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RESUMO 

 

  Os núcleos lateral e basolateral da amígdala (LaA e BLA) servem como filtros para as 

informações aversivas condicionadas e incondicionadas que chegam ao cérebro, enquanto que o 

núcleo central da amígdala (CeA) está envolvido na expressão das reações de defesa. Sabe-se que 

a substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) é ativada por estímulos aversivos e tem 

importantes conexões funcionais com a amígdala. Nesse experimento, estudou-se a influência da 

mediação gabaérgica e serotoninérgica dos núcleos amigdalóides sobre as respostas de 

congelamento e fuga induzidas pela estimulação elétrica da SCPd de ratos Wistar. Cada rato foi 

implantado com uma cânula em um dos núcleos amigdalóides: LaA, BLA ou CeA, por meio da 

qual se injetava salina, muscimol (0,5µg/0,5 µL) ou fluoxetina (3,5 nmol/0,2 µL) e um eletrodo na 

SCPd. O tempo de congelamento após a estimulação da SCPd também foi avaliado. 

Adicionalmente, os animais foram submetidos ao medo condicionado contextual utilizando-se 

choque nas patas como estímulo incondicionado. O congelamento condicionado contextual foi 

inibido após as injeções de muscimol e aumentado após administração de fluoxetina nos três 

núcleos amigdalóides. Os resultados obtidos mostram também que as injeções de muscimol ou 

fluoxetina nos três núcleos amigdalóides não alteram os limiares aversivos de congelamento e 

fuga. Estes resultados sugerem o envolvimento de mecanismos mediados por GABA e 5-HT nos 

circuitos neurais de medo condicionado, mas não no medo incondicionado induzido por 

estimulação da SCPd. Por outro lado, ambos tratamentos reduzem o tempo de congelamento pós-

estimulação nos três núcleos estudados. Estudos anteriores mostraram que esse tipo de 

congelamento é resultante diretamente da estimulação da SCPd e não é contexto dependente, 

evidenciando sua natureza incondicionada. O congelamento pós-estimulação pode refletir o 

processo de transferência da informação aversiva da SCPd para estruturas superiores. Desse 

modo, mecanismos serotoninérgicos e gabaérgicos afetariam alguns, mas não todos os aspectos do 

medo incondicionado. 
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ABSTRACT 

 
The lateral and basolateral nuclei of amygdala (LaA and BLA, respectively) serve as a filter 

for unconditioned and conditioned aversive information that arrives to the brain, whereas the 

central nucleus of the amygdala (CeA) is considered to be the main output for the defense 

reaction. It has been shown that the dorsal periaqueductal gray (dPAG) is activated by 

threatening stimuli and has important functional links with the amygdala. In this work, we 

examined the influence of gabaergic and serotoninergic mediation of these nuclei of amygdala 

on the freezing and escape responses induced by electrical stimulation of the dPAG of Wistar 

rats. Each rat bore a cannula implanted in the LaA, BLA or CeA for injections of the vehicle, 

muscimol (0.5 µg/0.5 µL) or fluoxetine (3.5 nmol/0.2 µL) and an electrode in the dPAG for 

the determination of the freezing and escape thresholds. The duration of freezing behavior 

that outlasts electrical stimulation of the dPAG was also measured. These animals were also 

submitted to a contextual fear-conditioning using footshocks as unconditioned stimuli. 

Conditioned freezing to contextual cues previously associated with footshocks was reduced 

by injections of muscimol and increased by injections of fluoxetine into these amygdaloid 

nuclei. The contextual conditioned freezing is dependent on the serotoninergic mechanisms 

and regulated by gabaergic mechanisms in the amygdala. The data obtained also show that 

injections of muscimol and fluoxetine into the three amygdaloid nuclei did not change the 

aversive thresholds for freezing and escape, but disrupted the dPAG post-stimulation freezing. 

Previous findings showing that this freezing results directly from dPAG stimulation and that it 

is not sensitive to a context shift suggest that it is of unconditioned nature. Thus, while the 

freezing and escape behaviors induced by direct stimulation of the dPAG are not under the 

influence of the amygdala, the freezing that outlasts the dPAG stimulation is. Therefore, 

gabaergic and serotoninergic mechanisms of the amygdala can affect some, but not all, 

aspects of the unconditioned fear. 
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___________________________________________________________________ Introdução 

INTRODUÇÃO 

 

COMPORTAMENTO DEFENSIVO 

 

No decorrer da vida, os animais defrontam-se com muitas situações perigosas, as quais 

podem colocar em risco sua integridade e sobrevivência. Tais ameaças podem ser 

representadas por estímulos inatos, como predadores ou agressores da mesma espécie, ou 

ainda por estímulos condicionados que adquirem esta capacidade por meio de eventuais 

associações com estímulos causadores de dor, desconforto ou outras sensações de cunho 

desagradável. 

Embora o comportamento de defesa e a natureza dos sinais de ameaça variem com a 

espécie do animal, algumas estratégias padronizadas são adotadas em função dos diferentes 

níveis de ameaça com os quais o animal defronta-se no seu meio ambiente. Blanchard e 

colaboradores (1986) e Blanchard & Blanchard (1988) sugeriram que cada uma das formas de 

defesa deve corresponder a um tipo de medo ou ansiedade, cada qual com um substrato neural 

específico. Assim, o estudo das bases neurais das diversas estratégias de defesa levaria a um 

conhecimento mais aprofundado da neurobiologia do medo e da ansiedade. 

O primeiro nível de defesa ocorre quando o animal deixa a área segura para explorar 

uma área mais perigosa. Tal exploração pode ocorrer de maneira cautelosa, quando o animal 

encontra-se diante de um perigo incerto, apenas potencial. Esse tipo de comportamento pode 

levar à obtenção de informações que permitam confirmar, identificar e localizar o perigo além 

de sinalizar que a ameaça não é iminente, propiciando assim uma redução da defesa. Se este 

não é localizado ou confirmado e a investigação cautelosa prolonga-se temos a configuração 

da ansiedade antecipatória ou condicionada. Quando um predador é encontrado, o animal 

passa para o próximo nível de defesa. Para o rato esse nível é caracterizado pela resposta de 
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congelamento. Se o predador se aproxima (perigo proximal), o congelamento é interrompido 

e o animal passa para o terceiro nível de defesa, com ataques, saltos ou fuga (Blanchard et al., 

1986). 

Recentemente, Gray & McNaughton (2000) sugeriram algumas modificações nos 

níveis de defesa sugeridos por Blanchard & Blanchard (1988). No modelo modificado, o 

congelamento, a luta e a fuga desordenada fariam parte dos níveis primários de defesa. Esses 

comportamentos seriam resultantes do perigo próximo, no qual há pouco tempo para análise 

da situação. O próximo nível seria caracterizado por uma fuga ordenada que seria resultante 

de um perigo identificado, porém distal. Nesse nível, há mais tempo para a análise da situação 

e uma maior variedade de respostas possíveis. Quando o perigo é potencial e há necessidade 

de ser evitado, o comportamento característico nessa situação seria a esquiva ativa. Nesse 

nível, pode ocorrer o condicionamento. Finalmente, quando o perigo é potencial, mas há uma 

tendência de aproximação, haveria a inibição comportamental juntamente com a avaliação de 

risco. Nessa situação um alto nível de conflito é gerado e há necessidade do processamento da 

informação pelas estruturas que medeiam as tendências de esquiva e aproximação, além 

daquelas que seriam responsáveis pelo nível mais complexo, atuando na resolução do 

conflito, com a definição da resposta mais apropriada após a comparação das tendências 

distintas. 

Em ratos selvagens, o comportamento antipredatório está organizado em função da 

disponibilidade de fuga e da distância entre o predador e a presa. A fuga é a resposta 

predominante se o predador se aproxima e ainda existe uma distância segura para fugir. 

Quando a fuga não é possível devido a pouca distância entre os animais, o congelamento é o 

comportamento de defesa inicial, seguido da ameaça defensiva (vocalização com exposição 

dos dentes). Finalmente, se ocorre o encontro com o predador, o animal emite um ataque 
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defensivo. Esse ataque pode resultar em uma mordida na região do olho/focinho do predador, 

seguido imediatamente pela fuga (Blanchard & Blanchard, 1988). 

Conhecendo-se o repertório de uma dada espécie, pode-se explorar o substrato neural 

subjacente a cada nível de defesa pelos métodos clássicos da neurofisiologia – ablação, 

estimulação elétrica, estimulação química – ou pelos métodos de análise de imagens 

funcionais do cérebro. Essas últimas podem compreender tanto métodos moleculares (por 

exemplo, imunorreatividade da proteína fos, radioimunoensaio) quanto técnicas como a 

tomografia e a ressonância magnética nuclear funcional (Graeff & Guimarães, 1999). 

 

MEDO E ANSIEDADE 

 

O medo e a ansiedade são estados emocionais distintos, relacionados à reação de 

defesa dos animais. Segundo Blanchard & Blanchard (1988), um conceito importante para se 

diferenciar medo e ansiedade é o de direção defensiva, segundo o qual comportamentos 

distintos são observados quando um animal deixa uma área onde há um predador (perigo real) 

ou entra em uma área onde um predador esteve ou pode estar (perigo potencial). Esses 

pesquisadores definiram como respostas de medo aqueles comportamentos evocados na 

presença do predador e como respostas de ansiedade os comportamentos evocados na 

ausência do predador, por sinais a ele associados (por exemplo, seu odor). Com relação à 

distância defensiva observam-se diferentes tipos de comportamentos. Se o mesmo estiver 

próximo surgem respostas relacionadas ao medo e se estiver distante surgem comportamentos 

relacionados à ansiedade. Reações de congelamento, vocalizações, ataques defensivos com 

saltos e autolimpeza podem ser indicativas de medo (Blanchard & Blanchard 1988). 

A palavra ansiedade tem origem no termo grego anshein, que significa "estrangular, 

sufocar, oprimir" evidenciando metaforicamente a experiência subjetiva aversiva 
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característica da ansiedade. Desde as primeiras reflexões sobre a ansiedade registradas na 

Grécia clássica, a experiência subjetiva era sempre associada a sintomas corporais. Na 

Antigüidade, bem como durante a Idade Média, a ansiedade raramente era tida como doença, 

embora Hipócrates já tivesse descrito casos óbvios de fobia. Biologicamente, a ansiedade 

pode ser definida como um estado emocional aversivo ligado à percepção de determinados 

contextos ambientais (lugares, pessoas, atividades, etc.) que são comparados à vivência 

anterior (memória) e que ativam sistemas cerebrais específicos, com função adaptativa (Gray, 

1982; Gray & McNaughton, 2000).  

A ansiedade pode ainda ser entendida como um estado emocional resultante de 

sentimentos de apreensão, incerteza e medo, freqüentemente experimentados na espécie 

humana e em outros mamíferos (Darwin, 1872). Esses sentimentos são, em humanos, 

relatados subjetivamente como desconfortáveis e são, em grande parte, acompanhados por 

diversas alterações fisiológicas, comportamentais e psicológicas, tais como taquicardia, 

sudorese, hiperventilação, aumento da tensão muscular, inquietude e alerta (Nutt, 1990). 

Quando manifestada em níveis adequados e normais, a ansiedade parece ser importante para 

um bom desempenho do indivíduo, ativando e mobilizando o organismo para sua adaptação 

ao ambiente; mas quando se torna excessiva, a ansiedade pode ser considerada patológica 

prejudicando o desempenho (Dractu & Lader, 1993; Graeff & Brandão, 1999). Segundo 

Dractu & Lader (1993), altos níveis de ansiedade podem conduzir o indivíduo à exaustão e, 

conseqüentemente, à formação de sintomas psicossomáticos, podendo desencadear uma 

patologia psicossomática. Distinguem-se dois tipos de ansiedade patológica: “estado” e 

“traço”. A ansiedade “estado” é freqüentemente associada com um evento estressante 

específico e termina quando o estímulo cessa. Já a ansiedade “traço” é uma característica 

persistente em um indivíduo, fazendo parte de sua personalidade (Graeff, 1997). 
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A Associação Americana de Psiquiatria classificou (DSM-IV) a ansiedade patológica 

em diversos grupos, como: distúrbio de pânico, agorafobia, distúrbio de pânico com 

agorafobia, fobia específica, fobia social, distúrbio obsessivo-compulsivo, distúrbio do 

estresse pós-traumático, distúrbio de ansiedade generalizada, distúrbio de ansiedade devido à 

condição médica geral, distúrbio de ansiedade induzida por substâncias e distúrbio de 

ansiedade não especificada. Essas diferentes formas de ansiedade respondem a diferentes 

tratamentos farmacológicos e abordagens terapêuticas. 

Evidências sobre a neuroanatomia da ansiedade provenientes de estudos em humanos, 

com a utilização de recursos estáticos (ressonância magnética) e funcionais (tomografia por 

emissão de pósitrons PET/ ressonância nuclear magnética com fluxo) têm também mostrado 

novas e importantes contribuições a este campo de estudo (Sandford et al., 2000). 

A utilização de modelos animais de ansiedade possibilita estudar em laboratório 

aspectos de sintomatologia, etiologia, possíveis tratamentos e mecanismos pelos quais estes 

compostos produzem seus efeitos, além da neurobiologia da ansiedade (Treit, 1985; File, 

1992). Os modelos animais de ansiedade são divididos em dois grupos principais: modelos 

baseados em medos inatos ou etologicamente fundamentados e modelos baseados em 

aprendizagem associativa. 

Os modelos etologicamente fundamentados usam estímulos que desencadeiam 

respostas incondicionadas de medo em diferentes espécies animais como lugares novos e/ou 

intensamente iluminados, a presença de co-específicos e o confronto com predadores (Pelow 

et al., 1985; Lister, 1990). Entre os modelos etologicamente fundamentados estão a transição 

claro-escuro, a interação social, o labirinto em cruz elevado, a interação presa-predador. 

Muitos modelos animais de ansiedade envolvem processos de aprendizagem 

associativa e são baseados no condicionamento clássico e/ou operante do medo. Pelo 

condicionamento clássico, estímulos neutros como sons de baixa intensidade ou luz, quando 
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associados a estímulos aversivos incondicionados, como choques elétricos e sons intensos, 

tornam-se estímulos condicionados que podem desencadear respostas de medo/ansiedade 

(resposta condicionada). Nesse sentido, esses estímulos neutros passariam a desencadear as 

respostas de medo/ansiedade em decorrência de anteciparem para o animal a apresentação de 

um estímulo aversivo. Já pelo condicionamento operante, os animais aprendem determinadas 

estratégias ou tarefas, a fim de diminuir ou suprimir as conseqüências negativas associadas 

com a apresentação real de estímulos aversivos. Quando as respostas dos animais são 

seguidas de apresentação do estímulo aversivo, e ocorre uma diminuição da expressão deste 

comportamento no futuro, temos caracterizada uma situação de punição. Caso as respostas 

determinem a retirada do estímulo aversivo temos a fuga e quando são seguidas pela evitação 

da apresentação do estímulo aversivo temos a esquiva. Entre os modelos baseados em 

aprendizagem associativa estão a resposta emocional condicionada, o sobressalto 

potencializado pelo medo, o teste de conflito do beber punido e punição de pressão à barra 

(Geller & Seifter, 1960; Vogel et al., 1971). 

 

SISTEMAS NEURAIS DE DEFESA 

 

Os estados aversivos e as mudanças fisiológicas que os acompanham caracterizam as 

emoções básicas e parecem ser elaborados em circuitos encefálicos presentes em todos os 

mamíferos. Assim, tem-se observado que se, por um lado, as experiências subjetivas e 

cognitivas de muitas emoções parecem ser um fenômeno predominantemente humano, por 

outro, suas alterações fisiológicas e comportamentais sugerem uma herança neuronial comum 

com os outros animais. Com o aumento da complexidade do neocórtex no homem, as 

respostas às emoções foram sendo cada vez mais elaboradas. Apesar disso, os elementos 

básicos dos sistemas motivacionais primários, como o medo, a raiva e o pânico permaneceram 
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constantes. Sendo assim, esses sistemas apresentam-se organizados ao longo do neuroeixo, 

com características que parecem persistir ao longo da escala evolutiva (Pankseep, 1990). Com 

efeito, a utilização de modelos animais está baseada na premissa que considera que as raízes 

biológicas da ansiedade humana apresentam analogia com as reações de defesa que os 

animais exibem em resposta a estímulos ou situações de perigo (Graeff, 1988; Graeff & 

Zangrossi, 2002). De maneira geral dizemos que existem dois sistemas neurais que 

comandam a reação de defesa dos animais: o sistema encefálico aversivo (Graeff, 1981) e o 

sistema de inibição comportamental (Gray, 1982). A ativação desses dois sistemas é 

acompanhada por componentes subjetivos e neurovegetativos da reação de defesa e são de 

grande valor na luta pela sobrevivência. 

