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I 

 

RESUMO 
 

A  síndrome  do  pânico  é  caracterizada  por  ataques  de  pânico,  os  quais  são 

considerados  como  episódios  de  medo  intenso  acompanhados  por  palpitações, 

sensação  de  morte  iminente  e  perda  de  controle,  entre  outros.  Existem  modelos 

experimentais que  tentam  reproduzir os sintomas da síndrome de pânico através da 

estimulação de diferentes estruturas encefálicas, com o  intuito de  investigar as bases 

fisiológicas e farmacológicas dessa patologia, culminando em achados que favoreçam 

o descobrimento de novos tratamentos. A estimulação elétrica e química de algumas 

estruturas  mesencefálicas,  tais  como  a  substância  cinzenta  periaquedutal  dorsal 

(SCPd), as camadas profundas do colículo superior (CPCS) e o núcleo central do colículo 

inferior  (NCCI)  eliciam  respostas  defensivas  explosivas,  associadas  ao  medo  e 

semelhantes àquelas que caracterizam a síndrome do pânico em humanos. O medo, 

presente no transtorno de pânico, pode ser considerado como uma emoção inata que 

induz a organização de um comportamento defensivo inato que caracteriza o instinto 

de  sobrevivência  das  espécies,  permitindo  ao  indivíduo  se  proteger  de  situações 

aversivas,  perigosas  e  ameaçadoras.  Curiosamente,  após  a  estimulação  intra‐

hipotalâmica,  a  resposta defensiva de  fuga  é  caracterizada por  ter uma  intensidade 

moderada, e por ser rica em comportamento exploratório.  

O  objetivo  do  presente  trabalho  foi  estudar  o  papel  das  conexões  entre  os 

núcleos do hipotálamo medial (HM) e a SCPd, com especial ênfase no sistema opioide, 

e  seu envolvimento na modulação dos  comportamentos defensivos elaborados pela 

estimulação  química  do  HM  através  de  uma  abordagem  neurofisiológica,  com 

inativação de sinapses através da administração com cloreto de cobalto na SCPd, e por 

meio  de  uma  abordagem  neurofarmacológica,  com  pré‐tratamento  na  SCPd  com 

antagonistas seletivos e não‐seletivos de receptores opioides. 

Para  isso,  foi  feita uma cirurgia estereotáxica e uma cânula  foi  implantada na 

SCPd e outra no HM. Em uma abordagem neuroanatômica, a droga neurotraçadora 

biodextrana  (BDA) marcada com Cascade Blue  (BDA‐CB) ou com Texas Red  (BDA‐TR) 

foi  administrada no HM e na  SCPd,  respectivamente.  Esse procedimento permitiu  a 

identificação  de  células  com  características  de  neurônios  localizadas  no  núcleo 

ventromedial do hipotálamo (HVM), e fibras na SCPd, sugerindo que o HVM projeta‐se 
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tanto para o HDM como para a SCPd. Foram também identificados neurônios positivos 

para  BDA‐TR  nas  colunas  dorsais  da  SCPd,  no  núcleo  dosomedial  do  hipotálamo 

(HDM), o que pode sugerir uma rede neural conectando reciprocamente o HM à SCPd, 

além  das  já  conhecidas  conexões  intrísecas  no  HM  e  na  própria  SCP.  No  estudo 

neurofisiológico, cinco dias após a cirurgia, os animais foram divididos em dois grupos. 

O primeiro foi submetido ao procedimento de pseudomicroinjeção (Sham) na SCPd e, 

após dez minutos, recebeu a microinjeção de bicuculina (40ng/0,2µL) no HM. Por sua 

vez, o segundo grupo recebeu a microinjeção de Cloreto de cobalto (1mmol) na SCPd 

seguido,  após  dez minutos,  por microinjeções  de  bicuculina  (40ng/0,2µL)  nas  redes 

neurais  do  HM.  No  estudo  neurofarmacológico,  os  animais  receberam  salina 

fisiológica, naltrexona, nor‐binaltorfimina ou naloxonazine na SCPd e, após 10 minutos, 

2 horas ou 24 horas, respectivamente,  foram tratados com  microinjeção de bicuculina 

(40ng/0,2µL)   no HM.      Imediatamente após a estimulação química do HM,  todos os 

animais  foram  colocados  na  arena  e  a  frequência  e  duração  dos  comportamentos 

defensivos,  tais  como  avaliação  de  risco,  rotações,  saltos,  fuga,  alerta, movimento 

defensivo  retrógrado,  e  não  defensivos  como  levantamentos  e  cruzamentos  foram 

registrados.  

Tais  procedimentos  reduziram  a  magnitude  do  comportamento  de  fuga 

orientada, sugerindo que a elaboração da resposta de defesa eliciada pelo bloqueio de 

receptores GABAA no HM pode recrutar conexões entre o hipotálamo e a coluna dorsal 

da  SCP,  as  quais  podem  estar  mediadas  por  peptídeos  opioides  endógenos  com 

recrutamento de receptores opioides µ1 e κ. 
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ABSTRACT 

  Panic  disorder  is  characterized  by  feelings  of  intense  fear  accompanied  by 

increases  in heart rate,  imminent death sensations and  loss of control, among others 

symptoms.  Some  experimental models  are  being  developed  in  order  to  reproduce 

those symptoms, allowing the study of the physiological and pharmacological bases of 

this  pathology  and  thus  allowing  the  discovery  of  new  treatments.  Electrical  and 

chemical  stimulation  of  some mesencephalic  structures,  such  as  the  periaqueductal 

grey matter, deep  layers of superior colliculus and the central nucleus of the  inferior 

colliculus,  induce explosive defensive behaviours  similar  to panic attacks  in humans. 

Fear can be considered as a defensive behaviour that represents an innate instinct for 

survival that protects the animal against aversive and dangerous situations. When the 

stimulation  is  made  into  the  medial  hypothalamus,  the  defensive  response  is 

characterized  by  a  less  intense  repertoire  of  escape  response  and  exploratory 

behaviour.  

  The  aim  of  the  present  study was  to  establish  the  functional  neuroanatomy 

between  the medial hypothalamus  (MH)  and  the dorsal periaqueductal  grey matter 

(dPAG), emphasizing the role played by the opioid system, on the defensive behaviours 

elicited  by  the  chemical  stimulation  of  the medial  hypothalamus with  bicuculline,  a 

GABA‐A  receptor  antagonist,  through  a  neurophysiological  approach   with  synaptic 

inhibition  by  central  administrations  of  cobalt chloride (CoCl2) into  dPAG,  and  a 

neuropharmacological  approach  involving  pre‐treatments  with  selective  and  non‐

selective antagonists of opioid receptors into the dPAG.  

  For this purpose, animals were submitted to stereotaxic surgery and two guide 

cannulae were  implanted  in  the  central  nervous  system,  one  aiming  at  the  dorsal 

periaqueductal  grey  matter  and  the  other  at  the  medial  hypothalamus.  In  a 

neuroanatomica approach,  the neurotracer biotinylated dextran mine    (BDA)  labeled 

with either Cascade Blue (BDA‐CB) or Texas Red (BDA‐TR) was administered in the MH 

and  in  the dPAG,  respectively. This procedure allowed  the  identification of cels with 

neuronal  characteristics  in  the    ventromedial  hypothalamic  nucleus  (VMH),  positive 

fibres were found in the dPAG, suggesting that the VMH send inputs to both the DMH 
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and  to dPAG.  It was also  identified BDA‐TR‐labeled neurons  in  the dorsal columns of 

the PAG,  in the dorsomedial nucleus of the MH (DMH) and  in the HDM, an  indicative 

that there is a neural network connecting reciprocally the MH to dPAG, as well as the 

already known  intrinsic connections of MH and PAG.  In the neurophysiological study, 

five days after surgery, the animals were divided in two groups. One of them receiving 

a  sham procedure  into  the dorsal periaqueductal grey matter  followed,  ten minutes 

later, by microinjection of bicuculline (40ng/0,2µL) into the medial hypothalamus. The 

second  group  received  a microinjection  of  cobalt chloride (1mmol)  into  the  dorsal 

periaqueductal  grey  matter  and,  ten  minutes  later,  microinjections  of  bicuculline 

(40ng/0.2µL)  were  performed  into  the  medial  hypothalamus.  In  the 

neuropharmacological  study, animals  received microinjections of either physiological 

saline, naltrexone, nor‐binaltorfimine or naloxonazine  into  the dorsal periaqueductal 

grey  matter  and,  after  10  minutes,  2  hours  or  24  hours,  respectively,  bicuculline 

(40ng/0,2µL) was administrated into the medial hypothalamus. After that, each animal 

was placed in an open field and frequency and duration of defensive behaviours such 

as risk assessment, turning behaviour, jumps, running, defensive attention, retrograde 

defensive movement,  and  non  defensive  behaviour  as  rearing  and  crossings  were 

recorded. All pre‐treatments decreased the oriented escape behavior, suggesting that 

the  elaboration  of  escape  in  the medial  hypothalamus  induced  by  the  blockade  of 

GABAA receptors can recruit opioide pathways connecting the medial hypothalamus to 

the  dorsal  columns  of  the  periaqueductal  grey matter  recruiting    µ1‐  and  κ‐opioid 

receptors. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Ansiedade e Pânico 

 

 

  A  manifestação  dos  estados  de  ansiedade  e  de  respostas  neurovegetativas  e 

cognitivas  ao  estresse  representa  uma  adaptação  evolutiva  ao  ambiente  e  às  ameaças 

internas  e  externas  que  podem  sinalizar  algum  perigo  para  a  espécie,  o  que  pode  gerar 

medo  inato,  ansiedade  e  pânico.  Ansiedade  pode  ser  definida  como  uma  emoção 

despertada  frente ao conflito gerado pela necessidade de exposição a um dado ambiente 

em  que  se  identificou  um  estimulo  aversivo  gerando  um  conflito  entre  a  necessidade  de 

aproximação e de esquiva. O medo seria despertado pela motivação para escapar ou evitar 

um  dado  estímulo  aversivo,  ao  passo  que  pânico,  seria  expresso  por  uma  fuga  vigorosa 

evocada  por  um  perigo  proximal,  de  acordo  com  Graeff  (2007).  Porém,  existem 

circunstâncias  nas  quais  esses  padrões  comportamentais  emergem  sem  uma  clara 

funcionalidade  e  impedem  ao  organismo  se  adaptar  ao  ambiente.  Os  transtornos  de 

ansiedade constituem uma má adaptação ao meio social, apresentando respostas de caráter 

aversivo desproporcionadas ao estímulo estressor, sendo a maioria das vezes eliciados por 

situações que não apresentam uma conotação aversiva,  interferindo, portanto, com a vida 

cotidiana do paciente (HADO DE SOUSA e cols, 2010). Os transtornos da ansiedade são um 

dos  transtornos psiquiátricos com maior  incidência e com uma prevalência de 15% a 25% 

(ERHARDT e cols, 2006; SIEGEL e cols, 2006).    

  A síndrome do pânico,  também conhecida como ansiedade paroxística episódica, é 

uma doença que afeta as interações sociais de uma pessoa, alterando seu desempenho em 

atividades  diárias. O  transtorno  do  pânico  é  caracterizado  pela  presença  de  períodos  de 

intenso medo e desconforto acompanhados por sintomas tais como: palpitações, tremores, 

dificuldades para respirar normalmente, medo de morrer e perda de controle, entre outros 

sintomas. Esse  conjunto de  respostas aparece abruptamente e atinge o  seu máximo nível 

em,  aproximadamente,  dez minutos.  Tais  ataques  de  pânico  caracterizam‐se  por  serem 
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recorrentes e espontâneos,  seguidos por uma  constante preocupação a  respeito das  suas 

implicações  e  consequências  (DEL‐BEM  e GRAEFF,2009).  Em  alguns  pacientes,  os  ataques 

apresentam‐se acompanhados por agorafobia ou sensação de medo excessivo de situações, 

tais como  ingressar em espaços abertos, ou naqueles em que há muitas pessoas, dos quais 

escapar ou obter ajuda pode representar uma dificuldade (FOGEL, 1996).  

  Recentes estudos de neuroimagem em humanos têm oferecido muita  informação a 

respeito  das  estruturas  encefálicas  envolvidas  no  transtorno  de  pânico.  Estudos  de 

ressonância  magnética  estrutural mostraram  que  regiões  tais  como:  o  córtex  cingulado 

anterior, o sistema septo‐hipocampal, o giro temporal superior, o mecesencéfalo, a ponte, o 

complexo amigdaloide e a SCP, entre outros, apresentam diferenças estruturais, comparado 

com um grupo de pacientes  sem  síndrome do pânico,  (CRIPPA e  cols, 2004; SAKAI e cols, 

2006;  TRZESNIAK  e  cols,  2010;  UCHIDA  e  cols,  2008;).  Também  tem  sido  descrita  uma 

alteração no funcionamento do eixo hipotálamo‐pituitário‐adrenal (HPA) em pacientes com 

diagnóstico  de  síndrome  de  pânico  (GOLDSTAIN  e  cols,  1987). Quanto  às  alterações  nos 

sistemas neuroquímicos, pacientes com essa doença mostram uma baixa atividade central 

do GABA (JOHNSON e cols, 2010). 

  Muito do conhecimento acerca dos substratos neurais humanos do medo, ansiedade 

e pânico  têm sido baseados  também em estudos  feitos em modelos animais. Tais estudos 

permitiram conhecer um pouco mais da anatomia, neuroquímica e  fisiologia de  respostas 

presentes na ansiedade e em situações que induzem medo. Além disso, o desenvolvimento 

de  técnicas  avançadas  tem  permitido  a  confirmação  das  observações  feitas  em  espécies 

animais potencialmente aplicáveis em humanos (SIEGEL e cols, 2006).     

  Alguns  estudos  têm mostrado  que  os  sistemas  noradrenérgico,  serotoninérgico  e 

GABAérgico  entre  outros,  encontram‐se  envolvidas  na  patofisiologia  do  transtorno  do 

pânico. Com efeito, em relação ao envolvimento do sistema noradrenérgico na doença do 

pânico,  pacientes  relatam  sintomas  cardiovasculares,  gastrointestinais  e  respiratórios 

associados  ao  locus  coeruleus  (LC),  o  qual  é  responsável  pelas  alterações  na  função  dos 

sistemas  mencionados  (FOGEL  e  SCHIFFER,  1996).  Outra  série  de  mudanças  fisiológicas 

resulta da ativação anormal dos neurônios do LC, a qual pode levar à expressão dos ataques 

de pânico.   
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  Com  respeito  ao  papel  do  sistema  serotoninérgico  na  síndrome  do  pânico,  a 

literatura é ainda muito controversa. O núcleo dorsal de rafe (NDR) desempenha um papel 

importante  no medo  e  na  ansiedade,  devido  a  suas  projeções  inibitórias  ao  LC,  as  quais 

podem ter um efeito importante na liberação de serotonina observada no córtex pré‐frontal, 

complexo  amigdaloide  e  hipotálamo  durante  a  elaboração  de  respostas  a  estímulos 

ansiogênicos  (SIEGEL  e  cols,  2006).  Estudos  realizados  em  humanos  mostraram  que 

pacientes com  transtorno do pânico  têm níveis séricos menores de 5‐HT comparados com 

grupos controles (FOGEL e SCHIFFER, 1996). 

