorre o conflito entre a aproximação e o afastamento do 

potencial perigo (Graeff, 2007).  

Partindo do entendimento que a ansiedade é uma resposta fisiológica, alguns autores 

estabelecem que a ansiedade possa ser considerada patológica quando for exagerada e 

interferir na qualidade de vida do individuo (Castillo et al., 2000; Singewald, N., 2007). 

Complementarmente, outros autores acreditam que os transtornos de ansiedade podem 

ser considerados como desordens defensivas em que a avaliação de perigo é feita de 

maneira falha nos indivíduos acometidos, deflagrando assim comportamentos 

defensivos exagerados (Rodgers e Dalvi, 1997; Castillo et al., 2000). Seguindo este 

raciocínio, Castillo e colaboradores definem que nos transtornos de ansiedade os 

sintomas de ansiedade são a causa primária da doença, e estes não decorrem de outras 

condições psiquiátricas como esquizofrenia ou depressão (Castillo et al., 2000). Apesar 

de apresentarem uma definição bem consistente, a etiologia destas doenças não é 

totalmente compreendida, e podem ter seu desenvolvimento influenciado tanto por 

fatores genéticos quanto ambientais. Neste contexto, há relatos de que os transtornos de 

ansiedade podem ser uma característica neurobiológica transmitida para os 

descendentes (Castillo et al., 2000; Hettema et al., 2001), apresentando uma taxa de 

herdabilidade estimada de 30 a 50 % (Hettema et al., 2001).  
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Considerando diversos fatores que podem influenciar o desenvolvimento de 

transtornos de ansiedade, eventos ocorridos durante o desenvolvimento, como estresse, 

têm sido apontados como importantes fatores predisponentes (Stout e Nemeroff, 1994; 

Meyer-Lindenberg e Tost, 2012). Neste contexto, tem sido observado que quando estes 

eventos estressores ocorrem em períodos críticos do desenvolvimento do sistema 

nervoso central (SNC), tais como, a infância e a adolescência, podem predispor o 

desenvolvimento dessas doenças tanto no momento do estresse quanto na vida adulta 

(Castillo et al., 2000). Sendo assim, o estudo de como eventos ocorridos em momentos 

anteriores ao completo desenvolvimento do SNC podem impactar sobre a ansiedade são 

de fundamental importância para o refinamento e desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas. Adicionalmente, é possível ainda que estes eventos ainda possam impactar 

na ansiedade da prole, sendo este o tema do presente trabalho.  

1.2 Modelos animais de ansiedade  

Neste contexto, a utilização de modelos animais para o estudo de doenças 

neuropsiquiátricas é útil, pois parte do princípio que os mecanismos de defesa primários 

foram conservados ao longo do processo de evolução. Em função disto, modelos 

animais tentam correlacionar alterações comportamentais e fisiológicas com estados 

emocionais específicos e tem contribuído de forma significativa para a descoberta de 

novos fármacos e compreensão dos mecanismos envolvidos em diferentes doenças 

(Campos et al., 2013). Atualmente, é conhecido que transtornos de ansiedade envolvem 

uma grande diversidade de manifestações em resposta a diferentes estímulos e 

diferentes modelos tendem a refletir diferentes aspectos relacionados a estes 

comportamentos de defesa. 

Considerando o estudo da neurobiologia da ansiedade, o uso de modelos animais 

apresenta diversas vantagens, dentre elas, a possibilidade de realizar pesquisas com 

grande número de indivíduos, melhor controle de histórico de estresse, a possibilidade 

de realizar manipulações genéticas, bem como, permite tipos de investigação que seriam 

eticamente inaceitáveis em humanos. Por outro lado, devemos considerar algumas 

desvantagens da utilização de animais neste tipo de pesquisa, dentre as quais podemos 

destacar que, em outros animais as respostas corticais possam não ser tão bem definidas 

como as existentes em humanos (Singewald, Nicolas, 2007). Apesar disso, diversos 

estudos em roedores mostram a importância do córtex frontal na regulação de 
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comportamentos análogos à ansiedade (Albrechet-Souza et al., 2009; Adhikari et al., 

2015). 

Diversos modelos animais de comportamentos análogos à ansiedade se baseiam na 

movimentação e ocupação de espaços do aparato experimental pelo animal. Sendo 

assim, um dos primeiros modelos a ser relatado foi o teste do campo aberto. Este teste 

foi descrito pela primeira vez por Hall (1934), sendo também utilizado para a avaliação 

da movimentação espontânea do animal (Olivares et al., 2012). Quando um animal é 

exposto a um ambiente desconhecido, como o aparato do campo aberto, ele tende a 

explorá-lo para obtenção de informação espacial sobre este novo ambiente. Após um 

período prolongado de exposição ou exposições sucessivas ao aparato o animal 

desenvolve habituação ao teste do campo aberto, por já ter conhecimento espacial do 

ambiente (Bolivar et al., 2000). Vale salientar ainda que, este é um modelo realizado em 

diferentes espécies animais com adaptações, dentre elas podemos destacar: cães, gatos e 

aves. Por conta disso, este é o modelo comportamental mais utilizado em pesquisas com 

animais (Walsh e Cummins, 1976; Prut e Belzung, 2003).  

Entretanto, o modelo mais utilizado para a avaliação de comportamentos análogos a 

ansiedade é o teste do labirinto em cruz elevado (Arabo et al., 2014). Este modelo 

baseia-se nas observações de Montgomery no labirinto em Y que percebeu a aversão de 

roedores a ambientes abertos e elevados. O teste do labirinto em cruz elevado foi 

descrito pela primeira vez por Handley e Mithani em 1980 (citado em (Rodgers e Dalvi, 

1997)) e validado de maneira etológica, fisiológica e farmacológica para ratos por 

Pellow e colaboradores (Pellow et al., 1985), sendo posteriormente validado para 

camundongos por Lister (1987).  

Apesar de se acreditar inicialmente que o teste do labirinto em cruz elevado apenas 

estava relacionado ao medo incondicionado (Pellow et al., 1985), deve ser considerada 

a possibilidade de aprendizado pelos animais durante o teste, como defendida por 

alguns autores. Isto porque a aversão aos braços abertos aumenta com o passar do 

tempo, quando este é avaliado minuto a minuto (Carobrez e Bertoglio, 2005). 

Adicionalmente, esta ideia de aprendizado durante o teste é reforçada pelo fenômeno de 

tolerância de primeiro ensaio, que é a perda de efeito ansiolítico de drogas 

benzodiazepínicas em uma segunda exposição ao labirinto em cruz elevado.  (File et al., 

1990). 
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Outro modelo largamente utilizado é o teste da caixa claro-escuro (Bourin e 

Hascoët, 2003). Este modelo foi inicialmente descrito por Crawley e Godwing (1980) e 

se baseia na observação da inibição do comportamento exploratório de roedores 

noturnos quando estes são expostos a ambientes iluminados. Sendo o conflito criado 

pelo ambiente iluminado (aversivo) e o ambiente escuro (Young e Johnson, 1991).  

Baseado em outra situação de conflito, o teste da supressão da alimentação pela 

novidade tem sua origem na observação da inibição comportamental da alimentação em 

roedores quando colocados em um ambiente desconhecido em relação a roedores já 

habituados a este ambiente. Segundo Yoshioka (1932), isso ocorre por conta da 

exposição ao novo ambiente que promoveria medo e /ou comportamentos análogos à 

ansiedade. Apesar disso, a validação farmacológica deste teste ocorreu posteriormente, 

podendo caracterizar este como um modelo de comportamentos análogos à ansiedade 

(Bodnoff et al., 1989). Este teste tem sido refinado ao longo dos anos, diminuindo o 

tempo de privação de alimentos de 48 horas (Bodnoff et al., 1989) chegando a 

protocolos de privação de alimento de 12 horas (Yang et al., 2015), na intenção de 

diminuir o estresse e desconforto possivelmente causado pela privação de alimentos a 

estes animais.  

Vários são os motivos em comum para a grande utilização dos modelos de 

ansiedade aqui descritos, tais como: (1) Simplicidade e baixo custo dos equipamentos 

utilizados, (2) não haver necessidade de treinamento, estimulação nociva ou privação de 

água ou alimento (Crawley e Goodwin, 1980; Pellow et al., 1985), (3) se basear no 

comportamento espontâneo do animal, (4) discriminar efeitos agudos de 

benzodiazepínicos, (5) ser bidirecional, ou seja, ser sensível a manipulações de caráter 

ansiolítico ou ansiogênico  (Pellow et al., 1985). Neste contexto, o teste da supressão da 

alimentação pela novidade é o único que não apresenta a vantagem (2) já que é 

necessária a privação de alimento (Yang et al., 2015). 

 Todos estes modelos descritos refletem respostas naturais e não–condicionadas (não 

exigem treinamento prévio) de roedores. São testes de conflito, onde os animais são 

expostos a situações onde devem escolher entre um comportamento que naturalmente 

poderá lhe trazer algum benefício (motivação), apresentando, no entanto, um risco 

potencial (semelhante ao que ocorre na natureza). Apesar desta característica 

semelhante dos modelos propostos, tem sido mostrado que os substratos neurais 
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envolvidos nestes diferentes testes são diversos e podem refletir diferentes estados de 

ansiedade. No entanto, também podem ocorrer algumas sobreposições dos substratos 

neurobiológicos envolvidos nos diferentes modelos de ansiedade. Por isso, tem sido 

proposto na literatura que a avaliação em diferentes modelos possa produzir resultados 

mais bem definidos, reduzindo a possibilidade de resultados ―falso positivos‖ ou ―falso 

negativos‖ (Ramos, 2008).  

Um ponto de discussão na literatura é a realização de diferentes modelos 

isoladamente ou sucessivamente. Se por um lado, é possível que a exposição a um 

modelo possa modificar a resposta no modelo seguinte, como relatado em animais 

previamente expostos ao labirinto em cruz elevado quando submetidos ao teste da caixa 

claro-escuro, que apresentam redução de comportamentos análogos à ansiedade 

(Rodgers e Shepherd, 1993), a utilização de baterias de testes comportamentais 

apresenta uma vantagem ética importante por conta da redução do número de animais 

utilizados, além de viabilizar a avaliação comportamental em fenótipos com alto custo 

operacional como animais geneticamente modificados (Mcilwain et al., 2001), ou 

mesmo, estudos de longa duração (Olivares et al., 2012).  

1.3 Aspectos neuroanatômicos e implicação GABAérgica na ansiedade 

Do ponto de vista neuroanatômico, algumas áreas do SNC têm seu envolvimento 

com a neurobiologia da ansiedade bem descrito, tanto em humanos quanto em animais. 

Dentre elas, podemos destacar o córtex pré-frontal (Mobbs et al., 2007; Albrechet-

Souza et al., 2009), a amígdala (Davis, 1992; Singewald e Sharp, 2000) e a substância 

cinzenta periaquedutal (Singewald e Sharp, 2000; Mobbs et al., 2007).  

O córtex pré-frontal medial é composto dos córtices infralimbíco, pré-limbíco e 

cingulado anterior. Esta região se conecta a outras áreas envolvidas na regulação de 

comportamentos defensivos tais como: hipocampo, amígdala e substância cinzenta 

periaquedutal. Do ponto de vista neurobiológico, o córtex pré-frontal é a área mais alta 

de controle hierárquico relacionado a comportamentos defensivos, regulando a atividade 

de outras áreas do SNC envolvidas com estes comportamentos (Mobbs et al., 2007; 

Adhikari et al., 2015), como representado esquematicamente na figura 2 a seguir.  
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Figura 2: Representação esquemática de encéfalo de camundongo em corte sagital, adaptado de (Silvani e 

Dampney, 2013). Estão destacadas algumas áreas envolvidas com a regulação de comportamentos 

defensivos, tais como: PFC = córtex pré-frontal, Hipo = hipocampo, Ami = Amigdala e PAG = 

Substância cinzenta peri-aquedutal. 

O córtex pré-frontal dorsomedial (composto pelos córtices cingulado anterior e 

pré-límbico) é a porção do córtex pré-frontal com maior quantidade de projeções 

axonais para a amígdala que promove a ativação da amígdala basolateral. Já as 

projeções do córtex pré-frontal ventromedial (composto pelo córtex infralímbíco) para a 

amigdala basolateral promovem redução da atividade da amígdala basolateral. (Adhikari 

et al., 2015).   A representação esquemática do córtex pré-frontal em camundongos esta 

representada na figura 3 a seguir. 
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Figura 3: Representação esquemática de cortes coronais do córtex pré-frontal de camundongos em 

diversos cortes coronais, adaptado de  Morawska e Fendt (2012). As legendas significam: Cg1 = Córtex 

cingulado área 1, Cg2 = Córtex cingulado área  2,   Prl = Córtex Pré-límbico, IL Córtex Infra-límbico, LV 

= Ventriculo Lateral,  DP = Córtex Penducular Dorsal, aca = Comissura anterior parte anterior e fmi = 

Forceps menor do corpo caloso.  As indicações ao lado da figura mostram a distância em milímetros de 

Bregma, no sentido cranial.  

Em humanos, o córtex pré-frontal é responsável pelo planejamento de estratégias 

defensivas e da tomada de decisão em situações aversivas. Estudos com ressonância 

magnética funcional em humanos mostram a inibição da substância cinzenta 

periaquedutal promovidos pelo córtex pré-frontal, levando assim ao controle de 

respostas ao medo e ansiedade frente a situações aversivas (Mobbs et al., 2007).  

Adicionalmente, camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado apresentam 

ativação celular aumentada no córtex pré-frontal, resposta esta reduzida quando da 

utilização de benzodiazepínicos em doses ansiolíticas, que promovem respostas de 
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preferência por regiões do aparato utilizado e em comportamentos de avaliação de risco 

neste modelo (Albrechet-Souza et al., 2009). Sendo estes exemplos da participação do 

córtex pré-frontal na regulação de comportamentos defensivos.  

Outra região do encéfalo de importância central na neurobiologia dos 

comportamentos defensivos é a amígdala. A amígdala é uma estrutura bilateral 

localizada nos lobos temporais dividida em 13 partes, podendo ainda ser didaticamente 

subdividida em três grandes complexos: complexo basolateral (composto pelos núcleos 

basolateral, lateral e basal acessório), complexo centromedial (consistindo nos núcleos 

central, medial e a parte amigdalóide do núcleo leito da estria terminal e ainda outros 

núcleos como núcleo intercalar, área amigdalar anterior e área amígdalo-hipocampal) e 

complexo corticomedial (que tem diversos núcleos sendo eles: núcleo lateral do trato 

olfatório, núcleo leito do trato olfatório, núcleo cortical e o córtex pré-amigdalóide) 

(Sah et al., 2003). Apesar de muitos núcleos que compõem o complexo amígdalóide 

receberem e emitirem projeções para outras áreas encefálicas, a principal entrada de 

informações para a amígdala é o complexo é basolateral, e a principal saída é o núcleo 

central da amígdala (Davis, 1992). Um esquema da organização anatômica da amígdala 

em roedores esta apresentado na figura 3 abaixo. 

 

Figura 4: Representação esquemática de corte coronal da amígdala de camundongo em Bregma -1.94, 

adaptado de Janitzky et al. (2009).  As legendas significam: BLA = Núcleo basolateral da amígdala e 

CeA = Núcleo central da amígdala. 
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 Em humanos o núcleo central, o complexo basolateral da amígdala e o núcleo leito 

da estria terminal são ativados em resposta a ameaças próximas (Mobbs et al., 2007). 

Adicionalmente, estudos com animais mostram que o complexo basolateral da amígdala 

também está envolvido com a resposta a comportamentos defensivos condicionados e 

incondicionados (Smith et al., 2012) e na formação e retenção de memórias aversivas 

(Nikolaev et al., 2002). O complexo basolateral da amígdala contém ainda grandes 

quantidades de neurônios GABAérgicos, sendo o ácido gama aminobutírico (GABA)  

de fundamental importância para a extinção de memórias aversivas (Müller et al., 

2015). O núcleo central da amígdala recebe muitas projeções de neurônios situados em 

núcleos do complexo basolateral, participando do circuito intra-amigdalar responsável 

pelo processamento de respostas de medo e ansiedade. O núcleo central da amígdala 

parece estar envolvido principalmente com as respostas comportamentais autonômicas e 

endócrinas decorrentes do medo e ansiedade (Davis, 1992). Adicionalmente a redução 

da transmissão glutamatérgica no núcleo basolateral da amígdala pode promover efeitos 

ansiogênicos (Linden et al., 2004).  

