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RESUMO 

 

 A imipramina é um fármaco antidepressivo que promove 

alterações comportamentais e aumenta a neurogênese hipocampal 

(formação de novos neurônios) após o tratamento crônico. Em contraste 

com o tratamento crônico, os mecanismos responsáveis pelos efeitos 

agudos desse fármaco são pouco estudados. Este trabalho teve por 

objetivo avaliar os efeitos agudos deste fármaco sobre a neurogênese no 

giro denteado do hipocampo do cérebro de camundongos adultos. 

Foram utilizados camundongos Suíços machos, em idade reprodutiva 

(~60 dias), alojados em ambiente padrão ou em ambiente enriquecido 

por 30 dias. No 30º dia foi realizada cirurgia estereotáxica para inserção 

de uma cânula no ventrículo lateral direito. No 7º dia de recuperação os 

animais receberam intracerebroventricularmente (icv) salina (sal, 1 µl) 

ou imipramina (imi, 0,2; 0,06 nmol/µl; 1 µl) e foram submetidos ao teste 

de campo aberto imediatamente após a injeção e sacrificados 24 h ou 2h 

após o teste por perfusão cardíaca. Os cérebros foram retirados e 

seccionados (50 µm) em micrótomo de congelamento. Foi empregada 

imunoistoquímica para detecção das proteínas Ki-67 ou doublecortina 

(DCX) para revelar a presença de células proliferativas (Ki-67+) ou de 

células imaturas comprometidas com o fenótipo neuronal no GD 

(DCX+), respectivamente. As secções foram fotografadas (mínimo de 

5/animal) em microscópio óptico de campo claro (objetiva de 20x) e o 

número de células Ki-67+ e DCX+ foi contado com auxilio do programa 

ImageJ
®

 (NIH). A análise estatística foi feita com teste ANOVA não 

paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste pos hoc Mann-Whitney. Os 

resultados mostram uma redução no número de células Ki-67+ na dose 

de 0,06 nmol/µl e um aumento das células DCX+ na dose de 0,2 

nmol/µl nos animais do ambiente padrão. Não houve alterações 

comportamentais no teste de campo aberto, em nenhum dos grupos 

avaliados. Concluindo, o tratamento agudo icv com imipramina afeta a 

neurogênese hipocampal de forma dose-, ambiente- e tempo entre 

tratamento e sacrifício- dependente. O ambiente enriquecido não alterou 

os parâmetros avaliados, no entanto reverteu os efeitos da imipramina 

que ocorreram no ambiente padrão. 

 

Palavras-chaves: Hipocampo, neurogênese, doublecortina, Ki-67, 

ambiente enriquecido, intracerebroventricular. 
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ABSTRACT 

 

 Imipramine is an antidepressant drug which induces behavioral 

alterations and increased adult hippocampal neurogenesis (generation of 

newborn neurons) after chronic treatment. In contrast to chronic 

treatment, the mechanisms underlying the acute effects of this drug are 

not well studied. This work aimed to assess the effect of acute treatment 

with this drug on the neurogenesis in the dentate gyrus (DG) of 

hippocampus of the adult mice brain. Male Swiss mice, on reproductive 

age (~60 days), were housed on a standard environment (SE) or an 

enriched environment (EE) for 30 days. At the 30
th

 day, a stereotactic 

surgery was performed to insert a cannula into the right lateral ventricle. 

On the 7
th

 recovery day, mice received an intracerebroventricular (icv) 

injection of saline (sal, 1µl) or imipramine (Imi, 0.2 or 0.06 nmol/µl, 1 

µl) and were tested in an open field immediately after the injection. 

They were sacrificed by cardiac perfusion, at 24 or 2 h after icv 

injections. The brains were collected and sectioned by a freezing 

microtome into 50µm sections. Immunohistochemical detection to Ki-

67 protein and doublecortin were used to reveal the presence of 

proliferative cells (Ki-67+) and immature cells committed to neuronal 

phenotype on DG (DCX+), respectively. The sections were 

photographed (minimum of 5/animal) in bright field optical microscope 

(objective lens of 20x) and the number of Ki-67+ or DCX+ cells in the 

DG were counted using the ImageJ
®

 software (NIH). Non-parametric 

Kruskal-Wallis ANOVA test followed by Mann-Whitney´s test or 

Mann-Whitney´s test alone were used in the statistical analysis. Results 

showed that, in the animals housed in SE and sacrificed 24 h after 

treatment, imi 0.06 nmol/µl decreased counts of Ki-67+ cells in DG, 

while Imi 0.2 nmol/µl increased significantly the scores of DCX+ cells 

in this region. No significant alteration was observed on open field test 

after any treatment. In conclusion, acute icv treatment with imipramine 

affects hippocampal neurogenesis in a dose-, environment- and time-

dependent fashion. Moreover, the enriched environment did not alter the 

evaluated parameters per se, however reverted the effects of acute 

imipramine on hippocampal neurogenesis. 

 

Key-words: Hippocampus, neurogenesis, doublecortin, Ki-67, enriched 

environment, intracerebroventricular. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 AS MONOAMINAS E OS EFEITOS DO TRATAMENTO COM 

FÁRMACOS ANTIDEPRESSIVOS SOBRE O COMPORTAMENTO 

DE ROEDORES ADULTOS 

 

Os fármacos chamados antidepressivos englobam uma variedade 

de substâncias diferentes que têm em comum a propriedade de aliviar 

sintomas de transtornos depressivos em seres humanos (Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders- DSM-IVTR). 

Existem várias categorias de fármacos antidepressivos 

classificados de acordo com seus mecanismos de ação, determinados em 

estudos “in vitro” (PALIJ e STAMFORD, 1996; SPECTOR et al., 1960; 

CARLSSON, 1970; ROSS e RENYI, 1975; MAÎTRE et al., 1980, ver 

Tabela 1). Estes estudos revelam que muitos destes fármacos são 

inibidores da recaptação de monoaminas (serotonina, noradrenalina, 

dopamina) ou inibidores da atividade das monoamina-oxidases (MAO), 

enzimas responsáveis pela degradação destas monoaminas (LEVITT et 

al., 1997; KOE et al., 1990; LEMBERGER, 1986). A inibição do 

sistema de recaptação das monoaminas ou a inibição da MAO aumenta 

os níveis destes neurotransmissores no meio extracelular (ROSS e 

RENYI, 1975; SPECTOR et al., 1960; LI et al., 1996). Dados deste tipo 

ajudaram a criar as teorias que descrevem os distúrbios depressivos 

como resultado da deficiência da neurotransmissão mediada por um, ou 

mais destes neurotransmissores no sistema nervoso central (SNC) 

(DELGADO et al., 1990; GOLD et al., 1988). 

De acordo com essas teorias, o aumento dos níveis extracelulares 

de monoaminas no SNC seria o mecanismo responsável pelo efeito 

antidepressivo destes fármacos em humanos e pelos efeitos 

comportamentais observados em outras espécies animais (TRILLAT et 

al., 1998; BROCCO et al., 2002; SANTARELLI et al., 2003; XU et al., 

2010). Contudo, a regulação dos níveis extracelulares das monoaminas 

no SNC parece não ser o único mecanismo relevante para o efeito dos 

antidepressivos. Na maioria das espécies estudadas, esses níveis já 

aumentam no início do tratamento com os fármacos antidepressivos 

(RAWLINGS et al., 2010). Em roedores, os efeitos comportamentais 

destes fármacos variam com o tempo de utilização e com a espécie 

estudada (VOGEL et al., 1985; TRILLAT et al., 1998; GRIEBEL et al., 

1995; MALHOTRA e SANTOSH, 1996). 
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Tabela 1. Exemplos de fármacos antidepressivos e seus mecanismos de 

ação 

Nome do 

fármaco 

Mecanismo de ação Abreviatura Referência 

Imipramina Inibidor não-

seletivo da 

recaptação de NA e 
5-HT 

INSRNS CARLSONN, 

1970; ROSS e 

RENYI, 1975; 
GLOWINSKI e 

AXELROD, 1964 

Desipramina, 

nisoxetina 

Inibidor seletivo da 

recaptação de NA.  

ISRN PALIJ e 

STAMFORD, 

1996; ROSS e 

RENYI, 1975 

Fluoxetina, 

citalopram 

Inibidor seletivo da 

recaptação de 5-HT 

ISRS LEMBERGER, 

1986; MAÎTRE e 

cols., 1980 

Iproniazida, 

fenilakilidrazin

a (JB835) 

Inibidor da 

Monoamina-

oxidase 

iMAO SPECTOR e 

cols., 1960 

Piperazina, 

GBR 12935 

Inibidor seletivo da 

recaptação de DA 

ISRD LI e cols., 1996 

NA = noradrenalina, 5-HT = serotonina, MAO = monoamina-oxidase,  

DA = dopamina 

 

Na clínica os fármacos antidepressivos são utilizados para tratar 

diferentes sintomas de distúrbios psiquiátricos, como humor deprimido, 

perda de prazer por quase todas as atividades, alterações no apetite, peso 

ou sono; diminuição da energia; sentimentos de culpa; entre outros 

(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders- DSM-IVTR; 

ADAMSON, 1947), e seus efeitos são observados após 3-4 semanas de 

tratamento. No entanto, alguns estudos têm mostrado que uma única 

dose de antidepressivo afeta o processamento emocional, num período 

de 30 min até 3 h depois da administração, em humanos (HARMER et 

al., 2009; HARMER et al., 2010). Por exemplo, a administração aguda 

de antidepressivos facilita o reconhecimento de rostos felizes em 

voluntários saudáveis ou deprimidos (HARMER et al., 2009; 

RAWLINGS et al., 2010). Para facilitar os estudos e compreender os 

mecanismos envolvidos na ação dos fármacos antidepressivos foram 

desenvolvidos vários modelos animais, especialmente em roedores. 
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Dois modelos muito utilizados para detecção de fármacos com 

potencial antidepressivo e para o estudo da neurobiologia de distúrbios 

comportamentais sensíveis aos compostos antidepressivos são o 

“desamparo aprendido” (do inglês, learned helplessness) e o “desespero 

comportamental” (do inglês, behavioral despair) (para revisão ver 

NESTLER e HYMAN, 2010). Tanto o “desamparo aprendido” (HO e 

WANG, 2010), como o “desespero comportamental” são caracterizados 

por inibição comportamental desencadeada por estresse de caráter 

incontrolável. No primeiro paradigma são realizadas várias sessões (pré-

teste) nas quais o animal é submetido a uma série de choques, nas patas 

ou no rabo, e não há nada que ele possa fazer (esquivar, fugir ou lutar) 

que impeça a continuidade dos mesmos. Quando submetido novamente 

a esta condição (teste), porém com a possibilidade de se esquivar ou 

fugir dos choques, os animais não o fazem (HO e WANG, 2010; SONG 

et al., 2006). A inibição dos comportamentos de defesa, da esquiva ou 

da fuga, no dia do teste é denominada “desamparo aprendido”. O 

tratamento crônico sistêmico (SONG et al., 2006; MARTIN et al., 1990) 

ou intra-hipocampal (JOCA et al., 2003) com fármacos antidepressivos 

previne o “desamparo aprendido”, ou seja, facilita o aparecimento da 

esquiva ou da fuga no dia do teste.  

O “desespero comportamental” é observado em ratos e em 

camundongos expostos ao teste de nado forçado (TNF). O TNF é 

realizado colocando-se o animal em um recipiente com água em 

quantidade suficiente para que o animal não possa apoiar-se no fundo e 

uma borda alta suficiente para que não possa pular (PORSOLT, 1979). 

