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RESUMO 

AGUIAR, D.C.Envolvimento das neurotransmissões glutamatérgica e nitrérgica da substância cinzenta 
periaquedutal dorsolateral e do núcleo pré-mamilar dorsal na elaboração de respostas defensivas. 
2008.145f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2008.  
O óxido nítrico (NO), sintetizado pela sintase do óxido nítrico neuronial (NOSn), possui um papel modulador 

em reações defensivas, possivelmente facilitando a ansiedade. A NOSn está localizada em estruturas 

envolvidas com reações defensivas, como por exemplo, a substância cinzenta periaquedutal dorsolateral 

(SCPdl) e o núcleo pré-mamilar dorsal (PMd). Antagonistas de receptores NMDA (rNMDA) de glutamato e 

inibidores da NOS injetados intra-SCPdl produzem efeitos ansiolíticos. A exposição a estímulos ameaçadores 

induz a ativação de células produtoras de NO nesta região. A SCPdl recebe uma densa projeção do PMd, 

também envolvido com reações de defesa. Lesões bilaterais desse núcleo abolem a expressão de respostas 

defensivas durante a exposição ao predador. Pouco se sabe a respeito dos neurotransmissores envolvidos na 

mediação desses comportamentos pelo PMd, o qual  também expressa receptores ionotrópicos de glutamato. 

Assim, o objetivo geral do presente trabalho foi de investigar a participação do NO e do glutamato na SCPdl 

e no PMd nas respostas defensivas. Para tanto, testou-se a hipótese de que a administração de inibidores da 

NOSn (7-nitroindazole, 7-NI, ou N-propil-L-arginina, NP) intra-SCPdl atenuaria as respostas defensivas 

promovidas pela exposição a um evento ameaçador inato, um gato. Verificou-se também, a hipótese de que o 

tratamento com AP-7 (antagonista de rNMDA) ou NP intra-SCPdl poderiam diminuir as reações 

comportamentais defensivas, além do número de células ativadas, bem como a ativação de neurônios NOSn 

postivos em regiões relacionadas com o comportamento defensivo após a exposição ao gato. A ativação 

neuronial foi verificada pela detecção da imunorreatividade à proteína c-FOS (IR-Fos) e a presença da NOS 

através da imunorreatividade à proteína NOS. Por último, testou-se a hipótese de que o tratamento com AP-7 

ou NP intra-PMd atenuaria as reações comportamentais promovidas pela presença do gato. A exposição ao 

gato promoveu respostas defensivas que foram atenuadas pelo tratamento intra-SCPdl com inibidores da 

NOSn e com o AP7. Adicionalmente, houve aumento das células IR-Fos da SCPdl, no PMd e no núcleo 

paraventricular do hipotálamo (PVN),  e aumento na porcentagem de células duplas (% duplas) marcadas na 

SCP e no PMd. O tratamento com AP-7 e com o NP intra-SCPdl atenuou a ativação celular na SCP e no PVN 

observada pela exposição ao gato, enquanto que houve aumento nas células IR-Fos e na % duplas no PMd.  

Além disso, observamos que o tratamento de AP-7 ou NP intra-PMd também atenuou as reações defensivas 

observadas pela exposição ao predador.  Em conclusão, os resultados do presente trabalho sugerem que o 

antagonismo da neurotransmissão glutamatérgica e nitrérgica na SCPdl e no PMd pode atenuar as respostas 

comportamentais induzidas pela exposição ao predador. Além disso, a administração intra-SCPdl de AP-7 ou 

NP é capaz de reduzir a ativação celular promovida pela exposição ao gato nesta estrutura, sem alterar, ou 

mesmo aumentando, essa ativação em outras regiões relacionadas com o comportamento defensivo como o 

PMd. 



 

ABSTRACT 

AGUIAR, D.C. Participation of glutamatergic and nitrergic neurotransmission in defensive 
behaviors modulated by dorsolateral periaqueductal gray and dorsal premammillar nucleus. 
2008.145 f. Thesis (Doctoral) - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2008.  
Nitric oxide (NO) is synthesized by NO synthase (NOSn) and plays a role in defensive reactions, probably 

increasing anxiety responses. NOSn containing neurons are localized in different regions of the central 

nervous system related to defensive behavior such as the dorsolateral periaqueductal grey (dlPAG) and the 

dorsal premammillary nucleus (PMd). Glutamate antagonists and NOS inhibitors injected into the dlPAG 

induce anxiolytic responses. Exposure to an innate fear stimulus (live cat) induces defensive reactions and 

activation of NO producing neurons in this region. The dlPAG receives inputs from the PMd, which 

appears to be related to defensive reactions. Bilateral ibotenic acid lesions of the PMd virtually eliminate 

the expression of defensive responses. Little is known about the neurotransmitters responsible for the 

behavioral responses mediated by the PMd, which also expresses ionotropic glutamate receptors. The aim 

of this study was to verify the involvement of NO and glutamate neurotransmission in defensive reactions 

modulated by dlPAG and PMd. First, we tested the hypothesis that the injection of NOS inhibitors, 7-NI 

or NP, directly into the dlPAG would attenuate defensive reactions induced by exposure to a live predator. 

We also tested the hypothesis that the injection of AP-7 (glutamate NMDA-receptor antagonist) or NP 

into the dlPAG would attenuate the behavioral responses and cellular activation following exposure to a 

live predator. c-Fos expression was employed as a marker of neuronal functional activation whereas 

NOSn immunohistochemistry was used to detect the presence of NOS neurons. Finally, we tested the 

hypothesis that the injection of AP-7 or NP into the PMd would attenuate the defensive reactions induced 

by a live cat. Cat exposure induced fear responses which were attenuated by NOS inhibitors or AP-7 when 

injected into the dlPAG. The cat exposure increased cFos positive cells in both sides of dlPAG, PMd and 

in the periventricular nucleus (PVN). It also increased the percentage of double stained cells (% DS) in the 

dlPAG and in the PMd. Pretreatment with AP-7 or NP in the dlPAG decreased the cellular effects induced 

by predator exposure in the dlPAG and PVN, while increased the number of cFos positive cells and % DS 

in the PMd. Moreover, pretreatment with AP-7 or NP into the PMd also attenuated the behavioral 

responses induced by live cat. These results suggest that inhibition of glutamate or nitric oxide 

neurotransmission in the dlPAG and the PMd can attenuate behavioral responses to threatening stimuli. 

Additionally, AP-7 or NP pretreatment in the dlPAG was able to reduce the cellular effects induced by 

predator exposure in this structure. These treatments, however, did no change and even increased the 

cellular effects in other regions related to defensive reactions such as the PMd. 
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1. Comportamento Defensivo 

A idéia de que a origem biológica das emoções humanas baseia-se nas respostas 

defensivas que os animais apresentam frente a estímulos ameaçadores foi sugerida pela primeira 

vez por Darwin (DARWIN, 1872). A partir desta perspectiva, tem-se proposto que as bases 

neurobiológicas das emoções relacionadas aos transtornos de ansiedade podem ser encontradas 

nos sistemas neurais que organizam a defesa do animal (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; 

BLANCHARD; BLANCHARD, 1989; BLANCHARD et al., 1990; GRAEFF, 1994; GRAY, 

1982; GRAY; MCNAUGHTON, 2000). 

O comportamento defensivo pode ser observado nas diferentes espécies de mamíferos, e 

constitui-se pelo conjunto de reações que os animais apresentam frente a situações que 

promovem risco à sobrevivência como, por exemplo, a presença de predadores e perigos 

provenientes do próprio ambiente (BLANCHARD; BLANCHARD, 1989; BLANCHARD et al., 

1990). Nesse sentido, a utilização de estressores naturais permite uma maior precisão na 

evocação dos estados emocionais e dos comportamentos defensivos, e o aprimoramento da 

utilização dos modelos animais nas análises de estados relacionados com medo e ansiedade 

(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; HENDRIE; WEISS; EILAM, 1996; RODGERS, 1997). 

Assim, o modelo de exposição ao predador tem sido uma forma de verificar o impacto de fatores 

ameaçadores e estressantes sobre a atividade encefálica, além de verificar a possível relação entre 

o comportamento defensivo e as diferentes psicopatologias, tais como, transtorno de pânico e 

estresse pós-traumático (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD; GRIEBEL; 

BLANCHARD, 2003; BLANCHARD et al., 1990; BLANCHARD et al., 1997; BLANCHARD 

et al., 2001; CANTERAS et al., 1997; KAVALIERS; CHOLERIS, 2001; MCGREGOR et al., 

2004). Além disso, este modelo também é utilizado como um modelo de medo inato 
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(BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006; BLANCHARD; BLANCHARD, 1989; CANTERAS, 2003; 

DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001). 

Em roedores, a exposição a um predador natural, o gato, promove comportamentos 

específicos como fuga, congelamento, comportamentos de esquiva e avaliações de risco, ataques 

defensivos, além de induzir analgesia e ativação autonômica (BLANCHARD; BLANCHARD, 

1988; BLANCHARD et al., 1990). Ainda, observam-se reduções significativas na atividade 

locomotora em geral, nos comportamentos não defensivos (auto-limpeza e reprodução) e 

mudança (quando possível) para lugares mais seguros onde é possível monitorar a presença do 

predador (APFELBACH et al., 2005; BLANCHARD; BLANCHARD, 1989; MCGREGOR et 

al., 2002). Esses comportamentos, também podem ser observados com estímulos mais sutis 

como, por exemplo, a presença do odor do predador   (APFELBACH et al., 2005; MCGREGOR 

et al., 2002). Porém, a exposição de ratos frente ao gato induz respostas defensivas mais intensas, 

geralmente acompanhadas de congelamento e vocalizações ultra-sônicas, quando comparadas 

com a exposição ao odor de gato, a qual promove comportamentos mais relacionados com 

avaliação de risco (BLANCHARD; BLANCHARD, 1989). Além disso, a exposição ao gato 

induz respostas muito resistentes à habituação e um forte condicionamento contextual ao local da 

exposição, bem como efeitos ansiogênicos em animais posteriormente expostos a outros modelos 

de ansiedade como o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (ADAMEC et al., 1999; ADAMEC; 

SHALLOW, 1993; BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2003; BLANCHARD; 

BLANCHARD, 1989). 

O modelo de exposição ao gato foi validado farmacologicamente a partir de resultados 

que mostraram que o tratamento crônico com fármacos de ação ansiolítica e panicolítica inibiram 

tanto a esquiva quanto a fuga, enquanto que a administração de fármacos de ação apenas 

ansiolítica, como os benzodiazepínicos, inibiu preferencialmente a esquiva (BLANCHARD et al., 
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1997; GRIEBEL et al., 1995). Esses efeitos também foram observados nos modelos que 

empregam o odor de gato. Zangrossi e File (1992) mostraram que o efeito ansiogênico induzido 

pela exposição ao odor de gato é reduzido pela administração prévia de clordiazepóxido em 

animais expostos ao LCE ou ao modelo da caixa claro-escuro. Estes autores observaram também 

que o tratamento com esse ansiolítico clássico não altera as respostas diretamente induzidas pelo 

odor do gato (ZANGROSSI; FILE, 1992). Em outros estudos, observou-se que o tratamento 

agudo com benzodiazepínicos reduz comportamentos de avaliação de risco, aumenta a 

aproximação e o contato com o odor (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2003; 

DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001; MCGREGOR et al., 2004).  

Com relação aos sistemas neurais responsáveis pelo controle do comportamento de 

defesa, estes podem ser organizados em duas dimensões comportamentais: a distância defensiva, 

proposta inicialmente por Blanchard et al. (1988) e a direção defensiva (MCNAUGHTON; 

CORR, 2004). Sendo que a distância defensiva baseia-se na hierarquia funcional das estruturas 

que determinam o comportamento apropriado em relação ao perigo, enquanto que na direção 

defensiva há uma distinção funcional entre os comportamentos que afastam ou aproximam o 

animal de uma fonte de perigo.   

A partir desta idéia, sugeriu-se uma clara distinção (funcional, comportamental e 

farmacológica) entre medo e ansiedade. O medo possui a função de mover o animal para longe 

do perigo, promove comportamentos de luta, fuga e congelamento e é insensível a drogas 

ansiolíticas. Por outro lado, a ansiedade tem como função mover o animal em direção ao perigo 

quando o animal está em uma situação de conflito (aproximação ou esquiva), aumentando 

comportamentos de avaliação de risco, sendo estas manifestações sensíveis às drogas ansiolíticas 

(MCNAUGHTON; CORR, 2004). Diferentemente da teoria original de Gray (1982), a distinção 

entre medo e ansiedade não dependeria da natureza do estímulo condicionado ou incondicionado 
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utilizado. Considerando-se ainda estas propostas, os substratos neurais do medo e ansiedade 

estariam representados pelas mesmas estruturas, as quais estariam organizadas paralelamente, 

hierarquicamente e de maneira simétrica, porém com níveis de ativação de acordo com a 

distância defensiva, ou seja, pequenas distâncias ativariam estruturas mais caudais, como a 

substância cinzenta periaquedutal (SCP) e distâncias maiores ativando estruturas mais corticais, 

como o córtex pré-frontal (CPF) (MCNAUGHTON; CORR, 2004). De acordo com essa hipótese, 

recentemente Mobbs et al (2007) observaram que, também em humanos, circuitos neurais 

distintos estão envolvidos em situações de perigo distal e proximal, evidenciando a SCP como a 

principal estrutura envolvida em situações de perigos proximais. 

Assim, estudos que empregam a imunoistoquímica para a proteína Fos, uma proteína 

transcrita a partir do gene de expressão imediata c-fos e amplamente utilizada como ferramenta 

para mapeamento funcional de neurônios (CHAUDHURI, 1997; MORGAN; CURRAN, 1989), 

observaram que a exposição de ratos ao gato ou ao seu odor, aumenta a expressão de Fos em 

regiões como a SCP e no núcleo pré-mamilar dorsal (PMd) do hipotálamo (CANTERAS et al., 

1997; CANTERAS; GOTO, 1999). Esse aumento, no entanto, também pode ser observado em 

outras estruturas relacionadas com os transtornos de ansiedade, como diversos núcleos da 

amídala, hipotálamo medial e o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) (BEIJAMINI; 

GUIMARAES, 2006; CANTERAS et al., 1997; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001; 

MCGREGOR et al., 2004).  Muitas estruturas que são ativas nesses modelos também apresentam 

maior expressão de Fos após a exposição ao modelo de ansiedade do LCE (DUNCAN; KNAPP; 

BREESE, 1996; SILVEIRA; SANDNER; GRAEFF, 1993) e após injeções sistêmicas de 

diferentes classes de drogas ansiogênicas (SINGEWALD; SALCHNER; SHARP, 2003; 

SINGEWALD; SHARP, 2000), sustentando a hipótese de que as estruturas responsáveis pelo 

comportamento defensivo são as mesmas responsáveis pelos transtornos de ansiedade.    
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2. Substratos Neurais do Comportamento Defensivo 

2.1 Substância Cinzenta Periaquedutal (SCP):  

A SCP é constituída por pequenos neurônios que circundam o aqueduto mesencefálico 

(Sylvius) e, ao longo do processo evolutivo, sofreu poucas modificações (CARRIVE, 1993). Esta 

estrutura não é homogênea, pois vários estudos demonstraram que reações emocionais distintas 

são desencadeadas em suas diferentes subdivisões, sendo que a especificidade anatômica e 

funcional pode ser organizada na forma de quatro colunas longitudinais que se estendem ao longo 

do eixo rostro-caudal: colunas dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral (BANDLER et 

al., 2000).   

A estimulação elétrica da SCP promove reações defensivas em gatos (FERNANDEZ DE 

MOLINA; HUNSPERGER, 1959), enquanto que em humanos produz ansiedade intensa, 

sentimentos de pânico, terror e de morte iminente (NASHOLD; WILSON; SLAUGHTER, 1969).  

Como a estimulação elétrica pode estimular tanto corpos neuroniais como fibra de passagem, 

Bandler (1982) utilizou a técnica de microinjeção de aminoácidos excitatórios (AAE, os quais 

excitam apenas corpos celulares) e demonstrou que a SCP de gatos mediava reações defensivas 

integradas (BANDLER, 1982). Além disso, essa região está envolvida na integração de outras 

funções, como por exemplo, dor, controle cardiovascular, respiratório, vocalizações e 

comportamentos sexuais (BEHBEHANI, 1995; LOVICK, 2000). 

Em ratos, a estimulação da porção dorsal da SCP (SCPd) também possui propriedades 

aversivas, pois ratos treinados aprendem rapidamente a interromper a estimulação elétrica dessa 

estrutura (SCHENBERG; GRAEFF, 1978). A estimulação da SCPd também produz  

comportamentos incondicionados, como reações de escape ou fuga, congelamento e alterações 

autonômicas (como elevação da pressão arterial e da freqüência cardíaca, sudorese e piloereção), 

que são remanescentes de ataques de pânicos experimentais e clínicos em humanos (BANDLER; 
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CARRIVE, 1988; BECKETT; MARSDEN, 1995; KRIEGER; GRAEFF, 1985; SCHENBERG et 

al., 2001). Nesse sentido, a SCPd comandaria respostas de luta ou fuga em condições de medo 

extremo (DEAKIN; GRAEFF, 1991), e devido à semelhança entre as reações humanas e animais, 

a estimulação dessa estrutura tem sido proposta como um modelo experimental de ataques de 

pânico (GRAEFF, 1994; LOVICK, 2000). 

Como já mencionado anteriormente, observa-se um aumento da expressão da proteína Fos 

na SCP, especialmente na SCPd, de ratos expostos a situações de perigo iminente como, por 

exemplo,  a exposição ao gato ou ao seu odor (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006; CANTERAS; 

GOTO, 1999; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001; MCGREGOR et al., 2002). Além 

disso, a lesão da SCPd reduziu as respostas defensivas promovidas pelo odor do gato 

(DIELENBERG; LEMAN; CARRIVE, 2004). Esses resultados sugerem que a porção dorsal da 

SCP possui uma função essencial na elaboração dos comportamentos defensivos relacionados a 

diferentes estressores, principalmente aqueles que possuem um componente psicológico 

(dependem do processamento do CPF), uma vez que essa região não possui aferências medulares 

ou espinhais diretas, mas recebe projeções do CPF medial (FLOYD et al., 2000). 