Mais uma região de grande importância na regulação de comportamentos defensivos 

é a substância cinzenta periaquedutal, que é localizada ao redor do aqueduto cerebral no 

mesencéfalo, sendo esta, uma região que recebe muitas projeções do córtex pré-frontal, 

núcleo central da amígdala, núcleo leito da estria terminal e associada e todas estas 

regiões tem sido implicadas na coordenação de respostas autonômicas defensivas 

(Mobbs et al., 2007). Em humanos, a substância cinzenta periaquedutal é ativada em 

resposta a ameaças próximas, sendo que a região da substância cinzenta periaquedutal 

mais relacionada com as respostas defensivas é a porção dorso lateral (Messanvi et al., 

2013). Além disso, quando esta área é submetida a estimulações elétricas em animais, 

estes apresentam aumento de comportamentos análogos à ansiedade em ratos, para 

revisão ver (Graeff et al., 1993). Soma-se a isso, que a inibição da atividade 

glutamatérgica nesta região promove efeitos ansiolíticos (Kincheski e Carobrez, 2010) 

assim como, a administração de fármacos que induzem ansiedade e/ou medo em 

animais aumenta o número de células imunorreativas para c-fos na substância cinzenta 

periaquedutal (Singewald e Sharp, 2000). 
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Figura 5: Representação esquemática de cortes coronais da substância cinzenta periaquedutal em Bregma 

-4.33, adaptado de Tovote et al. (2016). As legendas significam : AQ = Aqueduto cerebral, DMPAG =  

Porção dorsal da substância cinzenta periaquedutal, DLPAG = Porção dorso-lateral da substância 

cinzenta periaquedutal, LPAG = Porção lateral da substância cinzenta periaquedutal e VMPAG = Porção 

ventromedial da substância cinzenta periaquedutal. 

Diversos sistemas de neurotransmissores parecem estar envolvidos na integração 

das respostas defensivas, integrando os estímulos nas áreas descritas. Neste sentido, 

dentre os possíveis candidatos à participação nestes efeitos estão as neurotrofinas como 

BDNF e NGF, componentes do eixo hipotálamo hipófise adrenal, como hormônio 

liberador de corticotrofina e seus receptores, além da expressão de receptores para 

glicocorticoides, o sistema serotoninérgico e também sistemas de aminoácidos como 

glutamato e GABA.  

O ácido gama aminobutírico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitório do 

SNC de mamíferos adultos (Müller et al., 2015; Janik et al., 2016). Este 

neurotransmissor está envolvido com diversos processos desempenhados pelo SNC tais 

como: regulação das atividades neurovegetativas (Guyenet, 2006), ritmicidade 

circadiana, controle motor e controle do comportamento emocional (Stork et al., 2000). 

Além disso, o sistema GABAérgico no córtex pré-frontal parece ser altamente 

modulado pela experiência no inicio da vida (Chocyk et al., 2013; Lussier e Stevens, 

2016). 

O GABA é sintetizado a partir do glutamato pela enzima ácido glutâmico 

dexcarboxilase (GAD) que tem duas isoformas com nomes oriundos dos seus 
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respectivos pesos moleculares, a saber: GAD65 (pm = 65400 Dáltons) e GAD67 (pm = 

66600 Dáltons) (Soghomonian e Martin, 1998) sendo estas codificadas por dois genes 

diferentes gad2 e gad1, respectivamente (Lange et al., 2014). A GAD67 que é localizada 

no citoplasma parece ser responsável pela produção de GABA envolvido em processos 

metabólicos. Além disso, ela responde pelas maiores quantidades de GABA no SNC em 

desenvolvimento (Müller et al., 2015). Já a GAD65 parece estar envolvida com a 

liberação sináptica de GABA (Lange et al., 2014) e tem sua localização na membrana 

sináptica. Esta isoforma é responsável pela produção de maiores quantidades de GABA 

no SNC de adultos (Müller et al., 2015).  

Após a síntese, o GABA é armazenado em vesículas, processo este dependente do 

transportador vesicular de GABA (VGAT) (Buddhala et al., 2009). Quando liberado na 

fenda sináptica o GABA interage com receptores do tipo GABAA, GABAC 

(ionotrópicos) ou GABAB (metabotrópico) (Bormann, 2000). Esta visão geral do 

sistema GABAérgico é importante para a seleção de alvos de estudo, visto que, este 

sistema de neurotransmissão parece ter envolvimento fundamental na neurobiologia da 

ansiedade, tanto na regulação fisiológica destes comportamentos (Crestani et al., 1999), 

bem como, no tratamento farmacológicos de transntornos de ansiedade (Arikian e 

Gorman, 2001). 

Neste sentido, experimentos com animais apresentam algumas informações que 

sugerem a participação das isoformas de GAD no desenvolvimento de transtornos de 

ansiedade. Por exemplo, quando camundongos knockout para GAD65 são expostos a 

condicionamento aversivo desenvolvem características análogas ao transtorno de 

estresse pós-traumático, para revisão ver (Müller et al., 2015). Adicionalmente, ratos 

menos exploradores no labirinto em cruz elevado apresentam redução na expressão das 

duas isoformas de GAD no córtex frontal (Nelovkov et al., 2006). Do mesmo modo, 

camundongos knockout para GAD65 apresentam aumento de comportamentos análogos 

à ansiedade nos modelos do campo aberto e do labirinto em zero elevado (Kash et al., 

1999). Estes animais também apresentam aumento de comportamentos análogos à 

ansiedade no modelo da caixa claro-escuro (Stork et al., 2000), bem como perda do 

efeito ansiolítico do diazepam neste modelo (Kash et al., 1999; Stork et al., 2000). 

Além disso, a exposição a estressores no período pré-natal pode reduzir a contagem de 

células imunorreativas para GAD67 no córtex pré-frontal que é acompanhado do 
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aumento de comportamentos análogos à ansiedade em camundongos (Lussier e Stevens, 

2016). 

Considerando o receptor GABAA, o mesmo possui estrutura pentamérica, sendo 

associado a um canal de Cl
-
. Neste receptor, além do sítio do ligante principal, o GABA, 

existem vários sítios alostéricos que alteram sua atividade, tais como o sítio para 

benzodiazepínicos e o sítio de ligação para neuroesteróides, entre outros, para revisão 

ver (Olsen, 2014). O complexo receptor pode ser composto por diversas subunidades 

proteicas, a saber:  α 1-6, β 1-3, γ 1-3, δ, ε, θ, π e ρ1-3 (Rudolph e Möhler, 2006). Esta 

grande variedade de subunidades faz com que ocorra uma população de receptores 

GABAA muito heterogênea e com características farmacológicas diversas. A maior 

parte da população de receptores GABAA presentes no SNC tem a conformação mais 

comum 2α, 2β e 1γ (Heldt e Ressler, 2010). Sendo que a segunda conformação mais 

comum de subunidades componentes do receptor GABAA é 2α, 1β e 2γ (Caldji et al., 

2003). 

Figura 6: Representação esquemática do receptor GABAA com sua composição mais comum, contendo 

duas subunidades α, duas β e uma γ. Os sítios de ligação para o GABA (localizado na interface entre 

subunidades α e β) está indicado com a seta branca, bem como, o sítio de ligação de benzodiazepínicos 

(localizado na interface entre as subunidades α  e γ) está indicado pela seta preta. 
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Neste contexto, as subunidades do tipo α são de fundamental importância, pois nela 

se localiza o sítio de ligação para o GABA. Além disso, na interface entre subunidades 

α e γ se localiza o sítio de ligação para benzodiazepínicos. Considerando a afinidade de 

ligação de benzodiazepínicos clássicos (exemplos: diazepam e alprazolam) aos 

receptores GABAA, quando estes receptores são compostos por subunidades α1, α2, α3 e 

α5 estas afinidades são iguais. Apenas quando receptores GABAA contém subunidade 

α4 estes benzodiazepínicos clássicos não se ligam nos receptores (Caldji et al., 2003). Já 

quando se leva em conta a sensibilidade das subunidades α a benzodiazepínicos, 

evidências experimentais têm imputado a interação com receptores contendo 

subunidade α1, as ações sedativas desta classe de fármacos. Enquanto as subunidades α2 

e α3 parecem estar presentes em receptores GABAA envolvidos com às ações 

ansiolíticas de benzodiazepínicos. Além disso, os receptores GABAA contendo 

subunidades α5 podem estar envolvidos com efeitos amnésicos promovidos por esta 

classe de fármacos (Rudolph e Möhler, 2006). 

Neste sentido, há evidências de que camundongos manipulados geneticamente de 

forma que seus receptores GABAA contendo subunidades α2 insensíveis aos 

benzodiazepínicos, não apresentam respostas ansiolíticas quando tratados com estes 

fármacos. Já quando esta manipulação foi realizada para insensibilizar as subunidades 

α3 do receptor GABAA os animais continuaram a apresentar resposta ansiolítica quando 

administrados com benzodiazepínicos. Isso mostra a importância da subunidade α2 na 

modulação do comportamento análogo à ansiedade (Löw et al., 2000; Smith et al., 

2012). Além disso, há relatos de que a expressão proteica de subunidades α2 no córtex 

pré-frontal e no núcleo central da amígdala pode ser aumentada em ratos por protocolos 

de separação materna durante o período perinatal, dados que mostram que esta 

subunidade pode ser modulada pelo estresse perinatal (Gondré-Lewis et al., 2016). Por 

outro lado, outros estudos mostram que subunidade α3 do receptor GABAA também 

pode ter sua expressão modulada pelo estresse e também estar relacionada  à ansiedade, 

visito que a submissão de ratos a estresse no período pré-púbere reduz o número de 

células imunorreativas para a subunidade α3 do receptor GABAA nos núcleos 

basolateral, central, lateral, basomedial e medial da amígdala, sendo que estes animais 

apresentam comportamentos análogos à ansiedade aumentados (Tzanoulinou et al., 

2014). 
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Outra subunidade de interesse é a γ2 que é parte integrante do sítio de ligação de 

benzodiazepínicos (Laloux et al., 2012). Apesar da subunidade γ1 também poder 

compor este sítio de ligação (Caldji et al., 2003). Evidências experimentais mostram 

que animais transgênicos que tem expressão reduzida de receptores γ2 apresentam 

aumento de comportamentos análogos à ansiedade nos testes do labirinto em cruz 

elevado e da caixa claro-escuro (Crestani et al., 1999). Adicionalmente, esta também 

parece ser uma subunidade que tem sua expressão modulada por estressores no inicio da 

vida, já que ratos submetidos a estresse no período perinatal apresentam redução da 

expressão da subunidade γ2 na amígdala (Laloux et al., 2012). Mais uma  observação 

neste sentido, é que filhotes de ratas com grande quantidade de comportamentos 

maternos de lambedura e limpeza apresentam aumento da expressão de receptores γ2  no 

complexo basolateral e no núcleo central da amígdala. Bem como, aumento da 

expressão gênica de subunidade γ1 nos núcleos central e lateral da amígdala (Caldji et 

al., 2003). Deste modo, percebe-se que o sistema GABAérgico pode ter a expressão de 

diversas proteínas chave para o seu funcionamento modulada por estressores, e isso 

pode estar envolvido na predisposição ou resiliência ao desenvolvimento de transtornos 

de ansiedade em momentos posteriores aos eventos estressores. 

1.4 Enriquecimento ambiental perinatal e ansiedade 

Neste contexto, é importante ressaltar que eventos ocorridos no início da vida têm 

grande impacto no comportamento do indivíduo adulto e têm sido correlacionados com 

a manifestação de doenças neuropsiquiátricas em humanos (Castillo et al., 2000; Green 

et al., 2010) e transtornos comportamentais em animais (Lussier e Stevens, 2016). O 

período perinatal em roedores pode ser dividido em período embrionário e o período do 

nascimento até o desmame. Sendo que em roedores os processos de crescimento rápido 

do SNC ocorrem principalmente entre 3 e 4 semanas de vida, tendo seu pico aos 10 dias 

de vida pós-natal (Viberg et al., 2008). Já em humanos, este crescimento rápido do SNC 

ocorre mais pronunciadamente entre o terceiro trimestre de gestação e o segundo ano de 

vida (Viberg et al., 2008). Alguns destes processos plásticos do SNC são; diferenciação 

e migração celular, neurogênese, gliogênese, apoptose (Kempermann et al., 1997), 

estabelecimento de sinapses, crescimento de espinhas dendríticas e potenciação de 

longa duração (Chocyk et al., 2013). No entanto, mesmo não sendo o momento de 

maior desenvolvimento do SNC, períodos gestacionais anteriores a estes tanto em 

roedores quanto em humanos podem impactar no comportamento na vida adulta 
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(Laureano-Melo et al., 2015). Isso porque mesmo em momentos anteriores a este 

período de grande aumento no número de células no SNC alguns sistemas de 

neurotransmissores já começam a se desenvolver, tais como o sistema GABAérgico 

(Lussier e Stevens, 2016). 

Considerando estes fatos, o estudo de mecanismos que levam à programação do 

desenvolvimento sistema nervoso e suas consequências na vida adulta tem sido 

apontada como uma importante estratégia para compreensão da neurobiologia e 

tratamento de algumas doenças. Para abordar o tema, diversos protocolos têm sido 

realizados, incluindo a indução de estresse em animais no período perinatal por 

diferentes manipulações tais como: separação materna (Chocyk et al., 2013), submissão 

das mães a estresse de contenção (Laloux et al., 2012) e exposição à substâncias 

(Laureano-Melo et al., 2015). Neste sentido, uma manipulação no início da vida que 

tem sido estudada, porém ainda não é completamente compreendida, é o 

enriquecimento ambiental perinatal. 

O enriquecimento ambiental pode ser definido como a forma de manejo de animais 

cativos, que intenciona proporcionar maiores oportunidades dos animais desenvolverem 

comportamentos semelhantes àqueles realizados por seus semelhantes na natureza. Isso 

porque neste tipo de condição de criação é permitida maior chance de interação social e 

com elementos inanimados, tentando assim criar uma condição mais próxima da que os 

animais encontrariam em sua vida natural (Baumans, 2005; Shyne, 2006). 

Protocolos de criação de animais em ambiente enriquecido têm sido utilizados na 

intenção de melhorar a qualidade de vida (Baumans, 2005; Shyne, 2006) e reduzir a 

frequência de comportamentos estereotipados de animais cativos (Shyne, 2006; 

Sztainberg et al., 2010), geralmente associados a transtornos comportamentais (Marashi 

et al., 2003).  

Segundo Baumans (2005) existem dois tipos de enriquecimento ambiental para 

animais de laboratório, sendo: (1) Enriquecimento social, que pode ser com contato ou 

sem contato entre os animais. Este ainda pode ser entre animais da mesma espécie ou de 

espécies diferentes. (2) Enriquecimento físico, que pode ser realizado com o aumento da 

complexidade do ambiente de vida incluindo o aumento do tamanho da caixa residência 

onde o animal é alojado, a adição de elementos inanimados, a presença de material para 

a confecção de ninhos ou mesmo a alteração da alimentação. 
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Apesar de o enfoque inicial ser o bem estar animal, o enriquecimento ambiental tem 

se mostrado uma excelente ferramenta para o estudo de alterações cerebrais 

dependentes da experiência (Kempermann et al., 1997; Ickes et al., 2000; Foster e 

Dumas, 2001). Sendo que o primeiro a trabalhar com enriquecimento ambiental do 

ponto de vista neurobiológico foi Donald Hebb, no fim da década de 1940. Ele 

demonstrou que ratos que viviam em um ambiente mais variado tinham melhor 

aprendizado que animais que viviam no laboratório em condições padrão de criação, 

citado em (Simpson e Kelly, 2011). Mesmo com as críticas da falta de controle dos 

experimentos de Hebb, estes trabalhos foram o ponto de partida para diversos estudos 

que demonstraram alterações comportamentais, que podem estar relacionados com 

mudanças morfológicas no SNC como a espessura do córtex e alterações bioquímicas 

no cérebro (Nithianantharajah e Hannan, 2006).  

