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RESUMO: 

O núcleo dorsomedial do hipotálamo (HDM) é um importante componente 

integrativo de respostas comportamentais, endócrinas e autonômicas. A 

estimulação do HDM por aminoácidos excitatórios como o glutamato 

desencadeia respostas defensivas relacionadas à ansiedade. Em 

contrapartida, o sistema endocanabinoide pode inibir tais reações. 

Considerando essas evidências, o presente trabalho testou a hipótese de que o 

sistema endocanabinoide atua com um mecanismo antiaversivo nesta 

estrutura. Para tal, respostas aversivas foram induzidas em ratos pela 

administração intra-HDM de NMDA, um agonista dos receptores NMDA 

glutamatérgicos. Os animais foram submetidos a cirurgia estereotáxica para 

implantação de uma cânula nessa estrutura. Após 7 dias, foram colocados em 

uma caixa de observação e o comportamento foi filmado por 5 minutos. A 

injeção intra-HDM de NMDA produziu reações de fuga caracterizadas por 

cruzamentos e de pulos. Tal efeito foi prevenido pela injeção local tanto de um 

agonista CB1 (ACEA), quanto CB2 (JWH133). Esse efeito foi mimetizado por 

um inibidor da hidrólise do endocanabinoide 2-AG (URB602), mas não do 

endocanabinoide anandamida (URB597). O URB602 preveniu também o 

aumento de pressão arterial induzido por NMDA. Nenhum tratamento alterou 

os níveis de corticosterona. Os efeitos comportamentais do URB602 foram 

revertidos tanto por antagonistas tanto do receptor CB1 (AM251), quanto do 

CB2 (AM630). O pré-tratamento com AM251, seguido de uma dose de NMDA 

que por si só não promove fuga, não foi capaz de desencadear reações 

aversivas. A administração de NMDA induziu aumento de expressão de c-Fos 

nas seguintes regiões: Hipotálamo dorsomedial (HDM), hipotálamo 



12 
 

ventromedial (HVM), e colunas dorsomedial (SCPdm) e dorsolateral (SCPdl) da 

substância cinzenta periaqueductal. Já a expressão da enzima envolvida na 

síntese do 2-AG (DAGL) foi maior apenas no HDM e HVM. Observou-se um 

aumento na co-localização de células c-Fos/DAGL positivas no HDM, HVM e 

SCPdl. Conclui-se que o endocanabinoide 2-AG modula as respostas 

defensivas induzidas pela ativação de receptores NMDA no HDM, 

provavelmente por ativação de receptores CB1 e CB2. 

 

Palavras-chave: Hipotálamo, Hípotálamo Dorsomedial, Canabinoides, 

Respostas aversivas, NMDA. 
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ABSTRACT 

The dorsomedial hypothalamus (DMH) is an important integrative nucleus 

for behavioral, endocrine and autonomic responses. The stimulation of DMH by 

excitatory amino acids, such as glutamate, promotes defensive responses 

related to anxiety. On the other hand, the endocannabinoid system seems to 

inhibit these reactions. This work tested the hypothesis that the 

endocannabinoid system inhibit the aversive reactions in this structure. To test 

this hypothesis, aversive responses were induced by intra-DMH NMDA 

injection, an agonist of NMDA glutamatergic receptors. Animals were submitted 

to stereotaxic surgery for implantation of a cannula into DMH. After 7 days, they 

were placed in an observation box and recorded for 5 min. The injection of 

NMDA intra-DMH elicited escape reactions, consisting of crossings and jumps. 

This effect was prevented by a CB1 agonist (ACEA) and a CB2 agonist 

(JWH133). The endocannabinoid 2-AG-hydrolysis inhibitor (URB602), but not 

anandamide-hydrolysis inhibitor (URB597) prevented defensive behavior. 

URB602 reverted cardiovascular response augmentation. None of the 

treatments changed corticosterone levels. The behavioral effects of URB602 

were prevented by both CB1 (AM251) and CB2 (AM630) receptors antagonists. 

The pretreatment with AM251 followed by a dose of NMDA that does not 

produce effect by itself failed to elicit aversive reactions. NMDA administration 

increased c-Fos expression in the Dorsomedial Hypothalamus (DMH), 

ventromedial hypothalamus (VMH), and dorsomedial (dmPAG) and dorsolateral 

(dlPAG) columns do the periaqueductal gray. The expression of the enzyme 

that synthesizes 2-AG (DAGL) was increased on DMH and VMH. The 

colocalization of c-Fos/DAGL positive cells increased on DMH, VMH and 
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dlPAG. It is concluded that the endocannabinoid 2-AG modulates defensive 

responses induced by activation of the DMH, probably through CB1 and CB2 

cannabinoid receptors. 

 

Key-words: Hypothalamus, Dorsomedial Hypothalamus, Cannabinoids, 

Aversive responses, NMDA 
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1. O COMPORTAMENTO DEFENSIVO 

As respostas de defesa consistem no conjunto de reações que os animais 

apresentam frente a situações que promovem risco à sobrevivência. A 

correlação entre as emoções humanas e as respostas comportamentais 

emitidas por animais foi proposta pela primeira vez por Charles Darwin. Em seu 

livro The Expression of Emotions in Man and Animals (1872), Darwin propunha 

que, tendo o homem e os demais animais um ancestral comum, eles deveriam 

guardar também as mesmas emoções básicas. Considerando as diversas 

espécies animais, as ameaças que desencadeariam tais emoções poderiam 

ser evocadas pela presença de predadores, estímulos nociceptivos, altura, 

luminosidade, situações de conflito ou ainda o confronto com animais da 

mesma espécie. (BLANCHARD and BLANCHARD, 1984; Blanchard and 

Blanchard, 1988; Blanchard and Blanchard, 1989; Blanchard and Blanchard, 

1990; Blanchard et al., 2001a). 

Diante de todas essas ameaças, os animais apresentariam as seguintes 

respostas: avaliação de risco, freezing (congelamento), fuga e ataque 

defensivo. A escolha de qual resposta será expressa depende da hierarquia 

social do animal em seu grupo, das condições do ambiente e da distância a 

qual o animal se encontra do estímulo ameaçador. Em roedores, por exemplo, 

a exposição ao predador induz comportamento de congelamento, fuga e 

avaliação de risco. Tais comportamentos também podem ser observados 

quando os animais são submetidos à estímulos mais sutis, como o odor do 

predador. (McGregor et al., 2004; Apfelbach et al., 2005). 

O comportamento defensivo é acompanhado ainda de alterações 

autonômicas, como aumento de pressão arterial, frequência cardíaca e 
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respiratória, dilatação pupilar e vasodilatação da musculatura esquelética 

(Carrive, 1993). O mesmo padrão foi também observado em ratos expostos às 

suas ameaças naturais (Hunsperger, 1956a, b; Fernandez De Molina and 

Hunsperger, 1959, 1962) ou ainda quando recebiam injeções intracerebrais de 

aminoácidos excitatórios (Krieger and Graeff, 1985; Hilton and Redfern, 1986; 

Yardley and Hilton, 1986). 

Com base nos padrões defensivos de ratos selvagens frente aos seus 

predadores naturais, Robert e Caroline Blanchard classificaram as respostas 

defensivas de acordo com o nível e com a distância da ameaça a qual os 

animais estão submetidos. Esses níveis seriam divididos em: ameaça 

potencial, distal e proximal (Blanchard et al., 1997; Blanchard et al., 2001b, 

2003). Mais tarde, Jeffrey Gray, McNaughton e Corr propuseram que os 

sistemas neurais responsáveis pelo comportamento de defesa estariam 

organizados de acordo com a direção defensiva, com uma distinção funcional 

entre os comportamentos que afastam ou aproximam os animais de uma fonte 

de perigo (McNaughton and Corr, 2004). 

No primeiro nível de ameaça, quando a presença do predador é incerta, 

ou quando o animal se encontra distante dos estímulos associados ao 

predador, há um comportamento de investigação da presença de perigo e 

avaliação de risco. O mesmo comportamento pode ser observado quando o 

animal explora ambientes nos quais a presença do predador já foi detectada. 

Neste caso, a resposta predominante é a esquiva. Como essas respostas 

envolvem um conflito entre aproximação e afastamento do perigo, foi proposto 

que se relacionaria com transtorno de ansiedade generalizada em humanos 

(Graeff, 1994; Blanchard et al., 2003). As bases neurais para a evocação 
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dessas respostas são o septo hipocampal e a amígdala. Enquanto o primeiro 

parece relacionar-se com o componente cognitivo da ansiedade, a segunda 

integraria o componente afetivo. (McNaughton and Gray, 2000; Zangrossi et al., 

2001) 

No segundo nível de ameaça o perigo é real, mas encontra-se a certa 

distância. O comportamento observado nesse animal é a fuga, e quando esta 

não é possível, o animal tende a adotar uma postura de congelamento. O 

comportamento de freezing é observado quando o animal é re-exposto a um 

contexto previamente associado ao predador. O grau de congelamento do 

animal pode ser correlacionado com medo ou fobias em humanos (Graeff, 

1994, 2004). O substrato neural associado a esse comportamento compreende 

a via que parte do núcleo central da amígdala rumo à porção ventral da 

substância cinzenta periaquedutal (SCP) (Davis, 1992b, a, 1998) 

O terceiro nível de ameça (proximal) ocorre quando o animal está em 

contato com o predador e nesse caso, se há uma rota de saída, a fuga é a 

resposta predominante. Quando essa última não ocorre, o animal responde 

com saltos, vocalizações e confronto com o predador. Uma vez que esses 

comportamentos eram observados por meio da estimulação elétrica da SCP, 

essa estrutura tornou-se um dos principais substratos neurais para a ameaça 

distal (Hunsperger, 1956a, b; Fernandez De Molina and Hunsperger, 1959, 

1962). Mais tarde, baseado em achados clínicos e experimentais, esses 

comportamentos foram relacionados ao Transtorno de Pânico em humanos, 

um subtipo de transtorno de ansiedade (Graeff, 1994, 2004). 