  A  resposta  de medo  começa  necessariamente  pela  percepção,  de maneira  que  a 

informação sensitiva é enviada desde o tálamo ao córtex sensorial, o qual é responsável pelo 

reconhecimento e avaliação da ameaça  (SIEGEL e cols, 2006; FOGEL e SCHIFFER, 1996). O 

medo presente no  transtorno do pânico pode  ser  considerado  como um  comportamento 

defensivo que  representa um  componente  inato do  instinto de  sobrevivência da espécie, 

onde o indivíduo protege‐se contra situações aversivas, perigosas e ameaçadores, tais como: 

ambientes  desconhecidos,  a  silhueta  de  predadores,  expressões  emocionais  que  indicam 

raiva e ameaça de ataque, odor ou  ruídos de um predador, vocalizações ameaçadoras de 

animais que tenham adquirido significado de advertência por precederem consistentemente 

a  ocorrência  de  estímulos  nocivos  e  dolorosos  (COIMBRA,  1992;  Coimbra  e  Cols,  2006., 

WALTER A e cols., 2004; MISSLIN R., 2003).  

 

 

1.2 Estruturas Envolvidas 

 

 

  Há  relatos  na  literatura  evidenciando  os  circuitos  neuroniais  responsáveis  pela 

gênese e elaboração de estados aversivos, desencadeados por estímulos ambientais  inatos 

ou  aprendidos  que  sinalizem  perigo  e  dano  corporal,  que  são  interpretados  em  nossa 

espécie como estado motivacional do medo (PANKSEPP, 1990; FANSELOW, 1991; VIANNA e 

cols,  2003;  JOHNSON  e  col,  2010;  MEZZASALMA  e  cols,  2004;  BRANDÃO  e  cols,  2003 

COLASANTI e cols 2010).   Existem estruturas encefálicas responsáveis pela elaboração de 
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respostas  defensivas mais  rápidas  e  imediatas,  como  a  SCP,  a  qual  responde  quando  a 

ameaça é proximal, entanto que, conforme a distância do estímulo potencialmente perigoso 

aumenta,  são  recrutados  circuitos  mais  complexos  para  a  elaboração  de  estratégias 

defensivas  que  envolvem  estruturas  encefálicas  mais  recentes  na  escala  evolutiva 

(MEZZASALAMA e cols, 2004).    

   Com  efeito,  estruturas  como  o  complexo  amigdaloide  (CA),  a  substância  cinzenta 

periaqueductal  (SCP),  o  hipotálamo,  o  colículo  inferior  (CI)  e  as  camadas  profundas  do 

colículo superior (CPCS), encontram‐se envolvidas na integração de diferentes componentes 

dos estados aversivos, como congelamento,  luta,  reações de esquiva,  imobilidade  tônica e 

hiperalgesia  (MISSLIN,R,  2003;  MOTTA  e  BRANDÃO,1993;  COIMBRA  e  BRANDÃO,  1997; 

BRANDÃO e cols, 1999.)  

  A informação sensorial referente a estímulos condicionados passa através do tálamo 

anterior até o núcleo  lateral da amígdala, gerando uma  rápida  resposta para um estímulo 

com  conotação de perigo potencial. Além disso, esse núcleo  recebe aferências de  regiões 

corticais  responsáveis pelo processamento e avaliação da  informação  sensorial  (DE OCA e 

cols.,1998). O CA liga‐se com muitas estruturas envolvidas neste sistema sensorial permeado 

por estímulos que evocam sensações de medo. Assim, a projeção eferente do núcleo central 

da amígdala tem diferentes destinos: o núcleo parabraquial, responsável pelo aumento no 

ritmo  respiratório;  o  núcleo  hipotalâmico  lateral,  responsável  pela  ativação  do  sistema 

nervoso simpático; o locus coeruleus, que aumenta a liberação de noradrenalina, em núcleos 

que elaboram a resposta comportamental de defesa, modulando as sensações de medo, ou 

no  corno posterior da medula espinal, modulando a via nociceptiva ascendente; o núcleo 

paraventricular  do  hipotálamo,  que  causa  alta  liberação  de  adenocorticóides;  a  SCP, 

responsável  das  respostas  comportamentais  explosivas  que  organizam  os  estados 

defensivos,  como  comportamentos  de  imobilidade  defensiva  e  fuga  explosiva  (DE OCA  e 

cols,1998; MISSLIN,R, 2003; MOTTA e BRANDÃO,1993; COIMBRA e BRANDÃO, 1997).  

  Muitas  estruturas  encefálicas  que  organizam  o  comportamento  defensivo  e 

representam  um  substrato  neural  de medo  ou  ansiedade  têm  sido  estudadas  através  de 

abordagens  neuroanatômicas  e  neurofisiológicas.  Entre  as  estruturas  envolvidas, 
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encontram‐se  regiões  pré‐frontais,  a  amígdala,  o  hipocampo,  a  área  para‐hipocampal,  o 

hipotálamo, o tálamo e a substância cinzenta periaqueductal (DEL‐BEN e GRAEFF,2009) 

 

 

1.2.1.  Substância cinzenta periaqueductal  

 

 

  A SCP é constituída por uma população de células que rodeiam o aqueduto cerebral 

(aqueduto de Sylvius). Estudos da citoarquitetura mostraram que a SCP tem principalmente 

neurônios pequenos e medianos fusiformes, triangulares e estrelados, cujos somas e axônios 

estão orientados em direção rostro‐caudal (BEITZ, 1985; BEITZ e SHEPARD,1985; HAMILTON, 

1973; MANTYH, 1982; MELLER e DENNIS, 1990). 

  A  SCP  desempenha  um  papel  importante  no  desenvolvimento  de  respostas  a 

estímulos  aversivos  e  encontra‐se  dividida  em  quatro  subdivisões,  a  SCP  lateral, 

ventrolateral,  dorsolateral  e  dorsomedial  (CARRIVE,  1993;  BRANDÃO  e  VIANNA,  2003). 

Estudos pregressos demonstraram que a administração de aminoácidos excitatórios na SCP 

lateral  (SCPl)  provoca  respostas  de  fuga  que medeiam  o medo  condicionado,  (Brandão  e 

Vianna,  2003),  e  essa  subdivisão  da  SCP    também  está  envolvida,  junto  com  a  coluna 

dorsolateral da SCP  (SCVPdl), na geração e organização de  reações motoras nas  respostas 

defensivas e de congelamento, relacionado com as crises de pânico  (BORELLI e cols, 2004; 

BRANDÃO  e  VIANNA,  2003).  A  SCP  ventrolateral  (SCPvl) medeia  respostas  eliciadas  por 

estímulos de medo inato ou aprendidos (VIANNA e cols, 2003). A imobilidade defensiva, ou 

congelamento, é observada depois da estimulação da SCPvl, e a lesão desta estrutura reduz 

o congelamento  induzido pelo medo condicionado (BRANDÃO e VIANNA, 2003). No que se 

refere à SCP dorsolateral  (SCPdl),  sabe‐se que ela pode  inibir o CA e outras estruturas do 

prosencéfalo envolvidas no processamento de estímulos que provocam medo no momento 

de  extremo  risco  de  morte.  A  SCPdl  também  pode  interferir  no  desempenho  do 

comportamento de medo  inato  (COIMBRA e col., 1992; DE OCA e cols.,1998). Além disso, 

após  a execução de  respostas de  congelamento, pode‐se observar uma expressão de  Fos 

aumentada na SCPdl (VIANNA e cols, 2003). Também, é possível constatar um aumento na 
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expressão de Fos na SCPdm, estrutura que, quando estimulada,  induz  reações defensivas, 

como congelamento e fuga (VIANNA e Cols, 2003). Assim, a SCP junto com outras estruturas 

mesencefálicas, coordena a geração e elaboração do medo  inato e condicionado  (GRAEFF, 

1981).  

  A substância cinzenta periaqueductal encontra‐se envolvida com a reação a ameaças 

proximais, e fármacos que aumentam a função serotoninérgica e são efetivos no tratamento 

de  transtorno  de  pânico,  são  capazes  de  reduzir  comportamentos  que  são  observados 

normalmente quando a SCP é estimulada (DEL‐BEN e GRAEFF,2009).  

  Existem pelo menos duas vias que regulam os comportamentos defensivos mediados 

pela SCP. A primeira envolve o hipotálamo e o núcleo cuneiforme, o qual medeia respostas 

de  defesa  em  situações  de  perigo  imediato.  A  outra  via  envolve  a  amígdala  e  a  parte 

ventrolateral da SCP, a qual medeia respostas relacionadas ao medo contextual (VIANNA e 

Cols, 2003). Foi evidenciada uma expressão de Fos no hipotálamo ventromedial, no núcleo 

pré‐mamilar  dorsal  e  no  núcleo  cuniforme  após  a  estimulação  da  SCPd    (VIANNA  e  cols, 

2003).   

 

 

1.2.2. Hipotálamo  

 

 

  O  transtorno  de  ansiedade  encontra‐se  relacionado  com  o  eixo  Hipotalâmico‐

pituitário‐adrenal  (HPA),  o  qual  se  encontra  envolvido  nas  respostas  ao  estresse,  onde  a 

homeostase  do  organismo  é  ameaçada.  Nessas  circunstâncias,  é  eliciada  uma  série  de 

mudanças no corpo chamadas “síndrome de adaptação geral”. A resposta de estresse está 

associada  ao  fator  liberador de  corticotrofina  e  aos níveis de  corticóides no  sangue, pela 

ativação do eixo HPA, o qual ativa a divisão simpática do sistema nervoso neurovegetativo, 

como  um  componente  autonômico  da  reação  de  luta  ou  de  fuga  em  uma  situação  de 

emergência e perigo.  Nesse contexto, enquanto a noradrenalina é liberada perifericamente 

por  fibras  nervosas  do  sistema  simpático,  a  adrenalina  é  liberada  pela  medula  adrenal 

diretamente na corrente sanguínea. Na síndrome do pânico, o eixo HPA se encontra afetado 
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(GRAEFF,  2007;  VREEBURG  e  cols,  2010).  Modelos  experimentais  têm  mostrado  que  a 

inalação de ar com altos conteúdos de dióxido de carbono (CO2) incrementa as respostas de 

ansiedade por meio da ativação do eixo HPA (JOHNSON e col, 2010). Como seu nome indica, 

a atividade do eixo HPA é iniciada pelo hipotálamo, uma das estruturas mais importantes do 

diencéfalo.  

  O hipotálamo estende‐se desde a região do quiasma óptico até a borda caudal dos 

corpos mamilares,  situando‐se  embaixo  do  sulco  hipotalâmico  sobre  a  parede  lateral  do 

terceiro  ventrículo.  O  hipotálamo  controla  e  integra  as  funções  do  sistema  nervoso 

autônomo  e  os  sistemas  endócrinos  e  exerce  um  papel  fundamental  na manutenção  da 

homeostase  corporal.  Também  participa  em  atividades  como:  regulação  da  temperatura 

corporal, do comportamento alimentar, do comportamento  sexual e das emoções  (SNELL, 

1999). 

  O hipotálamo é constituído por núcleos pequenos que, por sua vez, têm conexões e 

funções  diferentes,  muito  embora  integradas,  devido  a  suas  conexões  intrínsecas.    Os 

núcleos hipotalâmicos estão agrupados em três regiões longitudinais: periventricular, medial 

e  lateral. É  importante mencionar que a  região medial  recebe aferências de estruturas do 

sistema límbico e de núcleos sensitivos viscerais do tronco encefálico (PURVES e cols , 1997). 

  Philip Bard, em 1928  (apud PURVES, 2004), deu a conhecer os  resultados dos  seus 

experimentos,  sugerindo  o  hipotálamo  como  o  centro  da  coordenação  entre  os 

componentes  autônomos  e  somáticos  da  conduta  emocional.  O  experimento  consistiu 

basicamente na hablação de ambos os hemisférios cerebrais (incluindo o córtex, a sustância 

branca e os núcleos da base) em gatos. Após a cirurgia, os animais mostraram‐se irritados e 

com aumento da pressão arterial, da frequência cardíaca, com dilatação das pupilas e ereção 

dos  pelos  sobre  o  dorso  e  a  cauda.  Também  mostraram  comportamentos,  como 

levantamento da cauda, arqueamento do dorso e extensão das patas, comportamento que 

foi denominado pelo autor como “falsa raiva”,  já que não havia nenhum estimulo aversivo 

presente. Posteriormente, o mesmo autor mostrou que a “falsa raiva” não se apresentava 

quando se seccionava o encéfalo na união entre o hipotálamo e o mesencéfalo, sugerindo 

que  a  experiência  subjetiva  da  emoção  poderia  depender  do  córtex,  mas  a  conduta 

emocional não dependia necessariamente dos processos corticais. 
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  Estudos com os de Bard  levaram outros autores a seguirem pesquisando o papel do 

hipotálamo  na  modulação  das  emoções.  Anos  depois,  Walter  Hess  complementou  os 

estudos de Bard, mostrando que a estimulação elétrica de diferentes partes do hipotálamo 

em gatos acordados, em  livre movimentação,  induzia também uma resposta de raiva e um 

comportamento de ataque. A estimulação de outras subáreas do hipotálamo produziu uma 

resposta semelhante ao medo. Estudos como o anterior, levaram a Hess a ganhar o prêmio 

Nobel no ano de 1949. Mas, quiçá o mais importante é que estudos como os de Bard e os de 

Hess mostraram que  existem  circuitos básicos para os  comportamentos organizados pelo 

diencéfalo a partir de suas conexões importantes com o tronco encefálico. 

  Atualmente,  já é  conhecido que o hipotálamo e  suas  conexões exercem um papel 

importante na elaboração e expressão das emoções (MORGAN e cols., 2005). Sendo que o 

núcleo medial do hipotálamo é o encarregado de coordenar a resposta  fuga (GRAEFF, 1994; 

FREITAS e col., 2009). 

   Quanto  ao hipotálamo  ventromedial, este  tem  sido  relacionado  com uma  série de 

comportamentos  relacionados  à  ingesta  alimentar,  com  o  comportamento  sexual  e  com 

respostas  de  agressividade.  No  concernente  à  porção  dorsomedial  do  hipotálamo 

ventromedial, o hipotálamo anterior e o núcleo pré‐mamilar dorsal do hipotálamo, tem sido 

sugerido que estes formam parte de um circuito conhecido como o sistema hipotalâmico de 

defesa (CANTERAS, 2002).   A  estimulação  do  HVM  em  humanos  e  em  ratos  está 

relacionada com a organização de respostas de medo  intenso, como os ataques de pânico 

(WILENT e cols, 2010).  