 

2.2. Núcleo pré-mamilar dorsal (PMd):  

Os sistemas hipotalâmicos são bem conhecidos por integrarem comportamentos críticos 

para a sobrevivência da espécie, ocupando uma função central na integração das respostas 

defensivas antipredatórias (BLANCHARD et al., 2003; CANTERAS, 2003, 2002; CANTERAS 

et al., 1997; CANTERAS; RIBEIRO-BARBOSA; COMOLI, 2001). Desde os trabalhos pioneiros 

de Hess e Brugger (1943), observa-se que a estimulação elétrica de várias regiões hipotalâmicas 

promove um padrão de respostas somatomotoras e autonômicas, as quais são semelhantes ao 

comportamento observado nos animais frente a perigos naturais (BRUTUS; SHAIKH; SIEGEL, 
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1985; FUCHS; EDINGER; SIEGEL, 1985; HESS; BRUGGER, 1943; SILVEIRA; GRAEFF, 

1992; YARDLEY; HILTON, 1986). 

O hipotálamo é composto de três zonas longitudinais distintas (periventricular, medial e 

lateral) divididas em quatros níveis rostro-caudal ou regiões (pré-óptica, anterior, tuberal e 

mamilar) (CANTERAS, 2002).  Especificamente, a zona hipotalâmica medial compreende uma 

série de grupos celulares bem definidos que possuem uma importante função em iniciar 

comportamentos motivados específicos (CANTERAS, 2002; CANTERAS; RIBEIRO-

BARBOSA; COMOLI, 2001; CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1995). Esta região 

compreende dois circuitos hipotalâmicos, sendo que o primeiro compreende o núcleo 

hipotalâmico anterior (AHN), a porção dorsomedial do hipotálamo ventromedial (dmHVM) e o 

núcleo pré-mamilar dorsal (PMd), os quais estão altamente interconectados e  segregados do 

segundo circuito, que por sua vez, compreende a área pré-óptica medial, porção ventrolateral do 

hipotálamo ventromedial e os núcleos pré-mamilares tuberal e ventral (CANTERAS; 

SWANSON, 1992; SIMERLY; SWANSON, 1988). De acordo com Canteras (2002), o primeiro 

circuito hipotalâmico participaria da integração de respostas defensivas inatas em resposta a 

perigos ambientais, e constituiria o circuito hipotalâmico medial de defesa (CHMD). Já o 

segundo, o circuito hipotalâmico dimórfico estaria associado com comportamentos reprodutivos e 

agonisticos sociais (CANTERAS, 2003, 2002). 

Tanto a estimulação elétrica quanto a estimulação química do CHMD produz respostas 

defensivas autonômicas e somatomotoras que se assemelham ao comportamento do animal em 

situações de perigo (CANTERAS, 2002). Diferentemente da resposta comportamental explosiva 

observada após a estimulação química da SCP, a resposta defensiva induzida pela estimulação do 

hipotálamo medial é caracterizada por locomoção rápida com tentativas de escape direcionada 

(BRANDAO et al., 1986; DI SCALA; SCHMITT; KARLI, 1984; SCHMITT et al., 1985; 
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SILVEIRA; GRAEFF, 1992). De maneira semelhante à SCP, ratos expostos ao gato ou ao seu 

odor tiveram aumento da expressão de Fos em sítios hipotalâmicos mediais específicos, sendo 

que o PMd foi a região que apresentou maior expressão. (CANTERAS et al., 1997).  

Curiosamente, este é um dos sítios hipotalâmicos mais responsivos a estímulos 

ameaçadores (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006; BLANCHARD et al., 2003; DIELENBERG; 

HUNT; MCGREGOR, 2001; MCGREGOR et al., 2004) e, tanto lesões eletrolíticas, quanto 

neurotóxicas do PMd promovem reduções significativas do comportamento defensivo de ratos 

expostos tanto ao odor quanto à presença do gato (BLANCHARD et al., 2003; CANTERAS et 

al., 1997). Por outro lado, não foram observadas alterações comportamentais em situações que 

não estão relacionadas com a presença do predador, como por exemplo, o LCE e o 

condicionamento ao contexto (BLANCHARD et al., 2003; CANTERAS et al., 1997; 

CANTERAS; SWANSON, 1992). 

A análise das conexões do PMd, através de estudos de marcação anterógrada e retrógrada 

(COMOLI; RIBEIRO-BARBOSA; CANTERAS, 2000), mostraram que essa região recebe 

importantes aferências de sítios diencefálicos, incluindo áreas específicas da região perifornical, 

região retinoceptiva da área hipotalâmica lateral, AHN, dmHVM. Além disso, vários sítios 

telencefálicos (núcleo intersticial da estria terminal (BNST), áreas pré-limbicas e infra-límbicas, 

núcleo septal lateral) também possuem projeções moderadas para esta região. Por outro lado, 

apenas alguns sítios do tronco encefálico parecem fornecer projeções para esta região, como por 

exemplo, a SCPdl e núcleo tegmental ventral (CANTERAS; SWANSON, 1992). Dentre as 

eferências que o PMd possui, a SCP é o principal alvo, sendo que o padrão dessa projeção 

coincide com padrão de ativação da SCP quando os animais são expostos ao gato ou ao seu odor 

(CANTERAS; GOTO, 1999; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001). Um padrão similar 
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de ativação foi observado após a administração de drogas panicogênicas (SINGEWALD; 

SHARP, 2000). 

 

3. Neurotransmissores envolvidos na mediação de respostas aversivas 

Os circuitos neuroanatômicos responsáveis pelas respostas de medo e ansiedade são 

modulados por vários sistemas de neurotransmissores químicos. Esses incluem vários 

neurotransmissores, como por exemplo, hormônio liberador de corticotrofinas (CRH), 

neuropeptídeo Y, substância P, transmissores monoaminérgicos (noradrenalina, serotonina e 

dopamina), ácido gamma-aminobutírico (GABA), glutamato e óxido nítrico (NO) (BERGINK; 

VAN MEGEN; WESTENBERG, 2004; CAROBREZ, 2003; DEAKIN; GRAEFF, 1991; 

GUIMARAES et al., 2005; HARRO, 2006; KALUEFF; NUTT, 2007). 

 

3.1.Neurotransmissão Glutamatérgica: 

O glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso 

central (SNC) (JAVITT, 2004), sendo liberado a partir de terminais pré-sinápticos em resposta à 

despolarização neuronial, e recaptado nestes próprios terminais por transportadores de AAE, 

localizados tanto em neurônios quanto em células gliais. No interior das células gliais o 

glutamato é convertido em glutamina e liberado no fluído extracelular, onde é recaptado para o 

terminal pré-sináptico, e convertido novamente em glutamato via ação da enzima glutaminase 

neuronial (AMARA; FONTANA, 2002). 

Através de estudos farmacológicos, sugeriu-se, pela primeira vez, a existência de 

múltiplos receptores para o glutamato (MCLENNAN; HUFFMAN; MARSHALL, 1968). 

Posteriormente, através da clonagem dos primeiros receptores glutamatérgicos, confirmou-se a 

classificação obtida previamente por meios farmacológicos (HOLLMANN; HEINEMANN, 
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1994; HOLLMANN et al., 1989). Atualmente, os receptores de glutamato dividem-se em dois 

grandes grupos: os receptores metabotrópicos (mGluR) e os receptores ionotrópicos (iGluR), 

(NAKANISHI, 1992; OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998). Os mGluR regulam a 

neurotransmissão tanto pré, como pós-sináptica e são divididos em três grupos (Grupo I, II e III), 

de acordo com o acoplamento de segundo mensageiros e sensibilidade ao ligante (SPOOREN et 

al., 2003). Já os iGluR são diferenciados de acordo com a seletividade de derivados sintéticos do 

glutamato, constituindo três subtipos: o N-metil-D-aspartato (NMDA), o α amino-3-hidroxi 5- 

metil 4-isoxazolepropionato (AMPA) e o cainato (WATKINS, 2000). 

Os receptores NMDA (rNMDA) são compostos de múltiplas subunidades, incluindo pelo 

menos uma subunidade NR1 e uma ou mais subunidades modulatórias chamadas de NR2A-

NR2D e NR3A-NR3B (JAVITT, 2004; NISHI et al., 2001). Esses receptores são extremamente 

permeáveis ao Ca+2, possuem sítios neuromodulatórios para glicina, e sítios regulatórios que são 

sensíveis a poliaminas, Zn+2, prótons e agentes redutores, como a glutationa (YAMAKURA; 

SHIMOJI, 1999). Os rNMDA são bloqueados pelo Mg+2, de maneira sensível à voltagem , o qual 

se liga em um sítio dentro do canal (NOWAK et al., 1984).  

Os receptores AMPA são canais permeáveis ao Na+ e K+, compostos pelas subunidades 

GluR1-4 e atuam fortemente em união com os rNMDA  (BORGES; DINGLEDINE, 1998). A 

ativação desses receptores promove a despolarização necessária para a abertura dos canais 

NMDA (JAVITT, 2004). Já os receptores cainato são formados pelas subunidades Glu 5-7 e 

KA1-2 (BLEAKMAN; LODGE, 1998). 

A presença de glutamato e enzimas envolvidas na sua síntese foram descritos em 

neurônios e terminais da SCP (BARBARESI, 2001; CLEMENTS et al., 1987). Receptores 

glutamatérgicos estão presentes ao longo de toda a SCP, mas possuem uma maior densidade na 
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coluna dorsolateral (ALBIN et al., 1990). Adicionalmente, observou-se a presença de receptores 

ionotrópicos de glutamato em diversas regiões hipotalâmicas, incluindo o PMd (EYIGOR; 

CENTERS; JENNES, 2001).   

Diversas evidências sugerem que o glutamato desempenha um papel facilitador nas 

reações defensivas (BANDLER, 1982; DEPAULIS; BANDLER; VERGNES, 1989; SILVEIRA; 

GRAEFF, 1992; ZHANG; BANDLER; CARRIVE, 1990). Trabalhos iniciais mostraram a 

ocorrência de reações autonômicas, como por exemplo, aumento da pressão arterial e freqüência 

cardíaca, acompanhadas de luta ou fuga, após a administração de glutamato ou agonistas 

glutamatérgicos na SCPdl de gatos (BANDLER; CARRIVE, 1988) e ratos (CARRIVE, 1993; 

KRIEGER; GRAEFF, 1985), e após a administração de AAE no hipotálamo medial de ratos 

(SILVEIRA; GRAEFF, 1992).  

Posteriormente, observou-se que na SCPdl essas reações também podem ser desencadeadas 

por agonistas específicos dos rNMDA, como por exemplo, o NMDA (AGUIAR; MOREIRA; 

GUIMARAES, 2006; BITTENCOURT et al., 2004), bem como por agonistas de mGluR, o t-

ACPd (MOLCHANOV; GUIMARAES, 1999). Essas reações foram acompanhadas por aumento 

da proteína Fos em regiões relacionadas com o comportamento defensivo (FERREIRA-NETTO; 

BORELLI; BRANDAO, 2005; MOLCHANOV, 2003). Adicionalmente, a administração de 

agonistas para o sítio glicina no rNMDA nesta mesma região induziu efeitos ansiogênicos no 

LCE (CAROBREZ; TEIXEIRA; GRAEFF, 2001; SCHMITT et al., 1995). 

Por outro lado, o antagonismo dos rNMDA em várias estruturas do SNC, incluindo a 

SCPdl, induz efeitos ansiolíticos em diferentes modelos de ansiedade (GUIMARAES et al., 1991; 

JARDIM et al., 2005; JARDIM; GUIMARAES, 2004; MOLCHANOV; GUIMARAES, 2002; 

RESSTEL; CORREA; GUIMARAES, 2008), sugerindo a participação desses receptores na 

elaboração das respostas defensivas. 
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Nesse sentido, estudos que empregam modelos experimentais com relevâncias mais 

etológicas como, por exemplo, a exposição ao predador ou ao seu odor, observaram que a 

administração sistêmica do antagonista de rNMDA, MK801, atenuou os efeitos comportamentais 

induzidos pela exposição ao gato (BLANCHARD et al., 1992). Este efeito também foi observado 

após a administração por via intacerebroventricular (i.c.v.) de outro antagonista do rNMDA, o 

AP7 (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006). Além disso, a administração sistêmica de antagonistas 

do rNMDA bloqueou as mudanças comportamentais desencadeadas pelo estresse de exposição ao 

predador no modelo do LCE (ADAMEC et al., 1999; BLUNDELL; ADAMEC; BURTON, 

2005). Em conjunto, esses trabalhos reforçam a idéia do envolvimento dos rNMDA na 

elaboração das respostas defensivas, porém ainda não está claro se o bloqueio destes receptores 

em regiões específicas relacionadas com o comportamento defensivo como, a SCPdl, também 

produzirá efeitos antiaversivos no modelo de exposição ao predador.  

Além da SCPdl, o PMd é uma das regiões mais responsivas durante a exposição ao 

predador (CANTERAS et al., 2008) e lesões excitotóxicas deste núcleo abolem as respostas 

defensivas observadas pela exposição ao predador (CANTERAS et al., 1997). Receptores 

ionotrópicos de glutamato estão presentes no PMd (EYIGOR; CENTERS; JENNES, 2001), 

porém pouco foi estudado sobre o papel da neurotransmissão glutamatérgica nesta região. Assim, 

verificou-se no presente trabalho, a hipótese de que o bloqueio dos rNMDA em regiões 

específicas, como na SCPdl ou no PMd, atenuaria as reações comportamentais defensivas 

observadas durante a exposição ao gato.  
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3.2. Neurotransmissão Nitrérgica: 

O óxido nítrico (NO) é um neurotransmissor considerado atípico pelas suas 

características físico-químicas (GARTHWAITE, 1991). Identificado inicialmente como um fator 

de relaxamento derivado do endotélio (ERDF), o qual é responsável pelo relaxamento da 

musculatura lisa vascular induzido pela acetilcolina (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980), teve 

suas características químicas e biológicas caracterizadas somente alguns anos depois (IGNARRO 

et al., 1987; PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987; PALMER et al., 1988). 

O NO é um gás formado pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) à partir da L-arginina 

num processo catalítico que resulta na formação estequiométrica de L-citrulina (BREDT; 

SNYDER, 1994). A NOS possui três isoformas: a endotelial (eNOS), responsável principalmente 

por ações cardiovasculares; a induzida (iNOS), encontrada originalmente em macrófagos e 

envolvida principalmente com processos imunológicos; e a neuronial (nNOS), localizada no SNC 

(GRIFFITH; STUEHR, 1995). Esta última é uma enzima constitutiva e sintetizada por uma 

pequena porcentagem de neurônios, e possui atividade dependente de cálcio e magnésio (cátions 

divalentes), de calmodulina e de co-fator nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato na forma 

reduzida (NADPH) (ZHANG; SNYDER, 1995). O NADPH doa elétrons a um sítio redutase da 

NOS e estes são transferidos para outro domínio, o sítio oxigenase, responsável por catalisar uma 

reação entre arginina e oxigênio, formando o NO e a citrulina (ALDERTON; COOPER; 

KNOWLES, 2001).  

Caracterizada inicialmente como uma enzima citosólica, a nNOS pode encontrar-se 

ligada à membrana plasmática. Esta ligação ocorre provavelmente devido à presença de um 

domínio PDZ da nNOS, o qual se liga ao domínio PDZ de uma proteína de membrana, como a 

proteína intracitoplasmática de densidade pós-sináptica (PSD) 95, presente nos complexos 

rNMDA (BRENMAN et al., 1996). A PSD 95 é uma proteína associada à membrana que possui 
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três domínios PDZ. O primeiro e o segundo domínio ligam-se à extremidade terminal COOH das 

subunidades dos rNMDA (TOMITA; NICOLL; BREDT, 2001), enquanto que o terceiro domínio 

liga-se com o domínio PDZ da nNOS na terminação NH2 (BRENMAN et al., 1996). 

Aparentemente, o agrupamento PDZ-PSD-95 confere maior eficácia para a ativação da nNOS 

decorrente do estímulo do rNMDA, pois ela estaria diretamente exposta ao influxo de cálcio 

decorrente da ativação desses receptores. De fato, Bredt e Snyder (1989) demonstraram que a 

ativação dos rNMDA  pelo glutamato promoveu um aumento substancial na atividade da NOS 

em fatias de encéfalo (BREDT; SNYDER, 1989).    

O NO possui diversas vias de sinalização, sendo que a principal no SNC ocorre através 

da ativação da enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), onde o NO se liga a um agrupamento 

heme. Esta enzima converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofostato cíclico, o 

GMPc (SNYDER; FERRIS, 2000). O aumento de GMPc induzido pelo NO ativa muitas 

moléculas efetoras como, por exemplo, proteínas quinases dependentes de GMPc (PKG) e canais 

iônicos (FRIEBE; KOESLING, 2003). O término da ação do GMPc é realizado por enzimas 

fosfodiesterases (PDE) que catalisam a hidrólise do GMPc em GMP (BEAVO, 1995). 

Por ser um gás, a identificação de estruturas onde o NO estaria presente no SNC foi 

realizada de forma indireta, através da marcação para sua enzima de síntese. Bredt, Hwang e 

Snyder (1990), por meio de ensaios de imunoistoquímica para nNOS em encéfalos de ratos, 

demonstraram uma ampla distribuição no SNC como, por exemplo, cerebelo, SCP, colículos 

superior e inferior, giro denteado do hipocampo, BNST, camadas superficiais do córtex cerebral e 

bulbo olfatório (BREDT; HWANG; SNYDER, 1990).  

