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Resumo 

  Vários estudos mostram que exposição ao estresse crônico induz alterações na 
nocicepção. Essas alterações são dependentes de vários fatores. Por exemplo, há 
diversos trabalhos que sugerem que hormônios gonadais, incluindo o estradiol, possam 
modular respostas nociceptivas em diferentes fases do ciclo estral em ratas. Os efeitos 
sobre as respostas nociceptivas induzidas por estresse e por estradiol possivelmente 
envolvem mudanças neuroquímicas em regiões do sistema nervoso central, como a 
medula espinhal. O glutamato é de fundamental importância na sinalização nociceptiva. 
Além disso, a transmissão glutamatérgica poder ser regulada por hormônios do estresse e 
estradiol, e seu desequilíbrio pode induzir um estado de estresse oxidativo. Partindo do 
exposto acima, nosso objetivo foi (1) avaliar o envolvimento do estresse repetido e da 
reposição com estradiol em ratas ovariectomizadas sobre a nocicepção, utilizando a 
medida da latência de retirada de cauda antes e após a exposição a sabores palatáveis 
(doce) e não palatáveis (ácido); (2) avaliar o envolvimento do estresse crônico e da 
reposição com estradiol em ratas ovariectomizadas sobre a liberação e captação de 
glutamato em sinaptossomas de medula espinhal; e (3) avaliar o envolvimento do 
estresse crônico e da reposição com estradiol em ratas ovariectomizadas sobre 
parâmetros de estresse oxidativo. Primeiro, ratas Wistar foram ovariectomizadas (OVX) e 
divididas em 2 grupos: com reposição de estradiol e veículo (óleo de girassol), e então 
subdivididas em 2 grupos: submetidas ao estresse crônico (contenção durante 40 dias, 5 
dias/semana, 1h/dia), e controles (sem estresse), resultando nos seguintes grupos 
experimentais: CO (controle-óleo); CH (controle-hormônio); EO (estresse-óleo) e EH 
(estresse-hormônio). Após o período de estresse crônico foi avaliada a medida da latência 
de retirada de cauda (basal) e após a exposição aos sabores doce (Froot Loops) e ácido 
(ácido acético 5%). Verificamos que houve interação entre o tratamento com estradiol e a 
exposição ao sabor doce, aumentando o limiar nociceptivo, porém não houve diferença na 
medida da latência basal. Houve efeito do ácido aumentando o limiar nociceptivo em 
todos os grupos e houve interação significativa entre o estresse crônico e a exposição ao 
ácido, potencializando o aumento do limiar nociceptivo nos grupos estressados. Vinte e 
quatro h após a última sessão de estresse as ratas foram decapitadas e a medula 
espinhal dissecada, sendo verificado a captação de liberação de glutamato em 
sinaptossomas. Houve um aumento da captação de glutamato nas ratas com reposição 
de estradiol e uma diminuição nos animais submetidos ao estresse crônico. Observou-se 
também um aumento da expressão dos transportadores de glutamato analisados por 
western blot (GLAST, GLT1 e EAAC1) no grupo EO, sem efeito do estresse sobre a 
expressão desses transportadores. Não houve diferença significativa na liberação de 
glutamato. No que concerne a avaliação do estresse oxidativo, houve uma diminuição do 
potencial antioxidante total (TRAP) e um aumento da atividade da superóxido dismutase 
(SOD) naqueles animais submetidos ao estresse crônico (EO e EH). Além disso, os 
grupos com reposição de estradiol (CH e EH) apresentaram uma diminuição da atividade 
da enzima glutationa peroxidase (GPx). Não houve diferença na lipoperoxidação 
analisada pelo teste de TBARS. Os resultados acima sugerem que o estradiol module a 
resposta nociceptiva ao sabor doce. O ácido acético foi capaz de induzir antinocicepção, e 
esse efeito foi potencializado pelo estresse. Os resultados sobre a captação de glutamato 
sugerem um possível efeito neuroprotetor da reposição com estradiol, aumentando a 
captação de glutamato pela diminuição de seus transportadores. Em contraste, o estresse 
crônico diminui a captação de glutamato. Além disso, o estresse crônico diminuiu defesas 
antioxidantes e aumenta a atividade da enzima SOD, talvez por um aumento da formação 
de íons superóxidos. Com isso, tanto a exposição ao estresse crônico como o tratamento 
de reposição de estradiol parecem induzir mecanismos plásticos na medula espinhal. 
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1- Introdução 

 

 Desde o pioneiro trabalho do austríaco Hans Selye: “What is stress” (1936), 

o uso da palavra stress tornou-se popular em todo o mundo, tanto na literatura 

médico – científica quanto na sociedade em geral (Karel, 2001; Korte, 2005).  A 

palavra stress, no início do século 20, foi retirada de estudos da Física, onde era 

usada para definir um grau de deformidade sofrido por um material sólido quando 

submetido a um esforço ou tensão (Strain). Popularmente, o termo é utilizado em 

relação a qualquer fator que possa virtualmente causar alguma doença em 

animais, inclusive em humanos. 

 A maioria dos cientistas interpreta o estresse como uma situação onde o 

eixo hipotálamo- hipófise- adrenal está respondendo com elevados níveis de 

ACTH e glicocorticóides (Ganong, 1995). Outros sugerem que a ativação de 

outros sistemas com ou sem elevação de ACTH podem refletir um distúrbio à 

homeostase induzido por estressores (Karel, 2001). 

 

1.1- Definição de Estresse 

 

Walter Cannon (1929, 1939) foi o primeiro a introduzir o termo 

”homeostase” para descrever “um conjunto de processos fisiológicos coordenados 

os quais mantêm a maioria dos estados de repouso do organismo”.  Ele ressaltou 

a importância do sistema nervoso simpático como um sistema essencial na 

manutenção da homeostase após distúrbios induzidos por agentes aversivos 



 xi

promovendo a sobrevivência do organismo. Contudo, ele nunca utilizou o termo 

estresse. 

Como citado acima, somente em 1936 o termo stress foi popularizado por 

Selye por meio de uma carta publicada na revista Nature. Baseado em uma tríade 

patológica descrita como hipertrofia das adrenais, ulceração gastrointestinal e 

involução timicolinfática, provavelmente causada por uma série de estressores, 

Selye (1936) formulou sua teoria do estresse na qual enfatiza que o organismo 

reage a qualquer tipo de situação aversiva com respostas fisiológicas 

generalizadas introduzindo, desse modo, a “síndrome do estresse”. Esse autor 

focou principalmente o eixo Hipotálamo – Pituitária - Adrenal (HPA) como chave 

efetora na resposta ao estresse. Ele considerou o córtex da adrenal “um órgão de 

integração, o qual participa dos estados fisiológicos normais e patológicos de 

virtualmente todos os tecidos do organismo”.   

Selye também introduziu o conceito - “síndrome da adaptação geral”, 

determinado por três estágios sucessivos: o de alarme, onde o agente estressor 

seria notado; o de resistência, no qual o organismo estaria combatendo o agente 

nocivo; e o de exaustão, que representaria o esgotamento do organismo por 

responder a um agente aversivo durante um tempo prolongado.  

Recentemente, McEwen (1998) introduziu o termo Alostase na pesquisa 

relacionada ao estresse, no qual refere-se à habilidade do organismo em manter 

estável seu estado fisiológico geral perante mudanças induzidas por estressores. 

Essa estabilização recrutaria a produção de vários mediadores como esteróides 

das adrenais, catecolaminas, citocinas, mediadores teciduais e, recentemente, a 

regulação gênica de receptores de glicocorticóides (GCs), modulando as 
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respostas ao estresse no sistema nervoso central (SNC) (Keith et al., 2005). Por 

exemplo, sobre situações de exposição a um estresse crônico, um conjunto de 

respostas são iniciadas levando a mudanças adaptativas (alostase).  

 

1.2- Estresse e Nocicepção 

 

O Sistema Nervoso apresenta a capacidade de alterar seu funcionamento 

diante de situações novas, ou da repetição de situações semelhantes, o que 

chamamos de plasticidade. Entre os diferentes fenômenos de plasticidade neural 

estão as alterações plásticas sofridas pelo sistema nervoso frente a estímulos 

estressantes. Em relação aos efeitos da exposição do estresse crônico, incluem-

se as alterações na nocicepção. Dados prévios do laboratório indicam que ratos 

machos estressados cronicamente por contenção apresentam diminuição na 

latência de retirada da cauda em resposta a um estímulo térmico nocivo (tail-flick), 

caracterizando uma resposta hipernociceptiva, tanto na medida basal quanto após 

exposição à imobilização (Gamaro et al., 1998).  Assim, sabemos que a exposição 

repetida a estressores induz hipernocicepção em ratos (Gamaro et al., 1998). 

Embora os mecanismos responsáveis por esse efeito não estejam bem 

determinados, acreditamos que possa ser modulado por diferentes 

neurotransmissores e por hormônios (Torres et al., 2002; 2003; Fontella et al., 

2004), e possivelmente também por hormônios sexuais, visto que esses efeitos 

apresentam-se diferentes em machos e em fêmeas (Gamaro et al., 1998; Torres 

et al., 2002).  
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Existem evidências de que a expressão da nocicepção seja modulada de 

maneira diferente segundo o sexo dos animais (Bodnar et al., 1988; Kavaliers e 

Innes, 1987, 1992; Romero e Bodnar, 1986; Romero et al., 1987). Além disso, 

diferenças no número e distribuição de receptores opióides centrais em machos e 

em fêmeas têm sido relatadas (Hammer, 1990; Dantas, 2005). Isto resulta na 

possibilidade de diferenças em uma variedade de componentes associados com a 

regulação da nocicepção. Conforme colocado acima, o estresse repetido por 

contenção em machos induz hipernocicepção, enquanto não foram observados 

efeitos do estresse em fêmeas sem controle do ciclo estral (Gamaro et al., 1998). 

É importante observar que o limiar nociceptivo pode variar em fêmeas em 

diferentes fases do ciclo estral (Martinez-Gomez et al., 1994). Aparentemente, 

quando essas respostas são homogeneizadas por meio de ovariectomia, pode-se 

observar hipernocicepção após estresse repetido (Fontella et al., 2004).  

No que concerne as respostas nociceptivas ao estresse crônico, é 

interessante observar que ratos machos estressados apresentam diferentes 

respostas nociceptivas após exposição a sabores agradáveis e desagradáveis, 

quando comparados com os controles (Fontella et al., 2004). Não se sabe como 

as fêmeas estressadas repetidamente respondem a esses estímulos relacionados 

a sabores. 