Considerando-se todas estas propostas em conjunto, os substratos 

neurais do medo e ansiedade estariam representados pelas mesmas 
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estruturas, organizadas paralela e hierarquicamente, porém com níveis de 

ativação relacionados à distância defensiva. Assim, pequenas distâncias 

ativariam estruturas mais caudais, como a PAG e distâncias maiores ativariam 

estruturas prosencefálicas, como o córtex pré-frontal (McNaughton and Corr, 

2004). 

 Recentemente, Mobbs e colaboradores observaram que, de maneira 

análoga, circuitos neurais distintos em humanos também estão envolvidos em 

situações de perigo distal e proximal. Nesse estudo o papel da SCP é 

destacado como a principal estrutura envolvida em situações de perigos 

proximais (Mobbs et al., 2007). Estudos que empregam a técnica de 

imunoistoquímica para Fos – uma proteína transcrita a partir do gene de 

expressão imediata c-fos - observaram a ativação dessa proteína em diversas 

regiões específicas após estímulos aversivos (Morgan and Curran, 1989; 

Chaudhuri, 1997). Sob condições basais, o número de células c-fos detectáveis 

é muito baixo (Hughes et al., 1992), mas após estímulo, o nível máximo de 

expressão ocorre entre 1 e 3 horas, e desaparece gradualmente após 4-6 

horas(Kovacs and Sawchenko, 1996b). A exposição de ratos ao gato ou ao seu 

odor aumenta a expressão de Fos em regiões sabidamente envolvidas nas 

respostas defensivas e nos transtornos de ansiedade em humanos, como a 

SCP, amígdala, e diversos núcleos hipotalâmicos (Kovacs and Sawchenko, 

1996a, b; Sawchenko et al., 1996; Canteras et al., 1997; Canteras and Goto, 

1999; Dielenberg et al., 2001; McGregor et al., 2004; Beijamini and Guimaraes, 

2006).  

O mesmo padrão de expressão é observado quando os animais são 

submetidos a modelos de ansiedade (Graeff et al., 1993; Sandner et al., 1993; 
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Silveira et al., 1993; Duncan et al., 1996) ou ainda após a injeção de drogas 

ansiogênicas (Singewald and Sharp, 2000; Singewald et al., 2003). Em 

conjuntos, estes trabalhos sustentam a hipótese de que as bases neurais 

responsáveis pelo comportamento defensivo são as mesmas responsáveis 

pelos transtornos de ansiedade.  

 

2. SUBSTRATOS NEURAIS ENVOLVIDOS NO COMPORTAMENTO 

DEFENSIVO: 

2.1.  A SUBSTÂNCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL (SCP): 

Anatomicamente, a SCP localiza-se no mesencéfalo, circundando o 

aqueduto de Sylvius. Ela pode se dividida em quatro colunas situadas ao longo 

do eixo rostrocaudal, assim denominadas: dorsomedial (SCPdm), dorsolateral 

(SCPdl), lateral (SCPl) e ventrolateral (SCPvl) (Carrive, 1993; Bandler and 

Keay, 1996; Bandler et al., 2000b; Bandler et al., 2000a). 

A SCP recebe abundante inervação e em função disso, integra as mais 

diversas funções, como controle cardiovascular, processamento e modulação 

da dor, e ainda respostas de medo e ansiedade (Bandler et al., 1991; Carrive, 

1993; Bandler and Keay, 1996; Bandler et al., 2000b).  

A estimulação elétrica da SCP em animais induz comportamentos do tipo 

luta e/ou fuga similares àqueles evocados por situações naturais de perigo e 

ameaça (Fernandez De Molina and Hunsperger, 1959, 1962). De modo 

especial, a estimulação da porção dorsal da SCP - que compreende as colunas 

dorsomedial e dorsolateral - está particularmente envolvida na elaboração 

desses comportamentos defensivos (Zangrossi et al., 2001; Graeff, 2004). 



21 
 

Da mesma forma, a estimulação da SCP por aminoácidos excitatórios 

promove reações de fuga, congelamento e alterações autonômicas como: 

elevação da pressão arterial e da frequência cardíaca, sudorese, piloereção, 

vasodilatação da musculatura esquelética e dilatação pupilar (Krieger and 

Graeff, 1985; Bandler and Carrive, 1988; Schmitt et al., 1990; Carrive, 1993; 

Graeff, 1994; Bandler and Keay, 1996; Bandler et al., 2000b; Schenberg et al., 

2001; Vianna et al., 2003; Vianna and Brandao, 2003; Graeff, 2004; Pelosi et 

al., 2009; Graeff et al., 2015). Ainda reforçando a hipótese do envolvimento da 

SCP em reações de defesa, estudos demonstraram que lesões nessa estrutura 

eliminavam respostas defensivas a estímulos ameaçadores em animais 

experimentais (Edwards and Adams, 1974; Dielenberg et al., 2004).  

A evocação de comportamentos defensivos pela estimulação química, 

elétrica ou ainda pela exposição ao predador, promove ativação de Fos, com 

maior aumento da expressão na SCPdl, sustentando a importância dessa 

região mesencefálica para a elaboração de tais respostas (Sandner et al., 

1992; Silveira et al., 1993; Silveira et al., 1994; Kovacs, 1998; Singewald et al., 

2003; Vianna et al., 2003; Viana et al., 2015). Em humanos, a estimulação de 

áreas mesencefálicas, incluindo a SCP, desencadeou alterações autonômicas, 

além de sensações de dor, pavor e morte eminente (Nashold and Wilson, 1966; 

Nashold et al., 1969; Nashold, 1974). Tais manifestações assemelhavam-se 

àquelas ocorridas durante um ataque de pânico. Além disso, estudos que 

utilizaram a Tomografia por emissão de pósitrons (PET) demonstraram que a 

SCPdl é ativada durante ataques de pânico induzidos por lactato e também 

pela administração de um agonista colecistocinérgico, o CCK-4 (Reiman et al., 

1989; Javanmard et al., 1999). 
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Considerando as semelhanças entre os comportamentos humanos e 

animais frente a estímulos ameaçadores, bem como entre os comportamentos 

evocados pela estimulação da SCP por perigos e ameaças naturais, a 

estimulação desta estrutura tem sido utilizada como um modelo animal de 

ataques de pânico (Graeff, 1994; Lovick, 2000; Lovick et al., 2000;Moreira et 

al., 2013). 

 

2.2. O HIPOTÁLAMO: 

A relação entre hipotálamo e comportamento defensivo foi proposta pela 

primeira vez por Phillip Bard, em 1928. Em seus experimentos, Bard estimulou 

o hipotálamo lateral de gatos e viu que os animais apresentavam arqueamento 

do dorso e cauda, dilatação pupilar e ataque orientado. Em conjunto, todas 

essas alterações foram chamadas “reações afetivas de defesa”. Anos mais 

tarde, Hess & Brugger demonstraram que a estimulação elétrica do hipotálamo 

medial promovia comportamentos aversivos e que animais com eletrodos aí 

implantados aprendiam a desligar a estimulação elétrica desta região. (Bard, 

1928; Hess W.R., 1943; Hess and Akert, 1955). Posteriormente, demonstrou-

se, por meio de lesões eletrolíticas, que áreas como os núcleos dorsomedial e 

ventromedial também poderiam evocar comportamentos de defesa (Wheatley, 

1944).  

Anatomicamente, o hipotálamo é composto por três zonas longitudinais 

distintas (periventricular, medial e lateral), divididas em quatros níveis ou 

regiões rostro-caudais (pré-óptica, anterior, tuberal e mamilar) (Canteras, 

2002). (FIGURA ) 
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Figura 1: Representação tridimensional dos diversos núcleos do hipotálamo. 
Na figura, estão representadas as zonas periventricular, medial e lateral, 
dispostas longitudinalmente..Observa-se ainda três regiões rostro-caudais: pré-
óptica, anterior, tuberal. A seta vermelha indica o núcleo dorsomedial (DMH). 
AHA, área hipotalâmica anterior; ARC, núcleo arqueado; AV3V, área ventral do 
terceiro ventrículo; CI, capsula interna; DP, subnúcleo dorsal parvocellular do 
núcleo paraventricular (PVN); DMH, núcleo dorsomedial; F, fórnix; LHA, área 
hipotalâmica lateral; LM, subnúcleo magnocellular lateral do núcleo 
paraventricular; LPOA, área pré-óptica lateral; ME, eminência mediana; MP, 
área medial parvocellular; MPO, área medial pré-óptica; OT, trato óptico; Sch, 
núcleo supraquiasmático; SON, núcleo supra-óptico; SI, substância inominada; 
ST, núcleo subtalâmico; VMH, núcleo ventromedial; VP, subnúcleo 
parvocellular ventral do núcleo paraventricular. 
 