No protocolo para ratos normalmente é feita uma exposição de 15 min 

denominada pré-teste e 24 h após é realizado o teste que consiste em 5 

min de exposição à situação do nado (PORSOLT et al., 1978; 

PORSOLT, 1979). No protocolo mais comumente utilizado em 

camundongos é realizado apenas um teste de 6 min (sem pré-teste) 

(PORSOLT et al., 1978; PORSOLT et al., 1977a). Estas duas espécies 

quando submetidas ao nado forçado reagem com um período de 

atividade intensa, seguido por um período de imobilidade (PORSOLT et 

al., 1977b; GERSNER et al., 2009; KULKARNI e DHIR, 2007). No 

teste do nado forçado a redução da imobilidade, acompanhada do 

aumento dos comportamentos de nadar ou de escalar, é um indicativo do 

potencial antidepressivo de uma determinada substância (PORSOLT et 

al., 1977a; DEKTE et al., 1995; DEKTE et al., 1997). O tratamento com 

fármacos antidepressivos diminui os períodos de imobilidade e aumenta 

os   comportamentos   ativos   em   diferentes   linhagens   de   ratos  e 
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camundongos (PAGE et al., 1999; SAKAKIBARA et al., 2005; TIAN et al., 2011; ZHAO et al., 2008; VIEIRA et al., 

2008; XU et al., 2010; ver Tabela 2).  

 

Tabela 2. Comportamento de diferentes espécies animais no TNF. 

Referência Espécie 

Animal 

Linhagem Tempo de 

tratamento 

Antidepressivo 

utilizado 

Resposta Comportamental 

CHEN e cols., 

2010 

Ratos FSL*  25 dias Imipramina Reduziu a imobilidade quando 

comparado ao grupo FSL salina 

DETKE e cols., 
1997 

Ratos Sprague 
Dawley 

15 dias Fluoxetina e 
Desipramina 

Reduziu a imobilidade e 
aumentou os comportamentos 

ativos  

MIYAMOTO e 

cols., 2010 

Ratos Sprague 

Dawley 

Agudo e 

28 dias 

Fluoxetina e 

Desipramina 

Reduziu a imobilidade em ambos 

os tratamentos 

PAGE e cols., 

1999 

Ratos Sprague 

Dawley 

Agudo Fluoxetina e 

Desipramina 

Reduziu a imobilidade e 

aumentou os comportamentos 

ativos 

SAKAKIBARA e 

cols., 2005 

Ratos CD 14 dias Imipramina Reduziu a imobilidade 

TIAN e cols., 

2011 

Ratos Sprague 

Dawley 

Agudo Imipramina Reduziu a imobilidade 

VIEIRA e cols., 

2008 

Ratos Wistar Agudo Clomipramina Reduziu a imobilidade e 

aumentou os comportamentos 

ativos 

XU e cols., 2010 Camundongo ICR Agudo Imipramina e 

fluoxetina 

Reduziu a imobilidade 
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Continuação Tabela 2. Comportamento de diferentes espécies animais no TNF 

Referência Espécie 

Animal 

Linhagem Tempo de 

tratamento 

Antidepressivo 

utilizado 

Resposta Comportamental 

DETKE e 

LUCKI, 1996 

Ratos Sprague 

Dawley 

Agudo Fluoxetina e 

Desipramina 

Reduziu a imobilidade e 

aumentou os comportamentos 

ativos 

WESOLOWSKA 

e cols., 2007 

Camundongo Suíço Agudo Imipramina, 

citalopram, 

moclobenida e 

desipramina 

Reduziu a imobilidade 

KULKARNI e 
DHIR, 2007 

Camundongo Laca Agudo Imipramina, 
fluoxetina, 

venlafaxina 

Reduziu a imobilidade 

DULAWA e 

cols., 2004 

Camundongo C57BL/6, 

129SvEv, 

DBA/2 e 

Balb/c 

24 dias Fluoxetina Reduziu a imobilidade no TNF na 

linhagem Balb/c 

* animais que expressam grande quantidade de comportamentos “depressive-like” 

 

Diferente de ratos submetidos ao TNF, que são sensíveis tanto ao tratamento crônico quanto ao agudo, o efeito 

tratamento crônico sobre o comportamento dos camundongos no TNF parecem ser dependentes da linhagem 

estudada. DULAWA e cols. (2004) demonstraram (ver Tabela 2) que apenas a linhagem de camundongo BALB/c 

exibe sensibilidade ao tratamento crônico com fluoxetina no TNF quando comparada às linhagens C57BL/6, 

129SvEv e DBA/2 (DULAWA et al., 2004). De forma interessante, a exploração de um campo aberto pelos 

camundongos da linhagem BALB/c não se mostrou igualmente sensível ao tratamento crônico com fluoxetina. 
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 Assim, diferentemente do “desamparo aprendido” e do “desespero comportamental”, a exploração de um 

campo aberto parece não modelar nenhum aspecto conhecido dos distúrbios de humor. Apesar disto os 

comportamentos exibidos no campo aberto têm se mostrado sensíveis ao tratamento agudo com antidepressivos e 

seus efeitos parecem depender do fármaco avaliado (BROCCO et al., 2002; WESOLOWSKA et al., 2007; XU et al., 

2010, ver Tabela 3).  

 

Tabela 3. Comportamentos de ratos e camundongos no teste de campo aberto.  

Referência Espécie 

Animal 

Linhagem Tratamento Fármaco utilizado Resposta Comportamental 

BROCCO 
e cols., 

2002 

 

Rato Wistar Agudo  
s.c. dose 

máxima 

80mg/kg 

 

ISRS*1  
 

Não alteraram a AL.  

IRSN *2 Não alteraram a AL. 

ISRN*3  Reboxetina reduziu a AL 

Tricíclico*4 

 

Não alteraram a AL 

SSRI/ 

Antagonista 

5HT2c *5  

Trazodona reduziu a AL e o YM1 

não modificou a AL 

Antagonista 

5HT2c/ α2-AR *6  

Mirtazapina e miaserina 

diminuíram a AL 

BROCCO 

e cols., 

2002 

Camundongo NMRI Agudo s.c., 

dose máxima 

40mg/kg 

ISRS *7. Aumentaram a AL. 

IRSN *8  Aumentaram a AL de forma dose 

dependente 
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Continuação Tabela 3. Comportamentos de ratos e camundongos no teste de campo aberto 

BROCCO 

e cols., 

2002 

Camundongo NMRI Agudo s.c., 

dose máxima 

40mg/kg 

 

ISRN *9  Os ISRN não alteraram a AL, 

reboxetina reduziu a AL  

Tricíclico *4  

 

Imipramina, amitriptilina não alteraram 

a AL. Clomipramina aumentou a AL. 

ISRS/ 

Antagonista 
5HT2c *5 

Trazodona, YM1 diminuíram e 

Nefazodona não alterou AL 

Antagonista 

5HT2c/ α2-AR 

*6 

Mirtazapina e miaserina diminuíram a 

AL 

WESOLO

WSKA e 

cols., 2007 

Camundongo Suíço Agudo i.p Imipramina e 

desipramina 

Não alteraram a AL 

XU e cols, 

2010 

Camundongo Laca Agudo 

i.p 10mg/kg 

Imipramina e 

fluoxetina 

Não alteraram a AL 

* fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, citalopram, litoxetina; ** Venlafaxina, S33005; ***reboxetina, desipramina, nortriptilina, 

maprotilina. *4 - Amitriptilina, clomipramina, imipramina; *5 trazodona, 5HT2c: receptor serotonérgico 2c; *6 mianserina, 
mirtazapina, YM1, α2-AR: receptor alfa-adrenérgico 2 ; *7 fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, zimelidina, citalopram, 

litoxetina. *8 Venlafaxina, duloxetina, S33005; *9 – reboxetina, desipramina, nortriptilina, maprotilina, nisoxetina. *10 - 
Amitriptilina, clomipramina, imipramina, *11- Citalopram (1,25 mg/kg), Imipramina (10 mg/kg), desipramina (5 mg/kg) e 

moclobemida (10 mg/kg). AL = atividade locomotora; IRSN = inibidor de recaptação de serotonina e noradrenalina. 
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Em resumo, o tratamento agudo com fármacos antidepressivos 

produz diferentes efeitos comportamentais em ratos e camundongos, 

variando de acordo com o teste utilizado para avaliar tais 

comportamentos. Em camundongos o “desespero comportamental”, 

assim como a exploração de um campo aberto, são paradigmas 

comportamentais sensíveis ao tratamento agudo com antidepressivos. E, 

possivelmente, a facilitação da neurotransmissão monoaminérgica pode 

ser um importante mecanismo subjacente a estes efeitos. Contudo, 

fenômenos de plasticidade do SNC, como por exemplo, a neurogênese, 

podem também estar envolvidos. A este respeito, a neurogênese no 

hipocampo de roedores adultos tem sido apontada como um poderoso 

mecanismo de ação para os fármacos antidepressivos (SANTARELLI et 

al., 2003) 

 

1.2 NEUROGÊNESE NO HIPOCAMPO DE ROEDORES ADULTOS 

E SUA IMPORTÂNCIA PARA O EFEITO COMPORTAMENTAL 

DOS FÁRMACOS ANTIDEPRESSIVOS 

 

A neurogênese no cérebro adulto ocorre constitutivamente e, os 

mecanismos regulatórios subjacentes à neurogênese ainda não estão 

bem definidos (ERIKSSON et al., 1998). A neurogênese é a formação 

de novos neurônios e pode ser dividida em diversos processos 

independentes. Estes processos incluem a proliferação de progenitores, a 

diferenciação destes progenitores em neurônios, a maturação dos 

neurônios recém nascidos e a integração desses neurônios à circuitaria 

pré-existente (CHRISTIE e CAMERON, 2006; KEMPPERMANN, 

1997). Em todas estas etapas pode ocorrer morte celular (PETREANU e 

ALVAREZ-BUYLLA, 2002). A proliferação e a morte celular são dois 

processos regulados de forma independente, porém o balanço entre estes 

dois eventos determinam a taxa de geração dos novos neurônios e da 

renovação da circuitaria neural (CHRISTIE e CAMERON, 2006). Em 

mamíferos, as únicas regiões do cérebro adulto onde acontece a 

neurogênese constitutiva é a zona subgranular (ZSG) do giro denteado 

(GD) do hipocampo e a zona subventricular (ZSV) do ventrículo lateral 

(ALVAREZ-BUYLLA e GARCIA-VERDUGO, 2002; 

KEMPERMANN et al., 1997a).  

O hipocampo é uma estrutura cerebral  que é relacionada 

com a emoção, a memória e o aprendizado espacial. Esta estrutura é 
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dividida em duas porções: o hipocampo ventral (HV) e o hipocampo 

dorsal (HD), e esta separação é feita de acordo com sua funcionalidade 

descrita na literatura (FANSELOW e DONG, 2010). No processamento 

de informações, o HD seria responsável pela memória espacial, 

enquanto o HV seria responsável pelas respostas ao estresse e emoções 

(FANSELOW e DONG, 2010). O hipocampo consiste no corno de 

Ammon (CA, de 1 a 4) e no GD (CAMPBELL e MACQUEEN, 2004). 

O GD encontra-se ao longo de todo o hipocampo e a neurogênese ocorre 

em todo GD, portanto qualquer parte do hipocampo pode ser utilizada 

para avaliação da neurogênese (AIMONE et al., 2010). 

A proliferação é a divisão celular de progenitores que pode dar 

origem a células-filhas idênticas às progenitoras (para revisão ver 

ALVAREZ-BUYLLA et al., 2002). A diferenciação é o 

comprometimento da célula- filha com o fenótipo ao qual dará origem, 

glia ou neurônio. Cada uma dessas células diferencia-se e passa a 

expressar proteínas específicas, e nesta fase os neurônios expressam a 

doublecortina (DCX). A DCX é uma proteína associada a microtúbulos, 

que é expressa em precursores neuronais e neurônios imaturos, tanto no 

cérebro em desenvolvimento e quanto no adulto (BROWN et al., 2003). 

Depois das células já estarem comprometidas com o fenótipo neuronal, 

elas migram para a região alvo onde irão amadurecer e integrar-se à 

circuitaria já existente (PETREANU e ALVAREZ-BUYLA, 2002). 

