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RESUMO 

 
LAUREANO-MELO, Roberto.  Avaliação Psicobiológica em Camundongos Swiss 

submetidos às Manipulações Farmacológicas do Sistema Serotonérgico durante o 

Período Neonatal. 2017. 87 p. Tese (Doutorado em Ciências Fisiológicas). Instituto de 

Ciências Biológicas e da Saúde, Universidade Federal Rural Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 

2017. 

 

 A serotonina (5-HT) exerce um papel importante na embriogênese do sistema 

nervoso central de mamíferos, modulando a ontogenia de diversos sistemas neuronais, 

inclusive aqueles envolvidos com a regulação do humor e reatividade ao estresse. Nesse 

contexto, alterações na sinalização da 5-HT durante o início da vida podem comprometer a 

saúde mental e aumentar a susceptibilidade aos transtornos psiquiátricos. Dessa forma, o 

objetivo do nosso trabalho é avaliar se manipulações farmacológicas do sistema serotonérgico 

durante o período neonatal são capazes de alterar os parâmetros neurocomportamentais em 

prole de camundongos Swiss durante a fase adulta, bem como os mecanismos supostamente 

envolvidos. Para esse propósito, camundungas prenhas (n = 4 cada, e ~ 35g) foram divididas 

em seis grupos aleatoriamente. A prole obtida foi tratada com salina 0,9%, fluoxetina (FLU; 

10mg/kg, s.c.), para-clorofenilalanina (p-CPA; 100mg/kg, s.c.), WAY 100135 (WAY; 

1mg/kg, s.c.),  8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina (DPAT; 1mg/kg, s.c.) do 5º ao 15º ou 

com d-fenfluramina (D-Fen; 3mg/kg, s.c.) do 5º ao 20º  dia pós-natal. No 16º ou 21º dia pós-

natal, parte da prole foi submetida à  eutanásia, sendo o mesencéfalo e o hipocampo 

dissecados para análise da expressão dos seguintes genes: triptofano hidroxilase 2 (TPH2), 

transportador de 5-HT (SERT), receptor de 5-HT 1a (5-HT1a), fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF) e dos fatores de transcrição Pet1a e Lmx1b. O restante dos filhotes, ao 

completar 70 dias de vida, foi submetida a uma bateria de testes comportamentais composta 

dos seguintes protocolos: campo aberto, caixa claro-escuro, labirinto em cruz elevado e 

suspensão pela cauda. A análise estatística foi realizada pelo teste t de Student e as médias 

foram consideradas significativamente diferentes quando p < 0,05. Em relação aos achados 

transcricionais, foi verificado que aumento da neurotransmissão serotonérgica através do 

tratamento neonatal com D-Fen reduz a expressão mesencefálica de 5-HT1a (90%, p = 

0,001), SERT (87%, p = 0,01), BDNF (70%, p = 0,001) e Pet1a (90%, p = 0,009), bem como 

a expressão de TPH2 (87%, p = 0,002) e BDNF (90%, p = 0.008) no hipocampo. O 

tratamento com Flu aumenta a expressão mesencefálica de TPH2 (98%, p = 0,004), mas 

diminui a expressão de TPH2 (93%, p <  0,001), 5HT1a (92%, p <  0.001), SERT (65%, p <  

0,001), BDNF (80%, p =  0.001) e Lmx1b (97%, p =  0,001) no hipocampo. Em condições de 

depleção de 5-HT através do tratamento com p-CPA, há um aumento da expressão 

mesencefálica de 5-HT1a (35%, p = 0,02). Em relação às manipulações que envolvem o 

receptor 5-HT1a, a sua ativação através do tratamento com DPAT aumenta a expressão 

mesencefálica da TPH2 (66%, p = 0.03) e do próprio receptor 5-HT1a (54%, p = 0,01), mas 

reduz a expressão hipocampal de TPH2 (97%, p <  0,001), 5HT1a (28%, p = 0.03), SERT 

(64%, p = 0,003), BDNF (66%, p = 0,004) e Lmx1b (83%, p = 0,001). De maneira 

semelhante, o seu bloqueio através do tratamento com WAY aumenta a expressão 

mesencefálica de TPH2 (96%, p = 0,009), do próprio receptor 5-HT1a (78%, p < 0,001) e do 

SERT (95%, p = 0,002), mas reduz a expressão hipocampal de TPH2 (93%, p < 0.05), 5HT1a 

(47%, p = 0,01), SERT (58%, p = 0.01), BDNF (66%, p = 0,004) e Lmx1b (95%, p = 0,001). 

Quanto às avaliações comportamentais, no teste do campo aberto, nenhum dos tratamentos 

altera a atividade locomotora. Todavia tanto o tratamento com p-CPA quanto com WAY 

promovem redução da razão central (35%, p = 0,01 e 26%, p = 0,02, respectivamente).  Já o 

tratamento com Flu aumenta o tempo de grooming (153%, p = 0,01). No teste da caixa claro-
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escuro, verificamos que há um aumento da latência e do tempo de permanência no lado claro 

nos tratamentos com D-Fen (87%, p = 0,01 e 21%, p =0,002) e Flu (764%, p = 0,01 e 108%, p 

= 0,008). No labirinto em cruz elevado, foi observado que o tratamento com DPAT aumenta o 

tempo de permanência e a porcentagem de entradas nos braços abertos (276%, p = 0,02 e 

155%, p =0,03), ao passo que o WAY reduz (75%, p = 0,02 e 58%, p = 0,01). Já no teste da 

suspensão pela cauda, o tratamento com D-Fen, Flu ou DPAT reduz o tempo de imobilidade 

(98%, p < 0,001; 45%, p = 0,02 e 57%, p = 0,01, respectivamente), enquanto o tratamento 

com p-CPA ou WAY reduz a latência para o primeiro episódio de imobilidade (73%, p = 0,03 

e 29%, p = 0,004, respectivamente). Dessa forma, conjecturamos que, através de mecanismos 

epigenéticos, manipulações farmacológicas que afetam a neurotransmissão serotonérgica 

durante o período neonatal promovem alterações neuroquímicas e hodológicas de sistemas 

cerebrais envolvidos com respostas afetivas, programando os comportamentos análogos à 

ansiedade e depressão na fase adulta. 

 

Palavras-chaves: serotonina, desenvolvimento, ansiedade, depressão. 
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ABSTRACT 

 

LAUREANO-MELO, Roberto. Psychobiological evaluation in Swiss mice underwent to 

Neonatal Pharmacological Management of the Serotonergic System. 2017. 87 p. Thesis 

(Doctorate in Physiological Sciences). Institute of Biological and Health Sciences, Federal 

Rural University Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017. 

   

Serotonin (5-HT) plays an important role in the central nervous system embryogenesis of 

mammals, modulating the several neuronal systems ontogeny, including those involved in 

mood regulation and stress reactivity. In this context, changes in 5-HT signaling during early 

life can compromise the mental health and increase susceptibility to psychiatric disorders. 

Thus, the aim of our study is to assess whether neonatal pharmacological management of the 

serotonergic system are able to alter neurobehavioral parameters in Swiss mice offspring in 

adulthood, as well as the mechanisms supposedly involved. For this purpose, pregnant mice 

(n = 4 each, and ~ 35g) were randomly divided into six groups. The offspring obtained were 

treated with isotonic saline, fluoxetine (FLU, 10mg / kg, s.c.), para-chlorophenylalanine (p-

CPA, 100mg / kg, s.c.), WAY 100135 (WAY, 1mg / kg, s.c.), 8-hydroxy-2-(di-propylamino)-

tetraline (DPAT, 1mg / kg, s.c.) from 5th to 15th or with d-fenfluramine (D-fen, 3mg / kg, 

s.c.) from the 5th to the 20th postnatal day. On the 16th or 21st postnatal day, part of the 

offspring underwent to euthanasia, being the mesencephalon and hippocampus dissected for 

RNA analysis of the following genes: tryptophan hydroxylase 2 (TPH2), 5-HT transporter 

(SERT), 5-HT1a  receptor (5-HT1a), brain derived neurotrophic factor (BDNF) and the 

transcription factors Pet1a and Lmx1b. The remaining offspring, at 70 days of age, underwent 

to a battery of behavioral tests composed by the following protocols: open field, dark light 

box, elevated plus maze and tail suspension tests. Statistical analysis were performed using T 

Student test and means were considered significantly different when p <0.05. Regarding the 

transcriptional findings, it was verified that increased serotonergic neurotransmission through 

neonatal treatment with D-Fen reduced mesencephalic expression of 5-HT1a (90%, p = 

0.001), SERT (87%, p = 0.01), BDNF (70%, p = 0.001) and Pet1a (90%, p = 0.009), as well 

as TPH2 (87%, p = 0.002) and BDNF (90%, p = 0.008) expression in the hippocampus. Flu 

increases mesencephalic TPH2expression (98%, p = 0.004), however decreases the TPH2 

(93%, p <0.001), 5HT1a (92%, p <0.001), SERT (65%, p <0.001), BDNF (80%, p = 0.001) 

and Lmx1b (97%, p = 0.001) expression in the hippocampus. Under 5-HT depletion 

conditions through p-CPA treatment, there is an increase in mesencephalic 5-HT1a expression 

(35%, p = 0.02). In relation to the manipulations involving the 5-HT1a receptor, its activation 

through DPAT treatment increases the mesencephalic expression of TPH2 (66%, p = 0.03) 

and 5-HT1a receptor itself (54%, p = 0.01 ), although it has reduced hippocampal expression 

of TPH2 (97%, p <0.001), 5HT1a (28%, p = 0.03), SERT (64%, p = 0.003), BDNF (66%, p = 

0.004) and Lmx1b 83%, p = 0.001). Similarly, its blockade through WAY treatment increases 

the TPH2 (96%, p = 0.009), 5-HT1a receptor itself (78%, p <0.001) and SERT (95%, p = (P 

<0.05) mesencephalic expression, however reduced hippocampal expression of TPH2 (93%, p 

<0.05), 5HT1a (47%, p = 0.01), SERT (58%, p = 0.01), BDNF and Lmx1b (95%, p = 0.001). 

Regarding the behavioral evaluations, in the open field test, none of the treatments alter the 

locomotor activity. However, both p-CPA and WAY ones promoted reduction of the central 

ratio (35%, p = 0.01 and 26%, p = 0.02, respectively), whereas Flu increases grooming time 

(153%, p = 0.01). In the light-dark box test, there was an increase in latency and in light side 

time in treatments with D-Fen (87%, p = 0.01 and 21%, p = 0.002) and Flu (764 %, p = 0.01 

and 108%, p = 0.008). In the elevated plus maze, it was verified that DPAT increases the time 

and the percentage of entries in the open arms (276%, p = 0.02 and 155%, p = 0.03), whereas 
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the WAY reduces (75%, p = 0.02 and 58%, p = 0.01). In tail suspension test, treatment with 

D-Fen, Flu or DPAT reduced the immobility time (98%, p <0.001, 45%, p = 0.02 and 57%, p 

= 0.01, respectively ), whereas p-CPA or WAY treatment reduced latency to immobility 

(73%, p = 0.03 and 29%, p = 0.004, respectively). Thus, we conjecture that, through 

epigenetic mechanisms, pharmacological management that affect serotonergic 

neurotransmission during the neonatal period promote neurochemical and hodological 

alterations of cerebral systems involved with affective responses, programming anxiety and 

depression like behaviors in adulthood. 

 

Keywords: serotonin, development, anxiety, depression. 
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cm: centímetro. 

DAT: transportador de dopamina. 

DNA: ácido desoxiribonucleico. 

DPN: dia pós-natal. 

DPN: dia pós-natal. 

EDTA: etilenodiaminetetracético. 

FAD: dinucleótido de flavina e adenina. 

FADH2: FAD reduzido. 

Fe
+2

: íon ferroso. 

Fe
+3

: íon férrico. 

Fgf4: fator de crescimento fibroblástico 4. 

Fgf8: fator de crescimento fibroblástico 8. 

g: gramas 

GABA: ácido gama-aminobutírico 

GMPc: monofosfato cíclico de guanosina. 

H
+
ATPase: Próton ATPase. 

H2O2: peróxido de hidrogênio. 

IP3: inositol trifosfato. 

ISRS: inibidores seletivos da recaptação de serotonina. 

K
+
: íon potássio. 

Km: constante de Michaelis. 

Lmx1b: fator de transcrição LIM Homeobox 1 beta 

M: molar. 

MAO: monoaminaoxidase. 

mg: miligrama  

mM: milimolar. 

Na
+
: íon sódio. 

NET: transportador de noradrenalina. 

NHI: Nacional Institutes of Health 
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NO: óxido nítrico. 

O2: oxigênio. 

OCT: transportador de cátions orgânicos. 

p-CPA: para-clorofenilalanin. 

Pet-1a: fator de transcrição expresso em plasmocitoma. 

pH: potencial hidrogeniônico. 

PKA: proteína quinase dependente do AMP cíclico.  

PKC: proteína quinase dependente de cálcio. 

PKG: proteína quinase dependente do GMP cíclico. 

PMAT: transportador de monoaminas da membrana plasmática. 

RNA: Ácido ribonucleico.  

RNAm: RNA mensageiro. 

RT-qPCR: Reação em cadeia da polimerase quantitativa via transcriptase reversa. 

s: segundos. 

SBP: proteína ligadora de serotonina. 

SERT: transportador de serotonina. 

Shh: Sonic Hedgehog. 

TAE: tampão tris-acetato-edta. 

TPH: triptofano hidroxilase. 

UV: ultravioleta. 

VMAT: transportador vesicular de monoaminas. 

Vmáx: velocidade máxima. 
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1. INTRODUÇÃO 

 De acordo com estudos publicados pelo epidemiologista David Barker, a 

prevalência de algumas doenças na fase adulta apresenta uma considerável correlação 

com distúrbios homeostáticos ainda durante a fase fetal. Esse processo de adaptação 

morfofuncional é conhecido como programação fetal. A princípio, essa premissa foi 

aplicada às doenças cardiovasculares e síndromes metabólicas, estabelecendo a 

desnutrição fetal como fator de risco para o desenvolvimento de tais distúrbios. 

 Com o passar dos anos, a Teoria de Barker ganhou força e foi estendida para 

outros grupos de doenças, tais como as psicopatologias. Alguns fatores de risco têm 

sido identificados, dentre os quais destacam-se: a própria nutrição materna, estresse pré-

natal, função endócrina materna, doenças infecciosas, uso de droga de abusos, toxinas  e 

até mesmo disbiose intestinal. Através de mecanismos epigenéticos, esses fatores 

poderiam afetar a ontogenia de diferentes sistemas encefálicos envolvidos com a 

expressão de comportamentos afetivos. 

 Como a serotonina (5-HT) está envolvida ao mesmo tempo com funções 

neurotróficas importantes durante a embriogênese do sistema nervoso central e com a 

modulação das mais diversas funções neurais, inclusive a regulação do humor, esse 

neurotransmissor têm sido um dos alvos biológicos mais estudados na origem fetal das 

doenças neuropsiquiátricas, sobretudo nos transtornos de ansiedade e depressão maior. 

Entender os efeitos das alterações na neurotransmissão serotonérgica durante o 

desenvolvimento fornece importantes pistas para compreensão da fisiopatologia desses 

transtornos mentais, possibilitando a descoberta de novas estratégias terapêuticas que 

visam melhorar o quadro clínico e, por conseguinte, o bem-estar dos pacientes. 

 Nesse contexto, modelos animais têm sido usados na tentativa de mimetizar 

algumas condições descritas em estudos epidemiológicos. Ao usar tais modelos, os 

pesquisadores conseguem verificar como fatores ambientais podem interferir na 

ontogenia encefálica e, sobretudo, identificar genes importantes para regulação e 

maturação dos circuitos neurais envolvidos com comportamentos semelhantes à 

ansiedade e depressão. Dessa forma, levando em consideração as bases epigenéticas 

possivelmente envolvidas em tais transtornos, acreditamos que futuramente técnicas 

terapêuticas cada vez mais refinadas serão capazes de alterar o padrão de expressão de 

tais genes a fim de prevenir, estabilizar ou curar totalmente distúrbios psiquiátricos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Serotonina 

2.1.1 História 

 O prelúdio da descoberta da 5-HT é muito longo, durando de 1868 até meados 

dos anos 40 (KEPPEL-HESSELINK, 1992). Nesse período pré-paradigmático, Ludwig 

e Schmidt relataram os efeitos do sangue desfibrinado na resistência vascular em 

preparações de músculo isolado de cão. No entanto, o mesmo efeito não era reproduzido 

quando o sangue era tratado com citrato de sódio (LUDWIG & SCHMIDT, 1868). 

Através de tais observações, em 1912, O'Connor sugeriu que tal substância não estaria 

preexistente no sangue, mas emergiria durante o processo de coagulação (O'CONNOR, 

1912). No mesmo ano e em 1913, dois grupos independentes observaram fenômeno 

semelhante em preparações de artéria carótida de vaca após a coagulação sanguínea 

(JANEWAY, & PARK, 1912; STEWART & ZUCKER, 1913). Em 1932, Bayliss e 

Ogden descobriram que essas substâncias sanguíneas, chamadas de "vasotoninas", 

responsáveis pelo referido efeito vasoconstritor eram inativadas após a passagem do  

sangue pelos pulmões (BAYLISS & OGDEN, 1933).  