 
 

A zona hipotalâmica medial compreende uma série de grupos celulares 

bem definidos que possuem uma importante função em iniciar comportamentos 

motivados específicos, como: ingesta de comida, metabolismo, reprodução e 

defesa (Canteras et al., 2001; Canteras, 2002). 

Berthoud, 2002 
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A região hipotalâmica medial pode ser dividida em dois circuitos, sendo 

que o primeiro compreende o núcleo hipotalâmico anterior (NHA), a porção 

dorsomedial do hipotálamo ventromedial (HVMdm) e o núcleo pré-mamilar 

dorsal (PMd). Tal circuito formaria o “Circuito Hipotalâmico de defesa”, 

responsável por integrar reações defensivas inatas em resposta a perigos 

ambientais. Tanto a estimulação química quanto elétrica desse circuito é capaz 

de evocar respostas defensivas autonômicas e motoras que se assemelham ao 

comportamento do animal em situações de perigo (Canteras, 2002). Um 

segundo circuito, que compreende a área pré-óptica medial, a porção 

ventrolateral do hipotálamo ventromedial e os núcleos pré-mamilares tuberal e 

ventral seria responsável por comportamentos reprodutivos e agonísticos 

sociais (Swanson, 1988; Canteras et al., 1992; Canteras and Swanson, 1992; 

Canteras, 2002, 2003). Por fim, a zona hipotalâmica periventricular é composta 

por diversos núcleos, como o dorsomedial (HDM), que contém a maior parte 

dos neurônios motores e neuroendócrinos, que enviam projeções para o 

sistema nervoso autônomo (Swanson, 1988; Thompson et al., 1996; Risold et 

al., 1997; Thompson and Swanson, 1998). 

O HDM é subdividido em duas porções: uma difusa e uma compacta, 

sendo esta última localizada de modo mais caudal e que parece ser mais 

responsiva à microinjeção de aminoácidos excitatórios (De Novellis et al., 

1995). O HDM encontra-se ativado em situações aversivas como choque, 

estresse de restrição, nado forçado, desidratação e exposição ao predador 

(Cullinan et al., 1995; Cullinan et al., 1996; Canteras et al., 1997; Li and 

Sawchenko, 1998). Além disso, essa região está envolvida em respostas 
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cardiovasculares e neuroendócrinas ao stress agudo (Shekhar, 1993; Shekhar 

et al., 1993; Inglefield et al., 1994; Shekhar and Katner, 1995; File et al., 1999) 

Reforçando a hipótese do envolvimento do HDM nas reações aversivas, o 

bloqueio de receptores do tipo GABAA nessa região promoveu aumento de 

atividade locomotora, frequência cardíaca, pressão arterial e frequência 

respiratória (DiMicco and Abshire, 1987; Lisa et al., 1989b; Lisa et al., 1989a; 

Wible et al., 1989). Além disso, a inibição gabaérgica induziu fuga orientada, 

aumento de ansiedade, diminuição da interação social, bem como aumento dos 

níveis de corticosterona e ACTH, sendo os dois últimos importantes 

marcadores de respostas neuroendócrinas ao estresse (Shekhar et al., 1987, 

1990; Shekhar et al., 1993; Keim and Shekhar, 1996; Bailey and Dimicco, 

2001).  

Em conjunto, esses dados sugerem que o HDM possui neurônios 

relacionados à modulação do comportamento defensivo que se encontram sob 

inibição tônica GABAérgica (Di Scala et al., 1984; Brandao et al., 1986; Schmitt 

et al., 1986; Milani and Graeff, 1987) e que a administração de antagonistas 

GABA intra-HDM pode, portanto, ser utilizada como um modelo indutor de 

respostas aversivas em animais experimentais (DiMicco et al., 1996; Shekhar 

et al., 1996; Stotz-Potter et al., 1996a; DiMicco et al., 2002b). Respostas 

semelhantes são observadas através da microinjeção de agonistas NMDA 

glutamatérgicos, ácido caínico, ou pela administração de antagonista dos 

receptores GABAA, a bicuculina (DiMicco et al., 1986; Silveira and Graeff, 1992; 

Soltis and DiMicco, 1992). Além disso, animais expostos a modelos de 

ansiedade apresentam uma elevação nos níveis de catecolaminas do HDM 
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(Sajdyk et al., 1997), enquanto lesões nesse núcleo foram capazes de 

promover efeitos ansiolíticos (Inglefield et al., 1994).  

Reforçando a hipótese da participação do HDM em respostas aversivas, a 

injeção de benzodiazepínicos nessa região promove efeitos ansiolíticos. Além 

disso, a administração de AP7, um antagonista dos receptores NMDA, diminui 

a atividade exploratória no campo aberto e no Labririnto em T elevado (LTE)  

(Jardim and Guimaraes, 2001; Jardim and Guimaraes, 2004). Animais 

submetidos a modelos de stress e ansiedade apresentaram aumento da 

expressão de c-fos em vias hipotalâmicas (Kovacs and Sawchenko, 1996a, b; 

Sawchenko et al., 1996), incluindo o HDM (Beckett et al., 1997), e aqueles 

expostos ao seu predador natural apresentaram um aumento, de modo 

especial, no VMHdm (Silveira and Graeff, 1992; Silveira et al., 1995; Canteras, 

2002; Martinez et al., 2008) 

Em humanos, observou-se através de tomografia por emissão de 

pósitrons (PET) que a administração do agonista colecistocinérgico CCK-4, um 

agente panicogênico, promoveu a ativação de áreas hipotalâmicas que se 

projetavam para a SCP dorsal (Javanmard et al., 1999). O mesmo padrão de 

ativação foi ainda observado quando pacientes foram submetidos à infusão de 

lactato de sódio, outro modelo indutor de respostas panicogênicas (Reiman et 

al., 1989). Ainda corroborando a hipótese do envolvimento de vias 

hipotalâmicas nas respostas aversivas em humanos, estudos demonstraram 

que quando estes eram apresentados a videoclipes que continham cenas 

ameaçadoras, era possível observar uma ativação da parte posterior do 

hipotálamo medial (Pichon et al., 2012) 
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Experimentos feitos com pacientes acordados submetidos à implantes 

bilaterais de eletrodos no hipotálamo demonstraram que o HVMdm possui o 

menor limiar para indução de ataques de pânico (Wilent et al., 2010). Assim, 

ameaças psicológicas em humanos parecem envolver os mesmos circuitos 

hipotalâmicos de ameaças predatórias observados em roedores, 

provavelmente envolvendo também respostas de memória ao medo (Canteras 

and Graeff, 2014). 

Portanto, considerando as semelhanças entre os comportamentos 

humanos e animais frente a estímulos aversivos, bem como entre os 

comportamentos evocados pela estimulação do Hipotálamo e por ameaças 

naturais, a ativação desta estrutura tem sido utilizada como um modelo animal 

de ataque de pânico (Graeff, 1994; Shekhar and Katner, 1995; Shekhar et al., 

2011). Cabe ressaltar, porém, que diferentemente das reações de defesa 

rápidas e explosivas observadas pela estimulação da SCP, a resposta induzida 

pela estimulação do HDM é caracterizada por aumento mais discreto de 

locomoção (Di Scala et al., 1984; Brandao et al., 1986; Schmitt et al., 1986; 

Shekhar and DiMicco, 1987; Schmitt et al., 1990). 

De maneira especial, as respostas cardiovasculares induzidas pela 

estimulação do HDM parecem ser dependentes da SCP, uma vez que o 

aumento na frequência cardíaca e pressão arterial produzidos pela ativação do 

HDM são reduzidos após a inibição dos neurônios da SCPl/dl (da Silva et al., 

2003; da Silva et al., 2006). Além disso, as alterações comportamentais 

observadas pela estimulação do HDM parecem ser também dependentes de 

projeções neuronais glutamatérgicas em direção à SCP (da Silva et al., 2006). 
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Assim, estruturas mesencefálicas mais dorsais como a SCP parecem 

desempenhar importante papel nas respostas rápidas e eficientes de defesa, 

levando o animal a um comportamento, primeiramente, de fuga explosiva, e em 

seguida, ativando regiões hipotalâmicas que exercem comportamentos de 

defesa mais organizados (Coimbra et al., 1992; Coimbra et al., 1996; Brandao 

et al., 1999). 

Em conjunto, esses dados sugerem que o HDM elabora respostas 

aversivas possivelmente associadas à ansiedade e ao pânico, e que essa 

região apresenta-se como uma via mediadora de respostas comportamentais, 

endócrinas e cardiovasculares ao stress. (Shekhar et al., 1993; Shekhar et al., 

1996). 