Assim, as células formadas na ZSV migram para camada granular do 

bulbo olfatório, enquanto as células formadas na ZSG do GD migram 

para camada granular do GD do hipocampo. A maturação é o 

amadurecimento dessas células. Nesta fase, o neurônio recém formado 

desenvolve a árvore dendrítica e inicia as conexões sinápticas com os 

neurônios já existentes (ver Figura 1.). Geralmente esta fase se dá dos 

20 aos 30 dias após o nascimento desses neurônios (BOHLEN UND 

HALBACH, 2007). Para que os neurônios possam integrar-se à 

circuitaria existente, é preciso que este sobreviva a todas as etapas. A 

este respeito, PETREANU e ALVAREZ-BUYLLA (2002) verificaram 

que há um declínio na contagem desses neurônios entre 15 e 45 dias 

após o nascimento e que após 1 ano apenas um terço ainda são 

encontrados na camada granular.  
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A) 

 

 
Figura 1: Esquema das células nas diferentes fases da neurogênese. A) Imagem 

representa uma secção coronal do cérebro de camundongo. Área do retângulo 
destaca o hipocampo que está representado em maior aumento em B. B) 

Hipocampo e projeções neuronais e um neurônio da camada granular do GD. 
GD = Giro denteado, CA1 e CA3 = áreas de neurônios piramidais do 

hipocampo 1 e 3, respectivamente. C) Aumento do GD com as duas camadas 

envolvidas na neurogênese, e as etapas do desenvolvimento neuronal, CG = 
camada granular, ZSG = Zona subgranular, C1 – progenitor em proliferação e 

uma célula filha pós-mitótica; C2 – Neurônio imaturo na camada subgranular e 
C3 – neurônio maduro migrando para camada granular. A) Adaptado de 

PAXINOS e FRANKLIN, 2001. B e C) Adaptado de CHRISTIE e CAMERON, 
2006. 
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Para estudar cada uma das fases da divisão e diferenciação celular 

foram desenvolvidos vários marcadores celulares para identificação 

dessas etapas (para revisão ver BOHLEN UND HALBACH, 2007, ver 

Tabela 4 e Figura 2). Portanto o desenvolvimento dessas técnicas para 

detecção destes marcadores ou proteínas é possível acompanhar as 

diferentes etapas da neurogênese. 

 

 
Figura 2. Etapas da proliferação, diferenciação e maturação celular e a 

expressão dos marcadores celulares. 

 

Tabela 4. Marcadores Celulares 

Marcador celular Marca Avalia 

BrdU É incorporada na 

célula durante a fase S 

(síntese de DNA) da 

divisão celular. 

Permanece na célula 

até que esta morra 

Proliferação celular – 

24 h após a injeção; 

Sobrevivência celular 

– 2 a 3 semanas após 

a injeção 

Pax6 Proteína expressa em 

progenitores neurais 

Proliferação celular 

GFAP Proteína expressa em 

astrócitos e 

progenitores neurais 

Proliferação celular e 

astrócitos maduros 
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Continuação Tabela 4. Marcadores Celulares 

DCX Proteína expressa 

progenitores neurais 

por 2 a 3 semanas 

após o 

comprometimento 

com o fenótipo 

neuronal 

Neurônios novos 

NeuN Proteína expressa 

neurônios maduros 

Neurônios maduros 

Calbindina Proteína expressa 

neurônios maduros 

Células granulares 

adultas (células 

funcionais) 
 

As diversas etapas da neurogênese no GD do hipocampo de ratos 

e camundongos adultos são afetadas por eventos externos ao organismo 

tais como o enriquecimento ou empobrecimento ambiental 

(KEMPERMANN et al., 1998; MESHI et al., 2006, LLORENS-

MARTÍN et al., 2007) ou tratamento com fármacos (SANTARELLI et 

al., 2003; NAVAILLES et al., 2008, DAVID et al., 2007, ver Tabela 5). 

Estes dados (Tabela 5) mostram que o desenvolvimento de neurônios 

novos no hipocampo é favorecido pelo tratamento crônico com 

antidepressivos, ou seja, é induzido pelo uso do fármaco 

(SANTARELLI et al., 2003; SURGET et al., 2008; BRUEL-

JUNGERMAN et al., 2005). E isto sugere que a neurogênese 

hipocampal pode estar relacionada com as respostas comportamentais 

induzidas por estes tratamentos. 

Para entender se existe a necessidade da neurogênese no GD para 

que os efeitos do tratamento com antidepressivos surjam foram 

aplicadas técnicas para bloqueio da proliferação celular no hipocampo. 

A aplicação dos raios X bloqueia a proliferação dos progenitores do 

hipocampo sem alterar a neurogênese na ZSV, pois é realizada com uma 

proteção de chumbo nas demais regiões, deixando exposta apenas a 

região do hipocampo (SANTARELLI et al., 2003; SURGET et al., 

2008). O tratamento crônico com fármacos antidepressivos no teste de 

“ingestão de alimento suprimida pela novidade” (do inglês novelty-

supressed feeding, NSF) reduziu a latência para alimentar-se e, estes 

efeitos comportamentais desaparecem após a aplicação dos raios X no 
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hipocampo, indicando que a neurogênese contribui para os efeitos dos 

antidepressivos em camundongos BALBc (SURGET et al., 2008) e 

129/Sv (SANTARELLI et al., 2003). 

 

Tabela 5. Efeitos do tratamento com fármacos antidepressivos sobre a 

neurogênese. 

Referência Espécie 

Animal 

Tratamento Marcador 

celular 

Efeitos no GD 

SANTARELLI 
e cols., 2003 

Camundongo 
129/Sv 

Crônico – 
28 dias 

(fluoxetina 

10 mg/kg e 

imipramina 

20 mg/kg) 

BrdU Aumentou a 
proliferação 

celular e a 

sobrevivência 

dos novos 

neurônios 

NAVAILLES 

e cols., 2008 

Camundongo 

adulto 

(Balb/cJ e 

C57Bl/6J) 

Crônico – 

24 dias 

(fluoxetina 

10 mg/kg) 

BrdU e 

DCX 

Aumentou a 

proliferação 

celular em 

ambas 

linhagens. Nos 

animais 

C57Bl/6J, após 

2 sem, as 
células com 

dupla marcação 

(DCX + BrdU) 

estava 

aumentada.   

DAVID e 

cols., 2007 

Camundongo 

129/SvEvTac 

Crônico – 

28 dias 

(imipramin

a 20 

mg/kg) 

BrdU Aumentou a 

proliferação em 

25%. 

SCHIAVON e 

cols., 2010 

Ratos Wistar Crônico – 

14 dias 

(imipramin
a 20 

mg/kg) 

BrdU e 

DCX 

Aumentou a 

proliferação 

celular, mas não 
alterou o 

número de 

novos neurônios 

(DCX+) 
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A exposição a um ambiente enriquecido (AE), por outro lado, 

estimula (induz) a neurogênese hipocampal em camundongos adultos 

(KEMPERMANN et al., 1998; MESHI et al., 2006, LLORENS-

MARTÍN et al., 2007) e produz efeitos comportamentais no NSF 

semelhantes ao dos fármacos antidepressivos (MESHI et al., 2006). 

Contudo, a inibição da neurogênese hipocampal pela exposição aos 

raios X não afeta o efeito comportamental desta manipulação sobre a 

latência para se alimentar no NSF em camundongos 129Sv/Ev (MESHI 

et al., 2006). Desta maneira, parece que a neurogênese hipocampal é 

importante para o efeito do tratamento crônico com antidepressivos 

sobre o comportamento dos camundongos adultos expostos a estímulos 

aversivos (SANTARELLI et al., 2003; SURGET et al., 2008).  

No entanto, não está bem determinado se o tratamento agudo com 

fármacos antidepressivos afeta a neurogênese que ocorre no GD do 

hipocampo de camundongos adultos. Ou ainda se, este processo, é 

importante para os efeitos comportamentais agudos destes fármacos em 

camundongos. Foi relatado que o tratamento agudo (1 dia) ou subagudo 

(5 a 7 dias – também denominado subcrônico) com antidepressivos 

(imipramina e fluoxetina) não altera a proliferação celular no GD do 

hipocampo, marcada com BrdU em ratos Sprague-Dawley e Wistar 

(MALBER et al., 2000; YANPALLEWAR et al., 2010), nem na 

quantidade de células DCX+ ou neuroD+ no GD de ratos Wistar 

(YANPALLEWAR et al., 2010). Contudo, existem dados de 

experimentos in vitro indicando que o tratamento, de curto prazo com 

antidepressivos pode inibir a proliferação de células neuronais 

(MANEV et al., 2001), de células tumorais (GAVRILOVA-RUCH et 

al., 2002). Dados não publicados de nosso laboratório indicam que a 

exposição à imipramina, por 24 h in vitro, inibe a proliferação de 

progenitores neuronais originados do hipocampo de ratos adultos.  

Assim, no presente trabalho estamos interessados em investigar 

se o tratamento agudo com fármacos antidepressivos pode afetar a 

neurogênese do hipocampo de camundongos adultos in vivo e se esta 

neurogênese é importante para o efeito do tratamento agudo com estes 

fármacos sobre o comportamento. Além disso, queremos investigar se o 

enriquecimento ambiental, outro estímulo indutor de neurogênese 

hipocampal, facilitaria os efeitos do tratamento agudo com estes 

fármacos sobre o comportamento e sobre a própria neurogênese.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gavrilova-Ruch%20O%22%5BAuthor%5D
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1.3 HIPÓTESES 

 

1) O tratamento agudo com imipramina altera a proliferação 

celular e a diferenciação em neurônios no GD. 

2) O tempo entre o tratamento e o sacrifício do animal é 

essencial para se observar alterações do tratamento agudo 

sobre a neurogênese no GD. 

3) O enriquecimento ambiental aumenta a neurogênese no 

GD. 

4) O tratamento agudo com imipramina altera a atividade 

locomotora em camundongos no TCA. 

5) O enriquecimento ambiental altera a atividade locomotora 

em camundongos no TCA. 

 

1.4 OBJETIVO 

 

Avaliar os efeitos agudos de fármacos antidepressivos sobre a 

neurogênese constitutiva e induzida no hipocampo do cérebro de 

roedores adultos. 

 

1.4.1 Objetivos Específicos 
 

1) Avaliar os efeitos das diferentes doses de imipramina sobre:  

- O número de células em proliferação e dos neurônios novos 

no giro denteado do hipocampo.  

 

2) Avaliar os efeitos do tipo de ambiente sobre: 

- O número de células em proliferação e dos neurônios novos 

no giro denteado do hipocampo.  

 

3) Avaliar a influência do intervalo entre o tratamento e o sacrifício 

sobre: 

- O número de células em proliferação e dos neurônios novos 

no giro denteado do hipocampo.  

 

4) Correlacionar os comportamentos do TCA com o número de células 

em proliferação celular e o número de neurônios novos. 

 



38 

 

1.5 ESTRATÉGIA DE AÇÃO 

 

O antidepressivo selecionado para o estudo foi a imipramina por 

ter efeitos agudos e crônicos bem documentados sobre o comportamento 

de camundongos (DAVID et al., 2007; XU et al., 2010; VAUGEOIS et 

al., 1996; VOGEL et al., 1985; SONG et al., 2006; CARLSSON, 1970; 

ROSS e RENYI, 1975) e apresentar propriedade inibitória da 

proliferação de progenitores neuronais in vitro (dados não publicados).  

Os camundongos que foram utilizados para a avaliação da 

neurogênese constitutiva (fisiológica) foram alojados em um ambiente 

padrão. Já os animais que foram utilizados para a avaliação da 

neurogênese induzida foram alojados em um ambiente enriquecido. Os 

animais receberam injeção via intracerebroventricular (icv) de 

imipramina ou salina. 

Imediatamente após a injeção foi realizado o teste 

comportamental de campo aberto (para os animais sacrificados 24 h 

após a injeção) para verificar o efeito da injeção aguda de imipramina 

sobre o comportamento defensivo. Os animais foram sacrificados 2 h ou 

24 h após a injeção de imipramina ou salina. 

Para todos os tratamentos foram realizadas imunoistoquímicas 

para a detecção de neurônios novos e das células em proliferação no 

giro denteado (GD) do hipocampo. Os neurônios novos foram 

identificados pela detecção da proteína doublecortina (DCX) enquanto 

que as células em proliferação foram identificadas pela detecção da 

proteína Ki-67. A neurogênese foi estimada pela contagem do número 

de pericários imunorreativos à DCX (DCX+) e a estimativa de 

proliferação foi dada pelo número de núcleos imunorreativos ao Ki-67 

(Ki-67+). 