 

SISTEMA ENCEFÁLICO AVERSIVO E SISTEMA DE INIBIÇÃO COMPORTAMENTAL 

 

A técnica de estimulação elétrica de áreas subcorticais permitiu a identificação de 

algumas estruturas encefálicas relacionadas ao comando de respostas defensivas. Os estudos 

clássicos de Hess e Brüger (1943) e de Fernandez de Molina e Hunsperger (1959) foram os 

primeiros a indicar que a estimulação elétrica do hipotálamo medial e da substância cinzenta 

periaquedutal dorsal (SCPd) de gatos acordados provocava uma seqüência de 

comportamentos defensivos que incluíam arqueamento do dorso, ataque orientado, 

piloereção, elevação da cauda, midríase e exposição de garras e dentes. Os autores 

propuseram que essas respostas eram partes de um repertório organizado, similar ao 

comportamento defensivo apresentado por diferentes espécies de animais, quando 

confrontadas com situações de perigo ou estímulos aversivos. Esse conjunto de respostas 

somatomotoras e viscerais foi denominado “reação de defesa afetiva”. Trabalhos posteriores 
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evidenciaram que várias outras estruturas encefálicas pareciam estar envolvidas na regulação 

de diferentes aspectos da reação de defesa. 

O sistema encefálico aversivo estaria envolvido com a geração de comportamentos 

defensivos e a elaboração de estados motivacionais e emocionais aversivos. Esse sistema é 

representado por estruturas envolvidas nos processos que compreendem agressão/defesa, tais 

como hipotálamo medial, amígdala, SCPd, colículo inferior e camadas profundas do colículo 

superior (Graeff, 1990; Brandão et al., 1999). O sistema encefálico aversivo processa 

principalmente estímulos incondicionados, produzindo um aumento expressivo da atividade 

dirigida para o ataque e a fuga. 

A estimulação elétrica das estruturas do sistema encefálico aversivo produz um padrão 

característico de respostas, com atividade motora intensa com saltos, além de reações 

neurovegetativas, tais como, aumento da pressão arterial e da freqüência cardíaca, piloereção, 

micção, defecação, exoftalmia, similares àquelas evocadas quando um animal é confrontado 

com estímulos aversivos ou dolorosos em situação natural (Deakin & Graeff, 1991; Deakin et 

al., 1994; Graeff, 1994). 

Para Deakin & Graeff (1991), a amígdala estaria mais relacionada ao condicionamento 

aversivo. Sua disfunção geraria o distúrbio de ansiedade generalizada antecipatória. A SCPd, 

por sua vez, desencadearia respostas comportamentais à estimulação aversiva incondicionada 

(dor, asfixia e ameaça inata, como a presença de predadores), sendo que alterações funcionais 

nessa estrutura resultam em distúrbio do pânico. Enquanto o sistema encefálico aversivo 

compreende as estruturas relacionadas com as estratégias de defesa observadas em situações 

ameaçadoras ou perigo iminente, o sistema de inibição comportamental é ativado em 

situações conflitantes. 

Gray & McNaughton (2000) propuseram que a ansiedade estaria relacionada com a 

ativação de um sistema de inibição comportamental, que levaria a um aumento nos níveis de 
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atenção e vigilância. Esse sistema seria representado principalmente pelo sistema septo-

hipocampal, o qual é constituído pelo hipocampo, córtex entorrinal, subicular e cingulado 

posterior e área septal, além de suas interconexões e vias monoaminérgicas ascendentes que 

inervam estas estruturas prosencefálicas. 

O sistema de inibição comportamental controlaria o comportamento quando há 

necessidade de movimento em direção à fonte de perigo, ou seja, quando existem dois planos 

conflitantes: obter a segurança e satisfazer a tendência de aproximação (Gray & McNaughton, 

2000). A função desse sistema é promover a inibição do comportamento em curso, com o 

objetivo de avaliar o grau de ameaça enquanto ocorre uma exploração cautelosa do ambiente. 

Para isso, existe a necessidade de um aumento nos níveis de atenção e alerta. Essa reação de 

defesa seria caracterizada, principalmente, pelo comportamento de avaliação de risco. 

Entretanto, esse sistema é acionado apenas quando existe conflito entre as tendências de 

aproximação do perigo e de se esquivar, e não simplesmente em resposta à presença de 

estímulos aversivos. Para ativar o sistema de inibição comportamental é necessário ativar, ao 

mesmo tempo o sistema de aproximação comportamental, isto é, colocar o animal em uma 

situação de conflito aproximação/ esquiva. Dependendo do grau de ativação de um e outro 

pode ocorrer supressão do comportamento e/ou exploração do ambiente com um aumento na 

atenção e no comportamento de avaliação de risco, associados à análise de informações 

relacionadas que estão armazenados na memória. O papel do sistema de inibição 

comportamental no controle da memória seria o de resolver conflitos e, para isso, ele 

aumentaria a valência dos estímulos e associações afetivamente negativas. A partir daí, a 

esquiva passa a ser predominante no conflito aproximação/ esquiva. Enfim, como 

conseqüência da ativação do sistema de inibição comportamental, temos um alteração do 

equilíbrio entre as tendências de aproximação e esquiva em direção á esquiva (Gray & 

McNaughton, 2000). 
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MEDO CONDICIONADO 

 

O primeiro relato na literatura sobre o comportamento de congelamento como índice 

de medo condicionado ocorreu em estudos com animais submetidos previamente a apenas um 

choque nas patas e inicialmente foi denominado de “crouching”, postura agachada e imóvel 

(Blanchard & Blanchard, 1969). A postura de agachar sugerida pelo casal Blanchard tem sido 

substituída pela resposta de congelamento como medida de medo. Bolles & Collier (1976) 

partiram deste trabalho para seus estudos sobre o comportamento de congelamento, como 

resposta de medo condicionado. 

Alterações inesperadas no ambiente são suficientes para causar congelamento (Hofer, 

1970; Bolles & Collier, 1976). Esse comportamento é uma maneira efetiva de evitar um 

provável perigo, quando a fuga e a esquiva não são viáveis. A aprendizagem também 

desempenha um papel importante quando um estímulo ativa o sistema de medo. O 

congelamento condicionado é uma forma de resposta do condicionamento pavloviano, no 

qual o sujeito é treinado a associar um estímulo neutro (apresentação de luz, som, contexto 

por exemplo) com um estímulo incondicionado, como o choque elétrico. Após esse 

pareamento, a apresentação da luz sozinha prediz a ocorrência do choque e atua como um 

estímulo condicionado, desencadeando o congelamento (Fendt & Fanselow, 1999). Assim, a 

luz, o som ou o contexto adquirem significado por terem sido pareados com um estímulo 

incondicionado intrinsecamente aversivo. A aprendizagem é avaliada, portanto, pela 

capacidade com que a presença apenas do estímulo condicionado produz resposta 

condicionada em antecipação à ocorrência do estímulo incondicionado (Gewirtz & Davis, 

2000). 

A resposta de medo condicionado expressa como comportamento de congelamento, 

pode ser definida como imobilidade total com postura tensa (Fanselow, 1984). Esse 
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comportamento não consiste na simples supressão da atividade do animal, mas sim, constitui 

um padrão comportamental complexo, acompanhado de alterações autonômicas, como 

aumento da atividade respiratória, hipertensão, aumento da freqüência cardíaca, aumento da 

defecação e micção, e resposta antinociceptiva que reduz o impacto do choque subseqüente 

pela ativação de mecanismos endógenos (Fanselow & Bolles, 1979; Fanselow & Baackes, 

1982; Fanselow, 1984; Avanzi et al., 1998; Antoniadis & McDonald, 1999; Carrive et al., 

2000; Carrive, 2002). 

O tempo de resposta de congelamento é predominantemente determinado pelas 

características do choque e pela intensidade e/ou duração do mesmo (Fanselow, 1980). É 

determinado também pelo tipo de estímulo condicionado apresentado ao animal, ou seja, a 

duração é menor se o estímulo for discreto, como a luz ou o som (Sakaguchi et al., 1983). Ao 

contrário, o tempo da resposta de congelamento aos estímulos contextuais pode ultrapassar 40 

minutos, dependendo da duração das sessões de condicionamento (Fanselow, 1980; 

Sakaguchi et al., 1983; LeDoux et al., 1988; Antoniadis & McDonald, 1999; Carrive, 2002; 

Silva et al., 2004). 

Evidências mostram que lesões na amígdala e no hipocampo, realizadas após o treino, 

produzem enfraquecimento na expressão de congelamento (Blanchard & Blanchard, 1972; 

Davis, 1992a; 1992b; Maren & Fanselow, 1997), e que a lesão hipocampal, antes do treino, 

prejudica a aquisição do medo condicionado ao contexto (LeDoux, 1994). A destruição 

seletiva do núcleo lateral da amígdala bloqueia a resposta de congelamento a estímulos 

auditivos condicionados (Iwata et al, 1986; LeDoux et al., 1990a). Acredita-se que os 

sistemas sensoriais conduziriam as informações sobre os estímulos condicionados e 

incondicionados até os núcleos lateral e basolateral da amígdala (Davis, 1997; Maren, 1999, 

LeDoux, 2000). Estas evidências permitem sugerir que estes núcleos possuem função na 

aprendizagem e memória do medo condicionado (Wallace & Rosen, 2001). No paradigma de 
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sobressalto potencializado pelo medo, lesões no núcleo central da amígdala bloquearam a 

potencialização do sobressalto (Hitchcock & Davis, 1986; 1987). As projeções que partem do 

núcleo central da amígdala para os diversos núcleos hipotalâmicos e do tronco cerebral 

parecem mediar componentes distintos da resposta de medo. Suas projeções para o núcleo 

reticulopontino caudal, possivelmente, medeiam o sobressalto potencializado pelo medo, ao 

passo que as eferências para o hipotálamo lateral e bulbo medeiam as respostas autonômicas e 

as projeções para a substância cinzenta periaquedutal são importantes para o congelamento e a 

antinocicepção (LeDoux et al., 1988). 

Acredita-se, também, que o complexo basolateral da amígdala esteja envolvido na 

esquizofrenia, depressão e outras desordens que mobilizam componentes afetivos. Alguns 

desses comportamentos são regulados por impulsos do córtex pré-frontal ao núcleo 

basolateral da amígdala. A ativação dos receptores de dopamina atenua os impulsos do córtex 

pré-frontal ao núcleo basolateral da amígdala, confirmando, em parte, a sugestão acima 

(Rosenkranz & Grace, 2001). Entretanto, os mecanismos celular e farmacológico 

responsáveis por essas manipulações ainda não estão claros. 

Há evidência da participação de uma via amígdala/substância cinzenta periaquedutal 

ventrolateral no medo condicionado. Lesões excitotóxicas, nesta última estrutura, feitas antes 

ou após o treino, inibem a resposta de congelamento condicionado (De Oca et al., 1998). Da 

mesma forma, lesões na substância cinzenta periaquedutal ventrolateral diminuem também a 

resposta de congelamento condicionado ao som pareado com choques nas patas (LeDoux et 

al., 1988), como também as respostas de medo contextual (Kim et al., 1993; De Oca et al., 

1998; Vianna et al., 2001a). 

Assim, os circuitos neurais que subservem essa forma de aprendizagem pavloviana 

vêm sendo examinados com detalhes. Bem menos conhecido, contudo, é como os sistemas 

modulatórios dopaminérgico, serotoninérgico e noradrenérgico, interagem com o circuito de 
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medo. Na literatura, algumas evidências, realçam o papel da dopamina (Blackburn et al., 

1992; Salamone, 1994; Aguilar et al., 2000), serotonina (Ceulemans et al., 1985; Van Praag et 

al., 1990; Kent et al., 1998; Dalery & Aubin, 2001; Nardi, 2001) e noradrenalina (Ressler & 

Nemeroff, 2001; Detke et al., 2004; Garcia et al., 2004; Rabasseda, 2004) na neurobiologia de 

certas desordens psiquiátricas. Nos modelos de ansiedade, as drogas antidepressivas que 

bloqueiam a recaptação de serotonina como a fluoxetina apresentam efeito quando utilizadas 

de maneira crônica ou ainda de maneira subcrônica em comparação com a administração 

aguda (Porsolt et al., 1977; Beck & Fibiger, 1995; Kent et al., 1998; Nardi, 2001; Borelli et 

al., 2004). 

 

MEDO INCONDICIONADO 

 

Está bem estabelecido na literatura que os ratos congelam, esquivam e têm respostas 

defensivas a odores de predadores. Essas características são indicadoras de medo 

incondicionado (Cattarelli & Chanel, 1979; Blanchard & Blanchard, 1989; Berton et al., 

1998; Wallace & Rosen, 2001). Várias estruturas do sistema nervoso central, tais como, a 

SCPd, hipotálamo medial, camadas profundas do colículo superior, a amígdala e o colículo 

inferior são acionadas na gênese e elaboração dessas estratégias defensivas (Brandão et al., 

1999). 

A microinjeção de drogas que diminuem a neurotransmissão gabaérgica, como 

também a estimulação elétrica da SCPd desencadeiam comportamento de congelamento 

alternado por corridas e saltos aparentemente não-direcionados (Brandão et al., 1982; Schmitt 

et al., 1984). Esta reação encontra similaridades ao que ocorre nos ataques de pânico 

apresentados em seres humanos (Panksepp, 1982; Brandão et al., 2005). 
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Os circuitos que elaboram o comportamento de congelamento condicionado 

compreendem o núcleo central da amígdala, núcleo mediano da rafe, hipocampo e substância 

cinzenta periaquedutal ventral (Fanselow, 1980; LeDoux et al., 1988; Avanzi et al., 1998; 

Antoniadis & McDonald, 1999). Entretanto, pouco se sabe sobre a participação dessas 

estruturas na organização do medo incondicionado. Várias evidências sugerem que o 

complexo basolateral é um sítio de plasticidade e armazenamento de informações emocionais 

aversivas (Fanselow & LeDoux, 1999). Estudos deste laboratório mostram que a lesão do 

complexo basolateral da amígdala aumenta o caráter aversivo da estimulação elétrica do 

colículo inferior, enquanto que a lesão do núcleo central reduz essa aversividade, sugerindo 

que o complexo basolateral contém mecanismos neurais inibitórios, enquanto que o núcleo 

central da amígdala pode representar uma importante via motora de saída para o 

comportamento defensivo induzido pela ativação do colículo inferior (Maisonnete et al., 

1996; Macedo et al., 2002). 

 

MODULAÇÃO DO MEDO POR MECANISMOS GABAÉRGICOS E 

SEROTONINÉRGICOS DA AMÍGDALA 

 

GABA 

 

 O GABA é o principal neurotransmissor inibitório do sistema nervoso central dos 

mamíferos. É produzido pela remoção enzimática de um grupo carboxílico do ácido 

glutâmico. Apresenta-se virtualmente em todas as áreas do neuroeixo, na maioria delas 

associado à interneurônios inibitórios locais, e mostra-se ativo em aproximadamente 30 a 40% 

das sinapses (Graeff, 1993a). 

 O controle exercido por mecanismos gabaérgicos sobre estruturas responsáveis pela 

geração e elaboração do comportamento de defesa tem sido um dos principais focos de 
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atenção de pesquisas sobre a modulação dos substratos neurais da aversão no teto 

mesencefálico. Diversos estudos vêm mostrando que injeções locais de benzodiazepínicos na 

SCPd deprimem o comportamento de fuga aprendido e não aprendido, induzido por 

estimulação elétrica dessa região (Brandão et al., 1994; 1999). Dados obtidos de estudos 

comportamentais usando modelos animais de ansiedade têm fornecido evidências consistentes 

de uma interação da ação antiaversiva dos benzodiazepínicos com mecanismos gabaérgicos 

no teto mesencefálico. Particularmente, tem sido observado que antagonistas de receptores 

gabaérgicos injetados nessa região causam reações defensivas similares às que se observam 

com a estimulação elétrica, o que sugere que o complexo GABA-benzodiazepínico exibe um 

papel inibitório tônico sobre o substrato neural da ansiedade no teto mesencefálico (Schmitt et 

al., 1985; Brandão et al., 1988; 1994; 1999).  

 A estimulação química da SCPd com drogas que diminuem a neurotransmissão 

gabaérgica (Brandão et al., 1982) e a estimulação elétrica dessa estrutura em animais são 

capazes de produzir comportamentos que se assemelham aos ataques de pânico clínicos e 

experimentais em humanos. Os animais apresentam um congelamento alternado com corridas 

desenfreadas e saltos; comportamento em geral acompanhado por exoftalmia e/ou defecação e 

micção. Essas alterações autonômicas estão associadas ao comportamento defensivo, e tem 

sido relatado que são similares às induzidas por estimulação de outras estruturas envolvidas 

com a reação de defesa (Brandão et al., 1994; 1999; Schenberg et al., 2000). 