  

3. NEUROTRANSMISSORES ENVOLVIDOS NAS RESPOSTAS 

AVERSIVAS 

Diversos neurotransmissores podem modular respostas aversivas, dentre 

eles as monoaminas, o óxido nítrico, a substância P, o glutamato e o sistema 

endocanabinoide (Sonnenberg et al., 1989; Deakin and Graeff, 1991; 

Guimaraes et al., 1993; Carobrez, 2003; Bergink et al., 2004; Harro, 2006; 

Kalueff and Nutt, 2007; Moreira et al., 2007). 

A presença de receptores ionotrópicos de glutamato em diversas regiões 

hipotalâmicas, incluindo o HDM (Eyigor et al., 2001), e a demonstração de que 

injeções de agonistas glutamatérgicos no HDM causavam reações de fuga 

(Silveira and Graeff, 1992) fizeram com que o N-metil-d-aspartato (NMDA), um 

agonista seletivo dos receptores glutamatérgicos com esse nome, fosse 

utilizado para estimular estrutura como o HDM em animais experimentais. As 
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reações de fuga induzidas quando o HDM é estimulado por NMDA são 

caracterizadas por aumento de locomoção, pulos e tentativas de fuga (Di Scala 

et al., 1984; Brandão et al., 1986; Milani & Graeff, 1987; Silveira & Graef, 1992).  

Além do sistema glutamatérgico, o sistema endocanabinoide também 

exerce importante papel como mediador de comportamentos defensivos (Di 

Marzo et al., 2004; Pertwee, 2005; Moreira et al., 2009; Batista et al., 2014; Lim 

et al., 2015; Viana et al., 2015) 

 

3.1. O SISTEMA ENDOCANABINOIDE: 

A planta Cannabis sativa, popularmente conhecida como maconha, é 

extensamente utilizada como droga de abuso e para fins terapêuticos 

específicos. Os primeiros registros do consumo de Cannabis datam de 

aproximadamente 5000 anos, e os relatos consequentes a esse consumo são 

sensação de prazer, euforia, relaxamento e aumento de interação social 

(Pertwee, 1997; Curran et al., 2002).  

Somente em 1964, Raphael Mechoulam identificou e caracterizou o 

composto responsável pela maioria dos efeitos da maconha: o ∆9-

tetrahidrocanabinol (∆9-THC). Anos mais tarde, observou-se que o ∆9-THC, 

bem como seus análogos sintéticos, é capaz de induzir uma tétrade de efeitos: 

analgesia, hipotermia, hipolocomoção e catalepsia. Atualmente, mais de 70 

compostos biologicamente ativos já foram isolados da Cannabis, sendo 

denominados fitocanabinoides (Mechoulam and Gaoni, 1965b, a, 1967b, a; 

Howlett et al., 2004).  

Durante décadas, o mecanismo de ação do ∆9-THC permaneceu 

obscuro. Inicialmente pensou-se que, devido ao caráter lipofílico dos 
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canabinoides, ele exerceria seus efeitos por dispersão na bicamada lipídica da 

membrana celular, semelhante ao que ocorre com os anestésicos gerais. 

Porém, determinadas observações, como a de que as relações entre dose e 

resposta para esses compostos são muito sensíveis a alterações em suas 

estruturas químicas, conduziram à hipótese de que seus efeitos poderiam ser 

mediados por algum receptor (Roth et al., 1984; Herkenham et al., 1990; 

Howlett et al., 1990; Richardson et al., 1990). Outro indício que apontava para a 

existência de receptores canabinoides foi a descoberta de que esses 

compostos eram capazes de inibir a adenilato ciclase, um mecanismo 

bioquímico comum a vários receptores (Howlett, 1984). De fato, em 1988, 

Devane e colaboradores propuseram por meio de estudos de ligante marcado 

("binding"), a existência de um receptor no qual essas substâncias se ligariam 

(Devane et al., 1988). 

Dois anos depois, o primeiro tipo de receptor canabinoide foi identificado 

e clonado (Matsuda et al., 1990), sendo outro subtipo descoberto em seguida 

(Munro et al., 1993). O Comitê para Nomenclatura de Receptores e 

Classificação de Drogas da União Internacional de Farmacologia Básica e 

Clínica (International Union of Basic and Clinical Pharmacology - IUPHAR) 

denominou tais receptores de CB1 e CB2, respectivamente (Howlett et al., 2002; 

Pertwee et al., 2010). 

Os receptores CB1 são expressos em neurônios no sistema nervoso 

central, entre outros tipos celulares (Herkenham et al., 1990; Herkenham et al., 

1991). A existência de receptores CB2 em neurônios centrais ainda é 

controversa, sendo sua presença mais bem estabelecida em células da glia e 
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do sistema imune (Munro et al., 1993; Griffin et al., 1997; Xi et al., 2011; Onaivi 

et al., 2012). 

A caracterização bioquímica destes receptores demonstrou que seu 

mecanismo de transdução de sinal baseava-se na ativação de uma Proteína 

Gi, que inibe a Adenilato Ciclase. Como consequência, há uma menor 

conversão de Trifosfato de Adenosina (ATP) em Monofosfato Cíclico de 

Adenosina (AMPc), o que leva a uma menor ativação da Proteína Quinase A 

(PKA). Logo, todos os efeitos biológicos mediados pela PKA estarão reduzidos 

(Howlett, 1984). Além disso, os receptores canabinoides também aumentam a 

condutância de canais para potássio e reduzem a condutância de canais para 

cálcio, sendo expressos em terminais pré-sinápticos e agindo como 

moduladores da liberação de outros neurotransmissores. (Piomelli, 2003). 

Após a demonstração da existência de um receptor canabinoide e a 

elucidação de seu mecanismo de transdução, descobriu-se o seu primeiro 

ligante endógeno: a N-aracdonoil etanolamina, também chamada anandamida 

(Devane et al., 1992). Essa substância, isolada do encéfalo de mamíferos, era 

capaz de mimetizar as ações do ∆9-THC. Tal feito a consolidava como um 

equivalente endógeno do mesmo, ou seja, um endocanabinoide (Zias et al., 

1993). A anandamida possui afinidade maior por receptores do tipo CB1, 

embora possa se ligar também a receptores do tipo TRPV1 (Transient 

Receptor Potential Vanilloid Type-1), exercendo funções distintas em cada um 

desses receptores (Ross, 2003; Starowicz et al., 2007; Terzian et al., 2009). 

Um segundo tipo de endocanabinoide foi identificado, o 2-

aracdonoilglicerol (2-AG), que possui afinidade por receptores tanto CB1 quanto 

CB2 (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). De especial importância 
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para este trabalho, o 2-AG é formado pela hidrólise de fosfolipídios de 

membrana, através da fosfolipase C (PLC) β ou δ, liberando diacilgliceróis. Os 

diacilgliceróis, por sua vez, sofrem a ação da diacilglicerol lipase (DAGL) α ou β 

e são convertidos em 2-AG (Gao et al., 2010; Tanimura et al., 2010; 

Reisenberg et al., 2012). 

Além de 2-AG e anandamida, são também considerados 

endocanabinoidess os seguintes compostos: N-aracdonoil dopamina, 

virodamina e noladina, todos derivados do ácido aracdônico (Porter et al., 

2002; Di Marzo et al., 2004; Leggett et al., 2004). 

Os endocanabinoides possuem características peculiares que os 

distinguem de outros neurotransmissores. Tradicionalmente, 

neurotransmissores são sintetizados em neurônios pré-sinápticos, 

armazenados em vesículas, de onde são liberados após ativação e 

consequente influxo de cálcio. De modo contrário, os endocanabinoides são 

sintetizados de maneira retrógrada em terminais pós-sinápticos, a partir de 

fosfolípides de membrana (Piomelli, 2003). Após a síntese, os 

endocanabinoides se difundem para a fenda sináptica, não sendo, portanto, 

armazenados em vesículas. Além disso, os receptores estão localizados em 

neurônios pré-sinápticos, onde se ligam os endocanabioides que são liberados 

sob demanda, após despolarização do neurônio pós-sináptico (Wilson and 

Nicoll, 2001; Piomelli, 2003; Di Marzo et al., 2004; Howlett et al., 2004). 

O término da ação dos endocanabinoides se dá por meio de sua 

recaptação pelos terminais pré-sinápticos (no caso de 2-AG) e pós-sinápticos 

(no caso de anandamida). Duas possibilidades são descritas para a hidrólise 

dos endocanabinoides no interior de neurônios: a primeira é a de que os 
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endocanabinoides podem cruzar a membrana celular a favor do gradiente de 

concentração, em um processo passivo e não dependente de enzimas ou 

transportadores. A segunda é a de que existe uma proteína transportadora que 

favorece a entrada do endocanabinoide para o neurônio (Piomelli, 2003).  

 A metabolização desses compostos no interior dos neurônios ocorre 

pelas enzimas Hidrolase Amida de Ácidos Graxos (Fatty Acid Amide Hydrolase, 

FAAH) e Monoacilglicerol Lipase (MAGL), que metabolizam a anandamida e o 

2-AG, respectivamente (Di Marzo et al., 1998; Dinh et al., 2002; De Petrocellis 

et al., 2004; Di Marzo et al., 2004; Maccarrone et al., 2008).  