 Durante esse período da história da 5-HT, muitos trabalhos tiveram pouco 

impacto em termos de pesquisa ou foram simplesmente esquecidos nessa retrospectiva 

Um importante exemplo são os achados de Heymanns e colaboradores, que demonstram 

os efeitos na ergotamina, um alcaloide produzido por um fungo que parasita o centeio, 

na vasoconstrição. Curiosamente, a ergotamina revertia a vasocontrição induzida por 

sangue desfibrinado em segmentos arteriais (KEPPEL-HESSELINK, 1992). 

 Em 1942, dois brilhantes cientistas, Maurice Rapport e Arda Green, entraram 

para o seleto grupo do famoso pesquisador Irvine Page, que estudava a fisiopatologia e 

estratégias terapêuticas para hipertensão (Figura1). Page acreditava que essa doença era 

causada por fatores vasoconstritores provenientes do sangue e tinha interesse especial 

nos estudos da renina e angiotensina (WHITAKER-AZMITIA, 1999). No entanto, toda 

vez que um fator sanguíneo era estudado, um novo surgia após a coagulação, 

atrapalhando de maneira significativa o progresso da pesquisa. Para esse propósito, com 

auxílio de seus novos colegas, foi elaborado um método para o isolamento da 

"vasotonina". Eles usaram duas toneladas de sangue de carne bovina e conseguiram 

concentrados estáveis e ativos de "vasotonina", que permitiram seu isolamento e 

caracterização (KEPPEL-HESSELINK, 1992). A primeira descrição desse composto 

cristalino e puro foi publicada na revista científica Science em 1948. O grupo de Page, 

laureado por esse marco histórico, deu o nome de 5-HT ao novo composto isolado. 

Nesse artigo, foi atribuída à 5-HT uma função hemostática (RAPPORT et al., 1948). 

 

Figura 1: Os pioneiros na descoberta da 5-HT. Da esquerda para direita, Maurice Rapport , 

Arda Green e Irvine Page. Adaptado de WHITAKER-AZMITIA, 1999. 
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 Concomitantemente à descoberta do grupo de Page, o grupo do italiano Vittorio 

Erspamer teve uma contribuição muito relevante na descoberta da 5-HT (Figura 2). Esse 

grupo trabalhava especificamente com células enterocromafins. A partir de extrato de 

mucosa gástrica de coelhos, foi isolada uma substância semelhante às catecolaminas e 

que também era degradada pela monoaminoxidase (MAO). Essa substância foi 

denominada enteramina em 1938 (KEPPEL-HESSELINK, 1992). Em 1952, após 

muitos estudos farmacológicos e químicos, foi caracterizado que a 5-HT e a enteramina 

eram a mesma substância (ERSPAMER & ASERO, 1952). 

 

Figura 2: Vittorio Erspamer em seu laboratório em Roma. Adaptado de WHITAKER-

AZMITIA, 1999. 

 O papel da 5-HT como um neurotransmissor ocorreu logo após essa descoberta. 

Betty Twarog descobriu a presença da 5-HT em gânglio nervoso de moluscos bivalves. 

Ainda em 1952, ela procurou o grupo de Page a fim de investigar a presença de 5-HT no 

sistema nervoso central de mamíferos (WHITAKER-AZMITIA, 1999). Através de um 

método de detecção mais eficiente do que o de Erspamer, Twarog e Page, verificaram a 

presença de grande concentração de amina biogênica em extratos de encéfalos de cães, 

coelhos e ratos (TWAROG & PAGE, 1953). Apesar disso, a função da 5-HT no sistema 

nervoso central ainda não era clara (KEPPEL-HESSELINK, 1992). O primeiro passo 

nessa direção foi dado por Ernesta Mazarri e John Hart, que demonstraram que a 5-HT 

apresentava ações inibitórias na transmissão sináptica (MARRAZZI & HART, 1955). 

 A participação da 5-HT na fisiopatologia de doenças mentais foi proposta pela 

primeira vez por Dilworth Wooley e Elliott Shaw em 1954 (WOOLLEY & SHAW, 

1954). Como a 5-HT era encontrada no encéfalo, os efeitos comportamentais de alguns 

de seus chamados "anti-metabólitos", tais como ácido lisérgico e harmalina, seriam 

resultado de um estado de deficiência induzida de 5-HT no sistema nervoso central 

(WOOLLEY & SHAW, 1954). Desse modo, foi conjecturado que doenças como a 

esquizofrenia poderiam ser decorrentes de uma deficiência de 5-HT (KEPPEL-

HESSELINK, 1992). O próprio Wooley também acreditava que 5-HT apresentava papel 

relevante na embriogênese do sistema nervoso central, devido a sua semelhança às 

auxinas, que são substâncias responsáveis pelo crescimento vegetal (WHITAKER-

AZMITIA, 1999). No entanto, tais hipóteses foram rechaçadas por muitos anos. Essas 

hipóteses só foram restabelecidas de fato após a descoberta dos receptores e 

transportadores de 5-HT, bem como de drogas que atuam em tais alvos farmacológicos 

(SJOERDSMA & PALFREYMAN, 1990). 
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2.1.2 Embriogênese do Sistema Serotonérgico 

 Os neurônios serotonérgicos são originados no primeiro mês de gestação em 

primatas e a partir do décimo dia embrionário em camundongos (LEVITT & RAKIC, 

1982). Um dia após a sua formação, os neurônios da rafe já são capazes de produzir 5-

HT e começam a se ramificar profusamente. Um grupo de neurônios se projeta 

caudalmente em direção à medula espinhal, enquanto outro se projeta cranialmente ao 

prosencéfalo. O desenvolvimento completo dessa complexa rede sináptica é lenta e se 

completa somente após o nascimento em roedores (LIDOV & MOLLIVER, 1982).   

 À princípio, a região do tubo neural na qual os neurônios precursores desse 

sistema são originados já está bem definida. Esse processo envolve uma ação conjunta 

de uma série de fatores de transcrição, que atuam como marcadores posicionais e 

possibilitam a formação de um espaço tridimensional para especificação dos neurônios 

precursores (Figura 3). Em cocultura de células, foi observado que o Shh, Fgf4 e Fgf8 

estão envolvidos nesse fenômeno e são produzidos respectivamente na notocorda, tubo 

neural e na junção entre o rombencéfalo e mesencéfalo (GORIDIS & ROHRER, 2002).  

 O papel da sinalização exercida pelo Shh foi provada recentemente em 

camundongos transgênicos em que os receptores desse fator de transcrição estão 

constitutivamente ativados. Nesses animais, os neurônios serotonérgicos são 

reposicionados no cerebelo. Esse trabalho claramente indica o papel do Shh no 

posicionamento dorsoventral dos neurônios serotonérgicos. Outros fatores de 

transcrição, como Nkx2.2 e Gata3, estão envolvidos na formação dos grupamentos 

caudais de neurônios serotonérgicos (BRISCOE et al., 2009; VAN DER WEES et al., 

2009). 

 Uma vez que o posicionamento anatômico do sistema serotonérgico esteja 

estabelecido, outros fatores de transcrição são produzidos para que haja a determinação 

fenotípica dos neurônios precursores. Dentre esses fatores, dois se destacam: Lmx1 e 

Pet1a. Esse último fator poderia ativar a expressão de genes associados com o fenótipo 

serotonérgicos, tai como: Tph, Aadc, Vmat e Sert. Em camundongos knockout para 

Pet1a, muitos neurônios serotonérgicos da rafe não conseguem se diferenciar  ou 

apresentam expressão reduzida de Tph e Sert (HENDRICKS et al., 1999; YU-QIANG 

et al., 2003). 

 Conforme os neurônios da rafe começam a se diferenciar, a 5-HT principia a ser 

liberada, promovendo de maneira autócrina efeitos tróficos. De fato, em culturas de 

neurônios da rafe mesencefálica, 5-HT aumenta sua própria síntese e o crescimento 

axonal (DE VITRY et al., 1986). Além disso, durante a embriogênese, o sistema 

sertonérgico é um dos primeiros sistemas de neurotransmissores que inerva estruturas 

cerebrais e demonstra atividade funcional. Nesta fase, a 5-HT atua como um fator de 

crescimento que influencia a plasticidade neuronal e glial, bem como na sinaptogênese 

(AZMITIA, 2001). Por outro lado, a 5-HT poderia inibir a diferenciação de outros 

precursores neurais em neurônios serotoninérgicos. Essa premissa  foi demonstrada em 

preparações de medula espinhal, onde a supressão de inputs serotoninérgicos induziu a 

formação de novos interneurônios serotonérgicos (BRANCHEREAU et al., 2002)  
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Figura 3: Embriogênese do sistema serotonérgico. a) Organização dos neurônios serotonérgicos 

no tronco encefálico. O grupo B1 a B5 (amarelo) se projeta caudalmente em direção à medula 

espinhal, enquanto o B6 a B9 (vermelho) se projeta cranialmente ao prosencéfalo. b) A 

especificação de neurônios precursores de 5-HT no tubo neural é determinada pela ação 

conjunta de determinados fatores de transcrição. c) Cascata transcricional  para determinação do 

fenótipo serotonérgico em neurônios. Adaptado de GASPAR et al., 2003. 

 

2.1.3 Neuroanatomia do Sistema Serotonérgico 

 Com o desenvolvimento de técnicas histológicas e baseado em características 

citoarquitetônicas, Dahlstrom e Fuxe descreveram nove agrupamentos de neurônios 

serotonérgicos, as quais eles designaram de B1 a B9, presentes em sua maioria no na rafe 

mesencefálica (Quadro 1). Apesar dos corpos celulares de neurônios serotonérgicos 

estarem restritos basicamente a essa região, seus axônios projetam-se para quase todas 

regiões do sistema nervoso central (DAHLSTRÖM & FUXE, 1963; TÖRK, 1990).  

 A maior densidade de neurônios serotonérgicos está presente no grupo B7, que é 

contínua a um outro menor, o B6. Esses dois agrupamentos compõem o núcleo dorsal da 

rafe. Um outro grupo proeminente é o B8 que compreende a região do núcleo medial da 

rafe. Já o grupo B9, que engloba o tegmento ventrolateral da ponte e mesencéfalo, forma 

uma extensão lateral da rafe mediana e, portanto, não é considerado um dos núcleos do 

plano mediano da rafe (JACOBS & AZMITIA, 1992). Os neurônios serotonérgicos dos 

núcleo da rafe diferem em suas características eletrofisiológicas e na sua inibição por 

ativação do autorreceptor somatodendrítico, assim como na morfologia e organização 

topográfica de suas projeções axonais para o prosencéfalo. Essas diferenças podem ser 

extremamente importantes na compreensão do papel desses dois sistemas 

serotonérgicos na função cerebral de pacientes saudáveis e com doenças mentais 

(HORNUNG, 2003; BECK et al., 2004).  
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Quadro 1: Classificação dos agrupamentos serotonérgicos de acordo com Dahlstrom e 

Fuxe. 

Grupo Estrutura anatômica 

B1 Núcleo pálido da rafe 

Região caudoventrolateral do bulbo 

B2 Núcleo obscuro da rafe 

B3 Núcleo magno da rafe 

Região rostroventrolateral do bulbo 

Núcleo reticular paragigantocelular lateral 

B4 Região dorsolateral do núcleo pálido da rafe 

B5 Porção caudal do núcleo medial da rafe 

B6 Porção caudal do núcleo dorsal da rafe 

B7 Porção rostral do núcleo dorsal da rafe 

B8 Porção rostral do núcleo medial da rafe 

Núcleo linear caudal da rafe 

Núcleo pontino oral 

B9 Núcleo pontino oral 

Região supraleminiscal 

 

 As projeções serotonérgicas ascendentes que se projetam ao córtex cerebral e 

outras regiões do prosencéfalo surgem principalmente dos quatro agrupamentos 

neuronais supracitados e são organizadas topograficamente. Os núcleos dorsal e medial 

da rafe dão origem à projeções distintas, mas sobrepostos parcialmente (HORNUNG, 

2003). Enquanto fibras nervosas do núcleo medial da rafe se projetam sobretudo ao 

hipocampo dorsal, hipotálamo e área septal, as do núcleo dorsal da rafe se projetam para 

o hipocampo ventral, amígdala e corpo estriado (HORNUNG, 2003; HENSLER, 2006). 

 Os demais agrupamentos, B1 a B4, apresentam  menor densidade de neurônios 

serotonérgicos e estão localizados mais caudalmente, mais precisamente na ponte e no 

bulbo. Os corpos celulares desses neurônios dão origem a axônios que se projetam para 

demais áreas do tronco encefálico e medula. As principais vias descendentes que aferem 

à medula são: do núcleo magno da rafe (B3) para lâmina I e II do corno dorsal; do 

núcleo obscuro da rafe (B2, B4) para lâmina IX do corno ventral e da região 

rostroventrolateral do bulbo e núcleo reticular paragigantocelular lateral (B3) para a 

coluna intermédio-lateral. As projeções do núcleo pálido da rafe (B1) e do núcleo 

obscuro da rafe (B2, B4) também se projetam aos núcleos motores somáticos, como o 

núcleo motor trigeminal e o núcleo facial (WATERHOUSE et al., 1986; JACOBS & 

AZMITIA, 1992). 

 As fibras que aferem aos núcleos da rafe incluem conexões entre núcleo medial 

da rafe e núcleo dorsal da rafe, B9, B1 e B3. Os núcleos de rafe também recebem fibras 

nervosas de outras regiões do tronco encefálico, como a substância negra e área 

tegmental ventral, núcleo vestibular superior, locus coeruleus, núcleo do trato solitário. 

Outras fibras aferentes incluem neurônios oriundos do hipotálamo, córtex e estruturas 

límbicas (JACOBS & AZMITIA, 1992). Na figura 4, encontram-se os principais 

circuitos ascendentes dos núcleos da rafe. 
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Figura 4: Desenho esquemático da organização anatômica do sistema serotonérgico e seus 

principais circuitos em uma seção sagital do sistema nervoso central do rato. Adaptado de 

HENSLER, 2006. 

 

2.1.4 Síntese da Serotonina 

  A 5-HT é produzida a partir do triptofano, obtido através de alimentos proteicos 

oriundos da dieta (YOUNG, 2007). Para que esse aminoácido atravesse a barreira 

hematoencefálica, é necessário um mecanismo de transporte facilitado. Outros 

aminoácidos neutros, como fenilalanina, metionina e leucina competem com o 

triptofano pelo mesmo transportador (PARDRIDGE, 1977). A conversão de triptofano 

em 5-HT ocorre através de dois passos enzimáticos. A primeira reação é catalisada por 

uma enzima chamada triptofano hidroxilase (TPH), enquanto a segunda, pela aminoácido 

aromático descarboxilase (AADC) (ASEGAWA & NAKAMURA, 2010) (Figura 5).  

 

Figura 5: Biossíntese da 5-HT a partir do triptofano. A triptofano hidroxilase (TPH) requer 

oxigênio molecular (O2) e tetrahidrobiopterina (BH4) como co-substrato. A enzima tem 

requerimento absoluto de íon ferroso (Fe
2+

). O produto dessa primeira reação, 5-hidroxi-L-

triptofano (5-HTP), é convertido em serotonina (5-HT) pela ação da aminoácido aromático 

descarboxilase (AADC). Adaptado de ASEGAWA & NAKAMURA, 2010. 

  

 Existem duas isoformas de TPH: a TPH1 e a TPH2. Essas isoformas são 

expressas por genes independentes. Enquanto a segunda é mais comumente encontrada 

no SNC, a primeira está mais presente em órgãos e tecidos periféricos. Além disso, são 

diferenciadas pelas suas características cinéticas e pela composição proteica 

(McKINNEY, 2005).  
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 A TPH apresenta o Fe
+2

 como cofator, bem como o O2 e BH4 como co-

substratos. Tanto o Fe
+2

 quanto a BH4 são importantes reguladores da atividade da TPH 

(CANSEV & WURTMAN, 2007). A concentração de BH4 no SNC não está no nível 

de saturação para TPH e, portanto, essa enzima exerce apenas uma fração de sua Vmáx. 

Microinjeções de BH4 no cérebro aumentam a atividade da TPH (MIWA et al., 1985). 

Em níveis fisiológicos, a BH4 também aumenta a inativação de TPH pelo óxido nítrico, 

outro mecanismo que poderia regular a síntese de 5-HT (KUHN & ARTHUR, 1997). 

Além disso,  o requerimento essencial de Fe
+2

, bem como a inibição da TPH pelo Fe
+3

 

representa que o metabolismo do ferro é importante para a síntese de 5-HT. Essa 

inibição é dependente da oxidação do H2O2 em O2 e de Fe
+2

 em Fe
+3 

(HASEGAWA & 

ICHIYAMA, 2005), com a subsequente formação de espécies reativas de oxigênio, o 

que indica que a atividade da TPH é regulada pelo status redox celular (MAXIMINO, 

2012).   

 Além da modulação exercida pelos próprios cofatores e co-substratos, outro 

importante mecanismo de regulação é a fosforilação. A fosforilação pela PKA aumenta 

a Vmáx da TPH sem alterar seu Km (KUHN et al., 1997). Resultados semelhantes foram 

obtidos através da fosforilação mediada pela proteína CaMKII (KUHN et al., 2007). A 

TPH também é ativada por hormônios do estresse. Nesse contexto, estressores 

psicológicos ou físicos, bem como a administração de corticosteroides, aumentam a 

atividade de TPH no cérebro. Este aumento na atividade é provavelmente causado por 

alterações na expressão gênica (AZMITIA & MCEWEN, 1974). 