  No que se refere ao hipotálamo dorsomedial, tem sido sugerido que ele desempenha 

um  papel  importante  nas  alterações  fisiológicas  e  comportamentais  da  ansiedade  e  do 

estresse.  Essa  estrutura  encontra‐se  relacionada  com  as  respostas  autonômicas, 

respiratórias e endócrinas em situações estressantes. A desinibição do HDM com bicuculina, 

um antagonista de receptores GABAA, produz comportamentos similares aos observados em 

pacientes  com  ataques  de  pânico.  Assim  também,  o  bloqueio  desse  mesmo  receptor 

mostrou  um  aumento  na  expressão  de  Fos  no  prosencéfalo  e  no  tronco  cerebral 

relacionadas  com o estresse e  com a ansiedade  (JOHNSON e  cols, 2008; SHEKHAR e  cols, 

1996, ZARETSKAIA e cols, 2008). 
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  O  sistema hipotalâmico de defesa está efetivamente envolvido na organização dos 

comportamentos  defensivos  inatos  (BUENO  e  cols.,  2007;  HRABOVSZKY  e  cols.,  2005; 

McCLELLAN e  cols., 2006; BLANCHARD e  cols., 2005; CANTERAS, 2002; CANTERAS e  cols., 

2001; FREITAS e cols, 2009). Há evidências de que o hipotálamo medial também se encontra 

relacionado com o processamento de  informação aversiva contextual (CARVALHO‐NETTO e 

cols, 2010), sendo que o núcleo pré‐mamilar dorsal o  responsável pela amplificação deste 

processamento e pela organização dos comportamentos defensivos antipredatórios. Por sua 

vez,  há  evidências  farmacológicas  que  sugerem  que  o  hipotálamo  medial  estabelece 

conexões  com  a  SCP,  a  qual  está  envolvida  com  a  expressão  de  respostas  defensivas 

condicionadas e incondicionadas (CEZARIO e cols, 2008).  

  Usando  uma  aproximação  farmacológica,  a  função  inibitória  GABAérgica  em 

neurônios  diencefálicos  tem mostrado  estar  envolvida  na  elaboração  e  na  regulação  dos 

comportamentos defensivos no hipotálamo (BUENO e cols., 2007; FREITAS e col., 2009).   A 

microinjeção  intradiencefálica  de  antagonistas  de  receptores  GABAA  tem  sido 

tradicionalmente utilizada como modelo de ansiedade e pânico,  já que estudos mostraram 

que  o  bloqueio  de  esses  receptores  na  região  dorsal  do  hipotálamo  evoca  uma  série  de 

mudanças  fisiológicos e efeitos ansiogênicos  (SHEKHAR e KATNER, 1995; SHEKHAR, 1994). 

Esse modelo farmacológico de pânico tem permitido o estudo da interação entre diferentes 

sistemas neuroquímicos para o entendimento dos transtornos da ansiedade.  

  Outro importante sistema de neurotransmissão presente no hipotálamo é o opioide, 

já que os precursores das endorfinas são sintetizados no núcleo infundibular do hipotálamo 

e as pró‐encefalinas são produzidas em diferentes núcleos hipotalâmicos, dentre os quais se 

inclui  o  núcleo  paraventricular,  importante  na  coordenação  de  resposta  ao  estresse  e  na 

liberação  de  ACTH.  Esse  núcleo  também  recebe  aferências  de  outras  áreas  do  sistema 

límbico  e  de  estruturas mesencefálicas  relacionadas  com  os  comportamentos  defensivos 

(COLASANTI e cols 2010).   
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1.3 Comportamentos de Defesa 

 

 

  As  reações  de  defesa  desempenham  um  papel  importante  nas  respostas 

comportamentais evocadas por um organismo quando, de maneira repentina ou inesperada, 

aparece um estímulo com conotação aversiva ou quando este mesmo estímulo já tinha sido 

aprendido  previamente  e  associado  com  a  mesma  conotação.  Por  sua  vez,  a  atividade 

prosencefálica,  diencefálica  e  mesencefálica  evoca  uma  série  de  reações  fisiológicas  e 

movimentos coordenados que permitem uma rápida e eficiente resposta motora ante uma 

situação  de  perigo.  Esses  comportamentos  induzidos  pelo medo  são  considerados  como 

respostas  explosivas  ou  orientadas  numa  situação  ameaçadora.  Em  humanos,  os 

comportamentos  relacionados  com os estados de pânico podem atingir níveis patológicos 

que interferem com a adaptação funcional da pessoa ao ambiente (FREITAS e cols, 2009).  

  Os Comportamentos defensivos, que podem ser  influenciados pelo ambiente e pela 

experiência (MONGEAU e cols, 2003), podem expressarem‐se como uma forma de  inibição 

comportamental:  vigilância  (GRAY,  1982;  COIMBRA  e  BRANDÃO,  1993),  congelamento 

(FANSELOW,  1980;  Coimbra  e  Cols.,  1989;  ZHANG  e  cols.,  1990),  fuga  (PANKSEPP,  1990; 

COIMBRA e BRANDÃO, 1993) ou imobilidade tônica (GRAEFF, 1993; MENESCAL‐DE‐OLIVEIRA 

e HOFFMANN, 1993), junto com uma série de posturas ameaçadoras e vocalizações seguidas 

por ataque (na  impossibilidade de fuga), que se denomina defesa afetiva (HESS e BRUGER, 

1943). Posturas apaziguadoras de submissão são  frequentemente apresentadas no sentido 

de  evitar  um  posterior  comportamento  ofensivo  por  parte  de  um  oponente  dominante 

(MICZEK,  1984). A  expressão do  comportamento de defesa  acompanha‐se de  acentuadas 

alterações  neurovegetativas  e  endócrinas  largamente  estudadas  (MANCIA  e  ZANCHETTI, 

1981; HILTON, 1982). 

  O  circuito  dos  comportamentos  defensivos  inclui  estruturas  encefálicas  como: 

amígdala, hipocampo,  hipotálamo ventromedial e dorsomedial, núcleo pré‐mamilar dorsal, 

colículo  superior,  colículo  inferior  e  SCP  entre  outros  (DIELENBERG  e McGREGOR,  2001; 

GOTO  e  cols,  2005, MALICK  e  cols,  2000;  VIANNA  e  cols,  2003;  JOHNSON  e  cols,  2010; 

MEZZASALMA e cols, 2004; BRANDÃO e cols, 2003; COLASANTI  e cols 2010) 
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  Diferentes  modelos  têm  sido  utilizados  com  o  fim  de  estudar  as  estruturas 

encefálicas envolvidas com os comportamentos de defesa. A estimulação da SCP   tem sido 

proposto  como  modelo  de  ataques  de  pânico.  Essa  estimulação  pode  se  dar  pela 

administração  de aminoácidos exitatórios ou de bloqueadores de receptores GABAA, como, 

por  exemplo,  a  bicuculina..    A  desinibição  GABAérgica  realizada  com  esse  antagonista 

farmacológico tem sido muito usada já que tem sido descrito que o 72.6% dos neurônios da 

SCP  são  inibidas por GABA e o 60.9% dos neurônios que  respondem ao GABA  respondem 

também  ao mencionado  antagonista, que  tem  sido  igualmente utilizado para desinibir  as 

redes neurais hipotalâmicas (SHEKHAR, 1994; COIMBRA e BRANDÃO, 1997; BRANDÃO e cols, 

2003; MONGEAU e cols, 2003; SCHENBERG e cols, 2008; FREITAS e col., 2009). Outro modelo 

de pânico usado tanto em animais quanto em humanos consiste na  infusão  intravenosa de 

lactato, a qual  induz ataques de pânico tanto no Homem como nos animais de  laboratório 

(SHEKHAR  e  col,  2006;  SHEKHAR  e  cols,  1990;  JOHNSON  e  cols,  2008).  Modelos 

experimentais menos invasivos, como a utilização de ultrassom com conotação aversiva ou a 

exposição  a  câmaras  de  ar  com  alto  conteúdo  de  dióxido  de  carbono  (CO2),  os  quais 

incrementam as respostas de ansiedade, também têm sido empregados (ARGYROPOULOS e 

cols, 2002; MONGEAU e cols, 2003; JOHNSON e col, 2010). 

 

 

1.4. Sistema Mediado pela Neurotransmissão Opioide 

 

 

  O  sistema  opioide  é  filogeneticamente  antigo.  Os  genes  dos  receptores  opioides 

apareceram nos primeiros estágios da evolução. Estudos  funcionais  realizados em anfíbios 

relacionam o sistema opioide com a antinocicepção. Os receptores opioides de vertebrados 

pertencentes  aos  estágios  primitivos  da  evolução  e  mostraram  menor  seletividade  aos 

neurotransmissores  opioides  comparado  com  aqueles  encontrados  em  humanos  e  em 

outros mamíferos (DREBORG e cols., 2008; STEVENS, 2004). 

  No  entanto,  além  de  seu  envolvimento  no  controle  da  nocicepção,os  peptídeos 

opioides endógenos têm sido  frequentemente associados, aos mecanismos respiratórios, à 
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função  cardiovascular,  à  motilidade  gastrointestinal,  e  à  modulação  das  emoções 

(PASTERNAK, 1988; NICHOLS e col., 1989; EICHENBERGER e col., 2002; CASTELLAN‐BALDAN e 

cols, 2006). Além disso, os opioides endógenos,  junto com outros sistemas neuroquímicos, 

como  aquele  mediado  pelo  GABA,  pela  serotonina,  pela  histamina  e  por  aminoácidos 

exitatórios estão envolvidos na regulação dos comportamentos relacionados com ansiedade 

e pânico  induzidos pela estimulação do tectum  (BRANDÃO e cols, 2003; COLASANTI e cols, 

2010).  

  Os opioides  endógenos  foram descobertos na  tentativa de  se  achar um  composto 

endógeno que  imitasse a ação da morfina que havia mostrado ser um analgésico potente. 

Posteriormente, foram identificados os receptores e os ligantes endógenos.  

  No  concernente  aos  ligantes  endógenos  dos  receptores  opioides,  eles  têm  sido 

descritos  como uma  família de mais de 20 peptídeos opioides agrupados em  três  classes: 

leu‐encefalinas (derivadas da pró‐encefalina), dinorfinas (derivadas da pró‐dinorfina) e beta‐

endorfinas (derivadas da pró‐opiomelacortina), localizadas em neurônios com características 

morfológicas diferentes. Por exemplo, os neurônios que contêm  β‐endorfina formam parte 

do sistema de projeções longas que pertencem ao sistema endócrino do hipotálamo medial 

(COOPER e cols, 2003) ou do teto mesencefálico (EICHENBERGER e col., 2002; OSAKI e col., 

2003). As leu‐encefalinas e as beta‐endorfinas têm uma maior afinidade pelos receptores ð e 

µ, e as dinorfinas aos receptores ĸ (LORD e cols., 1977; ZADINA e cols., 1997). 

  Quanto  aos  receptores  opioides,  estes  podem  ser  divididos  segundo  três 

classificações: (a) Segundo as ações comparativas com a morfina, (b) conforme seus efeitos 

relativos  à  opioides  sintéticos  ou  endógenos  e,  (c)  segundo  às  ligações  químicas  com  a 

guanosina‐trifosfato. Apesar do pouco  conhecimento  sobre os mecanismos de  transdução 

de receptores opioides de membrana, a caracterização em nível molecular já foi descrita, a 

qual  inclui  a  inibição  da  adenil‐ciclase,  inibição  da  condutância  do  cálcio,  aumento  da 

condutância de potássio, entre outros (COOPER e cols, 2003).  

  Alem dos  três  receptores opioides, um quarto  tipo  foirecentemente descoberto,  a 

ORL1  ou  NOP1,  o  qual  é  estruturalmente  muito  parecido  com  os  receptores  opioides 

convencionais. Não obstante, seus ligantes endógenos orphanin e nociceptin não interagem 

diretamente com os receptores opioidérgicos clássicos (MOGIL e PASTERNAK, 2001).  
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  Os receptores e os peptídeos opioides encontram‐se distribuídos em todo o encéfalo 

(ELDE  e  HOKFELT,  1993  e  KHACHATURIAN  e  cols.,  1993).    Os  receptores  µ  podem  ser 

encontrados  nas  camadas  III  e  IV  do  neocortex,  no  hipocampo,  no maioria  dos  núcleos 

talâmicos,  no  hipotálamo,  no  complexo  amigdaloide,  no  núcleo  accumbens,  no  núcleo 

caudado e putamen, no colículo inferior e na coluna ventral da SCP (COLASANTI e cols 2010; 

PADEN e cols, 1987; PILAPIL e cols,1987; PECKYS e LANDWEHRMEYER, 1999;   VEINANTE e 

cols., 1997). Com  respeito aos  receptores ð, estes estão  localizados no neocortex, no giro 

denteado, no núcleo accumbens, no núcleo caudado e no putamen, com maior densidade  e, 

com  menor  densidade,  no  complexo  amigdaloide,  no  hipocampo  e  no  globo  pálido. 

Finalmente, os receptores ĸ se encontram em altas concentrações nas camadas profundas 

do  neocortex,  no  giro  dentado,  no  núcleo  paraventricular  do  tálamo,  no  complexo 

amigdaloide, no núcleo accumbens, no globus pallidus, hipotálamo e SCP (COLASANTI e cols 

2010; PECKYS e LANDWEHRMEYER, 1999; PILAPIL e cols., 1987). 

  No que se refere à distribuição dos neurônios que sintetizam peptídeos opioides, ela 

é  complexa  e  depende  de  cada  um  dos  peptídeos.  Assim,  os  neurônios  que  contêm 

peptídeos  derivados  da  pró‐opiomelanocortina  são  amplamente  localizados  no  núcleo 

infundibular do hipotálamo, o qual se projeta atraves de estruturas diencefálicas,  incluindo 

outros  núcleos  hipotalâmicos  e  talâmicos,  aos  núcleos  da  base,  à  amígdala  e  a  outras 

estruturas  límbicas.  Projeções  rostrais  entram  no  telencéfalo,  e  projeções  caudais  se 

estendem aos núcleos mesencefálicos, pontinos e bulbares (KHACHATURIAN e cols., 1984). 