Em conjunto, os endocanabinoides, seus receptores e suas enzimas 

constituem o sistema endocanabinoide (Piomelli, 2003). Uma ilustração 

simplificada deste sistema pode ser vista na FIGURA 2. 

 

 

 
Figura 2: Representação esquemática da sinapse endocanabinoide. 

Anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) são sintetizados em neurônios pós-
sinápticos, após influxo de cálcio (1). AEA e 2-AG se ligam a receptores CB1 em 
neurônios pré-sinápticos (2), exercendo suas ações. O término da ação destes 
endocanabinides se dá por recaptação por transportadores (3) e metabolização pela 
Hidrolase Amida de ácidos graxos (FAAH) e Monoacil Monoacilglicerol Lipase (MAGL), 
que metabolizam AEA e 2-AG respectivamente (4).  

Saito et al, 2010 



34 
 

A partir da caracterização dos receptores canabinoides, foi possível 

sintetizar moléculas que de alguma forma pudessem interferir nesse sistema. 

Exemplos são os antagonistas CB1 (Rimonabanto - SR 141716; AM251) e CB2 

(AM630); bem como os agonistas CB1 (WIN 55-212, ACEA e HU 210) e CB2 

(JWH133) (Rinaldi-Carmona et al., 1994; Pertwee, 1999, 2000). Além disso, 

outra estratégia de intervenção é a inibição das enzimas que degradam os 

endocanabinoides, elevando, portanto, os níveis endógenos destes últimos. 

Como exemplo, pode-se citar o URB597 (Kathuria et al., 2003) e URB602 

(Hohmann et al., 2005), que inibem a degradação da anandamida e do 2-AG, 

respectivamente (King et al., 2007; Long et al., 2009; Schlosburg et al., 2009; 

Chanda et al., 2010). 

Nesse sentido, o sistema endocanabinoide tem se destacado devido à 

sua localização em estruturas relacionadas com comportamentos aversivos, 

tais como hipotálamo, SCP, amígdala e córtex pré-frontal (Herkenham, 1991; 

Onaivi, 2006; Onaivi et al., 2006b; Onaivi et al., 2006a; Moreira et al., 2007; 

Resstel et al., 2008; Campos et al., 2012; Almeida-Santos et al., 2013a; Batista 

et al., 2015; Viana et al., 2015). 

A expressão de receptores canabinoides em diversas áreas cerebrais 

explica alguns dos efeitos farmacológicos destes compostos. A alta densidade 

no córtex e na formação hipocampal relaciona-se com os efeitos de déficit de 

memória e aprendizagem. A expressão nos gânglios da base pode ser 

relacionada com prejuízo motor, enquanto a presença na SCP e amígdala 

explicaria a analgesia e os efeitos comportamentais. Em contrapartida, a 

ausência de receptores em centros bulbares, justifica sua incapacidade em 

induzir depressão respiratória (Howlett, 2002). 
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4. O SISTEMA ENDOCANABINOIDE E AS RESPOSTAS 

COMPORTAMENTAIS: 

Evidências experimentais sugerem que o sistema endocanabinoide pode 

ser importante na modulação de respostas comportamentais relacionadas a 

transtornos de ansiedade, incluindo o transtorno do pânico. Finn e 

colaboradores demonstraram que o tratamento com o canabinoide sintético HU 

210 foi capaz de reverter a fuga induzida pelo aminoácido excitatório Ácido D, 

L-homocisteico (DLH), ambos injetados na SCP (Finn et al., 2003). Além disso, 

o aumento da neurotransmissão canabinoide nessa região atenuou os efeitos 

comportamentais e autonômicos da fuga induzida por NMDA (Almeida-Santos 

et al., 2013b; Almeida-Santos et al., 2013a; Viana et al., 2015). Além disso, a 

administração de anandamida na SCPdl promoveu efeito do tipo-ansiolítico, 

evidenciado pelo aumento do número de entradas no braço aberto do Labirinto 

em Cruz Elevado (LCE). Esse efeito foi mimetizado pelo agonista seletivo CB1, 

ACEA; potencializado pelo inibidor do transportador de anandamide, AM 404, e 

revertido pelo pré-tratamento com o antagonista CB1, AM251 (Moreira et al., 

2007; Moreira et al., 2009). 

Os efeitos ansiolíticos da AEA e do AM 404 na SCP puderam ser 

confirmados em outros modelos de ansiedade, como o teste de conflito de 

Vogel, medo condicionado ao contexto e teste de vocalização induzida pelo 

isolamento (Berrendero and Maldonado, 2002; Patel et al., 2005; Bortolato et 

al., 2006; Moreira et al., 2007; Lisboa et al., 2008). O mesmo efeito foi 

observado após a administração de tais drogas no córtex pré-frontal medial 

(CPFm), e revertido pelo pré-tratamento com antagonista CB1 (Fogaca et al., 

2012). Não somente a inibição farmacológica da AEA, mas também a genética, 
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evidenciada pela utilização de animais nocaute para a FAAH, foi capaz de 

exercer efeito ansiolítico mediado por CB1 (Kathuria et al., 2003; Moreira et al., 

2008). 

Além da anandamida, o 2-AG também parece modular reações 

aversivas. O aumento de seus níveis endógenos, por meio da inibição da 

MAGL, promoveu efeito tipo-ansiolítico no LCE (Busquets-Garcia et al., 2011; 

Sciolino et al., 2011). Esse efeito parece ser mediado tanto por receptores CB1 

quanto CB2 (Almeida-Santos et al., 2013b). Já a sua administração crônica 

reverteu o comportamento de ansiedade induzida pelo estresse (Sumislawski 

et al., 2011).  

Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que injeções de 2-AG 

na SCPdl aboliram o efeito panicogênico do NMDA. Essa ação foi mimetizada 

pelo URB602 e revertida pelo pré-tratamento com um antagonista CB1. Além 

disso, o URB602 foi capaz de reverter o aumento na expressão de c-fos 

induzido por NMDA (Gobira et al., 2016). 

Em conjunto, esses dados revelam que o aumento da neurotransmissão 

endocanabinoide é capaz de atenuar comportamentos aversivos, emergindo 

como uma possível alternativa no manejo de comportamentos relacionados à 

ansiedade. 

 

5. O SISTEMA ENDOCANABINOIDE E O HIPOTÁLAMO 

A presença de receptores canabinoides no hipotálamo foi descrita pela 

primeira vez por Herkenham e colaboradores em 1991 (Herkenham et al., 

1991). Esses receptores estão envolvidos em diversas respostas, como a 

adaptação ao stress, respostas imunes, ansiedade e resposta cardiovascular 
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induzida por eventos aversivos (Crosby and Bains, 2012; Hill and Tasker, 2012; 

Grzeda et al., 2015; Rabasa et al., 2015a; Rabasa et al., 2015b). 

Evidências apontam também que a regulação do eixo Hipotálamo-

Hipófise-Adrenal (HPA) induzida por determinados tipos de estresse poderia 

envolver os endocanabinoides. O eixo HPA é composto por neurônios do 

núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) e células da hipófise anterior e 

córtex da adrenal, essas últimas liberadoras de corticosteróides. Os 

corticosteróides possuem diversas ações tanto no SNC (processamento de 

respostas cognitivas e comportamentais) quanto na periferia (mobilização e 

armazenamento de glicose, alterações no fluxo sanguíneo) (McEwen, 2000). 

A estimulação neuronal induzida pelo stress resulta na ativação da porção 

parvocelular do PVN, que sintetiza e libera o Hormônio Liberador de 

Corticotropina (CRH) e a Vasopressina (VP). O CRH é transportado via 

eminência mediana até a hipófise anterior, onde estimula a liberação do 

Hormônio Adrenocorticotrófico (ACTH) na corrente sanguínea. O ACTH, por 

sua vez, induz a liberação de corticosteroides (cortisol em humanos e 

corticosterona, em roedores) no córtex da supra-renal (Pecoraro et al., 2006). 

A resposta hormonal ao estresse prepara o indivíduo para possíveis 

ameaças, levando a uma mobilização de reservas energéticas, aumentando a 

concentração e a capacidade cognitiva, enquanto reduz funções digestivas, 

imunes e reprodutivas (Pecoraro et al., 2006; (Keller-Wood and Dallman, 1984; 

Watts, 2005). 

Por meio de uma alça de retroalimentação negativa, os corticosteróides 

inibem a liberação de CRH/VP e ACTH no PVN e Hipófise anterior, 

respectivamente. Este processo é de extrema importância, uma vez que a 
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hiperatividade do eixo, com manutenção dos altos níveis de corticosteroides, 

relaciona-se com prejuízo de memória, transtornos de ansiedade, depressão, 

hipertensão e diabetes tipo 2 (Drolet et al., 1995; Engelmann et al., 1996; 

McEwen, 1998; Lupien et al., 1999; Hill et al., 2010a). 