 Em relação a outra proteína responsável na síntese de 5-HT, a AADC, é uma 

enzima solúvel dependente de piridoxal fosfato, que converte 5HTP em 5-HT 

(HENSLER, 2006). Utilizando a tomografia por emissão de pósitrons, foi demonstrado 

que a administração de piridoxina aumenta a taxa de síntese de 5-HT no cérebro de 

macaco. Esse fato presumivelmente reflete um efeito regulador da piridoxina na 

atividade da AADC e levanta a questão interessante da suplementação de piridoxina em 

situações associadas com deficiência de 5-HT (HARTVIG et al., 1995). 

 A AADC está presente não só nos neurônios serotonérgicos, mas também nos 

catecolaminérgicos, onde converte DOPA em dopamina (SUMI-ICHINOSE et al., 

1992). No entanto, o pH, as concentrações de substrato e cofatores  são diferentes para 

melhor atividade da enzima em homogeneizados de cérebro quando se utiliza 5HTP ou 

DOPA como substrato (RAHMAN et al., 1981). Uma vez que a concentração de 5HTP 

é muito menor do que o Km da AADC, é possível aumentar os níveis de 5-HT no 

cérebro não só pelo aumento da ingestão de triptofano, mas também pelo consumo de 

5HTP (HENSLER, 2006).  

 A hidroxilação inicial do triptofano, ao contrário da descarboxilação de 5-HTP, 

parece ser o passo limitante para síntese de 5-HT. Dessa forma, a inibição dessa reação 

resulta numa depleção marcada dos níveis de 5-HT no cérebro. Nesse contexto, o 

inibidor enzimático mais amplamente utilizado em ensaios biológicos é a p-CPA 

(SANDERS-BUSH et al., 1972; GREEN & GRAHAME-SMITH, 2013). A p-CPA 

inibe irreversivelmente a TPH, incorporando-se na enzima para produzir uma proteína 

inativa. Essa inativação resulta numa redução duradoura dos níveis de 5-HT. Para que 

haja a recuperação da atividade enzimática e o restabelecimento dos níveis de 5-HT, há 

a necessidade da síntese de uma nova enzima (AGHAJANIAN et al., 1973; GREEN & 

GRAHAME-SMITH, 2013). 
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2.1.5 Armazenamento, Liberação e Recaptação de Serotonina 

 Assim como outras aminas biogênicas, a 5-HT é armazenada em vesículas. As 

vesículas que armazenam esse neurotransmissor são diferentes daquelas presentes em 

neurônios catecolaminérgicos em dois principais pontos: as vesículas armazenadoras de 

5-HT apresentam níveis muito baixos de ATP e contém uma proteína específica 

denominada SBP (TAMIR & GERSHON, 1990). Na presença de Fe
+2

, essa proteína se 

liga à 5-HT com elevada afinidade e são liberadas juntas através de um processo 

dependente de cálcio (TAMIR et al., 1976). O armazenamento nessas vesículas é 

dependente de um mecanismo de transporte ativo, cujo gradiente eletroquímico é gerado 

a partir de uma H
+
ATPase (Figura 6A). Em síntese, uma amina citoplasmática é trocada 

por um próton vesicular (LAWAL &  KRANTZ, 2013).  

 A liberação de 5-HT nas vesículas ocorre a partir de mecanismos de exocitose.  

Existem evidências consideráveis que comprovam esse fato. Primeiro, 5-HT encontra-se 

ionizada em pH fisiológico, o que a impede de atravessar membranas plasmáticas por 

difusão simples. Segundo, a maioria das 5-HT intraneuronal está contida em vesículas 

de armazenamento e outras proteínas também estocadas nelas, incluindo a SBP, são 

liberadas em conjunto com a 5-HT. Em terceiro lugar, a liberação de 5-HT induzida 

pela despolarização ocorre por um processo dependente de cálcio. Na verdade, parece 

que o influxo de cálcio extracelular com ou sem despolarização da membrana pode 

aumentar a liberação de 5-HT (HENSLER, 2006).  

 Não obstante, a liberação de 5-HT é regulada parcialmente pela taxa de disparo 

de neurônios dos núcleos da rafe. Numerosos estudos com uma variedade de técnicas 

revelaram que uma maior taxa de disparo de tais neurônios aumenta a liberação de 5-HT 

em terminais sinápticos. O efeito oposto é observado mediante à hiperpolarização 

(HARSING, 2006). O principal mecanismo relacionado com essa modulação é a 

ativação de autorreceptores somatodendríticos pela própria 5-HT ou por fármacos 

agonistas que retardam a taxa de disparo de neurônios serotonérgicos, diminuindo a 

síntese e liberação desse neurotransmissor (MAEJIMA et al., 2013). 

 Fármacos como D-FEN e MDMA inibem diretamente o transporte vesicular  da 

5-HT, competindo pelo seu sítio de ligação. Estes agentes também dissipam o gradiente 

eletroquímico e, consequentemente, inibem a captação de 5-HT na vesícula (Figura 6). 

Tal efeito eleva os níveis citoplasmáticos da 5-HT e eleva sua extrusão celular pela 

reversão do fluxo do SERT. A consequência de tais ações farmacológicas é a 

estimulação da liberação de 5-HT por um processo não exocítico. Além disso, esse 

processo de liberação não é modulado por auto ou heterorreceptores (HENSLER, 2010). 

 Os efeitos sinápticos de muitos neurotransmissores, incluindo a 5-HT, são 

finalizados pela ligação destas moléculas à proteínas transportadoras específicas.  No 

caso da 5-HT, a recaptação é mediada principalmente pelo SERT (RUDNICK, 2006). 

Essa proteína está localizada em neurônios serotonérgicos ao longo do axônio e  sua  

atividade regula a concentração de 5-HT no espaço extracelular, influenciando assim a 

transmissão sináptica (ZHOU et al., 1998) Trata-se, sobretudo, de um sistema de 

recaptação saturável e de alta afinidade, com um valor de Km para 5-HT de 

aproximadamente 0,2-0,5 μM (DAWS, 2009).  

 Além disso, a recaptação promovida pelo SERT é um processo ativo, 

dependente de temperatura e que requer um gradiente químico de Na
+
 e Cl

- 
(RUDNICK, 

2006). É bloqueado por inibidores metabólicos, bem como por inibidores da atividade 
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de Na
+
/ K

+
 ATPase (Figura 6B). Partindo de tais premissas, tem sido inferido que a 

síntese de ATP necessária para a captação de 5-HT não é diretamente utilizada para 

transportar esse neurotransmissor, mas para manter o transporte dependente do 

gradiente de Na
+
 através da membrana plasmática (HENSLER, 2006).  

 Os mecanismos de regulação do SERT podem ser transcricionais, transducionais 

ou pós-transducionais (glicosilação ou fosforilação). Em relação à modulação 

transcricional, a expressão gênica do SERT é influenciada por vias de sinalização 

intracelular dependentes de AMPc, pelas concentrações intracelulares de cálcio, pelo 

tratamento com inibidores da calmodulina, pela ativação PKC e pela via 

NO/GMPc/PKG. A ativação da PKC provoca infra-regulação do SERT. No entanto, a 

ocupação dessa transportador pelo seu substrato induz uma alteração conformacional, 

que impede a fosforilação, reduzindo assim a internalização da proteína (ZAHNISER & 

DOOLEN, 2001).  

 A ação da 5-HT nas sinapses é também interrompida pela sua recaptação por 

várias proteínas transportadoras presentes na glia e em outros neurônios. Por exemplo, 

embora o RNAm para o SERT não tenha sido detectado na glia, as culturas primárias de 

astrócitos são capazes absorver 5-HT. Essa absorção de 5-HT por essas células e por 

outros neurônios não serotonérgicos ocorre através de outros transportadores 

recentemente descobertos, tais como: OCT, PMAT, além do NET e DAT. Todos estes 

transportadores são capazes de recaptar 5-HT, bem como os seus substratos originais 

oriundos do fluido extracelular no cérebro. Esses sistemas de recaptação alternativos 

desempenham um papel importante na regulação das concentrações extracelulares de 5-

HT principalmente quando a função SERT está comprometida, seja bioquímica ou 

farmacologicamente (DAWS, 2009).  

 O transportador de 5-HT (SERT) é o alvo dos ISRS, tais como fluoxetina, 

sertralina e paroxetina (SANCHEZ et al., 2014). A administração aguda dessa classe de 

fármacos aumenta a liberação de 5-HT preferencialmente nos núcleos de rafe 

(MALAGIÉ et al., 1995). À princípio, esses fármacos foram criados para serem 

utilizados com antidepressivos, mas atualmente têm sido utilizados para tratamento de 

muitas outras doenças neuropsiquiátricas (transtornos alimentares, ansiedade e 

transtorno obsessivo-compulsivo) (MAYER & WALSH, 1997; VASWANI  et al., 

2003; ISSARI et al., 2016). 

 

Figura 6: Desenho esquemático do funcionamento do VMAT (A) e SERT (B). Para 

mais informações, ler o texto. Adaptado de HENSLER, 2006. 
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2.1.6 Metabolismo da Serotonina 

 Após a recaptação da 5-HT na fenda sináptica, esse neurotransmissor é 

metabolizada pela MAO, que está localizada na membrana externa das mitocôndrias. 

Essa enzima cataliza a desaminação oxidativa da 5-HT, convertendo-a em 5-HIAL. 

Esse composto, por sua vez, é ainda biotransformado em 5-HIAA pela aldeído 

desidrogenase de tipo 2 ou 5-HTOL pela aldeído redutase ou álcool desidrogenase. Este 

último metabólito está presente no cérebro em concentrações de apenas 1-5%. A 5-HT 

também pode ser metabolizada por vias alternativas através de um processo de 

sulfonação catalisada pela sulfotransferase ou por glucoronidação mediada por uma 

glucoronil-transferase. Além disso, a 5-HT é convertida em melatonina através de duas 

etapas enzimáticas caracterizada por uma inicial acetilação catalisada pela N-acetil-

transferase e uma subsequente metilação desencadeada pela hidroxiindole-O-

metiltransferase (Figura 7). Essa rota de metabolização ocorre principalmente na pineal, 

embora também ocorra em outros tecidos, como retina, trato gastrintestinal e tireoide 

(BORTOLATO et al., 2010). 

 

Figura 7: Biotransformação da 5-HT. ALDR, Aldeído redutase; ADH, álcool desidrogenase; 

ALDH, aldeído desidrogenase; NAT, N-acetil-transferase; NAS, N-acetilserotonina; HIOMT, 

hidroxiindole-O-metiltransferase. Para mais detalhes, ver o texto. (BORTOLATO et al., 2010). 

  

 A reação catalisada pela MAO necessita de FAD como cofator redox (MILLER, 

& EDMONDSON, 1999). A ligação covalente desse cofator aos resíduos de cisteína da 

MAO é essencial para atividade dessa enzima (WU et al., 1993). A primeira etapa da 

reação envolve a concomitante redução do FAD em FADH2 e coversão do grupo amina 

da 5-HT em imina. Já a segunda etapa é caracterizada pela oxidação do FADH2 e 

redução do oxigênio em H2O2, seguida da hidrólise do grupo imina (BORTOLATO et 

al., 2010).  
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 A MAO está presente em duas isoformas em mamíferos, MAO A e MAO B. 

Embora as duas enzimas não tenham especificidade absolutas às monoaminas, a 5-HT é 

principalmente degradada pela MAO A, com uma afinidade 120 vezes maior que a 

MAO B. As duas isoenzimas estão presentes em elevados níveis no encéfalo, mas com 

distribuição e localização subcelular distintas (BORTOLATO & SHIH, 2011).  

 Em geral, MAO A é predominantemente encontrada em neurônios 

catecolaminérgicos, enquanto a MAO B é mais prevalente em neurônios serotonérgicos, 

neurônios histaminérgicos e astrócitos. O significado funcional desse padrão de 

distribuição não está exatamente claro (NAGATSU, 2004). Mas, apesar da maior 

afinidade pela MAO A, a biotransformação da 5-HT pela MAO B resulta na 

manutenção de níveis elevados de 5-HT neurônios serotonérgicos (HENSLER, 2006). 

  Em relação à localização subcelular, MAO A está presente nas mitocôndrias dos 

terminais sinápticos, enquanto a MAO B, nas mitocôndrias dos corpos celulares. Essa 

compartimentalização apresenta uma lógica funcional por dois fatores: a síntese de 5-

HT é muito maior nos corpos celulares do que nos axônios e a MAO A apresenta 

afinidade bem maior por esse substrato do que a MAO B. Desse modo, a metabolização 

lenta da 5-HT pela MAO B não interfere na dinâmica de recaptação vesicular baseada 

em gradiente eletroquímico (MAXIMINO, 2012).  

 

2.1.7 Receptores Serotonérgicos 

 Em vertebrados, a classificação dos receptores serotonérgicos tem seguido uma 

evolução lenta nos últimos 50 anos. Essa classificação pode ser separada em dois 

períodos principais: um período farmacológico (desenvolvimento de ligantes 

específicos) e um período molecular (clonagem dos receptores). O período 

farmacológico definiu quatro classes (5-HT1-4), enquanto o período de clonagem 

molecular, mais três (5-HT5-7) (Figura 8). Algumas subclasses também foram definidas 

pela biologia molecular (BOCKAERT et al., 2010). 

 Até agora, em humanos, 14 receptores distintos para 5-HT foram clonados. Com 

exceção do receptor 5-HT3 que é ionotrópico, todas as outras demais classes são 

metabotrópicas. As vias de sinalização canônicas para esses receptores envolvem 

acoplamento positivo ou negativo à adenilato ciclase e vias associadas aos 

fosfoinositídeos de membrana. Vias não canônicas também têm sido descritas e incluem 

a ativação de NOS e fosfolipase A2 (TURNER, 2008). 

 Os receptores 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7 são acoplados à proteína Gs e ativam a 

adenilato ciclase. Essa enzima, a partir do ATP, sintetiza AMPc, que ativa a PKA. Por 

sua vez, a PKA fosforila proteínas, as quais modulam a atividade de canais catiônicos, 

resultando em despolarização neuronal. Em contraste, os receptores da família 5-HT1 

são acoplados à proteína Gi, que inibe adenilato ciclase, resultando em hiperpolarização. 

Os 5-HT2Rs são acoplados à proteína Gq, que ativa a fosfolipase C. Essa enzima cliva 

fosfolipídios de membrana e os convertem em IP3 diacilglicerol. Enquanto esse ativa a 

PKC, aquele libera Ca
+2

 dos estoques intracelulares, auxiliando também na 

despolarização do neurônio. Além disso, o aumento dos níveis intracelulares de Ca
+2

 

ativa o complexo CamK que, conjuntamente à PKA e PKC, modulam a expressão 

gênica através da fosforilação de fatores de transcrição. Os receptores 5-HT5 acoplam-se 

negativamente à adenilato ciclase e positivamente aos canais de Ca
+2

 IP3-sensíveis. Já 
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os receptores 5-HT3 são canais catiônicos não seletivos que, quando ativados, resultam 

em rápida despolarização (LAM & HESLER, 2007).  

 A taxa de disparo de neurônios serotoninérgicos é regulado pelos 

autorreceptores. Dentre os quais, destacam-se os receptores acoplados negativamente à 

adenilato ciclase. O subtipo 5-HT1A é considerado principal autorreceptor 

somatodendrítico, enquanto que o subtipo 5-HT1B é um autorreceptor pré-sináptico. Os 

receptores também atuam como heterorreceptores em neurônios não serotonérgicos, 

onde inibem a liberação de outros neurotransmissores (MCDEVITT & NEUMAIER, 

2011). Ademais, foi demonstrado que os receptores 5-HT4 exercem uma 

retroalimentação positiva sobre os neurônios serotonérgicos do NDR (LUCAS, & 

DEBONNEL, 2004). 

 

Figura 8: Receptores serotoninérgicos (5-HTRs) e suas correspondentes cascatas de sinalização 

intracelulares. Adenilato ciclase (AC) fosfolipase C (PLC), fosfolipídeos (PL), diacilglicerol 

(DAG), inusitol trifosfato (IP3), fatores de transcrição (TF). Mais detalhes, ver o texto. Linhas 

pontilhadas indicam efeitos inibitórios (LAM & HESLER, 2007). 

 

 As famílias de receptores 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3 e 5-HT4 têm sido amplamente 

estudadas. Portanto suas propriedades funcionais estão melhor compreendidas do que 

dos demais receptores serotonérgicos (KAPCZINSKI et al., 2000). Os receptores da 

família 5-HT1 estão localizados sobretudo no SNC e sua ativação está relacionada com 

inibição neuronal e com diversas repostas comportamentais, tais como: 

termorregulação, ansiedade, sono, alimentação e resposta sexual. A família 5-HT2 está 

presente no fundo do estômago, plaquetas e vasos sanguíneos, coração e SNC. A 

ativação desses receptores causa contração da musculatura lisa do trato gastrintestinal, 

agregação plaquetária, vasocontrição e alterações de comportamento alimentar e efeitos 

alucinógenos. Os receptores da família 5-HT3 são encontrados no trato gastrintestinal e 

SNC. Estão relacionados com resposta nociceptiva e motilidade gastrintestinal. 