Os neurônios que  sintetizam encefalinas estão distribuídos em vários níveis do neuroeixo, 

desde  o  telencéfalo  até  a  medula  espinal,  incluindo  o  córtex  órbito‐frontal,  piriforme, 

insular, cingulado e infralímbico; amígdala central e medial; estriado; septum lateral; núcleo 

do  leito da estria terminal, área pré‐óptica, hipotálamo ventral e paraventricular, complexo 

parabraquial,  núcleo  do  trato  solitário  e  bulbo  ventrolateral  (DROLET  e  cols.,  2001). 

Neurônios positivos para  leu‐encefalinas  têm sido encontrados nas camadas profundas do 

colículos superior, colunas dorsal e ventral da SCP e no colículo inferior (DE OCA e cols.,1998; 

SANTE e cols, 2000; BRANDÃO e VIANNA, 2003; EICHENBERGER e cols, 2002; OSAKI e cols., 

2003). Os neurônios que contêm dinorfinas estão localizados no córtex cingulado, no núcleo 
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caudado, na amígdala, no hipotálamo, no  tálamo, no núcleo parabraquial e no núcleo do 

trato solitário (COLASANTI e cols, 2010; KHACHATURIAN e cols., 1984). 

  Os  efeitos  desses  peptídeos  tendem,  em  geral,  a  serem  depressores  do  sistema 

nervoso  central.  As  encefalinas  inibem  os  mesmos  neurônios  que  são  inibidos  pelo 

neurotransmissor GABA (OGAWA e cols, 1994; PURVES e cols , 1997).  

  Estudos  prévios  com  depósitos  iontoforéticos  de  encefalinas  e  β‐endorfina 

mostraram  que  neurônios  no  SNC  podiam  ser  influenciados  por  esses  peptídeos  em 

receptores sensitivos à naloxona. Em geral, as respostas tendiam a ser depressivas, exceto 

no  hipocampo,  onde  a  ação  observada  era  uma  resposta  excitatória.  Em  1992,  os  três 

receptores opioides  foram  clonados,  tendo  sido observado que  eles  atuavam de maneira 

semelhante com os receptores acoplados à proteína G. Um estudo com naloxona mostrou, 

por  exemplo,  um  efeito  no  qual  a  droga  bloqueou  a  potenciação  a  longo  prazo  no 

hipocampo  (COOPER  e  cols,  2003,  FUKUDA  e  cols.,  1993; NISHI  e  cols.,  1993;  YASUDA  e 

cols.,1993). 

  Diferentes drogas  têm sido usadas para avaliar as diferentes  funções e o papel dos 

receptores  opioides  no  sistema  nervoso  central  e  periférico.  Por  sua  vez,  estudos  feitos 

empregando naloxona mostraram um bloqueio da potenciação a longo prazo no hipocampo. 

Também tem sido observado que antagonistas de receptores µ bloqueiam a potenciação a 

longo prazo em neurônios da  região CA3 do hipocampo  (COOPER e cols, 2003). Por outro 

lado, a naltrexona, antagonista não seletivo de receptores opioides, atenuou os efeitos do 

contexto sobre o comportamento de  ingestão de álcool e suprimiu a ativação neuronial do 

núcleo basolateral do complexo amigdaloide e do hipocampo (MARINELLI e cols, 2010, RAY e 

cols, 2010). Além disso,  também  foi mostrada uma  redução dos efeitos  reforçadores e de 

prazer do álcool  (SOYKA e ROSNER, 2008). Também  já  foi descrito que a estimulação dos 

receptores ĸ produziram disforia e psicotomimesis em humanos relacionando os resultados 

com  a  ubiquação  dos  receptores,  os  quais    estavam  presentes  em  estruturas  cerebrais 

relacionadas  com  o  controle  do  humor  e  de  funções  cognitivas  (TEJEDA  e  cols,  2010). 

Recentemente, foi mostrado que a retirada de morfina sensibiliza os substratos neurais do 

medo  nas  estruturas  do  teto  mescencefálico,  como  a  SCPd  e  o  colículo  inferior.    A 
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microinjeção  de  nor‐binaltorfimina  na  SCPd  e  no  colículo  inferior  mostrou  efeitos 

antiaversivos em animais que não tinham dependência à morfina (DE ROSS e cols 2009) 

  Assim  também, muitas  drogas,  tanto  agonistas  quanto  antagonistas  de  receptores 

opioides,  têm  mostrado  ter  um  efeito  na  modulação  das  emoções.  Diversos  estudos 

mostram  que  os  estados  aversivos  estão  influenciados  por  esses  mecanismos  na  SCPd 

(MOTTA e cols, 1995; COIMBRA e col., 1996). Também há evidência da modulação do medo 

mediada pelos opioides endógenos no núcleo central do colículo  inferior (COIMBRA e cols, 

2000; OSAKI e cols., 2003; CASTELLAN‐BALDAN e cols, 2006).  
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2. OBJETIVO 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Estudar o papel das conexões entre os núcleos do hipotálamo medial e a substância 

cinzenta periaqueductal e do  sistema opioide nos comportamentos defensivos elaborados 

pela  desinibição  GABAérgica  no  HM,  através  de  uma  abordagem  neurofisiológica,  com 

inativação da substância cinzenta periaqueductal dorsal (SCPd), e neurofarmacológica, com 

pré‐tratamento da SCPd com antagonistas seletivos e não‐seletivos de receptores opióides.  

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

• Estudar a anatomia conectiva entre SCPd e os núcleos ventro‐medial e dorso‐medial do 

hipotálamo,  utilizando  microinjeções  concomitantes  de  biodextrana  3000,  um  droga 

neurotraçadora de captação e transporte anterógrado e retrógrado, conjugada com Cascade 

blue e microinjetada no hipotálamo medial, ou marcada com Texas Red e microinjetada na 

SCPd.  

 

• Estudar o efeito da  inativação da SCPd, por meio de microinjeções  locais de cloreto de  

cobalto  sobre as diversas respostas comportamentais de defesa causadas pelo bloqueio de 

receptores GABA‐A no hipotálamo medial.  

 

• Estudar o efeito da microinjeção de naltrexona (antagonista não‐seletivo para receptores 

opioidérgicos),  naloxonazine  (antagonista  seletivo  para  receptores  µ1‐opioides),  nor‐

binaltorfimina  (antagonista  seletivo  para  receptores  κ‐opioides),  e  de  salina  fisiológica, 

randomicamente, na SCPd sobre os comportamentos de defesa eliciados pelo bloqueio de 

receptores GABAA no hipotálamo medial . 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. Animais 

 

 

Foram utilizados, no presente  trabalho,  ratos  albinos  (Rattus norvegicus, Rodentia, 

Muridae), de linhagem Wistar, pesando entre 200‐250 g. Esses animais foram colocados em 

caixas  com  dois  exemplares,  e  ficaram  acondicionados  sob  ciclo  claro/escuro  de  12/12h 

(luzes ligadas às 7h), e com temperatura entre 22‐23°C, sendo‐lhes permitido livre acesso à 

comida e água, durante todo o experimento. Os experimentos foram realizados segundo os 

princípios  éticos  elaborados  segundo  as  normas  que  regulamentam  aspectos  éticos  da 

utilização de animais de laboratório, elaboradas pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal  (CETEA)  da  FMRP‐USP,  que  estão  em  conformidade  com  os  princípios  éticos  do 

Colégio Brasileiro de Ética em Pesquisa Animal (COBEA). Os protocolos experimentias foram 

previamente aprovados CETEA (processo 140/2007). 

 

 

3.2. Procedimento Cirúrgico 

 

 

Os  animais  (n=8)  foram  anestesiados  com uma  solução na proporção de  0,1ml de 

cetamina  (Ketamina,  frasco  de  10ml)  para  0,2ml  de  xilasina  (Dopaser,  frasco  de  10ml)  e 

levados a um aparelho estereotáxico  (David Kopf, EUA), onde  suas  cabeças  foram  fixadas 

pelo  rochedo  temporal e  incisivos  superiores. Uma  cânula‐guia,  confeccionada a partir de 

agulhas de injeção hipodérmica (diâmetro externo = 0,6mm; diâmetro interno = 0,4mm), foi 

implantada no diencéfalo e foi direcionada para HM, segundo coordendas AP= ‐2,5mm, ML= 

0,4mm, DV= 7,4mm, de acordo com o atlas estereotáxico de Paxinos e Watson (2005).  

Outra  cânula‐guia  independente  foi  implantada  no  tronco  encefálico  e  dirigida  à 

substância  cinzenta  periaqueductal  dorsal  (SCPd)  unilateralmente,  segundo  coordenadas 



18 

 

AP= ‐6,5mm, ML= 1,9mm, e DV= 4,2mm, tomando‐se o bregma como referência, e estando 

as suturas lambdoide e bregmática em um mesmo plano horizontal. Depois de implantada, a 

cânula‐guia foi fixada na calvária por uma prótese de acrílico autopolimerizável que, por sua 

vez, foi ancorada por dois parafusos de fornitura de aço inoxidável. 

Após  a  cirurgia,  60.000U.I.  de  penicilina  G  benzatina  foram  aplicados,  por  via 

intramuscular (IM), em cada animal. 

 

 

3.3. Estudo Neuroanatômico 

 

 

3.3.1 Procedimentos Morfológicos 

 

 

  Como neurotraçador bi‐direcional,  foi utilizada a biodextrana  (BDA; peso molecular 

3000,  Molecula  Probes)  a  10%,  marcada  com  cascade  blue  ou  com  Texas  red,  que  foi 

dissolvida em tampão fosfato a 0,05 M, em pH 7,3, e preparada no dia do experimento. O 

neurotraçador marcado  com  cascade  blue  ou  Texas  red  foi microinjetado  no  hipotálamo 

medial ou na SCPd, respectivamente, utilizando uma bomba de infusão de drogas (Stoelting 

,modelo 250) no volume de 0,2 µl,  durante 5 minutos. 

  Após dez dias da microinjeção do neurotraçador, os animais foram anestesiados com 

uma solução na proporção de 0,1ml de cetamina (Ketamina, frasco de 10ml) para 0,2ml de 

xilasina (Dopaser, frasco de 10ml) e perfundidos através do ventrículo esquerdo com solução 

salina  tamponada  (STF–solução  tampão  fosfato  a  0,1  M;  pH=7,4),  seguida  de 

paraformaldeído tamponado a 4% (0,1 M; pH=7,4) para fixação do tecido Encefálico. 

  Os  encéfalos  foram  removidos  e mantidos  sob  refrigeração  em  paraformaldeído  a 

4%,  por  um  período  de  6  horas  e  foram,  então,  mantidos  em  soluções  crioprotetoras 

(sacarose  a  10%  e  a  20%)  por  12  horas  em  cada  solução.  Os  encéfalos  foram,  por  fim, 

congelados a ‐80º C, em isopentano resfriado em gelo seco, e levados a um criostato, onde 

secções de 10 micra foram obtidas. Estas secções foram montadas entre lâmina e lamínula, 
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com óleo mineral e  foram analisadas em um  fotomicroscópio motorizado  (AxioImager Z1; 

Zeiss,  Alemanha)  para  subsequente  localização  do  local  do  sítio  da  injeção  e  para  a 

identificação de células fluorescentes. Todos os procedimentos foram realizados ou sob  luz 

incandescente ou em microscopia de luz de campo escuro. 

 

 

3.4. Estudo Neurofisiológico 

 

 

3.4.1 Drogas 

 

 

As  drogas  utilizadas  no  presente  estudo  foram  clorato  de  cobalto  (1mmol)  e 

antagonista de receptores GABAA, Bicuculina (40ng/0,2µl).  

 

 

3.4.2. Procedimento Experimental  

 

 

O presente estudo  foi  realizado, em grupos  independentes de animais  (N=8). Após 

um  período  pós‐operatório  de  cinco  dias,  foi  realizada  a microinjeção  cloreto  de  cobalto 

(1mmol/0,2µl) na SCPd e, 10 minutos após, uma microagulha foi introduzida na cânula‐guia 

direcionada ao HM, por meio da qual 40ng/0,2µl de bicuculina foram microinjetados no HM. 

Como controle, foi feita a introdução da microagulha sem a administração das neurotoxinas 

(grupo falso‐operado ou “Sham”) na SCP. 

  Imediatamente  após  esse  procedimento,  os  animais  foram  colocados  no  campo 

aberto (Arena circular de 60 cm de diâmetro e 50 cm de altura, com superfície dividida em 

12  seções),  e  a  frequência  e  duração  dos  seguintes  comportamentos  foram  registrados 

através de uma câmera filmadora (Sony), por 15 minutos: Avaliação de risco (estiramento do 

corpo para  frente,  com as patas  traseiras mantidas na mesma posição, ou movimentação 
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cautelosa  para  frente,  com  o  ventre  riste  ao  assoalho  da  arena);  rotações  (giros  de  360 

graus); saltos (elevação   concomitante das quatro patas); fuga (corridas ao  longo de toda a 

arena); alerta  (atenção defensiva, na qual o animal  interrompe o  seu comportamento em 

curso, para fazer uma exploração do ambiente com  farejo do ar circundante); e movimento 

defensivo  retrógrado  (movimentos  rápidos  de  todo  o  corpo  para  trás).    Também  foram 

registrados os  levantamentos (posição verticalizada, colocando‐se as patas anteriores no ar 

ou na parede da arena); e cruzamentos (quatro patas dispostas em um dos compartimentos 

do assoalho da arena) como medida de comportamento não defensivo.  

 

 

3.4.3. Histologia  

 

 

Os animais foram anestesiados com uma solução na proporção de 0,1ml de cetamina 

(Ketamina,  frasco de 10ml) para 0,2ml de xilasina  (Dopaser,  frasco de 10ml) e perfundidos 

através  do  ventrículo  esquerdo  com  solução  de NaCl  a  0,9%,  em  volume  suficiente  para 

retirar todo o sangue do animal, seguida de solução tamponada de paraformaldeído a 4%, 

em  volume  suficiente  para  fixar  os  tecidos. Os  encéfalos  foram  retirados  e mantidos  no 

fixador por, no mínimo, 4 horas, após o que foram congelados e cortados com o auxílio de 

um criostato (Leica) em fatias de 40 µm de espessura. Os cortes foram montados em lâminas 

de vidro, gelatinizadas, secos ao ar e corados com hematoxilina. Posteriormente, os cortes 

foram analisados com o auxílio de microscopia de luz, e a posição das pontas das agulhas de 

microinjeção  do  neuroeixo  foi  assinalada  em  anagramas  do  atlas  de  Paxinos  e Watson 

(2005). Somente animais tiveram o ponto de microinjeção dentro das estruturas‐alvos (HM ‐ 

SCP) foram incluídos na análise estatística.  
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3.4.4  Análise Estatística 

   

 

  Os  resultados  foram  expressos  como média  +  erro  padrão  da média  e  analisados 

através teste t de Student para amostras não‐pareadas com correção de Welch.  