A modulação negativa do eixo HPA parece ser dependente do sistema 

endocanabinoide. Segundo esta teoria, os glicocorticoides são capazes de 

induzir a liberação de AEA e 2-AG no PVN.  Esses endocanabinoides agem 

sobre receptores CB1 pré-sinápticos em neurônios glutamatérgicos, inibindo a 

neurotransmissão excitatória para neurônios pós-sinápticos do PVN. Dessa 

forma, haveria uma menor liberação de CRF e uma regulação negativa do eixo 

(Gorzalka and Hill, 2009; Evanson et al., 2010; Hill and McEwen, 2010; Riebe 

and Wotjak, 2011; Hill and Tasker, 2012; Manduca et al., 2015; Morena et al., 

2016). 

Corroborando a hipótese de que o sistema endocanabinoide modula a 

regulação do eixo HPA, estudos demonstraram que exposições sucessivas ao 

stress levam a uma redução dos níveis de corticosterona, em consequência de 

uma adaptação do eixo. Todavia, o bloqueio farmacológico de receptores CB1 

parece impedir a habituação endócrina ao stress (Patel and Hillard, 2008). Do 

mesmo modo, camundongos nocaute para CB1 possuem uma adaptação 

deficiente ao estresse, além de respostas ansiogênicas mais acentuadas, 

alterações no eixo HPA, hipersensibilidade a fatores estressores e menor 

responsividade a drogas ansiolíticas (Uriguen et al., 2004). 

Ainda nesse sentido, animais nocaute para o receptor CB1 ou tratados 

com antagonistas desses receptores apresentam aumento nos níveis de 

corticosterona, ACTH e CRF (Patel et al., 2004; Atkinson et al., 2010; Hill et al., 
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2010b; Cota et al., 2003; Barna et al., 2004; Cota et al., 2007). Além disso, a 

administração sistêmica de antagonistas CB1 aumenta a expressão de c-Fos 

no PVN, sugerindo que o aumento da atividade do eixo HPA é mediado pela 

ativação de células secretoras de CRH no PVN (Patel et al., 2004; Doyon et al., 

2006) 

A presença de glicocorticoides em experimentos com fatias de PVN 

resulta em uma rápida supressão da neurotransmissão glutamatérgica 

excitatória em neurônios que liberam CRF. Tal resposta é abolida quando um 

antagonista canabinoide também é adicionado ao banho (Di et al., 2003; 

Wamsteeker et al., 2010) 

 Embora o PVN seja um núcleo crucial para as respostas integrativas ao 

estresse, outros núcleos, como o HDM estão diretamente envolvidos na 

regulação neuroendócrina e autonômica a agentes estressores. De fato, o 

HDM envia extensas projeções para a porção parvocelular do PVN. Além 

disso, a estimulação do HDM resulta em um aumento significativo de células 

positivas para c-Fos no PVN, reforçando a estreita conectividade entre estas 

áreas (Thompson et al., 1996; Boudaba et al., 1997; Mihaly et al., 2001; 

Zaretskaia et al., 2008). 

Embora o HDM desempenhe um importante papel integrativo em 

condições de estresse, o envolvimento da sinalização endocanabinoide dessa 

região ainda é pouco explorado. 
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Objetivo Geral: 

Testar a hipótese de que o sistema endocanabinoide modula respostas 

defensivas no hipotálamo dorsomedial. 

 

Objetivos Específicos: 

1. Verificar o envolvimento dos endocanabinoides anandamida e 2-

AG na resposta de fuga induzida por NMDA.  

2. Testar a hipótese de que o URB602, um inibidor da hidrólise de 2-

AG, poderia atenuar a resposta cardiovascular induzida por NMDA em animais 

anestesiados. 

3. Testar a hipótese de que a administração de NMDA intra-HDM 

poderia elevar os níveis de corticosterona e tal resposta poderia ser atenuada 

pelo pré-tratamento com URB602. 

4. Avaliar o envolvimento dos receptores CB1 e CB2 nas respostas 

induzidas por URB602. 

5. Testar a hipótese de que administração local de ACEA (agonista 

seletivo CB1) e JWH133 (agonista seletivo CB2) atenuaria a resposta de fuga 

induzida pela administração de NMDA no HDM. 

6. Testar a hipótese de que há aumento na expressão de c-Fos em 

neurônios que expressam a enzima diacil-glicerol-lipase (DAGL) em regiões 

cerebrais envolvidas na circuitaria de defesa. 
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Animais 

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 290-330 gramas, 

provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciências 

Biológicas da UFMG, com livre acesso à água e comida. Os animais foram 

mantidos em um ciclo claro-escuro de 12x12 horas, com início às 7:00 e 

tempertura controlada ( 24° C). Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa e Experimentação Animal (CETEA), protocolo número 059/11. 

 

Cirurgia Estereotáxica 

Os animais foram anestesiados com Ketamina (60 mg/Kg) e Xilazina (8 

mg/Kg) via intraperitoneal e fixados a um aparelho estereotáxico (David Kopf®). 

Após injeção subcutânea de anestésico local (Lidocaína + Epinefrina 1:2000), e 

intramuscular de Pentabiótico (0,2 mL/rato), foi feita uma incisão sagital para 

exposição da calota craniana. Dois parafusos foram fixados ao crânio e uma 

cânula-guia (16,5 mm) foi implantada no HDM, segundo coordenadas 

estabelecidas pelo Atlas Paxinos & Watson (2007): 0,5 mm lateral; 8,3 mm 

dorso-ventral, 3 mm ântero-posterior em relação ao Bregma. A cânula foi fixada 

à calota craniana por meio de uma massa acrílica. Um mandril de aço 

inoxidável foi introduzido na cânula para evitar a oclusão da mesma. Ao témino 

da cirurgia, os animais receberam o analgésico e antiinflamatório Banamine® 

(Flunixina meglumina, 1 mL/Kg), permanecendo no laboratório até completa 

recuperação. Após esse período, foram levados ao biotério, onde 

permaneceram por 7 dias, depois dos quais foram submetidos aos 

procedimentos experimentais.   
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Injeção intra-encefálica 

Após a retirada do mandril, foi introduzida pela cânula guia uma agulha 

odontológica gengival (17,5 mm). A agulha foi conectada a um segmento de 

Polietileno (P10) e este a uma seringa Hamilton® de 10 µl. As injeções foram 

realizadas por uma bomba de infusão (Insight®), sendo o volume injetado 0,2 

µl, a uma taxa de infusão de 0.4 µl/min. Após a administração, a agulha 

permaneceu no interior da cânula-guia por 30 segundos, para evitar refluxo da 

droga. Após cada injeção, a bomba de infusão era novamente acionada, com a 

finalidade de se verificar se a agulha não estava entupida. 

 

Drogas 

 NMDA - agonista de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA – 

(Sigma®) 1,0; 3,0; 10,0 nmol/0,2 µL diluído em Salina 0,9% (Viana et al., 2015)  

 URB597- inibidor da hidrólise da Anandamida – (Cayman®) 0,3; 1,0; 3,0 

nmol/0,2 µL, diluído em 1 Etanol: 1 Cremofor : 18 Salina (Rubino et al., 2008) 

 URB602- inibidor da hidrólise do 2-AG- (Tocris ®) 30; 100; 300; 1000 

pmol/0.2μL diluído em 50% DMSO em solução tampão fosfato (Moreira et al., 

2007) 

  AM251 - antagonista seletivo CB1- (Sigma®) 100 pmol/0.2μL diluído em 

salina estéril (Viana et al., 2015) 

  AM630 - antagonista seletivo CB2 - (Sigma®) 10; 100; 1000 nmol/0.2µl 

diluído em salina estéril (Moreira et al., 2007) 

  ACEA - agonista seletivo CB1- (Cayman®) 0,005; 0,05; 0,5 pmol/0,2 µL, 

solução em metil-acetato, diluído em salina(Casarotto et al., 2012) 
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 JWH133 - agonista seletivo CB2 - (Cayman®) 0,3; 1; 3 nmol/0.2µl diluído 

em salina estéril (Xi et al., 2011) 

 

Canulação da artéria femoral para mensuração dos parâmetros 

cardiovasculares 

Uma hora antes do registro cardiovascular foi realizada a canulação da 

artéria femoral. A cânula foi confeccionada a partir de um tubo de polietileno 

PE-10 de 4 cm soldado por aquecimento a um tubo de polietileno PE- 50 de 13 

cm. Antes de ser implantada, as cânulas foram preenchidas com solução salina 

(0,9%) e os animais foram anestesiados com Uretana i.p. (1,25g/Kg). A 

ausência de reflexos motores após leve pressão na cauda do animal foi o 

indicativo de anestesia geral e profunda. A cânula de polietileno foi introduzida 

na aorta abdominal, através da artéria femoral. Com o auxílio de um trocáter, a 

cânulas traspassou o tecido subcutâneo até sua exteriorização na região 

interescapular. As incisões foram fechadas com pequenas suturas e, em 

seguida, procedeu-se o registro dos parâmetros cardiovasculares. 