 Herdade e colaboradores (2006) examinaram o papel da neurotransmissão gabaérgica 

na modulação dos comportamentos de medo e ansiedade e mostraram que a disfunção desses 

mecanismos regulatórios na amígdala resultam em reações defensivas similares às 

mencionadas acima. Adicionalmente, Venton e colaboradores (2006) mostraram que a 

redução dos níveis gabaérgicos da amígdala facilita o medo condicionado contextual e 

auditivo. 
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 De maneira geral pode ser dito que a amígdala, uma das principais estruturas na 

regulação do comportamento emocional, ocupa uma posição central na regulação de respostas 

condicionadas e incondicionadas, atuando como um filtro para informações sensoriais que 

parecem ser cruciais para a aquisição do medo condicionado (Davis et al., 1994a; Davis 

1992b; LeDoux, 1994; Killcross et al., 1997). Vários estudos apontam uma função regulatória 

do núcleo basolateral na aquisição do medo condicionado (Davis 1992b, LeDoux et al., 

1990a,b; Vazdarjanova et al., 2001). Alterações no funcionamento da amígdala têm sido 

relacionadas ao transtorno de ansiedade generalizada (Davis et al., 1994a; De Oca et al., 

1998; Graeff, 2002). Nesse contexto, os efeitos ansiolíticos dos benzodiazepínicos são 

relacionados à potencialização de mecanismos gabaérgicos no núcleo basolateral (Davis et al., 

1994a; LeDoux, 2000). Macedo e colaboradores (2006) mostraram que o aumento da 

neurotransmissão gabaérgica no núcleo basolateral da amígdala através de injeções de 

muscimol produz uma clara redução na aversão condicionada ao lugar. Enquanto que no 

medo incondicionado gerado pela ativação de substratos neurais da aversão no colículo 

inferior a microinjeção de semicarbazida no núcleo basolateral da amígdala levou a um 

aumento da aversividade, expresso pelo aumento do tempo de congelamento e do número de 

cruzamentos no teste do campo aberto. 

  O papel do GABA na ansiedade está fortemente apoiado na indiscutível eficácia dos 

benzodiazepínicos (BZDs) como ansiolíticos. Os receptores BZDs e o GABA, por estarem 

amplamente distribuídos no sistema nervoso central, podem exercer influência em vários 

sistemas neuroniais diferentes. Torna-se, então, extremamente importante delimitar quais 

sistemas neuroniais GABA-BZD participam da regulação da ansiedade. Como exemplo, o 

complexo amigdalóide parece estar mais relacionado com o medo condicionado e com o 

transtorno de ansiedade generalizada, que é susceptível aos medicamentos bezodiazepínicos 

(Davis, 1997). A SCPd, por sua vez, estaria predominantemente envolvida na elaboração do 
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medo incondicionado e no transtorno de pânico. Essa região possui um número bem menor de 

receptores BZDs quando comparada à amígdala. Portanto, é plausível que a SCPd possa ser o 

local de ação de certos compostos BZDs potentes, eficazes no transtorno de pânico quando 

administrados em doses elevadas e por período prolongado (Graeff, 1993a; Russo et al., 

1993). 

 

Serotonina 

 

Os neurônios contendo 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina, no sistema nervoso 

central foram localizados utilizando técnicas de imunofluorescência e auto-radiográficas. Eles 

estão concentrados na rafe do tronco encefálico. Os núcleos pontinos e bulbares projetam-se 

caudalmente para a medula espinhal, onde a 5-HT está envolvida com a percepção dolorosa, 

com a regulação visceral e com o controle motor. Os núcleos mesencefálicos – 

particularmente o núcleo dorsal da rafe e o núcleo mediano da rafe – inervam o prosencéfalo, 

com destaque para a amígdala, bem como o teto mesencefálico, com destaque da SCPd 

(Graeff, 1997). 

A função da 5-HT na ansiedade foi estabelecida observando-se que a diminuição da 

neurotransmissão serotoninérgica, pela administração sistêmica de inibidor da síntese de 5-HT 

(Robichaud & Sledge, 1969) ou de antagonistas serotoninérgicos (Graeff & Schoenfeld, 

1970), liberava o comportamento suprimido por punição em teste de conflito. Essas 

observações levantaram a possibilidade de que a 5-HT pudesse participar da modulação do 

comportamento defensivo em modelos animais de ansiedade (Graeff, 1993b). 

Dessa forma, vários estudos foram realizados para investigar o modo de ação da 5-HT 

nas estruturas envolvidas na mediação da ansiedade. Alguns trabalhos demonstraram que a 

serotonina medeia os efeitos da punição ao estimular regiões prosencefálicas, como a 

amígdala e a formação hipocampal (Stein et al., 1973). Entretanto, outras evidências 
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sugeriram que esse mesmo neurotransmissor parece ter um papel antiaversivo na SCPd, pois a 

estimulação do núcleo dorsal da rafe (Kiser et al., 1980) e a microinjeção local de agonistas 

serotoninérgicos (Nogueira & Graeff, 1995) reduzem a aversividade de sua estimulação. A 5-

HT parece exercer esse efeito antiaversivo particularmente pela atuação em receptores 5-HT1A 

e 5-HT2A (Schutz et al., 1985; Nogueira & Graeff, 1995). 

A amígdala recebe diversas modalidades de informação sensorial, olfativa, visual e 

auditiva. Essas informações permitem uma estratégia de defesa mais integrada e elaborada 

frente a estímulos sinalizadores de perigo ou de ameaça distal ou potencial, (Blanchard & 

Blanchard 1988). A defesa pode ser de natureza inata ou, por outro lado, a estratégia pode ter 

adquirido significado emocional através de um mecanismo de condicionamento clássico 

(LeDoux et al., 1988). Assim, Deakin & Graeff (1991) propuseram que a via serotoninérgica 

prosencefálica, originária do núcleo dorsal da rafe, e que inerva a amígdala, promoveria 

comportamentos de esquiva em resposta a estímulos aversivos condicionados. O tipo de 

ansiedade elaborada por esta via seria o da ansiedade condicionada, ou seja, antecipatória ao 

perigo. Nesse caso, a ameaça estaria a uma certa distância do animal, levando-o a evitá-la. Por 

outro lado, segundo ainda esta teoria, a amígdala deve exercer algum controle sobre os 

substratos neurais do medo localizados na SCPd que são ativados por estímulos proximais 

que ameaçam a sobrevivência do animal. Como a ansiedade antecipatória que resulta do medo 

moderado e o pânico que resulta do perigo proximal são excludentes, a ativação da amígdala 

deve cursar com a inibição da SCPd. Em vista disso, têm sido realizados estudos com 

procedimentos de medo moderado e intenso na perspectiva de que eles possuam substratos 

neurais distintos da mesma forma que possam representar tipos diferentes de ansiedade. De 

fato, enquanto o medo contextual moderado é sensível à ação ansiolítica dos BZDs, o medo 

contextual intenso produzido pelo condicionamento com choques de intensidade alta é 

resistente à ação ansiolítica dos BZDs (Santos et al., 2005). De forma interessante, estudo 
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recente deste laboratório mostrou que a fluoxetina administrada por via sistêmica e de forma 

subcrônica melhora os mecanismos de defesa de animais submetidos ao medo condicionado 

contextual intenso (Santos et al., 2006). Não há entretanto, na literatura qualquer estudo que 

investigue os efeitos de drogas serotoninérgicas administradas localmente na amígdala ou na 

SCPd sobre o medo moderado ou intenso.  

O núcleo dorsal da rafe mantém extensas conexões com os núcleos basolateral e 

central da amígdala (Azmitia & Segal, 1978; Vertes, 1991; Fallon & Ciofi, 1992). Estudos 

neuroquímicos mostram que a ativação do núcleo dorsal da rafe, através de injeção de ácido 

caínico, aumenta a liberação de serotonina na amígdala (Viana et al., 1997). Outros estudos, 

também utilizando a técnica de microdiálise, mostram um aumento na liberação extracelular 

de serotonina na amígdala em ratos submetidos a estímulos estressantes (Amat et al., 1998; 

Rueter & Jacobs, 1996; Funada & Hara, 2001). Os receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1 

são encontrados em alta densidade principalmente no hipocampo, porém também são 

observadas altas densidades no septo, hipotálamo, algumas camadas do córtex e na amígdala, 

particularmente no núcleo central. Por outro lado, os três núcleos amigdalóides de interesse 

para esse estudo parecem ter uma alta densidade de receptores 5-HT2 e 5-HT3 (Pazos & 

Palácios, 1985; Ohuoda et al., 1993; Rainnie, 1999). 

Stutzmann & LeDoux (1999) examinaram o papel da 5-HT na modulação do 

processamento de informações sensoriais na amígdala. Esses autores mostraram que a 

serotonina na amígdala exerce um papel inibitório sobre as aferências glutamatérgicas 

oriundas do córtex e do tálamo auditivo. Ainda, esta inibição da atividade glutamatérgica no 

núcleo basolateral ocorre, predominantemente, devido à localização desses receptores 

serotoninérgicos, provavelmente dos subtipos 5-HT2 e 5-HT3, nos interneurônios gabaérgicos 

e nos neurônios de projeção do núcleo basolateral (Stutzmann & LeDoux, 1999; Rainnie, 

 33



___________________________________________________________________ Introdução 

1999). Segundo esses estudos, o principal efeito da serotonina no núcleo basolateral seria o de 

provocar uma ação estimulatória sobre os interneurônios gabaérgicos. 

Em estudo recente, a administração do antagonista 5-HT2 nefazodona no núcleo 

basolateral potencializou os efeitos gerados pela estimulação do colículo inferior com a 

administração de aminoácido excitatório NMDA nessa estrutura mesencefálica (Maisonnette 

et al., 2000). A lesão neuroquímica dos terminais nervosos serotoninérgicos com a 

neurotoxina serotoninérgica 5,7-DHT dos núcleos basolateral e central produz resultados 

opostos na aversividade gerada pela estimulação elétrica do colículo inferior: a lesão 

serotoninérgica no núcleo basolateral facilita a aversividade gerada no colículo inferior, 

enquanto a lesão no núcleo central a diminui (Macedo et al., 2002).  

 Adicionalmente, estudos mostram que ocorre um aumento na liberação extracelular de 

dopamina e serotonina na amígdala durante estados aversivos (Rueter & Jacobs, 1996; Amat 

et al., 1998; Funada & Hara, 2001; Inglis & Moghaddam, 1999; Young & Ress, 1998). Como 

muitos estudos indicam o envolvimento da amígdala em estados aversivos dependendo da 

região estudada é possível que mecanismos mediados por GABA e/ou 5-HT nos núcleos 

lateral, basolateral e central da amígdala possam influenciar diretamente o comportamento 

defensivo induzido pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd. Baseado nesse 

raciocínio postula-se que eventuais alterações na neurotransmissão gabaérgica e 

serotoninérgica no núcleo lateral, basolateral e central da amígdala podem interferir com o 

papel funcional da amígdala na regulação do medo condicionado e incondicionado gerado por 

estimulação da SCPd. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL 

Estudar o papel da neurotransmissão gabaérgica e serotoninérgica nos núcleos lateral, 

basolateral e central da amígdala no medo condicionado e no medo incondicionado. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o papel da neurotransmissão serotoninérgica no medo condicionado contextual 

moderado e intenso com injeções sistêmicas de fluoxetina. No primeiro experimento 

não foi estudada a mediação gabaérgica uma vez que estudo anterior do laboratório 

(Nobre et al., 2004) já avaliou os efeitos da administração sistêmica de muscimol em 

modelos animais de ansiedade. 

 Estudar a influência da neurotransmissão gabaérgica com a injeção de muscimol nos 

núcleos da amígdala sobre o medo incondicionado induzido pela estimulação elétrica 

da SCPd e sobre o medo condicionado contextual. 

 Estudar os efeitos da neurotransmissão serotoninérgica utilizando-se fluoxetina nos 

núcleos da amígdala sobre o medo incondicionado induzido pela estimulação elétrica 

da SCPd e sobre o medo condicionado contextual. 
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EXPERIMENTO I: MODULAÇÃO SEROTONINÉRGICA DO MEDO 

CONDICIONADO CONTEXTUAL MODERADO E INTENSO 

 
Nesse experimento foi avaliado o papel da neurotransmissão serotoninérgica no medo 

condicionado contextual moderado e intenso. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Sujeitos 

 

  Foram utilizados 156 ratos Wistar machos, com peso médio de 230 g, agrupados em 5 

animais em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm), forradas com maravalha, com livre 

acesso à água e alimento. Os animais foram mantidos em um biotério com temperatura 

controlada a 23° C ± 1° C em um programa de iluminação artificial com ciclo claro/escuro 12 

h x 12 h, com início do período claro às 7:00 horas. 

 

Condicionamento Aversivo 

 

  Foram utilizadas duas caixas distintas: mesmo contexto (caixa A) e contexto diferente 

(caixa B). A caixa A mede 25 x 25 x 15 cm, com o teto e paredes de acrílico transparente, o 

piso constituído por 15 grades eletrificadas, separadas 1,2 cm uma da outra, conectadas a um 

gerador de choques (Albarsch). A porta, situada na face anterior da caixa, é confeccionada em 

acrílico transparente para facilitar a observação do animal pelo experimentador. A caixa B, 

diferente e maior, mede 60 x 40 x 30 cm com paredes de acrílico preto e a porta situa-se na 

face superior da mesma. 
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 Na caixa A ou B, os animais foram colocados na caixa experimental por 8 minutos e a 

seguir receberam 10 choques nas patas de intensidade 0,3 (medo moderado) ou 0,6 mA (medo 

intenso), 1 s de duração, com intervalo randômico de 10 a 50 s entre as tentativas, controlado 

por um microprocessador (Insight Equipment, Brasil). Após cada sessão, os animais foram 

submetidos ao tratamento subcrônico com administração intraperitonial (i.p.) de 3 injeções de 

salina ou fluoxetina (0, 19 h e 23 h após o condicionamento) e, 24 horas após, os animais 

(condicionados na caixa A ou B) foram testados na caixa A. A eficácia deste tratamento 

subcrônico já foi verificada por Porsolt e colaboradores (1977). Adicionalmente, foi 

verificado o efeito da administração aguda de fluoxetina (15 minutos antes do teste) no 

paradigma de medo condicionado contextual. O teste durou 8 minutos e sempre foi realizado 

na caixa A, onde foi medido o tempo de congelamento que é definido operacionalmente como 

ausência de todos os movimentos corporais, exceto aqueles relacionados à respiração. 

 

Drogas 

 

Os animais receberam injeções de fluoxetina, inibidor de recaptação de serotonina 

(Kent et al., 1998), nas doses de 10 e 20 mg/Kg ou de solução fisiológica (NaCl, 0,9%), por 

via intraperitonial. As soluções foram administradas no volume de 1 mg/Kg. 

 

Delineamento Experimental 

 

 Os animais foram submetidos ao condicionamento contextual aversivo que consistiu 

de 2 sessões: uma de condicionamento e outra de teste. Na sessão de condicionamento, os 

ratos receberam na caixa A, ou na caixa B, 10 choques nas patas com intensidade de 0,3 mA 

(medo moderado) ou 0,6 mA (medo intenso). Após a sessão condicionamento, os animais 

receberam por via intraperitonial três injeções de salina ou fluoxetina (10 e 20 mg/kg). 
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Segundo esquema proposto por Porsolt e colaboradores (1977), os animais receberam 

injeções intaperitoniais 0, 19 e 23 horas após a sessão de condicionamento. Adicionalmente, 

um outro grupo experimental recebeu administração aguda 15 minutos antes da sessão teste 

de salina ou fluoxetina (10 e 20 mg/kg). A sessão teste ocorreu na caixa A, com duração de 8 

minutos nos quais registrou-se o tempo de congelamento dos animais. Abaixo temos um 

esquema desse delineamento experimental. 

 

 

- Adminsitração aguda de 
veículo ou fluoxetina 
- Administração subcrônica de 
veículo ou fluoxetina

Caixa A 

Caixa A 

Caixa B 

Intervalo de 24 h 

Condicionamento contextual com 
choques 0,3 ou 0,6 mA 

Teste 

congelamento 

 

 

 

 

Esquema 1. Delinemanto experimental para a avaliação dos efeitos do tratametno agudo ou 

subcrônico (ip) com fluoxetina ou salina sobre o medo contextual moderado (0,3 mA) e intenso (0,6 

mA). Caixa A = mesmo contexto. Caixa B = Contexto Diferente. 

 

Análise Estatística 

 

Os dados estão expressos como média + erro padrão da média (EPM). Nesse 

experimento para avaliar a resposta de congelamento em ratos submetidos ao 

condicionamento no mesmo contexto e no contexto diferente com choques de 0,3 e 0,6 mA 

foi utilizado o teste t de Student. Também foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de 

uma via para avaliar os efeitos da administração aguda e subcrônica de fluoxetina no medo 

moderado e intenso. No caso de significância estatística, aplicou-se o teste de Newman-Keuls. 

Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo. 
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RESULTADOS 

 

Mesmo Contexto X Contexto Diferente. 

 

 A Figura 1A mostra o tempo de congelamento dos animais submetidos ao 

condicionamento contextual aversivo na caixa B com choque nas patas de intensidade 0,3 mA 

e testados na caixa A, 24 h após o condicionamento. O teste t de Student não acusou diferença 

entre os grupos [t (1,14) = 1,82 e p > 0,05]. Igualmente, a Figura 1C mostra o tempo de 

congelamento dos animais submetidos ao condicionamento contextual aversivo na caixa B 

com choque nas patas de intensidade 0,6 mA e testados na caixa A, 24 h após o 

condicionamento. O teste t de Student também não mostrou diferença entre os grupos [t (1,14) = 

1,17; p > 0,05].  