 

 

3.5. ESTUDO NEUROFARMACOLÓGICO 

 

 

3.5.1. Drogas 

 

   

  As drogas usadas no presente estudo foram: naltrexona (5µg/0,2µl), antagonista não‐

seletivo  para  receptores  opioidérgicos  (Sigma);  naloxonazina  (5µg/0,2µl),  antagonista 

seletivo  para  receptores  µ1‐opioides  (Sigma);  nor‐binaltorfimina    (5µg/0,2µl),  antagonista 

seletivo  para  receptores  κ‐opioides  (Sigma),  salina  (NaCl  a  0,9%;  0.2µl)    e  bicuculina 

(40ng/0,2µl)  antagonista  de  receptores  GABAA.  Os  bloqueadores  farmacológicos  foram 

dissolvidos em salina fisiológica imediatamente antes do uso.  

 

 

3.5.2. Procedimento Experimental 

   

 

  O presente estudo foi realizado em grupos independentes de animais (N=8). Após um 

período pós‐operatório de  cinco dias, o bloqueio de  receptores GABAérgicos do HM  com 

bicuculina (40ng/0,2µl) foi feito após o pré‐tratamento da SCPd com um dos bloqueadores 

farmacológicos  ou  seu  veículo.  Microinjeções  intra‐hipotalâmicas  de  bicuculina  Foram 

realizadas 10 minutos após a microinjeção de naltrexona, 2h após nor‐binaltorfimina e 24h 
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após naloxonazine na SCPd. Como controle, foi microinjetada salina fisiológica (NaCl a 0,9%; 

0.2µL) na SCPd. 

  Imediatamente  após  a  microinjeção  de  bicuculina  no  HM,  os  animais  foram 

colocados  no  teste  do  campo  aberto  e  as mesmas  respostas  comportamentais  descritas 

acima foram registradas durante 15 min.  

 

 

3.5.3 Histologia  

 

 

Os animais foram anestesiados com uma solução na proporção de 0,1ml de cetamina 

(Ketamina,  frasco de 10ml) para 0,2ml de xilasina  (Dopaser,  frasco de 10ml) e perfundidos 

através  do  ventrículo  esquerdo  com  solução  de NaCl  a  0,9%,  em  volume  suficiente  para 

retirar todo o sangue do animal, seguida de solução tamponada de paraformaldeído a 4%, 

em  volume  suficiente  para  fixar  os  tecidos. Os  encéfalos  foram  retirados  e mantidos  no 

fixador por no mínimo 4 horas, após o que foram congelados e cortados com o auxílio de um 

criostato (Leica) em fatias de 40 µm de espessura. Os cortes foram montados em lâminas de 

vidro,  gelatinizadas,  secos  ao  ar  e  corados  com  hematoxilina.  Posteriormente,  os  cortes 

foram analisados com o auxílio de microscopia de luz e a posição das pontas das agulhas de 

microinjeção do neuroeixo foi assinalada em anagramas do atlas estereotáxico de Paxinos e 

Watson  (2005).  Somente  animais,  cujo  ponto  de microinjeção  dentro  das  estruturas  alvo 

(HM e SCP), foram incluídos na análise estatística.  

 

 

3.5.4. Análise Estatística 

 

 

Os  resultados  foram  expressos  como média  +  erro  padrão  da média  e  analisados 

através da análise de variância (ANOVA), seguida, quando apropriado, pelo teste post hoc de 
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Dunnett.  O  procedimento  (microinjeção  de  antagonistas  farmacológicos  na  SCPd)  foi 

considerado como fator independente. 

 

 

3.6 Equipamentos 

 

 

As  cirurgias  estereotáxicas  foram  realizadas  por  meio  de  um  estereotáxico 

ultrapreciso, desenvolvido para pequenos animais (David Kopf, 902, EEUU). 

As  microinjeções  dos  fármacos  foram  realizadas  através  de  uma  bomba  de 

microinjeção de drogas (Stoelting). 

A  estimulação  intramesencefálica  foi  realizada  em  uma  arena  circular  (teste  do 

“campo aberto”), de acrílico transparente, medindo 60 cm de altura x 50cm de largura, cujo 

assoalho é dividido em doze seções iguais. 

Os  comportamentos de  fuga orientada  foram  filmados de minuto a minuto por 15 

min por meio de uma filmadora (Sony) e foram analisados por meio de do software X‐plorat.  

Os  animais  foram  perfundidos,  utilizando‐se  para  isso,  uma  bomba  de  perfusão 

(Master Flex® L/S TM). 

A análise histológica  foi  feita através de um micrótomo de  congelação  (HM 505 E, 

Zeiss,  Alemanha),  e  os  resultados  foram  avaliados  através  de  um  fotomicroscópio  de  luz 

motorizado (AxioImager Z1, Zeiss), munido com software para captura e análise de imagens 

histológicas. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Resultados do Estudo Neuroanatômico 

 

 

  Os resultados obtidos com a microinjeção do neurotraçador bi‐direcional biodextrana 

marcado  com  cascade  blue  ou  com  Texas  red,  microinjetado  no  HM  e  na  SCPd, 

respectivamente, evidenciou conexões intrínsecas em cada estrutura abordada, assim como 

possíveis conexões entre o hipotálamo medial e a SCPd.  

  Em  relação  ao  traçador  marcado  com  cascade  blue,  este  foi  microinjetado  na 

subdivisão  dorsomedial  do  hipotálamo  medial,  como  se  pode  observar  na  Figura  2, 

mostrando  neurônios  positivos  tanto  na  porção  dorsomedial  quanto  na  ventromedial  do 

hipotálamo medial. Por sua vez, a figura 3A e 3B mostram captação do traçador por corpos 

neuroniais  e  por  fibras  nervosas  na  subdivisão  ventromedial  do  HM  ipsilateralmente 

localizadas  em  relação  ao  sítio  de  microinjeção  do  neurotraçador  no  hipotálamo 

dorsomedial.  Em  adição,  a  figura  3C  evidencia  a  presença  ipsilateral  do  traçador  em 

terminações  nervosas  e  em  varicosidades  da  SCPdl,  mostrando  que  o  transporte  do 

neurotraçador  foi  desde  o  sítio  da microinjeçao  no  diencéfalo  (HDM)  até  o mesencéfalo 

(SCPdl), o que sugere uma conexão entre tais estruturas.  

  Quanto  à  administração  do  traçador marcado  com  Texas  red,  a  figura  4  ilustra  o 

centro  da  microinjeção  na  coluna  dorsolateral  da  SCP.  Já  na  figura  5A  observa‐se 

fluorescência para corpos celulares e aglomerados de fibras no mesmo animal que podem se 

referir tanto a conexões  intrínsecas entre as diferentes colunas da SCP quanto a eferências 

da  SCPdl  a  outras  estruturas  encefálicas.  Com  efeito,  a  figura  5B  exibe  fibras  e  células 

sugestivas de neurônios marcadas no HVM, mostrando o transporte do neurotraçador Texas 

red, microinjetado  na  SCPdl,  até  o  diencéfalo  (HVM),  e  sugerindo  uma  possível  conexão 

recíproca entre tais estruturas.  

  Esses últimos achados foram confrontados na figura 6, que  mostra uma comparação 

entre  duas  fotomicrografias  do mesmo  núcleo  hipotalâmico  (HVM),  realizadas  na mesma 
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área,  e  no mesmo  animal,  empregando‐se  os  filtros  correspondentes  para  cada  um  dos 

neurotraçadores utilizados no presente estudo, evidenciando que os dois neurotraçadores 

foram  captados pelos mesmos neurônios no HVM.    Isso  sugere a possibilidade de que os 

mesmos neurônios do HVM que  se conectam  ipsilateralmente com o núcleo hipotalâmico 

dorsomedial enviam eferências também ipsilaterais para as colunas dorsais da SCP 
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Fig  1.  Representações  esquemáticas  dos  sítios  de  microinjeção  dos  neurotraçadores.  A: 
cacade blue no HVM. B: Texas Red na SCP dorsolateral, dispostos em anagramas de secções 
coronais do encéfalo do rato, segundo o  atlas estereotáxico de Paxinos e Watson (2005). 
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Fig 2.   Fotomicrografia de secção coronal do diencéfalo, mostrando o sitio de microinjeção 
do  neurotraçador  biodextrana  conjugado  com  cascade  blue  no  hipotálamo  dorsomedial 
(HDM).  
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Fig 3. A e B: Fotomicrografias de secções transversais do diencéfalo de rato Wistar, em nível 
a subdivisão ventromedial do hipotálamo medial (HVM), mostrando as conexões intrínsecas 
entre  o HVM  e  o  núcleo  dorsomedial  do  hipotálamo  (HDM). As  setas  apontam  a  células 
sugestivas de neurônios, e as pontas de  setas apontam  fibras neurônicas positivas para a 
biodextrana conjugada ao cascade blue microinjetada no HDM. C: Fotomicrografia de uma 
secção transversal do mesencéfalo cranial, passando pela coluna dorsolateral da substância 
cinzenta periaquedutal, mostrando  (pontas de  setas) axônios positivos para a biodextrana 
conjugada  ao  cascade  blue  reunidos  em  fascículos  positivos  para  o  neurtraçador, 
seccionados transversalmente.  
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Fig  4.    Fotomicrografia  de  secção  transversal  do  teto  mesencefálico,  passando  pela 
substância  cinzenta  periaquedutal  dorsal,    mostrando  o  sítio  (seta)  de  microinjeção  do 
neurotraçador biodextrana conjugada com Texas red na substância cinzetna periaquedutal 
dorsolateral. Ag: Aqueduto de Sylvius. dlPAG: substância cinzenta periaquedutal dorsolateral 
(sigla em inglês). 
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Fig 5. A:  Fotomicrografia de secção coronal do teto mesencefálico em nível da coluna dorsal 
da  substância  cinzenta periaquedutal  (SCPd), onde  se observam neurônios  (setas) e  fibras 
(pontas de setas)   positivas para a biodextrana conjugada ao Texas red e que se conectam 
intrisecamente  ao  longo  do  eixo  rostro‐caudal  dentro  da    própria  substância    cinzetna 
periaquedutal  (SCP),  e  que  também  podem  se  projetar  para  o    hipotálamo  medial.  B: 
Fotomicrografia  de  um  corte  transversal  do  hipotálamo medial  de  rato Wistar,  passando  
pela    subdivisão ventromedial do hipotálamo medial, onde  se observam  fibras  (pontas de 
setas) que provêm da SCPd, além de células sugestivas de neurônios (setas) marcadas com o 
neurotraçador bidirecional, conjugado a Texas red e que fora  microinjetadom na SCPd.  
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Fig 6. Comparação de duas  fotomicrografias (A e B) de uma secção coronal do diencéfalo em 
nível  a  subdivisão  ventromedial  do  hipotálamo  medial  de  um  rato  Wistar,  tomadas  na 
mesma área hipotalâmica do mesmo animal, onde  se observa uma marcação positiva dos 
mesmos  neurônios  tanto  para  o  traçador  biodextrana,  conjugado  com  cascade  blue  e 
microinjetado no núcleo dorsomedial do hipotálamo, e com biodextrana conjugada a Texas 
red e microinjetada na coluna dorso‐medial da substância cinzenta periaquedutal.  As setas 
apontam células sugestivas de neurônios, e as pontas de setas apontam fibras axônicas ou 
dendríticas. 
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4.2 Resultados do Estudo Neurofisiológico 

 

 

A  microinjeção  de  cloreto  de  cobalto  na  SCPd,  seguida  pela  administração  de 

bicuculina  no  hipotálamo medial  causou  uma  diminuição  estatisticamente  significativa  na 

frequência  e  duração  do  comportamento  de  saltos  (Fig  11  A‐B)  (teste  t  de  Student  para 

mostras não‐pareadas; t= variando de 2.616 a 2.658; P<0.05), de fuga (Fig 12 A‐B) (teste t de 

Student para mostras não‐pareadas; t= variando de 3.761 a 3.349; P<0.01), na frequência de 

alerta  (Fig  8A)  (teste  t  de  Student  para  mostras  não‐pareadas;  t=3.336;  P<0.01)  e  de 

cruzamentos na periferia da arena (Fig 14A) (teste t de Student para mostras não‐pareadas; 

t= 7.427; P<0.001).  

 Contudo, o pré‐tratamento da SCPd com cloreto de cobalto, seguido  pelo bloqueio 

de  receptores  GABA‐A  no  HM,  mostrou  somente  uma  tendência  não  estatisticamente 

significante  de  redução  tanto  na  frequência  como  na  duração  dos  comportamentos  de 

avaliação de risco  (Fig 7 A‐B), de movimento defensivo retrógrado  (Fig 9 A‐B), de rotações 

(Fig 4 A‐B), na frequência de levantamentos, mas não em sua duração (Fig 13 A‐B) (teste t de 

Student  para mostras  não‐pareadas  ;  t=  variando  de  0.5170  a  1.96;  P>0.05,  em  todos  os 

casos),   não tendo havido também alterações estatisticamente significantes    frequência de 

cruzamentos no centro da arena (Fig 14B)  (teste t de Student para mostras não‐pareadas; t= 

1.457;  P>0.05)  e  na  duração  do  comportamento    de  alerta  defensivo  (Fig  8B)  (teste  t  de 