Considerando o impacto do enriquecimento ambiental no comportamento, diversos 

trabalhos têm demonstrado um efeito ansiolítico imputado à criação de animais em 

ambientes mais complexos (Chapillon et al., 1999; Fox et al., 2006). No entanto, não 

existe consenso sobre este efeito, visto que outros estudos com enriquecimento 

ambiental não mostram efeitos ansiolíticos (Roy et al., 2001) ou mesmo mostram que o 

enriquecimento ambiental pode induzir efeitos ansiogênicos (Zhu et al., 2006; 

Rosenfeld e Weller, 2012; Mcquaid et al., 2013). Atualmente a maior parte dos estudos 

com enriquecimento ambiental envolve, protocolos no período pós-desmame, sendo que 

só recentemente os efeitos no período perinatal têm sido mais explorados. Estudos com 

ratos envolvendo enriquecimento ambiental exclusivamente no período gestacional 

mostraram um efeito ansiogênico do enriquecimento ambiental sobre a prole quando 

esta avaliada na idade adulta (Rosenfeld e Weller, 2012; Cymerblit-Sabba et al., 2013). 

Por outro lado, estudos em camundongos envolvendo enriquecimento associado no 

período pré e pós-natal apresentam resultados contrários, indicando efeito ansiolítico 

(Chapillon et al., 1999), mesmo considerando uma breve exposição da prole ao 

enriquecimento ambiental pós-parto (Friske e Gammie, 2005). Outros estudos tem 

mostrado que submeter mães prenhes (no último terço da gravidez) e as proles até 

próximo à vida adulta (56 ou 52 dias respectivamente) em ambientes enriquecidos 

promovem um perfil menos ansioso em modelos de comportamento análogo à 

ansiedade (Chapillon et al., 1999; Roy et al., 2001). Além disso, existe a possibilidade 
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de transmissibilidade dos efeitos comportamentais induzido pelo enriquecimento 

ambiental possam ser transferidos para a prole (Friske e Gammie, 2005). 

1.5 Transferência transgeracional do comportamento análogo à ansiedade 

Considerando a transferência transgeracional materna, há observações 

experimentais em animais e humanos que sugerem que a prole pode ter seu 

comportamento influenciado pelo estado de ansiedade e estresse das mães. Uma 

evidência disso é que ao submeter fêmeas de camundongos ao enriquecimento 

ambiental até dois dias após o parto observou-se que as proles tinham caráter ansiolítico 

na vida adulta, no mesmo sentido das mães, o que mostra transferência comportamental 

do fenótipo de ansiedade (Friske e Gammie, 2005). Outro resultado neste sentido é que 

ao se injetar LPS (lipopolissacarídeo) em ratas para se simular exposição perinatal a 

infecção bacteriana, as fêmeas apresentaram aumento de ansiedade. Do mesmo modo, 

as proles oriundas destas fêmeas que sofreram injeção de LPS na vida adulta também 

apresentaram comportamentos análogos à ansiedade aumentados (Walker et al., 2012).  

Uma possível explicação para que o estresse materno possa induzir aumento de 

comportamentos análogos à ansiedade na vida adulta da prole é que o feto irá se 

desenvolver em um ambiente gestacional com influência dos altos níveis de 

glicocorticoides. Sendo que isso pode interferir no SNC em desenvolvimento, 

contribuindo para esta alteração no comportamento  (Laloux et al., 2012). Vale salientar 

ainda, que o comportamento de cuidado materno pode ter envolvimento com a resposta 

comportamental da prole na vida adulta (Champagne e Meaney, 2007). Observações em 

humanos também sugerem que mães com transtornos de ansiedade podem induzir 

aumento de respostas defensivas em seus filhos (De Rosnay et al., 2006). Neste sentido, 

é descrito em humanos que a ansiedade materna patológica é um fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças neuropsiquiátricas nos filhos (Martini et al., 2010). 

Esses dados indicam que tanto o estresse materno quanto o enriquecimento 

ambiental perinatal promovem efeitos comportamentais duradouros. Por conta disso, 

Friske e Gammie (2005) sugerem que efeitos epigenéticos podem estar envolvidos com 

a resposta ao enriquecimento ambiental perinatal em promover efeitos sobre o 

comportamento de ansiedade. Posteriormente, foi relatado que ratos oriundos de fêmeas 

submetidas ao enriquecimento ambiental durante o período perinatal apresentaram 
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redução da metilação global de DNA (ácido desoxirribonucleico) no córtex frontal e 

hipocampo aos 21 dias de idade (Mychasiuk et al., 2012).  

Segundo Walker e colaboradores (Walker et al., 2012), alteração epigenética 

seria qualquer modificação na ativação dos genes que ocorra sem que a sequência de 

bases nitrogenadas que compõem o DNA seja modificada. Desta forma, é necessário 

pontuar quais são os processos envolvidos nessas alterações epigenéticas no SNC. 

Segundo Bale, os mecanismos epigenéticos e transgeracionais que atuam no encéfalo 

em desenvolvimento são: metilação de DNA, acetilação de histonas e modificações em 

micro RNAs não codificantes. Vale ressaltar que, se estes processos são incorporados 

em células germinativas (espermatoizóides ou óocitos), estas alterações epigenéticas 

podem ser transferidas para a geração seguinte (Bale, 2015).  

Outra possibilidade, mais recentemente comprovada, é que estressores ao qual o 

pai foi submetido podem promover efeitos no comportamento da prole (Mychasiuk et 

al., 2012). Porém, quando se exclui o fator de influência comportamental da presença 

do pai sobre a prole, apenas alguns mecanismos poderiam explicar essa transferência 

entre gerações de características herdadas do pai, a saber, alterações epigenéticas tais 

como: 1) Alterações no DNA dos espermatozoides. 2) Modificações da cromatina. 3) 

Metilação do DNA presente nos espermatozoides. Outra possibilidade, não diretamente 

ligada à transmissão epigenética de alterações ocorridas pelo pai, seria que a experiência 

de vida do macho influencie nas estratégias de cópula e desta forma a fêmea modifique 

o cuidado materno após o acasalamento. 4) Isso por fim poderia ter impactos no 

comportamento adulto da prole, por mais que esta possibilidade não tenha sido testada 

pelo grupo que postulou a ideia (Mashoodh et al., 2012).  

A transferência transgeracional paterna do comportamento de ansiedade tem sido 

reportada. Um exemplo disso é que a exposição à LPS (lipopolissácarideo) de parede 

bacteriana em machos durante o período perinatal (do terceiro ao quinto dia de vida pós-

natal) faz com que estes tenham comportamento de ansiedade aumentado, característica 

esta que é transferida para sua prole (Walker et al., 2012). Neste sentido, foi 

demonstrado que camundongos machos submetidos à derrota social e que apresentam 

comportamentos análogos à ansiedade e à depressão aumentados, produzem proles com 

aumentos destes comportamentos (Dietz et al., 2011). Existe também a possibilidade de 

que a transmissão paterna de fenótipos comportamentais seja sexualmente dimórfica, 
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como o relatado no teste do campo aberto em camundongos Nalb c/J (Alter et al., 

2009). Observações experimentais mostram que o enriquecimento ambiental paterno, 

bem como, o enriquecimento ambiental materno e no período perinatal induzem 

redução da metilação no córtex frontal e hipocampo das proles aos 21 dias de idade. 

Esses animais oriundos de pais e mães submetidos ao enriquecimento ambiental do 

vigésimo oitavo dia de vida pós-natal até o momento do acasalamento também 

apresentam maior exploração no campo aberto realizado durante o período perinatal 

(Mychasiuk et al., 2012). Já em humanos é descrito que a idade paterna avançada 

aumenta a chance da prole em desenvolver transtornos neuropsiquiátricos como a 

esquizofrenia. Assim como, a fome durante o período pré-pubere em avôs reduz a 

longevidade de netos, porém não de netas (para revisão ver (Alter et al., 2009)). 

Esta possibilidade tanto de pais quanto mães terem influência em alterações na 

metilação de DNA em áreas do SNC da prole, pode ajudar a explicar alterações 

comportamentais na vida adulta destes descendentes, visto que, processos de metilação 

estão envolvidos com a migração e desenvolvimento de células progenitoras neurais 

precursoras de neurônios GABAérgicos (para revisão ver (Lussier e Stevens, 2016)). 

Adicionalmente, outra característica que pode ser epigeneticamente transferida é quanto 

ao gene que transcreve a GAD67. Há relatos de que pacientes com síndrome do pânico 

apresentam supermetilação deste gene (GAD1) (Domschke et al., 2013).   

Sendo assim, nossa proposta de estudo envolve a hipótese de que o enriquecimento 

ambiental (físico e estático) durante o período perinatal influencie o comportamento 

análogo à ansiedade e de exploração em camundongos e que possivelmente estas 

características possam ser transferidas para seus descendentes. Adicionalmente, 

buscamos avaliar a possível relação destes efeitos com a expressão de subunidades do 

receptor GABAA no córtex pré-frontal de camundongos. 

 

 

 

 

 



 

22 
 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Avaliar o efeito do enriquecimento ambiental perinatal no comportamento 

análogo à ansiedade e possíveis efeitos transgeracionais.  

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar o comportamento análogo à ansiedade em animais submetidos ao 

enriquecimento ambiental perinatal em diferentes modelos de ansiedade. 

 Observar se as alterações no comportamento de ansiedade presentes nos animais 

submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal podem ser transmitidas pelos 

progenitores paternos para a geração seguinte. 

 Verificar a expressão de genes que transcrevem proteínas relacionadas a 

subunidades α do receptor GABAA, GAD 67 e VGAT no córtex frontal de 

animais submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais e delineamento experimental  

Todos os animais foram mantidos em estante ventilada (Alesco
®

) com 

temperatura (22 ± 1
o
C) e iluminação (luzes ligadas de 6:00h às 18:00h / escuro de 

18:00h às 6:00h) controladas, assim como, fornecimento de água e ração ad libitum. 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

do Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro, sob o número de processo 009/2015.  

 Foram utilizados inicialmente 24 camundongos (Mus musculus) da linhagem 

Swiss Webster, sendo 12 machos e 12 fêmeas (60 dias), fornecidos pelo Biotério de 

Criação de Roedores do Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro. Estes animais deram origem a 12 casais, sendo os 

mesmos descritos neste trabalho como geração F0. Dentre os casais da geração F0, sete 

permaneceram em ambiente padrão de criação e cinco no momento do acasalamento 

foram colocados em ambiente enriquecido (ver descrição dos ambientes no item 3.1.1). 

Dos sete casais do grupo padrão, apenas os filhotes de cinco foram utilizados em nosso 

protocolo experimental. Os filhotes dos outros dois casais foram destinados para análise 
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através da técnica de PCR da influência dos testes comportamentais na expressão dos 

genes-alvo.  A prole da geração F0 está descrita como geração F1, assim como a prole 

da geração F1 é descrita como geração F2. 

Durante o período de gestação e amamentação, as fêmeas da geração F0 

permaneceram no mesmo ambiente do acasalamento e, após o nascimento da geração 

F1, as ninhadas foram normalizadas para 8 filhotes, sendo 4 machos e 4 fêmeas por 

mãe. Desta maneira, os animais da geração F1 foram submetidos a duas condições: 

enriquecimento ambiental perinatal (EA) ou ambiente padrão perinatal (AP). Sendo 

considerado período perinatal, tanto o período gestacional quanto o período pré-

desmame. Aos 21 dias de idade, os animais dos dois grupos foram desmamados, 

separados em 4 por caixa, e mantidos em ambiente padrão, onde permaneceram durante 

todo o protocolo adotado. Aos 70 dias de vida, foram utilizados 2 filhotes de cada sexo 

por casal da geração F0 para análise comportamental, totalizando 10 animais de cada 

sexo por grupo, sendo que destes, 8 foram utilizados para o ensaios de PCR quantitativa 

em tempo real (RT-qPCR). Dos animais restantes, foram formados 10 casais que deram 

origem aos diferentes grupos da geração F2 conforme descrito a seguir:  

1) Casais formados por machos e fêmeas (F1) que sempre viveram em ambiente 

padrão e que não eram irmãos, deram origem ao grupo padrão (AP + AP) da geração 

F2. 

  2) Casais formados por machos submetidos ao enriquecimento ambiental 

perinatal e fêmeas que sempre viveram em ambiente padrão (F1) deram origem ao 

grupo de linhagem paterna de enriquecimento ambiental perinatal (AE + AP) da 

geração F2. 

Neste estudo avaliamos os efeitos transgeracionais do enriquecimento ambiental 

perinatal pela linhagem materna, portanto, nenhum dos animais da geração F2 foi 

submetido ao enriquecimento ambiental. Aos setenta dias de idade, os animais da 

geração F2 foram submetidos à mesma bateria de análise comportamental que os da 

geração F1 haviam sido expostos. Tanto na geração F1 quanto geração F2, após quatro 

dias do término da avaliação comportamental (aos 80 dias de vida pós-natal) os animais 

sofreram eutanásia e foi coletado material biológico para futura análise. 

 Um panorama geral do protocolo experimental nas Figuras 7 e 8 a seguir: 
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Figura 7: A- Delineamento experimental.*1 casal não reproduziu; #1 mãe morreu antes do desmame.           

 

Figura 8: Linha temporal do protocolo experimental. Os dias referentes à geração F2 são aproximados 

em função do dia efetivo da fecundação. Análise comportamental = testes do campo aberto, labirinto em 

cruz elevado, caixa claro-escuro, supressão da alimentação pela novidade (intervalo de 2 dias entre os 

testes) 

Protocolo experimental 
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3.1.1 Descrição de ambientes 

O ambiente padrão era constituído de caixa padrão de camundongos feita em 

polipropileno branco opaco com as seguintes dimensões 20 x 30 x 13 cm (largura x 

comprimento x altura). No ambiente padrão havia apenas a presença de maravalha e 

tampa de metal. Sendo que o volume total do ambiente padrão sem descontar o volume 

ocupado pela maravalha era de 7254 cm
3
. Na figura 9 abaixo, estão fotos ilustrativas do 

ambiente padrão obtidas com caixas de policarbonato transparente para melhor 

visualização. 

 

     

Figura 9: Ambiente padrão, vista lateral e vista de cima. 

Já o ambiente enriquecido utilizado neste estudo foi uma adaptação do ambiente 

enriquecido proposto por Marashi e colaboradores (Marashi et al., 2003). Sendo que o 

ambiente enriquecido foi composto de uma caixa de polipropileno branco opaco, porém 

medindo 34 x 40 x 20 cm (largura x comprimento x altura) e uma tampa com uma parte 

4,5 cm mais alta que a altura máxima da caixa. Desta maneira, o volume total do 

ambiente enriquecido foi de 26244 cm
3
 sem descontar o volume ocupado pela 

maravalha ou outros componentes de enriquecimento. Além disso, o ambiente 

enriquecido ainda continha: túneis circulares de PVC (cloreto de polivinila) de 7 x 7 cm 

(comprimento x diâmetro), e tuneis semi circulares de 5,5 x 3,5 cm ( comprimento x 

raio), e tocas de PVC 16 x 7cm (comprimento x diâmetro), as tocas diferiam dos túneis 

além do tamanho porque uma das extremidades era fechada. Além disso, existia papel 

toalha para construção de ninhos, dois pedaços de aproximadamente 10 x 45 cm (l x c) 
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por caixa e uma plataforma de acrílico opaco branco de 15,5 x 13,5 cm (l x c) suspensa 

por fios de arame e presa a parte mais alta da tampa, ficando suspensa a 3 cm do nível 

da maravalha. Na figura 10 abaixo, estão fotos ilustrativas do ambiente enriquecido 

obtidas com caixas de policarbonato transparente para melhor visualização. 