 

Registro dos parâmetros cardiovasculares 

Uma hora após a anestesia, a cânula arterial previamente heparinizada 

(1/20 em salina) foi conectada a um transdutor de pressão (AECADE 04 P) 

ligado a um sistema de aquisição de dados analógico-digital (Power Lab, USA) 

para o registro da pressão arterial média (PAM) e da freqüência cardíaca (FC). 

Os animais receberam injeções unilaterais de 20 µL das drogas ou respectivo 

veículo intra-HDM, com intervalo de 10 minutos. Os valores de PAM e FC 
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foram continuamente registrados a partir de 5 minutos antes da primeira 

injeção, até 10 minutos após a segunda injeção. 

 

Teste Comportamental - Caixa de Observação 

Para se avaliar o comportamento dos animais após injeção das drogas, 

foi utilizada uma caixa de acrílico transparente (29 x 19 x 34 cm), acoplada a 

uma tampa de malha plástica com um orifício que permite a passagem do 

polietileno P10 (FIGURA 2). 

Durante cinco minutos, a reação dos animais foi gravada por uma câmera 

de vídeo (Samsung, SMX-C10LN/XAA) localizada em frente à caixa de 

observação. Os parâmetros quantificados em cada vídeo foram cruzamentos e 

pulos. Considerou-se cruzamento quando o animal atravessou a linha média da 

caixa com as quatro patas e pulo quando o animal retirou as quatro patas do 

chão simultaneamente (Aguiar et al., 2006). Após a retirada do animal da caixa, 

o chão e as paredes da mesma foram limpos com álcool 70%. 
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Figura 3: Caixa de Observação 

 

Dosagem de corticosterona plasmática 

Trinta minutos após saírem da caixa de observação os animais foram 

decapitados e o sangue coletado em tubos heparinizados estocados em gelo. 

Os tubos foram centrifugados a 4°C para separação do plasma e estocados em 

freezer -80°C. No dia do experimento, as amostras foram incubadas por 2 

horas em temperatura ambiente com corticosterona conjugada com 

acetilcolinesterase e anti-soro específico em placas de 96 poços (Cayman n. 

500655), revestidos de anticorpo anti-IgG de coelho, sob agitação de 500 rpm. 

Após esse tempo, a amostra foi reconstituída com reagente de Ellman e 

conjugado de corticosterona, seguido de incubação no escuro por uma hora, 

sem agitação. A densidade óptica das soluções foi determinada em leitor de 
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ELISA (412 nm) e a concentração de corticosterona foi calculada utilizando-se 

uma curva padrão.  

 

Perfusão intracardíaca: 

Os animais foram anestesiados por via intraperitonial (i.p.) com Uretana 

(25% - 5mL/kg) e, após a constatação da anestesia profunda (verificada pela 

ausência do reflexo de retirada da cauda após estímulo nociceptivo), foram 

submetidos a uma toracotomia para exposição do coração. Uma agulha 

hipodérmica foi inserida no ventrículo esquerdo, por onde foram administradas 

as soluções de salina 0,9 % e formaldeído 25% com o auxílio de uma bomba 

peristáltica (Milan®), a uma taxa de perfusão de 14ml/min. Paralelamente, foi 

feita uma incisão no arco aórtico para permitir a saída do sangue. Os animais 

foram decapitados, os cérebros retirados com o auxílio de uma espátula e 

estocados em formaldeído 25% por 3 dias. 

 

Histologia: 

Os cérebros estocados em formol 25 % foram cortados em um criostato 

(Microm HM 505 N) ao nível do sítio de injeção, em secções de 50 μm de 

espessura. Em seguida, os cortes foram montados em lâminas de vidro 

gelatinizadas e analisados em um microscópio (Zeiss Axio Imager A1) para a 

verificação do sítio, de acordo com os diagramas do Atlas Paxinos (Paxinos, 

1997), conforme a FIGURA 3. 

 

 



49 
 

 

Figura 4: Diagrama do plano representativo dos sítios de injeção do HDM 
(Modificado de Paxinos & Watson, 1997). 

 

Imunofluoerescência – Dupla marcação c-Fos e DAGL 

Duas horas após o término do experimento comportamental, os animais 

foram sacrificados com injeção i.p. de uretana (25%, 5 ml/Kg de peso) e 

perfundidos com salina e paraformaldeído (PFA) 4% tamponado em PBS 0,1 

M, pH 7,4. Os encéfalos foram removidos e estocados em solução de sacarose 

30% por 48h. Decorrido esse tempo, foram congelados em isopentana e 

estocados a -80°C. Procederam-se os cortes de 25 µm em triplicata, por meio 

do criostato Leica 3050 S (CAPI/UFMG). 

As secções foram lavadas 3 vezes, por 10 minutos em PBS 0,1M. Em 

seguida, foram incubadas em solução de PBS + glicina 0,1M por 10min, para 

bloqueio de sítios inespecíficos formados pelo PFA. Após 2 lavagens de 5 min 

cada em PBS 0,1M, as secções foram incubadas com soro albumina bovina 

(BSA) 5% em PBS 0,1M acrescido de Triton-X 0,4%, durante 1h. Essa etapa 

Bregma -2.92 
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visa evitar marcações inespecíficas e aumentar a permeabilidade da 

membrana celular. Em seguida as secções foram incubadas em solução 

contendo PBS + BSA5% + Triton 0,4% e os anticorpos primários anti DAGL 

policlonal produzido em coelho (1:1000, Santa Cruz®) e anti c-Fos policlonal 

produzido em cabra (1:200, Santa Cruz®), durante 24 horas, sob agitação e 

refrigeração. Posteriormente, as secções foram lavadas por 30 minutos (3 

lavagens de 10 min) em PBS e foram incubadas durante 1h com os seguintes 

anticorpos secundários: Alexa Fluor 488 anti coelho produzido em jumento 

(1:1000, emissão de fluorescência verde) e Alexa Flúor 594 anti-cabra 

produzido em jumento (1:1000, emissão de fluorescência vermelha) ambos 

Invitrogen®.  

Após o processo de imunofluorescência as secções foram lavadas por 

30 min (6 lavagens de 5 minutos cada) em PBS e finalmente por 5 minutos em 

água destilada. Posteriormente, as secções foram distendidas em lâminas 

gelatinizadas e cobertas por lamínulas usando Fluoromount® como meio de 

montagem. 

As secções foram analisadas em microscópio (Zeiss®) para 

fluorescência e as imagens capturadas por câmera digital. A contagem de 

neurônios positivos para DAGL, para c-Fos e a dupla-marcação foi realizada 

manualmente com o auxílio do programa Image J (versão 1.42q National 

Institute of Health, USA).  
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Grupos experimentais: 

Experimento 1: Efeito do tratamento com NMDA sobre o número de 

cruzamentos e pulos (n= 6-7/grupo) 

Grupos: 

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (1 nmol/0,2 µL)  

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (3 nmol/0,2 µL)  

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL)  

 

Experimento 2: Efeito do pré-tratamento com URB597 (Inibidor da 

hidrólise de anandamida) nas respostas de fuga induzidas pelo NMDA no HDM 

(n=6-7/grupo).  

Grupos: 

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB597 (0,3 pmo/0,2 µL)+ NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB597 (1 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB597 (10 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 

Experimento 3: Efeito do pré-tratamento com URB602 (Inibidor da 

hidrólise de 2- AG) nas respostas de fuga induzidas pelo NMDA no HDM (n=6-

7/grupo) 

Grupos: 

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 
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 URB602 (30 pmo/0,2 µL)+ NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB602 (100 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB602 (300 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 

Experimento 4: Efeito do pré-tratamento com URB602 na resposta 

cardiovascular induzida por NMDA no HDM de animais anestesiados (n=6-

7/grupo) 

Grupos: 

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB602 (100 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB602 (300 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB602 (1000 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 

Experimento 5: Efeito do pré-tratamento com URB602 (300 pmol) sobre 

os níveis de corticosterona (n=6/grupo) 

Grupos: 

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB602 (300 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 URB602 (300 pmol/0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 

Experimento 6: Efeito do pré-tratamento com AM251 (antagonista do 

receptor CB1) sobre o bloqueio do URB602 nas respostas de fuga induzidas 

por NMDA no HDM (n=6/grupo).  
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Grupos:  

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) +Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL)+ URB602 (300 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 AM251(100 pmol/0,2μL) + URB602 (300 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 

nmol/0,2 µL) 

 

 Experimento 7: Efeito do pré-tratamento com AM630 (antagonista do 

receptor CB2) sobre o bloqueio do URB602 nas respostas de fuga induzidas 

por NMDA no HDM (n=6/grupo) 

Grupos: 

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) +Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + URB602 (300 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 AM630 (1000 pmol/0,2μL) + URB602 (300 pmol/0,2 µL) + NMDA (10 

nmol/0,2 µL) 

 

Experimento 8: Efeito do pré-tratamento com o agonista CB1 seletivo 

ACEA sobre as respostas de fuga induzidas pelo NMDA no HDM (n=6-7/grupo) 

Grupos: 

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 ACEA (0.005 pmol/0,2μL) +NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 ACEA (0.05 pmol/0,2μL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 ACEA (0.5 pmol/0,2μL) NMDA (10 nmol/0,2 µL)  
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Experimento 9: Efeito do pré-tratamento com o agonista CB2 seletivo 

JWH133  sobre as respostas de fuga induzidas pelo NMDA no HDM. 