Antagonistas de receptores 5-HT3, como a ondansetrona, são utilizados para tratamento 
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de náuseas, vômitos e diarreia. Quanto aos receptores 5-HT4, são amplamente 

encontrados no trato gastrintestinal, coração e SNC. Estão relacionados com o reflexo 

de peristaltismo (PYTLIAK et al., 2011). Os receptores 5-HT5, 5-HT6 e 5-HT7 foram 

clonados nessa década e sua fisiologia ainda não é bem compreendida. Todavia, 

acredita-se que estejam relacionados com comportamento exploratório, aprendizado e 

ritmo circadiano, respectivamente (RANG et al., 2015). 

 

2.2. Ansiedade 

 A ansiedade é um comportamento caracterizado por um estado de tensão, 

apreensão e desconforto, que se origina a partir de uma ameaça interna ou externa 

iminente e estão associados a estímulos aversivos, imprevisíveis e incontroláveis 

(LEITE & SIQUEIRA, 2006). É considerada uma emoção semelhante ao medo. Porém, 

enquanto este é fruto de ameaça definida, na ansiedade a fonte de perigo é incerta ou 

desconhecida (GRAEFF & GUIMARÃES, 1999).  

 A ansiedade é acompanhada por um conjunto característico de respostas 

comportamentais e fisiológicas, que incluem evasão, vigilância, excitação. Essas 

respostas relacionadas à ansiedade foram descritas em animais superiores e parecem 

fazer parte de um mecanismo universal pelo qual os organismos se adaptam às 

condições adversas (GROSS & HEN, 2004). Todavia, em níveis excessivos, a 

ansiedade pode comprometer a qualidade de vida de um indivíduo, podendo evoluir 

inclusive para quadros psicopatológicos com características relativamente bem definidas 

(LEITE & SIQUEIRA, 2006). 

 Segundo a 5° edição Manual de Diagnóstico e Estatística das Doenças Mentais 

(DSM-V), os principais transtornos classificados como ansiedade patológica seriam: 

transtorno de ansiedade generalizada, fobia social, fobia específica, pânico, transtorno 

obsessivo compulsivo e transtorno de estresse pós-traumático De acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), 1/4 da população mundial já foi afetada ou será 

acometida por distúrbios de ansiedade (CRASKE et al., 2017). Dados publicados esse 

ano pela OMS indicam que o Brasil tem a maior taxa de  prevalência de transtornos de 

ansiedade do mundo, afetando 18,5 milhões de pessoas (WHO, 2017). 

 O tratamento de transtornos de ansiedade envolve diferentes classes de 

fármacos, dentre os quais destacam-se: benzodiazepínicos, barbituratos, opioides e 

betabloqueadores. Destes, os benzodiazepínicos são os mais eficazes e, portanto, são 

amplamente utilizados para tratar a ansiedade fisiológica e patológica. Os 

benzodiazepínicos potencializam a neurotransmissão gabaérgica, modulando a função 

dos receptores GABAA (NEMEROFF, 2002). No entanto, nas últimas duas décadas, 

outra classe de fármacos, os ISRS, têm substituído os benzodiazepínicos no tratamento 

de eleição para a ansiedade, principalmente porque não possuem propriedades aditivas. 

Uma diferença importante entre os efeitos de ação dos benzodiazepínicos e dos ISRS é a 

sua cinética no cérebro. Os benzodiazepínicos atuam rapidamente, enquanto os ISRS 

atuam muito mais lentamente. Os efeitos terapêuticos dos ISRS só se tornam evidentes 

entre duas e quatro semanas após o início do tratamento (REINHOLD & RICKELS, 

2015). Esse lento início terapêutico implica que o efeito ansiolítico dos ISRS depende 

da indução de mudanças graduais na estrutura ou função cerebral. Nos neurônios 

serotonérgicos, a dessensibilização lenta dos auto-receptores contribui para um aumento 
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gradual da neurotransmissão 5-HT após tratamento com tais drogas (KAUFMAN et al., 

2016). 

 Diversos fatores de risco podem predispor o desencadeamento de transtornos de 

ansiedade. Alguns desses fatores aumentam o risco de desenvolver qualquer transtorno 

de ansiedade, mas outros aumentam as chances de somente alguns tipos específicos de  

distúrbios (CRASKE et al., 2017). Os principais fatores de risco incluem: sexo e 

história familiar de ansiedade ou distúrbios depressivos (BEESDO-BAUM & KNAPPE, 

2012). Por exemplo, mulheres têm o dobro de risco de desenvolverem transtornos de 

ansiedade (MCLEAN et al., 2011). Além disso, crianças cujos pais apresentam 

ansiedade ou depressão possuem mais riscos de desenvolverem transtorno de pânico e 

transtorno de ansiedade generalizada, o que reflete um componente hereditário (LIEB et 

al., 2002). No entanto, os mecanismos genéticos específicos e replicáveis ainda não 

foram bem elucidados (SHIMADA‐SUGIMOTO et al., 2015). 

 Nesse contexto, vários estudos têm sido realizados a fim de descobrir a 

associação entre genética e ansiedade. Essa abordagem é importante para entender a 

fisiopatologia dos transtornos de ansiedade (HARIRI & HOLMES, 2015). A variante 

genética mais amplamente estudada é o polimorfismo do SLC6A4 (gene que codifica o 

SERT), que está associada com predisposição a transtornos de ansiedade (LESCH, 

Klaus-Peter et al, 1996; DUMAN & CANLI, 2015). Essas observações coincidem com 

ensaios pré-clínicos que demonstraram que a deleção desse gene em roedores aumenta a 

responsividade ao estresse e o comportamento semelhante à ansiedade (HOLMES et al., 

2003). Todavia, esses resultados contrariam a eficácia terapêutica dos ISRS para o 

tratamento de transtornos de ansiedade tanto em animais quanto em pacientes adultos. 

Isso indica que a modulação da função serotonérgica durante o desenvolvimento pode 

ter o efeito oposto durante a idade adulta no que tange à modulação dos 

comportamentos relacionados à ansiedade (GROOS & HEN, 2004). 

 Estudos em roedores e em humanos também têm sido usados para identificar 

regiões envolvidas na modulação de respostas evocadas pelo comportamento de 

ansiedade. Muitas das mesmas regiões que compõem os circuitos de medo também 

estão sobrepostos à ansiedade. Algumas dessas regiões incluem: o tálamo, amígdala e 

córtex cingulado. Especificamente, o tálamo integra as informações sensoriais oriundas 

de áreas corticais primárias e as envia para a amígdala. Essa última, por sua vez, junto 

com o córtex cingulado processam esses sinais aversivos e projetam fibras nervosas ao 

hipotálamo, núcleos da base e tronco encefálico para evocar respostas autonômicas e 

comportamentos defensivos. Regiões como a ínsula e o núcleo leito da estria terminal 

também estão envolvidos na ativação de respostas comportamentais referentes à 

ansiedade, como vigilância e apreensão. Já o hipocampo e córtex pré-frontal estão 

envolvidas com a modulação emocional da resposta de ansiedade (Figura 9) (DUVAL 

et al., 2015).   
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Figura 9: Principais regiões cerebrais envolvidas na regulação de emoções e detecção de 

ameaças. Nesse modelo, o medo e a ansiedade mediados pela amígdala são regulados através de 

conexões bidirecionais originadas do córtex pré-frontal ventromedial  e do córtex cingulado 

anterior. A amígdala também integra informações mnemônicas do hipocampo e de consciência 

do córtex pré-frontal ventromedial. Regiões como a ínsula são inervadas reciprocamente pelo 

hipocampo e amígdala, sendo importante na ativação de respostas comportamentais referentes à 

ansiedade, como vigilância e apreensão. Modificado de CRASKE et al., 2016. 

 

2.3. Depressão 

 Depressão é caracterizada por tristeza, bem como redução de interesse e prazer 

em diversas atividades. Ocorre naturalmente no ser humano e está associada às 

situações de perdas, derrotas, desapontamento, entre outros (DEL PORTO, 1999). No 

entanto, de acordo com a DSM-V, torna-se um distúrbio psicopatológico, quando esse 

estado emocional se exacerba e se prolonga por mais de duas semanas, sendo 

acompanhado por um dos seguintes sinais psicofisiológicos (distúrbios no sono e 

apetite, déficits cognitivos, auto-estima reduzida, pensamentos pessimistas, retardo 

psicomotor, ideações suicidas). Essa condição mórbida, capaz de  comprometer o bem-

estar do indivíduo, suas relações pessoais e o desempenho no trabalho, é conhecida 

como transtorno de depressão maior. (BELMAKER & AGAM, 2008). 

 Dados publicados esse ano pela OMS indicam que 322 milhões de pessoas pelo 

mundo sofrem de depressão, 18% a mais que há dez anos. O número representa 4,4% da 

população do planeta. No caso do Brasil, a OMS estima que 5,8% da população 

nacional é afetada pela depressão, o que coloca o país na quarta colocação com maior 

prevalência dessa psicopatologia. O ranking é liderado pela Ucrânia, com 6,3% da 

população com depressão. Estônia, Estados Unidos e Austrália estão na segunda 

posição, com 5,9%. (WHO, 2017). 
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 O tratamento dessa psicopatologia é realizado através de psicoterapia, 

farmacoterapia ou a combinação de ambas estratégias dependendo da gravidade e 

progressão do caso. Em casos moderados à severos, a farmacoterapia é mais indicada. 

Esse tipo de tratamento tem como principal fundamento aumentar a biodisponibilidade 

de monoaminas na fenda sináptica (RUSH et al., 2006). No entanto, aproximadamente 

30% dos pacientes não se recuperam, mesmo após várias tentativas de tratamento 

(THASE et al., 2007). Dentre os principais medicamentos utilizados atualmente, 

destacam-se: fármacos inibidores da recaptação de noradrenalina (reboxetina); 

inibidores da recaptação de 5-HT e noradrenalina (venlafaxina), antagonistas de 

receptores serotonérgicos (mirtazapina, trazodona) e inibidores reversíveis da isoenzima 

MAO-A (moclobemida) (KAPCZINSKI e al., 2000). 

 Diversos fatores de risco podem predispor o desencadeamento de transtorno de 

depressão maior. Fatores ambientais (abuso sexual, físico ou emocional durante a 

infância; perda de entes queridos e problemas socioeconômicos) e a genética são 

importantes fatores de risco (OTTE et al., 2016). Nesse contexto, vários estudos têm 

sido realizados a fim de descobrir a associação entre genética e depressão. A 

importância do sistema serotonérgico na depressão é destacada por estudos de 

farmacogenética. Cerca de 50% da população europeia e 21% dos asiáticos apresentam 

um polimorfismo na região promotora do gene do receptor 5-HT1a, que tem sido 

associado a depressão maior (KATO et al., 2009). Polimorfismos na região promotora 

do gene SLC6A4 também constitui um fator de risco potencial, sobretudo na presença 

de adversidades ambientais (CASPI et al., 2003).  

 Apesar dos avanços na compreensão da neurobiologia da depressão maior, 

nenhum mecanismo estabelecido pode explicar todos os aspectos da doença. No 

entanto, vale ressaltar que essa psicopatologia cursa com redução da massa hipocampal, 

bem como em alterações na ativação e conectividade de circuitos neurais envolvidos 

com cognição e resiliência (ETKIN et al., 2015). Além disso, ocorrem alterações nos 

principais sistemas neurobiológicos que medeiam a resposta ao estresse, tais como: eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), o sistema nervoso autônomo e o sistema imunitário 

(Figura 10). As alterações sistêmicas nos níveis de cortisol e de mediadores pró-

inflamatórios podem induzir sintomas depressivos, afetando a função cerebral, 

sobretudo em relação à neuroplasticidade (OTTE et al., 2016). Nesse sentido, níveis 

séricos mais baixos de BDNF foram encontrados em pacientes com depressão maior. 

Além disso, há uma redução nos níveis de RNAm para BDNF nos leucócitos de 

pacientes com depressão Todavia, tais alterações são devidamente revertidas através de 

estratégias terapêuticas (MOLENDIJK et al., 2014) .  
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Figura 10: Sistemas biológicos envolvidos na fisiopatologia de transtornos depressivos. No 

sistema nervoso central, alterações na neurotransmissão e na neuroplasticidade são evidentes. 

Essas podem estar subjacentes às mudanças funcionais em circuitos cerebrais relevantes 

(cognição, afetividade e resiliência), bem como por redução dos volumes cerebrais regionais 

(hipocampo, por exemplo) e neuroinflamação. Também ocorrem alterações nos principais 

sistemas neurobiológicos que medeiam a resposta ao estresse, tais como: eixo hipótalamo-

hipófise-adrenal (HPA) (redução do feedback negativo), o sistema nervoso autônomo 

(desbalanço autonômico e aumento da produção de catecolaminas) e o sistema imunitário 

(aumento dos níveis de citocinas, redução da atividade de células NK, baixa proliferação de 

linfócitos T e ativação de monócitos)  Modificado de OTTE et al., 2016. 

 

2.4 Origem Fetal das Doenças  

 A teoria da origem fetal das doenças foi elaborada pelo epidemiologista inglês 

David Barker na década de 90. Também conhecida como Teoria de Barker, em 

homenagem a um dos seus principais proponentes. Esse princípio defende que fatores 

ambientais adversos, especialmente durante o desenvolvimento ainda no ambiente 

intrauterino podem resultar em alterações fisiológicas permanentes, aumentando 

potencialmente o riscos de doenças na idade adulta (Figura 11). Esse processo 

irreversível de adaptação morfofuncional é conhecido como programação fetal (SECO 

& MATIAS, 2009). 



19 
 

 

Figura 11: O epidemiologista inglês David Barker verificou que a desnutrição materna era 

capaz de causar alterações morfofuncionais no feto que poderia predispor o desenvolvimento de 

síndromes metabólicas na idade adulta, caracterizadas sobretudo por hiperlipidemia, diabetes e 

hipertensão. 

  

 A Teoria de Barker foi elaborada a partir das observações de que determinadas 

regiões da Inglaterra que apresentavam elevadas taxas de mortalidade infantil também 

tinham elevadas taxas de mortalidade por doenças cardiovasculares. Como a causa mais 

comumente registrada de morte infantil era baixo peso ao nascer, essas observações 

convergiram à hipótese de que neonatos com baixo peso, mas que conseguiam 

sobreviver, poderiam ter mais riscos de desenvolver doença coronariana na idade adulta. 

Dois grandes estudos realizados na Inglaterra comprovaram essa hipótese. Em tais 

estudos, foi observado uma forte relação entre baixo peso neonatal, circunferência 

craniana, índice ponderal e mortes por doenças cardiovasculares (BARKER et al., 

2007). Um pouco mais tarde, foi observado também um forte relação entre o baixo peso 

ao nascer e outras doenças que são fatores de risco conhecidos para doença cardíaca 

coronariana, tais como: hipertensão, diabetes mellitus tipo 2 e hiperlipidemia 

(OSMOND & BARKER, 2000).  

 Essas observações culminaram na elaboração da hipótese do fenótipo econômico 

(Figura 12). De acordo com essa hipótese, a plasticidade do fenótipo durante o 

desenvolvimento fetal promove uma oportunidade para que o organismo em 

desenvolvimento "se adapte" ao futuro ambiente adulto, o que proporcionaria uma 

vantagem de sobrevivência a longo prazo. No entanto, em situações em que o ambiente 

fetal não coincide com o ambiente adulto podem predispor ao desenvolvimento de 

síndromes metabólicas na fase adulta, incluindo a diabetes tipo II (WALKER & HO, 

2012). 
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Figura 12: A hipótese econômica do fenótipo. Para maiores informações, ler o texto acima. 

Adaptado de WALKER & HO, 2012. 

  

 Em relação às psicopatologias, existe uma relação entre crescimento fetal (razão 

entre peso ao nascer e idade gestacional) e transtorno de déficit de atenção e 

hiperatividade. O risco de desenvolver essa psicopatologia é significativamente maior 

em neonatos com peso inferior a 2,5 kg (BRESLAU & CHILCOAT, 2000; BANERJEE 

et al., 2007). Também existem associações entre baixo peso ao nascer e susceptibilidade 

a sintomas depressivos, psicose, esquizofrenia, adição, ansiedade. Entretanto, poucos 

estudos examinaram a relação entre morfologia encefálica e peso neonatal 

(O’DONNELL & MEANEY, 2016). É conhecido que essa variável está relacionada à 

área da superfície cortical, mas não à espessura, na idade adulta (RAZNAHAN et al., 

2012). Também há correlação moderada entre o peso ao nascer e o volume do 

hipocampo em adultos, principalmente em mulheres (BUSS et al., 2007). Apesar da 

forte evidência de uma associação entre a variação no peso neonatal e psicopatologias, 

há uma escassez de estudos que abordam os potenciais mecanismos neurais 

(O’DONNELL & MEANEY, 2016). 

 Nesse contexto, estudos buscam elucidar os mecanismos envolvidos na origem 

fetal das doenças. Atualmente, sabe-se que esse processo é mediado por fatores 

epigenéticos, dentre os quais destacam-se: a metilação do DNA, a modificação das 

histonas e a ação de microRNAs não codificantes (OSBORNE-MAJNIK et al., 2013). 

No entanto, a maneira pela qual a exposição a fatores ambientais adversos pode causar 

efeitos deletérios a longo prazo são altamente complexos e dependem do tipo e da 

gravidade da exposição, de uma janela de vulnerabilidade específica em um sistema 

alvo, o sexo do individuo e se há mudanças epigenéticas nas células germinativas 

(BALE, 2015).  