Os resultados do teste comportamental foram correlacionados 

com a contagem de células DCX+ ou Ki-67+ do GD do hipocampo. 

 

1.6 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Os camundongos chegaram adultos (~60 dias) e permaneceram, 

no mínimo de 4 dias em ambientação no biotério setorial. Em seguida 

foram alojados em ambiente padrão ou em ambiente enriquecido por 30 

dias. Aos 30 dias de alojamento, os animais foram submetidos à cirurgia 

para implantação da cânula guia. Sete dias após a cirurgia cada 
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camundongo recebeu uma injeção icv (imipramina ou salina) e foi 

sacrificado por perfusão cardíaca (ver Figura 3). 

 

Experimento 1 – Os animais foram sacrificados 24 h após a injeção. 

Doses de imipramina utilizadas: 0,06 nmol/µl ou 0,2 nmol/µl* 

 

Experimento 2 – Os animais foram sacrificados 2 h após a injeção. Dose 

de imipramina utilizada: 0,2 nmol/µl*. O tempo de 2 h foi escolhido 

para avaliar se a imipramina já apresenta efeito sobre a proliferação logo 

após o estimulo. 

 

 
Figura 3. Desenho experimental 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 OBTENÇÃO DOS ANIMAIS E CONDIÇÕES DE ALOJAMENTO 

 

Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade 

Federal de Santa Catarina (UFSC) e alojados no biotério setorial. Sendo 

camundongos Suíços, machos em idade reprodutiva (~60 dias). Foram 

colocados 10 camundongos em ambiente padrão ou em ambiente 

enriquecido. Os animais que sofreram cirurgia estereotáxica foram 

acomodados em grupos de 5 camundongos por caixa padrão e os 

animais do ambiente enriquecido continuaram em grupos de 10 animais 

por caixa (experimentos 1 e 2). 

A temperatura do biotério setorial foi mantida em 23  2 ºC e a 

umidade em 55%. O fotoperíodo foi ajustado de modo que os animais 

permanecessem 12 h no claro (06h00min - 18h00min) e 12 h no escuro. 

Todos os animais receberam água e ração comercial (Nuvital
®
) à 

vontade. Os protocolos foram aprovados pelo comitê de ética da UFSC 

sob o Ofício nº 117/CEUA/PRPe/2008. 

O ambiente padrão consiste de uma caixa polipropileno branco 

com as dimensões: 41 x 34 x 16 (comprimento x largura x altura, ver 

Figura 4A), forrada com maravalha. O ambiente enriquecido consiste 

em uma gaiola com três andares (dimensões 30 x 23 x 60; comprimento 

x largura x altura), com brinquedos variados (trocados uma vez por 

semana), tubos de PVC, duas rodas de atividade, escadas, uma casinha 

plástica, tubo de papelão e folha de papel para fazerem ninho e um 

subsolo com maravalha (ver Figura 4B). 
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Figura 4. Tipos de alojamento. A) caixa utilizada para o ambiente padrão e B) 
gaiola utilizada para o ambiente enriquecido. 

 

2.2 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA 

 

Os animais foram anestesiados com a mistura (v/v, 1ml/kg, ip.) 

de quetamina (100 mg/kg, König
®
) e xilazina (75 mg/kg, König

®
), e 

posicionados no estereotáxico (marca Insight
®
, modelo com 2 torres). 

Foram utilizados 0,1ml de anestésico local (mepivacaína 3%) antes de 

iniciar a cirurgia; a pele da região sobre o crânio foi cortada e o crânio 

do animal exposto. Foram feitos três furos para colocação de dois 

parafusos e inserção de uma cânula guia. O espaço ao redor da cânula 

foi fechado com gelatina sólida. A região do escalpo exposta para 

colocação da cânula e dos parafusos foi preenchida com resina de 

dentista (Vipi flash
®
 – líquido e Jet

®
 - pó) para fixação do conjunto. Os 

parafusos dão sustentação a esta prótese. A cânula guia (8,0 mm de 

comprimento), confeccionada a partir de uma agulha hipodérmica (20x 

5,5 24G, Nipro
®
 ou BD

®
), foi inserida em direção ao ventrículo lateral e 

a extremidade interna foi posicionada logo acima (0,3mm) do ventrículo 

de acordo com as coordenadas (PAXINOS e FRANKLIN, 2001) em 

relação ao bregma: ântero-posterior -0,2 mm, médio-lateral ± 1,0mm e 

dorso-ventral – 2,0mm. Após a fixação da cânula foi inserido um 
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mandril em seu interior para evitar obstrução. O mandril foi fixado por 

mais uma camada de resina. 

2.3 VIA DE ADMINISTRAÇÃO 

 

A Injeção icv de salina (controle) ou de imipramina foi feita com 

auxílio de uma agulha gengival (8,5 mm de comprimento, Microdont
®
) 

acoplada a uma bomba de injeção (Insight
®
). A injeção foi feita durante 

1 min (fluxo de 1µL/min.), e o animal permaneceu com a agulha na 

cânula por mais 1 min após a administração para facilitar a difusão do 

líquido e para evitar refluxo. As doses de imipramina injetadas foram 

0,2 nmol/µl (experimentos 1 e 2) ou 0,06 nmol/µl (experimento 1). As 

doses foram selecionadas a partir de dados não publicados de nosso 

laboratório, que indicam que a concentração de imipramina suficiente 

para inibir 50% da proliferação de progenitores neurais obtidos do 

hipocampo de ratos adultos in vitro (IC50) é de 0,2 µM.  

 

2.4 TESTE PARA OBSERVAÇÃO DE COMPORTAMENTOS DE 

DEFESA 

 

No experimento 1 os animais foram submetidos ao campo aberto 

(TCA) imediatamente após a injeção icv. O TCA consiste em uma arena 

retangular de 50 x 30 x 35 cm (comprimento x largura x altura) de cor 

preta, na qual os animais são mantidos pelo tempo de 5 min. Após a 

saída de cada animal, a arena foi higienizada com álcool 70% para evitar 

odores do animal anterior. O TCA foi escolhido para avaliar se a injeção 

icv de antidepressivo altera a atividade locomotora desses animais. 

 

2.5 ANÁLISE DO COMPORTAMENTO NO TCA 

Os comportamentos foram analisados utilizando o software 

Ethowatcher (EthoWatcher
®
, CRISPIM et al., 2010; manuscrito 

submetido à publicação; software disponível em ethowatcher.ufsc.br). 

No TCA foram registradas a freqüência e a duração das seguintes 

categorias comportamentais: movimentação horizontal (locomoção), 

exploração vertical, autolimpeza, a limpeza de cabeça, imobilidade, 

coçar a cabeça e análise de risco. A categoria movimentação horizontal 

foi registrada toda vez que os animais deslocavam-se horizontalmente 

pela arena. Para a exploração vertical foram feitos registros toda vez em 
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que o animal permanecia de pé sobre as patas traseiras. A autolimpeza 

foi registrada sempre que o animal realizava movimentos de lambida e 

mordida pelo corpo e a limpeza de cabeça era registrada cada vez que o 

animal levava as patas dianteiras à boca depois à cabeça. A categoria 

imobilidade foi registrada toda vez em que o animal permanecia 

totalmente imóvel. O coçar a cabeça foi registrado sempre em que o 

animal coçava a cabeça, com qualquer uma das quatro patas. A análise 

de risco foi registrada toda vez em que o animal realizava qualquer 

movimento no próprio eixo, sem deslocamento real sobre o substrato. 

 

2.6 EUTANÁSIA  

 

Vinte e quatro ou duas h após a injeção, os animais foram 

anestesiados com uretana 35% e sacrificados por perfusão cardíaca com 

sacarose (9,25%), seguido de paraformaldeído 4% (PFA 4%, para 

protocolos ver Anexo 1). Após a perfusão foi injetado, nos animais que 

tinham cânula, o corante azul de Evans (1%) para confirmar a posição 

da injeção. Em seguida o cérebro foi retirado do crânio. 

 

2.7 MICROTOMIA 

 

Após a retirada, o cérebro dos animais era mantido por vinte e 

quatro h no PFA 4%. Após esse período os cérebros foram mantidos em 

sacarose 20% (protocolos ver Anexo 1) durante, no máximo, uma 

semana. Para microtomia os cérebros foram cortados em dois blocos. O 

primeiro bloco continha: 1-a região do estriado (controle positivo na 

imunoistoquímica para DCX e Ki-67), 2- o hipocampo (região 

neurogênica de interesse), 3-a região da cânula (naqueles grupos que 

receberam injeção ICV para confirmação histológica do posicionamento 

da cânula). O segundo bloco continha o tronco cerebral. Os blocos 

foram congelados em gelo seco e secionados a 50 µm em um criótomo 

de congelamento (marca Jung Ag Heidelberg®; experimento 1) ou 

incluídos em gelatina a 10% para serem cortados (50µm) no vibratomo 

(marca vibratome®, modelo 1500; experimento 2). As secções foram 

armazenadas em tubos (tipo Eppendorf contendo solução 

anticongelante, para protocolo ver Anexo 1) organizados em sequência 

contendo a secções separadas entre si por 250 µm. O primeiro tubo foi 

utilizado para imunoistoquímica para DCX, e o seg tubo para 
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imunoistoquímica para Ki-67. Os demais tubos foram guardados para 

imunoistoquímicas futuras. 

 

 

 

2.8 IMUNOISTOQUÍMICA PARA OS MARCADORES DE 

NEURÔNIOS NOVOS E CÉLULAS EM PROLIFERAÇÃO 

 

A imunoistoquímica para detecção da proteína Ki-67 iniciou com 

recuperação antigênica em tampão citrato (ver anexo 1 para protocolo) 

por 30 min a 89ºC, os demais passos foram os mesmos utilizados para a 

detecção da proteína DCX. 

Para imunoistoquímica de DCX foi utilizado o seguinte 

procedimento operacional padrão (POP): (ver Anexo 1 para protocolos). 

As incubações foram realizadas sob temperatura ambiente e as exceções 

a esta regra são indicadas no protocolo. 

1º dia: 

- 3 lavagens de 5 min com tampão A  

- Incubação no bloqueio da peroxidase endógena por 30 min 

- 3 lavagens de 5 min com tampão A 

- Incubação no bloqueio inespecífico (Soro Albumina Bovina - 

BSA1%) por 60 min 

- Incubação no anticorpo primário (para diluições e procedência 

ver Anexo 2) diluído em BSA1% durante a noite (mínimo 18 h), a 4ºC. 

 Anticorpos primários utilizados: anti-DCX: diluição 1:5000; 

anticorpo desenvolvido em coelho (IgG, policlonal) fabricado por 

Abcam®,  cód.  ab18723. E anti-Ki-67: diluição 1:500; anticorpo 

desenvolvido em coelho (IgG, policlonal), fabricado por Acris®, cód. 

DRM 004. 

2º dia: 

- 3 lavagens de 5 min com tampão A 

- Incubação no anticorpo secundário por 90 min, diluído em 

tampão A (Vectastain® Elite ABC kit anti-coelho IgG, fabricado por 

Vector labs, diluição 1:1000) 

- 3 lavagens de 5 min com tampão A 

- Incubação no complexo avidina + peroxidase biotinilada (ABC) por 

120 min, diluído em tampão A (Vectastain® Elite ABC kit anti-coelho 

IgG, fabricado por Vector labs, diluição avidina 1:500 e biotina 1:500) 
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- 3 lavagens de 5 min com tampão A 

- 1 lavagem de 5 mins com TBS 0,25M 

- Incubação em 3´3-Diaminobenzidina (DAB) por 10 min  

- Incubação em DAB + peróxido de hidrogênio 30% por 10 min 

- 3 lavagens de 5 min com TBS 0,25M 

- 1 lavagem de 5 min com água destilada 

Colocar as secções nas lâminas e deixar secar por 5 dias em 

temperatura ambiente. Então realizar o processo de diafanização (ver 

Anexo 3 para protocolo).  