Student para mostras não‐pareadas; t= 0.9708; P>0.05).  
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Fig 7. Efeitos da microinjeção de bicuculina  (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial 10 minutos 
após a  lesão sham ou a microinjeção de cloreto de cobalto (1 nmol) na substância cinzenta 
periaqueductal dorsal  (n=8) sobre a  (A)  frequência e  (B) duração de avaliação de  risco. As 
colunas representam médias e as barras o erro padrão das médias. N=8;  p>0,05 em ambos 
os casos, comparado com o grupo controle, segundo o teste t de Student para amostras não‐
pareadas, com correção de Welch.  
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Fig 8. Efeito da microinjeção de bicuculina  (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial 10 minutos 
após a  lesão sham ou a micoinjeção de cloreto de cobalto (1 nmol) na substância cinzenta 
periaqueductal  dorsal  (n=8)  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  duração  do  comportamento  de  
alerta defensivo. As colunas representam médias e as barras o erro padrão das médias. N=8; 
**P<0.01,  quando  comparado  com  o  grupo  controle,  segundo  o  teste  t  de  Student  para 
amostras não‐pareadas com correção de Welch. 
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Fig 9. Efeitos da microinjeção de bicuculina  (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial 10 minutos 
após a  lesão sham ou a microinjeço de cloreto de cobalto  (1 nmol) na Substância cinzenta 
periaquedutal dorsal  (n=8)  sobre  a  (A)  frequência e  (B) duração do movimento defensivo 
retrógrado.  As  colunas  representam médias  e  as  barras  o  erro  padrão  das médias. N=8;  
*P>0,05 em ambos os casos, quando comparado com o grupo controle,  segundo o teste t de 
Student para amostras não‐pareadas com correção de Welch.  
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Fig 10.  Efeitos da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial 10 minutos 
após a  lesão sham ou a microinjeção de cloreto de cobalto (1 nmol) na substância cinzenta 
periaquedutal  dorsal  (n=8)  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  duração  do  comportamento  de 
rotações. As colunas representam médias e as barras o erro padrão das médias. N=8; P>0,05 
em ambos os casos, quando comparado com o grupo controle, segundo o teste t de Student 
para amostras não‐pareadas com correção de Welch. 
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Fig 11. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial 10 minutos 
após a  lesão sham ou a microinjeção de cloreto de cobalto (1 nmol) na substância cinzenta 
periaqueductal  dorsal  (n=8)  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  duração  de  saltos.  As  colunas 
representam  médias  e  as  barras  o  erro  padrão  das  médias.  N=8;  *p<0.05,  quando 
comparado com o grupo controle, segundo o teste t de Student para amostras não‐pareadas 
com correção de Welch. 
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Fig 12. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial 10 minutos 
após a  lesão sham ou a microinjeçao de cloreto de cobalto (1 nmol) na substância cinzenta 
periaqueductal  dorsal  (n=8)  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  duração  do  comportamento  de 
Fuga. As colunas representam médias e as barras o erro padrão das médias. N=8; **P<0.01, 
quando comparado com o grupo controle, segundo o teste t de Student para amostras não‐
pareadas com correção de Welch.   
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Fig 13. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial 10 minutos 
após a  lesão sham ou a microinjeçao de cloreto de cobalto (1 nmol) na substância cinzenta 
periaquedutal  dorsal  (n=8)  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  duração  do  comportamento  de 
levantamentos. As colunas representam médias e as barras o erro padrão das médias. N=8; 
P>0,05, em ambos os casos, quando comparado com o grupo controle, segundo o  teste t de 
Student para amostras não‐pareadas com correção de Welch.   
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Fig 14. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial 10 minutos 
após a  lesão sham ou a microinjeção de cloreto de cobalto (1 nmol) na substância cinzenta 
periaquedutal dorsal (n=8) sobre  cruzamentos  feitos na (A) periferia e (B) centro da arena. 
As  colunas  representam médias  e  as barras o  erro padrão das médias. N=8;  ***P<0.001, 
quando comparado com o grupo controle, segundo o teste t de Student para amostras não‐
pareadas com correção de Welch.   
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Fig  15.  Representação  esquemática  dos  sítios  de  microinjeção  de  cloreto  de  cobalto 
(quadrado  preto)    e  do    procedimento  Sham  (circulo  preto)  na  substância  cinzenta 

periaquedutal  dorsal,  em  A,    e  pontos  de  microinjeção  de  bicuculina  (40ng/0,2µL)  no 
hipotálamo medial, em B, dispostos  em anagramas de secções coronais do encéfalo do rato, 
segundo o  atlas estereotáxico de Paxinos e Watson (2005).  
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4.3.  Resultados do estudo neurofarmacológico 
 
 

Os  resultados  apresentados  nesta  seção  correspondem  ao  estudo 

neurofarmacológico.  Foi  comparado  o  grupo  controle  (microinjeção  de  salina  fisiológica, 

NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  com  os  grupos  tratados  com  antagonista  não‐seletivo  de  receptores 

opioidérgicos, a naltrexona  (5µg/0,2µL),  com antagonista seletivo de receptores κ‐opioides, 

a nor‐binaltorfimina  (5µg/0,2µL) ou com antagonista seletivo para receptores µ1‐opioides, a 

naloxonazina (5µg/0,2µL) na SCPd, seguido pela microinjeção de bicuculina (40ng/0,2µL) no 

hipotálamo medial, 10 minutos, 2 horas ou 24 horas, após o pré‐tratamento da SCPd com os 

antagonistas não‐seletivo e seletivos de receptores opioides, respectivamente.  

Os  comportamentos  dos  sujeitos  experimentais  registrados  foram  caracterizados 

pela  presença  de  comportamento  de  avaliação  de  risco,  alerta  defensivo,  movimento 

defensivo  retrógrado,  rotações,  saltos,  fuga,  levantamentos  e  atividade  motora 

(cruzamentos).  

  O  bloqueio  inespecífico  de  receptores  opioidérgicos,  com  naltrexona,  na  SCPd, 

seguido  do  bloqueio  de  receptores  GABAA  no  HM,  foi  seguido  por    uma  ausência  de 

alterações estatisticamente significantes na  frequência e tempo de alerta (Fig 17 A‐B) (F3,31= 

1,647 e 1,233, respectivamente, P>0.05, em ambos os casos), e no tempo de: avaliação risco 

(Fig 16B), movimento defensivo retrógrado (Fig 18B),   rotação (Fig 19B) (F3,31= variando de 

1,72 até 5,045, P>0.05, em todos os casos) e cruzamentos no realizados no centro da arena 

(Fig  23B)  (F3,31=  6.224,  P>0.05).  Contudo,  foi  observado  um  aumento  significativo  na 

frequência  de  avaliação  de  risco  (Fig  16A)  (F3,31=  9,412;  p<0.05)  e  uma  diminuição 

significativa  na  frequência  de  movimento  defensivo  retrógrado  (Fig  18A)  (F3,31=  3,562; 

p<0.05), na frequência  de rotação  (Fig 19A) (F3,31= 15,25 p<0.01), na frequência e tempo de 

saltos  (Fig 20 A‐B)    (F3,31= 3,892 e 3,756, respectivamente, p<0.05 em ambos os casos), na 

frequência e tempo de fuga (Fig 21 A‐B) (F3,31= 14,95 e 19,78, respectivamente; p<0.01, em 

ambos os casos), na frequência e tempo de levantamentos (Fig 22 A‐B)  (F3,31= 12,47 e 6,974, 

respectivamente; p<0.01, em ambos os casos) e no número de cruzamentos  realizados na 

periferia da arena (Fig 23A)  (F3,31=18.41;  p<0.01).  
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  Em  relação  a  os  efeitos  do  antagonista  seletivo  para  receptores  κ‐opioides,  nor 

binaltorfimina,  na  SCPd,  nas  diversas  respostas  comportamentais  organizados  pelo 

hipotálamo medial, após o bloqueio  local de receptores GABAérgicos do tipo A, encontrou‐

se uma ausência de diferenças estatisticamente  significantes na    frequência e duração do 

comportamento de avaliação de  risco  (Fig 16 A‐B), de alerta defensivo  (Fig 17 A‐B)  (F3,31= 

vaiando de 1,233 até 9,412, P>0.05, em todos os casos) e no tempo de movimento defensivo 

retrógrado (Fig 18B), e de rotação (Fig 19B) (F3,31= 2,057 e 1,72, respectivamente, P>0.05 em 

ambos os casos). Não obstante, foi observado uma diminuição estatisticamente significativa 

na  frequência  de  movimento  defensivo  retrógrado  (Fig  18A)  (F3,31=  3,562  p<0.05),  na 

frequência  de rotação  (Fig 19A) (F3,31= 15,25 p<0.01), na frequência e tempo de saltos (Fig 

20 A‐B)  (F3,31= 3,892 e 3,756, respectivamente; p<0.05 em ambos os casos), na frequência e 

tempo  de  fuga  (Fig  21 A‐B)  (F3,31=  14,95  e  19,78,  respectivamente,  p<0.01  em  ambos  os 

casos),  na  frequência  e  tempo  de  levantamentos  (Fig  22  A‐B)    (F3,31=  12,47  e  6,974, 

respectivamente; p<0.01 em ambos os casos) e no número de cruzamentos no periferia e no 

centro (Fig 23 a‐b)  (F3,31= 18,41  e 6,224, respectivamente, p<0.01).  

  No  que  se  refere  aos  efeitos  do  antagonista  seletivo  para  receptores  µ1‐opioides, 

naloxonazine,  microinjectado  na  SCPd  sobre  as  diversas  respostas  comportamentais 

causadas pelo bloqueio de receptores GABAA no hipotálamo medila, houve uma ausência de 

diferenças estatisticamente significantes  na frequência e tempo de alerta (Fig 17 A‐B) (F3,31= 

1,647  e  1,233,  respectivamente;  P>0.05  em  ambos  os  casos)  e  no  tempo  de movimento 

defensivo retrógrado (Fig 18B), e de rotação (Fig 19B) (F3,31= 2,057 e 1,72, respectivamente; 

P>0.05  em  ambos  os  casos).  No  entanto,  foi  observado  um  aumento  estatisticamente  

significativo na frequência e no tempo de avaliação de risco (Fig 16 A‐B) (F3,31= 9,412 e 5,045, 

respectivamente; p<0.01 em ambos os casos) e uma diminuição significativa na  frequência 

de  movimento  defensivo  retrógrado  (Fig  18A)  (F3,31=  3,562;  p<0.05),  na  frequência    de 

rotação    (Fig 19A)  (F3,31= 15,25; p<0.01), na  frequência e no  tempo de  saltos  (Fig 20 A‐B)  

(F3,31= 3,892 e 3,756, respectivamente; p<0.05 em ambos os casos), na frequência e tempo 

de fuga (Fig 21 A‐B) (F3,31= 14,95 e 19,78, respectivamente; p<0.01 em ambos os casos), na 

frequência e tempo de  levantamentos (Fig 22 A‐B)   (F3,31= 12,47 e 6,974, respectivamente; 
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p<0.01 em ambos os casos) e no número de cruzamentos realizados no periferia e no centro 

da arena (Fig 23 A‐B)  (F3,31= 18,41  e 6,224, respectivamente; p<0.01, em ambos os casos).  
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Fig 16. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial, 10 minutos 

após  a microinjeção  de  naltrexona  (Ntx)(5µg/0,2µL),  2  horas  após  administração  de Nor‐

binaltorfimina  (NB)  (5µg/0,2µL,  e  24  horas  após  a  microinjeção  de  Naloxonazine  (Nle) 

(5µg/0,2µL)  ou  de  salina  fisiológica  (NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  na  substância  cinzenta 
periaquedutal dorsal sobre a (A) frequência e (B) duração do comportamento de avaliação 
de  risco.  As  colunas    representam médias  e  as  barras  o  erro  padrão  da média. N=8  por 
grupo; *p<0.05 , **P<0.01, quando comparado  com o grupo controle, segundo a análise de 
variância (ANOVA) de uma via, seguida, pelo teste post hoc de Dunnett. 
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Fig 17. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial, 10 minutos 

após  a microinjeção  de  naltrexona  (Ntx)(5µg/0,2µL),  2  horas  após  administração  de Nor‐

binaltorfimina  (NB)  (5µg/0,2µL),  24  horas  após  a  microinjeção  de  Naloxonazine  (Nle) 

(5µg/0,2µL)  ou  de  salina  fisiológica  (NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  na  substância  cinzenta 
periaquedutal  dorsal  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  tempo  do  comportamento  de  alerta 
defensivo. As  colunas  representam médias  e  as  barras  o  erro  padrão  da média. N=8  por 
grupo;  p>0,05  em  todos  os  casos,  quando  comparado  com  o  grupo  controle,  segundo  a 
análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de Dunnett. 
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Fig 18. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial, 10 minutos 

após  a microinjeção  de  naltrexona  (Ntx)(5µg/0,2µL),  2  horas  após  administração  de Nor‐

binaltorfimina  (NB)  (5µg/0,2µL),  24  horas  após  a  microinjeção  de  Naloxonazine  (Nle) 

(5µg/0,2µL)  ou  de  salina  fisiológica  (NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  na  substância  cinzenta 
periaquedutal  dorsal  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  duração  do  movimento  defensivo 
retrógrado. As  colunas  representam médias e as barras o erro padrão da média. N=8 por 
grupo; *p<0,05, quando comparado com o grupo controle, segundo a análise de variância 
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de Dunnett. 
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Fig 19. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial, 10 minutos 

após  a microinjeção  de  naltrexona  (Ntx)(5µg/0,2µL),  2  horas  após  administração  de Nor‐

binaltorfimina  (NB)  (5µg/0,2µL),  24  horas  após  a  microinjeção  de  Naloxonazine  (Nle) 

(5µg/0,2µL)  ou  de  salina  fisiológica  (NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  na  substância  cinzenta 
periaquedutal dorsal sobre a (A) frequência e (B) duração do comportamento  de rotação. As 
colunas representam médias e as barras o erro padrão da média. N=8 por grupo; **p<0,01, 
quando comparado com o grupo controle, segundo a análise de variância (ANOVA) de uma 
via, seguida pelo teste post hoc de Dunnett. 
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Fig 20. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial, 10 minutos 

após  a microinjeção  de  naltrexona  (Ntx)(5µg/0,2µL),  2  horas  após  administração  de Nor‐

binaltorfimina  (NB)  (5µg/0,2µL),  24  horas  após  a  microinjeção  de  Naloxonazine  (Nle) 

(5µg/0,2µL)  ou  de  salina  fisiológica  (NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  na  substância  cinzenta 
periaquedutal  dorsal    sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  duração  de  saltos.  As  colunas  
representam médias e as barras o erro padrão da média. N=8 por grupo; *p<0,05, quando 
comparado  com  o  grupo  controle,  segundo  a  análise  de  variância  (ANOVA)  de  uma  via, 
seguida pelo teste post hoc de Dunnett. 
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Fig 21. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial, 10 minutos 

após  a microinjeção  de  naltrexona  (Ntx)(5µg/0,2µL),  2  horas  após  administração  de Nor‐

binaltorfimina  (NB)  (5µg/0,2µL),  24  horas  após  a  microinjeção  de  Naloxonazine  (Nle) 

(5µg/0,2µL)  ou  de  salina  fisiológica  (NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  na  substância  cinzenta 
periaquedutal  dorsal  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  tempo  do  comportamento  de  fuga.  As 
colunas representam médias e as barras o erro padrão da média. N=8 por grupo; **p<0,01, 
quando comparado com o grupo controle, segundo a análise de variância (ANOVA) de uma 
via, seguida pelo teste post hoc de Dunnett. 
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Fig 22. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial, 10 minutos 

após  a microinjeção  de  naltrexona  (Ntx)(5µg/0,2µL),  2  horas  após  administração  de Nor‐

binaltorfimina  (NB)  (5µg/0,2µL),  24  horas  após  a  microinjeção  de  Naloxonazine  (Nle) 

(5µg/0,2µL)  ou  de  salina  fisiológica  (NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  na  substância  cinzenta 
periaquedutal  dorsal  sobre  a  (A)  frequência  e  (B)  tempo  de  levantamentos.  As  colunas  
representam médias e as barras o erro padrão da média. N=8 por grupo; **p<0,01, quando 
comparado  com  o  grupo  controle,  segundo  a  análise  de  variância  (ANOVA)  de  uma  via, 
seguida pelo teste post hoc de Dunnett 
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Fig 23. Efeito da microinjeção de bicuculina (40ng/0.2µl) no hipotálamo medial, 10 minutos 

após  a microinjeção  de  naltrexona  (Ntx)(5µg/0,2µL),  2  horas  após  administração  de Nor‐

binaltorfimina  (NB)  (5µg/0,2µL),  24  horas  após  a  microinjeção  de  Naloxonazine  (Nle) 

(5µg/0,2µL)  ou  de  salina  fisiológica  (NaCl  a  0,9%;  0.2µL)  na  substância  cinzenta 
periaquedutal dorsal sobre a incidência de cruzamentos na (A) periferia  ou no (B) Centro da 
arena. As colunas representam médias e as barras o erro padrão da média. N=8 por grupo; 
**p<0,01,  quando  comparado  com  o  grupo  controle,  segundo  a  análise  de  variância 
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de Dunnett.  
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Fig  24.  Representação  esquemática  dos  sítios  de  microinjeção  dos  antagonistas 
opioidérgicos  (naltrexona,  nor‐binaltorfimina,  naloxonazine)  e  da  salina  fisiológica  na 
substância  cinzenta  periaquedutal  dorsal  (A)  e  pontos  de  microinjeção  de  bicuculina 

(40ng/0,2µl)  no  hipotálamo medial  (B)  dispostos  em  anagramas  de  secções  coronais  do 
encéfalo do rato do atlas estereotáxico de Paxinos e Watson (2005).  