  A ampla distribuição da nNOS nas estruturas relacionadas com o comportamento de 

defesa, acrescido do fato de que ela está presente de forma significativa na SCPdl de modo a 

delimitá-la morfologicamente (ONSTOTT; MAYER; BEITZ, 1993), levou à hipótese de que o 
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NO poderia ter um papel em comportamentos relacionados à ansiedade. Neste sentido, 

Guimarães et al (1994)  observaram que a administração de inibidores desta enzima intra-SCPdl 

promoviam efeitos ansiolíticos no LCE (GUIMARAES et al., 1994). Embora existam alguns 

resultados contraditórios (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 1997; QUOCK; 

NGUYEN, 1992), o efeito do tipo ansiolítico dos inibidores da NOS, também foi observado após 

a administração sistêmica (DUNN et al., 1998; EROGLU; CAGLAYAN, 1997; FARIA et al., 

1997; VOLKE et al., 1995; WILEY; CRISTELLO; BALSTER, 1995), sugerindo que, de maneira 

semelhante ao glutamato, o NO facilite as respostas relacionadas à ansiedade. 

Além de drogas que inibem a síntese de NO, inibidores da GC e inibidores de PDE 

promoveram, respectivamente, efeitos ansiolíticos em ratos e ansiogênicos em camundongos no 

LCE (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2001; GUIMARAES et al., 2005; KURT et 

al., 2004; VOLKE; WEGENER; VASAR, 2003), sugerindo que o GMPc possa ser o mediador 

pelo qual o NO estaria facilitando as respostas relacionadas com ansiedade. Recentemente, 

efeitos do tipo ansiolíticos com inibidores da NOS também foram descritos em outras regiões do 

SNC que estão relacionadas com as respostas de medo e ansiedade como, por exemplo, o CPF, 

hipocampo ventral, amídala medial (AmMe) e núcleo dorsal da rafe (FORESTIERO et al., 2006; 

RESSTEL; CORREA, 2006; SPIACCI et al., 2008; SPOLIDORIO et al., 2007). 

De maneira oposta, a injeção de doadores de NO na SCPdl produz reações de fuga e 

ativação de áreas relacionadas à ansiedade (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2001; 

DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2000). Estes efeitos também foram observados após 

a administração intra-SCPdl de um análogo do GMPc, o 8-Bromo-cGMP (DE OLIVEIRA; DEL 

BEL; GUIMARAES, 2001). Adicionalmente, a exposição a eventos aversivos, como o estresse 

de restrição, promoveu um aumento da expressão do RNA mensageiro e da proteína da nNOS  
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em regiões relacionadas com a elaboração de respostas defensivas (DE OLIVEIRA; DEL BEL; 

GUIMARAES, 2001; DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2000).  

Com relação à exposição ao predador, observou-se que a exposição ao gato produziu 

aumento da atividade da NOS e aumento de GMPc na SCPdl (CHIAVEGATTO; SCAVONE; 

CANTERAS, 1998), sugerindo que este neurotransmissor também seja importante para a 

modulação de respostas defensivas. Além disso, a exposição ao gato induziu a ativação de células 

NADPH-diaforase (NADPH-d) positivas na SCPdl e no PMd (BEIJAMINI; GUIMARAES, 

2006), técnica histoquímica que é aceita na literatura para identificar a presença de NOS 

(VINCENT; KIMURA, 1992).  Dessa forma, como o PMd e a SCPdl  desempenham um papel 

fundamental na mediação de respostas defensivas a eventos ameaçadores proximais e inatos 

(BLANCHARD et al., 2003; CANTERAS, 2003, 2002; CAROBREZ; TEIXEIRA; GRAEFF, 

2001; GUIMARAES et al., 2005; MCNAUGHTON; CORR, 2004; SEWARDS; SEWARDS, 

2002), testou-se também a hipótese de que a inibição da NOS nestas estruturas produziria efeitos 

antiaversivos no modelo de exposição ao predador. 

Considerando-se que o NO e o glutamato parecem participar na regulação dos estados 

emocionais relacionados com medo e ansiedade, e a estreita relação existente entre a ativação dos 

receptores NMDA e a síntese de NO, seria possível prever a existência de um mecanismo 

regulatório recíproco entre o NO e o glutamato, através da ativação desses receptores na 

modulação de respostas defensivas mediadas pela SCPdl. Considerando-se essa possibilidade, 

resultados anteriores de nosso laboratório demonstraram que o pré-tratamento com AP7 bloqueou 

as respostas defensivas observadas após a injeção de um doador de NO quando injetados na 

SCPdl (MOREIRA; MOLCHANOV; GUIMARAES, 2004), porém o pré-tratamento com drogas 

que interferem com a neurotransmissão nitrérgica não bloquearam as respostas de fuga induzidas 

pelo agonista de receptores NMDA (AGUIAR; MOREIRA; GUIMARAES, 2006). Em conjunto, 
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esses dados sugerem que o NO exerce um papel modulatório sobre as reações de defesa, 

possivelmente facilitando a neurotransmissão glutamatérgica.   

Neste sentido, dados de nosso laboratório demonstraram que a administração i.c.v. de AP-

7, além de promover efeitos antiaversivos no modelo de exposição ao gato, também reduziu a 

porcentagem de neurônios nitrérgicos ativados neste modelo em regiões como a SCPdl e no PMd 

(BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006). Por fim, iremos verificar também se o bloqueio dos 

rNMDA ou da NOS na SCPdl, irá atenuar a ativação neuronial como também reduzir a ativação 

de células NOS positivas observadas após a exposição ao predador, em áreas relacionadas com o 

comportamento defensivo.  
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

 Estender as investigações do envolvimento das neurotransmissões mediadas por NO ou 

rNMDA de glutamato na SCPdl e investigar o envolvimento dessas neurotransmissões no 

PMd em reações defensivas.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Testar a hipótese de que o tratamento com os inibidores da NOS, 7 nitroindazole (7-NI) e 

N-propyl-ω-L-arginina (NP), intra-SCPdl poderia reduzir as reações comportamentais 

defensivas após a exposição a um evento ameaçador inato, um gato.  

• Testar a hipótese de que o tratamento com AP-7 (antagonista de receptores NMDA) ou 

NP, intra-SCPdl poderia diminuir as reações comportamentais defensivas, além do 

número de células ativadas, como também a ativação de neurônios NOSn positivos em 

regiões relacionadas com o comportamento defensivo após a exposição ao gato.  

• Testar a hipótese de que o tratamento com AP-7 ou NP intra-PMd atenuaria as reações 

comportamentais defensivas após a exposição ao gato. 
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Materiais e Métodos 

1. Animais 

Foram utilizados: 

• Ratos Wistar machos, 230-290 gramas, provenientes do Biotério da Faculdade de 

Farmácia da USP-Ribeirão Preto. 

• Gato macho adulto (3-5 Kg), proveniente do Biotério Central da USP-Ribeirão Preto. 

Os ratos foram mantidos em grupos de 5 animais por gaiola, com livre acesso à água e 

comida, em biotério do Laboratório de Farmacologia do Comportamento coordenado pelo Prof. 

Dr. Hélio Zangrossi Jr., sob ciclo claro-escuro de 12 h (início às 7:00 h) e temperatura controlada 

(24 ± 2°C). Os ratos submetidos à cirurgia estereotáxica foram mantidos aos pares.  

 

2. Drogas 

Foram utilizadas as seguintes drogas: 

• Ácido 2-amino-7-fosfoheptanócio (AP-7, RBI): 2 nmol/0,2 μl (dose retirada de 

Molchanov e Guimarães, 2002), dissolvido em salina 0,9 % estéril. 

• 7 Nitroindazole (7-NI, Sigma): 100 e 200 nmol/0,2 μl (doses retiradas de Joca e 

Guimarães, 2006), dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO-100%) 

• N-propyl-ω-L-arginina (NP, TOCRIS): 1, 10 ou 100 nmol/0,2 μl (RESSTEL; CORREA, 

2006), dissolvido em salina 0,9 % estéril. 

• Pentilenotretazol (PTZ, Sigma): 55 mg/Kg. Esta droga foi utilizada como controle 

positivo para os ensaios de imunoistoquímica para c-Fos, dissolvida em salina 0,9 % 

estéril.  
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3. Cirurgia Estereotáxica 

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5 % (10 mL/Kg, i.p.) e fixados a um 

aparelho estereotáxico (David-Kopff). Uma cânula (11 mm), dirigida para SCPdl (coordenadas: 

AP-lambda 0 mm, L-1,9 mm, P-4 mm, ângulo-16º) (PAXINOS; WATSON, 1997), ou uma 

cânula (14 mm) dirigida para o PMd (coordenadas: AP-bregma -3,9 mm, L -0,6 mm, P -8,2 mm, 

Paxinos e Watson, 1997), foi fixada ao crânio com cimento acrílico, conforme descrito em 

trabalhos prévios (Guimarães et al., 1991). Após a recuperação da anestesia, os animais foram 

alojados no biotério até seu restabelecimento (5-7 dias).  

 

4. Caixa de Exposição ao Gato  

Caixa de acrílico (100 x 22 x 35 cm) dividida em dois compartimentos por uma grade 

metálica (1 cm de distância entre as barras de metal). O compartimento onde o rato foi colocado é 

subdividido ao meio por uma linha imaginária (via o software Ethovision, ver abaixo), de forma 

que foi possível delimitar a área próxima ao compartimento do gato e a área distante do 

compartimento do predador. 

 

 

 

 

 

  

 

   Figura 1: A - Caixa de exposição com o brinquedo e B - Rato exposto ao predador (gato) no 

compartimento longe do gato. 

A B 
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5. Procedimento Experimental  

5.1. Manipulação 

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: expostos ao gato e expostos a 

um gato de brinquedo. Nos três dias que antecederam o teste, uma vez ao dia, os animais foram 

habituados ao aparato por 10 minutos. Nos experimentos que envolviam posterior análise 

histoquímica, os animais foram divididos em três grupos experimentais: expostos ao gato, 

expostos a um gato de brinquedo e grupo ingênuo (naive), sendo que os animais expostos à caixa 

foram operados e manipulados pelo experimentador durante 5 minutos, uma vez ao dia, nos três 

dias que antecederam o teste. Tal procedimento consistiu em colocar os animais na mesma caixa 

onde receberam posteriormente a microinjeção e manipulá-los. Após o período de manipulação 

os animais foram habituados ao aparato por 10 minutos. O objetivo da manipulação foi diminuir 

a expressão de c-Fos induzida por esse procedimento. O grupo naive permaneceu em sua caixa 

até a perfusão. 

 

5.2. Microinjeção 

Antes de serem expostos à caixa do gato, os animais receberam uma microinjeção intra-

SCPdl ou intra-PMd de salina ou de droga através de uma microagulha introduzida na cânula-

guia. A microagulha estava conectada a uma microseringa Hamilton de 10 μl por meio de um 

tubo de polietileno. A microinjeção foi realizada com auxílio de uma bomba de infusão (Kd 

Scientific, Boston, USA) em tempo e volume constantes a 0.2 μl/30seg. A agulha permaneceu na 

posição de injeção durante os 30 segundos subseqüentes, para evitar o refluxo da solução. Após a 

injeção, os animais permaneceram em uma caixa individual por 10 minutos antes da sessão 

experimental. 
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5.3. Exposição na Caixa 

No dia do experimento, o grupo exposto ao brinquedo foi colocado em um dos 

compartimentos da caixa e o gato de brinquedo em outro por 10 min. O grupo exposto ao gato foi 

colocado nas mesmas condições. O grupo naive permaneceu em sua caixa até a perfusão. Os 

experimentos foram filmados, posteriormente analisados pelo experimentador e com auxílio do 

software Ethovision (versão 1.9). 

 

5.4 Grupos Experimentais: 

Experimento 1: Efeito do tratamento com inibidores da NOSn intra-SCPdl em ratos 

expostos a um gato. 

• Experimento 1 A: 

Grupos experimentais: 

 DMSO + brinquedo (0,2 μL;n= 6) 

 DMSO + gato (0,2 μL;n=5) 

 7 NI + gato (100 ou 200 nmol/0,2 μL;n=5) 

• Experimento 1 B: 

Grupos experimentais: 

 sal + brinquedo (0,2 μL; n= 5) 

 sal + gato (0,2 μL;n=5) 

 NP + gato (1,10 ou 100 nmol/0,2 μL;n=3-5) 
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Experimento 2: Efeito do tratamento com AP-7 intra-SCPdl sobre as respostas respostas 

comportamentais e a dupla marcação Fos+NOSn em diferentes regiões encefálicas de ratos 

expostos a um gato. 

Grupos experimentais: 

 Salina + brinquedo (0,2 μL;n= 9) 

 AP-7 + brinquedo (2 nmol/0,2 μL;n=10) 

 Salina + gato (0,2 μL;n=9) 

 AP-7 + gato (2nmol/0,2 μL;n=9) 

 Naive (n=8) 

 

Experimento 3: Efeito do tratamento com N-propyl-l-arginina intra-SCPdl sobre as 

respostas comportamentais e a dupla marcação Fos + NOSn em diferentes regiões 

encefálicas de ratos expostos a um gato. 

Grupos experimentais: 

 Salina + brinquedo (0,2 μL;n= 4) 

 NP + brinquedo (100 nmol/0,2 μL;n=4) 

 Salina + gato (0,2 μL;n=5) 

 NP + gato (100 nmol/0,2 μL;n=6) 

 Naive (n=6) 
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Experimento 4: Efeito do tratamento com AP-7 ou NP intra-PMd em ratos expostos a um 

gato. 

• Experimento 4 A:  

Grupos Experimentais: 

 sal + brinquedo (0,2 μL; n= 5) 

 AP-7 + brinquedo (2 nmol/0,2 μL; n= 6) 

 sal + gato (0,2 μL;n=5) 

 AP-7 + gato (2 nmol/0,2 μL;n=5) 

• Experimento 4 B: 

Grupos experimentais: 

 Salina + brinquedo (0,2 μL;n= 4) 

 NP + brinquedo (100 nmol/0,2 μL;n=7) 

 Salina + gato (0,2 μL;n=4) 

 NP + gato (100 nmol/0,2 μL;n=4) 

 

6. Histologia 

Ao término dos testes comportamentais dos experimentos 1 e 4, verificou-se o local da 

microinjeção. Os animais foram anestesiados com Uretana 25% (5ml/Kg) e sofreram perfusão 

intracardíaca com salina 0,9% e formol 10%. Os encéfalos foram removidos, estocados em 

formol 10% por 3 a 7 dias, e cortados ao nível do sítio de injeção, em secções de 50μm de 

espessura. Os cortes eram montados em lâminas de vidro gelatinizadas e eram analisadas para 

verificação do local da injeção com o auxílio de um microscópio (Olympus BX50), segundo os 

diagramas do Atlas Paxinos e Watson, 1997. 
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7. Histoquímica 

Duas horas após o término da exposição ao gato, os animais pertencentes aos experimentos 

2 e 3, foram anestesiados intraperitonialmente com Uretana (25%, 5 ml/Kg de peso) e 

perfundidos transcardiacamente com salina e paraformaldeído 4% fosfatado e tamponado em 

PBS 0,1 M, pH 7,4. Os encéfalos foram removidos e processados conforme procedimento 

descrito por De Oliveira (2001), com o objetivo de se obterem cortes representativos (apenas nos 

animais em que a cânula estava devidamente implantada na SCPdl), em duplicata, contendo as 

seguintes regiões: córtex cingulado (Cg1), pré-limbico (PrL) e infra-límbico (IL) do CPF medial 

(CPFm), núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN; parvocelular PVNp, magnocelular 

PVNmg), AmMe, PMd e SCPdl.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Diagrama do plano representativo das estruturas quantificadas (modificado de 

Paxinos e Watson, 1997) 

AmMe 

Bregma: -2,80 mm 

PrL 

IL 

Bregma : 2,70 mm 
Cg1 
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As secções foram, então, submetidas aos ensaios para dupla marcação de acordo com a 

técnica empregada por De Oliveira (2001): 1. imunoistoquímica para detecção da proteína Fos e, 

2. no dia seguinte, a imunoistoquímica para detecção da enzima NOSn. 

 

• Imunoistoquímica para detecção da proteína Fos 

As secções foram inicialmente pré-tratadas com H2O2 1% em TBS 0,05M durante 10 

minutos, para redução da atividade da peroxidase endógena. Após 4 lavagens de 5 minutos cada,  

em TBS 0,05M (pH 7,4) as secções foram incubadas com soro albumina bovina (BSA) 1% em 

TBS 0,05M acrescido de Triton-X 0,02% (TBS-T), durante 20 minutos, para bloqueio dos sítios 

de ligações inespecíficas. Em seguida, as secções foram incubadas com o anticorpo primário 

policlonal de coelho anti-Fos (1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Após 15 h de incubação à 

temperatura ambiente, as secções foram novamente lavadas em TBS 0,05M (3 x 10 minutos) 

antes de serem incubadas com o anticorpo secundário biotinilado (1:1000) por mais 1 hora. Os 

anticorpos foram diluídos em TBS-T + BSA, e todas as incubações realizadas à temperatura 

ambiente com agitação constante. Uma vez removido o anticorpo secundário, através de 

sucessivas lavagens em TBS 0,05M (3 x 5 minutos), as secções foram incubadas com o complexo 

ABC avidina-biotina-peroxidase  (1:1500, Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories), por 1 hora. 

A atividade da peroxidase foi revelada usando o tetracloreto de 3’3’-diaminobenzidina (DAB) 

contendo H2O2 0,02% e sulfato de níquel hexahidratado a 1%.  

  

•  Imunoistoquímica para detecção da enzima NOSn 

As secções foram incubadas com o anticorpo primário policlonal de coelho anti-NOS 1 

(1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Após 15 h de incubação à temperatura ambiente, as secções 
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foram novamente lavadas em TBS 0,05M (3 x 10 minutos) antes de serem incubadas com o 

anticorpo secundário biotinilado (1:1000) por mais 1 hora. Os anticorpos foram diluídos em TBS-

T + BSA, e todas as incubações realizadas à temperatura ambiente com agitação constante. Uma 

vez removido o anticorpo secundário, através de sucessivas lavagens em TBS 0,05M (3 x 5 

minutos), as secções foram incubadas com o complexo ABC avidina-biotina-peroxidase  (1:1500, 

Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories), por 1 hora. A atividade da peroxidase foi revelada 

usando o tetracloreto de 3’3’-diaminobenzidina (DAB) contendo H2O2 0,02%. Finalmente, após 

adequadamente lavadas, as lâminas foram distendidas em lâminas previamente gelatinizadas. Em 

seguida, as Lâminas foram desidratadas através de uma série de álcoois (70%, 80%, 95% e 100%, 

5 minutos cada), clareadas no xilol (2 x 10 minutos) e cobertas com Permount e lamínulas. 