As lâminas que continham as secções marcadas para Ki-67 foram 

coradas com Giemsa por 3 s antes da diafanização (ver Anexo 3 para 

protocolo) 

 

2.9 MICROSCOPIA  

 

A imunorreatividade presente nas secções foi analisada com o 

auxílio do microscópio óptico de campo claro (Olympus BH2). Os 

campos foram fotografados com auxílio de uma câmera digital 

Pixelink®, operada pelo programa de computador da própria câmera. 

Cada giro denteado (direito e esquerdo) foi fotografado de forma 

seqüencial, da extremidade medial à lateral (Figura 5), com a 

magnificação de 400 vezes. 

 

A)  

 
B) 
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Figura 5. Imagem representando uma secção coronal do cérebro de 
camundongo em pequeno aumento (A), a imagem do retângulo está 

representado ampliado abaixo. A imagem ampliada representa o hipocampo 
mostrando o esquema da sequência das fotos ao longo do giro denteado (B). Os 

retângulos identificados na sequência a-h indica a ordem em que as fotos foram 
realizadas. Adaptado de PAXINOS e FRANKLIN, 2001. 

 

2.10 CONTAGEM DE CÉLULAS  

 

A quantificação das células imunorreativas a proteína DCX foi 

realizada com auxilio do software ImageJ® (www.rsweb.nih.gov/ij/). A 

quantificação do número de células expressando DCX ou Ki-67 foi feita 

por GD, ou seja, o número de células DCX+ ou Ki-67+ foi contado ao 

longo do eixo rostro-caudal dos GDs, direitos e esquerdos, e o total da 

contagem foi dividido pelo número de GD analisados. A contagem das 

células não foi distinta entre hipocampo direito e esquerdo. Para reduzir 

os erros de contagem, por variação das amostras de hipocampo ao longo 

do eixo rostro-caudal, as secções contendo os hipocampos foram 

selecionadas entre os limites -1,34 mm e -2,18 mm do bregma, 

correspondente as figuras 42 a 49 do atlas de PAXINOS e FRANKLIN 

(2001). O HD foi utilizado para a contagem das células por conter mais 

dados na literatura e pela facilidade na microtomia. 

As características avaliadas para reconhecer uma célula DCX+ 

foram coloração acinzentada (com intensidade da cor variando de claro 

a escuro) no corpo celular com ou sem projeções dendríticas e com 

núcleo claro (ver Figura 6A). A marcação do Ki-67 é nuclear (pontos 

arredondados e escuros) e de fácil visualização (ver Figura 6B), então a 

contagem foi realizada diretamente pela observação na tela do 

computador.  

http://www.rsweb.nih.gov/ij/
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A1)     A2) 

  

 
B1)    B2) 

 

 
Figura 6. Secção coronal do cérebro de camundongo Suíço adulto (A1 e B1), os 
retângulos estão representados ampliados em A2 e B2, respectivamente. Setas 

indicam a marcação imunoistoquímica típica de A2) células DCX+; B2) células 
Ki-67+. 

 

2.11 CRITÉRIOS PARA INCLUSÃO NA ANÁLISE 

 

Os critérios para inclusão de um dado na análise estatística foram 

a localização da injeção no ventrículo lateral (Figura 7A) e a boa 

qualidade da imunoistoquímica para DCX. Várias imunoistoquímicas 

para DCX foram realizadas durante o experimento, e o controle positivo 

utilizado, para verificar a qualidade da imunoistoquímica, foi a região 

subventricular do ventrículo lateral. Quando esta região estava bem 
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marcada (Figura 7B), os dados eram incluídos na análise (ver Anexo 3 

para dados excluídos). 

 

A) 

  
B) 

 
Figura 7. A) Secção representativa de um local de injeção 

intracerebroventricular. B) Secção submetida à imunoistoquímica para DCX. A 
seta indica marcação da ZSV do ventrículo lateral das imunoistoquímicas de 

DCX+ incluídas na análise. VL = ventrículo lateral. 
 

2.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os números de células contadas foram anotados em tabela do 

programa Excel®. Os dados foram transferidos para o Statistica 8.0. 

Para avaliar efeito do fator Tratamento (Experimento 1, salina versus 2 

doses de imipramina em cada condição de alojamento) foi utilizado o 
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teste ANOVA não paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste pos hoc 

de Mann-Whitney.  Para o experimento 2, a diferença entre o grupo 

salina e imipramina foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney em cada 

condição de alojamento. A correlação dos comportamentos com o 

número de células DCX+ e Ki67+ foi feita utilizando o teste não 

paramétrico de Spearman. Em todos os testes o nível de significância 

adotado foi de p<0,05. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM IMI ICV SOBRE O 

COMPORTAMENTO DOS CAMUNDONGOS SUÍÇOS ADULTOS 

NO CAMPO ABERTO: INFLUÊNCIA DA DOSE E DA CONDIÇÃO 

DE ALOJAMENTO 

 

Os tempos dos comportamentos avaliados estão apresentados na 

Tabela 6. Em relação ao tempo gasto em cada comportamento não 

houve diferença significativa entre os diferentes tratamentos ou entre os 

pré-tratamentos.  

 

Tabela 6. Tempo gasto (em seg) em cada um dos comportamentos 

registrados durante 5 min do teste de campo aberto. 
Pré-
trat. 

Trat. N L EV LC AL I AR CC 

AP Salina 7 121 

±21 

39 

±10 

23 

±9 

2   

±1 

96 

±18 

13 

±4 

7   

±2 

AP Imi 0,06 4 127 
±38 

41 
±5 

11 
±11 

8     
± 5 

102 
±21 

13 
±8 

1   
±1 

AP Imi 0,2 5 104 
±7 

58 
±10 

21 
±6 

4   
±2 

77 
±16 

14 
±1 

22 
±15 

AE Salina 7 86 
±12 

57 
±19 

16 
±6 

10 
±5 

120 
±26 

7   
±2 

6   
±2 

AE Imi 0,06 4 104 
±8 

71 
±12 

17 
±6 

0,00 
±0 

82 
±16 

23 
±6 

3   
±3 

AE Imi 0,2 6 122 

±18 

50 

±19 

18 

±7 

2    

±1 

94 

±31 

6   

±4 

7   

±4 

O teste de campo aberto foi feito imediatamente após a injeção icv. Trat.= 

tratamento, N= número de animais, AE = ambiente enriquecido, AP = ambiente 
padrão, Imi = imipramina, L= locomoção, EV= exploração vertical, LC= 

limpeza de cabeça, AL= autolimpeza, I= imobilidade, AR= análise de risco, 
CC= coçar a cabeça. Os valores representam a média ± erro padrão da média. 

 

No TCA não foram encontradas diferenças importantes entre os 

tratamentos para os vários comportamentos avaliados, ou seja, o 

tratamento central agudo com imipramina não alterou o comportamento 

no TCA em camundongos Suíços em nenhuma das condições de 

alojamento, concordando com os estudos de WESOLOWSKA e cols. 

(2007). Estes autores não encontraram modificações na atividade 
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locomotora nesta mesma linhagem de camundongo após o tratamento 

agudo e sistêmico com imipramina (WESOLOWSKA et al., 2007). Do 

mesmo modo, o tratamento agudo com imipramina em camundongos 

ICR (XU et al., 2010) e NMRI (BROCCO et al., 2002) não alterou a 

atividade locomotora destes animais, embora outros fármacos 

antidepressivos sejam efetivos em aumentar ou reduzir a atividade 

locomotora de camundongos NMRI (BROCCO et al., 2002). Assim, os 

efeitos agudos dos fármacos antidepressivos sobre a locomoção de 

camundongos parecem depender da linhagem e do tipo de fármaco 

estudados e não da via de administração utilizada. 

 

3.2 EFEITOS DAS DIFERENTES DOSES DE IMIPRAMINA SOBRE 

O NÚMERO DE CÉLULAS EM PROLIFERAÇÃO KI-67+ E DOS 

NEURÔNIOS NOVOS (DCX+) NO GD DO HIPOCAMPO 

 

A Tabela 7 apresenta os valores da média e do erro padrão da 

média do número de células Ki67+ observadas no GD de cada um dos 

grupos experimentais. Os animais destes grupos foram sacrificados 24 h 

depois da injeção icv. No experimento 1 observamos que no grupo AP 

os animais tratados com imi 0,06 nmol/µl apresentavam o número de 

células Ki-67+ significativamente menor quando comparado ao grupo 

salina e Imi 0,2 nmol/µl do mesmo tipo de alojamento (ver Anexo 4 

para Dados estatísticos e Figura 8). Por outro lado no grupo AE não 

houve diferença estatística entre os tratamentos (ver Anexo 4 para 

Dados estatísticos e Figura 8), apenas uma redução, marginalmente 

significante do número de células Ki-67+ no grupo que recebeu Imi 0,2 

nmol/µl, quando comparado com o grupo controle do AE. Nos dois 

tipos de alojamento foram observadas diferenças estatísticas entre as 

duas doses de imipramina (ver Anexo 4 para Dados estatísticos). 

 

Tabela 7. Número de animais, média e erro padrão da média para 

células Ki67+, dos animais sacrificados 24 h após a injeção. 

Pré-tratamento Tratamento N Média ± EPM 

AP Salina 4 11,59 2,66 

AP Imi 0,06 4 3,81 1,18 

AP Imi 0,2 5 16,67 2,45 

AE Salina 4 7,22 0,79 

AE Imi 0,06 4 14,18 3,72 
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AE Imi 0,2 3 3,84 1,17 

N= número de animais, EPM= erro padrão da média, AE = ambiente 
enriquecido, AP = ambiente padrão, Imi = imipramina. 
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Figura 8. Efeito das injeções icv de imipramina sobre o número de células 

proliferativas no GD de camundongos Suíço adultos alojados em ambiente 
padrão (AP) ou enriquecido (AE). Os círculos (grupo AP) e os quadrados 

(grupo AE) representam o número de células Ki67+ nos animais tratados com 
salina ou imipramina (Imi 0,06 nmol/µl; Imi 0,2 nmol/µl). Todos os dados são 

expressos em média ± EPM. Valores (*) p<0,05 quando comparados com os 
animais do grupo salina na mesma condição de alojamento. 

 

A Tabela 8 apresenta os valores da média e do erro padrão da 

média do número de células DCX+ observadas no GD de cada um dos 

grupos experimentais. O grupo AP tratado com imipramina 0,2 nmol/µl 

apresentou significativamente maior número de neurônios novos 

(DCX+) quando comparado ao grupo salina do mesmo alojamento (ver 

Anexo 4 para dados estatísticos e Figura 9). O grupo AE não apresentou 

diferenças significativas entre os tratamentos (ver Anexo 4 para Dados 

estatísticos e Figura 9). 
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Tabela 8. Número de animais, média e erro padrão da média para 

células DCX+, do grupo sacrificado 24 h após a injeção. 

Pré-

tratamento 

Tratamento N Média EPM 

AP Salina 4 19,66 3,77 

AP Imi 0,06 4 20,45 2,70 

AP Imi 0,2 5 56,93 6,56 

AE Salina 4 24,55 5,45 

AE Imi 0,06 4 25,32 6,21 

AE Imi 0,2 3 23,38 7,12 

N= número de animais, EPM= erro padrão da média, AE = ambiente 
enriquecido, AP = ambiente padrão, Imi = imipramina. 
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Figura 9. Efeito das injeções ICV imipramina sobre o número de neurônios 
novos no GD de camundongos Suíços adultos alojados em ambiente padrão 

(AP) ou enriquecido (AE). Os círculos representam o número de células DCX+ 
no grupo AP tratado com salina ou imipramina (Imi 0,06 nmol/µl; Imi 0,2 

nmol/µl). Os quadrados representam o número de células DCX+ no grupo AE 
tratado com salina ou imipramina (Imi 0,06 nmol/µl; Imi 0,2 nmol/µl). Todos os 

dados são expressos em média ± EPM. Valores (*) p<0,05 quando comparados 
com os animais salina na mesma condição de alojamento. 
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Os resultados significativos foram encontrados no AP, no qual os 

animais apresentaram menor número de células em proliferação (Ki-

67+) na dose de Imi 0,06 nmol/µl, assim como um aumento 

significativo no número de células DCX+ na dose de Imi 0,2 nmol/µl, 

quando comparados ao grupo salina da mesma condição de alojamento. 