Os mecanismos pelos quais a hipernocicepção é induzida nesses animais 

estressados não estão bem determinados. Diferentes mecanismos foram sugeridos, 

como alteração no sistema opióide (Torres et al., 2003), por exemplo, diminuição na 

densidade de receptores opióides na medula espinhal, além de outras estruturas 

como hipocampo e córtex (Dantas et al., 2005), ou alterações na hidrólise de 
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nucleotídeos da adenina (Torres et al., 2002), mostrando o envolvimento do sistema 

adenosinérgico sobre as variáveis estresse e nocicepção. Essas observações nos 

dão um panorama parcial dos efeitos do estresse repetido sobre a neuromodulação 

na medula espinhal. 

Entre os mecanismos potencialmente capazes de levar a um estado 

hipernociceptivo, está uma maior ativação do sistema glutamatérgico na medula 

espinhal, podendo esse estar sendo influenciado pelos efeitos do estresse e de 

hormônios gonadais, como o estradiol. 

 

1.3- Nocicepção e Estradiol 

 

 O estradiol age na regulação de diferentes funções do encéfalo, incluindo 

aquelas que controlam a secreção de gonadotrofinas e o comportamento sexual 

feminino (Craft et al., 2004). Também está envolvido na regulação da nocicepção 

e da analgesia. Contudo, a extensão de seus efeitos e os mecanismos pelos quais 

atua na sensibilidade dolorosa não são ainda completamente conhecidos (Craft et 

al., 2004).  

Diferentes estudos têm analisado a sensibilidade dolorosa durante o ciclo 

estral; contudo existem inconsistências no achados (Frye et al., 1992). Verificou-se 

que durante a noite do proestro, quando os níveis de estradiol e progesterona 

estão diminuindo, as latências no teste de retirada de cauda são reduzidas quando 

comparadas ao metaestro (Frye et al., 1992). Outros autores não observaram 

diferenças significativas na nocicepção durante o ciclo estral das ratas (Ryan e 

Meyer, 1988). Esses diferentes achados podem ser explicados talvez pelos 
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diferentes protocolos aplicados. Além disso, animais ovariectomizados tratados 

com estradiol apresentam aumento da sensibilidade dolorosa, com maior 

amplitude entre 1 e 3 dias de tratamento (Forman et aI., 1985). A hiperalgesia 

resultante pode ser devida a alterações nos níveis de β-endorfina no hipotálamo e 

nos receptores opióides (Forman et aI., 1985).  

O aumento dos receptores Kappa opióides também tem sido sugerido para 

explicar a sensibilidade dolorosa elevada durante a administração de estradiol 

(Wilkinson et aI., 1985). Receptores ao estradiol não estão presentes somente em 

estruturas supraespinhais mas também em camadas da medula espinal dorsal, ou 

seja, áreas do SNC onde ocorre o processamento inicial da sensibilidade 

dolorosa. Neurônios encefalinérgicos no corno dorsal superficial da medula 

espinhal são componentes essenciais do sistema inibitório da sensibilidade 

dolorosa endógena, mediando a inibição de células responsáveis por estímulos 

nociceptivos (Ma et aI., 1997). Por outro lado, a administração subcutânea de 

estradiol em ratas ovariectomizadas aumenta a transcrição do gene para a 

encefalina na medula espinhal (Amandusson et aI., 1999), em contraste com a 

redução desse peptídeo em ratas ovariectomizadas sem reposição do hormônio. 

 

1.4- Nocicepção e Glutamato 

 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso 

central. Evidências provenientes das últimas décadas indicam que esse 

aminoácido tem um papel crucial no processo nociceptivo. Glutamato e seus 
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receptores estão localizados em áreas do encéfalo e medula espinhal que estão 

envolvidas com a transmissão e sensação dolorosa (nociceptiva). O glutamato 

atua em vários tipos de receptores (Cyr et al., 2001), incluindo ionotrópicos 

(acoplado a canais iônicos) e metabotrópicos (acoplado a proteínas G, ativando 

cascatas de segundos mensageiros). Receptores ionotrópicos incluem aqueles 

que são seletivamente ativados por N-metil-D-aspartato, alfa-amino-3-hidroxi-5-

metiloxazole-4-propiônico e kainato. Receptores do tipo metabotrópico para o 

glutamato são classificados em três grupos, com base em uma seqüência de 

homologia, mecanismos de transdução de sinal e farmacologia de receptores. 

O glutamato também interage com o sistema opióide (Niederberger et al., 

2003); a co-administração sistêmica ou intratecal de antagonistas glutamatérgicos 

junto a opióides pode aumentar a analgesia e, além disso, reduzir o 

desenvolvimento da tolerância e da dependência opióide (Chiao et al., 2004).  

As ações do glutamato no encéfalo têm se mostrado muito complexas. 

Ativações de receptores de glutamato em algumas áreas encefálicas têm se 

mostrado como pró-nociceptivas (e.g. tálamo, núcleo trigeminal) (Cyr et al., 2001), 

embora a ativação de receptores glutamatérgicos em outras regiões encefálicas 

evidencia-se como antinociceptiva (e.g. substância cinzenta periaquedutal, medula 

oblonga ventrolateral (Fundytus et al., 2002). A aplicação de glutamato ou 

agonistas seletivos para um tipo específico de receptores glutamatérgicos em 

estruturas do Sistema Nervoso Periférico (SNP) e do Sistema Nervoso Central 

(SNC), como medula espinhal, induz comportamentos nociceptivos (Niederberger 

et al., 2003). A inibição da liberação de glutamato ou o bloqueio de receptores 
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glutamatérgicos, na medula espinhal ou SNP atenua dores agudas e crônicas em 

modelos animais. Benefícios similares têm sido vistos em estudos envolvendo 

humanos (pacientes e voluntários); todavia, esses resultados mostram-se 

inconsistentes (Fundytus et al., 2002). Esse neurotransmissor tem sido implicado 

na manutenção de estados de hipersensibilidade na medula espinhal em relação a 

estímulos nociceptivos (Niederberger et al., 2003). 

O glutamato é liberado a partir de vesículas na fenda sináptica e, em excesso, 

pode causar excitotoxicidade, de modo que sua recaptação é crucial para uma 

comunicação sináptica eficiente e prevenção da neurotoxicidade. Após a exposição 

ao estresse repetido, observou-se que a captação de glutamato por terminais 

sinápticos estava aumentada em hipocampo, assim como a liberação basal 

(independente de despolarização) de glutamato (Fontella et al., 2004). É 

interessante verificar se tais alterações podem ser observadas em medula espinhal, 

o que poderá explicar, pelo menos em parte, as alterações nociceptivas observadas 

em ratas estressadas repetidamente em comparação com controles, com e sem 

reposição com estradiol.  

 

1.5- Estresse Oxidativo 

 

Nos últimos anos, têm aumentado as evidências de que as espécies 

reativas de oxigênio (EROs) estão envolvidas em dano tecidual, como resultado 

de uma grande variedade de insultos. Essas substâncias incluem peróxido de 

hidrogênio e outras formas químicas conhecidas como radicais livres. Estes 

últimos são fortemente oxidantes e apresentam pelo menos um elétron 
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desemparelhado, geralmente no orbital mais externo (Meneghini, 1987). Portando, 

“Radical Livre” (RL) é qualquer espécie química (átomo ou molécula) capaz de 

existência independente, que possua um ou mais elétrons desemparelhados em 

qualquer orbital, normalmente no orbital mais externo (Halliwell e Gutteridge, 

1984). Exemplos são o ânion superóxido, os radicais hidroxila e peroxila, os quais 

são produzidos a partir de muitas reações normais e essenciais dos processos 

biológicos (Halliwel e Cross, 1994). 

  A principal fonte de EROs é o metabolismo oxidativo mitocondrial , a partir 

de reações enzimáticas envolvendo uma função mista de oxidação e de auto-

oxidação de pequenas moléculas. As EROs são formadas, por exemplo, durante o 

processo da respiração celular, quando o oxigênio (O2) é transformado em água 

(H2O) pela citocromo oxidase, recebendo quatro elétrons de uma só vez. Devido à 

configuração eletrônica do O2, ele possui a tendência de receber um elétron de 

cada vez. Assim, ocorre a formação de compostos intermediários altamente 

reativos, como o radical superóxido (O2•-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 

radical hidroxila (OH•). Reações de oxidação de função mista também ocorrem no 

citoplasma, membrana plasmática e nuclear, retículo endoplasmático e 

peroxissomas (Simonian e Coyle, 1996). 

As EROs são altamente reativas e capazes de danificar muitas 

macromoléculas como ADN, ARN, proteínas e lipídios (Allen, 1993). Uma 

conseqüência particular dos ataques mediados pelas EROs é o acúmulo de 

macromoléculas danificadas oxidativamente, que acabam levando, se não forem 
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removidas in vivo em tempo, a mutações genéticas e senescência celular 

(Harman, 1992). 

Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação de EROs, porém a 

membrana é um dos mais atingidos em decorrência da peroxidação lipídica, que 

acarreta alterações na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares 

(Mello Filho et al., 1983). Conseqüentemente, há perda na seletividade da troca 

iônica, liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos 

lisossomos, e formação de produtos citotóxicos (como o malondialdeído), 

culminando na morte celular (Hershko, 1989). A lipoperoxidação é uma reação em 

cadeia, representada pelas etapas de iniciação, propagação e terminação. Estas 

etapas são apresentadas nas reações abaixo (Figura 1), onde L representa o 

lipídio (Gardês-Albert et al., 1991). 

 

          LH + OH• (ou LO•)                      →      L•+ H20 (ou LOH)    Iniciação 

          L• + O2                                         →     LOO•                        Propagação 

          LH + LOO•                                  →      L• + LOOH               Propagação 

          LOO• + L•                                   →    LOOL                       Terminação 

          LOO• + LOO•                             →    LOOL + O2               Terminação 

          Figura 1: Etapas da reação em cadeia da peroxidação lipídica. 