 Dessa forma, modelos animais têm sido usados na tentativa de mimetizar 

algumas condições descritas em estudos epidemiológicos. Todavia, especialmente em 

relação ao SNC, o desenvolvimento em roedores começa durante a prenhez, mas 

continua principalmente após o nascimento (BURROWS et al., 2011). Ao usar tais 

modelos, os pesquisadores conseguem avaliar como a exposição materna a diferentes 

fatores ambientais (estresse, carências nutricionais, processos infecciosos, dentre 

outros), seja durante a gestação ou até mesmo no período perinatal, podem modificar o 

fenótipo da prole (BALE, 2015). Esses estudos melhoram a compreensão da 
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comunidade científica sobre os mecanismos envolvidos na programação fetal. Além 

disso, é possível estudar como alguns genes são relevantes para a fisiopatologia de 

diferentes doenças, inclusive àquelas que cursam distúrbios psiquiátricos (BURROWS 

et al., 2011). 
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo Geral:  

 Evidenciar possíveis alterações psicobiológicas em prole de camundongas Swiss 

Webster submetidas às manipulações farmacológicas do sistema serotonérgico durante 

o período neonatal. 

 

3.2 Objetivos Específicos: 

1) Avaliar a expressão de SERT, TPH2, 5-HT1a, BDNF, Lmx1b e Pet1a em 

amostras de hipocampo e mesencéfalo; 

2) Avaliar a atividade locomotora espontânea; 

3) Avaliar a expressão de comportamento semelhante à ansiedade; 

4)  Avaliar a expressão de comportamento semelhante à depressão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Animais  

 Foram utilizados camundongos machos e fêmeas da linhagem Swiss Webster, 

com 60 dias de vida e peso aproximado de 30g, fornecidos pelo biotério do 

Departamento de Ciências Fisiológicas da UFRRJ. Os animais foram separados em 

casais em caixas de 30 x 19 x 13 cm (l x c x a) e mantidos em salas com ambiente 

climatizado (temperatura de 20ºC ± 2ºC e umidade a 60%) e com ciclo de claro-escuro 

12h-12h. Durante esse período, os animais receberam água e ração (Purina®) ad 

libitum.  

 

4.2.  Desenho experimental 

  Foram utilizados 6 grupos (n = 4 cada, e ~ 35g) de camundongas prenhas. A 

prole obtida foi tratada com salina 0,9% ou com fármacos que atuam no sistema 

serotonérgico do 5º ao 15 º ou do 5º ao 20º dia pós-natal (DPN) por via subcutânea 

(Figura 13 e 14). Essas janelas de tratamento correspondem ao período em que há 

aumento gradual expressão dos receptores 5-HT1a (GROOSS et al., 2009) e ao terceiro 

trimestre de gestação em humanos. As doses utilizadas nos tratamentos foram 

escolhidas em conformidade com estudos já publicados na literatura científica. Na 

tabela 1, estão destacadas as drogas utilizadas no experimento, o efeito farmacológico 

de cada uma delas e a referência adotada para escolha da dose. 

 

Figura 13: Desenho experimental da programação neonatal com d-fenfluramina. Os filhotes de 

camundongos foram tratados do 5º ao 20º DPN com salina 0,9% ou d-fenfluramina por via 

subcutânea. No 21º DPN, as fêmeas tratadas foram submetidas à eutanásia, sendo coletados 

hipocampo e mesencéfalo para avaliação da expressão gênica. Já os machos, foram 

desmamados e  submetidos a uma bateria de testes comportamentais ao atingir a fase adulta. 

 

 No dia seguinte ao término do tratamento, parte dos filhotes foi submetida à 

eutanásia para coleta do hipocampo e mesencéfalo. Após a dissecação, tais tecidos 

foram coletados e imediatamente congelados em nitrogênio líquido. Após o término da 
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eutanásia dos animais, os tecidos foram estocados a -80ºC para posterior análise 

neurobiológica através da técnica de RT-qPCR. 

 O restante da prole, ao atingir 21 DPN, foi submetida ao desmame, sendo 

realocada em caixas polipropileno de 34 x 40 x 20 cm com no máximo dez animais. Ao 

atingirem a fase adulta, mais especificamente 70 DPN, esses animais foram submetidos 

a uma bateria de testes comportamentais compostas pelos seguintes ensaios: teste do 

campo aberto, caixa claro-escuro, labirinto em cruz elevado, e suspensão pela cauda.  

 Com exceção dos filhotes de 16 DPN, todos os animais utilizados nos diferentes 

procedimentos metodológicos foram submetidos à eutanásia por sobrecarga anestésica 

(Tiopental 100mg/kg, i.p.). As carcaças foram armazenadas em congeladores 

horizontais e posteriormente recolhidas por firmas especializadas para posterior 

cremação. 

 

Figura 14: Desenho experimental da programação neonatal com fluoxetina, p-CPA, 8-OH-

DPAT e WAY 100135. Os filhotes de camundongos foram tratados do 5º ao 15º DPN com 

salina 0,9% ou drogas que atuam no sistema serotonérgico por via subcutânea. No 16º DPN, as 

fêmeas tratadas foram submetidas à eutanásia, sendo coletados hipocampo e mesencéfalo para 

avaliação da expressão gênica. Já os machos, foram desmamados e  submetidos a uma bateria 

de testes comportamentais ao atingir a fase adulta. 

Tabela 1. Fármacos, mecanismo de ação, doses e referências adotadas. 

Fármaco Mecanismo de ação Dose  Referência 

Fenfluramina Extrusão de 5-HT das 

vesículas sinápticas 

3 mg/kg FERRO-CAVALCANTE et al., 

2016 

Fluoxetina Inibidor Seletivo da SERT 10 mg/kg GALINDO et al., 2015. 

p-CPA Inibidor irreversível da TPH2 100mg/kg  OGAWA et al., 1999. 

8-OH-DPAT Agonista 5HT1a 1 mg/kg EGASHIRA et al., 2006 

WAY 100135 Antagonista 5HT1a 1 mg/kg VINKERS et al., 2010. 
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4.3. Aspectos éticos  

 Todos os procedimentos utilizados nesse estudo estão de acordo com as normas 

e princípios éticos preconizados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (protocolo 23083.012282/2017), que 

segue o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publicação Nº 85-23, 

revisado 1996) e a  Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais em 

Atividades de Ensino ou Pesquisa Científica (DBCA), do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal, órgão do Ministério de Ciência, Tecnologia e 

Inovação (MCTI). Vale ressaltar que todos os esforços foram feitos para reduzir o 

número de animais utilizados, bem como oferecê-los as melhores condições sanitárias e 

de bem-estar. 

 

4.4. Procedimentos experimentais. 

4.4.1. qRT-PCR. 

 Foi utilizada a técnica semi-quantitativa de RT-PCR para determinar os níveis de 

RNAm para as seguintes proteínas provenientes de amostras de hipocampo e 

mesencáfalo: TPH2, 5HT1a, SERT, BDNF, Pet1a e Lmx1b. 

 A extração de RNA das amostras de hipocampo foi realizada através de um 

método padrão que utiliza 1ml de TRIZOL® (TRIzol Reagent; Life technologies, 

Invitrogen) para 50mg de tecido. O RNA total extraído foi armazenado em freezer a -

20º C e, posteriormente, submetido à análise quantitativa através da análise da 

concentração (em µg/µl) e da pureza estabelecidas pela utilização de um nanofotômetro. 

Não obstante, depois da quantificação do RNA total extraído, uma alíquota de cada 

amostra foi submetida à eletroforese em gel de agarose 2% em TAE 1X (0,04 M 

Trisacetato + 1 mM EDTA) para a verificação da integridade das amostras 

 Para a síntese de fitas simples de DNA complementar (cDNA) a partir do RNA 

total através do mecanismo de transcrição reversa, foi utilizado um kit da Promega, por 

meio do protocolo fornecido pelo fabricante. Em seguida, foi realizada a amplificação 

do fragmento correspondente ao RNAm do gene desejado, utilizando-se um aparelho de 

PCR Mastercycler ep Realplex (Eppendorf, Germany), que possui um sistema de 

detecção e quantificação de fluorescência produzida durante os ciclos de amplificação. 

Nesse aparelho, as amostras foram desnaturadas pela incubação a 50°C durante 2 min e 

a 95°C por 10 minutos. Logo após, as reações foram 40 vezes repetidas ciclicamente, 

usando as seguintes etapas para todos os genes estudados: 95 °C por 15 segundos, 60 °C 

por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos (Machado et al, 2009). A fluorescência da 

reação de amplificação entre os primers e Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 

2X (Fermentas, USA) foi detectada no fim de cada ciclo para monitorar a quantidade de 

produto de PCR formado. Para tanto, foi feita a padronização por meio da análise de 

diluições seriadas de cDNA para os diferentes genes estudados a fim de calcular a 

eficiência de cada ensaio.  

 Os níveis relativos de RNAm foram determinados pela comparação de uma linha 

limiar que foi traçada na curva exponencial, formada a partir da amplificação de DNA. 

Essa curva foi usada para calcular o CT (do inglês cycle threshold) de cada amostra, ou 

seja, o ciclo do PCR no qual a fluorescência cruza a linha de base. O valor do CT é 
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inversamente proporcional à quantidade de amostra na reação, assim quanto maior a 

concentração do DNA de estudo, menor é o valor de CT.   

 Após a normalização das amostras, o grupo controle teve seu valor convertido 

para 1 e os outro grupo teve seus valores convertidos em relação a ele conforme o 

método 2
-∆∆CT

 (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Ademais, é importante ressaltar que 

cada amostra foi analisada em duplicata. 

 Os primers de interesse utilizados para a amplificação do cDNA foram 

sintetizados pela Integrated DNA Technologies Inc. Como controle interno dos 

experimentos foi utilizado o gene β-actina, um gene constitutivo. Na tabela 2, são 

destacados a sequência de oligonucletídeos presentes nos primers utilizados para 

avaliação quantitativa dos diferentes genes estudados. 

 

Tabela 2: Lista dos primers utilizados para avaliação quantitativa dos genes estudados. 

Gene Proteína Senso Anti-Senso 

NM_173391.3 TPH2 5'-AGTCTACATCCATCCCAACTGCTG-3' 5'-CATTCCTCGCACAATTCCAGTCG-3' 

NM_008308.4 5HT1a 5'- GTGAGAGGAAGACAGTGAAGAC -3' 5'-CCGTGAGAGGAAGACAGTGAAGAC-3' 
NM_010484.2 SERT 5'- CTC ACC AGC AGG ACA GAA AG -3' 5'-CTCATCTTCACCATTATCTACTTCAG-3' 
NM_001048139.1 BDNF 5'-AGCAGAGTCCATTCAGCACC-3' 5'-TGGCTTGACAGCGAGGAAAA-3' 
NM_010725.2 Lmx1b 5'- CTGCCAGTGTCTCTCGGACCTT -3' 5'- TCCTGATGCGAGTCAACGAGTC -3' 
NM_153111.2 Pet1a 5'- CCAGGAGAAACTGCCACAAC -3' 5'- AACATGTACCTGCCAGATCC -3' 
NM_007393.5 β-actina 5'-CTGTCCCTGTATGCCTCTG -3' 5'-ATGTCACGCACGATTTCC-3' 

 

4.4.2. Avaliação psicobiológica. 

 Ao atingirem 70 DPN, os animais foram submetidos a uma bateria de testes 

comportamentais composta dos seguintes protocolos: campo aberto, caixa claro-escuro, 

labirinto em cruz elevado, suspensão pela cauda. Em todos os testes, o número de 

animais utilizados foi de dez a doze indivíduos em cada grupo experimental. 

 Todos os testes foram realizados entre 7:00 e 10:00 horas. Durante cada teste, os 

experimentadores ficaram do lado de fora da sala de comportamento. No entanto, no 

intervalo entre os testes, os mesmos entravam na sala, retiravam os animais e 

higienizavam devidamente os aparatos com álcool 10%. Ademais, é importante salientar 

que todos os testes foram gravados e os parâmetros comportamentais foram analisados 

posteriormente por dois ou mais experientes pesquisadores.  

 

4.4.2.1 Teste do campo aberto. 

 Este teste é um simples protocolo, cuja avaliação dos seus componentes têm sido 

amplamente utilizada para determinação de emocionalidade (ROTH & KATZ, 1980) e 

da atividade locomotora espontânea e exploratória em roedores (WALSH & 

CUMMINS, 1976). Além disso, este teste também é considerado um excelente modelo 

sensível a drogas com propriedades ansiolíticas (PRUT & BELZUNG, 2003).   

 Imediatamente antes do ensaio, cada animal foi inserido individualmente no 

centro de uma caixa circular, de acrílico (30 cm de diâmetro) dividida em 12 quadrantes 

distribuídos em duas diferentes zonas (central e periférica), onde os mesmos foram 
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permitidos a explorar o ambiente por 5 minutos (Figura 15). Nesse protocolo, foi 

avaliada número de quadrantes totais, número de quadrantes centrais, o número de 

rearings (levantamento das patas dianteiras pressionadas contra a parede da arena), 

tempo de grooming (autolimpeza), o tempo de permanência na zona central e razão 

central (relação entre número de quadrantes centrais e totais). No final do ensaio, o 

número de bolos fecais também foi avaliado. Nesse teste, a atividade 

locomotora/exploratória é indicada pela distância total percorrida e pelo número de 

rearings, enquanto o número de bolos fecais é utilizado para avaliar o grau de 

emocionalidade. Por fim, as respostas semelhantes à ansiedade estão ligadas ao tempo 

de permanência no centro e pela razão central (MCILWAIN et al., 2001). 

 

Figura 15: Aparato para realização do teste do campo aberto. 

 

4.4.2.2 Teste da caixa claro-escuro. 

 Esse teste é baseado na aversão inata dos roedores por locais fortemente 

iluminados e por ambientes novos (CRAWLEY & GOODWIN, 1980). Nesse protocolo, 

os animais foram alocados individualmente em uma caixa de acrílico (45cm x 27cm x 

27cm) dividida de forma desigual em dois ambientes divididos por uma divisória dotada 

de uma pequena abertura, que permite a transição dos indivíduos no aparato. Dois terços 

do ambiente é fortemente iluminado (400 luxes), enquanto a outra porção é escura (10 

luxes). Desse modo, os animais foram colocados no lado escuro, onde foram permitidos 

explorar o aparato por 5 minutos (Figura 16). Durante esse período, foram analisados o 

número de transições e o tempo de permanência no ambiente claro, bem como a latência 

de entrada no ambiente mais iluminado. Todos esses parâmetros são relacionados com o 

comportamento semelhante à ansiedade. Além disso, o comportamento de tomada de 

decisão foi avaliado pelo número de tentativas de transitar de um ambiente para o outro 

(SAP). 
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Figura 16: Aparato para realização do teste da caixa claro-escuro. 

 

4.4.2.3 Teste do labirinto em cruz elevado. 

 O labirinto em cruz elevado reflete um conflito entre a preferência dos roedores 

por áreas protegidas e sua motivação natural de explorar novos ambientes (PELLOW et 

al, 1985). Dessa forma, este teste presta-se à avaliação de aspectos relacionados à 

ansiedade e medo (ARCHER, 1973). Além disso, durante este teste é possível avaliar 

aspectos que envolvem a tomada de decisão dos animais, que está diretamente 

relacionado à análise de risco e, consequentemente, com o status de ansiedade (MIKICS 

et al, 2005). 

 O aparato utilizado no teste do labirinto em cruz elevado consiste em dois braços 

abertos (50 x 10 cm) cruzados por dois braços opostos fechados com as mesmas 

dimensões, situados a 40 cm de altura em uma sala com luz vermelha. Os braços são 

conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm), cuja estrutura é semelhante a uma 

cruz grega. Desse modo, os camundongos foram inseridos individualmente na 

plataforma central da cruz com a cabeça voltada para um dos braços fechados, sendo 

permitida a exploração do aparato por 5 minutos (Figura 17).  

 Durante este período, foram registrados parâmetros relacionados ao 

comportamento semelhante à ansiedade tais como: o tempo cumulativo e a frequência 

de entradas nos braços abertos e fechados. No entanto, é importante frisar que somente 

foi contabilizado como entrada aquela tentativa em que os animais posicionavam todas 

as patas em um dos quatro braços. Após a avaliação dos parâmetros anteriores, a 

percentagem de entradas nos braços abertos e o tempo de permanência na plataforma 

central foram calculados. Além disso, o comportamento de tomada de decisão foi 

avaliado pelo número de extensões das patas posteriores (SAP). 
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Figura 17: Aparato para realização do teste do labirinto em cruz elevado. 

 

4.4.2.4 Teste da Suspensão pela Cauda  

 Este teste baseia-se na observação de que os roedores após a execução inicial de 

movimentos orientados de escape desenvolvem uma postura imóvel quando colocado 

numa situação estressante inevitável (PORSOLT et al., 1977). Nesse teste, a condição 

envolve o estresse hemodinâmico inescapável causado pelo fato dos animais estarem 

pendurados pela cauda. Para realização desse protocolo, os camundongos eram fixados 

em uma haste à 100 cm do chão com auxílio de uma fita adesiva (Figura 18). Durante o 

intervalo de 5 minutos, foram contabilizados os seguintes parâmetros: o tempo de 

imobilidade e a latência para o primeiro episódio de imobilidade. Sabe-se que a 

imobilidade pressupõe uma baixa capacidade de resiliência e, por conseguinte, um 

elevado status de comportamento semelhante à depressão (PORSOLT et al., 1977). 