A Figura 1B mostra o tempo de congelamento dos animais submetidos ao 

condicionamento contextual aversivo na caixa A com choque nas patas de intensidade 0,3 mA 

e testados na caixa A, 24 h após o condicionamento.O teste t de Student acusou diferença 

entre os grupos [t (1,18) = 26,93 e p < 0,05]. A Figura 1D mostra o tempo de congelamento dos 

animais submetidos ao condicionamento contextual aversivo na caixa A com choque nas 

patas de intensidade 0,6 mA e testados na caixa A, 24 h após o condicionamento.O teste t de 

Student acusou diferença entre os grupos [t (1,22) = 6,80 e p < 0,05]. 
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Figura 1. Tempo de congelamento (s) em animais testados no contexto diferente com choque nas 

patas de intensidade 0,3 mA (A) ou 0,6 mA (C) ou no mesmo contexto com choque nas patas de 

intensidade 0,3 mA (B) ou 0,6 mA (D). As colunas pontilhadas representam o tempo de 

congelamento registrado durante a sessão de condicionamento e as colunas hachuradas 

representam o tempo de congelamento na caixa A durante a sessão teste. SAL=salina (N = 10 

para 0,3 mA e N = 8 para 0,6 mA). As colunas representam a média e as barras representam o 

E.P.M. *, diferença significativa em comparação com o congelamento registrado durante a sessão 

treino. Os animais foram injetados com salina para permitir um controle para os grupos de animais 

injetados com fluoxetina. 
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Medo Moderado 

Administração aguda de fluoxetina 

 

A Figura 2 mostra o tempo de congelamento dos animais que passaram pelo 

condicionamento contextual moderado (choques de intensidade 0,3 mA) e receberam 

tratamento agudo com salina ou fluoxetina (10 e 20 mg/kg, ip). A ANOVA de uma via não 

revelou diferença entre os grupos [F(2,27) = 2,123, p > 0,05]. 
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Figura 2. Efeitos da administração intraperitonial aguda de salina ou fluoxetina, nas doses de 10 e 

20 mg/Kg, sobre o tempo de congelamento (s) dos animais avaliados na sessão teste (caixa A). C = 

controle (salina). As colunas representam a média e as barras representam o E.P.M. (N=10 para 

todos os grupos). 
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Administração subcrônica de fluoxetina 

 

A Figura 3 mostra o tempo de congelamento dos animais que passaram pelo 

condicionamento contextual moderado (choques de intensidade 0,3 mA) e receberam 

tratamento subcrônico com salina ou fluoxetina (0, 19 e 23 h depois do condicionamento). A 

ANOVA de uma via não revelou diferença para os animais administrados com fluoxetina 

[F(2,27) = 3,00, p> 0,05]. 
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Figura 3. Efeitos da administração intraperitonial subcrônica de salina ou fluoxetina nas doses de 10 

e 20 mg/Kg, sobre o tempo de congelamento (s) dos animais avaliados na sessão teste (caixa A), 

24 h após a sessão de condicionamento contextual pareado com choque nas patas, 0,3 mA. 

C=controle (salina). As colunas representam a média e as barras representam o E.P.M. (N=10 para 

todos os grupos). 
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Medo Intenso 

Administração aguda de fluoxetina 

  

A Figura 4 mostra o tempo de congelamento dos animais que passaram pelo 

condicionamento contextual intenso (choques de intensidade 0,6 mA) e receberam tratamento 

agudo com salina ou fluoxetina (10 e 20 mg/kg, ip). A ANOVA de uma via não revelou 

diferença entre os grupos [F(2,21) = 0,176, p > 0,05]. 
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Figura 4. Efeitos da administração intraperitonial aguda de salina ou fluoxetina, nas doses de 10 e 

20 mg/Kg, sobre o tempo de congelamento (s) dos animais avaliados na sessão teste (caixa A). C = 

controle (salina). As colunas representam a média e as barras representam o E.P.M. (N=8 para 

todos os grupos). 
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Administração subcrônica de fluoxetina 

 

A Figura 5 mostra o tempo de congelamento em animais que passaram pelo 

condicionamento contextual intenso (choques de intensidade 0,6 mA) e receberam tratamento 

subcrônico com salina ou fluoxetina (0, 19 e 23 h depois do condicionamento). A ANOVA de 

uma via revelou diferença entre os grupos [F(2,33) = 5,95, p < 0,05]. O teste post-hoc de 

Newman Keuls mostrou uma redução do tempo de congelamento quando os animais foram 

administrados subcronicamente com fluoxetina 10 e 20 mg/kg em comparação com o grupo 

controle (salina). 

 

Fluoxetina

*
*

0
50

100
150
200

250
300

350
400

C 10 20 mg/Kg

C
on

ge
la

m
en

to
 (s

)

 
Figura 5. Efeito da administração intraperitonial subcrônica de salina ou fluoxetina, nas doses de 10 

e 20 mg/Kg, sobre o tempo de congelamento dos animais avaliados na sessão teste (caixa A), 24 h 

após a sessão de condicionamento contextual com choque nas patas de 0,6 mA. C=controle 

(salina). *, diferença significativa dos tratamentos em relação ao controle (salina), segundo o teste 

de Newman Keuls. As colunas representam a média e as barras representam o E.P.M. (N=12 para 

todos os grupos). 
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DISCUSSÃO 

 

Na literatura vários relatos mostram que os ratos congelam, apresentam pressão 

arterial sangüínea elevada e sobressalto potencializado quando novamente expostos ao 

contexto onde receberam um estímulo aversivo, tal como o choque nas patas (Blanchard & 

Blanchard, 1972; McNish et al., 1997). Essas reações indicam que os ratos aprenderam a 

relação entre o contexto e o estímulo incondicionado apresentado na forma de choques nas 

patas, estabelecendo uma aprendizagem associativa entre a representação do contexto e o 

choque (Bolles & Fanselow, 1981; Fanselow, 1990). Esta resposta de congelamento é 

amplamente documentada na literatura (Fanselow, 1986, 1990; Kilcross et al., 1997). Ao lado 

disso, ratos esquivam-se do contexto onde receberam o choque, preferindo a livre 

movimentação no contexto sem associação com o choque (McAllister & McAllister; 1995; 

Holahan & White, 2002). Deste modo, no teste de mudança de contexto (Contexto Diferente, 

Figura 1A e 1C), não ocorreu congelamento significativo em concordância com outros relatos 

da literatura (Fanselow, 1980; Landeira-Fernandez, 1996). 

Os resultados do presente trabalho mostram uma relação unimodal entre a resposta de 

congelamento dos animais submetidos ao condicionamento contextual aversivo com choques 

nas patas na intensidade de 0,3 e 0,6 mA corroborando Blanchard & Blanchard (1969) que 

sugerem que o tempo de congelamento é proporcional à intensidade do choque, sendo que 

quanto maior a intensidade, maior o tempo de congelamento do animal. Esta resposta de 

congelamento é caracterizada pela supressão da atividade que o animal está engajado e tem 

sido considerada um indicador de ansiedade condicionada frente a situações de perigo que 

depende da intensidade do choque (Small, 1899; Rescorla, 1988; Landeira-Fernandez, 1996; 

Winocur et al., 1987; Phillips & LeDoux, 1992; LeDoux, 1995). 

As diferentes modulações serotoninérgicas observadas nas diversas circuitarias neurais 

que envolvem o comportamento emocional ajudam a interpretar a vasta utilização dos 
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inibidores de recaptação da serotonina na depressão, ansiedade generalizada, pânico e outras 

condições. 

Esse estudo procurou esclarecer como o tratamento agudo e subcrônico com o inibidor 

da recaptação de serotonina fluoxetina podem modular estados de medo diferentes (medo 

moderado e medo intenso). Tem sido proposto que o medo moderado e o medo intenso têm 

significados biológicos distintos. O medo condicionado moderado, sensível ao tratamento 

com benzodiazepínicos, parece configurar uma condição relacionada à ansiedade e envolver a 

participação de estruturas como a amígdala. Já o medo condicionado intenso é resistente à 

ação ansiolítica dos benzodiazepínicos e parece estar relacionado a estados de pânico/fobia e 

requer a participação de estruturas do tronco encefálico, como a SCPd (Santos et al., 2005). 

 

Medo Moderado 

 

Os tratamentos agudo (15 minutos antes do teste) e subcrônico com o inibidor da 

recaptação de serotonina fluoxetina (Kent et al., 1998) não alteram a expressão do medo 

contextual com choques de intensidade 0,3 mA. Esses dados acrescentam-se aos resultados 

conflitantes dos inibidores de recaptação de serotonina nos modelos animais de ansiedade. Na 

literatura, os tratamentos agudo e crônico com fluoxetina nesses modelos têm mostrado 

efeitos ansiogênicos, ansiolíticos ou nenhum efeito (Boyer & Feighner, 1992; Griebel et al., 

1994, 1995a; Sanchez & Meier 1997; Goldstein & Goodnick, 1998; Matto & Allikmets 1999; 

Silva & Brandão, 2000; Inoue et al., 2004). Essa discrepância de resultados pode ser 

explicada pelos diferentes mecanismos neurais que controlam os processos de aquisição e 

expressão do condicionamento contextual e os diversos modos como a serotonina pode 

modulá-los. A conseqüência funcional dessa diferença pode ser exemplificada pela 

administração de 8-OH-DPAT, um agonista de receptor 5-HT1A, no núcleo mediano da rafe 

(Avanzi & Brandão, 2001; Borelli et al., 2005) ou no hipocampo (Stiedl et al., 2000) que ao 
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contrário do presente estudo com a fluoxetina, inibe o condicionamento aversivo contextual. 

Ao lado disso, levando-se em consideração que o condicionamento contextual com choques 

de intensidade 0,3 mA (medo moderado) é um modelo animal de ansiedade, a ausência de 

efeitos ansiolíticos com o tratamento subcrônico de fluoxetina se relaciona a baixa eficácia 

desse fármaco no tratamento da ansiedade generalizada (Silva & Brandão, 2000). 

 

Medo Intenso 

 

Contrariamente ao que foi observado no medo moderado, os tratamentos agudo e 

subcrônico com a fluoxetina produziram resultados distintos sobre o tempo de congelamento 

em animais no paradigma de condicionamento contextual utilizando-se choques de 

intensidade 0,6 mA como estímulo incondicionado. Enquanto o tratamento agudo não 

produziu efeitos, o tratamento subcrônico com fluoxetina (10 e 20 mg/Kg) causou uma 

significativa redução no medo condicionado intenso. Essa responsividade diferencial ao 

mesmo fármaco em situação de medo de intensidade diferente já foi relatada na literatura e 

sugere padrões de respostas diferentes em função da intensidade do choque que podem 

representar tipos distintos de ansiedade (Santos et al., 2005). 

Estudo recente mostra que animais submetidos a procedimento de estresse moderado 

não apresentam alteração na concentração de serotonina em diversas áreas cerebrais incluindo 

córtex pré-frontal medial, hipocampo dorsal, núcleo accumbens e amígdala (Carvalho et al., 

2005). No entanto, não existem dados mostrando o que ocorre com a concentração de 

serotonina nessas estruturas quando os animais são testados durante o medo intenso. O efeito 

ansiolítico exibido pelo tratamento subcrônico com fluoxetina corrobora os efeitos observados 

na clínica com a fluoxetina, particularmente no alívio dos sintomas de ataque de pânico 

(Wong et al., 1995; Gorman et al., 2000; Sonawalla et al., 2002). É relatado que durante os 

ataques de pânicos a resposta normalmente exibida é o comportamento de imobilidade 
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defensiva. Provavelmente, os efeitos benéficos deste tratamento tenham sido resultado do 

bloqueio da recaptação da serotonina causado pela administração subcrônica de fluoxetina e o 

conseqüente aumento na neurotransmissão serotoninérgica dos substratos neurais envolvidos 

na elaboração e organização do comportamento defensivo, particularmente no nível da SCPd 

(Borelli et al., 2004). 

O tratamento agudo, por sua vez, não se mostrou eficaz na diminuição do tempo de 

congelamento registrado pelos ratos submetidos ao paradigma de medo condicionado 

contextual com choques de intensidade 0,6 mA. Normalmente observa-se que em modelos de 

ansiedade, as drogas antidepressivas apresentam efeito quando utilizadas de forma crônica ou 

subcrônica em comparação com a administração aguda (Porsolt et al., 1997; Beck & Fibiger, 

1995; Kent et al., 1998; Nardi, 2001; Borelli et al., 2004). 

Os resultados obtidos em função da forma de administração da droga estão 

relacionados com a sua ação em diferentes tipos de receptores. Quando administrada 

agudamente a fluoxetina aumenta os níveis extracelulares de serotonina com consequente 

ativação de autoreceptores 5-HT1A somatodendríticos nos núcleos da rafe. Isso leva a uma 

inibição do disparo dos neurônios serotoninérgicos e uma subseqüente diminuição na taxa de 

liberação da serotonina nos terminais neuroniais das regiões prosencefálicas (Silva & 

Brandão, 2000). Com a administração subcrônica ou crônica ocorre uma desensibilização dos 

autoreceptores somatodendríticos aos efeitos da droga, com uma gradual recuperação da taxa 

de disparo dos neurônios serotoninérgicos e uma normalização da taxa de disparo neuronial, 

resultando em um aumento da neurotransmissão serotoninérgica (Blier, 2001). Esses efeitos 

da fluoxetina servem de base para explicar a eficácia da farmacoterapia com antidepressivos 

que são inibidores seletivos da recaptação de serotonina no distúrbio do pânico.  

 52



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EXPERIMENTO II 
MODULAÇÃO GABAÉRGICA DA AMÍGDALA NO MEDO 

CONDICIONADO CONTEXTUAL E NO MEDO INCONDICIONADO  

 



___________________________________________________________________ Introdução 

EXPERIMENTO II: MODULAÇÃO GABAÉRGICA DA AMÍGDALA 

NO MEDO CONDICIONADO CONTEXTUAL E NO MEDO 

INCONDICIONADO  

 
INTRODUÇÃO 

 
A amígdala é um complexo multinuclear localizado no lobo temporal. O interesse 

maior por essa estrutura ocorreu nos últimos 5-15 anos devido ao papel da amígdala em 

determinar significado emocional às pistas sensoriais (Adolphs et al., 1994, 1995; Bonda et 

al., 1996), ser responsável pela modulação de memórias a eventos emocionais (Cahill & 

McGaugh, 1998; Hamann et al., 1997) e por uma variedade de respostas autonômicas, 

endócrinas e somatomotoras (Klingler & Gloor, 1960; Goddard, 1964). 

Especificamente, a amígdala participa do condicionamento clássico aversivo, sendo 

que a inativação dos núcleos amigdalóides impede a aquisição e a expressão do 

condicionamento frente a estímulos discretos, som e luz, e a estímulos multimodais, 

contextuais (Davis et al., 1994a; Fanselow, 1994; Maren & Fanselow, 1996; Muller et al., 

1997; Rogan & LeDoux, 1996). 

Adicionalmente, a amígdala faz parte do sistema encefálico aversivo que está 

envolvido na geração de comportamentos defensivos e na elaboração de estados emocionais 

aversivos. Esse sistema abrange além da amígdala, o hipotálamo medial, a SCPd, o colículo 

inferior e camadas profundas do colículo superior (Graeff, 1990; Brandão et al., 1999). Esse 

sistema processa estímulos incondicionados, sendo que a estimulação elétrica dessas 

estruturas produz um padrão característico de respostas, como atividade motora intensa, com 

saltos, além de reações neurovegetativas, tais como, aumento da pressão arterial e da 

freqüência cardíaca, piloereção, micção, defecação, exoftalmia, similares àquelas evocadas 
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quando um animal é confrontado com estímulos aversivos ou dolorosos em situação natural 

(Deakin & Graeff, 1991; Deakin et al., 1994; Graeff, 1994). 

Muitos trabalhos tentam esclarecer as conexões anatômicas entre o sistema de medo 

condicionado e o de medo incondicionado, trazendo importantes contribuições para a 

compreensão da interação entre os diferentes substratos neurais da aversão (Vianna et al., 

2003; Vianna & Brandão, 2003; Walker & Carrive, 2003). A principal estrutura apontada 

como interface entre os dois sistemas é a amígdala. Muitas evidências mostram que a 

amígdala é fundamental para a regulação das reações de medo inato e condicionado frente a 

estímulos aversivos (Campeau & Davis, 1995; Davis, 1992a; Davis et al., 1994a; LeDoux, 

1994; LeDoux et al., 1988; 1990a; Rizvi et al., 1991; Vazdarjanova et al., 2001). 

Existem evidências de conexões recíprocas entre a amígdala e a SCP, especificamente 

com as colunas dorsomedial, lateral, ventrolateral e dorsolateral (Rizvi et al., 1991). 

Adicionalmente, os estudos de marcação neuronial da proteína Fos mostram ativação dos 

núcleos amigdalóides em decorrência da estimulação elétrica ou química da SCPd (Sandner et 

al., 1993; De Oliveira et al., 2000). A função dessas projeções pode ser a integração neural de 

respostas comportamentais e autonômicas envolvidas com o estado emocional. 