 

A reação acima inicia-se com o seqüestro do hidrogênio do ácido graxo 

poliinsaturado (LH) da membrana celular. Tal seqüestro pode ser realizado pelo 

OH• ou pelo LO• (radical alcoxila), com conseqüente formação de L• (radical 



 xx

lipídico). Na primeira equação de propagação, o L• reage rapidamente com o 02, 

resultando em LOO• (radical peroxila), que, por sua vez, seqüestra novo 

hidrogênio do ácido graxo poliinsaturado, formando novamente o LOO• na 

segunda equação de propagação. O término da lipoperoxidação ocorre quando os 

radicais (L• e LOO•) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruírem 

a si próprios.  

A lipoperoxidação também pode estar associada aos mecanismos de 

envelhecimento, ao câncer e à exacerbação da toxicidade de xenobióticos (Shan 

et al.,1990). Cabe ressaltar que, assim como na formação de EROs, nem sempre 

os processos de lipoperoxidação são prejudiciais, pois seus produtos são 

importantes na reação em cascata a partir do ácido araquidônico (formação de 

prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatória (Halliwell e Gutteridge, 

1990). Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (Ross e Moldeus, 

1991). 

Uma diversidade de sistemas antioxidantes, tanto enzimáticos como não-

enzimáticos, funciona para controlar os níveis excessivos de EROs (Halliwell e 

Cross, 1994). Uma célula geralmente é capaz de manter o balanço apropriado 

entre oxidantes e antioxidantes em condições normais. Quando esse balanço é 

perturbado e se modifica, devido ao aumento nos oxidantes ou por diminuição nos 

antioxidantes, a célula toma-se mais susceptível a injúrias, como trauma, por 

exemplo (Sies, 1997). Estresse oxidativo, portanto, se refere às conseqüências 

citopatolágicas do desequilíbrio entre produção de radicais livres e a habilidade da 

célula de se defender contra eles.  
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Antioxidante é qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações, comparadas às de um substrato oxidável, retarda ou inibe 

significativamente a oxidação desse substrato enzimático ou não-enzimático 

(Halliwell & Gutteridge, 1999). Na lipoperoxidação (LPO), antioxidantes podem 

atuar diminuindo as concentrações localizadas de O2, podem prevenir a iniciação 

por ação de "scavenger" sobre radicais iniciadores como o hidroxil e também 

podem se ligar a íons metálicos (quelantes), impedindo a geração de espécies 

iniciadoras ou não decompondo lipídios peróxido a radicais alcoxila e peroxila. Os 

antioxidantes também podem decompor peróxidos, convertendo-os em produtos 

não-radicais como álcoois (glutationa peroxidase) ou, ainda, podem neutralizar 

radicais intermediários como peroxila e alcoxila, prevenindo a propagação. Neste 

caso são chamados "quebradores de cadeia", pois impedem a reação em cadeia 

resultante da lipoperoxidação; esses normalmente são fenóis e aminas 

aromáticas. 

Para proteger as células contra o dano oxidativo ocasionado por oxidantes 

produzidos durante o metabolismo do oxigênio, enzimas antioxidantes constituem 

um importante sistema de defesa para neutralizar as prejudiciais EROs in vivo. A 

superóxido dismutase (SOD), incluindo a MnSOD na mitocôndria e a CuZnSOD no 

citosol, rapidamente converte o ânion superóxido (02•-) em peróxido de hidrogênio 

(H2O2). Catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) podem decompor H2O2 a 

água (Cabalas-Picot et aI.,1992). A catalase catalisa a reação: 

 

2H2O2      →     2H2O+ O2 
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As peroxidases apresentam como reação geral: 

 

SH2 + H2O2  →  S + 2H2O, onde SH2 é o substrato que foi oxidado. 

 

Alguns fatores que diminuem as atividades das enzimas antioxidantes 

levam ao acúmulo de EROs e, subseqüentemente, a dano oxidativo a 

macromoléculas biológicas (Cabalas-Picot et al., 1992). 

O radical hidroxila (OH•) pode ser formado a partir da reação do ânion 

superóxido com o peróxido de hidrogênio em presença de íons divalentes de 

metais de transição (reação de Haber-Weiss), pela reação de Fenton ou, ainda, a 

partir do óxido nítrico. Na Figura 2, estão expressas algumas reações importantes 

do ponto de vista de produção de EROs e de defesa celular enzimática. 

Além dos sistemas de defesa enzimática acima citados, existe um sistema 

de interceptação dos radicais formados, que vem a ser um sistema de defesa não 

enzimático. Neste caso, ocorre a desativação e destruição das EROs, impedindo a 

oxidação posterior de outras moléculas. As substâncias envolvidas nesse tipo de 

defesa são denominadas "scavengers", uma vez que elas se ligam com um radical 

livre, formando um não-radical ou um radical menos lesivo. "Scavenger" é uma 

substância que neutraliza a ação dos RL na fase de iniciação ou propagação da 

lipoperoxidação (LPO), formando produtos (radicais) menos tóxicos. O sistema de 

defesa não-enzimático é composto de antioxidantes lipofílicos (tocoferóis, 

carotenóides, flavonóides) e de antioxidantes hidrofílicos (ascorbato, glutationa, 

indóis, catecóis) (Sies e Murphy, 1991). É nesse sistema de defesa (não-
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enzimático) que se enquadram os estrógenos. Eles agem como "scavenger" de 

RL, uma vez que são terminadores da reação de oxidação em cadeia dos RL, 

suprimindo a peroxidação tanto in vivo como in vítro (Niki e Nakano, 1990). 

 

 

 

 

Figura 2: Reações importantes para a produção e defesa de radicais livres em 

neurônios (www.merckbiosciences.co.uk/htlm/cbc/oxidative).  

 

O estresse oxidativo está envolvido em doenças neurodegenerativas como 

a doença de Alzheimer, a esclerose amiotrófica lateral e a doença de Parkinson 

(Simonian e Coyle, 1996; Richardson, 1993; Ben-Shachar e Riederer, 1991). 

EROs também estão envolvidas na injúria causada pela isquemia por reperfusão 
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(Braughler e Hall, 1989), no envelhecimento (Ames et aI., 1993), nos efeitos 

induzidos pela exposição ao estresse crônico (Manoli et aI., 2000) e no 

envolvimento de processos nociceptivos (Guedes et al., 2006)  

 

1.6- Estresse e EROs 

 

Vários estudos têm mostrado que o estresse é acompanhado pela ativação 

de processos mediados por radicais livres, particularmente a peroxidação lipídica. 

(Sudakov e Sosnovsky, 1996). Esse evento pode danificar membranas celulares e 

interferir com a atividade das enzimas associadas às membranas. Esse processo 

é normalmente interrompido pela presença de sistemas antioxidantes enzimáticos 

e não-enzimáticos. Além disso, Fontella e colaboradores (2005) demonstram que 

o estresse por imobilização induz a formação de espécies reativas de oxigênio, 

levando ao prejuízo das defesas antioxidantes, ocasionando dano oxidativo e 

mudança considerável no balanço entre fatores oxidativos e antioxidantes no 

encéfalo. 

Uma exposição prolongada aos glicocorticóides (GCs) no estresse crônico, 

como já relatado, pode gerar diversos efeitos deletérios, incluindo dano aos 

neurônios, além de acelerar o processo de envelhecimento (Sapolsky, 2004). A 

grande variedade de insultos relacionados com os GCs indicam um desvio de uma 

ou mais vias celulares fundamentais. As características comuns bem conhecidas 

dos insultos que são exacerbados pelos GCs incluem desvio e diminuição da 

energia celular, problemas na homeostasia do cálcio e ativação da cascata de 

aminoácidos excitatórios (McEwen, 1992; Sapolsky, 1994). Todas essas 
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características estão relacionadas com um aumento na geração de EROs, que 

podem diretamente danificar proteínas celulares, ADN e lipídios, afetando, assim, 

todas as funções celulares. 

Os GCs, além de estarem envolvidos no aumento das EROs, também 

afetam enzimas antioxidantes em tecidos expostos a eles, tanto em um nível basal 

quanto na presença de um estressor oxidativo (McIntosh et al., 1998). 
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2- Objetivos: 

 

 2.1- Objetivos Gerais: 

 

De acordo como o exposto acima, a presente dissertação de mestrado teve 

como objetivos gerais pesquisar a influência do estresse crônico repetido por 

contenção e da reposição com estradiol sobre a nocicepção, sobre a transmissão 

glutamatérgica e sobre o estresse oxidativo na medula espinhal em ratas 

ovariectomizadas. 

 

              2.2 - Objetivos Específicos: 

 

2.2.1- verificar o efeito do estresse repetido por contenção sobre a resposta 

nociceptiva em fêmeas ovariectomizadas com e sem reposição com estradiol após 

estímulos agradáveis (sabor doce) ou desagradáveis (sabor ácido); 

 

2.2.2- verificar o efeito do estresse repetido por contenção sobre a liberação de 

glutamato por sinaptossomas de medula espinhal e sobre a captação de glutamato 

por sinaptossomas de medula espinhal, como também investigar a expressão de 

transportadores de glutamato: transportador de glutamato e aspartato (GLAST), 
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transportador de glutamato tipo 1 (GLT1) e carreador de aminoácidos excitatórios 

tipo 1 (EAAC1) em fêmeas ovariectomizadas com e sem reposição com estradiol; 

 

2.2.3- estudar o efeito do estresse repetido por contenção em fêmeas 

ovariectomizadas  com e sem reposição com estradiol sobre parâmetros do estresse 

oxidativo em medula espinhal. Para isso, os seguintes parâmetros foram analisados:  

 

 

Ensaios não-enzimáticos: 

     2.2.4-TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Potential), potencial   

antioxidante total;  

 

2.2.4- TBARs (Thiobarbituric Acid–Reactive Substances), ensaio de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico, o qual avalia a lipoperoxidação. 

 

Ensaios enzimáticos: 

2.2.5- Atividade da superóxido dismutase (SOD); 

 

2.2.6- Atividade da glutationa peroxidase (GPx). 

 

 



 xxviii

 

3- Materiais e Métodos 

 

3.1. Animais: 

 

Foram utilizadas ratas Wistar adultas (60 dias). Os animais, provenientes do 

Biotério do Departamento de Bioquímica da UFRGS, foram mantidos em caixas-

moradia, confeccionadas em "plexiglas", medindo 41 x 34 x 16 cm, com assoalho 

recoberto de serragem. Os animais foram submetidos a um ciclo normal claro/escuro 

de 12 horas (luzes acesas das 7 às 19 h), com ração padronizada e água "ad 

libitum".  