      

     

 

Figura 10: Ambiente enriquecido, vista lateral e vista de cima do. 

3.2 Avaliação comportamental  

Todos os testes foram gravados através da câmera infra-vermelha TopWay 

Collor ccd (Topway do Brasil São Paulo-SP Brasil), e utilização do software GeoVision 

GV 800 System (Geovision do Brasil São Paulo-SP Brasil) para posterior análise, que 

foi realizada manualmente, exceto para os parâmetros de distância percorrida e tempo 

na área central do teste do campo aberto, no qual foi usado o programa anymaze 5.1® 

(Wood Dale-Ilinois Estados Unidos da América). Antes dos testes, os machos 

permanecerem por 48 horas em sala de ambientação sem a presença de fêmeas, assim 

como as fêmeas permaneceram 48 horas ambientando em outra sala sem a presença de 

machos. Os testes foram realizados entre 6:00 e 12:00 horas. Em cada dia apenas 

machos ou fêmeas foram testados. A bateria de testes foi realizada na seguinte ordem: 

Teste do campo aberto, teste do labirinto em cruz elevado, teste da caixa claro-escuro e 

teste da supressão da alimentação pela novidade com intervalo de 48 horas entre eles. 

Após cada ensaio comportamental individual o aparato utilizado foi higienizado com 
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álcool a 10% para prevenir qualquer pista olfatória para o animal seguinte. 

Adicionalmente, no teste do teste de supressão da alimentação pela novidade a 

maravalha foi trocada a cada animal, além da limpeza com álcool a 10% das 

plataformas de plástico usadas no teste e troca do papel que as cobria. 

3.2.1 Teste do campo aberto  

Este teste foi realizado em uma caixa de acrílico com fundo preto (30 x 30 cm) 

dividido em 9 quadrantes iguais e com paredes de 15 cm de altura transparentes. Os 

animais foram colocados no centro do campo aberto e avaliados durante 5 minutos 

(Rocha et al., 2011) sob 5 lux de iluminação. A seguir (figura11) é apresentada foto 

ilustrativa do teste do campo aberto. 

 

Figura 11: Teste do campo aberto 

Os seguintes parâmetros foram avaliados: Distância percorrida em metros, 

comportamentos de exploração vertical que consiste em se levantarem sobre as patas 

traseiras (rearing), episódios de autolimpezas (Grooming), tempo despendido em 

autolimpezas medido em segundos e tempo dispendido na área central (Walsh e 

Cummins, 1976; Brenes et al., 2009). A área central foi definida como o quadrante 

central mais um terço dos quadrantes paralelos ao quadrante central, e as áreas dos 

quadrantes diagonais ao quadrante central, necessárias para formar um quadrado.  

3.2.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado  

Este ensaio foi baseado no modelo proposto por Lister para camundongos 

(Lister, 1987), e consistiu de dois braços abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados 

(30 x 5 x 25 cm), também opostos. Os braços abertos e fechados são conectados por 
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uma plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos braços 

fechados foram confeccionados em acrílico transparente. O aparelho fica elevado a uma 

altura de 45 cm do nível do chão. O teste foi iniciado quando o animal foi colocado na 

plataforma central com a cabeça voltada para um dos braços fechados e a duração do 

teste foi de 5 minutos sob 5 lux de iluminação. A seguir há uma foto ilustrativa do 

aparato (figura 12). 

 

Figura 12: Labirinto em Cruz Elevado.  

As medidas comportamentais registradas no teste do labirinto em cruz elevado 

foram: porcentagem de tempo permanecido nos braços abertos em relação ao tempo 

total do teste, porcentagem de entradas nos braços abertos em relação ao total de 

entradas nos dois tipos de braços, número de entradas nos braços fechados e 

comportamentos de avaliação de risco (Stretched attend postures – SAP) realizados em 

áreas protegidas (Rodgers e Johnson, 1995).  

3.2.3 Teste da caixa claro-escuro  

Este teste é baseado no modelo proposto por Crawley e Godwin em 1980 

(Crawley e Goodwin, 1980) usando camundongos. O aparato consiste em um campo 

aberto de fundo claro (200 mm de altura x 265 mm de largura e 260 mm de 

comprimento) com uma abertura  em uma das paredes que a conecta um compartimento 

de fundo, paredes e tampa escura (200 mm de altura x 265 mm de largura e 175 mm de 

comprimento). Além disso, é colocada uma fonte de luz que faz com que a iluminação 

na porção clara do aparato seja de 400lux e na porção escura de 4 lux (Bourin e 

Hascoët, 2003). Neste teste o animal foi colocado no centro da parte clara do aparato, 
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voltado para a parede contrária da abertura de comunicação dos ambientes e seu 

comportamento avaliado por 5 minutos (Rodgers e Shepherd, 1993; Sztainberg et al., 

2010). Na figura 13 a seguir há foto ilustrativa do teste da caixa claro-escuro.  

 

Figura 13: Caixa claro-escuro.  

Os comportamentos que foram avaliados no teste da caixa claro-escuro foram: 

tempo de permanência no lado claro (medido em segundos), número de transições entre 

os ambientes, comportamentos de avaliação de risco (Stretched attend postures), 

número de quadrantes percorridos no lado claro, levantamentos realizados no lado claro 

e latência para ir para o lado escuro, mensurado em segundos (Bourin e Hascoët, 2003).  

3.2.4 Teste da supressão da alimentação pela novidade  

Este teste é baseado na observação da relação inversa entre emocionalidade e o 

ato/tempo de alimentação de roedores (Yoshioka, 1932), sendo validado 

farmacologicamente por Bondoff e colaboradores (Bodnoff et al., 1989). Os animais 

foram privados de alimento por 12 horas (Yang et al., 2015). Após este período os 

animais foram colocados em um dos vértices de uma caixa (57 x 48 cm e 21 cm de 

altura de parede) na qual foi colocada uma plataforma com pellet de ração no centro. 

Sobre a plataforma que continha alimento foi colocada uma fonte luminosa, fazendo 

que a iluminação sobre o pellet de ração tenha sido de 300 lux durante o teste, como 

mostra a figura 14 a seguir.  
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Figura 14: Supressão da alimentação pela novidade 

O comportamento analisado foi a latência para interação com o alimento 

(Santarelli et al., 2003).  

3.3 Eutanásia e coleta de material biológico 

Os animais foram anestesiados com Isofluorano (Instituto Biochimico indústria 

farmacêutica LTDA. Itatiaia-RJ Brasil) a 2,5% em O2, em câmara de anestesia. Após a 

perda de consciência os animais foram submetidos à decapitação (Lange et al., 2014). 

Logo após a decapitação o sangue foi coletado em tubos com heparina, centrifugados a 

3000 G por 15 minutos a 4ºC em centrifuga refrigerada (NT 805 Nova Tecnica Ind. e 

Com. Equipamentos de laboratório Ltda. Piracicaba-SP Brasil) e o soro foi estocado 

para análises endócrinas posteriores. Os encéfalos foram imediatamente retirados e 

ainda a fresco foi retirado o córtex pré-frontal mais o córtex frontal a mão livre (1mm da 

parte mais rostral do córtex) como o descrito por Heiderstadt e colaboradores (2014), e 

com o auxilio do atlas de encéfalo de camundongo (Paxinos e Franklin, 2004). A figura 

15 a seguir, mostra os limites em vista dorsal para a dissecção a mão livre do córtex 

frontal (pré-frontal + frontal). 
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Figura 15: Representação esquemática, vista dorsal da dissecção de córtex frontal de encéfalo de 

camundongo. Adaptado de Zhang et al. (2012).  

 Logo após a retirada do córtex pré-frontal mais córtex frontal, o restante dos 

encéfalos e as adrenais foram congelados rapidamente em gelo seco e posteriormente 

acondicionados em ultrafreezer -86 ºC (Indrel Ind. de refrigeração londrinense Ltda. 

Londrina-PR Brasil).  

3.4 Reação de cadeia de polimerase quantitativo em tempo real (RT- qPCR) 

 De todas as amostras de córtex pré-frontal coletadas, foram utilizadas para o 

ensaio de PCR apenas 8 amostras dos machos padrão não submetidos a testes 

comportamentais, 8 amostras dos machos padrão submetidos a testes comportamentais e 

8 amostras dos machos submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal.  Os animais 

submetidos a testes comportamental, dos grupos enriquecimento ambiental perinatal e 

grupo padrão submetidos a testes comportamentais foram comparados entre si. Do 

mesmo modo, foi feita a comparação da expressão gênica, entre os animais dos grupos 

padrão não submetida a testes comportamentais, e do grupo padrão submetidos a testes 

comportamentais. Foram analisadas a expressão das subunidades α1, α2 e α3 do receptor 

GABAA, bem como a enzima glutamato descarboxilase 67, para a avaliação se estas 

proteínas do sistema GABAérgico estão envolvidas com as respostas comportamentais 

promovidas pelo enriquecimento ambiental.  

   O RNA foi isolado do córtex frontal através do método do trizol®. Em cada 

microtubo que continha tecido foi adicionado 250 μl de PBS (autoclavado) e as 

amostras foram homogeneizadas manualmente com auxílio de homogeneizador de 
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tecidos em polipropileno (Sigma Aldrich Sant louis-MO, Estados Unidos da America). 

Em seguida foram adicionados 750μl de trizol® (Thermo Fisher Scientific, Waltham-

MA Estados Unidos da América) e 200 μl de clorofórmio (Vetec Química Fina Ltda, 

Duque de Caxias-RJ Brasil) sendo os tubos agitados manualmente durante 15 segundos 

e incubados em temperatura ambiente por 5 minutos. Após este tempo, os tubos foram 

centrifugados a 12000 x g, a 4ºC, por 25 minutos (centrifuga 5430 R® eppendorff, 

Hamburgo, Alemanha), sendo o sobrenadante retirado e adicionados 500μl de 

isopropanol (Sigma Aldrich Sant louis-MO, Estados Unidos da America) sobre o 

mesmo. Após agitação manual, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 15 

minutos, a 4ºC. Retirou-se o isopropanol (sobrenadante) e foi adicionado 1ml de etanol 

a 70% (Vetec Química Fina Ltda, Duque de Caxias-RJ Brasil) seguido de nova 

centrifugação a 12000 x g por 15 minutos a 4ºC. Após retirada do etanol, os 

precipitados foram ressuspensos em 30 μl de água ultrapura e incubados por 10 minutos 

a 60 ºC sendo o RNA total quantificado em nanoespectrofotometro  (DS-11® Denovix 

inc. Wilmington-DE Estados unidos da América). Uma alíquota de RNA total foi 

tratada com DNAse para eliminar possíveis contaminações, seguindo instruções do 

fabricante (DNAse I, Amplification Grade® Invitrogen Foster City-CA Estados Unidos 

da América) e 500 ng de RNA foram submetidos à transcrição reversa para produção do 

DNA complementar (cDNA) utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit  (Thermo Fisher Scientific Waltham-MA Estados Unidos da 

América) de acordo com as instruções do fabricante.  

A avaliação da expressão dos genes gabra1, gabra2 e gabra3, Gad1 (ácido 

glutâmico descarboxilase) e Slc32a (transportador vesicular de GABA) foram realizadas 

por RT-qPCR com detecção por meio do agente ligante de DNA SYBR Green® e gene 

de referência actb (beta-actina). Os primers utilizados foram fornecidos pela Síntese 

Biotecnologia LTDA sendo fabricados pela IDT (Integrated DNA Technologies, Inc, 

Estados Unidos da América) e o master mix (Power SYBR® Green PCR Master 

Mix) pela Thermo Fisher Scientific. 

A partir de um pool das amostras dos grupos experimentais, foram determinadas as 

concentrações ideais de primers (iniciadores) e a eficiência dos mesmos. Para 

otimização das concentrações foi realizada uma matriz para cada par de iniciadores 

cujas concentrações variaram em 100, 300 ou 600 nM. A partir dos resultados obtidos, 

foram selecionadas as menores concentrações que apresentavam maior ΔRN (repórter 
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normalizado pela linha de base) com menor limiar de ciclo (CT, cycle threshold) e 

realizadas as curvas de eficiência para cada par de primers, sendo apenas utilizados 

iniciadores que apresentavam eficiência entre 90 e 110 % (tabela 2) e pico único nas 

curvas de dissociação.  

Tabela 2: Seqüência, concentrações e eficiências dos primers utilizados. 

gene forward primer reverse primer Efic.

% 

actb 

Conc. 

AGGCCAACCGTGAAAAGATG 

300 nM 

ACCAGAGGCATACAGGGACAA 

300 nM 

93,4 

gabra1 

Conc. 

CCAAGTCTCCTTCTGGCTCAACA 

300 nM 

GGGAGGGAATTTCTGGCACTGAT 

300 nM 

95,6 

gabra2 

Conc. 

TTACAGTCCAAGCCGAATGTCCC 

300 nM 

ACTTCTGAGGTTGTGTAAGCGTAGC 

300 nM 

97,2 

gabra3 

Conc. 

CAAGAACCTGGGGACTTTGTGAA 

100 nM 

AGCCGATCCAAGATTCTAGTGAA 

100 nM 

95,4 

Gad1 

Conc. 

CATGGCTGCTCGTTACAAGTA 

300nM 

AACAGTCGTGCCTGCGGTTGC 

300nm 

96,0 

Slc32a 

Conc. 

CGTCGAGGGAGACATTCATT 

300nM 

ATCTTGGGTTTGTCGTGACC 

300nM 

94,7 

 

Todos os ensaios de RT- qPCR foram realizados no aparelho QuantStudio 3® da 

Applied Biosystems e os ciclos de PCR consistiram em 40 ciclos de 95ºC por 15 

segundos e 60ºC por 30 segundos. Ao final destes ciclos foi realizada a curva de 

dissociação (Melt curve). Os resultados foram expressos como níveis relativos de RNA 

mensageiro (2
-ΔΔCt

) e foram calculados pela comparação do limiar de ciclo de PCR (Ct) 

entre os grupos após serem corrigidos pelo resultado do gene de referência actb. 

Protocolo adaptado de Laureano e colaboradores (Laureano-Melo et al., 2015).  
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3.5 Análise estatística 

Os dados obtidos foram analisados por teste t de Student. Com o auxílio do 

programa graph pad prism 6® (GraphPad Software, inc. La Jolla-CA Estados Unidos da 

América). Os resultados foram expressos pela média ± erro padrão da média, seguidos 

pelo valor de P. Foram consideradas diferenças significativas quando P < 0,05. 

4. RESULTADOS 

4.1 GERAÇÃO F1  

4.1.1 Teste do campo aberto 

 Para a avaliação da atividade locomotora espontânea dos animais foi realizado o 

teste do campo aberto. Neste teste, os machos submetidos ao enriquecimento ambiental 

perinatal (EA) apresentaram maior distância percorrida, medida em metros (15,5 ± 1,1) 

em relação aos machos que sempre viveram em ambiente padrão (AP) (11,7 ± 1,0), P = 

0,0190, assim como maior número de comportamentos de exploração vertical (levantar-

se sobre as patas traseiras) (EA = 46,6 ± 3,8 vs. AP = 33,5 ± 3,1; P = 0,0169). Por outro 

lado, não houve diferenças entre os dois grupos no número de episódios de 

autolimpezas (EA = 1,5 ± 0,2 vs. AP = 3,4 ± 1,0; P = 0,0866) ou no tempo despendido 

neste comportamento (EA = 2,3 ± 0,6 s vs. AP = 5,7 ± 2,1s; P = 0,0778), ou mesmo na 

porcentagem de tempo dispendido na área central (EA = 20,9 ± 1,6 vs. AP = 25,0 ± 2,1; 

P = 1,645), conforme apresentado na figura 16, a seguir.  
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DO CAMPO ABERTO (MACHOS F1) 

D
is

tâ
n

c
ia

 p
e

r
c

o
r
r
id

a

e
m

 m
e

tr
o

s

A P A E

0

5

1 0

1 5

2 0

*

E
p

is
ó

d
io

s
 d

e
 c

o
m

p
o

r
ta

m
e

n
to

s

d
e

 e
x

p
lo

r
a

ç
ã

o
 v

e
r
ti

c
a

l

A P A E

0

2 0

4 0

6 0

*

E
p

is
ó

d
io

s
 d

e
 a

u
to

li
m

p
e

z
a

s

A P A E

0

1

2

3

4

5

A

C

B

D

T
e

m
p

o
 d

is
p

e
n

d
id

o
 e

m

 a
u

to
li

m
p

e
z

a
s

 (
s

e
g

u
n

d
o

s
)

A P A E

0

5

1 0

1 5

P
o

r
c

e
n

ta
g

e
m

 d
e

 t
e

m
p

o

 n
a

 á
r
e

a
 c

e
n

tr
a

l

A P A E

0

1 0

2 0

3 0

E

 

Figura 16: Parâmetros comportamentais avaliados durante os 5 minutos do campo aberto dos machos da 

geração F1. (A) Distância percorrida em metros, (B) Número de comportamentos de exploração vertical, 

(C) Número de autolimpezas, (D) Tempo em segundos despendidos em autolimpezas e (E) porcentagem 

de tempo dispendido na área central do campo aberto. As barras representam as médias e linhas os erros 

padrões das médias. Teste t de Student. * p< 0,05;. N = 10 nos dois grupos. 