De acordo com a divisão da amígdala em núcleos, observam-se papéis distintos na 

modulação das respostas defensivas (Killcross et al., 1997; Sah et al., 2003; Rosen, 2004). Os 

núcleos lateral e basolateral são filtros dos estímulos aversivos, enquanto que o núcleo central 

controla os componentes autonômicos e somáticos das reações de medo através da projeção 

para o hipotálamo e para áreas do tronco encefálico (Davis et al., 1994a; Fendt & Fanselow, 

1999; LeDoux, 1994; LeDoux et al., 1988, 1990a; Maren & Fanselow, 1996). Com relação às 

respostas frente ao medo incondicionado, sugere-se que o circuito neural responsável pela 

produção do comportamento defensivo inicie-se na SCPd e se projete via feixe prosencefálico 
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medial para estruturas prosencefálicas, como a amígdala basolateral (Cameron et al., 1995; 

Rizvi et al., 1991). 

Na literatura, muitos estudos mostram que a circuitaria amígdala-substância cinzenta 

periaquedutal ventral é fundamental para a expressão do medo condicionado contextual, 

entretanto, faltam estudos mostrando os efeitos da inativação de cada um dos núcleos da 

amígdala durante o medo eliciado pela ativação da SCPd. Adicionalmente, é relatado que as 

lesões eletrolíticas da amígdala ou da substância cinzenta periaquedutal ventral não alteram os 

limiares aversivos determinados pela estimulação elétrica da SCPd, mas reduzem o medo 

condicionado contextual (Oliveira et al., 2004; Vianna et al., 2001a; b). No entanto, é sabido 

que as lesões eletrolíticas têm a desvantagem de destruir não só os corpos celulares de 

neurônios, mas também axônios e fibras de passagem. Além disso, a lesão de todos os núcleos 

amigdalóides pode interferir na função individual de cada um dos núcleos. Para solucionar 

esse problema, a utilização de agentes químicos, os quais agem nos corpos celulares 

reduzindo a atividade neuronal, é preferível no estudo da organização dos circuitos neurais 

responsáveis pelo comportamento defensivo. 

 Nesse sentido, Hopkins & Holstege (1978) propõem que as projeções amigdalóides no 

mesencéfalo, na ponte e na medula podem ser o substrato anatômico para a modulação 

amigdalóide nos diversos componentes das reações de defesa. Além da compreensão da 

neuroanatomia, o estudo da neurotransmissão da amígdala possibilita o desenvolvimento de 

novas estratégias para o tratamento de desordens clínicas de ansiedade, além de avanços no 

estudo da aprendizagem e da memória. 
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 Nesse experimento foi avaliado o efeito da modulação gabaérgica da amígdala no 

medo condicionado contextual e no medo incondicionado. 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Sujeitos 

 

 Foram utilizados 57 ratos Wistar machos, com peso entre 250 e 300 g. Os animais 

foram agrupados (5 animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm) forradas 

com maravalha, e tiveram livre acesso à água e alimento. Os animais foram mantidos em um 

biotério com temperatura controlada a 23° C ± 1° C e um programa de iluminação artificial 

com ciclo claro/escuro 12 h x 12 h, com início do período claro às 7:00 horas. 

 

Cirurgia 

 

Após um período de habituação ao biotério de 72 horas, os animais foram anestesiados 

com tribromoetanol (250 mg/Kg) por via intraperitoneal (i.p.). Em seguida, sofreram 

tricotomia e foram fixados a um aparelho estereotáxico (David-Kopf), com a barra do incisor 

à 3,3 mm abaixo da linha interaural. Em seguida, foram feitas a assepsia com iodo e a 

administração do anestésico local cloridrato de lidocaína na pele da cabeça. O crânio do 

animal foi, então, exposto e o periósteo removido com o auxílio de um bisturi. Cada animal 

recebeu implante de um eletrodo direcionado à SCPd e uma cânula-guia direcionada a um dos 

três núcleos amigdalóides: lateral (LaA), basolateral (BLA) ou central (CeA). O eletrodo, 

introduzido com um ângulo de 16 ° e com lambda como referência, foi implantado de acordo 

com as seguintes coordenadas: AP: 0,0 mm; ML: 1,9 mm; DV: 5,1 mm. A cânula-guia foi 

implantada, considerando-se bregma como referência, utilizando-se as seguintes coordenadas: 
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lateral (AP: - 3,0 mm; ML: 5,1 mm; DV: 7,0 mm), basolateral (AP: - 2,5 mm; ML: 5,1 mm; 

DV: 7,7 mm) e central (AP: - 2,4 mm; ML: 4,0 mm; DV: 7,0 mm). A cânula-guia e o eletrodo 

foram fixados no crânio do animal por meio de uma resina acrílica (JET) e parafusos. A 

cânula-guia foi selada com um fio de aço inoxidável para protegê-la de obstrução. Esse fio só 

foi retirado no momento da sessão experimental. Para evitar infecção, após a cirurgia 

administrou-se 0,2 ml de uma associação antibiótica de largo espectro (pentabiótico 

veterinário, Fontoura-Wyeth-Brasil), por via intramuscular e aplicação por via subcutânea 

(0,2 ml) de um analgésico com atividade antiinflamatória (Banamine, Schering-Plough). 

 

Microinjeção 

 

As microinjeções foram realizadas com a utilização de uma agulha de infusão 

conectada por meio de um tubo de polietileno (PE-10) a uma seringa de 5 μl (Hamilton, EUA) 

que, por sua vez, era controlada por uma bomba de microinfusão (Harvard Apparatus, South 

Natick, MA). A agulha de infusão foi introduzida 1mm abaixo da cânula guia e, as soluções 

foram injetadas com fluxo de 0,25 μl/min, sendo que após a injeção a agulha de infusão 

permaneceu no local por mais um minuto a fim de maximizar o processo de difusão. Esse 

procedimento foi monitorado por meio do deslocamento de uma bolha de ar no interior do 

tubo de polietileno.  

 

Equipamentos e Procedimento Experimental 

 
Condicionamento Contextual Aversivo 

 

Treino: Uma semana após a cirurgia, os animais foram submetidos ao 

condicionamento contextual aversivo. Os animais foram condicionados em um caixa de 25 x 
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25 x 15 cm, com o teto e paredes de acrílico transparente, o piso constituído por 15 grades 

eletrificadas, de diâmetro 2,0 mm e separadas 1,2 cm uma da outra, conectadas a um gerador 

de choques (Albarsch). A porta, situada na face anterior da caixa, é confeccionada em acrílico 

transparente para facilitar a observação do animal pelo experimentador. Os animais foram 

colocados na caixa e, após um período de 8 minutos de adaptação, receberam 10 choques nas 

patas de intensidade 0,6 mA, 1 s de duração, com intervalo randômico de 10 a 50 s entre as 

tentativas, controlado por um microprocessador (Insight Equipment, Brasil). Os animais 

foram removidos da caixa experimental 2 minutos após a aplicação do último choque. 

Teste: O teste consistiu na exposição do animal por 8 minutos ao mesmo local onde 

foi realizado o condicionamento, no entanto, sem a aplicação dos choques nas patas. Metade 

dos animais de cada grupo recebeu salina, enquanto a outra metade recebeu muscimol. Nesse 

teste, foi avaliado o tempo de congelamento que é definido operacionalmente como a 

ausência de todos os movimentos corporais, exceto aqueles relacionados à respiração. 

 

Determinação dos limiares aversivos 

 

Vinte e quatro horas após o término do condicionamento contextual iniciou-se o teste 

do medo incondicionado. Essa seqüência foi escolhida com base em trabalhos prévios desse 

laboratório que mostraram a não ocorrência do comportamento de congelamento quando os 

animais são expostos a um contexto completamente diferente daquele em que foram 

inicialmente condicionados (Castilho & Brandão, 2001; Santos et al., 2005; Silva et al., 

2004). O teste do medo incondicionado foi realizado em uma arena circular (60 cm de 

diâmetro e 50 cm de altura, dividida em doze quadrantes) com iluminação de 40-W (80 lux) 

no piso da arena. No início da sessão os animais permaneceram por um período de inicial de 5 

minutos, após esse período se iniciava a aplicação de uma corrente elétrica na SCPd com 
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intensidade inicial de 20 μA e que gradualmente era aumentada de 5 em 5 μA em intervalos 

de 1 minuto (CA, 60 Hz, 10 s). A corrente elétrica foi monitorada por meio de queda de 

voltagem, através do resistor de 1KΏ, ligado em paralelo a um osciloscópio (Phillips, USA). 

Os limiares aversivos efetivos foram considerados como a menor intensidade de corrente 

elétrica, aplicada por duas vezes consecutivas, capaz de induzir comportamentos de 

congelamento ou fuga. Os animais com limiares acima de 180 μA para a resposta de 

congelamento foram descartados dos experimentos. A fim de investigar o congelamento que 

persiste após a interrupção da estimulação da SCPd, os animais permaneceram por um 

período adicional de 8 minutos, nos quais não havia estimulação, e era analisado o tempo de 

congelamento. Tal medida é referida como congelamento pós-estimulação (Vianna et al., 

2001a; b). Após a determinação da corrente elétrica necessária para obtenção dos 

comportamentos de congelamento e fuga, os ratos receberam microinjeção de muscimol ou 

salina em um dos três núcleos amigdalóides (LaA, BLA ou CeA). As condições de tratamento 

foram balanceadas entre os testes de medo condicionado e incondicionado. Após 20 minutos 

da microinjeção na amígdala, o valor da corrente elétrica necessária para obtenção dos 

comportamentos de congelamento e fuga e o tempo de congelamento pós- estimulação da 

SCPd foram novamente determinados. 

 

Histologia 

  

Ao final do experimento, os animais receberam uma dose letal de hidrato de cloral 

(i.p.) e, então, receberam microinjeção de Azul de Evans (2%) no mesmo volume das drogas 

utilizadas anteriormente (0,25 μl/min). Posteriormente, foram perfundidos intracardiacamente 

com solução salina (0,9%) seguida de formalina (10%). Em seguida, o encéfalo foi retirado e 

inicialmente estocado em solução de formalina (10%) por 2 horas sendo então mantido em 

uma solução de sacarose 30%. Após um prazo mínimo de 3 dias, os encéfalos foram fatiados 
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em micrótomo 60-μm de congelação nas áreas correspondentes a amígdala e a SCPd. Os 

cortes foram corados em Nissl e analisados quanto à localização da cânula e do eletrodo com 

o auxílio de microscópio óptico e do atlas de Paxinos & Watson (2005). 

 

Drogas 

 

 Para avaliar a neurotransmissão gabaérgica nos núcleos amigdalóides foi utilizado 

muscimol (0,5μg/0,5μl). Os animais controle receberam o mesmo volume de salina. 

 

Análise Estatística 

 

 Os dados estão representados como média + E.P.M. Os dados referentes aos limiares 

aversivos determinados pelo procedimento de estimulação da SCPd antes e após a 

microinjeção de salina ou muscimol em cada um dos núcleos amigdalóides foram analisados 

utilizando-se a análise de variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas. O fator 1 

referiu-se ao tratamento (salina ou muscimol) e o fator 2 condição (antes ou depois da injeção 

do fármaco).  

Para melhor visualização dos efeitos observados com as injeções nos núcleos 

amigdalóides sobre os comportamentos de congelamento e fuga induzidos pela estimulação 

da SCPd também calcularam-se as diferenças entre os limiares determinados antes e depois 

destas injeções. As variações (Δ) nos limiares também foram submetidos à ANOVA de duas 

vias com medidas repetidas sendo tratamento (salina ou muscimol) e comportamentos 

(congelamento e fuga) os dois fatores analisados.  

O tempo de congelamento pós-estimulação também foi analisado com a ANOVA de 

duas vias com medidas repetidas sendo o tratamento (salina ou muscimol) e a condição (pré 

ou pós-injeção) os fatores analisados. 
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O tempo de congelamento regstrado durante o teste do medo condicionado contextual 

também foi analisado com a ANOVA de duas vias com medidas repetidas utilizando-se como 

fator 1 o tratamento (salina ou muscimol) e como fator 2 a condição (antes ou depois da 

microinjeção). O nível de significância para todos os testes foi p < 0,05. Em caso de 

significância estatística foi utilizado o teste de Newman-Keuls.  
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RESULTADOS 

 

 A Figura 6 representa os sítios das microinjeções localizados nos núcleos lateral 

(LaA), basolateral (BLA) e central (CeA) da amígdala e o sito da estimulação situado na 

SCPd. 

 

Figura 6. Fotomicrografias representativas dos sítios de injeção nos núcleos basolateral -BLA 

(A), central - CeA (B), e lateral - LaA (C) e do sítio de estimulação localizado na substância 

cinzenta periaquedutal dorsal - dPAG (D). A barra representa 500 μm em todas as fotografias. 

opt: trato óptico; Cpu: caudado putâmen; SC: colículo superior; vPAG: substância cinzenta 

periaquedutal ventral; DR: núcleo dorsal da rafe. Os números abaixo das figuras indicam a 

distância em mm do bregma. 
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Medo Incondicionado 

 

À medida que a intensidade da corrente elétrica aplicada na SCPd aumentava os 

animais subitamente paravam, permaneciam imóveis e frequentemente urinavam e 

defecavam. Com intensidades maiores, o comportamento de congelamento era seguido por 

fugas vigorosas e saltos. Os limiares aversivos de congelamento e fuga foram plotados juntos 

e submetidos à ANOVA de uma via. A análise mostrou diferenças significativas (F1,115 = 

6,05, p < 0,05) entre as intensidades da corrente elétrica necessárias para a produção do 

congelamento (64,21±4,60) e da fuga (80,33±4,66) confirmando trabalhos anteriores (Oliveira 

et al., 2004; Vianna et al., 2001a; b; 2003). 

A Figura 7 mostra os valores dos limiares (µA) de congelamento (A) e fuga (B) 

determinados pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd em ratos antes e após 

receberem a microinjeção de salina ou muscimol nos núcleos LaA (N = 9 e 9, 

respectivamente), BLA (N = 8 e 9, respectivamente) e CeA (N = 10 e 12, respectivamente). 

Os dados obtidos com as injeções em cada núcleo foram submetidos à ANOVA de duas vias 

com medidas repetidas. Com relação aos limiares necessários para a obtenção do 

congelamento, a análise mostrou que os diferentes tratamentos não alteraram o valor do limiar 

obtido pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd após a microinjeção nos núcleos 

amigdalóides (F1,35 = 0,24 para o núcleo lateral, F1,33 = 0,185 para o núcleo basolateral e F1,43 

= 0,01 para núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). Também não foi observado 

efeito das diferentes condições (F1,35 = 2,34 para o núcleo lateral, F1,33 = 0,09 para o núcleo 

basolateral e F1,43 = 2,33 para núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). Do mesmo 

modo, a interação entre os fatores também não foi estatisticamente diferente (F1,35 = 2,34 para 

o núcleo lateral, F1,33 = 0,09 para o núcleo basolateral e F1,43 = 0,11 para o núcleo central; 

sendo p > 0,05 em todos os casos). 
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 A Figura 7B mostra os valores dos limiares (µA) de fuga determinados pelo 

procedimento de estimulação elétrica da SCPd durante as fases de linha de base e teste para os 

grupos que receberam microinjeção de salina ou muscimol nos núcleos LaA, BLA e CeA. Os 

dados foram submetidos à ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Essa análise mostrou 

que os diferentes tratamentos não alteraram os limiares aversivos de fuga determinados pela 

estimulação elétrica da SCPd após a microinjeção nos núcleos amigdalóides (F1,35 = 0,17 para 

o núcleo lateral, F1,33 = 0,28 para o núcleo basolateral e F1,43 = 0,23 para o núcleo central; 

sendo p > 0,05 em todos os casos). Também não houve diferença entre os limiares de 

congelamento para as diferentes condições (F1,35 = 1,58 para o núcleo lateral, F1,33 = 2,80 para 

o núcleo basolateral e F1,43 = 1,39 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). 

Do mesmo modo, a interação entre os fatores também não foi estatisticamente diferente (F1,35 

= 0,51 para o núcleo lateral, F1,33 = 0,54 para o núcleo basolateral e F1,43 = 2,17 para o núcleo 

central; sendo p > 0,05 em todos os casos). 

 A Figura 8 mostra a média da variação dos limiares de congelamento e fuga 

determinados pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd nos limiares de 

congelamento e fuga para os grupos injetados com salina ou muscimol nos núcleos 

amigdalóides. Os dados foram submetidos a ANOVA de duas vias com medidas repetidas. 

Essa análise mostrou que os diferentes tratamentos (salina ou muscimol) não alteram os 

limiares aversivos determinados pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd após 

microinjeção nos núcleos amigdalóides (F1,35 = 1,67 para o núcleo lateral, F1,33 = 0,08 para o 

núcleo basolateral e F1,43 = 0,60 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). 

Também não houve diferença entre a variação dos limiares aversivos de congelamento e fuga 

determinados pela estimulação elétrica da SCPd (F1,35 = 2,00 para o núcleo lateral, F1,33 = 0,57 

para o núcleo basolateral e F1,43 = 0,56 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os 

casos). Do mesmo modo, a interação entre os fatores também não foi estatisticamente 
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diferente (F1,35 = 0,00 para o núcleo lateral, F1,33 = 2,74 para o núcleo basolateral e F1,43 = 0,56 

para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). 