 

8. Análise dos Resultados 

Avaliação Comportamental 

O comportamento dos animais foi gravado por uma câmera de vídeo localizada lateralmente 

à caixa, a uma distância aproximada de 50 cm; os vídeos foram analisados posteriormente pelo 

experimentador com o auxílio de um cronômetro, para determinar o tempo que o animal 

permanecia imóvel durante a exposição (tempo de imobilidade). O experimentador estava cego 

em relação aos tratamentos dos animais. Os experimentos também foram gravados por uma 

câmera de vídeo montada verticalmente em relação à caixa do gato. Posteriormente os vídeos dos 

experimentos foram analisados através do software Ethovision (versão 1.9, Noldus) e registrou-se 

o tempo de permanência e a distância percorrida pelo rato nos arredores do gato. 

Quantificação 

A imunorreatividade para Fos (Fos-IR) foi visualizada como um produto preto depositado 

no interior dos núcleos neuroniais. A imunorreatividade para a NOSn foi identificada por 
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coloração marrom no citoplasma, sendo os resultados expressos como a média de 

neurônios/secção/estrutura/0,1mm2 e como a porcentagem de neurônios duplamente marcados 

em relação ao número de neurônios NOSn positivos. A contagem e o cálculo foram realizados da 

maneira descrita por (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006). O número de células apresentando 

Fos-IR e NOSn foi obtido de ambos os lados do cérebro, em toda a extensão da estrutura, para 

cada animal e para cada tratamento. A contagem, embora realizada com o auxílio de um sistema 

computadorizado de análise de imagem (Image Pro-Plus 4.0, Media Cybernetics), foi feita 

manualmente marcando-se os neurônios positivos para c-Fos e NOSn, bem como aqueles com 

dupla-marcação. O avaliador estava cego em relação aos grupos experimentais. 

A localização antero-posterior (AP) da região analisada considerando o bregma como 

ponto zero foi a seguinte: CPF - AP: 2,70 mm, PVN - AP: -1,80 mm, AmMe – AP: -2,80 mm, 

PMd –AP: -4,16 mm, SCPdl - AP: -7,04 mm. 

Análise Estatística 

Os resultados foram representados como média ± erro padrão da média (E.P.M). O nível de 

significância foi p<0,05. A análise estatística foi realizada por meio do software SPSS para 

Windows (versão 6.0). Foi realizado o teste de Levene para verificar a homogeneidade de 

variâncias. Sempre que não houve homogeneidade de variâncias, a variável em questão passou 

por transformação logarítmica (log10(variável + 1)) a fim de que tal homogeneidade fosse 

alcançada, e re-submetida à análise estatística. Quando não houve homogeneidade entre os 

grupos, os dados foram analisados pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo 

teste de Mann-Whitney. Cada experimento foi analisado de acordo com suas características, 

como descrito a seguir: 

Experimento 1: Os resultados comportamentais foram comparados por Análise de Variância 

(ANOVA) de uma via seguida do teste de Duncan quando apropriado.  
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Experimento 2: Os resultados comportamentais foram comparados por Análise de Variância 

(ANOVA) de duas vias seguida do teste de Duncan quando apropriado. Os fatores foram a 

exposição ao gato e o tratamento. Os resultados de histoquímica foram analisados por ANOVA 

de uma via seguida do teste de Duncan quando apropriado. Nessa análise, cada grupo foi 

considerado como um tratamento diferente. Embora existissem dois fatores distintos (exposição 

ao gato e tratamento), o grupo naive não se enquadrava em nenhum dos fatores, limitando a 

utilização da ANOVA de duas vias. 

Experimento 3: Os resultados  referente a esse experimento foram analisados como descrito 

no experimento 2. 

Experimento 4: Os resultados comportamentais  do experimento 4 A foram analisados por 

ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan quando apropriado. Os resultados do 

experimento 4B foram analisados pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste 

de Mann-Whitney U quando apropriado. Nessa análise, cada grupo foi considerado como um 

tratamento diferente. Embora existissem dois fatores diferentes (exposição ao gato e droga), outro 

fator que limita a ANOVA de duas vias é o número reduzido de animais por grupo, o que 

aconteceu nesse experimento.  
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Experimento 1: Efeito do tratamento com inibidores da NOSn intra-SCPdl em ratos 

expostos a um gato. 

 Os animais expostos ao gato apresentaram reações defensivas como fuga inicial (análise 

qualitativa) seguida de congelamento. No experimento 1 A,  os animais que receberam veículo e 

foram expostos ao gato permaneceram um tempo menor no compartimento próximo ao gato 

quando comparados aos seus respectivos controles (experimento 1 A  F (3,20)= 4,7530; p<0,05 – 

Figura 3), não ocorrendo diferenças significativas entre os grupos com relação à distância 

percorrida pelos animais neste compartimento. No experimento 1 B, foram encontradas 

diferenças significativas com relação à distância percorrida no compartimento próximo ao gato, 

ou seja, os animais expostos ao gato percorreram uma distância menor nesse compartimento em 

relação aos animais expostos ao gato de brinquedo (F(4,16)=6,37 p<0,05 – Figura 5). Não houve 

diferenças significativas com relação ao tempo de permanência neste compartimento, embora os 

animais expostos ao gato apresentarem uma redução. Em ambos os experimentos, os animais 

tiveram um aumento significativo no tempo de imobilidade quando comparados aos animais 

expostos ao gato de brinquedo (experimento 1 A F (3,20)= 4,9728 p<0,05; experimento 1 B  F 

(4,16)= 6,54 p<0,05 – Figuras 4 e 6 respectivamente). 

Os tratamentos com os inibidores da NOSn, 7 NI e o NP, atenuaram as conseqüências 

comportamentais promovidas pela exposição ao predador na dose de 100 nmol. Os animais que 

receberam 7 NI nessa dose permaneceram um tempo significativamente maior no compartimento 

próximo ao gato quando comparados com os animais que receberam veículo e foram expostos ao 

gato (Figura 3 – p<0,05; Duncan). Já o tratamento com o NP aumentou significativamente, em 

relação aos animais expostos ao gato, a distância percorrida pelos animais no compartimento 

próximo ao gato (Figura 5 – p<0,05; Duncan).   
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 A administração de 7-NI (100 nmol) não reduziu significativamente o tempo de 

imobilidade dos animais que receberam veículo e foram expostos ao gato, mas não diferiu do 

grupo DMSO/brinquedo (Figura 4). O tratamento com NP atenuou significativamente a 

imobilidade dos animais durante a exposição ao gato nas doses de 1 e 100 nmol (Figura 6 – 

p<0,05; Duncan).  
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Figura 3: Efeito do 7-NI (100 e 200 nmol/0.2 μL) intra-SCPdl sobre a distância percorrida (cm) 

e o tempo (s) de permanência no compartimento próximo ao gato por ratos (n=5-6) expostos ao 

brinquedo (brinq) ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em relação ao 

grupo DMSO brinquedo, # p<0,05 em relação ao grupo DMSO gato (ANOVA de uma via 

seguida de Duncan).  
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Figura 4: Efeito do 7-NI (100 e 200 nmol/0.2μL) intra-SCPdl sobre o tempo de imobilidade (s) 

de ratos (n=5-6) expostos ao brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * 

p<0,05 em relação ao grupo DMSO brinquedo (ANOVA de uma via seguida de Duncan).  
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Figura 5: Efeito do NP (1,10 e 100 nmol/0,2 μL) sobre a distância percorrida (cm) e o tempo de 

permanência (s) no compartimento próximo ao gato por ratos (n=3-5) expostos ao brinquedo ou 

ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em relação ao grupo salina brinquedo 

e  # p<0,05 em relação ao grupo salina gato (ANOVA de uma via seguida de Duncan).  
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Figura 6: Efeito do NP (1, 10 e 100 nmol) sobre tempo de imobilidade (s) de ratos (n=3-5) 

expostos ao brinquedo (brinq) ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em 

relação ao grupo salina brinquedo, #p<0,05 em relação ao grupo salina gato (ANOVA de uma via 

seguida de Duncan). 
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Figura 7: Fotomicrografia representativa do sítio de injeção da SCPdl. 
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Experimento 2: Efeito do tratamento de AP-7 intra-SCPdl sobre a dupla marcação 

Fos+NOSn em diferentes regiões encefálicas de ratos expostos a um gato 

A exposição ao gato promoveu reações defensivas caracterizadas por redução 

significativa no tempo de permanência (fator exposição: F (1,33)= 24,335; p<0,05; fator droga: F 

(1,33)= 8,929  ; p<0,05; droga X exposição: F (1,33)= 5,062; p<0,05) e na distância percorrida (fator 

exposição: F (1,33)= 37,511; p<0,05; fator droga: F (1,33)= 11,569  ; p<0,05; droga X exposição: F 

(1,33)= 5,279; p<0,05) pelos animais no compartimento próximo ao gato em relação aos animais 

expostos ao gato de brinquedo (Figura 8). Esses animais apresentaram imobilidade 

significativamente maior em relação aos animais expostos ao gato de brinquedo (Figura 9 - fator 

exposição: F (1,32)= 105,56; p<0,05; fator droga: F (1,32)=  5,240; p<0,05; droga X exposição: F 

(1,32)= 4,445; p<0,05) .  

A administração prévia de AP-7 intra-SCPdl, foi capaz de atenuar as respostas 

comportamentais observadas após a exposição ao predador. Os animais que receberam AP-7 

tiveram aumento na distância percorrida e no tempo de permanência no compartimento próximo 

ao gato, em relação ao grupo salina/gato (Figura 8; p<0,05 Duncan). Além disso, esses animais 

tiveram um tempo de imobilidade menor quando comparados aos animais que receberam salina e 

foram expostos ao gato (Figura 9; p<0,05 Duncan).  

Considerando-se os dados imunoistoquímicos, a exposição ao gato não alterou o número de 

células IR-NOS nas estruturas analisadas. Considerando-se o número de células IR-Fos, a 

exposição ao gato promoveu aumento significativo em relação aos animais naive no lado ipsi 

(Figura 10 A - F(4,38)= 5,0619; p <0,05) e contralateral da SCPdl (Figura 10 B - F(4,38)=2,5661; p < 

0,05), no PMd (Figura 11 - F(4,17)= 5,34; p <0,05) e na porção parvocelular (Figura 12 A - 

F(4,34)=2,38; p <0,1; Duncan, p<0,05) e magnocelular do PVN (Figura 12 B - F(4,34)=1,9931; p 

<0,1; Duncan, p<0,05). Os animais expostos ao gato apresentaram aumento das células IR-Fos na 
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AmMe, porém esse aumento não foi estatisticamente significativo (Tabela 1). Não houve 

diferenças significativas nas três regiões quantificadas do CPF (Tabela 1). 

Na porcentagem de células duplamente marcadas, houve aumento estatisticamente 

significativo apenas na SCPdl (Figura 11 A - ipsilateral F(4,38)=2,3361; p<0,1 Duncan, p<0,05; B - 

contralateral F(4,38)=2,3035; p<0,1; Duncan, p<0,05). Houve um aumento na porcentagem de 

células duplamente marcadas nas duas regiões do PVN (Figura 12). 

Não foi possível quantificar de maneira confiável o número de células IR-NOS na AmMe, 

pois a densidade de fibras nesta estrutura é alta, dificultando a visualização das células. Dessa 

forma, quantificamos apenas o número das células duplamente marcadas na AmMe (Tabela 1), 

porém este efeito não foi estatisticamente significativo em relação aos outros grupos. 

O tratamento com AP-7 atenuou significativamente a ativação de IR-Fos no lado ipsilateral 

da SCPdl (Figura 10 A- Duncan, p<0,05). Na porção contralateral da SCPdl (Figura 10B), no 

PVNp e PVNm (Figura 12- A e B), os animais do grupo AP-7/gato tiveram redução (não 

significativa em relação aos animais expostos ao gato) das células IR-Fos, mas este grupo 

também não diferiu dos animais naive e expostos ao gato de brinquedo. O AP-7 diminuiu 

significativamente a porcentagem de células duplamente marcadas após a exposição ao predador 

no lado ipsilateral (Figura 10 A- Duncan p<0,05). Já no lado contralateral da SCPdl (Figura 9B), 

PVNp e PVNm (Figura 12- A e B) houve uma redução que não foi estatisticamente significativa, 

mas os animais que receberam AP-7 não diferiram dos animais controles. 

Com relação ao PMd, o tratamento com AP-7 intra-SCPdl promoveu um aumento 

significativo em relação aos animais do grupo salina/gato das células IR-Fos (Figura 11 -Duncan, 

p<0,05) e na porcentagem das células duplamente marcadas (Figura 10 F(4,17)=4,0975; p<0,05).  
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Figura 8: Efeito do AP- 7 (2 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl sobre a distância 

percorrida (cm) e o tempo de permanência (s) no compartimento próximo ao gato por ratos (n=9-

10) expostos ao brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em 

relação ao grupo salina brinquedo e # p<0,05 em relação ao grupo salina gato (ANOVA de duas 

vias seguida de Duncan). 
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Figura 9: Efeito do AP-7 (2 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl sobre o tempo de imobilidade (s) de ratos 

(n=9-10) expostos ao brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 

em relação ao grupo salina brinquedo e  # p<0,05 em relação ao grupo salina gato (ANOVA de 

duas vias seguida de Duncan).  
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Figura 10 :Efeito do AP-7 (2 nmol/0,2 μL) em ratos expostos ao brinquedo ou ao gato sobre o 

número de células NOSn positivas, c-Fos positivas e duplamente marcadas na porção ipsi – 

lateral (painel A) e contralateral (painel B) da SCPdl. Os animais naive não foram manipulados e 

nem expostos à caixa. Os resultados foram representados como a média ± E.P.M. do número de 

células positivas e como a percentagem de células duplamente marcadas em relação às células 

NOSn positivas de 8-9 animais/grupo. * p<0,05 comparado ao naive; + p<0,05 comparado ao 

salina/brinquedo; # p<0,05 comparado ao salina/gato (ANOVA seguida de Duncan). 
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Figura 11: Efeito do AP7 (2 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl em ratos 

expostos ao brinquedo ou ao gato sobre o número de células NOSn positivas, c-Fos positivas e na 

percentagem de células duplamente marcadas do PMd. Os resultados foram representados como a 

média ± E.P.M. do número de células positivas e como a percentagem de células duplamente 

marcadas em relação às células NOSn positivas de 4-5 animais/grupo. * p<0,05 comparado ao 

naive; + p<0,05 comparado ao salina/brinquedo; # p<0,05 comparado ao salina/gato (ANOVA 

seguida de Duncan). 
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Figura 12: Efeito do AP-7 (2 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl em ratos expostos ao brinquedo ou ao 

gato sobre o número de células NOSn positivas, c-Fos positivas e na percentagem de células 

duplamente marcadas do PVNp (painel A) e PVNmg (painel B). Os resultados foram 

representados como a média ± E.P.M. do número de células positivas e como a percentagem de 

células duplamente marcadas em relação às células NOSn positivas de 5-9 animais/grupo. * 

p<0,05 comparado ao naive; + p<0,05 comparado ao salina/brinquedo; (ANOVA seguida de 

Duncan). 

A:  PVNp B- PVNmg 
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Tabela 1: Número de células c-Fos positivas, NOSn positivas,  porcentagem e número de células duplamente marcadas nas porções 

Cg1, IL e PrL do CPF e na AmMe de ratos que receberam tratamento de AP-7 intra-SCPdl e foram expostos ao gato de brinquedo ou ao gato.  

 

CPF Cg1 CPF IL CPF Prl AmMe  

FOS NOSn %duplas FOS NOS %duplas FOS NOS %duplas FOS NOS duplas 

naive 

 

0,16 ± 0,11 4,42±1,06 0 1,24 ± 0,84 

(6) 

5,50±1,17 

(6) 

0 

(6) 

0,16 ±0,16 

(6) 

4,42±1,06 

(6) 

0 1,56 ± 0,76 

 

n.q 

 
4,12±3,13 

sal./brinq. 7,56± 6,15 13,65±6,88 0 2,65 ± 1,70 8,08 ±2,70 

 

0 10,54 ± 6,65 13,65 ± 6,88  

 

0 7,95 ±3,77 n.q 4,48± 2,06 

AP-7/brinq. 10,54 ± 6,64 16,62±3,06 0 

 

9,18±4,68 13,65±6,88 

 

0 

 

1,23 ± 0,32 16,62±3,06* 

 

0 

 

11,44±5,79 n.q 4,16± 2,11 

sal/gato 1,23± 0,31 10,35±2,53 0 1,23±0,71 7,11±1,82 0 6,95±6,39 10,35±2,53 

 

  0 46,50±28,22 

 

n.q. 10,56± 7,2 

AP-7/gato 6,95±6,38 10,24±3,02 0 

 

3,88±3,05 6,05±1,70 

 

0 

 

0,16±0,12 10,24±3,02 

 

0 19,88±15,72 

 

n.q 3,15± 1,98 

 

Os resultados foram representados como a média ± E.P.M. do número de células positivas, da porcentagem de células duplamente marcadas em 

relação às células NOSn positivas e no número de células duplamente marcadas de 5-6 animais/grupo. * p<0,05 comparado ao naive (ANOVA seguida 

de Duncan). n.q. = não quantificado 
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Figura 13: Fotomicrografias representativas de secções coronais (40μm) da SCPdl, PMd e PVN 

de um rato naive (A), de um exposto ao gato que recebeu salina intra-SCPdl (B) e de um exposto 

a gato que recebeu AP-7 intra-SCPdl (C), processadas para imunoistoquímica para a detecção da 

proteína Fos e da enzima NOSn. A seta verde indica uma célula positiva para NOSn, a seta  preta 

indica uma célula positiva para Fos e a seta vermelha indica uma célula duplamente marcada para 

Fos e NOSn.  
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Experimento 3: Efeito do tratamento de NP intra-SCPdl sobre a dupla marcação 

Fos+NOSn em diferentes regiões encefálicas de ratos expostos a um gato 

A exposição ao gato promoveu reações defensivas caracterizadas por redução 

significativa no tempo de permanência (fator exposição: F (1,16)= 15,81 ; p<0,05; fator droga: F 

(1,16)= 0,76; p=0,39; droga X exposição: F (1,16)= 0,59; p=0,453) e na distância percorrida (fator 

exposição: F (1,16)= 19,14; p<0,05; fator droga: F (1,16)= 4,45; p<0,05; droga X exposição: F (1,16)= 

3,27; p<0,1) pelos animais no compartimento próximo ao gato em relação aos animais expostos 

ao gato de brinquedo (Figura 14). Esses animais apresentaram imobilidade significativamente 

maior em relação aos animais expostos ao gato de brinquedo (Figura 15; H3= 16,451; Kruskal-

Wallis  p<0,05).  