 

3.2. Cirurgia para ovariectomia: 

 

Ovariectomia (OVX) foi realizada anestesiando-se os animais com 120 mg/kg 

cetamina HCl (Dopalen: Agribrands, Campinas, SP, Brasil) e 16 mg/kg xilazina 

(Anasedan: Agribrands, Campinas, SP, Brazil) i.p., e a ovariectomia bilateral foi 

realizada por uma única incisão abdominal. Foi feita uma incisão de 

aproximadamente 1,5 cm de comprimento na pele e tecido sub-cutâneo entre a 

última costela e a coxa, a cerca de 1 cm da linha mediana. Uma segunda incisão 

atinge a camada muscular, expondo a cavidade peritoneal. Os ovários são expostos, 

efetua-se uma ligadura abaixo da tuba uterina, e os ovários são retirados. Após, os 

tecidos foram suturados, em planos separados, a camada muscular e a cutânea. 
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Após um período de recuperação de pelo menos uma semana, os animais foram 

novamente submetidos à anestesia e receberam implantes subcutâneos de uma 

cápsula de silicone (1.02 mm diâmetro interno x 2.16 mm diâmetro externo; 

Medicone®, Multiplast, Brazil) contendo 10 μl de β-estradiol a 5% (p:v) ou veículo 

(óleo de girassol).  

Os animais foram distribuídos entre os seguintes grupos: 1) OVX (cápsula 

contendo óleo), N=50; 2) OVX (cápsula contendo óleo) + estresse repetido, N=50; 3) 

OVX + reposição com estradiol (cápsula contendo 17β-estradiol), N=50; 4) OVX + 

reposição com estradiol (cápsula contendo 17β-estradiol) + estresse repetido, N=50.  

 

3.3. Exposição ao estresse por contenção: 

 

Para o estresse crônico, os animais foram imobilizados em um tubo de 

plástico, com cerca de 7 cm de diâmetro, sendo que esse diâmetro podia ser 

ajustado segundo o animal, durante 1 h por dia, 5 dias/semana, por 40 dias, entre 

12:00 e 16:00 (Gamaro et al., 1998). Após esse período os animais foram 

submetidos aos testes comportamentais (TFL) e às análises bioquímicas. 
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3.4. Medida da resposta nociceptiva a um estímulo térmico nocivo (medida da 

latência de retirada de cauda, TFL): 

 

Foi feita em aparelho de tail-flick (TFL) (Figura 3), conforme técnica descrita 

por D’Amour e Smith (1941). Os ratos foram contidos, utilizando-se uma toalha de 

pano, e colocados no aparelho com a cauda imobilizada sobre uma fenda delimitada 

por duas chapas de metal. Uma fonte luminosa fixa estava colocada 2 a 3 cm rostral 

à ponta da cauda do animal. O acionamento da fonte luminosa dispara 

automaticamente um cronômetro digital. A deflexão da cauda, motivada pelo calor 

irradiado pela lâmpada, desobstrui o feixe de luz que ativa uma fotocélula, o que, por 

sua vez, encerra a medida (trava o cronômetro). Um limite superior de 10 s foi 

imposto às medidas para evitar danos teciduais aos animais. O teste baseia-se no 

princípio de que o calor intenso produzido pela focalização da luz na cauda provoca 

um reflexo medular de caráter nociceptivo (D’Amour e Smith, 1941; Netto et al., 

1987). Foi realizada uma primeira medida com a finalidade de habituar o animal ao 

aparelho 24 horas antes da medida efetiva. 

 

 

 

 

 

Figura 3: Ilustração do aparelho de Tail Flick utilizado nas medidas de 

latência de retirada de cauda. 

00:0
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3.5. Exposição a sabores agradáveis e desagradáveis: 

 

Para determinar o efeito de sabores agradáveis e desagradáveis sobre a 

nocicepção, os animais foram submetidos a ambos os sabores, porém em dias 

diferentes. O procedimento aconteceu do seguinte modo: 

(a) Efeito do sabor doce sobre a nocicepção: Os animais foram expostos nas suas 

caixas-moradia, durante 5 minutos com 10 roscas doces (Froot loops, 

Kellogg's®). Os animais foram familiarizados com esse procedimento 

previamente. A nocicepção foi avaliada através do teste de latência de retirada 

da cauda antes (medida basal) e imediatamente após essa exposição ao sabor 

doce.  

(b) Efeito de um sabor desagradável sobre a nocicepção: Os animais foram 

retirados de sua caixa-moradia e com uma seringa de 1 ml o experimentador 

administrou oralmente aos animais 0,2 ml de ácido acético 5%. Os animais foram 

submetidos a esse procedimento previamente (mas sem exposição ao sabor 

ácido, ao invés disso, foi utilizada água) para evitar a novidade do procedimento. 

A nocicepção foi avaliada através do teste de latência de retirada da cauda antes 

e imediatamente após a exposição com ácido acético.  
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3.6. Preparação dos sinaptossomas: 

 

  O isolamento de sinaptossomas tem sido intensamente usado como um 

sistema modelo para a investigação de fenômenos pré-sinápticos, especialmente 

a captação e liberação de neurotransmissores (Dunkley et al, 1988 e Harrison et 

al, 1988).  

Aproximadamente 24 h após a última sessão de estresse, os animais foram 

decapitados e a medula rapidamente dissecada em gelo e homogeneizada em 10 

volumes de meio consistindo de sacarose 320 mM, EDTA 1 mM e ditiotreitol 0,25 

mM, pH 7.4. A fração sinaptossomal foi isolada em um gradiente descontínuo de 

percoll, de acordo com Dunkley et al. (1988). Após centrifugação do 

homogeneizado a 1000 g por 10 min, o sobrenadante foi colocado gentilmente 

sobre um gradiente de percoll consistindo de percoll (v:v) 23%, 15%, 10% e 3%, 

contendo ainda sacarose 320 mM, EDTA 1 mM e ditiotreitol 0,25 mM, pH 7,4. Os 

tubos foram centrifugados a 32.500 g e a fração na interface entre 15% e 23% foi  

coletada. O material foi preparado no dia do experimento e mantido entre 0 e 4 ºC. 

 

3.7. Captação de glutamato de alta afinidade dependente de Na+ 

 

Foi realizada conforme descrito por Leal et al. (2001). As preparações 

sinaptossomais foram lavadas duas vezes por meio de ressuspensão em três 

volumes de sacarose 300 mM contendo tampão Tris/acetato 15 mM (pH 7,4) e 
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centrifugadas a 13.000 g por 15 min a 4 oC. O sedimento final foi ressuspenso nesse 

mesmo meio e incubado em HBSS (solução salina tamponada Hepes/Cl) pH 7,4 

(HEPES 27 mM, NaCl 133 mM, KCl 2,4 mM, MgSO4 1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM , 

Glicose 12 mM, CaCl2 1,0 mM) na presença de 2 μM L-[3H]glutamato (Amersham 

International, UK, atividade específica 1,97 x 106 GBq/mol), por 1 min a 37 °C. A 

reação foi interrompida por filtração (filtros GF/B). Os filtros foram lavados três vezes 

com tampão gelado contendo acetato de amônio 155 mM e a radioatividade nos 

filtros contada em um cintilador líquido. A captação específica foi determinada pela 

diferença entre a captação no meio de incubação conforme descrito acima e a 

captação obtida em uma incubação semelhante contendo cloreto de colina ao invés 

de NaCl. 

 

3.8. Liberação de glutamato: 

 

Foi medida de acordo com Migues et al. (1999), com pequenas modificações. 

As preparações sinaptossomais foram lavadas duas vezes por meio de 

ressuspensão em três volumes de HBSS (pH 7,4) e centrifugação a 13.000 g por 15 

min a 4 oC. O sedimento final foi ressuspenso em 500 μl HBSS (pH 7,4) e incubado 

no mesmo meio por 15 min a 37 °C, na presença de [3H]glutamato (concentração 

final, 2 μM). Alíquotas de sinaptossomas marcados foram centrifugadas a 13.000 g 

por 1 min. Os sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos lavados 4 vezes 

em HBSS por centrifugação a 13.000 g por 1 min a 4 °C. A liberação basal de 

[3H]glutamato foi avaliada ressuspendendo o sedimento em HBSS por 60 s a 37 °C. 
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A incubação foi interrompida por centrifugação imediata (16.000 g por 1 min a 4 °C). 

A radioatividade presente nos sedimentos foi medida.  A liberação de [3H]glutamato 

foi calculada como a percentagem do total de radioatividade na preparação em 

relação ao início da incubação. A liberação de [3H] glutamato estimulada por K+ foi 

avaliada como descrito acima, exceto que o meio de incubação continha  KCl 40 mM 

(com diminuição proporcional do NaCl) a fim de induzir a despolarização dos 

sinaptossomas. 

 

3.9. Análise de Western Blot 

 

Vinte e quatro horas após a última sessão de estresse, os animais foram 

sacrificados por decapitação, as medulas espinhais foram dissecadas e congeladas 

a –70o C. Amostras de medula espinhal foram homogeneizadas em tampão de lise 

(4% SDS, 2,1 mM EDTA, 50 mM Tris) e foram retiradas alíquotas para a dosagem 

de proteínas (método de Peterson). Após, β-mercaptoetanol foi adicionado em uma 

concentração final de 5%. Amostras contendo 40 μg de proteínas foram separadas 

em gel de poliacrilamida 10% (SDS- PAGE) (Figura 4). Essas proteínas foram 

eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose, utilizando o aparato de 

transferência semi-seco (Bio-Rad Trans-Blot SD) (Figura 5). Após 1 h de incubação 

a 4°C em solução bloqueadora com leite em pó 5% e 0,1% Tween-20 em Tampão 

Tris-HCl Salino (TBS; 50 mM Tris–HCl, 1,5% NaCl, pH 7,4), as membranas foram 

incubadas com anticorpo primário diluído na mesma solução bloqueadora.  

Anticorpos primários contra suas proteínas específicas foram usados. EAAC1 
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(1:500, Alpha Diagnostic), GLAST (1:500) e GLT1 (1:500) e permaneceram com a 

membrana por, aproximadamente, 12 horas. Subseqüentemente, as membranas 

foram lavadas e incubadas por 2 h com anticorpos secundários conjugados com 

peroxidase, os quais reconhecem como antígenos os anticorpos primários (diluição 

1:1000 em solução bloqueadora) (Figura 6). A imunorreatividade das bandas foi 

revelada por um Kit amplificador de quimioluminescência (ECL, Pharmacia) e 

detectada usando filmes de raio X. Os filmes de immunoblot foram escaneados e as 

imagens digitalizadas e analisadas com o software Optiquant (Packard Instrument). 