A análise de variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas também foi 

utilizada no tempo de congelamento pós-estimulação elétrica da SCPd (Figura 9). A análise 

mostrou efeitos estatisticamente significativos dos tratamentos (salina ou muscimol) em todos 

os núcleos (F1,35 = 24,52 para o núcleo lateral, F1,33 = 5,80 para o núcleo basolateral e F1,43 = 

6,19 para o núcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). O fator condição (antes e 

depois das microinjeções) também influenciou significativamente os núcleos (F1,35 = 27,93 

para o núcleo lateral, F1,33 = 57,90 para o núcleo basolateral e F1,43 = 29,34 para o núcleo 

central; sendo p < 0,05 em todos os casos). A interação entre os fatores também foi 

estatisticamente significativa (F1,35 = 17,53 para o núcleo lateral, F1,33 = 24,14 para o núcleo 

basolateral e F1,43 = 19,00 para o núcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). O teste 

post-hoc de Newman-Keuls indicou uma redução no tempo de congelamento pós-estimulação 

elétrica da SCPd após o tratamento com muscimol nos núcleos LaA, BLA e CeA. 
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Figura 7. Limiares (µA) de congelamento (A) e fuga (B) determinados pelo procedimento de 

estimulação elétrica da SCPd antes e após a injeção de salina ou muscimol nos núcleos lateral – 

LaA, basolateral – BLA e central – CeA. 
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Medo Condicionado 

 

A Figura 10 mostra o tempo de congelamento registrado durante o teste do medo 

condicionado contextual em ratos antes e após a microinjeção de salina ou muscimol nos 

núcleos LaA (N = 9 e 9, respectivamente), BLA (N = 8 e 9, respectivamente) e CeA (N = 10 e 

12, respectivamente). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos 

significativos para o fator tratamento (F1,35 = 63,10 para o núcleo lateral, F1,33 = 47,11 para o 

núcleo basolateral e F1,43 = 59,91 para o núcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos) e 

para o fator condição (F1,35 = 87,96 para o núcleo lateral, F1,33 = 69,68 para o núcleo 

basolateral e F1,43 = 106,82 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). A 

interação entre os fatores também foi estatisticamente significativa nos três núcleos 

amigdalóides (F1,35 = 63,34 para o núcleo lateral, F1,33 = 42,82 para o núcleo basolateral e F1,43 

= 71,61 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). O teste post-hoc de 

Newman-Keuls indicou uma redução no tempo de congelamento registrado durante o teste na 

caixa de condicionado após o tratamento com muscimol nos núcleos LaA, BLA e CeA em 

comparação com suas respectivas linhas de base e com os animais microinjetados com salina.. 

 Resultados similares (não mostrados) foram obtidos em um estudo adicional com o 

uso da mesma dose de muscimol administrada em um volume de 0,2 µL nos núcleos lateral 

(N=6), basolateral (N=6) e central (N=5) da amígdala.

 

 

 

 

 

 

 72



___________________________________________________________________ Resultados 

 

  

BLA
*

#

0

50

100

150

200

C
on

ge
la

m
en

to
 (s

)

LaA
*

#

0

50

100

150

200

C
on

ge
la

m
en

to
 (s

) Antes 

Depois

CeA
*

#

0

50

100

150

200

Salina Muscimol

C
on

ge
la

m
en

to
 (s

)

 

 

 

 
Figura 10. Média (+ EPM) do tempo 

de congelamento registrado em 

sessões de 8-minutos antes (coluna 

branca) e depois (coluna listrada) das 

injeções de salina ou muscimol nos 

núcleos lateral (LaA), basolateral 

(BLA) ou central (CeA) da amígdala 

dos animais expostos ao teste de 

condicionamento contextual. *, p < 

0,05 em relação ao respectivo grupo 

controle, determinado antes das 

injeções. #, P < 0,05 em relação ao 

valor correspondente do grupo salina. 
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DISCUSSÃO 

 

Vários estudos atribuem à amígdala o status de receptora de sinais de perigo, onde são 

avaliados quanto ao seu grau de ameaça para o organismo (LeDoux, 2000; Davis et al., 

1994a). Especificamente o núcleo LaA é o principal sítio de recepção destes sinais, enquanto 

o núcleo CeA é a principal estação de saída para as respostas autonômicas, endócrinas e 

somáticas do medo (Amaral & Price, 1984; LeDoux et al., 1988; Davis, 1992a; Davis et al., 

1994a; Killcross et al., 1997; Fendt & Fanselow, 1999; LeDoux, 2000; Nader et al., 2000). 

Com relação às conexões, observam-se que existem quatro principais saídas do complexo 

basolateral (núcleos LaA e BLA), projeções recíprocas com o córtex e projeções 

unidirecionais ao caudado putâmen, núcleo accumbens e núcleo CeA. A projeção para o 

córtex pode envolver a percepção consciente de medo ou ansiedade, enquanto que a projeção 

para as áreas estriadas pode trazer informação motivacional das áreas motoras, as quais são 

necessárias para a esquiva a estímulos aversivos; já a projeção para o núcleo CeA representa a 

maior saída intra-amigdalóide e é importante para a elaboração de respostas autonômicas e 

somáticas (McDonald, 1991). Desta forma, a amígdala parece atuar como uma espécie de 

interface sensório-afetiva da reação de defesa, isto é, funcionaria como um filtro de sinais 

sensoriais, proporcionando-lhes uma conotação afetiva. Nesse sentido, Gloor e colaboradores 

(1982) propuseram que a elaboração das sensações particularmente as modalidades visuais e 

auditivas são antes mesmo de serem elaboradas no neocórtex temporal transmitidas a 

estruturas límbicas a fim de atrelar o conteúdo afetivo e emocional; sendo que a função do 

complexo amigdalóide seria a de associar as experiências sensoriais com as afetivas de modo 

que para se ter a percepção deve haver o retorno da informação da amígdala para o neocórtex 

temporal o qual fornece ao córtex as indicações para o reconhecimento das sensações (Amaral 

& Price, 1984). 
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 Os resultados mostram que o aumento da mediação gabaérgica nos núcleos LaA, BLA 

e CeA da amígdala utilizando-se a microinjeção de muscimol causa uma atenuação do 

congelamento condicionado contextual sem alterar significativamente os limiares aversivos 

determinados pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd. Esses resultados 

confirmam o envolvimento dos núcleos amigdalóides no medo condicionado contextual e 

corroboram os dados da literatura que mostram que a amígdala é importante na expressão de 

diversos componentes das respostas condicionadas incluindo congelamento, antinocicepção e 

alterações cardiovasculares (Blanchard & Blanchard, 1972; Iwata et al., 1986; Helmstetter & 

Bellgowan, 1994; LeDoux et al., 1988; Fendt & Fanselow, 1999). 

O congelamento contexto-dependente provavelmente ativa a via amígdala-substância 

cinzenta periaquedutal ventral. Desse modo, todos os três núcleos amigdalóides (LaA, BLA e 

CeA) estão envolvidos na regulação do medo condicionado contextual. Um possível 

mecanismo subjacente ao estabelecimento do condicionamento contextual tem sido proposto 

com base na potenciação de longo prazo (Clugnet & LeDoux, 1990; Miserendino et al., 1990) 

Resumidamente, a apresentação concomitante do estímulo condicionado e incondicionado 

permite a ativação de neurônios amigdalóides enquanto que sua apresentação sozinha não 

altera o potencial de repouso da membrana. O estímulo neutro pode liberar glutamato nos 

neurônios da amígdala que se liga a receptores NMDA e AMPA/cainato. A despolarização 

desses neurônios dependerá da associação prévia do estímulo aversivo com o estímulo neutro. 

Isto acarretará em uma liberação do bloqueio do canal por Mg+2 e subseqüente entrada de íons 

Ca+2 na célula. Adicionalmente, acredita-se que o hipocampo seja importante para que o 

estímulo contextual adquira significado emocional e passe a controlar respostas aversivas 

(Sutherland & McDonald, 1990; Rudy & Sutherland 1989; Winocur & Olds, 1978). O 

hipocampo recebe aferências de áreas corticais que integram informações sobre as diferentes 

modalidades sensoriais (Amaral, 1986; Jones & Powell, 1970; Mesulam et al., 1977) e esse 
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tipo de arquitetura pode controlar aspectos específicos do processamento contextual. 

Interessantemente, o subículo, a maior saída da formação hipocampal projeta-se para o núcleo 

LaA (Ottersen, 1981) sugerindo uma via plausível no processamento de informações 

contextuais, onde o hipocampo pode interagir com a amígdala e controlar as respostas 

emocionais. 

Com relação ao muscimol, Krupa e colaboradores (1993) mostraram que se trata de 

um potente inibidor da atividade funcional podendo ser utilizado para estudar as regiões 

encefálicas envolvidas na aquisição e expressão das respostas condicionadas aversivas. Na 

literatura o uso de drogas que interferem no funcionamento neuronial (anestésico local, 

agonista de receptores e outros), como o muscimol, é bastante comum, pois possibilita o 

estudo de diversas regiões encefálicas permitindo verificar se essa região é crucial para a 

ocorrência de processos neurais (Albert & Madryga, 1980; Hikosaka & Wurtz, 1985a,b; 

Knudsen et al., 1993, Muller et al., 1997). Em relação à dispersão dessa droga, Myers (1974) 

sugere que o raio de difusão é proporcional ao volume infundido. Adicionalmente, Martin 

(1991) utilizando a técnica de autoradiografia para determinação da difusão de muscimol 

tritiado relatou que no córtex e no tronco encefálico a infusão de muscimol (1µg/1µL) 

difundiu em um diâmetro de 1,66 mm e permaneceu no sítio de injeção por 2 horas. No 

entanto, é difícil extrapolar esse dado para o volume de infusão administrado nesse 

experimento, 0,5µg/0,5µL, já que se trata de uma outra área encefálica com uma densidade 

diferente de neurônios. Por isso na falta de informações que delimitem precisamente a área de 

difusão da dose de muscimol utilizada não se pode descartar a possiblidade de núcleos 

adjacentes a esse núcleo terem sido atingidos. Um estudo adicional foi realizado utilizando-se 

um volume de 0,2 µL e foram obtidos resultados similares (dados não mostrados).

 A amígdala, o hipotálamo e a SCPd são os substratos neurais responsáveis pela 

produção do medo incondicionado (Graeff, 1990), sendo que uma possível ligação entre a 
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amígdala e a SCPd envolveria a passagem pelo hipotálamo lateral. A amígdala manda 

eferências para o hipotálamo e este para a SCPd (Beitz, 1982). Apesar da conexão entre a 

amígdala e a SCPd, a ausência de alteração dos limiares aversivos de congelamento e fuga 

obtidos pelo procedimento de estimulação da SCPd observados após a inativação da amígdala 

é provavelmente devida ao fato de que a produção das respostas incondicionadas ocorre 

diretamente na SCPd e envolve projeções descendentes. Em apoio a essa idéia, Vianna & 

Brandão (2003) mostraram por meio da estimulação elétrica da SCPd nos limiares de 

congelamento e fuga que essa estrutura envia projeções descendentes para estruturas 

encefálicas mais caudais, como o núcleo cuneiforme. 

 Os resultados do presente trabalho permitem propor diferentes padrões de 

comportamentos defensivos com vias neurais distintas para a mediação gabaérgica. O 

primeiro relacionado com uma postura defensiva passiva, envolve a ativação do complexo 

amigdalóide e da substância cinzenta periaquedutal ventral (Davis et al., 1994a; De Oca et al., 

1998; Fanselow, 1994). O segundo sistema é o responsável pelos padrões característicos da 

ativação das reações de defesa sendo que a SCPd, o hipotálamo medial e a amígdala estão 

intimamente associados com a produção de respostas de medo frente a estímulos proximais 

(Brandão et al., 1994; 1999; Graeff, 1990). No entanto, conexões intra-substância cinzenta 

periaquedutal não são determinantes na mediação dessas reações incondicionadas, uma vez 

que lesão dos neurônios da parte ventral da substância cinzenta não altera os limiares de 

congelamento e fuga determinados pela estimulação elétrica da SCPd (Vianna et al., 2001a; b; 

2003). Entretanto, os resultados desse experimento não descartam o envolvimento da 

amígdala na expressão do medo induzido pela estimulação da SCPd, quando ocorre uma 

ativação simultânea dos circuitos neurais do medo condicionado. Uma vez que, propõe-se que 

a amígdala inibe a SCPd durante estados de ansiedade, de modo que estados de ansiedade 
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gerados em regiões prosencefálicas inibem os ataques de pânico eliciados pela ativação dos 

substratos neurais da aversão na SCPd (Graeff, 1990; Magierek et al., 2003). 

 Um resultado interessante foi a redução do congelamento pós-estimulação da SCPd 

registrado pelos ratos que receberam administração de muscimol nos núcleos LaA, BLA e 

CeA. Apesar de haver uma redução tanto no congelamento contextual quanto no 

congelamento pós-estimulação, evidências indicam que esses dois tipos de congelamento são 

funcionalmente distintos. O congelamento condicionado contextual mediado pela circuitaria 

amígdala-substância cinzenta periaquedutal ventral diminui com o término da estimulação, 

enquanto que o congelamento pós-estimulação da SCPd continua após a estimulação e não é 

contexto dependente. Esse tipo de congelamento resulta diretamente da estimulação da SCPd 

sugerindo a natureza inata desse tipo de congelamento (Vianna et al., 2001a; b; 2003). Desse 

modo durante a neurotransmissão gabaérgica. a amígdala afeta alguns, mas não todos os 

aspectos do medo incondicionado, ou seja, não altera os limiares, porém altera o 

congelamento pós-estimulação da SCPd. Esse último tipo de congelamento pode estar 

relacionado com o fato de a SCPd integrar informações sensoriais que permitem o 

reconhecimento de estímulos aversivos. Desse modo, é interessante que a amígdala continue 

recebendo informações da SCPd para avaliar junto com as diversas informações sensoriais 

vindas do ambiente qual será a próxima resposta, por isso a manutenção do comportamento de 

congelamento seria uma resposta adaptativa no sentido em que permite ao animal receber o 

maior número de informações do ambiente e integrá-las para determinar qual será a próxima 

resposta, fuga caso haja um perigo proximal, manutenção da postura imóvel para avaliar se 

não existe um perigo potencial e, caso não haja mais perigo, retorno a condição de repouso. A 

supressão do comportamento, ou seja, a permanência na posição imóvel é frequentemente 

associada a estímulos aversivos e é reportada em estudos hormonais, neuroquímicos e 

imunológicos (Weiss et al., 1981; Irwin et al., 1986; Caggiula et al., 1989). Para o 

 79



___________________________________________________________________ Discussão 

processamento dos estímulos sensoriais, tem sido proposto que o núcleo laterodorsal do 

tálamo também participe da elaboração do congelamento já que permite ao animal adquirir 

um maior número de informação aversiva sobre o ambiente (Ferreira-Neto et al., 2005). 

 O congelamento registrado após a estimulação da SCPd é influenciado pela amígdala 

porque reflete o processo de ascensão da informação até os centros prosencefálicos. De modo 

que, projeções ascendentes da eferência SCPd-amígdala provavelmente são ativadas durante o 

congelamento pós-estimulação. Anatomicamente observam-se fibras originárias da SCPd 

inervando várias regiões prosencefálicas incluindo o complexo amigdalóide através do feixe 

prosencefálico medial (Cameron et al., 1995; Rizvi et al., 1991). Especificamente, Fanselow 

(1994) e De Oca et al. (1998) sugeriram que as conexões existentes entre a SCPd e o 

complexo amigdalóide modulam a ocorrência do congelamento. 

 Resumidamente, o trabalho indica que existem pelo menos três tipos de congelamento: 

i) o congelamento contextual, que é dependente da circuitaria de medo na amígdala e é 

modulado pela neurotransmissão gabaérgica; ii) o congelamento incondicionado, induzido 

diretamente pela estimulação da SCPd e que não depende da mediação gabaérgica nos 

núcleos amigdalóides aqui estudados; iii) o congelamento que persiste após a interrupção da 

estimulação da SCPd, que também é dependente da mediação gabaérgica da amígdala. 

A partir dessas evidências, sugere-se que os substratos neurais da SCPd responsáveis 

pelo início do congelamento e da fuga são independentes da neurotransmissão gabaérgica na 

amígdala, no entanto, a duração do congelamento pós-estimulação depende de processos 

gabaérgicos da amígdala. De modo que, o congelamento incondicionado possa ser necessário 

na aquisição da informação aversiva a qual ativa a SCPd. 
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EXPERIMENTO III: MODULAÇÃO SEROTONINÉRGICA DA 

AMÍGDALA NO MEDO CONDICIONADO CONTEXTUAL E NO 

MEDO INCONDICIONADO  

 
INTRODUÇÃO 

 
 A utilização de drogas que atuam na neurotransmissão serotoninérgica no tratamento 

dos transtornos de ansiedade impulsionou a investigação do envolvimento desse 

neurotransmissor na elaboração de respostas comportamentais e autonômicas na reação de 

defesa a estímulos de perigo potencial e proximal (Graeff, 1981; 1990; 1993b; 1994; 1999; 

2004; Handley & McBlane, 1993; Griebel et al., 1995b; Gray & McNaughton, 2000; Graeff 

& Zangrossi, 2002). Os resultados com injeção de drogas que atuam em receptores 

serotoninérgicos no complexo amigdalóide de animais testados em modelos de conflito 

fundamentaram a proposição do papel ansiogênico da serotonina, ou seja, de que a serotonina 

teria o papel de aumentar a ansiedade (Graeff, 2004, para revisão). No entanto, existe 

divergência na literatura. Apesar de alguns estudos apontarem para o papel ansiogênico da 

serotonina (Geller, 1970; Graeff & Schoenfeld, 1970; Wise et al., 1972; Tye et al., 1977; 

Hodges et al., 1987), outros indicam um papel ansiolítico para este neurotransmissor (Kiser et 

al., 1980; Jenck et al., 1990; Nogueira & Graeff, 1995). 