 

Figura 18: Aparato para realização do teste da suspensão pela cauda. 
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4.5. Análise estatística. 

 Todos os resultados obtidos foram apresentados em valores de média ± erro 

padrão. A suposição da distribuição normal dos dados foi avaliada com o teste Shapiro-

Wilk. Dessa forma, se os dados passassem no teste de normalidade, comparações 

paramétricas seriam realizadas. Nesse caso, para grupos submetidos à interferência de 

apenas um fator de variação, os dados foram analisados por T Student. Não obstante, foi 

usado o teste de Grubbs para detecção de valores aberrantes (Figura 19). As diferenças 

foram consideradas estatisticamente significativas quando os valores de p<0,05. Vale 

destacar que o software GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, EUA) foi utilizado para todas 

as análises estatísticas. 

 

Figura 19: Representação esquemática dos procedimentos estatísticos adotados. 
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5. RESULTADOS 

5.1  D-fenfluramina 

5.1.1. Expressão Gênica Mesencefálica e Hipocampal 

 De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi verificado que o 

tratamento neonatal com d-fenfluramina (D-Fen) 3 mg/kg causa redução significativa da 

expressão mesencefálica dos genes que codificam a SERT (0,33 ± 0,15 vs. 2,58 ± 0,81, 

p = 0,01), 5HT1a (0,11 ± 0,05 vs. 1,11 ± 0,24, p = 0.001), BDNF (0,30 ± 0,08 vs. 1,05 ± 

0,16, p = 0.001) e Pet1a (0,14 ± 0,05 vs. 1,39 ± 0,41, p = 0,009). Também foi observada 

uma tendência à infra-regulação da TPH2 (p = 0,09). Curiosamente, não houve 

expressão de Lmx1b em nenhum dos grupos experimentais com 21 DPN (Figura 20).  

 Já no hipocampo, o tratamento neonatal com D-fen 3 mg/kg causou redução 

significativa da expressão apenas da TPH2 (0,08 ± 0,03 vs. 0,65 ± 0,14, p = 0,002) e do 

BDNF (0,73 ± 0,21 vs. 1,38 ± 0,13, p = 0,04). Assim como no mesencéfalo, não houve 

expressão de Lmx1b em nenhum dos grupos experimentais com 21 DPN (Figura 21).  
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Figura 20: Expressão gênica mesencefálica de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF e Pet1a em 

camundongos  com 21 DPN tratados com salina 0,9% ou d-fenfluramina 3 mg/kg. * representa 

p < 0,05; **, p < 0,01. N = 6-7. 
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Figura 21: Expressão gênica hipocampal de TPH2, SERT, 5HT1 e BDNF em camundongos 

com 21 DPN tratados com salina 0,9% ou d-fenfluramina  3 mg/kg. * representa p < 0,05; **, p 

< 0,01. N=6-7. 

 

5.1.2 Avaliação comportamental 

5.1.2.1 Teste do campo aberto 

 No teste do campo aberto, não foram verificadas diferenças significativas tanto 

nos parâmetros relacionados com exploração quanto naqueles associados com 

comportamento semelhantes à ansiedade (Figura 22). 
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Figura 22: Efeito da administração neonatal de d-fenfluramina 3 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste do campo aberto. Nesse protocolo, não foram verificadas diferenças 

significativas. N=12-16. 
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5.1.2.2 Teste da caixa claro-escuro 

 Diferentemente do teste do campo aberto, foi verificado que o tratamento 

neonatal com D-Fen 3 mg/kg promoveu diferenças significativas nos seguintes 

parâmetros no teste da caixa claro-escuro: latência (45,4 ± 7,30 s vs. 24.1 ± 3,50 s, p = 

0,01), tempo de permanência no lado claro (100,6 ± 5,74 s vs. 128,6 ± 5,92 s, p = 

0,002), transições (14,6 ± 0,79 vs. 20,7 ± 1,65, p = 0,002) e SAP (16,4 ± 0,98 vs. 9,50 ± 

0,94, p < 0,001). Tais alterações indicam que o referido tratamento promove um 

aumento do comportamento semelhante à ansiedade (Figura 23). 
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Figura 23: Efeito da administração neonatal de d-fenfluramina 3 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste da caixa claro-escuro. Nesse protocolo, foi demonstrada diferença nos 

parâmetros relacionados com comportamento semelhante à ansiedade. * representa p < 0,05; **, 

p < 0,01 e ***, p < 0.001. N=12-16. 

 

5.1.2.3 Teste do labirinto em cruz elevado 

 No teste do labirinto em cruz elevado, foi demonstrado que o tratamento 

neonatal com D-Fen 3 mg/kg causou um aumento significativo do tempo de 

permanência na plataforma central (116,3 ± 5,81 s vs. 70,8 ± 10,6 s, p < 0,001) e uma 

tendência estatística no número de SAP (p = 0,05). O aumento de tais parâmetros está 

relacionado com análise de risco, que está conceitualmente associado com 

comportamento análogo à ansiedade (Figura 24).......................................  
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Figura 24: Efeito da administração neonatal de d-fenfluramina 3 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado. Nesse protocolo, foi demonstrada 

diferença nos parâmetros associados com tomada de decisão. *** representa p < 0,01. N=12-16.  

 

5.1.2.4 Teste da suspensão pela cauda 

 No teste da suspensão ela cauda (Figura 25), também foi verificado que o 

tratamento neonatal com D-fen 3 mg/kg promoveu redução do comportamento 

semelhante à depressão caracterizado por aumento da latência para o primeiro episódio 

de imobilidade (20,8 ± 4,29 s vs. 79,3 ± 9,15 s, p < 0,001) e por redução do tempo de 

imobilidade (64,8 ± 6,07 s vs. 127,8 ± 8,49 s, p < 0,001). 
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Figura 25: Efeito da administração neonatal de d-fenfluramina 3 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais no teste da suspensão pela cauda. Nesse protocolo, foi demonstrada que o 

tratamento com essa droga causa comportamento antidepressivo. *** representa p < 0,001. N = 

11-16.  
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5.2 Fluoxetina 

5.2.1 Expressão Gênica Mesencefálica e Hipocampal 

 Diferentemente da programação neonatal com D-fen 3 mg/kg, o tratamento 

neonatal com fluoxetina (Flu) 10 mg/kg aumentou a expressão da TPH2 (1,98 ± 0,21 vs. 

1,02 ± 0,11, p = 0,004) no mesencéfalo. Em relação aos demais genes relacionados com 

o sistema serotonérgico, todavia, não houve diferenças estatisticamente significativas. 

Além disso, houve detecção na expressão do Lmx1b (Figura 26). 
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Figura 26: Expressão gênica mesencefálica de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF, Pet1a e Lmx1b em 

camundongos com 16 DPN tratados com salina 0,9% ou fluoxetina 10 mg/kg. ** representa p < 

0,01. N = 6. 

 Em relação ao hipocampo, os animais programados com Flu 10 mg/kg tiveram 

infra-regulação da TPH2 (0,07 ± 0,007 vs. 1,07 ± 0,19, p < 0,001), 5HT1a (0,08 ± 0,007 

vs. 1,02 ± 0,17, p < 0,001), SERT (0,35 ± 0,08 vs. 1,09 ± 0,18, p = 0,004), BDNF (0,19 

± 0,02 vs. 1,07 ± 0,19, p = 0,001) e Lmx1b (0,03 ± 0,01 vs. 1,12 ± 0,25, p = 0,001) 

(Figura 27). 
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Figura 27: Expressão gênica hipocampal de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF e Lmx1b em 
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camundongos com 16 DPN tratados com salina 0,9% ou fluoxetina 10 mg/kg. * representa p < 

0,05; **, p < 0,01 e ***, p < 0,001. N = 6. 

 

5.2.2 Avaliação comportamental 

5.2.2.1 Teste do campo aberto 

 No teste do campo aberto, foi verificada diferença significativa no tempo de 

grooming (7,62 ± 1,47 s vs. 3,0 ± 0,97 s, p = 0,01). O aumento dessa variável 

experimental indica que os animais programados apresentam maior responsividade ao 

estresse decorrente da execução do protocolo (Figura 28).  
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Figura 28: Efeito da administração neonatal de fluoxetina 10 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste do campo aberto. Nesse protocolo, foi demonstrada diferença no 

tempo de grooming. * representa p < 0,05. N = 12. 

 Também houve uma tendência estatística nos parâmetros razão central (p = 0,07) 

e tempo de permanência na área central (p = 0,07). A redução desses dois parâmetros 

indica que o tratamento supracitado tende a causar ansiogênese nesse paradigma 

experimental. 

 

5.2.2.2 Teste da caixa claro-escuro 

 De maneira semelhante à programação neonatal com D-Fen, o tratamento 

neonatal com Flu 10 mg/kg promoveu diferenças significativas nos seguintes 

parâmetros no teste da caixa claro-escuro: latência (147,5 ± 36,7 s vs. 17,5 ± 1,83 s, p = 

0,006), tempo de permanência no lado claro (36,6 ± 10,40 s vs. 75,7 ± 6,57 s, p = 0,008) 

e transições (8,01 ± 2,31 vs. 17,5 ± 1,41, p = 0,004). No entanto, não houve diferença 

estatística no número de SAP (p = 0,21). Tais alterações indicam que o referido 

tratamento promove um aumento do comportamento semelhante à ansiedade (Figura 

29). 
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Figura 29: Efeito da administração neonatal de fluoxetina 10 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste da caixa claro-escuro. Nesse protocolo, foi demonstrada diferença nos 

parâmetros relacionados com comportamento semelhante à ansiedade. * representa p < 0,05. N 

= 12. 

 

5.2.2.3 Teste do labirinto em cruz elevado 

 No teste do labirinto em cruz elevado, foi demonstrado que os animais tratados 

com Flu 10 mg/kg tiveram menor tempo de permanência na plataforma central) do que 

os animais do grupo controle (40,8 ± 4,03 s vs. 71,4 ± 7,47 s, p = 0,001). A redução 

desse parâmetro está relacionada com menor análise de risco (Figura 30). 
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Figura 30: Efeito da administração neonatal de fluoxetina 10mg/kg nos parâmetros 
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comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado. Nesse protocolo, foi demonstrada 

diferença no tempo de permanência na plataforma central. ** representa p < 0,01, n=12.  

 

5.2.2.4 Teste da suspensão pela cauda 

 No teste da suspensão pela cauda (Figura 31), também foi verificado que o 

tratamento neonatal com Flu 10 mg/kg promoveu redução do comportamento 

semelhante à depressão caracterizado por redução do tempo de imobilidade (77,6 ± 7,25 

s vs. 112,1 ± 12,24 s, p = 0,02). 
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Figura 31: Efeito da administração neonatal de fluoxetina 10 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais no teste da suspensão pela cauda. * representa p < 0,05. N=12. 

 

5.3 p-CPA 

5.3.1 Expressão Gênica Mesencefálica e Hipocampal 

 Nesse protocolo, o tratamento neonatal com p-CPA 100 mg/kg aumentou a 

expressão do 5HT1a (1,35 ± 0,05 vs. 1,02 ± 0,10, p = 0,004) no mesencéfalo. Também 

houve uma tendência estatística no que tange à expressão da TPH2 (p = 0,07)  (Figura 

32). 

T P H 2

T
P

H
2

 /


-a
c

ti
n

a
 A

 2
-


C

T

0

1

2

3

p =  0 ,0 7

5 H T 1 a

5
H

T
1

a
 /


-a

c
ti

n
a

 A
 2

-


C
T

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

*

S E R T

S
E

R
T

 /


-a
c

ti
n

a
 A

 2
-


C

T

0

1

2

3

B D N F

B
D

N
F

 /


-a
c

ti
n

a
 A

 2
-


C

T

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

P e t1 a

P
e

t1
a

 /


-a
c

ti
n

a
 A

 2
-


C

T

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

L M X 1 b

L
M

X
1

b
 /


-a

c
ti

n
a

 A
 2

-


C
T

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

C o n tro le

p -C P A  1 0 0 m g /k g

Figura 32: Expressão gênica mesencefálica de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF, Pet1a e Lmx1b em 

camundongos com 16 DPN tratados com salina 0,9% ou p-CPA 100 mg/kg. * representa p < 

0,05.  N = 5-6. 
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 Diferentemente dos tratamentos anteriores descritos, não houve diferenças 

significativas na expressão dos genes relacionados ao sistema serotonérgico no 

hipocampo (Figura 33). Todavia, também houve uma tendência estatística representada 

por uma redução na expressão do SERT (p = 0,06). 
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Figura 33: Expressão gênica hipocampal de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF e Lmx1b em 

camundongos com 21 DPN tratados com salina 0,9% ou p-CPA 100 mg/kg.  N = 5-6. 

 

5.3.2 Avaliação comportamental 

5.3.2.1 Teste do campo aberto 

 No teste do campo aberto, foi observado que os animais tratados com p-CPA 

100 mg/kg durante o período neonatal tiveram menor razão central do que os controles 

(0,22 ± 0,03 vs. 0,34 ± 0,02, p = 0,01). Esse parâmetro está associado com 

comportamento semelhante à ansiedade (Figura 34). 
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Figura 34: Efeito da administração neonatal de p-CPA 100 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste do campo aberto. Nesse protocolo, foi demonstrada diferença na razão 

central. * representa p < 0,05. N = 10-12. 
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5.3.2.2 Teste da caixa claro-escuro 

 Nesse protocolo, o tratamento neonatal com p-CPA 100 mg/kg promoveu 

diferenças significativas na latência (147,5 ± 36,7 s vs. 17,5 ± 1,83 s, p = 0,006) e no 

número de SAP (8,01 ± 2,31 vs. 17,5 ± 1,41, p = 0,004). Tais alterações indicam que o 

referido tratamento promove uma redução do comportamento semelhante à ansiedade 

(Figura 35). 
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Figura 35: Efeito da administração neonatal de p-CPA 100 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste da caixa claro-escuro. Nesse protocolo, foi demonstrada diferença nos 

parâmetros relacionados com comportamento semelhante à ansiedade. * representa p < 0,05 e 

**, p < 0,01.  N = 12. 

 

5.3.2.3 Labirinto em cruz elevado 

 No teste do labirinto em cruz elevado, não houve diferenças significativas entre 

os grupos experimentais (Figura 36). Todavia, houve uma tendência estatística de maior 

número de entradas nos braços fechados (p = 0,05).  
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Figura 36: Efeito da administração neonatal de p-CPA 100 mg/kg nos parâmetros 
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comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado. Nesse protocolo, não foram observadas 

diferenças significativas. N = 12.  

 

5.3.2.4 Teste da suspensão pela cauda 

 No teste da suspensão ela cauda (Figura 37), foi verificado que o tratamento 

neonatal com p-CPA 100 mg/kg promoveu aumento do comportamento semelhante à 

depressão caracterizado por redução da latência para o primeiro episódio de imobilidade 

(29,8 ± 6,79s vs. 51,7 ± 6,72 s, p = 0,03). 
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Figura 37: Efeito da administração neonatal de p-CPA 100 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais no teste da suspensão pela cauda. Nesse protocolo, foi demonstrado que o 

referido tratamento promove comportamento semelhante à depressão; * representa p < 0,05. 

N=12.  

 

5.4 8-OH-DPAT 

5.4.1 Expressão Gênica Mesencefálica e Hipocampal 

 De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi verificado que o 

tratamento neonatal com 8-OH-DPAT (DPAT) 1 mg/kg causa aumento significativo da 

expressão mesencefálica dos genes que codificam a TPH2 (1,66 ± 0,22 vs. 1,02 ± 0,11, 

p = 0,03) e 5HT1a (1,54 ± 0,13 vs. 1,02 ± 0,10, p = 0,01). Também foi observada uma 

tendência à infra-regulação do BDNF (p = 0,05) (Figura 38). 

 Já no hipocampo, semelhantemente ao que foi observado com a programação 

com Flu 10mg/kg, os filhotes tratados com DPAT 1 mg/kg também tiveram infra-

regulação da TPH2 (0,03 ± 0,008 vs. 1,07 ± 0,19, p < 0,001), 5HT1a (0,72 ± 0,06 vs. 

1,02 ± 0,10, p = 0,03), SERT (0,29 ± 0,01 vs. 1,09 ± 0,18, p = 0,004), BDNF ( 0,34 ± 

0,02 vs. 1,07 ± 0,19, p = 0,004) e Lmx1b (0,02 ± 0,01 vs. 1,12 ± 0,25, p = 0,001) 

(Figura 39). 
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Figura 38: Expressão gênica mesencefálica  de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF, Pet1a e Lmx1b 

em camundongos com 16 DPN tratados com salina 0,9% ou 8-OH-DPAT 1 mg/kg. * representa 

p < 0,05. N = 6. 
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Figura 39: Expressão gênica hipocampal de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF e Lmx1b em 

camundongos com 16 DPN tratados com salina 0,9% ou 8-OH-DPAT 1 mg/kg.  * representa p 

< 0,05; **, p < 0,01 e ***, p < 0,001. N = 6. 
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5.4.2 Avaliação comportamental 

5.4.2.1 Teste do campo aberto 

 No teste do campo aberto, não foram observadas alterações significativas em 

quaisquer parâmetros analisados entre os grupos experimentais (Figura 40). 
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Figura 40: Efeito da administração neonatal de 8-OH-DPAT 1 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste do campo aberto. Nesse protocolo, não foram verificadas diferenças 

significativas. N = 10. 