Para cada experimento, os grupos testados foram comparados com o grupo controle 

(OVX - cápsula contendo óleo), o qual assumiu-se ter um sinal de intensidade de 

100%. 

 

 

 

                                       

Fig. 4:                                                               Fig. 5:  

 

 

Aparelho para eletroforese 
usando gel de poliacrilamida. 
Utilizado para a separação de 

proteínas através de seu 
peso molecular 

Blotter: Aparelho utilizado 
na transferência das 
proteínas para uma 

membrana de nitrocelulose. 
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   Figura 6: 

 

 

 

 

 

3.10. Preparação das amostras para determinação de estresse oxidativo: 

 

 Após os 40 dias de exposição ao estresse, os animais foram sacrificados por 

decapitação 24 h após a última sessão de estresse. A medula espinhal foi 

rapidamente dissecada e congelada em nitrogênio líquido. Amostras foram 

armazenadas a –70o C até a realização das análises, quando foram 

homogeneizadas em 9 volumes de tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 a 4o C. O 

homogeneizado foi centrifugado a 1.000 g para remover os restos celulares, e o 

Resumo do princípio das reações da análise de Western Blot. 
Após a transferência para a membrana de nitrocelulose, esta é 
incubada com um 1º anticorpo específico para o proteína  
analisada. Após, há uma segunda incubação com um 2º 
anticorpo (acoplado a uma peroxidase) contra o 1º anticorpo. 
Após adição de peróxidos, o produto da reação da peroxidase 
com os peróxidos formará um composto colorido que irá indicar 
o padrão de expressão da proteína de interesse. 

Proteínas de interesse, ex: GLAST, GLT1 ou EAAC1; 

     Bloqueio com proteínas não específicas; 

1º anticorpo específico para a proteína de interesse; 

2º anticorpo acoplado a um complexo enzimático; 

Adição de substrato ao meio; 

 Produto da reação enzima-substrato que indica a 
expressão da proteína de interesse. 
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sobrenadante foi utilizado para ensaios de TBARS, TRAP e enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutase e glutationa peroxidase). A proteína foi determinada pelo 

método de Lowry, usando albumina sérica bovina como padrão (Lowry et al., 1951).  

 

3.11. Determinação do potencial antioxidante total (TRAP): 

 

 O sobrenadante da centrifugação a 1000 x g foi utilizado para esta 

determinação. Uma alíquota (50 μl) deste sobrenadante foi adicionada a um sistema 

gerador de radicais livres e o potencial antioxidante total (TRAP) foi determinado 

pelo método da quimioluminescência produzida pelo sistema gerador de radicais 

livres, o qual usa uma fonte de radicais alquilperoxila (2,2’-azo-bis-2-

amidinopropano, ABAP) e um amplificador da resposta, luminol, 4mM (Lissi et al., 

1992, 1995). As medidas foram realizadas à temperatura ambiente, em sala escura. 

Aos frascos de cintilação foram adicionados tampão glicina 0,1 M, pH 8,6. Os 

frascos foram colocados no cintilador líquido beta para medida da 

quimioluminescência basal. Foi então adicionado ABAP (4mL, 10mM), sendo esta 

solução de ABAP preparada no dia do experimento, sendo também adicionado 

luminol (10μl, 4mM). Os frascos foram novamente colocados no cintilador líquido 

para medida da quimioluminescência inicial (na presença de ABAP). Após, o 

homogeneizado foi adicionado e a quimioluminescência medida (15 contagens de 20 

segundos). Os frascos utilizados para esta técnica foram lavados separadamente de 

outros materiais do laboratório, com solução detergente (extran 20%), 

exaustivamente enxaguados com água destilada, fervidos por 10 min e mantidos no 
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escuro 12h antes do experimento. Foram utilizados frascos novos para evitar 

contaminação com radioatividade. Os resultados foram expressos como nmol de 

trolox por mg de proteína. 

 

3.12. Avaliação da Lipoperoxidação (TBARS)  

 

 A quantificação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

realizada pelo método baseado na formação de um composto corado entre o ácido 

tiobarbitúrico (TBA) adicionado e o malondialdeído (MDA) resultante da 

lipoperoxidação (Yagi, 1998; Sugihama et al., 1999). Alíquotas da amostras foram 

incubadas com 10% de ácido tricloroacético (TCA) e 0,67% de ácido tiobarbitúrico 

(TBA).  A mistura foi fervida por 15 min, após isso, n-butanol foi adicionado e a 

mistura foi centrifugada. A fase orgânica foi extraída e medida sua fluorescência. O 

composto corado resultante é um aduto, monitorado em espectrofluorímetro com 

emissão a 553 nm e excitação a 515 nm. 1,1,3,3 tetrametoxipropano foi utilizado 

como padrão. 

 

3.13. Determinação da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD): 

 

 O sobrenadante resultante da centrifugação a 1.000 x g foi utilizado 

para estas determinações. O método utilizado foi feito conforme descrito por Spitz e 

Oberley (1989), utilizando um kit comercial (RANDOX) e baseia-se na redução de 

nitroblue tetrazolium (NBT) por radicais superóxido, acompanhada a 560 nm à 

temperatura ambiente. Xantina / xantina oxidase são utilizadas para gerar um fluxo 
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de radicais superóxido. A mistura para a reação contém xantina 0,15 mM, NBT 0,6 

mM, ácido dietilenotriaminopentacético 1 mM, 1 unidade de catalase, 0,13 mg/ml de 

albumina sérica bovina, ácido batocuprioinedissulfônico, além da amostra. Após 3 

min de pré-incubação, a reação foi iniciada pela adição de xantina oxidase. Uma 

unidade de atividade de superóxido dismutase é definida como a quantidade 

necessária para reduzir a velocidade da reação em 50%. 

 

3.14. Determinação da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPX): 

 

 O sobrenadante resultante da centrifugação a 1.000 x g foi utilizado 

para as determinações. O método foi feito conforme descrito por Sinet e 

colaboradores (1975) e baseia-se na oxidação do NADPH acompanhada a 340 nm a 

37o C. A amostra foi adicionada à mistura de reação, contendo glutationa reduzida 

(1mM), glutationa redutase (1,87 U/mL) e NADPH (0,2 mM). Após 5 min de pré-

incubação, a absorbância foi acompanhada durante 4 min para monitorar a oxidação 

de NADPH independente de hidroperóxido. A seguir, hidroperóxido de tert-butila 1 

mM foi adicionado à mistura e a velocidade de oxidação de NADPH foi monitorada 

durante 4 min. A atividade da glutationa peroxidase foi calculada pela velocidade da 

oxidação de NADPH menos a velocidade da mesma independente de hidroperóxido 

menos o valor do branco (sem a amostra). 
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Análise estatística: 

 

Os dados paramétricos foram expressos como média + erro padrão. As 

comparações de diversos grupos experimentais foram realizadas por análise de 

variância de duas vias ou de medidas repetidas (estresse e hormônio como 

variáveis).  

 

Aspectos éticos: 

 

Os procedimentos propostos para o projeto da presente dissertação são de 

uso habitual por autores que trabalham e publicam na área e foram aprovados pelo 

Comitê de Ética desta Universidade. 
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4- Resultados 
 

 

4.1- Nocicepção: 

 

4.1.1- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a nocicepção 

após exposição ao sabor palatável.  

 

 Uma ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo da 

exposição ao doce [F(1,45)=8,96, P=0,004], além de uma interação significativa 

entre o tratamento com  reposição de estradiol e a exposição ao sabor doce [F(1, 

45)=5,18, P=0,028], apresentando um aumento na latência de retirada de cauda. 

Não houve diferença significativa na medida da latência basal de retirada de cauda 

(antes da exposição ao doce) entre os grupos CO, CH, EO e EH, como também não 

houve efeito do estresse (Figura 7). 

 

4.1.2- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a nocicepção 

após exposição ao sabor desagradável (ácido acético 5%).  

 

 Uma ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo da 

exposição ao ácido em todos os grupos estudados (CO, CH, EO e EH) [F(1, 

45)=62,89, P<0,001]. Além disso, houve uma interação significativa entre o 

estresse crônico repetido e a exposição ao sabor ácido [F(1, 45)=10,91, P<0,05], 
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pois os animais estressados apresentaram uma resposta antinociceptiva mais 

robusta ao sabor ácido que os animais não estressados (Figura 8). 

 

4.2- Captação e liberação de glutamato: 

 

4.2.1- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a captação 

de glutamato por sinaptossomas de medula espinhal.  

 

Uma ANOVA de duas vias mostra um efeito da reposição com estradiol 

(observado no grupo não estressado cronicamente, CH), aumentando a captação 

de glutamato em sinaptossomas de medula espinhal [F(1,20)=5,39, p=0,003]. 

Além disso, houve efeito significativo do estresse crônico (observado no grupo 

sem reposição de estradiol, EO), diminuindo a captação de glutamato em 

sinaptossomas de medula espinhal em ratas ovariectomizadas [F (1,20)=7,94, 

p=0,01] (Figura 9). No grupo submetido aos dois tratamentos houve uma somação 

dos efeitos. 

 

4.2.2- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a liberação 

de glutamato por sinaptossomas de medula espinhal.  

 

Uma ANOVA de medidas repetidas mostra diferença significativa entre a 

liberação com baixo K+ e liberação com alto K+ [F(1,16) = 22,99,  p<0,001], como 

era esperado. Porém, não houve diferença na liberação de glutamato entre os 

grupos (Figura 10). 
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4.3- Expressão de transportadores de glutamato 

 

4.3.1- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a expressão 

do imunoconteúdo do transportador de glutamato GLAST em medula espinhal.  

 

A Figura 11.A apresenta uma amostra representativa dos imunoblots 

obtidos. Na quantificação da expressão do transportador GLAST (Figura 11.B), 

observou-se que o estradiol parece aumentar a expressão deste transportador, 

mas somente no grupo não submetido ao estresse crônico (CH) (teste t de 

Student, pareado; P = 0,06). Não houve efeito do estresse crônico.  

 

4.3.2- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a expressão 

do imunoconteúdo do transportador de glutamato GLT1 em medula espinhal.  