 

36 
 

 No caso das fêmeas submetidas ao enriquecimento perinatal, no teste do campo 

aberto, apenas os comportamentos de exploração vertical se mostraram aumentados 

(41,3 ± 3,6) em relação ao grupo padrão (28,7 ± 3,8), P = 0,0280. Sendo que a distância 

em metros percorrida (EA = 6,3 ± 0,3 vs. AP = 5,9 ± 0,6; P = 0,5379), episódios de 

autolimpezas (EA = 2,80 ± 0,65 vs. AP = 2,7 ± 0,8; P = 0,9213), tempo despendido para 

a realização de autolimpezas (EA = 3,9 ± 1,5 s vs. AP = 4,3 ± 1,2 s; P = 0,8390) e a 

porcentagem de tempo dispendido na área central do campo aberto (EA = 24,2 ± 1,2 vs. 

AP = 22,1 ± 1,7; P = 0,3400), não foram alterados significativamente. Estes dados são 

apresentados graficamente na figura 17.   
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DO CAMPO ABERTO (FÊMEAS F1)
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Figura 17: Parâmetros comportamentais avaliados durante os 5 minutos do campo aberto das fêmeas da 

geração F1. (A) Distância percorrida em metros, (B) Número de comportamentos de exploração vertical, 

(C) Número de autolimpezas, (D) Tempo em segundos despendidos em autolimpezas e (E) Porcentagem 

de tempo dispendido na área central. As barras representam as médias e linhas os erros padrões das 

médias. Teste t de Student. *p< 0,05;. N = 10 nos dois grupos. 
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4.1.2 Teste do labirinto em cruz elevado 

 Após o teste do campo aberto, foram realizados testes mais específicos para a 

avaliação de comportamentos análogos a ansiedade. Dentre os testes de avaliação de 

comportamentos análogos à ansiedade o primeiro a ser realizado foi o teste do labirinto 

em cruz elevado. No teste do labirinto em cruz elevado os machos submetidos ao 

enriquecimento ambiental perinatal apresentaram maior porcentagem no tempo 

despendido (EA = 31,2 ± 3,7 % vs. AP = 13,2 ± 5,2 %; P = 0,0115) e na porcentagem 

de entradas nos braços abertos em relação grupo padrão (EA = 41,8 ± 4,5 % vs. AP = 

23,6 ± 6,6 %; P = 0,0355). Além disso, houve uma redução significativa do número de 

posições de comportamentos de avaliação de risco (EA = 15,3 ± 2,1 vs. AP = 27,5 ± 

2,9; P = 0,0032). Um aumento significativo no número de entradas nos braços fechados 

também foi observado (EA = 14,5 ± 1,4 vs. AP = 8,6 ± 1,1; P = 0,0054). Estes 

resultados são expostos graficamente na figura 18.   
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

(MACHOS F1) 
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Figura 18: Parâmetros comportamentais avaliados durante os 5 minutos do teste do labirinto em cruz 

elevado dos machos da geração F1. A) Porcentagem de tempo despendido nos braços abertos. B) 

Porcentagem de entradas nos braços abertos. C) Comportamentos de avaliação de risco. D) Entradas nos 

braços fechados. As barras representam as médias e linhas os erros padrões das médias. Teste t de 

Student.*p < 0,05;. N = 10 nos dois grupos. 

 A análise do comportamento das fêmeas no teste do labirinto em cruz elevado 

demonstrou um aumento significativo no número de entradas nos braços fechados (EA 

= 14,0 ± 1,0 vs. AP = 8,9 ± 1,5; P = 0,0119) das fêmeas submetidas ao enriquecimento 

ambiental perinatal em relação ao grupo criado em condições padrão durante toda a 

vida, sem, no entanto, alterar significativamente a porcentagem de tempo despendido 

nos braços abertos (EA = 23,3 ± 4,0 % vs. AP = 21,5 ± 3,7 %; P = 0,7374), a 
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porcentagem de entradas nos braços abertos (EA = 34,1 ± 5,9 % vs. AP = 39,9 ± 3,3 %; 

P = 0,4003) ou os comportamentos de avaliação de risco (EA = 17,8 ± 2,5 vs. AP = 16,2 

± 2,23; P = 0,6428) conforme apresentado na figura 19. 

 

PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

(FÊMEAS F1) 
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Figura 19: Parâmetros comportamentais avaliados durante os 5 minutos do teste do labirinto em cruz 

elevado das fêmeas da geração F1. A) Porcentagem de tempo despendido nos braços abertos. B) 

Porcentagem de entradas nos braços abertos. C) comportamentos de avaliação de risco. D) Entradas nos 

braços fechados. As barras representam as médias e linhas os erros padrões das médias. Teste t de 

Student.*p < 0,05;. N = 10 nos dois grupos. 
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4.1.3 Teste da caixa claro escuro 

 Dois dias após o teste do labirinto em cruz elevado, os animais foram expostos 

ao teste da caixa claro escuro. Neste teste, os machos submetidos ao enriquecimento 

ambiental perinatal apresentaram maior número de transições de ambiente (19,7 ± 3,1) 

quando comparados aos seus pares criados em ambiente padrão por toda a vida (11,2 ± 

1,7), P = 0,0264. Do mesmo modo, o enriquecimento ambiental perinatal aumentou o 

número de quadrantes percorridos no lado claro (EA =55,4 ± 9,5 vs. AP = 28,3 ± 5,0; P 

=0,0214) e o número de comportamentos de exploração vertical (EA =5,4 ± 1,4 vs. AP 

= 2,2 ± 0,7; P = 0,0490) realizados em relação aos animais do grupo padrão. O tempo de 

permanência no lado claro (EA = 96,0 ± 13,2 s vs. AP = 94,8 ± 21,7 s; P = 0,9628), a 

latência para a entrada no lado escuro da caixa claro-escuro (EA = 16,4 ± 2,7 s vs. AP = 

38,7 ± 12,4 s; P = 0,0950) e os comportamentos de avaliação de risco (EA = 16,4 ± 2,6 

vs. AP = 14,9 ± 2,5; P = 0,6840) não foram estatisticamente diferentes entre os grupos 

analisados (figura 20). 
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DA CAIXA CLARO-ESCURO        

(MACHOS F1) 
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Figura 20: Parâmetros avaliados nos 5 minutos do teste da caixa claro escuro dos machos da geração F1. 

A) Latência para a entrada no lado escuro B) Transição entre os ambientes. C) Comportamentos de 

avaliação de risco. D) Tempo de permanência na parte clara. E) Quadrantes percorridos no lado claro. F) 

Episódios de comportamentos de exploração vertical. As barras representam as médias e linhas os erros 

padrões das médias. Teste t de Student. *p< 0,05. N = 10 nos dois grupos. 
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 Diferente dos machos, as fêmeas submetidas ao enriquecimento ambiental 

perinatal apresentaram menor latência para transição entre os compartimentos da caixa 

claro-escuro (EA = 16,3 ± 1,6 s vs. AP = 40,9 ± 9,7 s; P = 0,0228), menor tempo de 

permanência no lado claro (EA = 56,3 ± 8,4 s vs. AP = 88,1 ± 8,0 s; P = 0,0132), assim 

como aumento no número de comportamentos de avaliação de risco (EA = 19,6 ± 2,2 s 

vs. AP = 11,6 ± 1,9 s; P = 0,0121) quando comparadas as fêmeas criadas apenas em 

ambiente padrão. Os outros parâmetros como: número de transições entre os ambientes 

(EA = 14,1 ± 3,0 vs. AP = 11,4 ± 2,9; P = 0,5255), número de quadrantes percorridos no 

lado claro (EA = 39,5 ± 8,7 vs. AP = 34,4 ± 7,1; P = 0,6562) e número de 

comportamentos de exploração vertical (EA = 5,0 ± 1,9 vs. AP = 4,5 ± 1,4; P = 0,8350) 

não foram alterados significativamente (figura 21). 
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DA CAIXA CLARO-ESCURO (FÊMEAS F1) 
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Figura 21: Parâmetros avaliados nos 5 minutos do teste da caixa claro escuro das fêmeas da geração F1. 

A) Latência para a entrada no lado escuro B) Transição entre os ambientes. C) Comportamentos de 

avaliação de risco. D) Tempo de permanência na parte clara. E) Quadrantes percorridos no lado claro. F) 

Episódios de comportamentos de exploração vertical. As barras representam as médias e linhas os erros 

padrões das médias. Teste t de Student. *p < 0,05. N = 10 nos dois grupos. 
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4.1.4 Teste da supressão da alimentação pela novidade 

 O último teste de avaliação de comportamentos análogos à ansiedade que 

compôs a bateria foi o teste de supressão da alimentação pela novidade. Neste teste, a 

latência para interação com o alimento não diferiu entre os machos expostos ao 

enriquecimento ambiental perinatal (53,1 ± 17,6 s) e os machos criados apenas em 

ambiente padrão (65,4 ± 24,2 s), P =0,6862 (figura 22A), assim como não houve 

diferença significativa entre as fêmeas submetidas às duas condições (EA = 37,8 ± 6,6 

vs. AP = 73,7 ± 29,3; P = 0,2271) (figura 22 B). 

TESTE DA SUPRESSÃO DA ALIMENTAÇÃO PELA NOVIDADE (GERAÇÃO F1) 
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Figura 22: Latência para alimentação avaliada nos 5 minutos do teste da supressão da alimentação pela 

novidade na geração F1. A) machos; B) fêmeas,  teste t de Student.  N = 10 em todos os grupos. 

4.2. GERAÇÃO F2  

4.2.1 Teste do campo aberto 

Da mesma forma que os animais da geração de seus genitores paternos, os 

machos da geração F2 foram submetidos à bateria de testes comportamentais que se 

iniciou pelo teste do campo aberto para avaliação da atividade exploratória espontânea. 

Neste teste, os machos da geração F2 oriundos de genitores que foram submetidos ao 

enriquecimento ambiental perinatal (AE +AP) não diferença nos parâmetros analisados 

dos animais oriundos de pais criados apenas em ambiente padrão (AP + AP). Não 

Houve diferença na distância percorrida em metros (AE = 13,6 ± 1,0 vs. AP = 11.0 ± 

0,7; P = 0,0587). Assim como, nos episódios de comportamentos de exploração vertical 

(AE+AP = 58,1 ± 6,7 vs. AP+AP = 48,7 ± 2,9; P = 0,2231), episódios de autolimpeza 
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(AE+AP =3,0 ± 1,0 vs. AP+AP = 3,2 ± 0,6; P = 0,8368), tempo despendido em 

autolimpeza (AE+AP = 5,6 ± 1,9 s vs. AP+AP = 8,9 ± 2,0 s; P = 0,0632) e na 

porcentagem de tempo despendida na parte central do campo aberto (AE = 20,0 ± 2,8 

vs. AP = 18,0 ± 1,6; P = 0,5622) também não apresentaram diferenças significativas 

entre os grupos, como mostrado na figura 23. 
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DO CAMPO ABERTO (MACHOS F2) 
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Figura 23: Parâmetros comportamentais avaliados durante os 5 minutos do campo aberto dos machos da 

geração F2. (A) Distância percorrida em metros, (B) Número de comportamentos de exploração vertical, 

(C) Número de autolimpezas, (D) Tempo em segundos despendidos em autolimpezas e (E) Porcentagem 

de tempo dispendido na área central. As barras representam as médias e linhas os erros padrões das 

médias. Teste t de Student, *p< 0,05;. N = 8 nos dois grupos.  
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Nas fêmeas da geração F2 avaliadas não foram observadas quaisquer diferenças 

significativas entre os grupos nos seguintes parâmetros avaliados. Distância percorrida 

em metros, AE+AP = 11,9 ± 1,2 vs. AP+AP = 11,9 ± 1,2; P = 0,9649; comportamentos 

de exploração vertical, AE+AP = 49,9 ± 4,4 vs. AP+AP = 38,9 ± 5,8; P = 0,1508; 

número de episódios de autolimpeza, AE+AP = 2,1 ± 0,6 vs. AP+AP = 2,4 ± 0,9; P = 

0,8167; tempo despendido com autolimpeza, AE+AP = 8,6 ± 4,2 s vs. AP+AP = 3,5 ± 

1,2 s; P = 0,2563 e porcentagem de tempo dispendido na área central, AE+AP = 20,3 ± 

2,8 vs. AP+AP = 26,1 ± 1,8; P = 0,1001. Estes dados são expressos graficamente na 

figura 24. 
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DO CAMPO ABERTO (FÊMEAS F2) 
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Figura 24: Parâmetros comportamentais avaliados durante os 5 minutos do campo aberto das fêmeas da 

geração F2. (A) Número de quadrantes percorridos, (B) Número de comportamentos de exploração 

vertical, (C) Número de autolimpezas, (D) Tempo em segundos despendidos em autolimpezas e (E) 

Porcentagem de tempo dispendido na área central. As barras representam as médias e linhas os erros 

padrões das médias. Teste t de Student, *p< 0,05;. N = 8 nos dois grupos. 
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4.2.2 Teste do labirinto em cruz elevado 

 Neste teste, os machos oriundos de genitores machos submetidos ao 

enriquecimento ambiental perinatal, apresentaram aumento na porcentagem de tempo 

despendido nos braços abertos (25,7 ± 4,3 %) em relação às proles machos oriundas de 

machos submetidos apenas ao ambiente padrão de criação (9,3 ± 3,1 %), P = 0,0078, 

assim como, apresentaram menos comportamentos de avaliação de risco (AE+AP = 

10,7 ± 1,4 vs. AP+AP = 21,4 ± 2,3; P = 0,0013). Tanto a porcentagem de entradas nos 

braços abertos (AE+AP = 41,5 ± 6,2 % vs. AP+AP = 24,6 ± 6,6 %; P = 0,0846) quanto 

o número de entradas nos braços fechados (AE+AP = 9,1 ± 0,6 vs. AP+AP = 7,7 ± 0,7; 

P = 0,1770) não diferiram significativamente entre os grupos experimentais, como 

mostrado na figura 25.  
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

(MACHOS F2) 
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Figura 25: Parâmetros comportamentais avaliados durante os 5 minutos do teste do labirinto em cruz 

elevado dos machos da geração F2. A) Porcentagem de tempo despendido nos braços abertos. B) 

Porcentagem de entradas nos braços abertos. C) comportamentos de avaliação de risco. D) Entradas nos 

braços fechados. As barras representam as médias e linhas os erros padrões das médias. Teste t de Student 

*p < 0,05;. N = 8 nos dois grupos.  

 Nos grupos de fêmeas analisados, os parâmetros, porcentagem de tempo 

despendido nos braços abertos (AE+AP = 20,1 ± 5,1 % vs. AP+AP = 17,2 ± 5,2 %; P = 

0,7000), porcentagem de entradas nos braços abertos (AE+AP = 32,3 ± 7,1 % vs. 