 As evidências de que a serotonina teria o papel de diminuir a ansiedade foram obtidas 

a partir de estudo com um outro modelo experimental: a estimulação elétrica da SCPd (Kiser 

& Lebovitz, 1975; Kiser et al., 1978; Schenberg & Graeff, 1978). Nos primeiros estudos com 

este modelo, foi verificado que tanto o inibidor da síntese de serotonina pCPA (Kiser & 

Lebovitz, 1975), como o antagonista serotoninérgico não seletivo ciproheptadina (Schenberg 

& Graeff, 1978), facilitavam a resposta de fuga, indicando um efeito pró-aversivo. Por outro 

 82



___________________________________________________________________ Introdução 

lado, a potencialização da neurotransmissão serotoninérgica gerada pela administração 

sistêmica do inibidor da recaptação de serotonina/noradrenalina, clomipramina, prejudicava 

esta mesma resposta, indicando um efeito antiaversivo (Kiser et al., 1978). 

 Outras evidências mostraram ainda que a injeção de 5-HT ou do agonista não seletivo 

de receptores serotoninérgicos 5-metoxi-N,M-dimetiltriptamina (5-MeODMT) diretamente na 

SCPd aumentava a corrente elétrica necessária para atingir o limiar de fuga nos animais, 

indicando a inibição desta resposta (Schutz et al., 1985). Desta forma, enquanto a serotonina 

parece atuar aumentando a ansiedade em modelos que geram conflito, este mesmo 

neurotransmissor parece diminuir o medo em modelos de medo incondicionado. 

 Na clínica também foram observados resultados incongruentes. A administração do 

antagonista de receptores serotoninérgicos ritanserina, atenuava quadros de ansiedade 

generalizada (Celeumans et al., 1985), não causava efeito (den Boer & Westenberger, 1990), 

ou então, piorava quadros de transtorno de pânico (Deakin et al., 1992). Estas observações 

foram ainda confirmadas em testes experimentais conduzidos em humanos tanto em modelos 

relacionados à ansiedade generalizada (Hensman et al., 1991) como em modelos relacionados 

ao transtorno de pânico (Guimarães et al., 1997). 

 As evidências aparentemente contraditórias de que a serotonina aumenta a ansiedade 

atuando no complexo amigdalóide e diminui o medo atuando na SCPd levaram Deakin & 

Graeff (1991) a proporem uma teoria na qual diferentes vias serotoninérgicas que inervam 

estas estruturas seriam as responsáveis pela elaboração de comportamentos defensivos 

associados à ansiedade generalizada e ao pânico. 

 Nesse sentido, tanto o complexo amigdalóide como a SCPd são inervados por fibras 

serotoninérgicas provenientes do núcleo dorsal da rafe através dos feixes prosencefálico e 

periventricular, respectivamente (Azmitia & Segal, 1978). De acordo com Deakin & Graeff 

(1991), a via prosencefálica, que inerva o complexo amigdalóide, facilitaria os 
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comportamentos expressos em resposta a perigos potenciais ou distais como, por exemplo, a 

esquiva inibitória. Por outro lado, a via periventricular que inerva a SCPd inibiria reações de 

fuga e luta em resposta ao perigo proximal. 

 De acordo com a teoria de Deakin & Graeff (1991), diante de estímulos aversivos 

potenciais estas vias serotoninérgicas seriam ativadas, ocasionando o aumento da liberação de 

serotonina tanto no complexo amigdalóide quanto na SCPd. A ativação destas vias modularia 

a expressão de diferentes respostas comportamentais defensivas. No complexo amigdalóide, a 

serotonina facilitaria a esquiva comportamental, enquanto que na SCPd, o aumento da 

concentração de serotonina inibiria a resposta de fuga. Deste modo, a serotonina exerceria um 

papel dual, integrando diferentes tipos de reações comportamentais de defesa, pois a 

expressão de comportamentos desencadeados por ameaças reais ou proximais, como a luta 

e/ou a fuga pode ser inapropriado em situações nas quais o perigo é apenas discreto e 

potencial. Neste caso, estratégias mais flexíveis e elaboradas como os comportamentos de 

avaliação de risco e esquiva, coordenados pelo complexo amigdalóide, podem ser mais 

eficazes (Graeff, 1993b; Graeff et al., 1996; Deakin & Graeff, 1991). Desta forma, o 

hiperfuncionamento da via serotoninérgica compreendida pelo núcleo dorsal da 

rafe/complexo amigdalóide e a disfunção do núcleo dorsal da rafe/SCPd levariam a 

transtornos de ansiedade generalizada e de pânico, respectivamente (Deakin & Graeff, 1991; 

Graeff, 1993b; 2002; 2004; Graeff et al., 1996; 1997). 

 Corroborando a proposição de Deakin & Graeff (1991) foi verificado, por exemplo, 

que a administração sistêmica de d-fenfluramina, que ativa neurônios serotoninérgicos do 

núcleo dorsal da rafe e libera serotonina nos terminais sinápticos localizados no complexo 

amigdalóide e na SCPd facilita a resposta de esquiva e inibe a resposta de fuga, 

respectivamente (Graeff et al., 1997). Nesse sentido, o presente trabalho visa contribuir para o 

conhecimento neste campo de pesquisa investigando os efeitos da ativação de receptores 
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serotoninérgicos pela administração local de fluoxetina nos núcleos amigdalóides sobre a 

modulação de respostas defensivas condicionadas e incondicionadas. Estas últimas geradas 

pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd. 
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 Nesse experimento foi avaliado o efeito da modulação serotoninérgica da amígdala no 

medo condicionado contextual e no medo incondicionado. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Sujeitos 

 

 Foram utilizados 64 ratos Wistar machos, com peso entre 250 e 300 g. Os animais 

foram agrupados (5 animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm) forradas 

com maravalha, e tiveram livre acesso à água e ao alimento. Os animais foram mantidos em 

um biotério com temperatura controlada a 23° C ± 1° C e um programa de iluminação 

artificial com ciclo claro/escuro 12 h x 12 h, com início do período claro às 7:00 horas. 

 

Cirurgia 

 

O mesmo procedimento do Experimento II. 

 

Microinjeção 

 

As microinjeções foram realizadas com a utilização de uma agulha de infusão 

conectada por meio de um tubo de polietileno (PE-10) a uma seringa de 5 μl (Hamilton, EUA) 

que, por sua vez, era controlada por uma bomba de microinfusão (Harvard Apparatus, South 

Natick, MA). A agulha de infusão foi introduzida 1 mm abaixo da cânula guia e, as soluções 

foram injetadas em um volume de 0,2 μl/min, sendo que após a injeção a agulha de infusão 

permaneceu no local por mais um minuto a fim de maximizar o processo de difusão. Esse 
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procedimento foi monitorado por meio do deslocamento de uma bolha de ar no interior do 

tubo de polietileno.  

 

Equipamentos e Procedimento Experimental 

 

Mesmo procedimento do Experimento II. 

 

Histologia 

  

Mesmo procedimento do Experimento II, com exceção de que os animais receberam 

microinjeção de Azul de Evans (2%) nos núcleos amigdalóides no mesmo volume das drogas 

utilizadas nesse experimento (0,2 μl/min). 

 

Drogas 

  

Para verificar a mediação serotoninérgica nos núcleos amigdalóides foi utilizada a 

fluoxetina (3,5 nmol/0,2 µL). A escolha desta dose foi baseada em um estudo prévio (Pasini et 

al., 1996). Os animais controle receberam o mesmo volume de salina. 

 

Análise Estatística 

  

Os dados estão representados como média + E.P.M. Os dados referentes aos limiares 

aversivos determinados pelo procedimento de estimulação da SCPd antes e após a 

microinjeção de salina ou fluoxetina em cada um dos núcleos amigdalóides foram analisados 

utilizando-se a análise de variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas. O fator 1 
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referiu-se ao tratamento (salina ou fluoxetina) e o fator 2 condição (antes ou depois da injeção 

do fármaco). 

Para melhor visualização dos efeitos observados com as injeções nos núcleos 

amigdalóides sobre os comportamentos de congelamento e fuga induzidos pela estimulação 

da SCPd também calcularam-se as diferenças entre os limiares determinados antes e depois 

destas injeções. As variações (Δ) nos limiares também foram submetidos à ANOVA de duas 

vias com medidas repetidas sendo tratamento (salina ou fluoxetina) e comportamentos 

(congelamento e fuga) os dois fatores analisados. 

O tempo de congelamento pós-estimulação também foi analisado com a ANOVA de 

duas vias com medidas repetidas sendo o tratamento (salina ou fluoxetina) e a condição (pré 

ou pós-injeção) os fatores analisados 

O tempo de congelamento registrado durante o teste do medo condicionado contextual 

também foi analisado com a ANOVA de duas vias com medidas repetidas utilizando-se como 

fator 1 o tratamento (salina ou fluoxetina) e como fator 2 a condição (antes ou depois da 

microinjeção). 

O nível de significância para todos os testes foi p < 0,05. Em caso de significância 

estatística foi utilizado o teste de Newman-Keuls.  
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RESULTADOS 

 

 A Figura 11 representa os sítios das microinjeções localizados nos núcleos LaA (B), 

BLA (C) e CeA (A) e a posição do eletrodo situado na SCPd (D). 

 

Figura 11. Fotomicrografias representativas dos sítios de injeção nos núcleos central – CeA 

(A); lateral – LaA (B), basolateral– BLA (C) e do sítio de estimulação localizado na substância 

cinzenta periaquedutal dorsal – dPAG (D). A barra representa 500 μm em todas as 

fotomicrografias. opt: trato óptico; Cpu: caudado putâmen; SC: colículo superior; vPAG: 

substância cinzenta periaquedutal ventral; DR: núcleo dorsal da rafe. Os números abaixo das 

figuras indicam a distância em mm do bregma. 
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Medo Incondicionado 

 

A intensidade da corrente elétrica aplicada na SCPd necessária para a obtenção dos 

comportamentos de congelamento e fuga foram plotadas juntas e submetidas à ANOVA de 

uma via. A análise mostrou diferenças significativas (F1,511 = 61,13, p < 0,05) entre as 

intensidades de corrente elétrica necessárias para a produção do congelamento (77,23±1,93) e 

da fuga (92,1±1,88). 

A Figura 12 mostra os valores dos limiares (µA) de congelamento (A) e fuga (B) 

obtidos pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd em ratos antes e após receberem a 

microinjeção de salina ou fluoxetina nos núcleos LaA (N = 10 e 13, respectivamente), BLA 

(N = 9 e 10, respectivamente) ou CeA (N = 10 e 12, respectivamente). Os dados obtidos com 

as injeções em cada núcleo foram submetidos à ANOVA de duas vias com medidas repetidas. 

Com relação aos limiares necessários para a obtenção do congelamento, a análise mostrou que 

os tratamentos não alteraram o valor do limiar obtido pelo procedimento de estimulação 

elétrica da SCPd após microinjeção nos núcleos amigdalóides (F1,45 = 1,14 para o núcleo 

lateral, F1,37 = 0,01 para o núcleo basolateral e F1,43 = 0,03 para o núcleo central; sendo p > 

0,05 em todos os casos). Também não foram observadas diferenças no fator condição (F1,45 = 

2,24 para o núcleo lateral, F1,37 = 3,13 para o núcleo basolateral e F1,43 = 1,93 para o núcleo 

central; sendo p > 0,05 em todos os casos). A interação entre os fatores também não foi 

estatisticamente diferente (F1,45 = 0,78 para o núcleo lateral, F1,37 = 0,25 para o núcleo 

basolateral e F1,43 = 0,32 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). 

 A Figura 12B mostra os valores dos limiares (µA) de fuga determinados pelo 

procedimento de estimulação elétrica da SCPd na linha de base e no teste para os grupos que 

receberam microinjeção de salina ou fluoxetina nos núcleos LaA, BLA e CeA. Os dados 

foram submetidos à ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Essa análise mostrou que 
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os diferentes tratamentos não alteraram os limiares aversivos de fuga determinados pela 

estimulação elétrica da SCPd após microinjeção nos núcleos amigdalóides (F1,45 = 0,44 para o 

núcleo lateral, F1,37 = 0,04 para o núcleo basolateral e F1,43 = 0,04 para o núcleo central; sendo 

p > 0,05 em todos os casos). O fator condição também não alterou os limiares de 

congelamento (F1,45 = 1,54 para o núcleo lateral, F1,37 = 3,20 para o núcleo basolateral e F1,43 

= 0,23 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). A interação entre os fatores 

também não foi estatisticamente diferente (F1,45 = 0,91 para o núcleo lateral, F1,37 = 1,29 para 

o núcleo basolateral e F1,43 = 3,75 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). 

A Figura 13 mostra a variação média (Δ) dos limiares de congelamento e fuga 

determinados pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd nos limiares de 

congelamento e fuga para os grupos que receberam microinjeção de salina ou fluoxetina nos 

núcleos LaA, BLA e CeA. Os dados foram submetidos à ANOVA de duas vias com medidas 

repetidas. A ANOVA não mostrou diferença entre os tratamentos para os três núcleos 

amigdalóides (F1,45 = 1,95 para o núcleo lateral, F1,37 = 2,53 para o núcleo basolateral e F1,43 = 

2,93 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). Também não houve diferença 

entre a variação dos limiares aversivos de congelamento e fuga determinados pela 

estimulação elétrica da SCPd (F1,45 = 0,06 para o núcleo lateral, F1,37 = 0,01 para o núcleo 

basolateral e F1,43 = 0,01 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). A interação 

entre os fatores também não foi estatisticamente diferente (F1,45 = 0,06 para o núcleo lateral, 

F1,37 = 0,01 para o núcleo basolateral e F1,43 = 0,01 para o núcleo central; sendo p > 0,05 em 

todos os casos). 

A análise de variância (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas também foi 

utilizada para o tempo de congelamento pós-estimulação elétrica da SCPd (Figura 14). A 

análise mostrou efeitos estatisticamente significativos dos tratamentos (salina e fluoxetina) em 

todos os núcleos (F1,45 = 4,88 para o núcleo lateral, F1,37 = 5,83 para o núcleo basolateral e 
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F1,43 = 7,24 para o núcleo central; sendo p < 0,05). O fator condição (antes e depois das 

microinjeções) também influenciou significativamente os núcleos (F1,45 = 4,88 para o núcleo 

lateral, F1,37 = 6,64 para o núcleo basolateral e F1,43 = 15,09 para o núcleo central; sendo p < 

0,05 em todos os casos). A interação entre os fatores também foi estatisticamente significativa 

(F1,45 = 1,88 para o núcleo lateral, F1,37 = 7,80 para o núcleo basolateral e F1,43 = 14,71 para o 

núcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). O teste post-hoc de Newman-Keuls 

indicou uma redução no tempo de congelamento pós-estimulação elétrica da SCPd após o 

tratamento com fluoxetina nos núcleos LaA, BLA e CeA. 