Nestes experimentos, o tratamento com o NP reverteu parcialmente o efeito da exposição ao 

gato, pois esses animais percorreram uma distância maior no compartimento próximo ao gato 

(não significativa em relação aos animais expostos ao gato) e ainda permaneceram durante um 

tempo significativamente menor no compartimento próximo ao gato em relação ao grupo 

salina/brinquedo (Figura 14). Considerando o tempo de imobilidade, o tratamento com o NP 

reverteu os efeitos da exposição ao predador. (Figura 15- p<0,05; Mann-Whitney U). 

Com relação aos dados imunoistoquímicos, como já observado no experimento 2, a 

exposição ao gato não promoveu alterações no número de células IR-NOS nas estruturas 

analisadas. Houve aumento significativo em relação ao grupo naive nas células IR-FOS em 

ambos os lados da SCPdl (Figura 16; A- ipsilateral F(4,20)=7,1212; p<0,05; B- contralateral F(4,20)= 

3,74; p<0,05), PMd (Figura 17 F(4,11)=4,58; p<0,05) e PVNmg (Figura 17 B F(4,20)=3,91; p<0,05). 

Houve aumento das células IR-Fos no PVNp (Figura 18 A) e na AmMe (Tabela 2), porém esse 

aumento não foi estatisticamente significativo. Não houve alterações no número de células IR-

Fos nas três regiões quantificadas do CPF (Tabela 2). 
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Houve aumento significativo das células duplamente marcadas no lado contra - lateral da 

SCPdl (Figura 16 B; F(4,20)= 4,4725; p<0,05) e no PMd (Figura 17 F(4,11)= 6,2981; p<0,05). Não 

houve diferenças entre os grupos na porcentagem de células duplamente marcadas nas outras 

estruturas analisadas.  

O NP foi capaz de atenuar no lado ipsilateral da injeção, o número de células IR-FOS, mas 

este efeito não foi estatisticamente diferente dos animais expostos ao gato (estes animais também 

não diferiram do grupo salina/brinquedo; Figura 16 A). Houve redução estatisticamente 

significativa em relação aos animais salina/gato na porcentagem de células duplas no lado 

contralateral da injeção da SCPdl (Figura 16 B, Duncan p<0,05). Como observado no 

experimento 2, houve um aumento nas células IR-Fos no PMd dos animais que receberam NP e 

foram expostos ao gato, mas neste experimento este grupo não diferiu do grupo salina/gato 

(Figura 17). Não houve alterações após o tratamento com o NP nas outras estruturas 

quantificadas. 
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Figura 14: Efeito do NP (100 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl sobre a distância percorrida (cm) e o 

tempo de permanência (s) no compartimento próximo ao gato por ratos (n=4-6) expostos ao 

brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em relação ao grupo 

salina brinquedo (ANOVA de duas vias seguida de Duncan).  
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Figura 15: Efeito do NP (100 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl sobre o tempo de imobilidade (s) de 

ratos (n=4-6) expostos ao brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * 

p<0,05 em relação ao grupo salina brinquedo, # p<0,05 em relação ao grupo salina gato (Kruskal-

Wallis seguido de Mann-Whitney U ). 
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Figura 16: Efeito do NP (100 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl em ratos expostos ao brinquedo ou ao 

gato sobre o número de células NOSn positivas, c-Fos positivas e duplamente marcadas na 

porção ipsi – lateral (painel A) e contra - lateral (painel B) da SCPdl. Os animais naive não foram 

manipulados e nem expostos à caixa. Os resultados foram representados como a média ± E.P.M. 

do número de células positivas e como a percentagem de células duplamente marcadas em 

relação às células NOSn positivas de 4-6 animais/grupo. * p<0,05 comparado ao naive; + p<0,05 

comparado ao salina/brinquedo; # p<0,05 comparado ao salina/gato (ANOVA de uma via 

seguida de Duncan). 

A- ipsilateral B-contralateral 

SCPdl 
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Figura 17: Efeito do NP (100 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl em ratos expostos ao brinquedo ou ao 

gato sobre o número de células NOSn positivas, c-Fos positivas e na percentagem de células 

duplamente marcadas do PMd. Os resultados foram representados como a média ± E.P.M. do 

número de células positivas e como a percentagem de células duplamente marcadas em relação às 

células NOSn positivas de 3-4 animais/grupo. * p<0,05 comparado ao naive; + p<0,05 

comparado ao salina/brinquedo (ANOVA seguida de Duncan). 

PMd 
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Figura 18: Efeito do NP (100 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl em ratos expostos ao brinquedo ou ao 

gato sobre o número de células NOSn positivas, c-Fos positivas e na percentagem de células 

duplamente marcadas do PVNp (painel A) e PVNmg (painel B). Os resultados foram 

representados como a média ± E.P.M. do número de células positivas e como a percentagem de 

células duplamente marcadas em relação às células NOSn positivas de 4-6 animais/grupo. * 

p<0,05 comparado ao naive; + p<0,05 comparado ao salina/brinquedo; (ANOVA seguida de 

Duncan). 
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Tabela 2:  Número de células c-Fos positivas, NOSn positivas e porcentagem de células duplamente marcadas nas porções Cg1, IL, 

PrL do CPF e na AmMe de ratos que receberam tratamento de NP intra-SCPdl e foram expostos ao gato de brinquedo ou ao gato. 

 

 

Os resultados foram representados como a média ± E.P.M. do número de células positivas, da porcentagem de células duplamente marcadas em 

relação às células NOSn positivas e no número de células duplamente marcadas de 5-6 animais/grupo. * p<0,05 comparado ao naive (ANOVA seguida 

de Duncan). n.q. = não quantificado 

 

 

 

 

CPF Cg1 CPF IL CPF PrL AmMe  

FOS NOSn %duplas FOS NOS %duplas FOS NOS %duplas FOS NOS duplas 

Naive 

 

4,07 ± 2,86 8,67±1,56 0,5±0,5 4,65 ± 3,43 7,63±1,8 1,05±1,1 5,56 ±5,54 7,83±3,3 0,32±0,32 5,84 ± 4,88 n.q 

 

 1,29± 1,1 

sal./brinq. 

 

9,13± 3,13 14,47±3,96 1,69±1,0 5,49 ± 3,10 10,6±3,6 2,46±2,5 6,39 ± 2,55 12,3±3,4 0 2,27 ±2,27 n.q 0,65± 0,65 

NP/brinq 

 

2,34 ±1,91 8,08±0,97 0, 4,10±0,54 9,38±2,24 1,15±1,2 6,47 ±4,94 15,5±4,7 0,83±0,83 0,43±0,43 n.q 0 

sal/gato 

 

11,72± 4,06 16,00±5,24 0,81±0,8 2,34±1,94 5,90 ±1,7 0 5,01±2,86 7,03 ±1,9 2,40±1,6 22,06±17,76 n.q. 3,6± 2,26 

NP/gato 

 

3,24±1,54 8,57±1,25 0 0,65±3,43 5,12±1,1 0 0,70±0,46 5,55±1,1 0 12,71±9,46 n.q 4,11± 2,61 
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Figura 19: Fotomicrografias representativas de secções coronais (40μm) da SCPdl, PMd e PVN 

de um rato naive (A), de um exposto ao gato que recebeu salina intra-SCPdl (B) e de um exposto 

a gato que recebeu NP intra-SCPdl (C), processadas para imunoistoquímica para a detecção da 

proteína Fos e da enzima NOSn. A seta verde indica uma célula positiva para NOSn, a seta  preta 

indica uma célula positiva para Fos e a seta vermelha indica uma célula duplamente marcada para 

Fos e NOSn.  
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Experimento 4: Efeito do tratamento com AP-7 ou N-propyl-l-arginina intra-PMd em ratos 

expostos a um gato. 

Experimento 4 A:  
A exposição ao gato induziu nesses animais reações defensivas semelhantes às observadas 

nos experimentos anteriores. Os animais operados no PMd e que foram expostos ao gato 

percorreram uma distância significativamente menor no compartimento próximo ao gato (Fator 

exposição: F (1,18)= 60,75 ; p<0,05; fator droga: F (1,18)= 7,90; p=0,05; droga X exposição: F (1,18)= 

5,97; p<0,05), como também, permaneceram um tempo significativamente menor neste 

compartimento (Fator exposição: F (1,18)= 97,12; p<0,05; fator droga: F (1,18)= 6,97; p<0,05; droga 

X exposição: F (1,18)= 7,26; p0<0,05; Figura 20). Os animais expostos ao predador natural 

apresentaram imobilidade estatisticamente significativa em relação aos animais controles (Fator 

exposição: F (1,18)= 91,81; p<0,05; fator droga: F (1,18)= 33,35; p<0,05; droga X exposição: F (1,18)= 

31,97; p0<0,05; Figura 21). 

O tratamento com AP-7 nesta estrutura também foi capaz de atenuar significativamente 

em relação aos animais salina/gato (Figura 20; Duncan p< 0,05). Além disso, esses animais 

também tiveram redução significativa no tempo de imobilidade (Figura 21; Duncan p<0,05;).   
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Figura 20: Efeito do AP-7 (2 nmol/0,2 μL) intra-PMd sobre a distância percorrida (cm) e o 

tempo de permanência (s) no compartimento próximo ao gato por ratos (n=5-6) expostos ao 

brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em relação ao grupo 

salina brinquedo, # p<0,05 comparado ao salina/gato (ANOVA de duas via seguida de Duncan).  
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Figura 21: Efeito do AP-7 (2 nmol/0,2 μL) intra-PMd sobre o tempo de imobilidade (s) de ratos 

(n=5-6) expostos ao brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em 

relação ao grupo salina brinquedo e # p<0,05 em relação ao grupo salina gato (ANOVA de duas 

via seguida de Duncan).  
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Experimento 4 B  
Como observado nos experimentos anteriores houve uma redução significativa dos 

animais que foram expostos ao gato distância (H3= 14,99; p<0,05 Kruskal-Wallis; seguido de  

Mann-Whitney U) no compartimento próximo ao gato, como também, permaneceram um tempo 

significativamente menor neste compartimento (H3= 13,09;p<0,05  Kruskal-Wallis seguido de 

Mann-Whitney U Figura 22). Os animais expostos ao predador natural apresentaram imobilidade 

estatisticamente significativa em relação aos animais controles (H3=14,95; p< 0,05 Kruskal-

Wallis; seguido de Mann-Whitney U; Figura 23). 

O tratamento com NP reverteu parcialmente as respostas defensivas observadas pela 

exposição ao predador. Os animais NP/gato tenderam a percorrer uma distância maior no 

compartimento próximo ao gato (p<0,1 em relação ao grupo salina/brinq), porém da mesma 

forma que os animais do grupo salina/gato permaneceram um tempo menor neste compartimento. 

Com relação ao tempo de imobilidade, esses animais tiveram uma redução estatisticamente 

significativa no tempo que ficaram imóveis durante a exposição ao predador (p<0,05 em relação 

ao grupo salina/gato; Mann-Whitney U). 
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Figura 22: Efeito do NP (100 nmol/0,2 μL) intra-PMd sobre a distância percorrida (cm) e o 

tempo de permanência (s) no compartimento próximo ao gato por ratos (n=4-7) expostos ao 

brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em relação ao grupo 

salina/brinquedo, # p<0,1 em relação ao grupo salina/gato; + p<0,1 em relação ao grupo 

salina/brinquedo (Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney U).  
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Figura 23: Efeito do NP (100 nmol/0,2 μL) intra-PMd sobre tempo de imobilidade (s) de ratos 

(n=4-7) expostos ao brinquedo ou ao gato. Os valores representam a média ± E.P.M. * p<0,05 em 

relação ao grupo salina brinquedo e  # p<0,05 em relação ao grupo salina gato (Kruskal-Wallis 

seguido de Mann-Whitney U).  
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Figura 24: Fotomicrografia representativa do sítio de injeção do PMd.  
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Os comportamentos defensivos caracterizam-se pelas respostas desencadeadas em 

situações ameaçadoras, as quais são adaptativas ao estímulo de perigo e às situações comuns ao 

longo da história evolutiva das espécies que os exibem (BLANCHARD; BLANCHARD, 2008). 

Por conseqüência, a presença de perigos iminentes promove nos animais reações 

comportamentais distintas, sendo que, em ratos, dependendo da distância do perigo, observam-se 

desde comportamentos de avaliação de risco e esquiva, até fuga e ataques defensivos 

(BLANCHARD; BLANCHARD, 1989; MAREN, 2007; MCGREGOR et al., 2004; 

MCNAUGHTON; CORR, 2004). 

Nos experimentos comportamentais realizados neste trabalho, observou-se que a 

exposição ao predador induziu congelamento e redução da atividade locomotora, conforme 

deduzido pelo aumento no tempo que os animais permaneceram imóveis, como também, pela 

redução no tempo de permanência e na distância percorrida pelos animais no compartimento 

próximo ao gato. Esses comportamentos são semelhantes aos observados por outros trabalhos 

descritos na literatura, os quais demonstraram, além desses efeitos, a redução de comportamentos 

não defensivos, como por exemplo, auto-limpeza (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006; 

BLANCHARD; BLANCHARD, 1989; CANTERAS et al., 1997; MOREIRA; GUIMARAES, 

2008). Embora a exposição ao gato seja um estímulo aversivo mais intenso, reações defensivas 

semelhantes também são observadas após indícios da presença do gato, como por exemplo, seu 

odor (BLANCHARD et al., 2005; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001; MCGREGOR 

et al., 2004). 

Corroborando nossa hipótese inicial, tanto a inibição glutamatérgica, quanto a nitrérgica 

na SCPdl foram capazes de atenuar as respostas defensivas promovidas pela exposição ao 

predador, sugerindo um efeito antiaversivo.  
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Há relatos na literatura de que a administração sistêmica de antagonistas de rNMDA 

atenuou as respostas defensivas observadas após a exposição ao odor do predador, como também 

bloqueou as alterações desencadeadas pelo estresse de exposição ao predador no modelo do LCE 

(ADAMEC et al., 1999; BLANCHARD et al., 1992; BLUNDELL; ADAMEC; BURTON, 

2005). Adicionalmente, Beijamini e Guimarães (2006) observaram que a administração de AP-7, 

por via i.c.v., reduziu as respostas comportamentais promovidas pela exposição ao gato. Efeitos 

do tipo ansiolítico também foram descritos em diferentes modelos de ansiedade após a 

administração de AP-7, em diversas estruturas do SNC relacionadas com o comportamento 

defensivo, como por exemplo, na SCPdl (GUIMARAES et al., 1991; JARDIM et al., 2005; 

JARDIM; GUIMARAES, 2004; MOLCHANOV; GUIMARAES, 2002). Em conjunto, esses 

dados sustentam a hipótese do envolvimento dos rNMDA na elaboração das respostas defensivas, 

possivelmente facilitando-as. 

Nesse sentido, a administração de glutamato ou de agonistas dos rNMDA em regiões 

relacionadas com comportamento defensivo como, por exemplo, a SCPdl induz respostas de 

fuga, seguidas de congelamento (AGUIAR; MOREIRA; GUIMARAES, 2006; BITTENCOURT 

et al., 2004; CARRIVE, 1993; KRIEGER; GRAEFF, 1985). Essas respostas foram 

acompanhadas por uma intensa ativação da proteína Fos em estruturas como o dmHVM, PMd, 

AHN, colículo inferior, núcleo dorsal da rafe e SCPdl (FERREIRA-NETTO; BORELLI; 

BRANDAO, 2005), as quais também são ativadas em resposta a outros estímulos aversivos e 

estão implicadas em diferentes componentes das reações de medo e ansiedade (DIELENBERG; 

HUNT; MCGREGOR, 2001; SILVEIRA; SANDNER; GRAEFF, 1993; SINGEWALD; 

SALCHNER; SHARP, 2003). Recentemente, verificou-se que os rNMDA da SCPd também 

estão envolvidos no comportamento defensivo de imobilidade tônica em cobaias, uma vez que a 

administração de um agonista glutamatérgico intra-SCPd reduziu esse comportamento e teve seu 



Discussão 79

efeito bloqueado pelo pré-tratamento com um antagonista de rNMDA, o MK-801 (RAMOS 

COUTINHO; DA SILVA; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2008).  

Devido à estreita relação existente entre o glutamato e o NO nos diferentes processos 

fisiológicos do SNC, diversas evidências sugerem que o NO, assim como o glutamato, também 

possa ser um importante fator que contribui para regulação da excitabilidade neuronial da SCPdl 

(LOVICK, 2000) e, conseqüentemente, na modulação de respostas relacionadas com o 

comportamento defensivo (CHIAVEGATTO; SCAVONE; CANTERAS, 1998; GUIMARAES et 

al., 2005; VOLKE et al., 1997). 

A administração sistêmica de 7-NI induziu efeitos do tipo ansiolítico em ratos em 

modelos de ansiedade distintos (VOLKE et al., 1997). Além disso, a administração intra-SCPd de 

inibidores da NOS ou de drogas que interferem com a neurotransmissão nitrérgica produz efeitos 

ansiolíticos no LCE (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2001; GUIMARAES et al., 

2005; GUIMARAES et al., 1994). Por outro lado, de maneira semelhante aos agonistas 

glutamatérgicos, a injeção nesta mesma região de doadores de NO induzem reações de fuga 

acompanhadas de intensa ativação neuronial (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2001; 

DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2000).  