A. 

B. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

  Atualmente,  são  muitos  os  transtornos  psiquiátricos  que  ainda  estão  sendo 

estudados com a finalidade de elucidar e obter uma melhor compreensão sobre os sistemas 

de neurotransmissão e as bases neuroniais destas desordens. Além da esquizofrenia e das 

psicoses,  os  distúrbios  de  ansiedade  e  o  transtorno  de  pânico  estão  entre  as  patologias 

psiquiátricas mais estudadas e conhecidas.  

  Modelos  experimentais  sugerem  que  as  reações  de  fuga  após  a  estimulação  de 

algumas estruturas do  teto mesencefálico  (TM) se assemelham aos sintomas presentes no 

transtorno do pânico (COIMBRA e cols., 1996; COIMBRA e cols., 2000; OSAKI e cols., 2003; 

CASTELLAN‐BALDAN  e  cols,  2006).  Recentes  evidências  sugerem  que  as  respostas 

comportamentais menos explosivas enquadram‐se melhor no perfil comportamental de um 

paciente  em  crise  de  pânico  (BUENO  e  cols,  2007).  A  resposta  de  fuga  seguida  da 

estimulação do HM caracteriza‐se por apresentar respostas de fuga e aumentos na atividade 

locomotora (SHEKHAR e cols, 1987), apresentando‐se como um novo modelo experimental 

deste transtorno, modelo que no presente trabalho foi empregado para estudar o papel do 

sistema opioide e das conexões entre o hipotálamo medial e a SCPd nos comportamentos de 

defesa eliciados pelo bloqueio de receptores GABAA no hipotálamo medial.  

  Tem  sido  mostrado  que  o  bloqueio  do  receptor  GABAA  na  região  dorsal  do 

hipotálamo  evoca  uma  série  de  alterações  fisiológicos  e  efeitos  ansiogênicos,  tais  como: 

aumento da frequência cardíaca e respiratória, na pressão arterial, na atividade locomotora 

e em comportamentos similares aos presentes nos ataques de pânico em humanos (Shekhar 

e Katner, 1995; Shekhar, 1994). Alguns estudos com drogas ansiolíticas demonstraram que 

essas  drogas  têm  seu  efeito  antiaversivo  devido  ao  aumento  da modulação  GABAérgica 

(SHEKHAR, 1994). Com efeito,  a  administração de  imipramina e o  clonazepam bloqueia o 

efeito induzido pela desinibição dos neurônios GABAérgicos no HDM (SHEKHAR, 1994).  
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5.1. Estudo Neuroanatômico  

 

  Os  resultados observados após a administração de neurotraçadores no hipotálamo 

medial  sugerem  a  presença  de  conexões  intrínsecas  entre  as  subdivisões  dorsomedial  e 

ventromedial  do  hipotálamo.  Desta  maneira,  as  marcações  positivas  para  biodextrana 

conjugada a cascade blue em neurônios e fibras do HVM, após a microinjeção desse traçador 

no  HDM,  demonstra  a  existência  de  uma  conexão  eferente  entre  o  HVM  e  o  HDM,  e 

embasam  o  fato  de  que  o  antagonismo  dos  receptores  GABAA  em  qualquer  uma  das 

mencionadas subdivisões, poderia levar à ativação da outra. Assim, é possível supor que os 

comportamentos defensivos abordados no presente estudo podem ser  produto da ativação 

do  hipotálamo  medial  como  um  todo,  independentemente  da  subdivisão  na  qual  a 

bicuculina  fora microinjetada.  Este  correlato morfológico  suporta  os  achados  obtidos  por 

Freitas  e  cols  (2009),  nos  quais  foi  demonstrada  uma  ausência  de  acentuadas  diferenças 

entre  os  comportamentos  eliciados  pela  desinibição  GABAérgica  do  HDM  quando 

comparado  com  a  expressão    comportamental  de  defesa  desencadeada  pela  desinibição 

GABAérgica do HVM.  

  Em  adição,  foram  observadas  fibras  nervosas  positivas  para  o  neurotraçador 

conjugado ao cascade blue nas  redes neurais da SCPd, o que  indica a presença de botões 

terminais ou varicosidades provenientes do local onde foi administrado o neurotraçador, ou 

seja, no HDM. Essas achados  sugerem uma conexão entre o hipotálamo dorsomedila e as 

colunas dorsolaterais da SCP, o que se soma a achados prévios que sugerem também que a 

SCP  recebe  projeções  de  outros  núcleos  hipotalâmicos.  Com  efeito  a  área  lateral  do 

hipotálamo se projeta à SCPvl, e   a SCPvl   e a SCPl também recebem  inputs do hipotálamo 

dorsal e medial (FLOYD  e cols., 2001; VEENING e cols, 1991). Esses resultados sugerem que 

as reações de pânico elaboradas pelo hipotálamo medial poderiam recrutar as redes neurais 

da  SCPd.  De  fato,  é  sabido  que  a  desinibição GABAérgica  na  SCPd  produz  uma  série  de 

comportamentos de escape ou  fuga em  situações de perigo proximal  (SCHENBERG e cols, 

2005; BANDLER e SHIPLEY, 1994; MORGAN e cols., 1998).  

    Por  sua vez, a microinjeção do neurotraçador marcado  com Texas  red nas  colunas 

dorsais da  SCP mostrou a presença de  fibras e neurônios positivos na própria  SCP, o que 
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poderia sugerir conexões intrínsecas de neurônios situados em diferentes substratos neurais 

da SCPd considerando o eixo crânio‐caudal, a coluna dorsomedial e mesmo as demais outras 

colunas dessa estrutura. Curiosamente,  foram  também encontradas  células positivas para 

Texas  red no HVM o que,  junto  com o achado de  fibras e neurônios positivos na SCPdl,  , 

sugerem que os corpos neuroniais que se projetam intrinsecamente na própria SCP também 

enviariam conexões com o HVM. A presença de marcações positivas para o mesmo traçador 

tanto em fibras como em pericários no HVM provenientes do sitio da microinjeção na SCPdl 

e no HDM, favoreceria a hipótese das citadas conexões serem recíprocas.  

  Estudos predecessores efetivamente mostraram a presença de projeções da coluna 

dorsolateral da SCP, conectando‐se com a parte dorsal, posterior e anterior do hipotálamo, 

assim como com a porção dorsomedial do HVM (FLOYD e cols., 2001; VEENING e cols, 1991). 

O  HM  também  recebe  aferências  da  coluna  lateral  da  SCP  (ALLEN  e  CECHETTO,1992; 

DENOVELLIS  e  cols.,  1995).    Assim,  é  preciso  conceber  a  possibilidade  de  haver  uma 

influência mutua  entre  essas  duas  estruturas,  onde  cada  uma  delas  poderia modular  as 

respostas defensivas elaboradas pela outra.       

  É  importante mencionar que os  achados do presente  trabalho,  referentes  à dupla 

marcação  dos mesmos  neurônios  no HVM  que  se  conectam  com  o HDM  e  com  a  SCPdl 

sugerem  efetivamente  a  existência  das  conexões  recíprocas  entre  as  citadas  estruturas  o 

que  lhes  confere a possibilidade de  integração durante  a organização do  comportamento 

que tem sido associado ao medo inato e aos ataques de pânico.  

 

 

5.2. Estudo Neurofisiológico 

 

 

  Os  resultados  obtidos  no  estudo  neurofisiológico mostraram  que  a  inativação  das 

sinapses na SCPd  com microinjeções  locais de  cloreto de  cobalto diminuíram, de maneira 

geral,  as  respostas  defensivas  desencadeadas  pelo  bloqueio  de  receptores  GABAA  no 

hipotálamo medial, especificamente nos núcleos hipotalâmicos dorsomedial e ventromedial. 
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Tem sido sugerido que tais núcleos são parte integrante do sistema hipotalâmico de defesa, 

proposto por Canteras, em 2002. 

  Com  efeito,  um  comportamento  comumente  presente  em  estados  de  ansiedade 

antecipatória,  como  no  caso  de  um  de  um  perigo  potencial  no  ambiente,  a  avaliação  de 

risco, mostrou uma tendência à diminuição tanto em sua frequência quanto em sua duração, 

após a microinjeção de cloreto de cobalto na SCPd. O comportamento de alerta defensivo 

mostrou  uma  diminuição  estatisticamente  significativa  em  sua  frequência  e  tendência  à 

diminuição  em  sua  duração.  Esses  dados  sugerem  que  a  coluna  dorsal  da  SCP  pode  ser 

recrutada  pelo  hipotálamo medial  diante  situações  que  geram  ansiedade,  situações  nas 

quais o perigo é potencial, e a fonte de estímulos aversivos ainda não for identificada.  

  Com relação aos comportamentos comumente relacionados na  literatura a ataques 

de  pânico,  é  conhecido  que  estruturas  encefálicas  como  a  SCP  são  responsáveis  pela 

elaboração  de  respostas  defensivas  mais  rápidas  e  imediatas.  Essa  estrutura  é  ativada 

quando  se  apresenta uma  situação na qual  a  sensação de perigo deve‐se  a uma  ameaça 

proximal (MEZZASALAMA e cols, 2004). Os presentes resultados mostraram que, além de ter 

ocorrido uma  tendência à diminuição do movimento defensivo  retrógrado e das  rotações, 

houve uma redução estatisticamente significante da expressão do comportamento de fuga e 

de  saltos,  tanto  em  sua  frequência  quanto  em  sua  duração.  Esses  achados  podem  ser 

considerados um  indicativo de que  tais  respostas dependem da  integridade das  conexões 

existentes entre o HM e a SCPd.  

  A resposta comportamental observada após a estimulação do HM caracteriza‐se por  

um comportamento de  fuga mais elaborado, acompanhado por um aumento na atividade 

locomotora, especificamente no que se refere aos levantamentos (SILVEIRA e GRAEFF, 1992; 

GRAEFF, 2007, SHEKHAR e DIMICCO, 1987; BANDLER e cols, 1991; BANDLER e SHIPLEY, 1994; 

CARRIVE e cols., 1987; MORGAN e cols., 1998), além da presença de saltos direcionados à 

parte superior da arena. Não obstante, a fuga observada após estimulação da SCPd  tem sido 

descrita como um comportamento mais explosivo, no qual se pode observar congelamento, 

corridas  intensas,  saltos  não  direcionados  a  nenhuma  saída  particular  do  local  em  que  a 

estimulação  central  for  efetuada,  seguindo‐se  alterações    neurovegetativas,  como 

exoftalmia, micção    e  defecação  (BITTENCOURT  e  cols,  2005;  SCHENBERG  e  cols,  2005; 
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Coimbra e cols, 2006). Tendo em consideração o caráter explosivo das  respostas eliciadas 

pela SCPd e os dados obtidos no presente trabalho, poder‐se‐ia sugerir que os componentes 

mais explosivos do padrão defensivo eliciado pelo hipotálamo poderiam estar mediados pelo 

aumento de atividade das redes neurais que conectam o HM com a SCPd.  

  No  concernente  aos  comportamentos  exploratórios,  os  resultados  referentes  à 

incidência e duração dos levantamentos indicam que a interrupção das sinapses na SCPd não 

afeta a avaliação de um espaço desconhecido. Por outro  lado, o bloqueio de  sinapses na 

SCPd causou uma diminuição significativa do número de cruzamentos efetuados na periferia 

da  arena  e  uma  tendência  ao  aumento  de  sua  incidência  na  parte  central  da  arena. Os 

presentes achados podem ser explicados pela relação que tem a atividade locomotora com 

o  comportamento  de  fuga  que,  geralmente,  é  caracterizado  por  um  aumento  na 

movimentação  do  animal.  Com  efeito,  no  presente  estudo,  observou–se,  também,  uma 

diminuição  estatisticamente  significativa  do  comportamento  de  fuga  organizado  pelo 

hipotálamo medial.  

   Não  obstante,  os  resultados  presentemente  obtidos  só  permitem  sugerir  que  a 

interrupção das  sinapses na SCPd diminui os  comportamentos defensivos  relacionados ao 

medo  inato evocado pelo bloqueio de  receptores GABA‐A no hipotálamo medial, mas não 

esclarece os mecanismos específicos pelos quais esta resposta está sendo mediada. Novos 

estudos se fazem necessários no sentido de esclarecer quais neurotransmissores encontram‐

se envolvidos nessa mediação química.   

 

 

 

5.1. Estudo Neurofarmacológico 

 

 

  O sistema de neurotransmissão opioide encontra‐se estreitamente relacionado com 

o  sistema  da  aversão, muito  embora  não  pareça  haver  um  consenso  sobre  suas  ações, 

apesar  de  sabidamente  desempenharem  um  papel  importante  na  neurobiologia  da 

ansiedade  e  do  pânico.  Se  há  evidências  farmacológicas  que  sugererem  que  o  agonismo 



59 

 

sobre  receptores  opioides  leva  à  diminuição  das  respostas  de  defensivas,  há  trabalhos 

abordando tanto técnicas neurofarmacológicas quando morfológicas, demonstrando que o 

antagonismo de receptores opioides no mesencáfalo dorsal e ventral causa um claro efeito 

antipânico,  baseado  na  interação  entre  vias  opioides  e GABAérgicasa  (COLASANTI  e  cols, 

2010).  Com  efeito,  recentemente,  foi mostrado  que  a  retirada  de morfina  sensibiliza  os 

substratos neurais do medo nas estruturas do tectum, como a SCPd e o colículo inferior (DE 

ROSS  e  cols  2009).  Contudo,  relatos  prévios  demonstraram  que  a  microinjeção  de 

antagonistas de receptores opioides do  tipo µ1 e κ nessas mesmas estruturas causa efeito 

antiaversivo (COIMBRA e cols, 1996, 2000; RIBEIRO e cols, 2005; CASTELLAN‐BALDAN e cols, 

2006). 