 

 94



___________________________________________________________________ Resultados 

 

 

Congelamento - CeA

0

50

100

150

200

Salina Fluoxetina

Li
m

ia
re

s

Fuga - BLA

0

50

100

150

200

Li
m

ia
re

s

Fuga - CeA

0

50

100

150

200

Salina Fluoxetina

Li
m

ia
re

s

Congelamento - BLA

0

50

100

150

200

Li
m

ia
re

s
Congelamento - LaA

0

50

100

150

200

Li
m

ia
re

s

Antes
Depois

Fuga - LaA

0

50

100

150

200

Li
m

ia
re

s

Antes
Depois

BA
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Limiares (µA) de congelamento (A) e fuga (B) determinados pelo procedimento de 

estimulação elétrica da SCPd antes e após a injeção de salina ou fluoxetina nos núcleos lateral – 

LaA, basolateral – BLA e central – CeA. 
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Figura 14. Média (+EPM) do tempo 

de congelamento pós-estimulação 

da SCPd registrado em animais 

microinjetados com salina ou 
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Medo Condicionado 

 

 A Figura 15 mostra o tempo de congelamento registrado durante o teste do medo 

condicionado contextual antes e após as injeções de salina e fluoxetina nos núcleos LaA (N = 

10 e 13, respectivamente), BLA (N = 9 e 10, respectivamente) ou CeA (N = 10 e 12, 

respectivamente). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos 

significativos para o fator tratamento (F1,45 = 23,34 para o núcleo lateral, F1,37 = 9,79 para o 

núcleo basolateral e F1,43 = 75,43 para o núcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos) e 

para o fator condição (F1,45 = 393,23 para o núcleo lateral, F1,37 = 344,05 para o núcleo 

basolateral e F1,43 = 142,65 para o núcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). A 

interação entre os fatores também foi estatisticamente significativa nos três núcleos 

amigdalóides (F1,45 = 23,57 para o núcleo lateral, F1,37 = 10,78 para o núcleo basolateral e F1,43 

= 79,83 para o núcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). O teste post-hoc de 

Newman-Keuls indicou um aumento no tempo de congelamento registrado na sessão teste 

após a administração de fluoxetina nos três núcleos amigdalóides (LaA, BLA e CeA) em 

comparação com suas respectivas linhas de base e com os animais microinjetados com salina. 
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Figura 15. Média (+ EPM) do tempo 

de congelamento registrado em 

sessões de 8-minutos antes (coluna 

branca) e depois (coluna listrada) das 

injeções de salina ou fluoxetina nos 

núcleos lateral (LaA), basolateral 

(BLA) ou central (CeA) da amígdala 

dos animais expostos ao teste de 

condicionamento contextual. *, p < 

0,05 em relação ao respectivo grupo 

controle, determinado antes das 

injeções. #, P < 0,05 em relação ao 
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DISCUSSÃO 

  

A amígdala é uma das principais estruturas na regulação do comportamento emocional 

e ocupa uma posição central na regulação de respostas condicionadas e incondicionadas, 

atuando como um filtro para informações sensoriais que parecem ser cruciais para a 

sobrevivência do indivíduo (Davis, 1992b; Davis et al., 1994a; b; LeDoux, 1994; Kilcross et 

al., 1997). Vários estudos apontam para uma função regulatória do núcleo basolateral na 

aquisição do medo condicionado (Davis, 1992b; LeDoux et al, 1990a; b; Vazdarjanova et al., 

2001). 

Estudos com marcação de proteína Fos mostram a ativação de núcleos amigdalóides 

específicos durante as respostas emitidas por animais expostos a diferentes situações aversivas 

como choques elétricos (Campeau et al., 1991; Savonenko et al., 1999), altura e ou espaços 

abertos (Duncan et al., 1996; Silveira et al., 2001), estímulos ultrasônicos (Beckett et al., 

1997), estimulação elétrica ou química da SCPd (Sandner et al., 1993; De Oliveira et al., 

2000; Ferreira-Neto et al., 2005). Adicionalmente, estudos utilizando a técnica de 

microdiálise mostram o mecanismo dual nos núcleos basolateral e central na regulação do 

comportamento defensivo induzido pela estimulação elétrica do colículo inferior (Macedo et 

al., 2002). 

A amígdala constitui-se em um dos principais sítios da modulação serotoninérgica na 

neurocircuitaria do medo. De fato, estudos neuroanatômicos indicam que a amígdala de 

roedores recebe uma densa projeção de fibras serotoninérgicas do núcleo dorsal da rafe 

(Vertes, 1991; Vertes et al., 1999; Azmitia & Segal, 1978; Sadikot & Parent, 1990; Ma et al., 

1991) e que diferentes tipos de receptores serotoninérgicos estão presentes na amígdala 

(Pazos & Pallacios, 1985; Pazos et al., 1985; Barnes et al., 1989; Sugita et al., 1992; 

Humphrey et al., 1993; Morilak et al., 1993; Martin & Humphrey, 1994; Pompeiano et al., 
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1994; Varnas et al., 2001). A estimulação do núcleo dorsal da rafe produz um aumento na 

liberação de 5-HT na amígdala (Viana et al., 1997). Além disso, alterações nos níveis de 

serotonina afetam o balanço entre a neurotransmissão inibitória e excitatória no complexo 

basolateral da amígdala (Rainnie, 1999; Stutzmann & LeDoux, 1999). 

 Os dados obtidos nesse experimento mostram que o aumento da neurotransmissão 

serotoninérgica causada pela administração de fluoxetina nos núcleos LaA, BLA e CeA 

causou um aumento do congelamento condicionado contextual. Esse aumento da mediação 

serotoninérgica da amígdala provocado pela fluoxetina corrobora a proposta de que a 

consolidação do condicionamento contextual expresso pelo comportamento de congelamento 

ocorre devido a mecanismos serotoninérgicos que transferem a informação aversiva da via 

núcleo mediano da rafe para estruturas límbicas prosencefálicas (Avanzi & Brandão, 2001; 

Avanzi et al., 2003; Borelli et al., 2005). De fato, estudo utilizando a técnica de microdiálise 

demonstrou que a administração de inibidores da recaptação de serotonina aumenta a 

concentração de serotonina em várias regiões encefálicas (Fuller, 1994). 

Segundo a teoria de Deakin & Graeff (1991), frente a estímulos aversivos as vias 

serotoninérgicas do trato periventricular e prosencefálico (que inervam respectivamente a 

SCPd e o complexo amigdalóide) seriam ativadas ocasionando o aumento da liberação de 

serotonina na SCPd e na amígdala. Por conseguinte, a ativação destas vias modularia a 

expressão de diferentes respostas comportamentais defensivas. Mais especificamente, na 

SCPd, o aumento da concentração de serotonina inibiria a expressão de comportamentos 

desencadeados por ameaças proximais, como a luta e/ou a fuga. Já na amígdala esse aumento 

favoreceria a expressão de comportamentos que ocorrem em resposta a estímulos 

ameaçadores potenciais ou distais e que envolvem o conflito entre aproximação/esquiva, 

proposto mais tarde por Gray & McNaughton (2000), como os comportamentos de avaliação 

de risco e esquiva. Deste modo, a serotonina exerceria um papel dual, uma vez que integraria 
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diferentes tipos de reações comportamentais de defesa. Ademais, os autores propõem ainda 

que enquanto a serotonina diminuiria o pânico agindo na SCPd, esse neurotransmissor 

aumentaria a ansiedade atuando no complexo amigdalóide (Deakin & Graeff, 1991; Graeff, 

1993b; Graeff et al., 1996; 1997; Graeff, 2002). 

Desse modo, os resultados mostrados corroboram a teoria de Deakin & Graeff (1991) 

mostrando que o aumento da neurotransmissão serotoninérgica na amígdala leva a um 

aumento dos efeitos aversivos no paradigma de medo condicionado contextual. Apoiando esta 

hipótese, observa-se que a infusão de serotonina ou agonista de receptores serotoninérgicos 

(8-OH-DPAT) na amígdala produz um efeito ansiogênico em testes de conflito, enquanto a 

infusão do antagonista de receptores serotoninérgicos cetanserina produz um efeito ansiolítico 

(Hodges et al., 1987). Resultados similares foram obtidos recentemente neste laboratório com 

a demonstração de que a injeção local de agonista serotoninérgico no núcleo basolateral da 

amígdala aumentou a aversão condicionada ao lugar onde anteriormente os ratos haviam 

recebido estimulação aversiva (Macedo et al., submetido).  

Entretanto, existem resultados conflitantes em relação ao papel da serotonina na 

amígdala. Alguns autores relatam efeitos ansiolíticos dos inibidores seletivos de recaptação de 

serotonina em alguns modelos animais de ansiedade (Hashimoto et al., 1996; Muraki et al., 

1999). Também nesse sentido, injeções sistêmicas de citalopram, que aumenta a concentração 

extracelular de serotonina no córtex pré-limbico, levam a uma redução do tempo de 

congelamento em um paradigma de medo condicionado (Hashimoto et al., 1999), sugerindo 

que o aumento da neurotransmissão serotoninérgica diminui os níveis de ansiedade (Erikkson 

& Humble, 1990). 
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Com relação ao medo incondicionado, os resultados mostram que o aumento da 

neurotransmissão serotoninérgica nos núcleos LaA, BLA e CeA ocasionado pela 

administração de fluoxetina não alterou os limiares aversivos de congelamento e fuga 

determinados pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd. Corroborando os resultados 

do presente experimento, Zangrossi e colaboradores (1999) verificaram que a injeção da 

droga serotoninérgica 8-OH-DPAT no núcleo basolateral não altera a resposta de fuga no 

labirinto em T elevado. No entanto, vários trabalhos apontam para o papel do núcleo medial 

da amígdala na mediação das respostas de fuga. Nesse sentido, Herdade e colaboradores 

(2006) mostraram que o núcleo medial da amígdala está envolvido na mediação das respostas 

de congelamento e fuga induzidos pelo procedimento de estimulação elétrica da SCPd. 

Nesse sentido, vários trabalhos apontam para o envolvimento da amígdala medial na 

mediação das respostas de fuga. Como exemplo, Sandner e colaboradores (1993) e De 

Oliveira e colaboradores (2000) utilizando a técnica de marcação da proteína Fos apontam o 

envolvimento do núcleo medial na regulação do comportamento de fuga, gerado pela 

estimulação elétrica ou química da SCPd. Adicionalmente, foi observado que a inativação do 

núcleo medial, induzida pela injeção do anestésico local lidocaína ou de muscimol inibe tanto 

a fuga gerada no labirinto em T elevado (Strauss & Zangrossi, dados não publicados) como 

aquela gerada pelo procedimento de estimulação da SCPd (Herdade et al., 2006). 

Quando se considera o congelamento pós-estimulação da SCPd observa-se sua 

redução após a microinjeção de fluoxetina nos três núcleos amigdalóides (LaA, BLA e CeA) 

sugerindo que nesses núcleos, o congelamento pós-estimulação da SCPd é mediado por 

mecanismos serotoninérgicos da amígdala. Essa modulação provavelmente envolve o 

processo de transferência da informação aversiva das estruturas do tronco encefálico até 

centros prosencefálicos, via feixe prosencefálico medial (Azmitia e Segal, 1978). Esse 

congelamento pós-estimulação permite ao animal receber informações do ambiente no sentido 
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de prepará-los para uma nova possível ameaça, sugerindo que embora seja uma resposta 

incondicionada mecanismos de memória de curta duração podem ser acionados durante este 

tipo de congelamento. Nesse sentido, tem sido mostrado que a amígdala pode participar da 

integração de respostas condicionadas e incondicionadas de medo (Amaral & Price, 1984; 

Davis, 1992a; LeDoux 2000; Vazdarjanova et al., 2001). Assim, temos que a serotonina na 

amígdala facilita o medo condicionado contextual, não afeta o congelamento e a fuga 

induzidos pela estimulação da SCPd e reduz o tempo de congelamento pós-estimulação 

aversiva da SCPd. 

 Analisados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo podem ter relevância no 

contexto da teoria proposta por McNaughton & Corr (2004) que introduz o conceito do 

sistema bidimensional de defesa que está fundamentado nos conceitos de direção defensiva 

(Gray & McNaughton, 2000) e de distância defensiva (Blanchard & Blanchard, 1988; 

Blanchard et al., 1993; 2001). Os autores propõem que as estruturas encefálicas envolvidas 

nos sistemas de defesa que controlam a ansiedade e o medo, caracterizados por 

comportamentos que visem a aproximação e a retirada do animal da situação de perigo, 

respectivamente, são inter e intraconectadas. Ainda, segundo esses autores a representação 

neural do medo condicionado e do medo incondicionado poderia ser feita com duas pirâmides 

invertidas, colocadas lado a lado no encéfalo. A pirâmide cuja base está no córtex e o vértice 

no tronco encefálico indicaria a prevalência dos substratos neurais do medo condicionado nas 

áreas rostrais do encéfalo, como córtex cerebral, hipocampo e amígdala. Assim, as estruturas 

que compõem estes sistemas são hierarquicamente organizadas e atuam de acordo com a 

distância em que se encontra a fonte de perigo. Enquanto comportamentos expressos em 

resposta a estímulos potenciais seriam controlados primordialmente por estruturas mais 

rostrais e corticais, comportamentos expressos em resposta a estímulos proximais seriam 

regulados por estruturas mais caudais e subcorticais. De modo que, todas as estruturas 
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envolvidas modulam tanto os comportamentos elaborados como, por exemplo, o 

congelamento, como as respostas rápidas e explosivas, como a fuga. Dentre as estruturas que 

participam destes dois sistemas está o complexo amigdalóide, elaborando a resposta defensiva 

mais apropriada para a situação (McNaughton & Corr, 2004). Assim, nossos resultados 

juntamente com os relatados na literatura (Herdade et al., 2006; Strauss, 2006) apóiam a 

proposição do envolvimento do complexo amigdalóide na modulação de respostas de 

ansiedade e fuga. 

De certa maneira, nossos resultados fortalecem a idéia de um maior envolvimento de 

estruturas prosencefálicas no medo condicionado e que quanto mais caudal uma estrutura, 

maior sua participação em processos relacionados ao medo incondicionado. Embora em 

menor extensão, o medo condicionado teria também uma representação neural em áreas do 

tronco encefálico como a SCPd e o medo incondicionado teria alguma representação em áreas 

prosencefálicas como a amígdala. 

No Experimento II e III observam-se efeitos similares do muscimol e da fluoxetina 

sobre o medo incondicionado. Houve uma redução do congelamento pós-estimulação da 

SCPd sem alterar os limiares aversivos de congelamento e fuga. Os efeitos destes fármacos 

sobre o congelamento pós-estimulação da SCPd provavelmente se devem a uma interação 

entre mecanismos gabaérgicos e serotoninérgicos na amígdala. Tem sido mostrado que a 

serotonina estimula os interneurônios gabaérgicos da amígdala. Stutzmann & LeDoux (1999) 

e Rainnie (1999) examinarando o papel da interação 5-HT/GABA na modulação do 

processamento de informações sensoriais na amígdala mostraram que a serotonina exerce um 

papel excitatório sobre os interneurônios gabaérgicos que incidem sobre as aferências do 

córtex e do tálamo (Figura 16). Com base nos resultados do presente trabalho sugere-se que 

os comportamentos de congelamento e de fuga determinados pelo procedimento de 
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estimulação elétrica da SCPd não estão sob o controle da amígdala, provavelmente, a resposta 

de defesa imediata é organizada diretamente por estruturas do tronco encefálico. 

 

 
Figura 16. Representação esquemática da possível modulação 5-HT/GABA do medo incondicionado 

na amígdala. As respostas de defesa imediata – congelamento e fuga – são elaboradas por 

estruturas do tronco encefálico como a substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). O aumento 

da transmissão 5-HT/GABA na amígdala pode levar a uma redução do congelamento pós-

estimulação da SCPd. NDR: núcleo dorsal da rafe, GLU: glutamato. 

 

Por outro lado, quando se considera o medo condicionado contextual, o muscimol 

reduziu e a fluoxetina aumentou o congelamento. A lesão da amígdala reduz este 

comportamento de congelamento (Oliveira et al., 2004) do mesmo modo que o muscimol 

reduz a atividade na amígdala por potencializar mecanismos inibitórios. É provável que a 

modulação serotoninérgica do medo condicionado na amígdala se utilize de mecanismos 
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diferentes dos discutidos acima para o medo incondicionado. Neste caso, provavelmente 

mecanismos serotoninérgicos seriam ativados por estímulos condicionados de medo ou 

situação de conflito e levariam a um aumento da aversão como sugerido por Deakin & Graeff 

(1991) (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Representação esquemática do papel da serotonina na modulação do medo. Segundo o 

modelo proposto por Deakin & Graeff (1991), projeções do núcleo dorsal da rafe (NDR) para a 

amígdala parecem modular as respostas frente a eventos aversivos agudos e estariam relacionadas 

à ansiedade (receptores 5-HT2A/2C/3). Já as projeções do NDR para a substância cinzenta 

periaquedutal dorsal (SCPd) inibem neurônios que comandam a fuga (receptores 5-HT2A) e este 

sistema neural estaria associado ao pânico. As projeções do núcleo mediano da rafe (NMR) para o 

hipocampo (receptores do tipo 5-HT1A) parecem modular respostas a eventos aversivos continuados, 

inibindo suas conseqüências comportamentais e facilitando a adaptação do animal. 
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Adicionalmente esses resultados corroboram a teoria de McNaughton & Corr (2004), 

que considera a amígdala e a SCPd participantes tanto do medo condicionado quanto do medo 

incondicionado. Segundo estes autores existe uma prevalência dos substratos neurais do medo 

condicionado nas áreas rostrais do encéfalo, enquanto que no medo incondicionado 

prevalecem as áreas mais caudais do encéfalo. Assim, a representação neural do medo 

condicionado e do medo incondicionado pode ser feita com duas pirâmides invertidas, 

colocadas lado a lado no encéfalo. 
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CONCLUSÕES 

 

• Existem pelo menos três tipos de congelamento: 

1) Congelamento associado ao medo contextual, 

2) Congelamento incondicionado induzido pelo procedimento de estimulação elétrica 

da SCPd, 

3) Congelamento pós-estimulação da SCPd que persiste após a interrupção de sua 

estimulação elétrica. 

 

• Mecanismos gabaérgicos da amígdala regulam o congelamento contextual. 

 

• Mecanismos serotoninérgicos da amígdala favorecem o medo condicionado 

contextual e não alteram o medo incondicionado induzido pelo procedimento de 

estimulação elétrica da SCPd. 

 

• Mecanismos gabaérgicos e serotoninérgicos na amígdala regulam o congelamento 

pós-estimulação da SCPd sugerindo que embora seja uma resposta incondicionada 

mecanismos de memória de curta duração podem ser acionados durante este tipo de 

congelamento. 
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