AP+AP = 31,2 ± 7,4 %; P = 0,9143), comportamentos de avaliação de risco (AE+AP = 

18,1 ± 2,6 vs. AP+AP = 20,1 ± 1,9; P = 0,5428) e número de entradas nos braços 
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fechados (AE+AP = 8,0 ± 1,1 vs. AP+AP = 8,4 ± 0,8; P = 0,7890) não apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (figura 26). 
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Figura 26: Parâmetros comportamentais avaliados durante os 5 minutos do teste do labirinto em cruz 

elevado das fêmeas da geração F2. A) Porcentagem de tempo despendido nos braços abertos. B) 

Porcentagem de entradas nos braços abertos. C) comportamentos de avaliação de risco. D) Entradas nos 

braços fechados. As barras representam as médias e linhas os erros padrões das médias. Teste t de Student 

N = 8 nos dois grupos. 
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4.2.3 Teste da caixa claro-escuro 

 No teste da caixa claro-escuro, não houve alteração significativa de nenhum dos 

parâmetros analisados quando comparados os machos da prole de genitores machos 

submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal e os machos da prole de genitores 

machos criados apenas em ambiente padrão figura 27 assim como nas fêmeas com as 

mesmas origens Figura 28.  Os parâmetros analisados foram: latência para a entrada no 

lado escuro, (Machos: AE+AP = 29,1 ± 5,1 s vs. AP+AP = 41,5 ± 15,1 s; P= 0,4510), 

(Fêmeas: AE+AP = 29,6 ± 10,0 s vs. AP+AP = 30,1 ± 4,2 s; P = 0,9639); número de 

transições entre os ambientes (Machos: AE+AP = 10,6 ± 2,5 vs. AP+AP = 8,5 ± 2,9, P 

= 0,5905), (Fêmeas: AE+AP = 11,2 ± 2,9 vs. AP+AP = 8,7 ± 1,7; P = 0,4687), número 

de comportamentos de avaliação de risco (Machos: AE+AP = 26,7 ± 11,4 vs. AP+AP = 

22,1 ± 2,1; P = 0,6963), (Fêmeas: AE+AP = 26,7 ± 11,4 vs. AP+AP = 22,1 ± 2,1; P = 

0,2643), tempo despendido no lado claro (Machos: AE+AP = 73,9 ± 10,5 s vs. AP+AP 

= 69,6 ± 13,9 s; P = 0,8103), (Fêmeas= AE+AP=76,4 ± 10,1 s vs. AP+AP = 60,9 ± 6,1 

s; P = 0,2115), quadrantes percorridos no lado claro (Machos: AE+AP = 35,6 ± 11,3 vs. 

AP+AP = 22,5 ± 7,6; P = 0,3514), (Fêmeas: AE+AP=32,0 ± 6,8 vs. AP+AP= 22,5 ± 

4,9; P = 0,2789) e episódios de comportamentos de exploração vertical (Machos: 

AE+AP = 4,5 ± 2,6 vs. AP+AP = 2,0 ± 1,4; P = 0,4204), (Fêmeas: AE+AP=1,9 ± 0,9 vs. 

AP+AP = 0,2 ± 0,2; P = 0,2168).  
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DA CAIXA CLARO-ESCURO MACHOS F2 
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Figura 27: Parâmetros avaliados nos 5 minutos do teste da caixa claro escuro dos machos da geração F2. 

A) Latência para a entrada no lado escuro B) Transição entre os ambientes. C) Comportamentos de 

avaliação de risco. D) Tempo de permanência na parte clara. E) Quadrantes percorridos no lado claro. F) 

Episódios de comportamentos de exploração vertical. As barras representam as médias e linhas os erros 

padrões das médias. Teste t de Student, *p< 0,05;. N = 8 nos dois grupos. 
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PARÂMETROS AVALIADOS NO TESTE DA CAIXA CLARO-ESCURO (FÊMEAS F2) 
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Figura 28: Parâmetros avaliados nos 5 minutos do teste da caixa claro escuro das fêmeas da geração F2. 

A) Latência para a entrada no lado escuro B) Transição entre os ambientes. C) Comportamentos de 

avaliação de risco. D) Tempo de permanência na parte clara. E) Quadrantes percorridos no lado claro. F) 

Episódios de comportamentos de exploração vertical. As barras representam as médias e linhas os erros 

padrões das médias. Teste t de Student, N = 8 nos dois grupos. 
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4.2.4 Teste da supressão da alimentação pela novidade  

 Neste teste, a latência para interação com o alimento não diferiu entre os machos 

expostos ao enriquecimento ambiental perinatal (45,1 ± 14,3 s) e os machos criados 

apenas em ambiente padrão (60,9 ± 19,4 s), P = 0,5243 figura 29A, assim como não 

houve diferença significativa entre as fêmeas submetidas às duas condições (AE+AP = 

75,5 ± 23,4 s vs. AP+AP = 77,2 ± 23,7 s; P = 0,9598) figura 29 B. 

TESTE DA SUPRESSÃO DA ALIMENTAÇÃO PELA NOVIDADE (GERAÇÃO F2) 

 

L
a

tê
n

c
ia

 p
a

r
a

 a
li

m
e

n
ta

ç
ã

o
 (

s
)

A P  +  A P A E  +  A P

0

5 0

1 0 0

1 5 0

L
a

tê
n

c
ia

 p
a

r
a

 a
li

m
e

n
ta

ç
ã

o
 (

s
)

A P  +  A P A E  +  A P

0

5 0

1 0 0

1 5 0

A B

Figura 29: Latência para alimentação avaliada nos 5 minutos do teste da supressão da alimentação pela 

novidade na geração F2. A) machos; B) fêmeas, Teste t de Student, N = 8 em todos os grupos. 

 

4.3. Expressão gênica no córtex frontal 

 Na tentativa de explicar o mecanismo envolvido com a resposta comportamental 

apresentada pelos machos submetidos ao enriquecimento ambiental foi realizada a 

avaliação da expressão dos genes relacionados às subunidades α1, α2, α3  do receptor 

GABAA, ácido glutâmico descarboxilase 67 e transportador vesicular de GABA no 

córtex frontal, sendo os dados expressos com valores de 2
-Δ ΔCt 

. Quanto à expressão do 

gene gabra1 os animais submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal (1,11 ± 0,03) 

não apresentaram diferença significativa dos animais que sempre viveram em ambiente 

padrão (1,01 ± 0,04), P = 0,0732 (teste t de Student). Do mesmo modo, a expressão do 

gene gabra2 não apresentou diferença entre os animais que viveram em ambiente mais 

complexo no período perinatal (0,91 ± 0,05) em relação aos animais que foram criados 
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apenas em ambiente padrão (1,01 ± 0,07), P = 0,2348 (teste t de Student). De modo 

semelhante, a avaliação da expressão do gene gabra3 também não apresentou 

diferenças entre os machos que viveram em ambiente enriquecido no período perinatal 

(0,93 ± 0,05) quando comparados aos animais que viveram toda a vida em ambiente 

padrão de criação (1,00 ± 0,05), P = 0,2668 (teste t de Student). Também não foram 

encontradas diferenças na expressão do gene GAD1 entre os animais submetidos ao 

enriquecimento ambiental perinatal (1,0 ± 0,05) e (1,00 ± 0,03) e P = 0,6073 (teste t de 

Student), ou na expressão do gene Slc32a, respectivamente (0,94 ± 0,12) e (1,00 ± 0,03) 

e P = 0,6162 (teste t de Student). Estes dados são expostos na figura 30 A. 

Com o objetivo de avaliar a influência da bateria de testes na expressão dos 

genes-alvo no córtex frontal, foram comparados animais padrão submetidos ou não à 

bateria de testes. A expressão do gene gabra1 foi reduzida significativamente nos 

animais que passaram pela bateria de testes comportamentais (0,86 ± 0,03) em relação 

aos animais não expostos aos testes (1,01 ± 0,06), P = 0,0446 (teste t de Student). Por 

outro lado tanto à expressão do gene gabra2 (expostos = 1,12 ± 0,07 vs. não expostos = 

1,02 ± 0,08; P = 0,4303), quanto a expressão do gene gabra3 (expostos= 1,13 ± 0,06 vs. 

não expostos = 1,02 ± 0,08; P = 0,2952), não apresentaram diferenças significativas 

entre os grupos. Do mesmo modo, a expressão dos genes GAD1 (expostos = 0,98 ± 0,03 

vs. não expostos = 1,02 ± 0,07; P = 0,6704) e Slc32a (expostos = 0,92 ± 0,02 vs. não 

expostos = 1,01 ± 0,06; P = 0,1862) não diferiram entre os grupos analisados. Estes 

dados são expostos na figura 30 B. 
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ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE mRNA DAS SUBUNIDADES  α1, α2, α3  DO 

RECEPTOR GABAA, GAD67 e VGAT NO CÓRTEX FRONTAL  
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Figura 30: Expressão relativa dos genes gabra1, gabra2 e gabra3,GAD1 e slc32a através da técnica de 

RT-qPCR no córtex frontal de camundongos machos. A- Efeito do enriquecimento ambiental na 

expressão gênica. B- Efeito da bateria de testes comportamentais na expressão gênica. As barras 

representam as médias e linhas os erros padrões das médias, teste t de Student. N = 8 em todos os grupos. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1 Efeitos do enriquecimento ambiental perinatal em machos 

A primeira série de experimentos foi instituída para avaliar quais os impactos do 

enriquecimento ambiental perinatal em camundongos machos e fêmeas, sendo 

considerados primeiro os dados obtidos com machos. No teste do campo aberto, se 

observou aumento da atividade locomotora e exploratória dos machos submetidos ao 

enriquecimento ambiental perinatal. O aumento da atividade locomotora pode estar 

relacionado tanto à psicoestimulação, quanto a atividade ansiolítica. No entanto, a 

permanência na área central, que é o principal índice de ansiedade neste teste não foi 

alterada. Alguns autores sugerem que o aumento na ambulação e exploração neste teste 

é um indicativo de menor emocionalidade (Ivinskis, 1970) induzido pelo teste do campo 

aberto. Vale salientar, que o termo emocionalidade se refere a respostas que o animal 

tem em situações de excitação emocional ou desconforto (Hall, 1934), posteriormente 

extrapolado para as respostas dos animais a situações de medo e estresse (Walsh e 

Cummins, 1976). Neste sentido, há evidências que doses não sedativas de 

benzodiazepínicos aumentam a atividade locomotora de camundongos no teste do 

campo aberto. Este efeito dos fármacos benzodiazepínicos não é por ação direta, mas 

por reduzir a neofobia presente no teste, estes fármacos diminuem a neofobia 

responsável pela inibição comportamental, fazendo assim com que os animais tratados 

com este fármaco se movimentem mais (Prut e Belzung, 2003). 

Ainda em relação ao teste do campo aberto, os machos submetidos ao 

enriquecimento ambiental perinatal apresentaram aumento do número de 

comportamentos de exploração vertical (levantamentos sobre as patas traseiras - 

rearings), um parâmetro que tem sido relacionado à atividade exploratória (Archer, 

1973). Considerando a relação de psicoestimulantes que aumentam a atividade 

locomotora, é importante salientar que anfetaminas reduzem as contagens e o tempo de 

duração de comportamentos de exploração vertical no campo aberto (Gould et al., 

2001). Isso concorda com a proposta de Prut e Belzung (2003) de que o aumento da 

atividade locomotora no campo aberto só é decorrente de psicoestimulação quando 

acompanhada de redução de comportamentos de exploração vertical.  

Além disso, outros trabalhos utilizando o enriquecimento ambiental mostram 

que camundongos criados em ambiente mais complexo têm uma maior tendência a 
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explorar ambientes novos (Roy et al., 2001). Apesar de também haver relatos de que 

alguns protocolos de enriquecimento ambiental não alteram a atividade locomotora de 

camundongos no teste do campo aberto (Reichmann et al., 2016). Por outro lado, 

Reichmann e colaboradores (2016) observaram que animais knockout para 

neuropeptídeo Y (NPY) que apresentam comportamentos análogos à ansiedade 

aumentados no teste do labirinto em cruz elevado, também apresentavam redução da 

locomoção tanto no teste do campo aberto quanto no teste do labirinto em cruz elevado. 

Já no teste do labirinto em cruz elevado, os resultados dos machos submetidos 

ao enriquecimento ambiental perinatal indicam redução de comportamentos análogos à 

ansiedade. Esta afirmação é baseada no aumento da porcentagem de tempo de 

despendido nos braços abertos, bem como, aumento da porcentagem de entradas nos 

braços abertos. Estes são considerados os principais índices relacionados à 

comportamentos análogos à ansiedade neste teste, e tem relação inversa com o estado de 

medo/ansiedade dos animais  (Rodgers e Johnson, 1995; Albrechet-Souza et al., 2009). 

A porcentagem de entradas é preferida ao número de entradas nos braços abertos, pois 

assim, a contaminação por conta do aumento da atividade locomotora é reduzida, sendo 

o aumento de atividade locomotora um dos principais contaminantes deste teste. Por 

outro lado, o número de entradas nos braços fechados, que é o parâmetro associado à 

atividade locomotora, também foi aumentado nos machos submetidos ao 

enriquecimento ambiental perinatal (Rodgers e Johnson, 1995).  

Considerando que o aumento da atividade locomotora pode ser um contaminante 

para os índices de ansiedade neste tipo de teste (Weiss et al., 1998), se faz necessária a 

observação de comportamentos que sejam menos contaminados pelo aumento da 

atividade locomotora. Neste sentido, se destaca a observação de comportamentos de 

avaliação de risco (stretched attention postures - SAPs), que estão diretamente 

relacionados com respostas de medo ou comportamentos análogos à ansiedade neste 

teste é de fundamental importância, visto que estes são menos contaminados pela 

atividade locomotora (Rodgers e Johnson, 1995; Rodgers e Dalvi, 1997). Além disso, 

respostas no mesmo sentido (ansiolítico ou ansiogênico) neste parâmetro e nos 

parâmetros relacionados aos braços abertos (porcentagens de tempo e de entradas) 

aumentam a confiabilidade do teste em camundongos (Rodgers e Dalvi, 1997). Sendo 

assim, a redução destes comportamentos pelos machos submetidos a enriquecimento 
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perinatal é mais um indicativo do efeito ansiolítico desta manipulação experimental 

nestes animais.  

  Estes resultados concordam com os obtidos Friske e Gammie (2005) que 

submeteram fêmeas de camundongos gestantes ao enriquecimento ambiental até o 

segundo dia pós-parto, e observou que as proles na vida adulta tinham resposta 

ansiolítica no teste do labirinto em cruz elevado. Também concorda com outras 

observações, que indicam que o enriquecimento ambiental perinatal quando continuado 

até próximo da idade adulta reduz a quantidade de comportamentos de avaliação de 

risco no labirinto em cruz elevado (Chapillon et al., 1999; Roy et al., 2001), bem como, 

com os efeitos ansiolíticos observados em camundongos submetidos ao enriquecimento 

ambiental na vida adulta (Reichmann et al., 2016).  

 Quando são considerados os resultados do teste da caixa claro escuro, os machos 

submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal aumentam o número de transições de 

ambiente. Há evidências de que esta resposta seja um indicativo de redução de 

comportamentos análogos à ansiedade. Visto que curvas dose resposta com 

clorodiazepóxido e clanazepam mostram relação direta do aumento da dose de 

benzodiazepínicos e aumento do número de transições entre o ambiente claro e o 

ambiente escuro (Crawley e Goodwin, 1980; Young e Johnson, 1991). Do mesmo 

modo, há relatos de que a buspirona promove aumento de atividade no lado claro 

(Onaivi e Martin, 1989).   

No entanto, a possibilidade de psicoestimulação deve ser considerada. Neste 

sentido, a administração de drogas psicoestimulantes (anfetaminas) tendem a aumentar 

os comportamentos na parte clara do aparato (Bourin e Hascoët, 2003). De fato, o 

aumento da atividade locomotora na parte clara é considerada por alguns autores um 

indicativo de redução de comportamentos análogos à ansiedade (Crawley e Goodwin, 

1980). Vale ressaltar que os machos submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal 

apresentam aumento na atividade locomotora na área clara.  