  No presente trabalho, a microinjeção de antagonistas de receptores opioides na SCPd  

influenciou  a organização do comportamento que tem sido relacionado ao medo inato e ao 

pânico, deprimindo as respostas de defesa  elaboradas pelo hipotálamo medial, em núcleos 

que  se  encontram  tonicamente  inibidos  por  projeções  GABAérgicas  ao  diencéfalo.  Esses 

achados  sugerem  que  os  comportamentos  defensivos  eliciados  pela  estimulação  do  HM 

podem ser modulados por vias opioides que conectam o hipotálamo medial com a SCPd.  

  Efetivamente, a microinjeção de antagonistas opioides na SCPd diminuiu a expressão 

dos  comportamentos  defensivos  organizados  pelo  hipotálamo  medial.  Curiosamente,  o 

comportamento de avaliação de risco aumentou significativamente após a administração de 

naltrexona e de naloxonazine, mas não de nor‐binaltorfimina na SCPd. Esse fato sugere  que 

o receptor µ1, mas não o receptor opioide κ, presentes na SCPd,   encontra‐se envolvido na 

elaboração dessa  resposta  após  a desinibição GABAérgica  do  hipotálamo medial.  Estudos 

confirmam que mecanismos mediados pelos receptores µ na SCPd podem estar envolvidos 

com  o  comportamento  de  avaliação  de  risco.  Por  outro  lado,  tem  sido  proposto  que  os 

efeitos pró‐aversivos produzidos pela microinjeção de morfina na SCPd podem ser mediados 

pela  sua ação  sobre  receptores  ĸ  (NOBRE e cols, 2000). Contudo, os presentes  resultados 

vão de encontro a essa última proposição, pois que tanto o bloqueio de receptores opioides 

do tipo µ1 como do tipo κ  localizados nas colunas dorsais da SCP causaram um claro efeito 

antiaversivo  sobre  as  diversas  respostas  comportamentais  que  têm  sido  relacionadas  ao 

medo inato, organizadas pelo hipotálamo medial. 
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  No  que  se  refere  ao  comportamento  de  alerta  defensivo,  não  foram  observadas 

diferenças estatisticamente significativas após nenhum dos pré‐tratamentos da SCP com os 

antagonistas seletivos e não seletivos de receptores opioides, o que sugere que as aferências 

opioides  à  SCPd  podem  não  ter  uma  influência  direta  sobre  respostas  de  ansiedade 

evocadas pelo bloqueio de receptores GABAérgicos no hipotálamo medial.  

  Contudo,  o  pré‐tratamento  da  SCPd  com  naltrexone,  naloxonazine  e  nor‐

binaltorfimina  reduziu  a  expressão  das  respostas  motoras  defensivas  retrógradas, 

recentemente descritas na  literatura como um dos repertórios comportamentais de defesa 

organizados pelo hipotálamo medial  (FREITAS e cols, 2009). O mesmo efeito  foi observado 

no  que  se  refere  ao  comportamento  rotatório.  Esses  dados  sugerem  o  envolvimento  de 

receptores  opioides  µ1  e  κ  da  SCPd  na  organização  de  tais  respostas  evocadas  pela 

desinibição GABAérgica no hipotálamo medial. 

  O  comportamento  rotatório  encontra‐se  relacionado  com  estados  aversivos 

(BALABAN, 2002), e pelo menos no que se refere ao comportamento de defesa organizado 

no mesencéfalo dorsal,  tal  resposta surge durante o arrefecimento do comportamento de 

fuga  explosiva  evocado  pelo  bloqueio  de  receptores  GABAA  na  SCPd  e  nas  camadas 

profundas do colículo suprerior, durante a elevação do limiar do comportamento de defesa 

mais  explosivo,  tendo  sido  sugerido  fazer  parte  do  repertório  comportamental  da 

agressividade,  ao  invés  do  repertório  comportamental  do  medo  inato,  propriamente 

(COIMBRA e BRANDÃO, 1993). À semelhança do que ocorreu no estudo neurofisiológico, o 

antagonismo de receptores opiodérgicos na SCPd causou  uma diminuição estatisticamente 

significativa  tanto em  frequência como em  tempo de  saltos e de  fuga após o bloqueio de 

receptores  GABAérgicos  no  hipotálamo  medial.  Como  tais  comportamentos  têm  sido 

considerados  uma manifestação  de medo  inato  comumente  relacionado  aos  ataques  de 

pânico, é possível que as respostas sugestivas de pânico, organizadas no hipotálamo medial, 

dependam,  pelo  menos  em  parte,  de  aferências  opioides  às  colunas  dorsais  da  SCP, 

recrutando  receptores  opioides  do  tipo  µ1  e  κ.  Com  efeito,  o  bloqueio  de  receptores 

opioides no teto mesencefálico tem sido seguido de um claro efeito antipânico (COIMBRA e 

cols, 1996; RIBEIRO e cols, 2005), o que também depende da interação entre vias opiodes e 
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GABAérgicas  intramesencefálicas  (EICHENBERGER  e  col.,  2002;  OSAKI  e  col.,  2003; 

CASTELLAN‐BALDAN e cols, 2006). 

   No que se refere ao comportamento exploratório, tão presente, entremeando‐se nas 

respostas  comportamentais  de  fuga  orientada  que  seguem  o  bloqueio  de  receptores 

GABAérgicos  no  hipotálamo medial  (FREITAS  e  col.,  2009),  os  levantamentos  também  se 

mostraram estatisticamente reduzidos, tanto em sua incidência, como em sua duração, após 

o  bloqueio  de  receptores  opioides  não  específicos  e  específicos  (µ1  e  κ)  na  SCPd.    É 

importante mencionar que houve uma  relação entre as  respostas de  levantamentos e de 

saltos, sendo que o animal, antes de realizar os saltos sempre realizava um  levantamento, 

muito embora, nem toda a resposta de levantamento fosse seguida por salto. Uma possível 

interpretação  do  observado  pode  consistir  no  fato  de  que  durante  a  resposta  de  defesa 

orientada, que caracteriza a estimulação do hipotálamo medial, a  resposta de salto sendo 

precedida por comportamento exploratório era menos explosiva do que a mesma resposta 

obtida pela estimulação do teto mesencefálico, por exemplo. De fato, após a estimulação do 

HM, o animal aparentava estar à procura de uma possível saída do ambiente de estimulação 

aversiva. Como na arena circular utilizada no presente trabalho, a borda superior (elevada a 

60  cm  de  altura)  é  a  única  entrada  e  saída  do  ambiente  experimental,  a  elaboração  do 

comportamento  exploratório  de  levantamento,  precedendo  a  resposta  de  saltos,  poderia 

caracterizar efetivamente a  já mencionada  resposta de  fuga orientada caracteristicamente 

organizada pelo hipotálamo medial (FREITAS e cols, 2009, GRAEFF, 1994), o que, no entanto, 

também parece recrutar receptores opioides µ1 e κ da SCPd, para sua elaboração.  

  Por outro  lado, alguns estudos apontam o fato de que nem todos os  levantamentos 

constituem  um  comportamento  exploratório,  já  que  tem  sido  proposta  a  existência  de 

levantamentos  com  conotação  defensiva  em  casos  nos  quais  estes  ocorram  em  um 

ambiente de caráter aversivo e se apresentem em direção ao estímulo que sinaliza perigo. 

Esse levantamento é chamado de “vigilant rearing” (DIELENBERG e McGREGOR, 2001).  

  No que se refere aos cruzamentos, há evidências de que a administração central de 

antagonistas opioides reduz a atividade  locomotora dos ratos  (LEVENTHAL e cols, 1996). O 

efeito oposto é observado quando é administrada morfina, um agonista opioidérgico não 

seletivo,  o  qual  produz  um  aumento  significativo  da  atividade  locomotora  (KAMEI  e  cols, 
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1995), mesmo como sinal de estado aversivo, dependendo da dose (CARDOSO e cols, 1992). 

Os resultados do presente estudo foram semelhantes aos achados na literatura que sugerem 

um  papel  pró‐aversivo  dos  neurotransmissores  opioides,  dependendo  da  estrura  sobre  a 

qual agem (COIMBRA e cols, 1996, 2000; EICHENBERGER e cols, 2002; OSAKI e cols, 2003), já 

que  o  pré‐tratametno  da  SCPd  com  os  antagonistas  opioides  seguido  pelo  bloqueio  de 

receptores  GABAérgicos  no  hipotálamo  medial  causou    uma  diminuição  significativa  na 

realização de cruzamentos na periferia do assoalho da arena. Além disso, observou‐se um 

aumento na  incidência de cruzamentos no centro da arena, o que  sugere um claro efeito 

antiaversivo  do  bloqueio  de  receptores  opioides µ1  e κ  da  SCPd  nas  respostas  de  defesa 

desencadeadas pelo bloqueio de  receptores GABAA no hipotálamo medial, o que ainda  se 

harmoniza com o efeito antipânico do antagonismo de receptores opioides inespecíficos da 

SCPd, caracterizado pela diminuição das respostas de fuga explosiva localmente organizadas 

(Coimbra e col., 1996). Com efeito, o aumento significativo de cruzamentos na parte central 

da arena pode estar relacionado com a diminuição geral dos comportamentos defensivos e 

nos níveis de medo e de ansiedade,  já que diferentes estudos  têm mostrado que quanto 

maior  for a exploração do animal de áreas centrais do campo aberto, menor é o nível de 

ansiedade  (FREITAS e cols, 2009; DAVIDSON e cols., 2007; LIM e cols, 2008; TRZCTNSKA e 

cols, 1999). 

  Por  outro  lado,  é  importante  mencionar  a  relação  existente  entre  o  sistema 

GABAérgico  e  o  sistema  de  neurotransmissão  opioide,  o  que  pode  embasar  o  efeito 

ansiolítico  e  panicolítico  causados  pelo  antagonismo  de  receptores  opioides  realizado  no 

presente trabalho. Tem sido demonstrado que as vias opioides têm conexões recíprocas com 

interneurônios GABAérgicos, e que a interação entre tais vias modula as respostas de pânico 

eliciadas pela estimulação de estruturas mesencefálicas (EICHENBERGER e cols, 2002; OSAKI 

e  cols,  2003;  RIBEIRO  e  cols,  2005;  CASTELLAN‐BALDAN  e  cols,  2006).  Os  presentes 

resultados mostraram um claro efeito antiaversivo causado tanto pela administração de um 

antagonista não seletivo de receptores opioides na SCPdl, como após o pré‐tratamento da 

SCP com antagonistas opioidergicos seletivos para receptores µ1 e κ, o que vai ao encontro 

de resultados obtidos em estudos prévios, onde o pré‐tratamento do mesencáfalo drosal ou 

ventral  com  os  mesmos  fármacos  diminuiu  a  respostas  defensivas  após  a  estimulação 
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elétrica do  teto mesencefálico  (COIMBRA e cols, 2000; RIBEIRO e cols, 2005; OSAKI e cols, 

2003; CALVO e COIMBRA, 2006).   

  Em harmonia com os presentes achados, há evidências de que a endomorfina, um 

agonista de  receptores opioides do  tipo µ, é  liberada nas projeções estabelecidas entre o 

hipotálamo e a SCP, podendo mediar ou modular diferentes funções (CHEN e cols, 2008). A 

esse respeito, o estudo atual mostra que essas ações fisiológicas podem estar relacionadas 

com os comportamentos defensivos elaborados pelo hipotálamo medial.  

  Os achados do presente trabalho permitem ampliar o conhecimento vigente sobre as 

bases  neurais  e  psicofarmacológicas  do  medo  inato,  aumentando  a  possibilidade  de 

compreendermos  mais  claramente  as  bases  anatômicas  e  neuroquímicas  de  algumas 

desordens  psiquiátricas,  como  os  distúrbios  da  ansiedade  e  o  transtorno  do  pânico, 

culminando no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas que possam melhorar a 

qualidade de vida de pacientes que estejam sendo afetados por tais doenças. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

• O  bloqueio  de  receptores  GABAérgicos  do  tipo  A  nos  núcleos  hipotalâmicos 

dorsomedial e ventromedial é seguido por um conjunto de respostas comportamentais 

sugestivas de medo  inato e de pânico, como alerta defensivo,  fuga orientada a uma 

eventual  saída  do  ambiente  aversivo,  além  de  algumas  clássicas  respostas  de 

ansiedade antecipatória, como o comportamento de avaliação de risco.  

• O comportamento de defesa organizado pelos núcleos do hipotálamo medial parece 

depender  da  integridade  de  aferências  à  coluna  dorsal  da  substância  cinzenta 

periaquedutal.  

• A elaboração do comportamento de fuga pelo hipotálamo medial recruta vias que se 

projetam  para  a  coluna  dorsal  da  substância  cinzenta  periaquedutal,  uma  estrutura 

mesencefálica  que  pode  ser  responsável  pela  elaboração  de    componentes  mais 

explosivos da resposta de defesa organizada  pelo hipotálamo medial. Além disso, vias 

que  conectam  o  hipotálamo  medial  às  colunas  dorsais  da  substância  cinzenta 

periaquedutal  também podem estar  relacionadas  com os  estados pró‐aversivos que 

sinalizem perigo iminente.  

• O  pré‐tratamento  da  substância  cinzenta  periaquedutal  dorsal  com  antagonistas 

opioides  seguido  da  desinibição  GABAérgica  no  hipotálamo  medial  aumentou  a 

expressão  de  comportamentos  que  têm  sido  relacionado  com  a  ansiedade 

antecipatória, comumente evocados na presença de um perigo distal, como consiste a 

avaliação de risco, mas não alterou a resposta de alerta defensivo.  

• O  pré‐tratamento  da  substância  cinzenta  periaquedutal  dorsal  com  antagonistas  de 

receptores  opioides,    seguido  pela  desinibição  GABAérgica  no  hipotálamo  medial, 

diminuiu  significativamente  os  comportamentos  associados  aos  ataques    de  pânico, 

como o comportamento de fuga e saltos.  

• As respostas de pânico organizadas por neurônios do hipotálamo medial, os quais se 

encontram  tonicamente  inibidos  pelo  sistema  GABAérgico,  parecem  depender  da 

integridade de uma via   mediada por polipeptídeos opioides endógenos que  recruta 
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receptores µ1 e κ localizados nas colunas dorsais da substância cinzenta periaquedutal, 

considerada a principal via de saída do sistema encefálico da aversão.  
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