 

A Figura 12.A apresenta uma amostra representativa dos imunoblots 

obtidos. Na quantificação da expressão do transportador GLT1 (Figura 12.B), 

observou-se um efeito do estradiol somente no grupo não submetido ao estresse 

crônico (CH), aumentando expressão do transportador GLT1 (teste t de Student, 

pareado; P < 0,05). Não houve efeito do estresse crônico.  

 

4.3.2- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a expressão 

do imunoconteúdo do transportador de glutamato EAAC1 em medula espinhal.  



 xliv

 

A Figura 13.A apresenta uma amostra representativa dos imunoblots 

obtidos. Na quantificação da expressão do transportador EAAC1 (Figura 13.B), 

teste t de Student pareado mostrou um efeito do estradiol somente no grupo não 

submetido ao estresse crônico (CH), aumentando expressão do transportador 

EAAC1 (p < 0,05). Não houve efeito do estresse crônico.  

 

 

4.4- Parâmetros de estresse oxidativo 

 

4.3.1- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre o potencial 

antioxidante total (TRAP) em medula espinhal de ratas ovariectomizadas, com 

reposição de estradiol ou não.  

 

Uma ANOVA de duas vias mostra que os grupos submetidos ao estresse 

crônico (EO e EH) apresentaram um menor potencial antioxidante total (TRAP) 

quando comparado com os grupos sem estresse crônico (CO e CH), não havendo 

efeito da reposição com estradiol (Figura 14). 

 

4.3.2- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

lipoperoxidação (avaliada pela medida de TBARS) em medula espinhal de ratas 

ovariectomizadas, com ou sem reposição com estradiol.  
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Uma ANOVA de duas vias mostra que não houve efeito significativo do 

estresse crônico, da reposição com estradiol e nem interação entre os tratamentos 

sobre a lipoperoxidação, avaliada pelo teste do TBARS (Figura 15) (p > 0,05 para 

todos os casos). 

 

4.3.3- Efeito da exposição ao estresse crônico repetido por contenção sobre a 

atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) em medula espinhal de ratas 

ovariectomizadas, com ou sem reposição com estradiol.  

 

Como pode ser observado na Figura 16, uma ANOVA de duas vias mostrou 

efeito significativo do estresse crônico, aumentando a atividade da enzima 

superóxido dismutase (SOD) nos grupos EO e EH (p < 0,05), não havendo efeito 

da reposição com estradiol (p > 0,05). 

 

4.3.4- Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a atividade da 

enzima glutationa peroxidase (GPx) em medula espinhal de ratas 

ovariectomizadas, com ou sem reposição com estradiol.  

 

 Uma ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo da reposição com 

estradiol, diminuindo a atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) nos 

grupos CH e EH (p < 0,05 para o tratamento com hormônio). Não houve efeito do 

estresse crônico ou interação entre os tratamentos (Figura 17). 
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Figura 7: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

nocicepção após exposição ao sabor palatável (doce) em ratas ovariectomizadas, 

com e sem reposição de estradiol. Os dados são expressos como média + erro 

padrão para os grupos: controle + óleo (CO), controle + hormônio (CH), estresse + 

óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). Foi utilizada uma ANOVA de medidas 

repetidas. *p<0,05, efeito significativo da reposição com estradiol  após a 

exposição ao sabor doce. N=19-21 animais por grupo. 
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Figura 8: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

nocicepção após exposição ao sabor desagradável (ácido acético 5%) em ratas 

ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. Os dados são expressos 

como média + erro padrão para os grupos: controle + óleo (CO), controle + 

hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). Foi utilizada 

uma ANOVA de medidas repetidas.  *P<0,05, diferença significativa entre a 

medida de latência de retirada de cauda basal e após a exposição ao ácido.  

ANOVA de medidas repetidas. ** interação significativa do tratamento com 

estresse crônico e exposição ao sabor ácido. N=19-21 animais por grupo.   
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Figura 9: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

captação de glutamato por sinaptossomas de medula espinhal de ratas 

ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. Os dados foram 

expressos como média + erro padrão para os grupos: controle + óleo (CO), 

controle + hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). 

* P<0,05 para o tratamento com estresse. # P<0,05 para o tratamento com 

estradiol, ANOVA de duas vias. N= 5-7 animais por grupo. 
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Figura 10: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

liberação de glutamato por sinaptossomas de medula espinhal de ratas 

ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. Os dados foram 

expressos como média + erro padrão da média para os grupos: controle + 

óleo (CO), controle + hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + 

hormônio (EH). P<0,05 para alto K+, em relação ao baixo K+. ANOVA de 

medidas repetidas. Não houve diferença entre os grupos (P>0,05 para 

todos os casos). N= 5-7 animais por grupo. 
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Figura 11: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

expressão do imunoconteúdo do transportador de glutamato GLAST em medula 

espinhal de ratas ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. A parte A 

apresenta uma amostra representativa dos imunoblots obtidos. A parte B mostra 

os dados expressos como média + erro padrão da média e analisados em relação 

à porcentagem do grupo controle (CO), sendo os grupos: controle + óleo (CO), 

controle + hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). 

P=0,06 para o tratamento com estradiol (CH) em relação ao controle (CO). N= 6 

animais por grupo. 
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Figura 12: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

expressão do imunoconteúdo do transportador de glutamato GLT1 em medula 

espinhal de ratas ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. A parte A 

apresenta uma amostra representativa dos imunoblots obtidos. A parte B mostra 

dados expressos como média + erro padrão da média e analisados em relação à 

porcentagem do grupo controle (CO), sendo os grupos: controle + óleo (CO), 

controle + hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). N= 6 

animais por grupo. 

*P<0,05 para o tratamento com estradiol (CH) em relação ao controle (CO) (teste t 

de Student pareado).  
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Figura 13: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

expressão do imunoconteúdo do transportador de glutamato EAAC1 em medula 

espinhal de ratas ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. A parte A 

apresenta uma amostra representativa dos imunoblots obtidos. A parte B mostra 

os dados expressos como média + erro padrão da média e analisados em relação 

à porcentagem do grupo controle (CO), sendo os grupos: controle + óleo (CO), 

controle + hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). N= 6 

animais por grupo. 

*P<0,05 para o tratamento com estradiol (CH) em relação ao controle (CO) (teste t 

de Student para amostras dependentes). 
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Figura 14. Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre o 

potencial antioxidante total (TRAP) em medula espinhal de ratas 

ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. Os dados foram expressos 

como média + erro padrão da média para os grupos: controle + óleo (CO), controle 

+ hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). Foi utilizada 

uma ANOVA de duas vias, * P<0,05 para o tratamento estresse.  N= 6-8 animais 

por grupo. 
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Figura 15: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

lipoperoxidação (TBARS) em medula espinhal de ratas ovariectomizadas, com e 

sem reposição de estradiol. Os dados foram expressos como média + erro padrão 

da média para os grupos: controle + óleo (CO), controle + hormônio (CH), estresse 

+ óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). Foi utilizada uma ANOVA de duas vias. 

Não houve diferença entre os grupos (P>0,05 em todos os casos). N= 6-8 animais 

por grupo. 
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Figura 16: Efeito da exposição ao estresse crônico repetido por contenção sobre 

a atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) em medula espinhal de ratas 

ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. Os dados foram expressos 

como média + erro padrão da média para os grupos: controle + óleo (CO), controle 

+ hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). Foi utilizada 

uma ANOVA de duas vias, * P<0,05 para o tratamento com estresse, aumentando 

a atividade da SOD.  N= 6-8 animais por grupo. 
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Figura 17: Efeito da exposição ao estresse repetido por contenção sobre a 

atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) em medula espinhal de ratas 

ovariectomizadas, com e sem reposição de estradiol. Os dados foram expressos 

como média + erro padrão para os grupos: controle + óleo (CO), controle + 

hormônio (CH), estresse + óleo (EO) e estresse + hormônio (EH). Foi utilizada 

uma ANOVA de duas vias, * P<0,05 para o tratamento com estradiol. N= 6- 8 

animais por grupo.  
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5- Discussão 

 

O presente trabalho demonstrou que a exposição ao estresse repetido por 

contenção e o tratamento com reposição de estradiol per se não foram capazes de 

alterar o limiar nociceptivo basal nessas ratas. Esses achados contrastam com 

resultados obtidos anteriormente (Balk, 2004), onde ratas ovariectomizadas 

estressadas cronicamente sem reposição de estradiol apresentaram uma diminuição 

da latência de retirada de cauda nesse teste, efeito que não foi observado quando 

esses animais foram submetidos a reposição com estradiol. As diferenças 

observadas entre os presentes resultados e aqueles de Balk (2004) talvez sejam 

devidas a diferentes intensidades de estímulo térmico. Conforme considerado 

anteriormente, existem inconsistências nos achados referentes à sensibilidade 

dolorosa durante o ciclo estral (Frye et al., 1992; Ryan e Meyer, 1988). Contudo, 

resultados recentes da literatura têm demonstrado que o estradiol é capaz de 

diminuir comportamentos induzidos por estímulos nociceptivos, e.g. injeção de 

formalina no apêndice posterior induz um aumento de mordidas e lambidas nessa 

região, no entanto quando se administra estradiol nesses animais há uma 

diminuição significativa desses comportamentos, essa resposta antinociceptiva 

mostrou-se dose-dependente (Kuba, 2006). 

No presente estudo, quando os grupos tratados com estradiol foram 

expostos a rosquinhas doces, um estímulo gustativo de caráter agradável, houve um 

aumento da latência de retirada de cauda (reflexo espinhal nociceptivo) quando 

comparado com a medida basal (antes da exposição ao doce). Esses dados 
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sugerem que a exposição crônica ao estradiol acentua a resposta antinociceptiva a 

sabores agradáveis. Evidências da literatura mostram que o consumo de soluções 

doces palatáveis produz analgesia em animais (Anseloni, 2002; Kanarek, 2001). O 

consumo de soluções de sacarose ou de alimentos doces, como no presente 

estudo, pode mudar a sensibilidade nociceptiva pela ativação de mecanismos 

opióides (Kanarek, 2001), mas não podemos descartar a possibilidade do 

envolvimento de outros neurotransmissores, como a serotonina, pois o bloqueio de 

receptores de serotonina no núcleo da rafe dorsal diminui a antinocicepção induzida 

por sacarose (Miyase, 2005). 