 

5.4.2.2 Teste da caixa claro-escuro 

 Assim como no teste do campo aberto, também não foram observadas alterações 

significativas em quaisquer parâmetros analisados entre os grupos experimentais 

(Figura 41). 
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Figura 41: Efeito da administração neonatal de 8-OH-DPAT 1 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste da caixa claro-escuro. Nesse protocolo, não foram verificadas 

diferenças significativas. N = 10. 
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5.4.2.3 Teste do labirinto em cruz elevado 

 Nesse teste, foi demonstrado que o tratamento neonatal com DPAT 1 mg/kg 

promoveu efeitos ansiolíticos evidenciados pelo aumento no tempo de permanência nos 

braços abertos (51,5 ± 14,4 vs. 13,4 ± 4,64, p = 0,02) e na porcentagem de entrada nos 

mesmos braços (23,1 ± 4,71 vs. 9,62 ± 3,21, p = 0,03) (Figura 42). 
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Figura 42: Efeito da administração neonatal de 8-OH-DPAT  1 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado. Nesse protocolo, foi demonstrado que o 

tratamento promoveu efeitos ansiolíticos. * representa p < 0,05. N = 10.  

 

5.4.2.4 Teste da suspensão pela cauda 

 No teste da suspensão ela cauda (Figura 43), foi verificado que o tratamento 

neonatal com DPAT 1 mg/kg promoveu redução do comportamento semelhante à 

depressão caracterizado por redução do tempo de imobilidade (72,2 ± 16,1 s vs. 121,3± 

9,29 s, p = 0,01).  
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Figura 43: Efeito da administração neonatal de 8-OH-DPAT 1 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais no teste da suspensão pela cauda. Nesse protocolo, foi demonstrado que o 

tratamento promoveu efeitos antidepressivos.* representa p < 0,05. N=10.  
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5.5 WAY 100135 

5.5.1 Expressão Gênica Mesencefálica e Hipocampal 

 De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi verificado que o 

tratamento neonatal com WAY 100135 (WAY) 1 mg/kg causa aumento significativo da 

expressão mesencefálica dos genes que codificam a TPH2 (1,96 ± 0,24 vs. 1,02 ± 0,11, 

p = 0,009),  5HT1a (1,78 ± 0,06  vs. 1,02 ± 0,10, p < 0,001) e SERT (1,95 ± 0,18 vs. 

1,02 ± 0,09, p = 0,002). Também foi observada uma tendência à infra-regulação do 

BDNF (p = 0,08) (Figura 44). 
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Figura 44: Expressão gênica mesencefálica  de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF, Pet1a e Lmx1b 

em camundongos com 21 DPN tratados com salina 0,9% ou WAY 100135 1 mg/kg. * 

representa p < 0,05; **, p < 0,01 e ***, p < 0,001, N = 6. 

 

 Já no hipocampo, semelhantemente ao que foi observado com a programação 

com DPAT 1 mg/kg, os filhotes tratados com WAY 1mg/kg também tiveram infra-

regulação da TPH2 (0,07 ± 0,01 vs. 1,07 ± 0,19, p < 0,001), 5HT1a (0,53 ± 0,09 vs. 1,02 

± 0,10, p = 0,01), SERT (0,45 ± 0,10 vs. 1,09 ± 0,18, p = 0,01), BDNF ( 0,34 ± 0,02 vs. 

1,07 ± 0,19, p = 0,004) e Lmx1b (0,05 ± 0,03 vs. 1,12 ± 0,25, p = 0,001) (Figura 45). 
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Figura 45: Expressão gênica hipocampal de TPH2, SERT, 5HT1, BDNF e Lmx1b em 
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camundongos com 16 DPN tratados com salina 0,9% ou WAY 100135  1 mg/kg. * representa p 

< 0,05; **, p < 0,01 e ***, p < 0,001. N = 6. 

 

5.5.2 Avaliação comportamental 

5.5.2.1 Teste do campo aberto 

 No teste do campo aberto, foi observado que os animais tratados com WAY 1 

mg/kg durante o período neonatal tiveram menor razão central (0,25 ± 0,02 vs. 0,34 ± 

0,02, p = 0,02) e tempo de permanência na área central (49,1 ± 0,03 s vs. 86,2 ± 10,4 s, 

p = 0,01) do que os do grupo controle. Ambos parâmetros estão associados com 

comportamento semelhante à ansiedade (Figura 46). 
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Figura 46: Efeito da administração neonatal de WAY 100135 nos parâmetros comportamentais 

do teste do campo aberto. Nesse protocolo, foi demonstrado que o grupo tratado teve maior 

comportamento semelhante à ansiedade. * representa p < 0,05. N=12. 

 

5.5.2.2 Teste da caixa claro escuro 

 Assim como no tratamento com DPAT 1 mg/kg, também não foram observadas 

alterações significativas em quaisquer parâmetros analisados entre os grupos 

experimentais (Figura 47). 

 

5.5.2.3 Teste do labirinto em cruz elevado 

 Nesse protocolo, foi demonstrado que o tratamento neonatal com WAY 1 mg/kg 

promoveu efeitos ansiogênicos evidenciados pela redução no tempo de permanência nos 

braços abertos (40,1 ± 7,85 vs. 70,1 ± 9,63, p = 0,02) e na porcentagem de entrada nos 

mesmos braços (24,2 ± 3,62 vs. 38,2 ± 4,24, p = 0,01), bem como maior tempo de 

permanência nos braços fechados (216,9 ± 11,1 vs. 181,6 ± 12,6, p = 0,04) (Figura 48). 
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Figura 47: Efeito da administração neonatal de WAY 100135  1 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais do teste da caixa claro-escuro. Nesse protocolo, não houve diferenças 

significativas. N = 12. 
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Figura 48: Efeito da administração neonatal de WAY 100135  1 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado. Nesse protocolo, foi demonstrado 

aumento de comportamento semelhante à ansiedade. * representa p < 0,05. N=12.  

 

5.5.2.4 Teste da suspensão pela cauda 

 No teste da suspensão ela cauda (Figura 49), foi verificado que o tratamento 

neonatal com WAY 1 mg/kg promoveu aumento do comportamento semelhante à 

depressão caracterizado pela redução da latência para o primeiro episódio de 

imobilidade (72,2 ± 16,1 s vs. 121,3± 9,29 s, p = 0,01). Também houve uma tendência 

estatística associada a um maior tempo de imobilidade (p = 0,07).  
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Figura 49: Efeito da administração neonatal de WAY 1 mg/kg nos parâmetros 

comportamentais no teste da suspensão pela cauda. Nesse protocolo, foi demonstrado que o 

referido tratamento proporciona aumento de comportamento semelhante à depressão. ** 

representa p < 0,01. N = 12.  

 

 Para fins didáticos, serão colocados dois quadros que resumem o efeito das 

diferentes manipulações farmacológicas do sistema serotonérgica em relação a 

expressão gênica mesencefálica e hipocampal (Quadro 2), bem como as consequências 

psicobiológicas observadas na fase adulta (Quadro 3). 

 

Quadro 2: Quadro resumitivo dos resultados obtidos para expressão gênica. 

Gene Região Fármacos 

 D-Fen Flu p-CPA DPAT WAY 

TPH2 Mesencéfalo Tendência a 

diminuir 

Aumenta Tendência a 

aumentar 

Aumenta Aumenta 

Hipocampo Diminui Diminui NS Diminui Diminui 

5HT1a Mesencéfalo Diminui NS Aumenta Aumenta Aumenta 

Hipocampo NS Diminui NS Diminui Diminui 

SERT Mesencéfalo Diminui NS NS NS Aumenta 

Hipocampo NS Diminui Tendência a 

diminuir 

Diminui Diminui 

BDNF Mesencéfalo Diminui NS NS Tendência 

a diminuir 

Tendência a 

diminuir 

Hipocampo Diminui Diminui NS Diminui Diminui 

Pet1a Mesencéfalo Diminui NS NS NS NS 

Lmx1b Mesencéfalo SL NS NS NS NS 

Hipocampo SL Diminui NS Diminui Diminui 

   SL, sem leitura; NS, não significativo. 
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Quadro 3: Quadro resumitivo dos resultados comportamentais observados na fase 

adulta. 

 

Teste 

Fundamento Fármacos 

 

 

 

Campo Aberto 

 D-Fen Fluoxetina p-CPA DPAT WAY 

Atividade 

Exploratória 

NS NS NS NS NS 

Ansiedade NS Tendência a 

Aumentar 

Aumenta NS Aumenta 

Estresse NS Aumenta NS NS NS 

Caixa Claro-

Escuro 

Ansiedade Aumenta Aumenta Diminui NS NS 

Labirinto em 

Cruz Elevado 

Ansiedade Aumenta NS NS Diminui Aumenta 

Suspensão pela 

Cauda 

Depressão Diminui Diminui Aumenta Diminui Aumenta 

NS, não significativo. 

 

6. DISCUSSÃO 

 No presente estudo, verificamos que diferentes manipulações do sistema 

serotonérgico durante o período neonatal promovem alterações importantes em 

diferentes genes associados com esse sistema, especialmente no hipocampo. Não 

obstante, também verificamos que essas manipulações farmacológicas causam uma 

programação psicobiológica da prole caracterizada por alterações no comportamento 

semelhante à ansiedade e à depressão na fase adulta. Em geral, fármacos que cursam 

com aumento da atividade do sistema serotonérgico promovem comportamento 

ansiogênico e antidepressivo. Todavia, manipulações diretas e específicas aos 

receptores 5HT1a parecem ser mais complexas e não refletem completamente as 

alterações comportamentais visualizadas no tratamento com os demais fármacos.  

6.1 Expressão Gênica. 

 Estudos de biologia molecular em animais geneticamente modificados 

identificaram vários fatores de transcrição importantes para a especificação e aquisição 

do fenótipo neuronal serotonérgico (GASPAR et al., 2003). Nos neurônios 

serotoninérgicos pós-mitóticos, foi evidenciado que os fatores Petl, Gata-3 e Lmx1b 

regulam a diferenciação e a sobrevivência dos neurônios serotonérgicos (SPENCER & 

DENERIS, 2017).  

 Em relação ao Pet-1, este gene possui um padrão de expressão restrito aos 

neurônios serotonérgicos em roedores, sobretudo àqueles localizados nos núcleos da 

rafe (SPENCER & DENERIS, 2017). Todavia, em humanos, Kriegebaum e 

colaboradores verificaram a expressão deste fator transcrição em várias regiões 

cerebrais não serotonérgicas, como locus coeruleus, núcleo caudado e putamen. Nessas 

últimas regiões, a expressão desse gene é maior que na ponte e no bulbo, que contêm 

núcleos de rafe.  Níveis de expressão baixos também foram detectados no córtex frontal, 

hipocampo, núcleo subtalâmico e substância negra (KRIEGEBAUM et al, 2010). 

  Camundongos nocaute para Pet1 exibem uma perda de 70% de neurônios 

serotonérgicos e uma redução de cerca de 85% na concentração de 5-HT em várias 
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regiões cerebrais. Além disso, nos neurônios serotonérgicos que ainda se mantém 

viáveis, ocorre redução bem significativas na expressão de TPH2, SERT e VMAT. 

Esses camundongos apresentam maior agressividade, bem como aumento do 

comportamento semelhante à ansiedade no campo aberto e labirinto em cruz elevado 

(HENDRICKS et al., 2003).  

 Um outro elegante trabalho publicado por Liu e colaboradores verificou que o 

silenciamento do Pet1a ainda no período pré-natal, após a formação dos neurônios 

serotonérgicos, é imprescindível para maturação desses neurônios, afetando aspectos 

hodológicos e eletrofisiológicos. O silenciamento do Pet1a na fase adulta também 

apresenta importantes consequências neurobiológicas. Os animais submetidos a esse 

paradigma experimental apresentam maior comportamento semelhante à ansiedade no 

teste do campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro-escuro. Além disso, 

ocorre redução dos níveis de 5-HT em regiões prosencefálicas, acompanhado de infra-

regulação de importante de genes associados com a função serotonérgica, como TPH2 e 

SERT (LIU et al., 2010). Mais recentemente, foi verificado que além da expressão da 

TPH2 e SERT, o Pet1a também modula a expressão de um grande números de genes 

associados com expressão de fatores de transcrição, receptores acoplados a proteína G, 

canais iônicos, transportadores, peptídeos,  proteínas de adesão, migração celular e 

transmissão sináptica (WYLER et al.,2016). 

 Várias observações indicam que a 5-HT, através da sua ligação aos receptores 5-

HT1A, modula a expressão do Pet1a. Por sua vez, o próprio Pet1a é capaz de regular e 

manter em níveis apropriados a expressão gênica do receptor 5-HT1A em neurônios 

serotonérgicos, caracterizando uma espécie de alça de retroalimentação negativa. 

Algumas observações reforçam essa ideia. Primeiro, em camundongos com deleção da 

TPH2 ou do receptor 5-HT1a, a expressão de Pet1a é significativamente reduzida nos 

núcleos de rafe rostral. Segundo, o tratamento com 5-HT reverte a descrita infra-

regulação desse fator de transcrição somente em camundongos com deleção da TPH2, 

mas não naqueles animais com deleção para 5-HT1a (KIM et al., 2014). Em terceiro 

lugar, estudos prévios identificaram pelo menos um sítio de ligação do Pet1a nas 

regiões reguladoras do gene que codifica o receptor 5-HT1a tanto humano quanto 

murino (FYODOROV et al., 1998; HENDRICKS et al., 1999). Esses dados podem 

indicar que Pet1a participa anteriormente ao 5HT1a em uma sinalização intracelular 

ainda não descrita.  

 Em nosso trabalho, foi verificado que o tratamento neonatal com D-Fen 3mg/kg 

causa uma significativa redução da expressão mesencefálica do fator de transcrição 

Pet1a, que é acompanhada por concomitante infra-regulação dos genes responsáveis 

pela codificação do SERT, do receptor 5-HT1a e do BDNF. Também houve uma 

tendência à redução da expressão gênica da TPH2. No hipocampo, também houve infra-

regulação da TPH2 e do BDNF, mas não do 5-HT1a. Esse resultado, em especial,  pode 

ser explicado por um trabalho publicado Massey e seus colegas, que demonstraram que 

a deleção do fator Pet1a afeta a expressão dos autorreceptores 5-HT1a, mas não dos 

heterorreceptores (MASSEY et al., 2013). Além disso, assim como em animais com 

deleção de Pet1a, os camundongos programados com D-Fen 3mg/kg também 

apresentam aumento do comportamento semelhante à ansiedade no teste da caixa claro-

escuro e labirinto em cruz elevado.  

 No que tange às ações referentes ao fator de transcrição LMX1b, sabe-se que 

esse gene também é crucial para o desenvolvimento não somente do sistema 
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serotonérgico, mas também do dopaminérgico. Ademais, também está envolvido na 

embriogênese de outros tipos de tecidos, sobretudo rins e sistema esquelético (DING et 

al., 2003). Deleções ou mutações desse gene cursam com osteo-onicodisplasia 

hereditária, glaucoma de ângulo aberto e displasia renal (DAI et al., 2009). Já em 

camundongos, a deleção desse gene afeta todos os neurônios serotonérgicos e outros 

tipos de células. Em geral, esses animais não sobrevivem ao período perinatal (ZHAO et 

al., 2006).  

 Diante desse fato, uma alternativa brilhante colocada em prática por Song e 

colaboradores foi a utilização de um modelo animal com deleção condicional de 

LMX1b somente em neurônios serotonérgicos que expressam Pet1a. Quando esses 

animais são tratados com tamoxifeno na fase adulta, ocorre o silenciamento da 

expressão do LMX1b. Nessa condição, há redução dos níveis de 5-HT quando 

comparados ao grupo controle. Além disso, também ocorre infra-regulação da expressão 

de TPH2, SERT e VMAT2 no DRN. Por outro lado, não há alterações os níveis de 

dopamina e norepinefrina, bem como da expressão AADC e Pet1 (SONG et al., 2011). 

Do ponto de vista comportamental, a inativação condicional do fator Lmx1b 

especificamente em neurônios serotonérgicos resulta em aumento da memória aversiva 

no teste de medo condicionado ao contexto (DAI et al., 2008). 

 Como dito anteriormente, o fator Pet1 regula a expressão tanto da TPH2 quanto 

do SERT. Mas no trabalho supracitado, a expressão desses genes não reflete 

necessariamente a de Pet1. Esse fato sugere que, pelo menos após o período fetal, a 

expressão do SERT e da TPH2  é mais sensível aos níveis de Lmx1b do que de Pet1a. 

Se analisarmos o padrão de expressão verificado em nossos protocolos experimentais, 

especialmente no hipocampo, é possível fortemente conjecturar que o fator Lmx1b 

possa regular diretamente não somente a expressão da TPH2 e SERT, mas também dos 

genes responsáveis pela codificação do receptor 5-HT1a e de BDNF.  

 O BDNF é uma proteína conhecida por modular a plasticidade neuronal, 

desempenhando um papel importante na regulação da neurotransmissão, na regeneração 

e sobrevivência neuronal. Embora BDNF e 5-HT pareçam fazer parte de sistemas de 

sinalização aparentemente distintos, essas duas substâncias interagem entre si para 

regular a neurogênese e plasticidade sináptica, sobretudo de circuitos neurais envolvidos 

em transtornos de humor, como depressão e ansiedade (MARTINOWICH & LU, 2008). 