Recentemente, Wultsch et al. (2007) demonstraram que animais knockout para a isoforma 

neuronial da NOS (nNOS) apresentaram redução nos níveis de ansiedade (WULTSCH et al., 

2007). Além disso, tanto a inibição farmacológica, quanto gênica da nNOS foram capazes de 

promover efeitos do tipo ansiolítico em camundongos, além de reduzir a concentração do 

hormônio liberador de corticotrofinas (CRH) induzido pelo stress neste modelo (WORKMAN et 

al., 2007). Adicionalmente, a administração de inibidores da nNOS intra-AmMe produziu efeitos 

ansiolíticos em dois modelos de ansiedade, o LCE e a caixa de claro-escuro. (FORESTIERO et 

al., 2006).  
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Nossos resultados, em conjunto com dados citados anteriormente, sustentam a hipótese de 

que a inibição do NO promove efeitos antiaversivos nas estruturas relacionadas com o 

comportamento defensivo, pois a administração de dois inibidores seletivos da nNOS intra-

SCPdl, o 7-NI e o NP, atenuou as respostas defensivas promovidas pela exposição ao predador.  

Aparentemente, o NP é um composto mais seletivo para a isoforma neuronial da NOS do 

que o 7-NI (ZHANG et al., 1997), porém em nossos experimentos, ambos compostos exerceram 

efeitos antiaversivos nas mesmas doses. Não optamos pela utilização do 7-NI nos experimentos 

subseqüentes, pois os animais controles que foram expostos ao gato não tiveram reduções 

significativas na distância percorrida pelos animais no compartimento próximo ao gato, 

sugerindo que o veículo do 7NI (DMSO 100%) estaria promovendo uma alteração da atividade 

exploratória desses animais. De fato, dados obtidos por Matheus et al. (1997) mostraram que, 

dependendo da concentração, a administração de veículos como o DMSO ou Tween-80 alterou 

significativamente a atividade exploratória de ratos expostos ao LCE (MATHEUS; DE-

LACERDA; GUIMARAES, 1997). Embora a dose de 1nmol/0.2μL de NP tenha reduzido 

significativamente o tempo de imobilidade dos animais expostos ao gato, nos outros parâmetros 

analisados no presente trabalho, essa dose não foi tão eficaz quanto à maior dose (100 nmol). 

Assim, decidimos utilizar o NP na maior dose nos experimentos subseqüentes.  

Considerando-se os dados imunoistoquímicos, observamos que a exposição ao gato 

induziu aumento de IR-Fos nos lados ipsi e contralateral da SCPdl, no PMd, nas porções 

magnocelular e parvocelular do  PVN e na AmMe. Porém, nessa última estrutura este efeito não 

foi estatisticamente significativo.     

  Esses dados corroboram resultados prévios da literatura, que mostram que a exposição a 

perigos iminentes, como a exposição ao gato ou a exposição de ratos a estímulos ameaçadores, 
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como o odor, induzem um aumento expressivo de Fos em áreas relacionadas com o 

comportamento defensivo como regiões da SCP, em neurônios de núcleos hipotalâmicos 

(Hipotálamo lateral, PMd  e PVN) e porção posteroventral da AmMe (BEIJAMINI; 

GUIMARAES, 2006; BLANCHARD et al., 2005; CANTERAS et al., 1997; CANTERAS; 

GOTO, 1999; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001). Foi também observado, após a 

exposição ao gato, o aumento da expressão do RNAm para c-fos no BNST, PMd, dmHVM, 

CPFM e AmMe (FIGUEIREDO et al., 2003). 

Nossos resultados também mostraram que, embora não tenha sido observada diferenças 

no número absoluto das células IR-NOS, a exposição ao gato promoveu aumento significativo 

das células nitrérgicas ativadas após exposição ao predador em ambos os lados da SCPdl, 

sugerindo que o NO possa modular as respostas de medo inato mediadas por esta região.    

A porção dorsal da SCP foi ativada após exposição ao gato em um modelo distinto ao 

empregado neste trabalho, sendo que essa ativação foi acompanhada por um aumento nos níveis 

de citrulina (medida indireta da formação de NO) e acúmulo do segundo mensageiro GMPc 

(CHIAVEGATTO; SCAVONE; CANTERAS, 1998). A ativação de neurônios nitrérgicos da 

SCPdl também foi observada em um estudo prévio realizado em nosso laboratório (BEIJAMINI; 

GUIMARAES, 2006).  

Ainda, considerando o envolvimento da neurotransmissão glutamatérgica e nitrérgica na 

elaboração das respostas defensivas, nossos resultados mostraram que tanto o AP-7, quanto o NP 

intra-SCPdl foram capazes de atenuar a ativação celular dessa região, como também reduzir a 

porcentagem de células nitrérgicas ativadas após a exposição ao predador. Esses dados 

corroboram dados prévios obtidos por nosso laboratório, que mostraram que a inibição da 

neurotransmissão glutamatérgica, por via i.c.v., também foi capaz de reduzir a ativação neuronial 

induzida após a exposição ao gato na SCPdl (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006). Em conjunto, 
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esses reforçam a hipótese de que a via rNMDA/NO também module as respostas promovidas por 

eventos aversivos. 

A exposição ao gato induziu ativação celular na AmMe, porém este efeito não foi 

significativo quando comparado com outros grupos, possivelmente devido à  grande variabilidade 

dos animais. Como essa região possui um grande número de fibras de neurônios nitrérgicos, 

como já previamente descrito por Beijamini e Guimarães (2006b), não foi possível realizar a 

quantificação de maneira confiável das células IR-NOS. Por este motivo, nós representamos os 

dados da dupla-marcação dessa estrutura em valores absolutos e diferentemente do observado 

previamente por Beijamini e Guimarães (2006b), em nosso trabalho a exposição ao predador não 

alterou o padrão de ativação de neurônios NOS positivos nesta região.  No entanto, o 

envolvimento dessa estrutura, em situações ameaçadores não pode ser descartado, pois a AmMe 

parece ocupar uma função central na integração das informações sensoriais relacionadas ao 

predador (CANTERAS; BLANCHARD, 2008).  

O odor do predador é processado no bulbo olfatório acessório (BOA) e não no bulbo 

olfatório principal, o que sugere que, no rato, o odor do predador seria mais um ferormônio do 

que um odor convencional (MCGREGOR et al., 2004). O BOA possui projeções principalmente 

para a amídala medial, a qual é fortemente ativada após a exposição ao predador e especialmente 

após a exposição ao odor, o que sugere que esta região amidaliana está envolvida no 

processamento de pistas ferormonais da presença do predador (BLANCHARD et al., 2005; 

CANTERAS; BLANCHARD, 2008; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001; 

MCGREGOR et al., 2004; MULLER; FENDT, 2006; UWANO et al., 1995).  Lesões 

excitotóxicas na AmMe, mas não no núcleo central da amídala, promoveram reduções 

significativas das respostas defensivas observadas com o odor do predador (LI; MAGLINAO; 

TAKAHASHI, 2004). Adicionalmente, este núcleo amidalóide, da mesma forma que o núcleo 
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central, possui importantes eferências para o hipotálamo e SCP (CANTERAS; SIMERLY; 

SWANSON, 1995; SAH et al., 2003), funcionando como uma conexão entre as áreas cerebrais 

neurovegetativas e as áreas corticais (SAH et al., 2003).  Resultados obtidos por Herdade et al. 

(2006) mostraram que o bloqueio reversível dessa região aumentou o limiar elétrico necessário 

para desencadear respostas de fuga pela SCPd e inibiu o comportamento de fuga no modelo do 

labirinto em T elevado, sugerindo um efeito antiaversivo e reforçando a importância da AmMe na 

regulação das respostas defensivas  (HERDADE et al., 2006).  Além disso, essa região 

amidaliana parece ser essencial para ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal após eventos 

estressores (DAYAS; BULLER; DAY, 1999).  

 O hipotálamo é uma região que é responsável pela integração de várias respostas 

autonômicas e comportamentais relacionadas com o comportamento defensivo (CANTERAS, 

2002). Dentre os núcleos hipotalâmicos envolvidos na elaboração das respostas relacionadas ao 

estresse, o PVN é uma estrutura complexa e necessária para desencadear respostas autonômicas e 

endócrinas para manutenção da homeostase e adaptação ao estresse por regular a secreção de 

vários hormônios (BENARROCH, 2005; HARBUZ; LIGHTMAN, 1992; SAWCHENKO; 

SWANSON, 1983). 

 Tanto a exposição ao gato (BLANCHARD et al., 1998; FIGUEIREDO et al., 2003), 

quanto ao odor de gato, aumentam os níveis plasmáticos de corticosterona e a expressão de 

RNAm para CRH no PVN de roedores (MORROW et al., 2000; PERROT-SINAL; 

OSSENKOPP; KAVALIERS, 1999).  Esse efeito também pôde ser observado no PVN e na 

amídala de ovelhas após a exposição a um predador natural, o cão (COOK, 2004).  

Nossos dados estão de acordo com a idéia do envolvimento do PVN em respostas 

relacionadas ao estresse, pois a exposição ao gato promoveu aumento das células IR-FOS 

principalmente no PVNp. Foi observado também que houve um aumento não significativo na 
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porcentagem das células duplamente marcadas nessa região. Esses dados diferem de dados 

anteriores obtidos em nosso laboratório, os quais mostraram a ativação dos neurônios nitrérgicos 

do PVNp após a exposição ao predador (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006). Apesar das 

diferenças encontradas, pode-se sugerir que o NO nesta estrutura module os sistemas 

neuroendócrinos durante as respostas aversivas. Neste sentido, observou-se que a utilização de 

outros estressores como, por exemplo, o estresse de imobilização promoveu o aumento da 

expressão da NOS no PVN (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2001) e ativação de 

neurônios nitrérgicos nessa região (AMIR; RACKOVER; FUNK, 1997). Essa ativação foi 

bloqueada pelo tratamento sistêmico com o 7-NI (AMIR; RACKOVER; FUNK, 1997).  Em 

nossos experimentos, apenas o tratamento com AP-7 atenuou a ativação celular induzida pela 

exposição ao predador.  

Além do PVN, os núcleos hipotalâmicos que constituem o circuito hipotalâmico de defesa 

(CHMD) também possuem uma importante função na iniciação de comportamentos motivados 

específicos (CANTERAS, 2002). A estimulação elétrica de estruturas que compõem o CHMD 

promove um padrão de respostas somatomotoras e autonômicas que se assemelham com as 

respostas comportamentais que os animais apresentam em situações ameaçadoras (BRANDAO et 

al., 1986; DI SCALA; SCHMITT; KARLI, 1984; SILVEIRA; GRAEFF, 1992). Lesões químicas 

nas regiões caudais do CHMD prejudicaram significativamente a expressão das respostas 

comportamentais defensivas desencadeadas pela presença de um predador. Esse prejuízo era mais 

evidente quando as lesões atingem especificamente o PMd (CANTERAS et al., 1997). 

Adicionalmente, a estimulação elétrica (YARDLEY; HILTON, 1986) ou microinjeções de 

antagonistas GABAérgicos na região do PMd (DI SCALA; SCHMITT; KARLI, 1984), 

promoveram respostas somatomotoras e autonômicas semelhantes às observadas quando os 
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animais estão frente a situações de perigo. Dessa forma, é sugerido que o PMd também possua 

uma importante função na elaboração das respostas incondicionadas. 

Considerando essas evidências, Blanchard et al. (2003) mostraram que lesões eletrolíticas 

nesse núcleo promoveram uma redução dramática na imobilidade, no comportamento de esquiva 

e nos comportamentos relacionados com avaliação de risco após a exposição ao estímulo (odor 

ou gato) (BLANCHARD et al., 2003).  

 Além das respostas comportamentais, observa-se que após a exposição a estímulos 

ameaçadores o PMd juntamente com a SCPdl apresenta intensa ativação neuronial (BEIJAMINI; 

GUIMARAES, 2006; BLANCHARD et al., 2005; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001; 

MCGREGOR et al., 2004; MCGREGOR et al., 2002). Nossos resultados corroboram os dados da 

literatura, além de mostrarem que a exposição ao gato promoveu ativação de neurônios 

nitrérgicos nesta estrutura. Curiosamente, o tratamento com o AP-7 e com o NP intra-SCPdl 

aumentou significativamente o padrão de ativação celular do PMd. Esses dados diferem do 

observado anteriormente por Beijamini e Guimarães em que a administração de AP-7 foi capaz 

de atenuar o padrão de ativação celular dessa região e em outras estruturas do sistema defensivo. 

No entanto, neste trabalho a droga foi administrada por via i.c.v, podendo atuar, portanto, nas 

várias estruturas do sistema de defesa, incluindo o próprio PMd (BEIJAMINI; GUIMARAES, 

2006). 

 Como já dito anteriormente, a exposição ao gato mobiliza o CHMD, principalmente o 

PMd (CANTERAS, 2003, 2002). Este núcleo recebe densas projeções dos outros componentes 

deste sistema e ocupa uma posição estratégica para acionar a SCP (CANTERAS et al., 1997; 

CANTERAS; RIBEIRO-BARBOSA; COMOLI, 2001). A SCPdl, por outro lado, recebe uma 

densa projeção do PMd (CANTERAS; SWANSON, 1992), o qual parece ser um amplificador do 

processamento neural no CHMD, desempenhando uma importante função na iniciação do 
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comportamento defensivo durante expressão de respostas inatas (BLANCHARD et al., 2003; 

COMOLI; RIBEIRO-BARBOSA; CANTERAS, 2000).  

A porção dorsal do CPFm (pré-limbico dorsal e cingulado anterior) parece estar associada 

com comportamentos motores, enquanto que a porção ventral do córtex pré-frontal (vCPFm, PrL 

ventral e IL) estaria envolvida na coordenação de respostas comportamentais relacionadas com o 

medo e ansiedade (BISHOP, 2007; VERTES, 2006). Nesse sentido, observa-se que as áreas do 

vCPFm projetam-se principalmente para regiões subcorticais como, por exemplo, complexo 

amidalóide, áreas hipotalâmicas e SCP (FLOYD et al., 2000; GABBOTT et al., 2005; PRICE, 

2007). Adicionalmente, vários estudos têm descrito aumento na expressão da proteína Fos no 

CPFm ventral durante a exposição à vários estressores, tais como, exposição ao LCE, ao predador 

(ou ao odor), a um ambiente novo ou estresse de imobilização (CANTERAS et al., 1997; 

CULLINAN et al., 1995; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001; DUNCAN; KNAPP; 

BREESE, 1996). Já a lesão dessa região produz resultados que variam entre aumento das 

respostas de medo, diminuição ou até nenhum efeito (BURNS et al., 1996; HEIDBREDER; 

GROENEWEGEN, 2003; JINKS; MCGREGOR, 1997; LACROIX et al., 1998; SAH et al., 

2003; WALL et al., 2004).  

Nossos resultados mostram que a exposição ao gato não promoveu diferenças no padrão 

de ativação celular no Cg, PrL e IL. Esses dados diferem de resultados prévios da literatura que 

observaram que a exposição ao predador, ou ao seu odor, promoveu aumento da proteína Fos 

principalmente nas regiões PL e IL do CPFm de ratos (CANTERAS et al., 1997; DIELENBERG; 

HUNT; MCGREGOR, 2001). 

Uma possível interpretação para tais resultados seria a de que além das diferenças 

experimentais empregadas, em situações intensas de perigo onde a fuga não é possível, ocorreria 

uma mudança do processamento neuronial de estruturas corticais para estruturas sub-corticais, 
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críticas para as respostas de perigo, como por exemplo, a SCPdl. Essa interpretação corrobora 

estudos que mostram que estruturas corticais não são necessárias para responder apropriadamente 

ao perigo (CORCORAN; QUIRK, 2007) e que as respostas de luta ou fuga são mediadas 

predominantemente por estruturas sub-corticais evolucionariamente preservadas, como a SCPd 

(BUTLER et al., 2007). Recentemente Mobbs et al. (2007) observaram em humanos a existência 

de uma configuração dinâmica nas estruturas que estão relacionadas com o perigo, incluindo a 

SCP. Esses autores observaram que circuitos neurais distintos estão envolvidos em situações de 

perigo distal e proximal e a ativação dessas estruturas cerebrais correlaciona-se com a experiência 

subjetiva do medo eliciado pelo perigo. Além disso, houve uma similaridade entre as regiões 

ativadas após a exposição a um predador virtual, com o padrão de ativação celular observado em 

modelos animais de esquiva defensiva e medo (MOBBS et al., 2007).  

Nesse sentido, a SCP é proposta como sendo a via final comum do sistema defensivo, 

mediando reações de luta ou fuga frente a situações de perigo iminente ou dor (BLANCHARD et 

al., 2005). Segundo Mcnaughton e Corr (2004), essa região é o componente mais caudal 

(subcortical) do sistema que controla a aproximação defensiva. Considerando essa possibilidade, 

os resultados de Mobbs et al. (2007) em humanos, mostraram uma estreita ligação entre o 

prosencéfalo e mesencéfalo, onde regiões mais corticais (como o vmPFC) controlam o 

comportamento quando o grau de perigo é pequeno, e nos níveis extremos de perigo, a SCP pode 

alterar e inibir os processos de controles mais complexos quando uma resposta mais rápida e 

obrigatória é requerida (MOBBS et al., 2007).  

Nossos dados são compatíveis com tais propostas, uma vez que a administração intra-

SCPdl de AP-7 ou NP foi capaz de abolir as respostas defensivas induzidas pela exposição ao 

predador sem reduzir significativamente o padrão de ativação celular em estruturas mais rostrais 

envolvidas na elaboração do comportamento de defesa, como o PMd. Ao contrário, esta última 
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apresenta um padrão de ativação celular ainda maior nos animais que receberam o tratamento 

com essas drogas do que nos animais que receberam salina e foram expostos ao gato. Em 

conjunto, estes resultados sugerem que, ao bloquearmos a aferência excitatória à SCP, 

prejudicamos a resposta defensiva (congelamento, esquiva) ao predador, fazendo com que o 

animal permaneça mais tempo próximo do mesmo. Esta proximidade com o predador, no 

entanto, poderia estar levando a uma maior ativação de áreas rostrais à SCP, como o PMd. 