Fêmeas parecem ser mais sensíveis aos efeitos da sacarose na 

antinocicepção induzida por morfina do que machos (Kanarek et al., 2000), o que 

nos permite pensar num possível envolvimento de esteróides gonadais nesse 

processo. Os dados citados acima foram obtidos usando-se fêmeas da linhagem de 

ratos Long-Evans. A partir de nossos resultados, podemos sugerir que altos níveis 

de estradiol em ratas Wistar ovariectomizadas possam modular a percepção do 

sabor doce, recrutando, provavelmente, diferentes sistemas neurotransmissores 

como o opioidérgico e o serotoninérgico, citados acima. Assim, modulando os efeitos 

desencadeados pela exposição a um sabor doce e que poderão determinar 

antinocicepção nesses animais. 

 Além disso, a exposição ao ácido acético 5% (estímulo desagradável) foi 

capaz de aumentar a latência de retirada de cauda em todos os grupos comparados 

com suas respectivas medidas basais (sem exposição ao ácido). Com isso, se 

levarmos em consideração que esses animais não foram previamente expostos ao 

ácido acético, podemos sugerir que os efeitos antinociceptivos desse sabor podem 
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ser devidos à novidade, uma vez que trabalhos da literatura mostram que a 

novidade induz analgesia (Torres et al., 2001). 

Por outro lado, é interessante observar que, neste trabalho, os grupos 

estressados cronicamente (EO e EH) mostraram um maior aumento da latência de 

retirada de cauda após a exposição ao ácido acético em relação aos grupos não 

estressados (CO e CH). Um estudo de Torres et al., 2001 mostrou que ratos machos 

submetidos ao estresse crônico apresentaram redução da resposta antinociceptiva à 

novidade; assim, é possível que o efeito induzido pelo ácido acético tenha um 

mecanismo não relacionado ao fato desse sabor representar uma novidade.  

O fato dos grupos estressados apresentarem maior aumento do limiar 

nociceptivo (antinocicepção) após a exposição ao ácido acético pode estar 

relacionado a mudanças fisiológicas como conseqüência da exposição crônica ao 

estresse. Por exemplo, a exposição a um agente aversivo após a exposição ao 

estresse crônico poderia potencializar o efeito do sabor ácido, fenômeno 

denominado de facilitação (Andres et al., 1999). Estes dados estão de acordo com 

experimentos prévios do nosso laboratório realizados em machos (Fontella et al., 

2004), em que ratos submetidos a estímulos desagradáveis, quando estressados 

cronicamente, respondem com maior intensidade a esses estímulos.  

Assim, comparado ao estudo de Fontella et al. (2004), o presente trabalho 

demonstra similaridades na resposta a sabores desagradáveis após exposição ao 

estresse crônico entre machos (conforme observado no trabalho citado) e fêmeas 

ovariectomizadas (no presente trabalho), com ou sem reposição de estradiol. Por 

outro lado, enquanto observamos que fêmeas do grupo controle também 
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apresentam antinocicepção induzida pelo sabor desagradável, tal efeito não tem 

sido observado em machos (Fontella et al., 2004).  

Devido à importância da transmissão glutamatérgica na nocicepção, além 

do fato de que a captação de glutamato é crítica para a manutenção normal da 

transmissão sensorial na medula espinhal de ratos (Wen-Jinn Liaw, 2005), 

decidimos estudar o efeito do estresse repetido por contenção sobre a liberação e 

captação de glutamato por sinaptossomas de medula espinhal em fêmeas 

ovariectomizadas com e sem reposição de estradiol e verificamos uma alteração na 

transmissão glutamatérgica nesses animais. 

Embora não tenha sido observado efeito na liberação de glutamato por 

sinaptossomas da medula espinhal em função do estresse crônico repetido e da 

reposição com estradiol, o estresse crônico foi capaz de diminuir a captação de 

glutamato de alta afinidade dependente do Na+ nos terminais sinápticos da medula 

espinhal, contudo esse efeito somente foi observado no grupo estressado sem 

reposição de estradiol (EO). O tratamento com estradiol, por sua vez, aumentou a 

captação de glutamato somente no grupo não estressado cronicamente (CH), ou 

seja, no grupo submetido a ambos os tratamentos, houve um somatório dos dois 

efeitos. É interessante notar que todas as medidas foram feitas 24 h após a última 

sessão de estresse. Esse tempo foi escolhido para haver influência somente dos 

efeitos do estresse crônico. 

Trabalhos da literatura sugerem a influência do estresse crônico (21 

dias) e subcrônico (7dias) por imobilização diminuindo a captação de glutamato de 

alta afinidade dependente do Na+, analisado em sinaptossomas encefálicos 

(Madrigal, 2003). No presente trabalho nós enfocamos a medula espinhal por ser 
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uma estrutura do sistema nervoso central fundamental na transmissão sensorial, 

incluindo a nocicepção, e em especial no reflexo de retirada da cauda. 

Na presente dissertação, verificamos que o estresse crônico diminui a 

captação espinhal de glutamato por sinaptossomas, desse modo podendo 

potencialmente causar um aumento desse neurotransmissor excitatório nos 

terminais sinápticos, o que pode ser um mecanismo que induz hipernocicepção e 

um aumento da freqüência de disparos de potenciais de ação em neurônios do 

corno dorsal da medula espinhal (Weng, 2006). Wen-Jinn Liaw e colaboradores 

(2005) sugerem que injeção intratecal de bloqueadores do transporte de  

glutamato, DL-treo-β-benziloxiaspartato (TBOA) e diidrokainato, produz aumentos 

significativos sobre comportamentos espontâneos nociceptivos e esses efeitos são 

dose-dependentes. No entanto, a diminuição da captação espinhal de glutamato, 

induzida pelo estresse, observada na presente dissertação, não foi capaz de 

induzir hipernocicepção em ratas ovariectomizadas estressadas cronicamente 

com e sem reposição de estradiol. Aqui é importante considerar que acredita-se 

que os transportadores neuronais de glutamato representam uma pequena 

parcela dos transportadores para esse aminoácido excitatório (Danbolt, 2001). 

Interessantemente, o tratamento crônico com 17β-estradiol foi capaz de 

aumentar a captação de glutamato em sinaptossomas de medula espinhal,  

sugerindo um importante papel na modulação da neurotransmissão glutamatérgica 

e prevenção da excitotoxicidade em casos de estresse repetido (Danbolt, 2001; 

Sapolsky, 1994). Embora a neuroproteção induzida pelo tratamento com estradiol 

tenha sido estudada em modelos in vivo e in vitro, os mecanismos específicos que 

contribuem para essa proteção permanecem desconhecidos. Pensando nisso, o 
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próximo alvo do nosso estudo foi verificar os mecanismos moleculares envolvidos 

no aumento da captação de glutamato induzida por 17β-estradiol sem a presença 

de estresse e na diminuição da captação de glutamato induzida por estresse 

crônico repetido. Dessa forma, avaliamos os efeitos desses tratamentos na 

expressão dos três transportadores de aminoácidos excitatórios presentes na 

medula espinhal: GLAST, GLT1 e EAAC1. Os dois primeiros são geralmente 

expressos em células astrogliais e o último encontra-se predominantemente em 

neurônios. GLAST e EAAC1 são encontrados em alta densidade nas lâminas I e II 

do corno dorsal enquanto GLT1 encontra-se difusamente em todo o corno dorsal 

da medula espinhal (Vera-Portocarrero, 2002; Weng, 2005). 

Dados da literatura mostram que a expressão dos transportadores de 

aminoácidos excitatórios na medula espinhal são fundamentais na modulação da 

nocicepção, sugerindo que o transporte de glutamato é de particular interesse 

para a transmissão nociceptiva (Niederberger et al., 2006). Vários modelos 

nociceptivos têm mostrado que a estimulação nociva periférica induz alterações na 

expressão dos transportadores de glutamato na medula espinhal. Em um modelo 

de dor neuropática EAAC1, GLT1 e GLAST foram superexpressos em fases 

recentes pós-operatórias, mas diminuíram sua expressão nas fases mais tardias 

(Sung, 2003). Lesão na medula espinhal leva a um aumento da expressão de 

GLAST e GLT1 nas regiões de injúria (Vera-Portocarrero, 2002). Todos esses 

dados juntos sugerem que esse aumento da expressão desses transportadores 

envolvem mecanismos plásticos da medula espinhal frente a insultos.  

Nossos resultados demonstraram que a reposição com 17β-estradiol foi 

capaz de aumentar a expressão dos três transportadores analisados através da 
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técnica de Western Blotting: GLAST, GLT1 e EAAC1. É provavelmente por esse 

mecanismo que ocorre o aumento da captação de glutamato de alta afinidade 

dependente de Na+ na medula espinhal dessas ratas com reposição de estradiol e 

não submetidas ao estresse crônico por contenção. Nossos resultados estão de 

acordo com trabalhos da literatura, que mostram que a reposição com 17β- 

estradiol aumenta a captação de glutamato em sinaptossomas de ratos tratados 

com proteína β-amilóide (Keller, 1997) e em astrócitos de pacientes com doença 

de Alzheimer (Liang et al., 2002).  

Com isso, sugerimos que o estradiol seja neuroprotetor frente a 

alterações na neurotransmissão glutamatérgica induzida pelo estresse crônico, 

uma vez que o grupo estresse sem reposição de estradiol (EO) diminui a 

expressão dos transportadores e o grupo estresse com reposição de estradiol 

apresentou um nível de expressão similar ao grupo não estressado cronicamente 

e com óleo (CO), considerado nosso grupo controle. 

Interessantemente, nesse trabalho, o estresse crônico repetido sem 

reposição de estradiol, diminuiu a captação de glutamato, enquanto nenhum efeito 

na expressão dos transportadores foi verificado nesse mesmo grupo (EO). Em 

contraste, dados da literatura mostram uma diminuição da expressão desses 

transportadores em ratos estressados cronicamente por 21 dias em 

sinaptossomas encefálicos (Madrigal, 2003), porém no presente trabalho, o 

período de estresse crônico foi durante 40 dias e, além disso, na medula espinhal 

de fêmeas ovariectomizadas. É possível que haja influência do gênero e da 

duração do tratamento sobre a expressão dos transportadores de glutamato, 
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devendo também se ter em mente que diferentes estruturas do sistema nervoso 

podem apresentar diferentes efeitos. 