No AE houve apenas uma redução, marginalmente significante, no 

número de células Ki-67+ no grupo imi 0,2 nmol/µl, quando comparada 

ao grupo controle do mesmo alojamento. 

A neurogênese engloba diversas etapas: a proliferação de 

progenitores neuronais, diferenciação destes progenitores em neurônios, 

maturação e integração destes neurônios novos à circuitaria já existente 

(CHRISTIE e CAMERON, 2006). Em nosso trabalho verificamos o 

número de células em proliferação (através da expressão da proteína Ki-

67) e o número de neurônios novos (através da expressão da proteína 

DCX). O número de células em proliferação é função dos processos de 

proliferação e morte dos progenitores bem como das suas taxas de 

diferenciação (CHRISTIE e CAMERON, 2006). Por sua vez, o número 

de neurônios novos é função da taxa de diferenciação dos progenitores 

de origem, da taxa de sobrevivência e de maturação destes neurônios 

(DAYER et al., 2003; PETREANU e ALVAREZ-BUYLLA, 2002). 

Nossos resultados indicam que a imipramina altera de forma 

dose-dependente o número de células em proliferação no hipocampo dos 

camundongos Suíços adultos. A dose de Imi 0,06 nmol/µl no AP 

reduziu significativamente as células Ki-67+ enquanto a dose de Imi 0,2 

nmol/µl não afetou significantemente esta variável. No entanto, a 

literatura mostra que o tratamento agudo ou subagudo, aplicado pela via 

sistêmica, com diferentes fármacos e doses de antidepressivos parece 

não alterar a proliferação celular em camundongos 129/Sv 

(SANTARELLI, et al., 2003). MANEV e cols. (2001) observaram em 

estudos in vitro, uma inibição da proliferação celular mediante a 

aplicação de diversos antidepressivos; entretanto, não observaram 
efeitos na proliferação celular (BrdU+) quando realizaram a 

administração aguda de fluoxetina aos ratos Brown-norway.Essas 

diferenças, entre nossos dados e a literatura, podem ser justificadas em 

parte pela dose utilizada e pela via de aplicação. Em nosso trabalho 

empregamos as doses de 0,2 nmol/µl e 0,06 nmol/µl e comparações com 

as doses encontradas na literatura são difíceis por causa da via utilizada. 

Nos estudos são utilizados doses variando entre 5 e 32 mg/kg 
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(WEBBER et. al., 2009; DAVID et al., 2001; PORSOLT et al. 1978), 

aplicadas via sistêmica, e não há como transpor diretamente esses 

valores para injeção icv. Uma diferença entre a via sistêmica e a icv, que 

poderia contribuir para a diferença entre os dados, é a biodisponibilidade 

do fármaco (BROSEN et al., 1988).  O fármaco aplicado via icv 

atingiria as regiões próximas aos ventrículos cerebrais (como é o caso 

do hipocampo) rapidamente e com a concentração semelhante à dose 

aplicada, enquanto pela via sistêmica parte do fármaco seria 

metabolizada antes de alcançar o cérebro com uma concentração menor 

que a aplicada (CIRAULO et al., 1988). Há estudos demonstrando que a 

administração icv ou sistêmica de antidepressivo geram diferentes 

efeitos sobre, por exemplo, a percepção da dor e sobre a retenção da 

memória em ratos e camundongos (ZARRINDAST et al., 2000; 

ZARRINDAST et al., 2004). 

Os dados obtidos neste trabalho indicam que a imipramina pode 

afetar os processos de proliferação, morte e/ou diferenciação dos 

progenitores de forma dose dependente. A dose de 0,06 nmol/µl reduziu 

o número de células Ki-67+ que pode ser resultado da inibição do 

processo de proliferação e/ou a indução da morte e/ou aumento da 

diferenciação dos progenitores. 

Se o tratamento com imipramina de alguma forma afetou o 

processo de diferenciação dos progenitores esperaríamos encontrar 

alterações no número de neurônios novos compatíveis com as alterações 

no número de células em proliferação. No entanto, a redução no número 

de células Ki-67+ na dose de 0,06 nmol/µl do AP, não foi acompanhada 

por alterações no número de células DCX+ sugerindo que o aumento do 

número de células Ki-67+ não ocorreu pelo aumento da diferenciação 

dos progenitores em neurônios. Assim, já que não houve aumento no 

número de células DCX+, possivelmente houve diminuição na 

proliferação e/ou indução da morte celular e/ou aumento da 

diferenciação dos progenitores em glia.  

A injeção aguda de imipramina na dose de 0,2 nmol/µl aumentou 

significativamente o número de células DCX+ no GD do hipocampo, ou 

seja, aumentou o número de neurônios novos. Portanto a imipramina, 

nesta dose, deve ter diminuído a morte dos neurônios recém-formados 

e/ou reduzido da maturação neuronal já que a taxa de proliferação não se 

alterou nesta condição. 
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A influência do intervalo de tempo entre o tratamento e o 

sacrifício do animal será discutida no capítulo 3.5 

 

3.3 CORRELAÇÃO ENTRE OS COMPORTAMENTOS 

OBSERVADOS NO CAMPO ABERTO E O NÚMERO DE 

CÉLULAS Ki-67+ E DCX+ NO GD DOS CAMUNDONGOS SUÍÇOS 

ADULTOS: INFLUÊNCIA DA DOSE DE IMIPRAMINA 

 
Apesar de não haver diferenças estatísticas entre os 

comportamentos registrados no teste de campo aberto nos diferentes 

grupos experimentais, foi observado que há correlação entre o 

comportamento de coçar a cabeça e as contagens das células Ki-67+. 

Houve correlação positiva entre o tempo de coçar a cabeça (seg) com as 

células Ki-67+ nos animais do grupo Imi 0,2 nmol/µl (ver Tabela 9, 

p<0,05, ver Anexo 4 para Figura da correlação). Nenhuma correlação 

foi observada entre o tempo dos outros comportamentos e as células Ki-

67+ ou DCX+ (ver Tabelas 9 e 10). Estes dados estão de acordo ao 

observado por Silva e cols. (2011, dados não publicados de nosso 

laboratório). 

 

Tabela 9. Valores de R das correlações entre os comportamentos 

avaliados no teste de campo aberto com o número de células Ki-67+ 

independente do pré-tratamento. 

Trat. L EV LC AL I AR CC 

Salina 0,18 -0,50 -0,13 0,13 0,14 0,36 -0,12 
Imi 0,06 -0,35 0,49 0,61 -0,24 -0,23 0,71 0,05 
Imi 0,2 -0,36 0,21 0,02 0,41 -0,40 0,45 0,86* 
O campo aberto foi realizado imediatamente após o tratamento farmacológico 

(via icv) e o sacrifício dos animais para obtenção dos cérebros submetidos a 

imunoistoquímica para Ki-67 ocorreu 24 após o teste. Trat. = tratamento, L= 
locomoção, EV= exploração vertical, LC= limpeza de cabeça, AL= 

autolimpeza, I= imobilidade, AR= análise de risco, CC= coçar a cabeça, Imi= 
imipramina (nmol/µl). * Spearman R (p<0,05). 

 

Tabela 10. Valores de R das correlações entre os comportamentos 

avaliados no teste de campo aberto com o número de células DCX+ 

independente do pré-tratamento. (Legenda Tabela 10. na página 58) 

Trat. L EV LC AL I AR CC 

Salina -0,53 -0,17 -0,34 -0,35 0,46 0,52 -0,17 
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Imi 0,06 -0,17 -0,45 0,61 -0,19 0,48 -0,48 0,65 
Imi 0,2 -0,23 0,26 0,23 0,57 -0,14 0,35 0,52 
 
Legenda Tabela 10 (página 57): O campo aberto foi realizado imediatamente 

após o tratamento farmacológico (via icv) e o sacrifício dos animais para 
obtenção dos cérebros submetidos a imunoistoquímica para DCX ocorreu 24 

após o teste. Trat. = tratamento, L= locomoção, EV= exploração vertical, LC= 
limpeza de cabeça, AL= autolimpeza, I= imobilidade, AR= análise de risco, 

CC= coçar a cabeça, Imi= imipramina (nmol/µl). 

 

Embora exista a correlação entre o tempo de coçar a cabeça e a 

contagem de células Ki-67+ no grupo imi 0,2 nmol/µl, tal correlação 

não pode ser confiável, devido às diferenças significativas entre as 

contagens dessas células nos grupos tratados com imipramina, do AP e 

AE. A correlação foi feita com o total dos casos de AP e AE, i.e., 

independentes do pré-tratamento, portanto tais diferenças não foram 

levadas em consideração. Se a análise fosse feita separadamente por pré-

tratamento (AP e AE), talvez a correlação não existisse. 

 

3.4 EFEITOS DO TIPO DE AMBIENTE SOBRE O NÚMERO DE 

CÉLULAS EM PROLIFERAÇÃO Ki-67+ E DOS NEURÔNIOS 

NOVOS (DCX+) NO GD DO HIPOCAMPO 

 

Os animais sem cirurgia e sem tratamento farmacológico (SC), 

alojados nas diferentes condições (AP ou AE) não apresentaram 

diferenças significativas no número de células proliferativas, nem no 

número de neurônios novos (ver Tabela 11, Figura 10 e anexo 4 para 

dados estatísticos). 

 

Tabela 11. Número de animais, média e erro padrão da média para 

células Ki-67+ e DCX+. 

Condição de 

alojamento 

N Marcador 

celular 

Média ± EPM 

AP 5 

Ki-67 3,62 0,98 

DCX 12,95 2,66 

AE 4 Ki-67 4,13 1,10 
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DCX 16,70 6,41 

N= número de animais, EPM= erro padrão da média, AE = ambiente 
enriquecido, AP = ambiente padrão. 
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Figura 10. Efeito do alojamento, ambiente padrão (AP) ou ambiente enriquecido 

(AE) em camundongos Suíço machos sem cirurgia e sem tratamento 
farmacológico. As barras brancas representam os animais AP e as barras 

chanfradas representam os animais AE. No eixo Y está representado o número 
de células positivas por GD para Ki-67+ e DCX+. Todos os dados são 

expressos em média ± EPM. 

 

A literatura descreve que o enriquecimento ambiental aumenta a 

proliferação e a sobrevivência celular e modifica o comportamento de 

camundongos em diferentes testes (MESHI et al., 2006; VAN PRAAG 

et al., 1999; KEMPERMANN, et al., 1998). Surpreendentemente, em 

nossos experimentos não achamos diferenças entre os animais alojados 

no AP ou no AE em nenhum dos parâmetros avaliados (proliferação 

celular, formação de neurônios novos e comportamentos no TCA), em 

nenhum dos grupos, inclusive nos animais sem cirurgia. Estas diferenças 

entre os resultados podem ser justificadas pelas diferenças entre os tipos 

e tempos de exposição ao ambiente enriquecido, os métodos utilizados 
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para determinar a neurogênese bem como a linhagem da espécie animal 

estudada. 

Existem vários tipos de AE descritos para camundongos (MESHI 

et al., 2006; KEMPERMANN et al., 1998; VAN PRAAG et al., 1999). 

Rodas de atividade e convívio social parecem ser elementos importantes 

para que haja efeitos do AE sobre a neurogênese e o comportamento de 

camundongos (MESHI et al., 2006; VAN PRAAG et al., 1999). VAN 

PRAAG e cols. (1999), por exemplo, verificaram um aumento da 

proliferação celular no hipocampo de camundongos C57Bl/6 que 

realizaram apenas exercício físico voluntário, sem a necessidade de 

haver outro elemento de enriquecimento ambiental. Embora, o AE 

empregado no presente trabalho contenha estes elementos essenciais 

para provocar modificações nos parâmetros avaliados (MESHI et al., 

2006), não encontramos alterações nos resultados que possam ser 

atribuídos ao AE. Assim, concluímos que as discrepâncias entre os 

nossos resultados e a literatura não se dão pelo tipo de AE utilizado.  