Adicionalmente, um parâmetro que não é aumentado pela administração de 

drogas psicoestimulantes é o comportamento de exploração vertical (Bourin e Hascoët, 

2003). Este parâmetro pode ser mais um indicativo de que os machos que passaram pelo 

enriquecimento ambiental perinatal não apresentam uma resposta simplesmente de 

psicoestimulação, mas sim ansiolítica no teste da caixa claro-escuro. Isso se baseia na 
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observação de que drogas ansiolíticas tendem a aumentar os comportamentos de 

exploração vertical neste teste (Young e Johnson, 1991).  

No teste da supressão da alimentação pela novidade não houve diferenças entre 

os animais machos submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal e os criados em 

ambiente padrão de criação. Isto sugere que o enriquecimento ambiental aqui 

empregado não afete todas as dimensões do comportamento análogo á ansiedade, 

impactando apenas nas respostas aos testes do campo aberto, labirinto em cruz elevado 

e caixa claro-escuro (Ramos, 2008). Em verdade, estes três testes são largamente 

utilizados para a avaliação de comportamentos análogos à ansiedade tanto em 

experimentos com enriquecimento ambiental (Sztainberg et al., 2010; Dezsi et al., 

2016) como em experimentos com outras manipulações (Ramos et al., 2008), muito 

provavelmente pela maior facilidade em realização destes testes quando comparados 

com o teste de supressão da alimentação pela novidade.  

Considerando toda bateria de testes comportamentais, os resultados indicam que 

machos criados em ambiente enriquecido no início da vida apresentam redução de 

comportamentos análogos à ansiedade e maior motivação em explorar ambientes novos.  

Os resultados comportamentais motivaram a busca de um possível mecanismo 

para explicar esta resposta comportamental observada. Assim, se avaliou se a interação 

gene x ambiente no sistema nervoso, responsável por estas alterações comportamentais, 

poderia envolver as subunidades do tipo α do receptor GABAA. Esta foi a tentativa de 

explicar o fenômeno ansiolítico aqui observado. A área escolhida para a investigação da 

expressão gênica foi o córtex pré-frontal, já que os resultados comportamentais foram 

no mesmo sentido dos obtidos em outros trabalhos com manipulações farmacológicas 

que aumentam a atividade GABAérgica no córtex frontal. Neste contexto, a injeção de 

midazolam (benzodiazepínico de uso clínico) nesta mesma região em camundongos 

promove o aumento da porcentagem de tempo despendido nos braços abertos e entradas 

nos braços abertos (Kim et al., 2011). Do mesmo modo, a injeção intraperitoneal 

(sistêmica) de midazolam promove a redução da contagem de células imunorreativas 

para c-fos no córtex cingulado anterior de ratos após o teste do labirinto em cruz 

elevado. Enquanto outras partes do encéfalo envolvidas com o processamento de 

respostas denfensivas tais como: amigdala basolateral, amigdala central, córtex pré-

límbico e córtex infra-límbico não apresentaram alterações na contagem de células 
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imunorreativas para c-fos após o teste do labirinto em cruz elevado. Neste mesmo 

trabalho, os autores ainda mostram que tanto a injeção intra-peritoneal quanto a injeção 

intra-córtex cingulado anterior de midazolam promovem aumento da porcentagem de 

tempo e das entradas nos braços abertos, além de redução de comportamentos de 

avaliação de risco  (Albrechet-Souza et al., 2009). Além disso, de maneira semelhante, a 

injeção de muscimol (agonista GABAA) no córtex pré-limbico de ratos induz aumento 

das porcentagens de entrada e tempo despendidos nos braços abertos no teste do 

labirinto em cruz elevado (Solati et al., 2013).  

Além disso, esta região foi escolhida pelo fato dela ser o centro mais alto de 

controle de comportamentos defensivos, regulando a atividade de outros centros 

importantes responsáveis por tais comportamentos, tais como: amígadala (Adhikari et 

al., 2015) e substância cinzenta periaquedutal (Albrechet-Souza et al., 2009).  

Por conta destas evidências foi realizado RT-PCR em tempo real para a 

avaliação de RNAs mensageiros relacionados a subunidades α1, α2 e α3. Estes alvos 

foram escolhidos devido a necessidade da funcionalidade da subunidade α2 do receptor 

GABAA para o desenvolvimento da resposta ansiolítica promovida por 

benzodiazepínicos (Löw et al., 2000; Smith et al., 2012). Bem como, envolvimento em 

comportamentos análogos à ansiedade das subunidades α1 no paradigma de resposta de 

medo ao alarme (fear startle response) (Smith et al., 2012). E que a administração de 

agonistas de receptores GABAA contendo subunidades α3  promove efeitos ansiolíticos 

(Dias et al., 2005). Além disso, respostas ansiogênicas no labirinto em cruz elevado 

podem estar relacionadas com a diminuição das células imunorreativas para a 

subunidade α3 (Tzanoulinou et al., 2014).  

Porém, aqui nenhuma diferença foi encontrada entre os grupos expostos ou não 

ao enriquecimento ambiental. Este resultado foi inesperado, visto que, manipulações 

experimentais como a separação materna, podem induzir aumento da expressão proteica 

de subunidades α2 no córtex pré-frontal e núcleo central da amigdala  (Gondré-Lewis et 

al., 2016) em um possível mecanismo compensatório. De maneira semelhante, o 

bloqueio farmacológico de receptores 5-HT1A em camundongos no início da vida, 

através da administração nas mães destes animais no período de lactação, promove 

aumento da expressão gênica de subunidades α1 e α3 no córtex pré-frontal e da 

subunidade α2 no hipocampo. Estes autores sugerem que o não aumento da expressão 
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da subunidadade α2, associado com o aumento das subunidades α1 e α3, implique na 

redução  dos receptores GABAA contendo subunidades  α2 em relação a toda população 

de receptores GABAA no córtex pré-frontal. Isso poderia reduzir a sensibilidade à 

benzodiazepínicos no córtex pré-frontal, contribuindo para o padrão ansiogênico 

apresentado pelos camundongos tratados com este bloqueador 5-HT1A  (Vinkers et al., 

2010).  

Adicionalmente, foi realizado ensaio de RT-PCR em tempo real para avaliar a 

expressão gênica destas subunidades em animais criados em ambiente padrão, porém 

que não foram submetidos a testes comportamentais. Estes dados foram comparados 

com os animais do grupo padrão submetidos à bateria de testes comportamentais. Esta 

comparação serve para avaliar se a exposição esta bateria de testes pode levar a 

alterações na expressão destes RNAs mensageiros. Desta maneira, como a alteração 

promovida por testes comportamentais é pequena, é possível que dependendo do gene a 

ser investigado os mesmos animais usados para o teste possam ser usados para os 

ensaios de RT-PCR contribuindo para o menor uso de animais, visto que não seriam 

necessários grupos experimentais adicionais.  Dentre os genes analisados, apenas o 

gabra1 apresentou alteração tendo sua expressão reduzida. Esta subunidade tem sido 

relacionada com os efeitos sedativos de benzodiazepínicos (Rudolph e Möhler, 2006). 

Portanto, é possível, que a exposição a esta bateria de testes comportamentais promova 

alterações na responsividade à benzodiazepínicos referente a efeitos sedativos. Já a 

expressão dos outros genes gabra2 e gabra3 não foram alteradas. Estes dados são 

difíceis de comparar, pois não encontramos nenhum relato de que a exposição a estes 

testes comportamentais promova mudanças na expressão gênica. Por mais que seja 

relatado que a exposição ao labirinto em cruz elevado pode levar a mudanças na 

concentração de monoaminas (Carvalho et al., 2005), isso sugere que a exposição a 

testes comportamentais possa alterar a expressão gênica de algumas proteínas.   

Do mesmo modo que as subunidades do receptor GABAA, a expressão dos 

genes que transcrevem a GAD 67 não foi alterada. Lussier e Stevens mostraram que 

considerando estressores no inicio da vida, há evidências de que o córtex pré-frontal é 

uma região encefálica muito impactada por estes. Neste sentido, há relatos de que 

estresse de restrição durante a prenhez em camundongos fêmeas faz com que a 

contagem de células imunorreativas para GAD67 no córtex pré-frontal medial das proles 

esteja reduzida até o centésimo quinquagésimo dia de vida pós-natal (lembrando que 
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nossos animais sofreram eutanásia aos 80 dias de vida). Adicionalmente, a expressão de 

GAD67 no córtex pré-frontal medial se apresenta reduzida aos 24 dias de vida pós-natal 

das proles de fêmeas submetidas a estresse de restrição (Lussier e Stevens, 2016). Neste 

contexto, é possível que esta seja uma característica epigeneticamente transferida 

(Mychasiuk et al., 2012). Adicionalmente, há evidências de que mecanismos 

epigenéticos estejam envolvidos com alterações na expressão do gene que transcreve a 

GAD67 em humanos. Há relatos de que pacientes com síndrome do pânico apresentam 

supermetilação deste gene (GAD1) (Domschke et al., 2013). O que poderia estar 

relacionado a observação de que enriquecimento ambiental durante o período perinatal 

apresentaram redução da metilação no córtex frontal e hipocampo aos 21 dias de idade. 

(Mychasiuk et al., 2012). Podendo ser uma região de importância para explicar os 

efeitos de longo prazo de manipulações no início da vida. Adicionalmente, isto pode ser 

relacionado com o sistema GABAérgico, já que processos de metilação estão 

envolvidos com a migração e desenvolvimento de células progenitoras neurais 

precursoras de neurônios GABAérgicos como é sugerido por alguns autores (Lussier e 

Stevens, 2016). 

Desta maneira, os resultados comportamentais obtidos com machos submetidos 

ao enriquecimento ambiental perinatal não estão relacionados com a expressão de RNA 

mensageiro para subunidades α1, α2 e α3 do receptor GABAA, GAD67  e VGAT no 

córtex frontal. Sendo assim o foco permanece na avaliação comportamental. 

Apesar destes resultados, o primeiro passo futuro será avaliação de outros genes 

no córtex frontal. Além do córtex frontal, outra região que pode estar relacionada com a 

neurobiologia da ansiedade, sendo por isso, é de interesse imediato o núcleo basolateral 

da amígdala. Em elegante estudo, Sztainberg e colaboradores (2010) mostram que o 

efeito ansiolítico do enriquecimento ambiental esta relacionado com a redução da 

expressão gênica de receptor para CRH no núcleo basolateral da amígdala. Além disso, 

outro alvo de interesse é investigar a expressão de neuropepitídeo Y (NPY) nestas duas 

regiões, já que recentes evidências sugerem que o NPY tenha sua expressão gênica 

hipocampal relacionada com a redução de comportamento análogo à ansiedade no 

labirinto em cruz elevado (Reichmann et al., 2016). 

Apesar de não termos encontrado alterações gênicas que expliquem os 

resultados comportamentais, é possível que alterações epigenéticas que modifiquem a 
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expressão destes RNA mensageiros em outras regiões ou de outros RNA mensageiros 

nesta e/ou outras regiões do encéfalo relacionadas à neurobiologia da ansiedade sejam 

responsáveis por estes efeitos de longo prazo. Assim, existe a possibilidade que estes 

efeitos da interação entre gene e ambiente ainda não elucidados, possam ser transferidos 

para gerações seguintes  (Dezsi et al., 2016). Por conta disso, a prole de machos 

submetidos ao enriquecimento ambiental também foi realizado. 

5.2 Efeitos do enriquecimento ambiental perinatal em fêmeas 

Já as fêmeas submetidas ao enriquecimento ambiental perinatal apresentaram 

apenas aumento nos comportamentos de exploração vertical, que são relacionados à 

atividade exploratória (Archer, 1973; Gould et al., 2001). Quando aos comportamentos 

de exploração vertical, a comparação com os dados de Sztainberg não pode ser feita, 

pois estes autores não relatam os resultados neste parâmetro (Sztainberg et al., 2010). Já 

quando o enriquecimento ambiental é instituído apenas durante o período gestacional 

em ratas, os animais da prole realizam menos comportamentos de exploração vertical 

(tanto nas fêmeas quanto nos machos da prole). Segundo os autores isso se deve a um 

aumento de medo ou comportamentos análogos à ansiedade apresentados por estes 

animais. Estes autores ainda consideram que isso possa ter ocorrido por conta do 

estresse materno devido à transferência do ambiente enriquecido para o ambiente 

padrão (Rosenfeld e Weller, 2012). É importante ressaltar que a atividade locomotora e 

o tempo na área central não diferiram entre os grupos. Isto também foi observado neste 

teste em fêmeas submetidas ao enriquecimento ambiental a partir do desmame 

(Sztainberg et al., 2010). 

 Considerando o teste do labirinto em cruz elevado, percebemos que o 

enriquecimento ambiental perinatal não foi capaz de promover o efeito de redução de 

comportamentos análogos à ansiedade, tanto no padrão de ocupação de braços abertos 

do aparato quanto nos comportamentos de avaliação de risco, como o observado nos 

machos. Estes resultados também discordam de outras observações em fêmeas de 

camundongo submetidos ao enriquecimento ambiental instituído a partir do desmame 

até a vida adulta, neste experimento foram observados efeitos ansiolíticos no teste do 

labirinto em cruz elevado induzidos pelo enriquecimento ambiental (Sztainberg et al., 

2010).  Do mesmo modo, estes resultados também diferem de outras observações em 

machos, quando esta manipulação experimental é iniciada no período perinatal e é 
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continuada até próximo da vida adulta. Este outro tipo de protocolo de enriquecimento 

ambiental promove efeitos ansiolíticos no teste do labirinto em cruz elevado (Chapillon 

et al., 1999).  

Sendo que o único resultado em que as fêmeas submetidas ao enriquecimento 

ambiental diferiram das fêmeas criadas em ambiente padrão foi o número de entradas 

nos braços fechados, no teste do labirinto em cruz elevado, que é associado aumento 

geral da movimentação também está presente nas fêmeas. O aumento de entradas nos 

braços fechados que isoladamente não tem relação com comportamentos análogos à 

ansiedade. Podendo indicar neste caso um efeito psicoestimulante bem definido 

(Rodgers e Johnson, 1995). Resultado no mesmo sentido foi observado nas fêmeas da 

prole de ratas submetidas ao enriquecimento ambiental durante o período gestacional, o 

que para os autores do trabalho é um fator contribuinte para considerar estas ratas com 

um perfil mais ansioso do que as fêmeas não expostas ao enriquecimento ambiental no 

período de vida intrauterina (Rosenfeld e Weller, 2012). Em outro experimento, o 

enriquecimento ambiental perinatal em camundongos fêmeas com a exposição ao 

ambiente enriquecido logo em seguida ao desmame até a vida adulta, mostrou resposta 

inversa da encontrada aqui. Nesta situação é relatado que o enriquecimento ambiental 

promoveu aumento nas porcentagens de permanência de entradas nos braços abertos 

sem alterar o número de entradas em braços fechados (Sztainberg et al., 2010). 

Em relação ao teste da caixa claro escuro, as fêmeas submetidas ao 

enriquecimento ambiental perinatal apresentaram um aumento de comportamentos 

análogos à ansiedade, evidenciada pelo menor tempo despendido no lado claro (Young 

e Johnson, 1991; Löw et al., 2000). Dado semelhante foi observado em camundongos 

jovens machos expostos a protocolo de separação materna (Chocyk et al., 2013). Os 

dados apresentados aqui novamente discordam dos obtidos em outros estudos com a 

exposição de fêmeas após o desmame a um ambiente mais complexo, que promove o 

aumento do tempo de permanência no lado claro, o que sugere efeito ansiolítico 

(Sztainberg et al., 2010). Além disso, as fêmeas submetidas ao enriquecimento 

ambiental perinatal apresentaram menor latência para ir para o lado escuro, o que 

reforça a ideia de aumento de comportamentos análogos à ansiedade neste teste. Isto 

porque a administração de drogas ansiolíticas aumenta a latência para o escape da área 

clara para a escura quando camundongos começam este teste na área clara (Young e 

Johnson, 1991).  