Apesar das diversas evidências sugerindo a participação do PMd na modulação de medo 

inato, pouco foi estudado sobre os sistemas de neurotransmissores envolvidos nas respostas 

moduladas por este núcleo. Como esta região possui receptores ionotrópicos de glutamato 

(EYIGOR; CENTERS; JENNES, 2001) e células nitrérgicas (VINCENT; KIMURA, 1992) e 

parte dessas células nitrérgicas são ativadas durante a exposição ao gato (BEIJAMINI; 

GUIMARAES, 2006), nós hipotetizamos que, semelhantemente à SCPdl, a inibição da 

neurotransmissão glutamatérgica ou nitrérgica nessa região também atenuaria as respostas 

comportamentais induzidas pela exposição ao predador.  

De fato, nós observamos que o tratamento intra-PMd com AP-7 ou NP atenuou as 

respostas comportamentais observadas durante a presença do gato de maneira semelhante ao 

observado com a SCPdl, sugerindo que também nessa região o glutamato e o NO possam ser uns 

dos  neurotransmissores envolvidos nas respostas promovidas por esta estrutura. Esses resultados, 

corroboram dados obtidos recentemente por Canteras et al. (2008), que observaram que a 

administração bilateral de um antagonista de rNMDA intra-PMd bloqueou significativamente as 

respostas defensivas observadas durante a exposição ao predador (CANTERAS et al., 2008).   
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Os resultados do presente trabalho permitem as seguintes conclusões: 

 O bloqueio da neurotransmissão glutamatérgica ou nitrérgica intra-SCPdl promoveu 

efeitos anti-aversivos no modelo de exposição ao gato; 

 Esses efeitos foram acompanhados de redução na expressão da proteína Fos e nos 

neurônios nitrérgicos ativados nessa região, sem alterar ou até mesmo aumentar, o padrão 

de ativação celular observado em outras estruturas envolvidas com o comportamento de 

defesa, como o PMd.  Assim, podemos sugerir que embora o bloqueio de aferências 

excitatórias à SCP atenue as respostas comportamentais desencadeadas pela presença do 

predador, a presença do estímulo aversivo ainda é detectada por estruturas mais rostrais 

importantes na elaboração desses comportamentos;   

 De maneira semelhante ao observado com a SCPdl, o bloqueio da neurotransmissão 

glutamatérgica ou nitrérgica do PMd promoveu efeitos anti-aversivos, sugerindo que  

esses neurotransmissores também são importantes na modulação das respostas defensivas  

promovidas por esta estrutura. 
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Abstract 
 
Exposure to an innate fear stimulus induces activation of neurons containing the neuronal 

isoform of the enzyme nitric oxide synthase (nNOS) in brain regions related to defensive 

behavior including the dorsolateral periaqueductal grey (dlPAG). NOS inhibitors and 

glutamate antagonists injected into the dlPAG induce anxiolytic-like responses. The aim of 

this study was to verify the involvement of NO and glutamate neurotransmission in defensive 

reactions modulated by dlPAG. First, we tested the hypothesis that intra-dlPAG injections of 

the glutamate antagonist, AP7, or the selective nNOS inhibitor, N-propy-L-arginine (NP), 

would attenuate behavioral responses and cellular activation induced by predator exposure 

(cat). c-Fos expression was employed as a marker of neuronal functional activation whereas 

nNOS immunohistochemistry was used to detect the presence of NOS neurons. Cat exposure 

induced fear responses that were accompanied by an increase of c-Fos cells in the dlPAG, 

dorsal premammillary nucleus (PMd) and periventricular nucleus. It also increased the 

percentage of double stained cells (% DS) in the dlPAG and PMd. NP and AP7 attenuated the 

behavioral responses and cat-induced cellular activation in the dlPAG but increased c-Fos 

expression and % DS in the PMd. Altogether these results indicate that glutamate/NO 

mediated neurotransmission in the dlPAG is essential in responses elicit by predator exposure. 

Blocking these neurotransmitter systems in this brain area impairs defensive responses. The 

greater time spent near the predator that follows this effect could be responsible for an 

increased cellular activation of the PMd, a more rostral brain area closely related to these 

defensive responses.  

 

Key Words: defensive behavior, cat exposure, glutamate and nitric oxide 
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Introduction  

Rats exposed to a predator exhibit unconditioned behaviors characterized by alertness, 

freezing, fight/flight reactions, analgesia and autonomic changes (Blanchard and Blanchard 

2008; Blanchard et al. 1990). Since these behaviors are innate and easily evoked in the 

laboratory, they have been extensively used to investigate the neural substrate mediating 

emotional responses to threatening stimuli (Blanchard et al. 2003a; Hendrie et al. 1996; 

Rodgers 1997). In this way, experiments employing Fos protein as a marker of neural 

activation has unveiled a network of interconnected brain regions comprising that the medial 

amygdala (MeA), various medial hypothalamic structures and the periaqueductal gray (PAG) 

(Beijamini and Guimaraes 2006b; Canteras et al. 1997; Canteras and Goto 1999) that is 

activated by predator exposure (Beijamini and Guimaraes 2006b; Canteras and Goto 1999; 

Dielenberg et al. 2001; Dielenberg et al. 2004). This neural system may constitute the neural 

basis of psychiatric disorders such as anxiety, panic and post-traumatic stress (McNaughton 

and Corr 2004; Sewards and Sewards 2002). Several studies have also suggested that these 

defensive responses are mediated or modulated by neurotransmitters such as glutamate, 

serotonin, GABA and neuropeptides (Adamec et al. 1999; Blanchard et al. 1992; McGregor et 

al. 2004; Moreira and Guimaraes 2008). More recently, nitric oxide (NO) has also been 

proposed to modulate these behaviors. In the central nervous system (CNS) NO is synthesized 

by the neuronal nitric oxide synthase (nNOS) enzyme (Bredt and Snyder 1994). This enzyme 

is activated by calcium influx trough glutamate N-methyl-D-aspartate receptors (rNMDA), 

indicating a close relationship between NO and glutamate-mediated neurotransmission (Bredt 

and Snyder 1994).   

nNOS neurons are located in several regions related to defensive behaviors, including the 

dorsolateral columns of PAG (dlPAG) (Onstott et al. 1993; Vincent and Kimura 1992). Intra-

dlPAG injection of NO donors and glutamate agonists induces flight reactions similar to 
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unconditioned fear responses to proximal danger (Aguiar et al. 2006; Bittencourt et al. 2004; 

Krieger and Graeff 1985). Moreover, predator exposure increases NO production 

(Chiavegatto et al. 1998) and induces Fos expression in NADPH-d positive neurons (a marker 

of NOS presence) in this region, an effect prevented by i.c.v. injection of a glutamate NMDAr 

antagonist  (Beijamini and Guimaraes 2006b). These results suggest that NO and glutamate 

play an important role in aversive behaviors that involve the dlPAG. Corroborating this 

proposal, local injection of NOS inhibitor and glutamate antagonists induces anxiolytic effects 

in animal models of anxiety such as the elevated plus-maze (EPM) (Guimaraes et al. 1991; 

Guimaraes et al. 1994). However, the effects of local dlPAG blockade of NMDA- or NO-

mediated neurotransmission on the behavior responses and cellular activation induced by 

predator exposure has not yet been tested. The aim of the present study, therefore, was to test 

the hypothesis that the injection of N-propyl-L-arginine (NP), a selective nNOS inhibitor, or 

AP7, a glutamate NMDAr antagonist, into this region would attenuate defensive responses 

induced by exposure to a live cat and modify c-Fos expression and activation of nNOS 

containing neurons in regions related to defensive behavior. 

 

2. Methods 
 
2.1. Subjects 

Subjects were adult male Wistar rats (220–240 g) obtained from the colony of pathogen-free 

rats maintained by the Pharmacy School of Ribeirão Preto, University of Sao Paulo. The 

animals were housed in groups of four with free access to food and water in a temperature-

controlled room (24 ◦C) with a 12 h light/dark cycle. An adult male cat (3 kg), kept at the 

animal farm of our University Campus with free access to food and water, was used 

throughout the study. A white dummy cat, of approximately the same size of the live cat, was 

used as control. The experiments were carried out according to the Brazilian Society of 
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Neuroscience and Behavior guidelines for care and use of Laboratory animals and all efforts 

were made to minimize animal suffering. The experiment protocol was approved by the local 

Ethical Committee (062-2004). 

 

2.2. Drugs 

2-Amino-7-phosphonoheptanoic acid (AP7; 2 nmol/0.2 µL TOCRIS - Ellisville, Missouri; USA), a 

glutamate NMDA-receptor antagonist and N-propyl-L-arginine (NP; 1, 10 and 100 nmol/0.2 

µL; TOCRIS - Ellisville, Missouri; USA), a selective nNOS inhibitor, were used. The drugs 

were dissolved in sterile isotonic saline.  The dose of AP7 was chosen based on  a previous 

studies showing anxiolytic-like effects in the elevated plus-maze and Vogel tests (Molchanov 

and Guimaraes 2002; Resstel et al. 2008). Although several reports have investigated the 

effects of NOS inhibitors in the dlPAG (Calixto et al. 2008; Guimaraes et al. 1994; Wang et 

al. 2001), neither of them employed a selective nNOS inhibitor such as NP. To find the best 

dose of NP to be used in the subsequent experiment, we initially tested several doses. These 

doses were based on previous results obtained after intra-medial prefrontal cortex 

administration (Resstel et al. 2008). 

 

2.3. Apparatus 

The observation box consisted of a rectangular arena (80cm x 22cm x 50cm) with Plexiglas 

walls and a metal grid floor. It was divided into two compartments by a metal grid wall. 

During the experimental session the rat was placed in the compartment opposite to the live or 

dummy cat. The rat compartment was divided into two equal parts (close and distant to the cat 

compartment) by an imaginary line. 
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2.4. Surgery and intra-dlPAG injection 

The rats were anaesthetized with 2.5% 2,2,2-tribromoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

USA, 10 ml/kg, IP), placed in a stereotaxic frame (David Kopf, USA) and unilaterally 

implanted with a stainless steel guide cannula (11 mm, length) aimed at the dlPAG 

(coordinates: coordinates: AP=0 from lambda, L=1.9 mm, D=4.0 mm below the surface of the 

skull) (Paxinos and Watson 1997). The cannula was attached to the bones with stainless steel 

screws and acrylic cement. An obturator inside the guide cannula prevented obstruction. 

Seven days after surgery, intra-dlPAG injections were performed with a thin dental needle 

(0.3 mm, o.d.) introduced through the guide cannula until its tip was 1mm below the cannula 

end. A volume of 0.2 μL was injected during 30 s using an infusion pump (KdScientific). The 

movement of an air bubble inside the PE 10 polyethylene tubing connecting the pump to the 

dental needle confirmed drug flow. The drugs were injected ten minutes before the exposure 

to the observation box.  

2.5. Behavioral procedure 

2.5.1. Experiment 1 

The animals were divided into two experimental groups: exposed to the dummy or to the live 

cat. During 3 days the animals were daily handled by the experimenter for 5 min and 

habituated to the observation box for 10 min. In the fourth day, ten minutes after intra-dlPAG 

injections of the vehicle or NP (1, 10 or 100 nmol/0.2μL), the animals were placed into the 

observation box and exposed to the dummy or to the live cat for 10 min. After each trial the 

observation box was carefully cleaned with an alcohol solution. To prevent eventual cat smell 

interference, exposure to the live cat always followed that of the dummy cat. 

2.5.2 Experiment 2 

The experimental sessions took place seven days after surgery. The animals were divided into 

five experimental groups: (I) naïve (II) saline + exposure to the dummy cat, (III)  NP + 
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exposure to the dummy cat, (IV) saline + exposure to the live cat and (V)  NP + exposure to 

the live cat. During three days all the animals but those from the naïve group were daily 

handled by the experimenter for five minutes and habituated to the observation box for ten 

minutes. In the fourth day, the animals received the intra-dlPAG injections and ten minutes 

later were exposed to the dummy cat or to the live cat for ten minutes. After each trial the 

observation box was carefully cleaned with an alcohol solution. The naïve group remained 

undisturbed in the home cages until the perfusion.  

2.5.3 Experiment 3 

The procedure was similar to experiment 2 except that the experimental groups were: (I) 

naïve (II) saline + exposure the dummy cat (III) AP7+ exposure the dummy cat (IV) saline + 

exposure the cat (V) AP7 + exposure the live cat. 

 
All sessions were videotaped and later analyzed with the help of the Ethovision (Version 1.9, 

Noldus, The Netherlands) software. The program detected the animal position in the 

observation box and calculated the time spent and the distance moved in the area near to the 

cat compartment. The immobility time (freezing) was considered as the cessation of the 

movements except those associated with breathing and was analyzed manually by an observer 

that was blind to the animal’s treatment.  

 

2.7 Histology 

After the behavioral tests rats from experiment 1 were sacrificed under deep urethane (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO USA, 5 ml/kg, IP) anesthesia and perfused through the left ventricle 

of the heart with isotonic saline followed by 10% formalin solution. After that, a dental needle 

was inserted through the guide cannula and 0.2 μL of fast-green was injected. The brains were 

removed and after a minimum period of 3 days immersed in a 10% formalin solution, 50 μm 

sections were obtained in a Cryostat (Cryocut 1800). The injection sites were identified in 
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diagrams from the Paxinos and Watson's atlas (Paxinos and Watson 1997). The injection sites 

can be seen in Figure 1. Rats that received injections outside the aimed area were excluded 

from analysis. 

  

2.8. c-Fos and nNOS double- immunohistochemistry 

Two hours after exposure to the observation box the animals from experiments 2 and 3 were 

anaesthetized with an overdose of urethane and perfused transcardially with saline followed 

by 4% paraformaldehyde in 0.05M Tris phosphate buffer (TBS, pH 7.4). Brains were 

removed and post fixed over 2 h in paraformaldehyde and stored for at least 30h in 30% 

sucrose for cryoprotection. Coronal sections (40μm) were obtained in duplicate in a cryostat. 

The sections were first processed for c-Fos immmunohistochemistry as previously described 

(Beijamini and Guimaraes 2006a; Beijamini and Guimaraes 2006b; de Oliveira et al. 2000). 

Briefly, tissue sections were washed and incubated overnight at room temperature with rabbit 

IgG (1/1000 into TBS, sc 52, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), which 

was raised against an amino-acid sequence of the N-terminal region of the peptide an 

specifically recognizes c-Fos. After incubation in the primary antiserum, the tissue sections 

were washed in TBS and sequentially incubated with a biotinilated goat anti-rabbit IgG 

(1:1000 into TBS). Sections were then processed by the avidin-biotin immunoperoxidase 

method (Vectastain ABC kit, Vector Lab, Burlingame, CA, USA). c-Fos immunoreactivity 

(FLI) was revealed by the addition of the chromogen diaminobenzidin (Sigma -Aldrich, St. 

Louis, MO USA, into TBS, H2O2 0.02% and nickel ammonium sulfate 1%) and visualized as 

a black reaction product inside the neuronal nuclei. After the c-Fos immunohistochemistry 

assay the same tissue sections were processed for nNOS immunohistochemistry. The sections 

were incubated as mentioned before, except that the primary aniserum was rabbit IgG (1/1000 

into TBS, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) which was raised against C-
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terminus of nNOS. nNOS immunoreactivity (nNOSIR) was revealed by the addition of the 

chromogen diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA; into TBS, H2O2 0.02%) 

and visualized as a brown reaction product inside the neuronal cytoplasm.  

 

2.9 Analysis 
 
Since the variances between groups were not homogenous the behavioral data were analyzed 

by the non-parametric Kruskal–Wallis test followed by Mann–Whitney U test. The 

significance level was set at p < 0.05. Only animals with cannula located inside the dlPAG 

were considered in the analysis. 

The identification method of double-stained cells was similar to that described in previous 

works (Beijamini and Guimaraes 2006a; De Oliveira et al. 2001). The number of FLI, 

nNOSIR and doubled-stained cells were manually counted with the help of a computerized 

image analysis system (Image Pro-Plus 4.0, Media Cybernetics) to capture the images. An 

observer blind to group assignment performed the analysis. For each group one section from 

each animal was evaluated. All stained cells in the whole area of each brain region of 

interested were recorded. The areas of the analyzed regions were calculated and the results 

expressed as the number of positive cells/0.1mm2. Double-stained cells were represented as 

percentage of nNOSIR cells. Neuroanatomical sites were identified with the help of the 

Paxinos and Watson’s atlas (Paxinos and Watson 1997). The anterior–posterior (AP) 

localization from bregma of the analyzed regions were as follows: cingulated cortex 1 (Cg 1, 

AP: 2.7 mm), infralimbic cortex (IL, AP: 2.7 mm), prelimbic cortex (PrL, AP: 2.7 mm), 

medial amygdaloid nucleus (MeA, AP: −2.80 mm), lateral magnocellular part (PVNm, AP: 

−1.80 mm) and ventral part (PVNp, AP: −1.80 mm) of periventricular hypothalamic nucleus, 

dorsal premammillary nucleus of hypothalamus (PMd, AP: −4.16 mm), dorsolateral 

periaqueductal gray (dlPAG, AP:−7.04 mm). The immunohistochemistry data were analyzed 
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by the non-parametric Kruskal–Wallis test followed by Mann–Whitney U test. The 

significance level was set at p < 0.05. 

In addition, in order to investigate if cat closeness was associated with neural activation in the 

PMd, a Pearson’s analysis was performed with the rats exposed to the cat correlating the 

density of FLI cells and double-stained cells with the time spent near the cat.  