 Tanto em modelos animais quanto em polimorfismos humanos, que estão 

associados com aumento da concentração extracelular de 5-HT, ocorre redução da 

expressão do RNAm que codifica precursores do BDNF (HOMBERG, et al., 2014). Em 

nosso trabalho, verificamos redução dos níveis de BDNF no hipocampo em todos os 

protocolos relacionados com aumento da neurotransmissão serotonérgica. Embora esses 

dados sejam opostos aos resultados obtidos com o tratamento crônico com ISRS na fase 

adulta, não podemos deixar de considerar que a modulação recíproca entre essas duas 

moléculas envolve diferentes fatores de transcrição durante a fase de desenvolvimento, 

tais como: Arnt2, CaRF, CREB, NFkB e, especialmente, o Npas4 (GUIDOTTI et al., 

2012; LUONI et al., 2013). Em modelos animais com deleção de SERT, a expressão de 

Npas4 se encontra reduzida, o que pode representar um dos mecanismos através dos 

quais o aumento da neurotransmissão serotonérgica promove transcrição deficiente de 

BDNF (GUIDOTTI et al., 2012). Por outro lado, apesar do tratamento neonatal com p-

CPA em nosso trabalho não ter afetado a expressão de BDNF, foi demonstrado 

recentemente que a depleção constitutiva de 5-HT através da inativação gênica da Tph2 
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está associada às anormalidades na formação de circuitos serotoninérgicos no 

hipocampo ventral, caracterizada por supra-regulação gênica do BDNF a partir de 10 

DPN (MIGLIARINI et al., 2013). 

 Considerando que os efeitos do 5-HT dependem da sua interação com seus 

diferentes receptores, a investigação de animais com anormalidades genéticas dos 

receptores seletivos para 5-HT pode ser uma útil ferramenta para estabelecer como essa 

amina biogênica modula a ação do BDNF. Indubitavelmente, os receptores da família 5-

HT1 são um dos mais importantes nessa modulação. Vale destacar que camundongos 

com deleção do receptor 5-HT1a apresentam redução da expressão proteica de BDNF 

na parte ventral do hipocampo, bem como uma menor fosforilação do receptor TrKB. 

(WU et al., 2012). Efeitos semelhantes, embora menos acentuados, foram obervados em 

animais com deleção do receptor 5-HT1b (SIBILLE et al., 2007). Não obstante, em 

cultivo de neurônios serotonérgicos da rafe mesencefálica, a suplementação do meio 

com 5-HT aumenta a expressão gênica do BDNF e do número de células que expressam 

marcadores serotonérgicos de uma maneira dose-dependente. Esse efeito foi 

farmacologicamente comprovado ser mediado pelo receptor 5-HT1a e pela a ativação 

do receptor TRKB (GALTER & UNSICKER, 2000). Também in vitro, foi verificado 

que 18 horas de exposição do meio ao BDNF foi suficiente para quase dobrar o número 

de neurônios serotonérgicos e o crescimento axonal. Esse efeito marcante foi associado 

com aumento da expressão dos genes que codificam TPH2, SERT e os receptores 5-

HT1a (RUMAJOGEE et al., 2002). 

 Levando em consideração esses estudos citados anteriormente, podemos sugerir 

a existência de uma alça de modulação autócrina ou parácrina para caracterização do 

fenótipo serotonérgico, também mediado pelo BDNF. Nesse caso, a ativação dos 

receptores 5-HT1a pela 5-HT promoveria o aumento da síntese de BDNF e, por 

conseguinte, a ativação do TRKB, o que por sua vez, possibilitaria a maturação do 

fenótipo serotoninérgico. Essa hipótese, juntamente com a infra-regulação do Pet1a e 

Lmx1b, poderia ajudar a entender as diferenças transcricionais observadas em nosso 

estudo.  

 Os dados expostos aqui também levantam algumas questões relevantes a 

respeito dos mecanismos pelos quais flutuações dos níveis de 5-HT são capazes de 

modular per se a expressão dos genes relacionados com o funcionamento da sua própria 

neurotransmissão. Além disso, não sabemos porque, pelo menos durante o período 

perinatal, esses mecanismos parecem ser mais preponderantes nos terminais sinápticos 

do que na região somatodendrítica. Muito provavelmente, essa diferença pode estar 

relacionada à diferença de distribuição celular e anatômica de auto e heterorreceptores 

5-HT1a, bem como pela ação da 5-HT em outros tipos de subfamílias de receptores. 

 Um outro ponto relevante é a semelhança do perfil transcricional entre agonistas 

e antagonistas 5-HT1a. Conjecturamos fortemente que o tratamento crônico com 8-OH-

DPAT promova dessensibilização dos receptores 5-HT1a. Assim, esse efeito 

exacerbaria a neurotransmissão serotonérgica de forma bem semelhante ao observado 

com o bloqueio farmacológico desses receptores ou com a administração de ISRS. 
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6.2 Avaliação Psicobiológica. 

 Há relativamente poucos trabalhos que abordam os efeitos de manipulações 

farmacológicas do sistema serotonérgico no período pós-natal. Devido a relevância 

clínica e translacional, a maioria dos dados contidos na literatura estão basicamente 

relacionadas com abordagens ainda no período pré-natal através do tratamento materno. 

Embora esse período seja importante morfologicamente, acreditamos que a janela de 

tratamento pós-natal tenha maior relevância fisiológica, sobretudo do ponto de vista 

neurocomportamental. 

 Durante as primeiras duas semanas após o parto, o cérebro apresenta elevada 

plasticidade. Partindo dessa premissa, alterações na biodisponibilidade de 

neurotransmissores podem promover comprometimento no desenvolvimento do SNC e, 

por conseguinte, predispor mudanças comportamentais na idade adulta (KEPSER & 

HOMBERG, 2015). O período entre o DPN 0 e 14 representa o estágio inicial do 

terceiro trimestre de gestação em humanos. Durante esse intervalo, o sistema 

somatossensorial começa a se desenvolver. Por essa razão, as manipulações 

farmacológicas nessa fase causam deficiências sensoriais severas, caracterizadas por 

déficits da sensibilidade tátil e dolorosa, além de redução da coordenação motora 

(BHANJA & MOHANAKUMAR, 2010; MICELI et al., 2013). Já o período entre DPN 

7 e 20 em roedores corresponde aproximadamente aos estágios tardios do 

desenvolvimento do fetal e aos primeiros dois a três anos de vida em humanos. Nessa 

fase, ocorre crescimento da massa cerebral, bem como na maturação da 

neurotransmissão monoaminérgica. Além disso, ocorre o processo normal de 

diferenciação sexual (MACIAG & COPPINGER, 2006; HANSSON et al., 1998). 

 Em geral, os fármacos mais utilizados em manipulações do sistema 

serotonérgico durante o período pós-natal são os ISRS. De acordo com Sarkar e 

colaboradores, o tratamento com fluoxetina do 2º ao 21° DPN promove comportamento 

ansiogênico no teste do campo aberto e no labirinto em cruz elevado, bem como 

aumento do comportamento semelhante à depressão no teste da natação forçada. 

Todavia, tais alterações foram totalmente revertidas com ketanserina, um antagonista 

seletivo do receptor 5-HT2a (SARKAR et al., 2014). De maneira semelhante, Ansorge e 

colegas trataram filhotes de camundongos com citalopram, clomipramina e fluoxetina 

do DPN 4 ao 21. Eles observaram que esses animais também tiveram aumento do 

comportamento semelhante à ansiedade em diferentes paradigmas experimentais na fase 

adulta (ANSORGE et al., 2008). No entanto, Karpova e colaboradores obtiveram 

resultados distintos dos demais autores supracitados. Além de não verificarem 

diferenças quanto ao comportamento de ansiedade, esse grupo ainda demonstrou que o 

tratamento neonatal com fluoxetina causou efeito antidepressivo em camundongos 

adultos, sendo que esse padrão comportamental foi revertido pelo próprio tratamento 

com fluoxetina na fase adulta (KARPOVA et al., 2009). Nesse nosso trabalho, tanto na 

programação com fluoxetina quanto na com d-fenfluramina, observamos efeitos 

ansiogênico e antidepressivo na fase adulta, o que converge parcialmente com os dados 

relatados em outros trabalhos. Ambos os protocolos cursam com aumento da 

neurotransmissão serotonérgica, o que indica que o excesso de 5-HT nesse período, é 

prejudicial, pois pode afetar circuitos neurais envolvidos com comportamentos afetivos.  

 Naturalmente, essas observações levantaram uma simples dúvida sobre quais 

seriam os efeitos da depleção serotonérgica durante o período perinatal na expressão dos 

comportamentos afetivos na fase adulta. De acordo com os nossos resultados, o 
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tratamento com p-CPA apresentam alterações no comportamento de ansiedade, 

caracterizados por redução na caixa claro-escuro e aumento no campo aberto. Além 

disso, foi observado um maior comportamento análogo à depressão no teste de 

suspensão pela cauda. Dessa forma, pelo menos em relação à depressão, a inibição 

enzimática da TPH2 apresenta efeitos opostos aos observados nos tratamentos que 

acentuam a neurotransmissão serotonérgica. Em relação a outros trabalhos presentes na 

literatura, o mais semelhante com a nossa abordagem foi realizado por Bortolato e sua 

equipe. Eles mostraram que o tratamento de camundongos do DPN 1 ao7 com p-CPA 

300 mg/kg não somente reduziu pela metade os níveis de 5-HT no encéfalo, mas 

também a causa de neofobia e aumento de agressividade. No entanto, não foram 

verificadas diferenças significativas no teste do campo aberto e labirinto em cruz 

elevado (BORTOLATO et al., 2013). Levando em consideração esses resultados e os do 

nosso estudo, nos questionamos se o tratamento com p-CPA é o melhor modelo para 

estudar depleção serotonérgica. Talvez, a associação desse tratamento com a restrição 

dietética de triptofano seja uma estratégia ainda mais eficiente e de maior relevância 

translacional. 

 Em relação às manipulações farmacológicas dos receptores 5-HT1a durante o 

período neonatal, verificamos que o tratamento com WAY 100135 e 8-OH-DPAT nesse 

período promovem alterações no comportamento de ansiedade e depressão. Embora o 

padrão de expressão gênica nos dois tratamentos seja bem semelhante, o perfil 

comportamental foi bem distinto.  

 Nossos dados apresentam forte consonância com o estudo de Vinkers e 

colaboradores. Nesse trabalho, também foi verificado que o bloqueio farmacológico dos 

receptores 5-HT1a durante o período pós-natal promove efeitos ansiogênicos 

duradouros. Esse perfil comportamental é bem semelhante aos observados em animais 

com deleção desse receptor (VINKERS et al., 2010). Não obstante, um outro elegante 

trabalho publicado por Gross e sua equipe evidencia o papel dos receptores 5-HT1a na 

expressão de comportamentos afetivos. Esse grupo provou que o silenciamento desse 

receptor no período perinatal promove aumento da ansiedade na fase adulta, também de 

forma muito semelhante ao observado em animais com deleção gênica para o receptor 

5-HT1a. Curiosamente, a mesma técnica de silenciamento realizado na fase adulta não 

foi capaz de alterar o perfil comportamental dos animais quando comparados ao grupo 

controle (GROSS et al., 2002). 

 A fim de explicar as alterações comportamentais obtidas em nosso trabalho, 

temos duas hipóteses não mutuamente excludentes. Enquanto a primeira envolve a 

modulação da 5-HT no sistema gabaérgico, a segunda está relacionada com o papel 

dessa amina biogênica no desenvolvimento de circuitos neurais responsáveis pelos 

comportamentos afetivos. 

 Para explicar o primeiro ponto, devemos ressaltar novamente que animais com 

deleção para SERT apresentam infra-regulação tanto para BDNF quanto para o fator de 

transcrição Npas (GUIDOTTI et al., 2012). Ambas moléculas estão envolvidas no 

desenvolvimento e maturação do sistema gabaérgico em regiões hipocampais e no 

córtex pré-frontal (LIN et al., 2008; SAKATA et al., 2009). Partindo de tais premissas, 

animais com deleção para SERT também apresentam alterações importantes do sistema 

gabaérgico, caracterizadas pela redução da expressão de importantes genes relacionados 

com esse sistema, tais como: Vgat, Gad 67, subunidades γ2 do receptor GABAA, bem 

como de proteínas de ligação ao cálcio específicas de subgrupos de neurônios 
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gabérgicos (GUIDOTTI et al., 2012). O bloqueio do receptor 5-HT1a durante o período 

perinatal aumenta a expressão das subunidades α1, α2 e α3 do receptor GABAA 

sobretudo no córtex pré-frontal (VINKERS et al., 2010). Nesse sentido, alterações do 

sistema gabaérgico em regiões límbicas e corticais em animais com disfunções da 

neurotransmissão serotonérgica poderiam contribuir para a expressão do perfil 

comportamental observado nesses modelos. 

 Quanto a nossa segunda hipótese, é bem conhecido que uma grande parte dos 

efeitos da 5-HT no desenvolvimento ocorrem durante períodos críticos da vida pós-

natal, em que os mecanismos dependentes da atividade serotonérgica modelam os 

circuitos neurais. Isto foi demonstrado pela primeira vez em circuitos 

somatossensoriais. Entretanto, mais recentemente, esse conceito foi ampliado aos 

circuitos de serotonérgicos na rafe e em regiões corticais (TEISSIER et al., 2017). Vale 

ressaltar que os heterorreceptores 5-HT1a são abundantemente expressos nessa região 

em pelo menos duas populações neuronais antagônicas: neurônios piramidais 

excitatórios e interneurônios inibitórios (SANTANA et al., 2004). Partindo desse 

pressuposto, alguns modelos de circuitos que destacam tais grupamentos neuronais são 

propostos para explicar os efeitos ansiogênicos e antidepressivos causados pela 

exacerbação da neurotransmissão serotonérgica. Segundo Albert e colaboradores, 

modelos animais em que os níveis de 5-HT encontram-se aumentados, a inibição 

mediada pelo receptor 5-HT1A é mais intensa nos interneurônios do que nos neurônios 

piramidais. Por conseguinte, ocorre uma hiperativação da atividade neuronal piramidal, 

resultando em ativação excessiva dos circuitos envolvidos com a resposta de ansiedade 

(Holmes, 2008). Por outro lado, a ativação desses neurônios piramidais está relacionada 

com efeitos antidepressivos. Além disso, em situações em que há níveis elevados de 5-

HT, outros receptores são recrutados, como o 5-HT2a, para ativar os neurônios 

piramidais e inativar a sinalização inibitória evocada pelo receptor 5-HT1a (ALBERT et 

al., 2014). Dessa forma, acreditamos que alterações na transmissão serotonérgica 

durante o período perinatal podem alterar os circuitos de ansiedade e depressão 

modulado por esses dois grupos neuronais, que também se encontram no hipocampo e 

amígdala. No entanto, mais estudos são necessários para elucidar os mecanismos 

regulatórios envolvidos. 
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7. CONCLUSÕES 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que: 

 A extrusão de 5-HT durante o período neonatal através do tratamento com d-

fenfluramina reduz a expressão mesencefálica dos genes 5-HT1a, SERT, 

BDNF e Pet1a, bem como a expressão de TPH2 e BDNF no hipocampo. 

Dessa forma, acreditamos que esse tratamento afeta o desenvolvimento 

ontogênico de sistemas cerebrais envolvidos com respostas afetivas, 

promovendo ansiogênese e comportamento antidepressivo na fase adulta. 

 A inibição da recaptação de 5-HT durante o período neonatal através do 

tratamento com fluoxetina aumenta a expressão gênica de TPH2 no 

mesencéfalo, mas diminui a expressão de TPH2, 5HT1a, SERT, BDNF e 

Lmx1b no hipocampo. Dessa forma, acreditamos que esse tratamento afeta o 

desenvolvimento ontogênico de sistemas cerebrais envolvidos com respostas 

afetivas, promovendo ansiogênese e comportamento antidepressivo na fase 

adulta. 

 A inibição irreversível da TPH2 durante o período neonatal através do 

tratamento com p-CPA aumenta a expressão gênica de 5-HT1a no 

mesencéfalo. Dessa forma, acreditamos que esse tratamento afeta o 

desenvolvimento ontogênico de sistemas cerebrais envolvidos com respostas 

afetivas, promovendo ansiólise  e aumento do comportamento semelhante á 

depressão na fase adulta. 

 A ativação dos receptores 5-HT1a durante o período neonatal através do 

tratamento com 8-OH-DPAT aumenta a expressão gênica da TPH2 e do 

próprio receptor 5-HT1a no mesencéfalo, mas reduz a expressão hipocampal 

de TPH2, 5HT1a, SERT, BDNF e Lmx1b. Dessa forma, acreditamos que esse 

tratamento afeta o desenvolvimento ontogênico de sistemas cerebrais 

envolvidos com respostas afetivas, promovendo ansiólise e comportamento 

antidepressivo na fase adulta. 

 O bloqueio dos receptores 5-HT1a durante o período neonatal através do 

tratamento com WAY 100135 aumenta a expressão mesencefálica de TPH2, 

do próprio receptor 5-HT1a e do SERT, mas reduz a expressão gênica de 

TPH2, 5HT1a, SERT, BDNF e Lmx1b no hipocampo. Dessa forma, 

acreditamos que esse tratamento afeta o desenvolvimento ontogênico de 

sistemas cerebrais envolvidos com respostas afetivas, promovendo 

ansiogênese e aumento do comportamento semelhante á depressão na fase 

adulta. 
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