 

68 
 

No teste da supressão da alimentação pela novidade, assim como ocorreu nos 

machos, não houve diferença entre os grupos analisados em nenhum parâmetro 

analisado. Desta maneira, acreditamos que o enriquecimento ambiental perinatal aqui 

empregado não interfere no conflito criado neste teste (Bodnoff et al., 1989) devido à 

ausência de diferenças significativas tanto em machos quanto em fêmeas.  

Os dados comportamentais em fêmeas foram surpreendentes, pois era esperada 

uma resposta no mesmo sentido dos machos. No entanto, outros tipos de manipulação 

no inicio da vida podem promover resultados sexualmente dimórficos. Por exemplo, a 

restrição materna de proteína durante a gestação e lactação em ratas, pode promover 

aumento da preferência aos braços abertos do labirinto em cruz nas fêmeas da prole 

(Reyes-Castro, Rodriguez, Charco, et al., 2012). Já quando o estudo avaliou os machos 

da prole destas ratas eles apresentaram aumento da preferência pelos braços abertos do 

labirinto em cruz elevado (Reyes-Castro, Rodriguez, Rodriguez-Gonzalez, et al., 2012). 

De modo interessante quando se avalia a prole destes machos que as mães foram 

submetidas à privação proteica na dieta, novamente só as fêmeas apresentam aumento 

de preferencia pelos braços abertos (Reyes-Castro et al., 2015). Além disso, neste 

protocolo de privação materna proteica os resultados na ambulação no teste do campo 

aberto são no mesmo sentido entre fêmeas (Reyes-Castro, Rodriguez, Charco, et al., 

2012) e machos (Reyes-Castro, Rodriguez, Rodriguez-Gonzalez, et al., 2012). Por mais 

que se comparada à distância total percorrida as fêmeas esta possa ser um pouco maior 

(Reyes-Castro, Rodriguez, Charco, et al., 2012).   

Assim, na visão geral da bateria de testes deve ser considerado que o 

enriquecimento ambiental perinatal em fêmeas aumentou os comportamentos análogos 

à ansiedade. Resultado inesperado também observado em ratas que ficaram sobre 

regime de enriquecimento ambiental apenas no período gestacional. Os autores deste 

trabalho sugerem que para estas ratas o empobrecimento ambiental devido de 

transferência de ambiente enriquecido para o ambiente padrão, possa ser uma situação 

aversiva para fêmeas (Rosenfeld e Weller, 2012). Deste modo, é possível que esta 

mudança de ambiente tenha sido um evento aversivo para as fêmeas do presente 

experimento quando desmamadas, e isso ter promovido o efeito ansiogênico 

apresentado pelas fêmeas na bateria de testes comportamentais. Neste sentido, há 

evidências de que estresse no período equivalente a pré-adolescência (imediatamente 
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após o desmame) em camundongos pode induzir aumento de ansiedade na vida adulta 

(Kumari et al., 2016). 

Uma possível explicação para esta resposta ansiogênica seria que o estresse em 

um período crítico do desenvolvimento do SNC poderia causar um imprint que 

aumentasse a expressão de receptores para CRH do tipo 1 na amígdala, mecanismo 

inverso ao descrito por Sztainberg e coladoradores (2010). Adicionalmente isso pode 

estar relacionado com diversas observações em estudos e observações com humanos 

que imputam eventos estressores como predisponentes para o desenvolvimento de 

transtornos de ansiedade (Stout e Nemeroff, 1994; Meyer-Lindenberg e Tost, 2012), 

inclusive quando eles ocorrer em períodos críticos de desenvolvimento (Castillo et al., 

2000; Green et al., 2010).  

Uma possibilidade a se considerar que esta transferência de ambientes que 

ocorreu logo após o desmame, possa ter sido um evento adverso para as fêmeas. Este 

que é um momento de grande plasticidade no SNC de roedores. É possível que estes 

efeitos comportamentais na vida adulta no sentido de aumento de ansiedade, talvez 

possam estar relacionados com eventos plásticos do sistema GABAérgico, como em 

outros protocolos de estresse antes do completo desenvolvimento do SNC (Lussier e 

Stevens, 2016). Neste contexto, protocolos de estresse pré-pubere em ratos mostraram 

aumento de ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado e de interação social, 

quando avaliados na vida adulta. Estas respostas comportamentais são acompanhadas de 

redução nas quantidades de células imunorreativas para a subunidade α3 do receptor 

GABAA e das duas isoformas de GAD na amígdala (Tzanoulinou et al., 2014). Sendo 

este um possível caminho a ser seguido em futuras investigações. De modo interessante, 

esta resposta diferencial a estressores instituídos no inicio da vida e com respostas 

diferenciais entre os sexos também está presente em humanos para revisão ver (Green et 

al., 2010). No entanto, no caso do nosso experimento este é um ponto ainda a ser 

testado. 

5.3 Efeitos transgeracionais do enriquecimento ambiental perinatal em machos 

Na continuidade dos experimentos foi avaliado se o fenótipo comportamental 

ansiolítico apresentado por machos submetidos ao enriquecimento ambiental poderia ser 

transferido para machos e fêmeas da sua prole. Recentes evidências mostram que a 

interação gene x ambiente que promova efeitos comportamentais em machos possa ser 
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transferida para gerações subsequentes (Dietz et al., 2011; Mychasiuk et al., 2012; 

Dezsi et al., 2016). Esta transferência muito provavelmente ocorre através de 

mecanismos epigenéticos (Bale, 2015). Por conta disso, aqui foi investigado se ocorrida 

transferência transgeracional do fenótipo ansiolítico presente em camundongos machos 

submetidos ao enriquecimento ambiental perinatal as suas proles.  

Quanto à avaliação comportamental de machos oriundos de genitores 

submetidos ao enriquecimento ambiental, os machos da prole não apresentaram 

aumento de ambulação no teste do campo aberto, apesar de podermos considerar uma 

tendência ao aumento, já que o valor de P é muito próximo do limite de significância. 

No entanto, a atividade exploratória vertical avaliada pelos episódios de levantamentos 

não apresentou diferença em comparação com os animais cujos pais provem de 

ambiente padrão (ver primeira seção da discussão). Isso indica que o fenótipo 

comportamental não é transmitido no teste do campo aberto. Estes resultados não 

concordam com a observação de que ratos machos oriundos de genitores submetidos ao 

enriquecimento ambiental na presença de fêmeas a partir dos 28 dias de vida, estes 

animais apresentam maior locomoção no teste do campo aberto realizado aos 10, 13 e 

15 dias de vida (Mychasiuk et al., 2012).   

Considerando a transferência comportamental paterna, há evidências de que 

ratos submetidos ao enriquecimento ambiental da 3ª a 14ª semana de vida transferem os 

efeitos comportamentais que eles apresentam no teste do campo aberto para os machos 

da sua prole. Por mais que no experimento de Dezsi e colaboradores, terem observado 

aumento no número de entradas na área interna, porém sem nenhuma alteração quanto à 

ambulação (Dezsi et al., 2016). Apesar destes resultados em ratos, é importante ressaltar 

que um estudo específico sobre transferência transgeracional do comportamento no 

campo aberto de camundongos sugere que as respostas comportamentais apresentadas 

pelos pais não são transferidas para os machos de sua prole, mas pode ser transferido 

para as fêmeas da prole (Alter et al., 2009). 

No teste do labirinto em cruz elevado, o aumento na porcentagem de tempo de 

permanência nos braços aberto e a redução de comportamentos de avaliação de risco 

dos machos que os pais passaram por enriquecimento ambiental perinatal indica 

redução dos comportamentos análogos à ansiedade (Rodgers e Johnson, 1995). Os 

resultados destes animais são no mesmo sentido dos resultados de animais submetidos 
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ao enriquecimento ambiental perinatal. Novamente, há ausência de concordância com 

os resultados na porcentagem de entradas nos braços abertos e número de entradas nos 

braços fechados, o que indica uma transferência parcial da resposta no teste. 

Surpreendentemente, neste caso o resultado ansiolítico esta mais bem definido, visto 

que estes animais não apresentam aumento do número de entradas nos braços fechados 

que é um contaminante dos índices principais de ansiedade neste teste (Rodgers e 

Johnson, 1995).   

Nossos resultados no teste do labirinto em cruz elevado são no mesmo sentido 

dos obtidos nos ratos machos da prole de genitores com a exposição prolongada ao 

enriquecimento ambiental (Dezsi et al., 2016). Adicionalmente, nossos resultados no 

teste do labirinto em cruz elevado são opostos dos obtidos quando avaliaram a 

transmissão transgeracional do comportamento de machos submetidos à derrota social, 

que apresentam perfil ansiogênico, assim como os machos de sua prole (Dietz et al., 

2011). Sugerimos assim, que este comportamento ansiolítico possa ser uma herança 

adaptativa herdada no caso do presente experimento.  

Já nos testes da caixa claro-escuro os machos que os pais foram submetidos ao 

enriquecimento ambiental não apresentaram nenhuma diferença em comparação com os 

animais cujos pais viveram em ambiente padrão. Desta forma, a transmissão 

transgeracional do comportamento paterno não ocorreu para prole neste caso. Aqui se 

percebe uma discordância com as observações em machos da prole de ratos expostos a 

períodos prolongados de enriquecimento ambiental. Nestes ratos, é observado aumento 

do número de transições (Dezsi et al., 2016). É possível que os substratos neurais 

envolvidos com a resposta nos testes do campo aberto, teste do labirinto em cruz 

elevado e no teste da caixa claro escuro não sejam totalmente iguais (Ramos, 2008) e 

isso possa estar relacionado com esta aparente transferência comportamental seletiva 

que ocorreu no presente experimento. 

Quanto aos mecanismos envolvidos com a transmissão deste fenótipo 

comportamental os dados atualmente obtidos não podem determinar quais mecanismos 

envolvidos, permitindo apenas especulações sobre o tema. Uma possibilidade de 

explicação é que o enriquecimento ambiental possa alterar mecanismo epigenéticos, tais 

como o padrão dos metilação do DNA, ou acetila de histonas de genes paternos 

(Branchi et al., 2011) presentes nos espermatozóides, ou outro aumento da expressão de 
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micro RNAs nos espermatozoides (Rodgers et al., 2013) e induzir via mecanismos 

epigenéticos, alterações na expressão gênica em áreas do SNC das proles, em áreas 

envolvidas com os comportamentos de ansiedade. Neste sentido há observações de que 

o enriquecimento social pode promover aumento de acetilação de histonas em regiões 

promotoras que aumentam a expressão gênica de fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF) (Branchi et al., 2011), sendo que o aumento desta molécula é promovido por 

diversos protocolos de enriquecimento ambiental e ela parece ter relação com os feitos 

comportamentais da exposição a ambientes mais complexos (Nithianantharajah e 

Hannan, 2006; Simpson e Kelly, 2011).  

Outro mecanismo que também pode estar envolvido com a resposta é a 

reprogramação do eixo hipotálamo hipófise adrenal (HHA). Há evidências de que ao 

expor genitores a um protocolo de estresse crônico variado este pode transmitir através 

do esperma micro RNAs que são capazes de induzir alterações na expressão de enzimas 

que participam da regulação epigenética do eixo HHA, inclusive receptores para CRH 

do tipo 1 (Rodgers et al., 2013). Considerando que a redução da expressão gênica destes 

receptores na amígdala basolateral e no núcleo leito da estria terminal estão 

relacionados com a resposta ansiolítica do enriquecimento ambiental (Sztainberg et al., 

2010), este pode ser o mecanismo responsável pela transmissibilidade do fenótipo 

menos ansioso.  

Outra possibilidade é que os machos submetidos ao enriquecimento ambiental 

sejam machos de melhor qualidade reprodutiva, o que induziria melhor cuidado materno 

das fêmeas e levando a os efeitos na expressão genica da prole, como o observado na 

comparação entre genitores submetidos ao isolamento social e ao enriquecimento social. 

Isso poderia ter impactos benéficos quanto aos comportamentos análogos à ansiedade 

dos machos da prole na vida adulta (Mashoodh et al., 2012). No entanto, roedores 

submetidos ao isolamento social apresentam distúrbios de cópula quando comparados 

com animais criados em condições de não isolamento social (Gerall et al., 1967). Sendo 

assim, esta é a possibilidade menos provável, visto que o controle utilizado no trabalho 

de Mashood e colaboradores pode não ser o mais indicado para a comparação com os 

controles utilizados no presente experimento. Vale salientar que, tanto os controles 

quanto os animais enriquecidos foram mantidos em 4 animais por caixa, com seus 

irmãos, tendo portanto, uma estrutura social similar. Por conta disto, acreditamos que o 
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mecanismo proposto por estes autores seja menos provável de ocorrer no caso de nosso 

experimento. 

Pensando de maneira translacional os resultados obtidos a partir destas 

observações podem ajudar a explicar dados epidemiológicos relacionados com 

estressores no inicio da vida e a resposta sexualmente diferente no desenvolvimento de 

transtornos neuropsiquiátricos de humanos expostos a eventos estressores no início da 

vida (Green et al., 2010). Bem como, podem ajudar a fundamentar estratégias não 

farmacológicas para o tratamento e prevenção de transtornos de ansiedade como a 

proposta de alguns autores (Dezsi et al., 2016). 

5.4.  Ausência de efeitos transgeracionais nas fêmeas da prole. 

 No caso das fêmeas o enriquecimento ambiental perinatal parece não transmitir 

as características comportamentais dos genitores em nenhum dos testes, visto que não 

houve qualquer alteração nos parâmetros comportamentais analisados em toda a bateria 

de testes comportamentais. Novamente aqui há um indicativo de resposta sexualmente 

dimórfica.  

Neste contexto, nossos resultados são frontalmente contrários aos obtidos por 

Alter e colaboradores (2009). Estes autores observaram que transmissão paterna do 

comportamento no campo aberto de camundongo apenas para fêmeas e não para 

machos. No entanto, o uso de linhagens diferentes (e consequentemente cargas 

genéticas diferentes) de camundongos pode ser um dos motivos desta discrepância. 

Neste sentido, há evidências de que linhagens diferentes de camundongos podem 

responder de maneira não igualitária aos mesmos testes comportamentais (Chapillon et 

al., 1999).  

Considerando o dimorfismo na resposta comportamental ao teste do labirinto em 

cruz elevado de proles oriundas de genitores machos submetidos à restrição proteica no 

período intra-uterino, é relatado um caráter no sentido inverso do apresentado aqui. No 

experimento de Reyes-Castro e colaboradores, foi mostrado que esta manipulação da 

dieta da avó paterna durante a gestação dos pais, induz em ratas aumento de entradas 

nos braços abertos do labirinto em cruz elevado. Dado este que não está presente nos 

machos (Reyes-Castro et al., 2015). 
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 Em outro protocolo experimental, se observou que a transferência 

comportamental paterna decorrente de derrota social era transmitida tanto para os 

machos quanto para as fêmeas da prole. Porém, os machos apresentavam mais 

claramente esta transferência (Dietz et al., 2011).  É possível que isso esteja relacionado 

com a maior susceptibilidade do encéfalo masculino a modificações epigenéticas e 

consequentemente seus impactos sobre o comportamento devido a uma menor 

variabilidade dos níveis de hormônios sexuais (Bale, 2015). Talvez isso explique essa 

resposta diferente de machos e fêmeas obtida aqui.  

 

6. CONCLUSÕES 

 O enriquecimento ambiental perinatal promove efeitos ansiolíticos e de maior 

atividade exploratória em camundongos machos. 

 O efeito ansiolítico e exploratório não parece estar associado a alterações da 

expressão dos genes gabra1, gabra2 e gabra3, GAD1 ou VGAT no córtex 

frontal. 

 O enriquecimento ambiental induziu efeito ansiogênico em fêmeas. 

 O efeito ansiolítico observado em machos é transferido para os seus 

descendentes machos. 

 O efeito comportamental observado em machos não é transferido para as fêmeas 

de sua prole.  
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