Todos esses resultados juntos parecem envolver uma ligação entre os 

aumentos da captação de glutamato espinhal e dos transportadores (GLAST, 

GLT1 e EAAC1) induzidos pelo hormônio 17β- estradiol como um mecanismo de 

neuroproteção contra os efeitos deletérios do estresse crônico em estados de 

excitotoxicidade glutamatérgica. Esses resultados demonstram mudanças no 

sistema glutamatérgico que estão, possivelmente, envolvidos na plasticidade do 

sistema nervoso induzida por mudanças fisiológicas frente a situações aversivas 

(estresse) e reposição com hormônios esteróides, como o estradiol. 

  Estes resultados indicam que o estresse crônico por contenção pode 

alterar a transmissão glutamatérgica na medula espinhal dessas ratas. 

Devido à relação entre alterações na transmissão glutamatérgica e danos 

oxidativos, decidimos estudar o efeito do estresse repetido por contenção 

em fêmeas ovariectomizadas com e sem reposição com estradiol sobre 

parâmetros do estresse oxidativo na medula espinhal. Verificamos uma 

diminuição do potencial antioxidante total (TRAP) nos grupos submetidos 

ao estresse crônico repetido (EO e EH), não havendo efeito significativo dos 

tratamentos sobre a lipoperoxidação (TBARs) nos grupos estudados. Nos 

ensaios enzimáticos, houve um aumento da atividade da superóxido 

dismutase (SOD) na medula espinhal dos animais estressados 

cronicamente (EO e EH) e uma diminuição da atividade da glutationa 

peroxidase (GPx) naqueles submetidos a reposição com estradiol (CH e 

EH).  
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O TRAP tem sido amplamente utilizado para medir o potencial 

antioxidante total em amostras biológicas. Esse teste analisa ambos antioxidantes, 

os não-enzimáticos como glutationa reduzida (GSH), ácido ascórbico, α- tocoferol, β-

carotenos, entre outros, bem como os antioxidantes enzimáticos (Lissi et al., 1995). 

Isso é importante pois analisa o perfil geral antioxidante de um amostra. O presente 

trabalho demonstrou que o estresse crônico foi capaz de diminuir o TRAP, sugerindo 

uma maior vulnerabilidade dos animais estressados a agentes oxidantes. Exposição 

a glicocorticóides ou estresse já foram sugeridos induzir a formação de EROS, 

podendo levar a injúrias oxidativas em vários tecidos. Em nosso estudo, porém, não 

houve alteração em nenhum dos grupos na lipoperoxidação (avaliada pelo TBARs).  

Esses dados corroboram estudos prévios do nosso laboratório, em que foi 

demonstrado que o estresse crônico repetido é capaz da diminuir a reatividade 

antioxidante total (avaliada pelo TAR) na medula espinhal, tanto em ratos machos 

quanto fêmeas (sem controle do ciclo estral), não havendo diferença na 

lipoperoxidação quando comparados com seus respectivos controles (Tabajara et 

al., 2003); o mesmo acontece em hipocampo de ratos machos submetidos a esse 

modelo de estresse (Fontella et al., 2005). Ambos os testes, TAR e TRAP analisam 

os antioxidantes totais presentes na amostra, porém o TAR verifica principalmente a 

qualidade dos antioxidantes presentes no homogeneizado e constitui uma medida 

usada como um índice da capacidade de um composto ou fluido de modular o dano 

associado com o aumento na produção de radicais livres (Lissi et al., 1995) e o 

TRAP avalia a concentração de antioxidantes na amostra capaz de neutralizar os 

radicais peroxil formados no meio, ou seja, a quantidade de antioxidantes funcionais 
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agindo contra moléculas reativas presentes no meio em um período mais 

prolongado, sugerindo um método que avalia uma defesa antioxidante mais 

duradoura. Assim, esse trabalho sugere que diminuição do TRAP pelo estresse 

crônico seja resultado do consumo de antioxidantes, provavelmente com o propósito 

de reduzir danos oxidativos e assim evitar a lipoperoxidação na medula espinhal 

dessas ratas submetidas ao estresse crônico por contenção. É importante salientar 

que esses animais foram sacrificados 24 h após a última sessão de estresse e que 

mesmo este período não foi suficiente para recuperar as defesas antioxidantes ao 

nível basal (semelhante aos controles).  

Nas análises enzimáticas foi verificado que o estresse crônico aumentou 

a SOD. É possível que esse aumento seja uma resposta a uma maior quantidade de 

íons superóxido, de modo a estimular um aumento da atividade da SOD pelo 

aumento da concentração de substrato, como um mecanismo compensatório. 

Tartarolo e colaboradores (2004) verificaram que um aumento da expressão da SOD 

diminui a expressão de GLT1 em cultura de astrócitos primários de camundongos 

(embora não tenha havido diferença na expressa do GLAST). Assim, é possível que 

esse aumento da SOD esteja relacionado à diminuição dos transportadores de 

glutamato induzida pelo estresse crônico, conforme descrito acima.  

Os grupos tratados com estradiol apresentaram diminuição da atividade 

da GPx. Essa diminuição pode ser conseqüência de uma menor quantidade de 

peróxidos sendo produzidos, ou pode ser um fator de aumento da vulnerabilidade 

para este grupo. Não houve, porém, qualquer efeito sobre a lipoperoxidação ou 

sobre o TRAP nesses grupos, de modo que acreditamos que essa redução da 
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atividade da GPx não represente um dano oxidativo. Desse modo sugerimos que o 

estradiol possa estar diminuindo a concentração de peróxidos. 

Hormônios como o estradiol são esteróides que também têm 

propriedades tróficas e neuroprotetoras. Reposição com estradiol tem se mostrado 

neuroprotetora em estudos in vitro contra os danos ocasionados pelo estresse 

oxidativo (Maurice, 2002). Muitas hipóteses concernentes aos mecanismos de ação 

relacionados a esses efeitos têm sido exploradas. O mecanismo clássico de ação 

dos esteróides envolve a ligação a receptores intracelulares que podem agir como 

fatores de transcrição e regular a expressão gênica, assim diminuindo a expressão 

da enzima glutationa peroxidase. Além disso, outros mecanismos têm sido sugeridos 

para o efeito neuroprotetor do estradiol, como um aumento de proteínas anti-

apoptóticas da família Bcl (Harms et al., 2001), ou por suas propriedades como 

scavenger (Xia et al., 2002). Muitos desses mecanismos envolvem proteção contra o 

estresse oxidativo. 
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6- Conclusões 

 

 Para concluir, o estresse crônico repetido e o tratamento com reposição de 

estradiol não tiveram efeito na medida de latência de retirada de cauda basal, porém 

as ratas com reposição de estradiol após a exposição ao alimento doce (palatável) 

mostraram um aumento do limiar nociceptivo espinhal sugerindo que o estradiol 

potencialize a antinocicepção provavelmente frente a estímulos gustativos 

agradáveis. Já a exposição a um estímulo gustativo de caráter desagradável (ácido) 

foi capaz de induzir antinocicepção em todos os grupos estudados, sendo 

importante salientar que o tratamento com estresse crônico exacerbou essa 

resposta antinociceptiva. 

 Houve efeito dos tratamentos, alterando a captação de glutamato na medula 

espinhal de ratas ovariectomizadas. A reposição de estradiol foi capaz de aumentar 

a captação de glutamato em sinaptossomas, como também aumentou a expressão 

do três transportadores de aminoácidos excitatórios analizados (GLAST, GLT1 e 

EAAC1) na medula espinhal, porém somente naqueles animais não submetidos ao 

estresse crônico. Em contraste, as ratas submetidas ao estresse crônico sem 

reposição de estradiol apresentaram diminuição da captação de glutamato por 

sinaptossomas (embora não tenha havido diferença significativa na expressão dos 

transportadores). Não houve efeito dos tratamentos na liberação de glutamato em 
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sinaptossomas da medula espinhal. Assim, a reposição crônica com estradiol parece 

modular a transmissão glutamatérgica alterando a expressão dos transportadores de 

glutamato na medula espinhal, desse modo esse hormônio pode atuar como 

neuroprotetor através de mecanismos compensatórios, ou seja, aumento da 

expressão dos transportadores, provavelmente retirando o glutamato rapidamente 

da fenda sináptica e evitando uma possível superestimulação neural devido ao 

acúmulo desse neurotransmissor excitatório. 

 Além disso, o estresse crônico repetido diminui o Potencial Antioxidante Total 

(TRAP) e aumentou a atividade da enzima Superóxido Dismutase (SOD) em medula 

espinhal, enquanto o tratamento com estradiol diminuiu a atividade da Glutationa 

Peroxidase (GPx). Embora tenham ocorrido essas alterações, não houve diferença 

sobre a Lipoperoxidação (TBARs) na medula de ratas ovariectomizadas, tanto 

submetidas ao estresse como submetidas à reposição de estradiol. Desse modo, 

tanto a exposição ao estresse crônico quanto à reposição de estradiol foram 

capazes de modular defesas antioxidantes enzimáticas (SOD e GPx) e não 

enzimáticas (TRAP), verificadas nesse trabalho, evitando danos oxidativos em 

lipídios demonstrado pelo teste do TBARs. 

 Conclui-se que a redução da captação de glutamato observada em ratas 

ovariectomizadas estressadas cronicamente deve-se a uma redução na expressão 

de transportadores, e pode levar a um aumento na transmissão glutamatérgica na 

medula espinhal, o que pode levar a uma maior sensibilidade à dor, mas nada 

relacionado foi observado no estado basal pelo teste de latência de retirada da 

cauda. A reposição com estradiol protegeu contra esses efeitos do estresse crônico. 
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Alterações em parâmetros relacionados ao estresse oxidativo podem colaborar com 

esses efeitos. 

 

 

7- Perspectivas 
 

São perspectivas para a continuação deste trabalho: 

 

• Investigar comportamentos relacionados com o “gostar” como 

protrusões de língua ou exposição de dentes, utilizando soluções de 

diferentes concentrações de sacarose e ácido acético (Experimento 

em andamento); 

 

• Investigar a captação de glutamato em fatias organotípicas e verificar 

os níveis de proteína astroglial S100B em medula espinhal de ratos 

machos e fêmeas; 

 

• Verificar a expressão de receptores de adenosina na medula 

espinhal de ratos machos e fêmeas, uma vez que esse 

neuromodulador está relacionados em processos nociceptivos como 

também na regulação da transmissão glutamatérgica. 

 



 lxxi

• Investigar a liberação e captação de glutamato em medula espinhal 

de ratos machos estressados cronicamento como também avaliar a 

expressão dos transportadores de glutamato. 
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