Tempos de exposição ao AE tão curtos quanto 11 ou 14 dias são 

suficientes para aumentar a neurogênese hipocampal e afetar o 

comportamento de roedores. Por exemplo, BRUEL-JUNGERMAN e 

cols. (2005) verificaram que a exposição ao AE, por 14 dias, aumentou a 

sobrevivência celular no hipocampo de ratos Sprague-Dawley. E onze 

dias de exposição ao AE já modifica o comportamento locomotor, 

reduzindo a atividade locomotora de ratos Sprague-Dawley (ELLIOT e 

GRUNBERG, 2005). A exposição mais prolongada (aproximadamente 

28 dias) também melhora a aprendizagem espacial no labirinto aquático 

(do inglês “water maze”), diminui a locomoção dos animais no campo 

aberto e a exploração de objetos, em ratos e em camundongos 129Sv/Ev 

e C57Bl/6 (ELLIOT e GRUNBERG, 2005; KEMPERMANN et al., 

1997a, MESHI et al., 2006, SCHRIJVER et al., 2002). Além disso, 

ELLIOT e GRUNBERG (2005) constataram que após 28 dias de 

enriquecimento ambiental somente os ratos com convívio social 

mantinha a redução na atividade locomotora. A exposição ao AE por 

períodos acima de 30 dias continuaram a afetar a neurogênese 

hipocampal e o comportamento de camundongos adultos (MESHI et al., 

2006; LLORENS-MARTIN et al., 2007). LLORENS-MARTIN e cols. 

(2007) constataram redução na imobilidade no TNF e aumento do 

número de neurônios novos após expor camundongos C57Bl/6 por 8 

semanas ao AE. MESHI e cols. (2006) verificaram um aumento no 
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número de células proliferativas (BrdU+) no hipocampo de 

camundongos 129Sv/Ev expostos por 6 semanas ao AE. Assim, o 

período de exposição ao AE empregado neste trabalho (30 dias) poderia 

ser suficiente para alterar o comportamento e estimular a proliferação de 

progenitores neuronais e a sobrevivência dos neurônios novos no 

hipocampo de roedores. Então o tipo e o tempo do AE não parecem ser 

a causa das diferenças aqui encontradas. Assim, possivelmente o método 

de imunoistoquímica empregado pode ser responsável pelas variações 

nos resultados.  

A detecção imunoistoquímica do BrdU é um método 

frequentemente empregado nos estudos voltados aos efeitos do AE 

sobre a proliferação de progenitores ou sobre a sobrevivência de 

neurônios novos no hipocampo. O BrdU é um análogo da timidina que é 

incorporado ao DNA durante a fase de síntese (S) do ciclo celular 

(BOHLEN und HALBACK, 2007).  O método de marcação de células 

em proliferação ou de neurônios novos com BrdU consiste do 

tratamento do animal com algumas injeções de BrdU 24 h antes do 

sacrifício (CHRISTIE e CAMERON, 2006). Para a sobrevivência 

celular o sacrifício dos animais deve ocorrer várias semanas após as 

injeções de BrdU (KEMPERMANN et al., 1997b). Utilizando esta 

técnica foi verificado que o AE aumenta a sobrevivência celular no GD 

do hipocampo de camundongos C57Bl/6 após exposição ao AE por 40 

dias (KEMPERMANN, et al., 1997a; KEMPERMANN, et al., 1998). 

Da mesma maneira, BRUEL-JUNGERMAN e cols. (2005) verificaram 

que a exposição ao AE por 14 dias aumentou a sobrevivência celular no 

hipocampo de ratos Sprague-Dawley. Porém em nosso trabalho não foi 

avaliada a sobrevivência, mas sim, o número de neurônios novos. O 

número de células expressando a proteína doublecortina (DCX) é um 

indicador da quantidade de neurônios recém-formados e pode variar de 

acordo com a taxa de sobrevivência ou de maturação destas células 

(BOHLEN und HALBACH, 2007). MESHI e cols. (2006) avaliaram o 

número de células DCX+ após a exposição ao AE e encontraram um 

aumento no número dessas células no GD do hipocampo de 

camundongos 129Sv/Ev. De forma semelhante, LLORENS-MARTIN e 

cols. (2007) expuseram camundongos C57Bl/6 por 8 semanas ao AE e 

constataram um aumento no número de células DCX+ no hipocampo 

destes animais. Assim, esta diferença metodológica parece não explicar 
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ausência de efeito do AE sobre o número de neurônios novos no 

hipocampo dos camundongos neste trabalho. 

Em nosso trabalho, o método utilizado para avaliar o número de 

células em proliferação foi a técnica de detecção e quantificação da 

proteína Ki-67. A proteína Ki-67 é expressa em todas as células em 

alguma fase da divisão celular (com exceção da interfase). Assim a 

técnica de detecção e quantificação da proteína Ki-67 indica o número 

de células em divisão no momento da morte do animal (CHRISTIE e 

CAMERON, 2006). Em contrapartida, o BrdU marca apenas as células 

que estavam na fase S da divisão celular no momento em que foi 

injetado até aproximadamente 2 h após a injeção (KEMPERMANN et 

al., 1997b; BOHLEN und HALBACH, 2007; CHRISTIE e CAMERON, 

2006). Geralmente são aplicadas algumas injeções de BrdU 

(aproximadamente 4 doses), 24 h antes do sacrifício dos animais, 

marcando um rol de células em divisão (CHRISTIE e CAMERON, 

2006). No caso do trabalho de MESHI e cols. (2006) que constataram 

um aumento no número de células proliferativas (BrdU+) no hipocampo 

de camundongos 129Sv/Ev expostos por 6 semanas ao AE. Assim, a 

ausência de efeito do AE sobre as células em proliferação no hipocampo 

dos camundongos poderia ser atribuída em parte a esta variação 

metodológica. 

Outro fator que pode ter contribuído para as diferenças nos 

resultados foi à linhagem do animal. Os animais utilizados em nossos 

experimentos foram camundongos Suíços. Diversos autores 

compararam as várias linhagens de camundongos que são utilizadas em 

estudos e averiguaram diferenças entre elas (KEMPERMANN et al., 

1997b; DAVID et al., 2007; DULAWA et al., 2004; NAVAILLES et 

al., 2008, PORSOLT et al., 1978). DULAWA e cols. (2004) avaliaram a 

sensibilidade dos animais ao tratamento com antidepressivos e o 

comportamento de defesa em quatro linhagens de camundongo 

(BALB/cJ, DBA/2J, C57BL/6J e 129S6/SvEvTac). Foi verificado que 

apenas os animais BALB/cJ são sensíveis ao tratamento crônico com 

antidepressivo quando submetidos ao TNF, porém estes não apresentam 

alterações no TCA, enquanto as outras três linhagens demonstram 

diferenças na atividade locomotora após o tratamento com fármaco 

antidepressivo (DULAWA et al., 2004). KEMPERMANN e cols. 

(1997b) testaram a taxa de proliferação, diferenciação e sobrevivência 

celular em quatro outras linhagens de camundongos (C57Bl/6, BALB/c, 
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CD1 e 129Sv/J) e verificaram que os animais 129Sv/J desenvolvem 

menos neurônios novos, tem tendência a ter mais glia nova e também 

possui a menor taxa de sobrevivência celular, enquanto os animais 

C57Bl/6 possuem a maior taxa de proliferação (aproximadamente 1,5 

vezes maior que as outras linhagens). SILVA e cols. (2010, dados não 

publicados)  avaliaram o número de células DCX+ em camundongos 

Suíços expostos ao AE por 8 semanas e não acharam diferença entre 

esses animais e os que foram mantidos em AP, sugerindo que 

camundongos Suíços não são sensíveis ao AE. Isto demonstra que cada 

linhagem de camundongo tem suas particularidades, e são necessários 

mais testes com camundongos Suíços para avaliar as diferenças entre 

esses animais e as outras linhagens, já que esta linhagem é muito 

resistente e é a mais utilizada em laboratórios brasileiros. 

Portanto a principal variável que justifica a ausência de efeito do 

enriquecimento ambiental é a diferença na linhagem animal utilizada. 

Não há estudos demonstrando qual é a taxa de neurogênese e nem o 

efeito do AE em camundongos Suíços, mas não se pode excluir a 

diferença metodológica utilizada para avaliação da proliferação celular 

para explicar as disparidades com a literatura. Desta maneira, é possível 

que o tipo e o tempo de enriquecimento ambiental aqui empregado não 

sejam suficientes para afetar a neurogênese no hipocampo ou o 

comportamento desta linhagem.  

Os efeitos do tratamento com imipramina sobre o número de 

células em proliferação e neurônios novos desapareceram na condição 

de alojamento AE. Isto indica que, embora o AE não tenha produzido 

efeitos per se, esta condição de alojamento não foi inócua para os 

camundongos Suíços. Além disso, ao contrário do esperado, parece que 

o AE parece reduzir a sensibilidade do hipocampo aos efeitos da 

imipramina. Isto poderia ser decorrente de alterações na disponibilidade 

dos sítios de união da imipramina que, entre outros alvos, se une às 

proteínas de membrana dos neurônios pré-sinápticos responsáveis pela 

recaptação das monoaminas (5-HT e NA) (SARKER et al., 2010). Não 

há dados na literatura que reforcem essas conclusões, uma vez que este é 

o primeiro trabalho mostrando que a injeção aguda de imipramina pode 

afetar a neurogênese no hipocampo de camundongos de forma dose e 

ambiente dependente. 
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3.5 INFLUÊNCIA DO INTERVALO ENTRE O TRATAMENTO E O 

SACRIFÍCIO SOBRE O NÚMERO DE CÉLULAS EM 

PROLIFERAÇÃO KI-67+ E DOS NEURÔNIOS NOVOS (DCX+) NO 

GD DO HIPOCAMPO 

 

A Tabela 12 mostra os valores da média e do erro padrão da 

média do número de células Ki67+ observadas no GD de cada um dos 

grupos de animais experimentais sacrificados 2 h depois da injeção icv. 

Observamos que não houve diferença significante entre o número de 

células Ki-67+ do grupo tratado com salina ou com imi 0,2 nmol/µl em 

ambas as condições de alojamento (ver Tabela 12 e Figura 11). 

 

 

 

 

Tabela 12. Número de animais, média, erro padrão da média e estatística 

para células Ki67+ do grupo sacrificado 2h após o tratamento. 

Pré-

tratamento 

Tratamento N Média ± EPM Valor de 

p 

AP Salina 3 5,91 0,79 0,85 (ns) 

AP Imi 0,2 4 5,58 1,45 

AE Salina 3 6,69 2,74 0,85 (ns) 

AE Imi 0,2 4 4,70 0,73 
N= número de animais, EPM= erro padrão da média, AE = ambiente 

enriquecido, AP = ambiente padrão, Imi = imipramina, ns= não-significante. 
Valor de p extraído do Teste de Mann-Whitney comparando o grupo salina ao 

Imi 0,2 para cada condição de alojamento. 
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Figura 11. Efeito da injeção icv de imipramina sobre o número de células Ki-

67+, em camundongos Suíços machos, alojados em ambiente padrão (AP) ou 
ambiente enriquecido (AE), que foram sacrificados 2 h após a injeção. As barras 

brancas representam os animais salina e as barras chanfradas representam os 
animais Imi 0,2 nmol/µl. Todos os dados são expressos em média ± EPM. 

 

A tabela 13 mostra os valores da média e do erro padrão da média 

do número de células DCX+ observadas no GD de cada um dos grupos 

de animais experimentais sacrificados 2 h depois da injeção icv. 

Nenhum dos grupos apresentou diferenças significativas no número de 

neurônios novos (ver Tabela 13 e Figura 12).  

 

Tabela 13. Número de animais, média, erro padrão da média e estatística 

para células DCX+ do grupo sacrificado 2h após o tratamento. 