 

3 Results 
 
3.1 Experiment 1 

 

Exposure to a live cat for 10 minutes induced a significant fear reaction reflected by a 

reduction in the distance moved in the compartment near the cat (H4= 11.11, Kruskal-Wallis 

p=0.0253; Figure 2A) and by increased freezing behavior (H4= 13.03, Kruskal-Wallis 

p=0.011; Figure 2C). The highest dose of NP (100 nmol) increased the distance moved in this 

compartment (Mann-Whitney; p<0.05, Figure 2A) and it also reduced freezing behavior 

(Mann-Whitney, p<0.05; Figure C). The smallest dose of NP (1 nmol) also significantly 

reduced freezing behavior (Mann-Whitney, p<0.05; Figure 2) but the other parameters 

analyzed were not different from the live cat group. For this reason, we choose the dose of 

100 nmol to use in the subsequent experiment.   

3.2 Experiment 2 

As in the previous experiment, rats exposed to a live cat exhibited a significant fear reaction, 

reflected by a reduction in the distance moved in the compartment near the cat (H3= 12.33, 

Kruskal-Wallis p=0.006; Figure 3) and in the time spent in this compartment (H3= 10.32, 

Kruskal-Wallis p= 0.016; Figure 3). These animals also displayed increased freezing behavior 

when compared to those exposed to the dummy cat (H3= 16.451, Kruskal-Wallis p=0.0009; 

Figure 3).  NP pre-treatment in the dlPAG significantly increased the distance moved by the 
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animals in the compartment near the cat and reduced freezing behavior induced by predator 

exposure as compared to saline/cat group (Mann-Whitney, p<0.05).  

The immunohistochemistry results can be seen in Table 1. Exposure to the live cat induced a 

significant increase in FLI cells compared to naïve group in the ipsi (H4= 15.43, Kruskal-

Wallis p= 0.0039) and in the contralateral (H4= 10.32, Kruskal-Wallis p= 0.0354) sides of the 

dlPAG, in the PMd (H4= 9.60, Kruskal-Wallis p= 0.048) and in the PVNm  (H4= 12.20, 

Kruskal-Wallis p= 0.016). There were no differences for FLI cells in PVNp, MeA, PrL, IL 

and Cg1. Additionally there was no difference among groups in the number of nNOS positive 

cells in any of the analyzed structures. 

Predator exposure also induced a significant increase in the percentage of double-stained cells 

compared to naïve in the contralateral side of the dlPAG (H4= 12.43, p=0. 0145) and in the 

PMd (H4= 9.60, p= 0.048). There were no differences between groups for double-stained cells 

in the PrL, IL, Cg1, PVNp and PVNm and in the ipsilateral dlPAG.  

Due to the intense packing of nNOS cells and fibers processes in the MeA quantification of 

these positive cells was not possible. As a consequence, the number of double-stained cells in 

this area was represented as an absolute number.  No difference was found among groups. 

NP treatment in the dlPAG attenuated the increase in FLI induced by predator exposure in 

both sides of the dlPAG and in the PVNm. The drug also induced a significant decrease in the 

percentage of double-stained cells compared to the saline cat/group in the contralateral dlPAG 

(Mann-Whitney, p<0.05). On the other hand, in the PMd intra-dlPAG NP administration 

induced a significant increase in FLI (Mann-Whitney, p<0.05) and in double-stained cells 

(Mann-Whitney, p<0.05) compared to saline/dummy exposed rats. There were no significant 

effects in the other structures quantified.     
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Experiment 3 

As previously observed, rats exposed to a live cat exhibited a significant fear reaction 

reflected by a reduction in time spent (H 3= 17.64, Kruskal-Wallis p= 0.0005; Figure 4) and in 

distance moved in the compartment near the cat (H 3= 27.31, Kruskal-Wallis p= 0.0001; 

Figure 4). As in the previous experiments, these animals also displayed increased freezing 

behavior when compared to the dummy cat (H 3= 27. 37, Kruskal-Wallis p= 0.0001; Figure 

4).  AP7 pre-treatment in the dlPAG reduced the behavioral consequences of predator 

exposure in all parameters quantified (Figure 4). 

The immunohistochemistry results can be seen in Table 2. Similar to the results of 

Experiment 2, exposure to the live cat induced a significant increase in FLI cells compared to 

naïve group in the ipsi (H4= 21.46, Kruskal-Wallis p= 0.0003) and in the contralateral (H4= 

9.53 , Kruskal-Wallis p= 0. 049) side of the dlPAG, in the PMd (H4= 11.87, p= 0.018) and in 

the PVNp (H4= 9.19, Kruskal-Wallis p= 0.056). There were no differences for FLI cells in 

MeA, PVNm, PrL, IL and Cg1. Additionally, there was no difference among groups in the 

number of nNOS positive cells in any of the analyzed structures. 

Predator exposure also induced a significant increase in the percentage of double-stained cells 

compared to naïve in the ipsi (H4=17.1391, Kruskal-Wallis p=0.0018). There were no 

differences between groups for double-stained cells in the PrL, IL, Cg1, PVNp, PVNm and in 

the contra-lateral side of the dlPAG.  

AP7 treatment significantly attenuated the increase in FLI (Mann-Whitney, p<0.05) and 

double-stained cells induced by predator exposure in the ipsilateral dlPAG. Although there 

was a trend for a reduction in the contralateral dlPAG, PVNp and PVNm, the AP7/cat group 

was not different from the control groups.     
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Similar to the results obtained with NP, in the PMd AP7 induced a significant increase in FLI 

(Mann-Whitney, p<0.05) and in the percentage of double-stained cells (Mann-Whitney, 

p<0.05) compared to saline/cat group.     

A Pearson’s correlation analysis with all the 15 animals with sessions containing the PMd that 

were exposed to the cat showed that the time spent near the cat correlated with both the 

density of FLI cells (r=0.7597, p=0.001; Figure 5) and the percentage of double-stained cells 

(r=0.6057, p=0.017; Figure 5, lower panel), meaning that the near the predator the higher the 

neural activation of the PMd. 

 

Discussion 

Cat exposure produced a robust fear reaction, characterized by freezing behavior and 

avoidance of the area near the predator compartment. These results are in agreement with 

previous data reporting reduction in overall locomotor activity after live cat exposure 

(Beijamini and Guimaraes 2006b; Blanchard and Blanchard 1989; Canteras et al. 1997; 

Moreira and Guimaraes 2008). In accordance with our hypothesis, microinjection of NP or 

AP7 into the dlPAG significantly reduced defensive behavior induced by predator exposure. 

These data indicate that the blockade of nitrergic or glutamatergic neurotransmission in the 

dlPAG is able to attenuate the effects of predator exposure.  

These results corroborate a previous work from our group showing that i.c.v. microinjection 

of AP7 attenuated the behavioral consequences of live cat exposure (Beijamini and 

Guimaraes 2006b). Similar results were obtained after systemic administration of the non-

competitive NMDA receptor antagonist MK801, which produced a reduction in defensiveness 

behavior of rats exposed to a cat (Blanchard et al. 1992). Moreover, systemic administration 

of AP7 blocked the long-lasting increase in anxiety-like behavior produced by predator 

exposure (Adamec et al. 1999).  Additionally, it was also observed the involvement of 
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NMDA receptors in the defensive behavior modulated by the dorsal PAG in guinea pig 

(Ramos Coutinho et al. 2008). Although there were no reports showing the effects of NOS 

inhibitors in this model, several studies have detected anxiolytic-like effects of these drugs 

after systemic or intra-PAG administration [for review, see (Guimaraes et al. 2005)]. 

Furthermore, exposure to a predator activates neurons containing NOS in brain areas related 

to defensive reactions, including the dlPAG (Beijamini and Guimaraes 2006b; Moreira and 

Guimaraes 2008).   

In the present study, cat exposure induced an increase in c-Fos expression in the dlPAG, PMd 

and PVN. These effects are in agreement with other studies showing that threatening stimuli 

such as live predator or its odor result in an increase in the number of c-Fos positive cells in 

the PAG and hypothalamic nuclei (Beijamini and Guimaraes 2006b; Blanchard et al. 2005; 

Canteras et al. 1997; Canteras and Goto 1999; Dielenberg et al. 2001). These structures, 

together with the medial amygdala, comprise the circuitry responsible for integrating innate 

fear responses. In line with this view, the dlPAG is activated by different stressful stimuli, 

including immobilization (Cullinan et al. 1995), exposure to a novel open field (Nagahara and 

Handa 1997), foot shocks (Campeau et al. 1997b) and audiogenic stress (Campeau et al. 

1997a). Although no significant differences in the number of nNOS positive cells were found, 

cat exposure significantly increased the percentage of double-stained cells in the dlPAG. 

These results agree with previous reports from our group (Beijamini and Guimaraes 2006b; 

Moreira and Guimaraes 2008) and suggest that innate fear reactions involve activation of NO 

producing neurons in this region. Corroborating this proposal, increased levels of citrulline 

(an indirect measure of the formation of NO) and cGMP in the dorsal periaqueductal gray 

have been reported  after predator exposure (Chiavegatto et al. 1998).   

Microinjections of AP7 or NP into the dlPAG reduced local cellular activation induced by cat 

exposure. These effects were also accompanied by a reduction in the percentage of double-
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stained cells. These data are in agreement with our previous work showing reduction of 

neuronal activation after blockade of glutamate NMDA receptors by i.c.v. administration of 

AP7.  

Live cat exposure also induces a significant increase in c-Fos immunoreactivity and in the 

percentage of double-stained cells in the PMd. This structure is a component of the medial 

hypothalamic defense zone proposed to be essential for responses to a predatory threat 

(Canteras 2003; Canteras and Blanchard 2008; Canteras et al. 2008; Canteras et al. 2001). In 

line with this view,  this hypothalamic site is strongly activated after predator cues (Beijamini 

and Guimaraes 2006b; Canteras et al. 2001; Dielenberg et al. 2001). Moreover, electrolytic or 

excitotoxic lesions of the PMd in rats severely reduced defensives response to a live cat and 

its odor (Blanchard et al. 2003a; Blanchard et al. 2003b; Canteras et al. 1997). Interestingly, 

in the present study animals that received AP7 or NP into the dlPAG and were exposed to live 

cat showed a greater c-Fos expression and increased number of activated nitrergic neurons in 

the PMd. These results are different from those previously obtained by our group, which 

showed that i.c.v. administration of AP7 attenuated the cellular consequences of predator 

exposure in the PMd and in other structures related with defensive behavior (Beijamini and 

Guimaraes 2006b). One possibility for this discrepancy is that in the first study the drug was 

administrated i.c.v , probably reaching the PMd and diverse other structures related to 

defensive system. In the present experiment the local blocked of NMDA- or nitric oxide-

mediated neurotransmission in the dlPAG, by attenuating the predator-induced defensive 

responses, increased the time the animal remained near the cat. Since the PMd has been 

proposed as an amplifier of defensive responses to predators (Canteras and Blanchard 2008; 

Canteras et al. 2008), this latter effect could help to explain the apparent paradox of a higher 

activation of a brain structure closely related to defensive responses in animals displaying 

reduced fear signals. This possibility is reinforced by the significant positive correlation 
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between proximity to the cat and neural activation of the PMd. The significant correlation 

between the number of double-labeled cells and time near the cat also suggests that NO-

mediated neurotransmission could modulate defensive responses to a predator in this nucleus.  

Cat exposure also induced activation of the PVN, a complex structure responsible for 

maintenance of individual homeostasis and integrates behavioral, autonomic and endocrine 

responses to stress, modulating the release of corticotrophin releasing hormone (CRH), 

oxytocin and vasopressin (Benarroch 2005; Harbuz and Lightman 1992; Sawchenko and 

Swanson 1983). Rodents exposed to a live cat or to its odor displayed increases in plasmatic 

levels of corticosterone and increases CRH mRNA in the PVN (Morrow et al. 2000; Perrot-

Sinal et al. 1999). Despite contradictory results, most studies support the hypothesis that NO 

modulates the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis by stressors. Moreover, 

restraint stress induces an increase in NOS expression (De Oliveira et al. 2001) and activates 

NOS neurons in the PVN (Amir et al. 1997). This activation was blocked by pre-treatment 

with a NOS inhibitor, 7NI (Amir et al. 1997). Probably reflecting a decreased stress response, 

in our work the cellular activation induced by the live cat in the PVN was attenuated by intra-

dlPAG administration of AP7.    

Several studies have suggested that the MeA is involved in innate fear responses during 

encounters with a predator (Blanchard et al. 2005; Canteras and Blanchard 2008; Dielenberg 

et al. 2001; McGregor et al. 2004; Muller and Fendt 2006).  The posteroventral part of the 

MeA, which is a component of the vomeronasal pathway, seems to be particularly related to 

the processing pheromone-like of predator odor (Canteras and Blanchard 2008; McGregor et 

al. 2004). Moreover, excitotoxic lesions in the MeA induced a significant reduction in 

unconditioned fear related to predator odor (Li et al. 2004).  In the present study, however, we 

failed to replicate the increase in MeA activation after predator exposure. Although we have 

no explanation for this lack of activation, there was a clear trend in this direction, suggesting 
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that the higher data variability observed in cat-exposed animals compared to controls could 

have prevented the differences to become significant.   

Among other structures related to defensive reactions the medial prefrontal cortex (mPFC) 

has been implicated in fear and anxiety-related processes (Resstel et al. 2006b; Vertes 2006). 

The ventral regions of the mPFC (PL/IL) have been functionally linked to subcortical 

structures related to defensive behavior such as the amygdala, hippocampus, hypothalamus 

and PAG (Floyd et al. 2000; Gabbott et al. 2005; Price 2007). In addition, exposure to 

different stressful stimuli such as EPM, novel-environment, immobilization and predator 

exposure increases Fos expression in the PL (Canteras et al. 1997; Cullinan et al. 1995; 

Dielenberg et al. 2001; Duncan et al. 1996).  

In the present study no cellular effects were detected in the mPFC. Although several pieces of 

evidence indicate the involvement of this region in the modulation of defensive responses, its 

precise role is still controversial. For example, studies employing lesions of the mPFC have 

showed increase, decrease or no change in anxiety-like responses (Burns et al. 1996; 

Heidbreder and Groenewegen 2003; Jinks and McGregor 1997; Lacroix et al. 1998; Sah et al. 

2003; Shah and Treit 2003; Wall et al. 2004).  The mPFC seems to be also important for the 

expression of contextual fear (Corcoran and Quirk 2007; Resstel et al. 2008; Resstel et al. 

2006a) but not for the expression of innate fear (Corcoran and Quirk 2007). One possibility to 

explain these findings is that under high-threat situations, where avoidance is impossible, a 

shift from cortical to subcortical processing during danger occurs. In support to this 

possibility, several studies have shown that fight or flight behaviors are essentially mediated 

by philogenetically older sub-cortical structures such as the dorsal periaqueductal gray 

(Mobbs et al. 2007; Sewards and Sewards 2002). This structure has been assigned in the 

lowest level of control of the defensive system, coordinating defensive behaviors to proximal 

threatening stimuli (Blanchard et al. 2005; McNaughton and Corr 2004). Corroborating this 
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possibility Mobbs et al (2007), using a virtual predator model in volunteers, showed that brain 

activation shifts from the ventromedial prefrontal cortex to the central amygdala and 

periaqueductal gray as the predator gets closer to the subject (Mobbs et al. 2007). These 

results reinforce the proposal that cortical structures such as the mPFC organize defensive 

behaviors when the threat is remote. Proximity to the threat, on the other hand, would engage 

the dorsal PAG and inhibit cortical structures (Mobbs et al. 2007).  Our results, by showing 

that injection of a glutamate antagonist or a NOS inhibitor into the dlPAG attenuated the 

defensive behaviors induced by predator exposure, are in agreement with this hypothesis.  

In conclusion, our results suggest that glutamate- and NO-mediated neurotransmission in the 

dlPAG play an essential role in responses elicit by predator exposure. Blocking these 

neurotransmitter systems in this brain area impairs defensive responses. The greater time 

spent near the predator that follows this effect could be responsible for an increased cellular 

activation of the PMd, a more rostral brain area that is also closely related to these defensive 

responses. 
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Figure Legends 

Figure 1: Histological localization of injection sites from experiment 1 in diagrams based on 

the atlas of Paxinos & Watson, 1997. Closed and open circles represent the injection sites 

inside and outside the dlPAG, respectively. 

  

Figure 2: Effects of NP (1, 10 or 100 nmol/0.2 µL) injected into the dlPAG in the distance 

moved (cm) and time spent (s) in the compartment near the cat and in immobility time (s) 

after exposure to a live cat for 10 min. Data represented the means ± S.E.M. of 3-5 animals 

per group (* p<0.05 compared to toy cat and # p<0.05 compared to live cat, Kruskal-Wallis 

followed by Mann-Whitney test).  

 

Figure 3: NP (100 nmol/0.2 µL) injected into the dlPAG increased the distance moved (cm), 

time spent (s) in the compartment near the cat and immobility time (s) after exposure to a live 

cat. Data represented the means ± S.E.M of 4-6 animals per group (* p<0.05 compared to 

dummy cat and # p<0.05 compared to live cat, Kruskal-Wallis followed by Mann-Whitney 

test). 

 

Figure 4: AP7 (2 nmol/0.2 µL) injected into the dlPAG increased the distance moved (cm) 

and time spent (s) in the compartment near the cat and immobility time (s) after exposure to a 

live cat. Data are represented by mean ± S.E.M of 9-10 animals per group (* p<0.05 

compared to dummy cat and # p<0.05 compared to live cat, Kruskal-Wallis followed by 

Mann-Whitney test). 

 

Figure 5: Correlations between time spent near the live cat and the densities of FLI (upper 

panel) and percentage of double-stained cells (lower panel)in the PMd of rats (n=15) exposed 
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to the cat. The data were analyzed by Pearson's correlation (r=0.7597 and p=0.001 for the FLI 

cells; r=0.6057 and p=0.017 for the percentage of double-stained cells).  

 

Figure 6: Photomicrographs showing c-Fos immunohistochemistry (arrowhead), nNOS 

immunohistochemistry (black arrow) and double-stained neurons ( white arrow) in the 

paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN), PMd and dlPAG of naïve (A), rats exposed 

to a dummy cat (B), rats exposed to a live cat (C), rats treated with intra-dlPAG AP7 exposed 

to a live cat (D) and rats treated with intra-dlPAG NP exposed to a live cat (E). Scale bar: 

150 μm. 
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