Pré-

tratamento 

Tratamento N Média ± EPM Valor de 

p 

AP Salina 3 22,20 3,92 0,62 (ns) 

AP Imi 0,2 4 16,12 5,53 

AE Salina 3 21,44 4,38 0,40 (ns) 

AE Imi 0,2 4 15,11 2,15 
N= número de animais, EPM= erro padrão da média, AE = ambiente 
enriquecido, AP = ambiente padrão, Imi = imipramina, ns= não-significante. 
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Valor de p extraído do Teste de Mann-Whitney comparando o grupo salina ao 
Imi 0,2 nmol/µl, para cada condição de alojamento. 
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Figura 12. Efeito da injeção icv de imipramina sobre o número de células 

DCX+, em camundongos Suíços machos, alojados em ambiente padrão (AP) ou 
ambiente enriquecido (AE), que foram sacrificados 2 h após a injeção. As barras 

brancas representam os animais salina e as barras chanfradas representam os 
animais Imi 0,2 nmol/µl. Todos os dados são expressos em média ±EPM. 

 

Não houve diferenças nas contagem de células DCX+ nos 

animais sacrificados 2 h após o tratamento, se opondo ao resultado 

encontrado para os animais sacrificados 24 h após a injeção. Portanto, o 

intervalo de tempo entre o tratamento e o sacrifício do animal pode 

contar para as discrepâncias com a literatura. Este intervalo parece 

influenciar os resultados, uma vez que os efeitos do tratamento com 

imipramina sobre o número neurônios novos foi observado quando os 

animais foram sacrificados 24 h, e não 2 h, após o tratamento. Isto pode 

ocorrer por variações no tempo de ciclo celular e da diferenciação 

celular nas diferentes linhagens (CHRISTIE e CAMERON, 2006; 

KEMPERMANN et al., 1997b).  
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4 CONCLUSÃO 

 

Em nossos experimentos esperávamos observar aumento do 

número de células em proliferação e do número de neurônios novos nos 

animais alojados no AE, assim como um efeito sinérgico entre o AE e o 

tratamento agudo com a imipramina, por causa dos resultados 

apresentados na literatura, porém, isto não ocorreu. Nossos resultados 

nos levaram a atribuir a falta de efeitos do AE sobre a neurogênese à 

linhagem animal utilizada. Contudo, a avaliação somente do número de 

neurônios expressando DCX pode não ter sido adequado como método 

de avaliação dos efeitos do ambiente sobre a neurogênese. Assim, 

planejamos avaliar futuramente também a morfologia dos neurônios 

DCX+ e da árvore dendrítica, a posição em que se encontra na camada 

granular do GD. Com esta abordagem esperamos ter mais elementos 

para concluir a respeito da influência do AE na neurogênese dos 

camundongos suíços.  

O AE parece ter revertido os efeitos da imipramina (que ocorreu 

nos animais do AP) sugerindo que o AE altera de alguma forma os sítios 

de união da imipramina modificando seus efeitos. Houve também uma 

diferença significativa entre as duas doses de imipramina, tanto no AP 

quanto no AE, demonstrando que os efeitos da imipramina são dose 

dependente, e que as diferenças nas concentrações provocam resultados 

diferentes sobre a neurogênese.  

Esses dados são importantes para a compreensão dos mecanismos 

iniciais de fármacos antidepressivos, pois, de alguma forma, esses 

possuem ações desde o inicio de seu uso e que ainda não estão 

estabelecidas. Também mostram que existem diferenças entre as 

diversas linhagens animais existentes. Os nossos resultados indicam a 

necessidade de novos estudos com o camundongo Suíço, para 

compreender o ciclo celular dos progenitores neurais do cérebro destes 

animais adultos e os efeitos de diferentes estímulos ambientais sobre sua 

neurogênese. 
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ANEXO 1 – PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO (POP) 

 
1) Sacarose 9,25%, para 100 ml da solução: 

 

Água destilada (H2Od)  100 ml 

Sacarose   9,25 g 

Aquecer a água a 45ºC e adicionar a sacarose. Filtrar depois de diluída. 

 

2) Preparo do PB 0,2 M, para 100 ml da solução: 

 

H2Od    100 ml 

NaH2PO4 (monobásico)  0,552 g 

Na2HPO4 (bibásico)  2,272 g 

 

Utilizar 80 ml da água destilada para dissolver os sais. Após a diluição 

ajustar o pH em 7,4, filtrar e completar o volume para 100 ml. 

 

3) Preparo do PFA 8%, para 100 ml da solução: 

 

H2Od   100 ml 

Paraformaldeído  8 g 

 

Aquecer 80 ml da água a 60ºC e adicionar o PFA. Adicionar 1 gota de 

NaOH 1N a cada 100 ml para auxiliar na diluição. Quando a solução 

estiver translucida, deixar esfriar e ajustar o pH em 7,4, filtrar e 

completar volume para 100 ml. Realizar todo o procedimento na capela. 

Atenção: deve ser preparado no máximo dois dias antes da perfusão 

 

4) Paraformaldeído (PFA) 4%, para 100 ml da solução: 

 

PB 0,2 M 50 ml 

PFA 8%  50 ml 

 

Atenção: Misturar as soluções no dia da perfusão. 



82 

 

5) Preparo do PBS 0,1M, para 100 ml da solução: 

 

H2Od    100 ml 

NaH2PO4 (monobásico)  4,465 g 

Na2HPO4 (bibásico)  58 g 

NaCl    18 g 

 

Utilizar 80 ml da água para diluir os sais. Após a diluição ajustar o pH 

em 7,4, filtrar e completar o volume para 100 ml. 

 

6) Preparo da Sacarose 20%, para 100 ml da solução: 

 

PBS 0,1M   100 ml 

Sacarose   20 g 

 

Aquecer o PBS a 45ºC e adicionar a sacarose. Filtrar após a diluição. 

 

7) Preparo Tampão A, para 500 ml da solução: 

 

PBS 0,1M   500 ml 

Triton-X   750 µl 

 

Retirar 750 µl de PBS e adicionar o triton-x. Agitar lentamente para não 

formar espuma. 

 

8) Preparo Tampão Citrato, para 1000 ml da solução: 

 

Ácido Cítrico (C6H8O7, H2O)   0,378 g 

Citrato de Sódio (C6H5Na3O7, 2 H2O)  2,41 g 

H2Od       1000 ml 

 

 Diluir os sais em 800 ml de água destilada e ajustar o pH para 

6,0. Completar o volume para 1000 ml. 

 

9) Preparo Soro Albumina Bovina (BSA) 1%, para 10 ml da solução: 

 

Tampão A  10 ml 

BSA   0,1 g 



83 

 

 

 Diluir o BSA em tampão A. 

 

10) Preparo TBS 1M, para 100 ml da solução: 

 

Trizma Base   12 g 

NaCl    3,6 g 

H2Od    100 ml 

 

Diluir os sais em 80 ml da água destilada, ajustar pH para 7,4 e 

completar o volume. 

 

11) TBS 0,1 M, para 100 ml da solução: 

 

Diluir 10 ml de TBS 1M em 90 ml de H2Od 

 

12) TBS 0,25 M, para 100 ml da solução: 

 

Diluir 25 ml de TBS 1M em 75 ml de H2Od 

 

13) Preparo do PB 0,02 M, para 100 ml da solução: 

 

Diluir 10 ml de PB 0,2 M em 90 ml de água destilada. 

 

14) Solução Anticongelante, para 225 ml da solução: 

 

PB 0,02M   54,68 ml 

H2Od    65,625 ml 

Propilenoglicol  104,70 ml 

Sacarose   75 g 

 

Misturar a sacarose com o PB e com a água até diluir bem, então 

adicionar o propilenoglicol.
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ANEXO 2 – PROTOCOLO DA DIAFANIZAÇÃO 
 

Imergir as lâminas em: 

 

Água destilada por 2 min, deixar escorrer bem. 

Álcool 70% por 1 min. 

Álcool 90% por 1 min. 

Álcool 100% (1) por 1min e 30 seg 

Álcool 100% (2) por 1min e 30 seg, escorrer bem. 

Xilol 1 por 5 min 

Xilol 2 por 10 min 

Xilol 3 por 10 min. 

 

Escorrer o xilol das lâminas e colar a lamínula, sobre as secções, com 

dpx (SIGMA-ALDRICH
®

) 

 

Protocolo para diafanização para lâminas coradas com Giemsa 

 

Imergir as lâminas em: 

 

Água destilada por 2 min. 

Água destilada por 2 min, deixar escorrer bem 

Álcool 70% por 45 seg. 

Álcool 90% por 45 seg 

Álcool 100% (1) por 45 seg 

Álcool 100% (2) por 45 seg, escorrer bem. 

Xilol 1 por 5 min 

Xilol 2 por 10 min 

 

Escorrer o xilol das lâminas e colar a lamínula, sobre as secções, com 

dpx (SIGMA-ALDRICH
®

) 



86 

 



87 

 

 

ANEXO 3 – CONTROLE DOS EXPERIMENTOS 

IMUNOISTOQUÍMICOS 
 

Figura 13. Animais excluídos da análise:  

 

A) Por conter a cânula fora do Ventrículo Lateral 

 
 

B) Por não apresentar imunorreatividade típica da proteína marcada 

(DCX+) 

  
A seta indica o ventrículo lateral direito sem marcação para DCX. 

 

 

 

VL 
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ANEXO 4 – DADOS ESTATÍSTICOS 
 

AP AE
0

50

100

150

200
Salina
Imi 0,06

Imi 0,2

Condições de Alojamento

L
o
co

m
o
çã

o
 (

se
g
u
n
d
o
s)

 
Figura 14. Apresentação do tempo de locomoção (em seg) no teste de campo 
aberto em camundongos Suíço após injeção icv de imipramina ou salina. Barras 

brancas representam animais do grupo salina (n=7, AP e AE), barras com linhas 
horizontais representam animais do grupo Imi 0,06 nmol/µl (n=4, AP e AE), e 

as barras com linhas verticais representam animais do grupo Imi 0,2 nmol/µl 
(AP, n=5; e AE, n=6). Dados apresentados em média e ± erro padrão da média. 
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Figura 15. Apresentação do tempo de imobilidade (em seg) no teste de campo 
aberto em camundongos Suíço após injeção icv de imipramina ou salina. Barras 

brancas representam animais do grupo salina (n=7, AP e AE), barras com linhas 
horizontais representam animais do grupo Imi 0,06nmol/µl (n=4, AP e AE), e as 

barras com linhas verticais representam animais do grupo Imi 0,2nmol/µl (AP, 
n=5; AE, n=6), Dados apresentados em média e ± erro padrão da média. 

 

Tabela 14. Dados estatísticos para as medidas de células Ki-67+, dos 

animais sacrificados 24 h após a injeção. 

Pré-tratamento Comparações Valores de p 

AP - H (2, 13) = 8,47 

p = 0,01* 

 

Salina x Imi 0,06 0,02** 

Salina x Imi 0,2 0,28 

Imi 0,06 x Imi 0,2 0,01** 

AE - H (2, 11) = 7,40 

p = 0,02* 

Salina x Imi 0,06 0,11 

Salina x Imi 0,2 0,06 

Imi 0,06 x Imi 0,2 0,06 
*Kruskal-Wallis, **Teste de Mann-Whitney, ns= não-significante 
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Tabela 15. Dados estatísticos para as medidas das células DCX+, dos 

animais sacrificados 24 h após a injeção. 

Pré-tratamento Comparações Valores de p 

AP – H (2, 13) = 8,57 p 

= 0,01 
Salina x Imi 0,06 1,00 

Salina x Imi 0,2 0,01** 

Imi 0,06 x Imi 0,2 0,01** 

AE – H (2, 11) = 0,05 

p = 0,97 

 

Salina x Imi 0,06 1,00 

Salina x Imi 0,2 1,00 

Imi 0,06 x Imi 0,2 0,85 
*Kruskal-Wallis, **Teste de Mann-Whitney, ns= não-significante 

 

Tabela 16. Dados estatísticos para as medidas das células DCX+ e Ki-

67+ dos animais sem cirurgia e sem tratamento farmacológico. 

Marcador celular Comparações Valores de p* 

DCX+ AP x AE 0,90 (ns) 

Ki-67+ AP x AE 0,73 (ns) 
*Teste de Mann-Whitney, ns= não-significante 

 