(n=6/grupo) 

Grupos: 

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 JWH133 (0.3 pmol/0,2μL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 JWH133 (1 pmol/0,2μL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 JWH133 (3 pmol/0,2μL –NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 

Experimento 10: Efeito do tratamento com AM251 seguido de uma 

subdose de NMDA 

Grupos:  

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (1 nmol/0,2 µL) 

 AM251(100 pmol/0,2μL) + NMDA (1 nmol/0,2 µL) 

 

Experimento 11: Avaliação da expressão de células DAGL positivas, c-

Fos positivas e da co-localização c-Fos/DAGL. 

Grupos:  

 Veículo (0,2 µL) + Veículo (0,2 µL) 

 Veículo (0,2 µL) + NMDA (10 nmol/0,2 µL) 
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Áreas quantificadas: 

 Hipotálamo Dorsomedial (HDM) 

 Hipotálamo Ventromedial (HVM) 

 Núcleo Paraventricular do Hipoálamo(PVN) 

 Substância Cinzenta Periaquedutal – coluna dorsolateral (SCPdl) 

 Substância Cinzenta Periaquedutal – coluna dorsomedial (SCPdm) 
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Delineamento experimental: 

 

 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática dos protocolos experimentais  

 Estereotaxia  1ª Inj. 2ªInj.  

Caixa de observação 

 (5 min.) 

 Perfusão 

Histologia/Imunofluorescência (2h) 

7 dias 10 min. 

 

 

 Estereotaxia  1ª Inj. 2ªInj.  

Resposta 
cardiovascular 

 Perfusão 

Histologia 

7 dias 10 min. 

 

 

 Estereotaxia  1ª Inj. 2ªInj.  

Caixa de observação 

 (5 min.) 

7  dias 10 min. 

 

 
Dosagem de 

corticosterona 

30  min. 



57 
 

Análise estatística: 

Os dados dos experimentos comportamentais realizados na caixa de 

observação não apresentam distribuição normal. Portanto, foram analisados 

pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Mann-

Whitney, e representados como mediana ± intervalo interquartil (i.r.). Os dados 

obtidos dos parâmetros cardiovasculares foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA) de duas vias, considerando os fatores droga e tempo, 

seguida pelo pós-teste de Bonferroni. Os resultados da dosagem de 

corticosterona foram submetidos a ANOVA de uma via, seguida pelo pós-teste 

de Newman-Keuls. Por fim, os resultados de imunofluorescência foram 

analisados por teste t não-pareado. Excetuando os dados da caixa de 

observação, os demais foram representados como média ± erro padrão da 

média (E.P.M). Em todas as análises utilizou-se Software GaphPad Prisma, 

versão 5. Em todos os testes, o nível de significância estabelecido foi p<0,05. 
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1. Efeito do tratamento com NMDA sobre o número de 

cruzamentos e pulos: 

No primeiro experimento, o teste de Kruskal-Wallis revelou diferença entre 

os grupos para os parâmetros cruzamentos (p=0,0007) e pulos (p=0,0036) 

(Figura 6). As injeções de NMDA 3 nmol/0,2 μL e 10 nmol/0,2 μL intra-HDM 

produziram reações de fuga, caracterizadas por um aumento significativo no 

número de cruzamentos e pulos em relação ao grupo controle: NMDA 3 

nmol/0,2 μL (p=0,0012 e p=0,0360, para cruzamentos e pulos, 

respectivamente; Mann–Whitney); 10 nmol/0,2 (p=0,0012 e p=0,0026; para 

cruzamentos e pulos, respectivamente). A dose de 10 nmol foi escolhida para 

os experimentos subsequentes. 
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Figura 6: Efeito do NMDA (1; 3 e 10 pmol/0,2μL) injetado no HDM de ratos. Os 
dados representam mediana ± I.R. do número de cruzamentos (*p˂ 0,05 em 
relação ao grupo controle; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6-
7/grupo). 
 
 

Tratamento Pulos 

(p25/mediana/p75) 

 

Veículo-Veículo  0 /0/ 0  

Veículo-NMDA 1  0 /1/ 16  

Veículo- NMDA 3  2 /6/ 11 *  

Veículo-NMDA 10  3 /22/ 38 **  

Tabela 1: Efeito do NMDA (1; 3 e 10 pmol/0,2μL) injetado no HDM de 
ratos sobre o número de pulos. Os dados representam mediana ± I.R. do 
número de pulos (*p˂ 0,05 em relação ao grupo controle; **p˂ 0,01 em relação 
ao grupo controle; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6-7/grupo). 
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2. Efeito do pré-tratamento com URB597 (Inibidor da hidrólise de 

anandamida) nas respostas de fuga induzidas pelo NMDA no HDM.  

O pré-tratamento com URB597, não foi capaz de reduzir o número de 

cruzamentos nas doses de 0,3 pmol/0,2μL; 1 pmol/0,2μL e 3 pmol/0,2μL (p= 

0,9428, p=0,2227, p=0,9428 respectivamente; Mann–Whitney). A mesma 

resposta foi observada para o número de pulos (p=0,2833, p=0,1151, 

p=0,1331; Mann–Whitney) (Figura 7) 
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Figura 7: Efeito do URB597 (0,3; 1 e 3 pmol/0,2μL) sobre as reações de 
fuga induzidas por NMDA (10 nmol/0,2μL). Os dados representam mediana ± 
I.R. do número de cruzamentos (*p˂0,05 em relação ao grupo controle; 
Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6-7/grupo). 

 

Tratamento Pulos 

(p25/mediana/p75) 

 

Veículo-Veículo 0/0/0  

Veículo-NMDA 10 21 /42/ 73.25 *  

URB0.3-NMDA 10 0.75 /22/ 41.25 *  

URB1-NMDA 10 0.75 /10.5/ 29.75 *  

URB3-NMDA 10 0 /0/ 50.25 *  

Tabela 2: Efeito do URB597 (0,3; 1 e 3 pmol/0,2μL)injetado no HDM de 
ratos sobre o número de pulos Os dados representam mediana ± I.R. do 
número de pulos (*p˂ 0,05 em relação ao grupo controle; Kruskall-Wallis 
seguido de Mann-Whitney; n=6-7/grupo). 
 

  

* 

* 

* 
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3. Efeito do pré-tratamento com URB602 (Inibidor da Hidrólise do 2-

AG) nas respostas de fuga induzidas pelo NMDA no HDM: 

Neste experimento, o teste de Kruskal-Wallis revelou diferença nos 

números de cruzamentos (p=0,0008) e pulos (p=0.0001) (Figura 8). A injeção 

de NMDA (10 nmol/0,2 μL) intra-HDM produziu reações de fuga caracterizadas 

por aumento nesses parâmetros. O pré-tratamento com URB602 foi capaz de 

reduzir o número de cruzamentos nas doses de 100 nmol/0,2μL (p=0,0264; 

Mann–Whitney) e 300 nmol/0,2μL (p= 0,0221; Mann–Whitney), assim como o 

número de pulos (p=0,0264 e p=0,0221; Mann–Whitney). Não se observou 

diferença significativa no pré-tratamento com URB602 na dose de 30 

nmol/0,2μL (Figura 8) 
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Figura 8: Efeito do URB602 (30; 100 e 300 pmol/0,2μL) sobre as reações 
de fuga induzidas por NMDA (10 nmol/0,2μL) no HDM de ratos. Os painéis 
superior e inferior representam mediana ± I.R. do número de cruzamentos e 
pulos, respectivamente (*p˂0,05 em relação ao grupo controle; # p˂0,05 em 
relação ao grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; 
n=6-7/grupo). 

 

Tratamento Pulos 

(p25/mediana/p75) 

 

Veículo-Veículo 0 /0/ 0  

Veículo-NMDA 10 25 /40/ 44 **  

Veículo-URB30 21.25 /33.5/ 54.25  

Veículo-URB100 16.5 /19.5/ 31.25 #  

Veículo-URB300 11.25 /17.5/ 26.5 #  

Tabela 3: Efeito do URB602 (30; 10 e 100 pmol/0,2μL) injetado no HDM 
de ratos sobre o número de pulos Os dados representam mediana ± I.R. do 
número de pulos (*p˂ 0,05 em relação ao grupo controle; # p˂0,05 em relação 
ao grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6-
7/grupo).  
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4. Efeito do pré-tratamento com URB602 na resposta cardiovascular 

induzida por NMDA no HDM: 

A fim de verificar se a resposta obtida pelo pré-tratamento com URB602 

poderia ser observada também sobre respostas autonômicas, realizou-se 

medidas de parâmetros cardiovasculares. Observou-se efeito do fator 

tratamento (F(5,495) = 28,78 ; p≤ 0.0001), do fator tempo (F(14,495) = 14,01; p≤ 

0.0001), bem como interação droga tempo (F(70,495) = 23,01 ; p≤ 0.0001) para a 

pressão arterial média (PAM). De igual maneira, houve efeito do fator 

tratamento (F(5,495) = 4,91 ; p≤ 0.0001), do fator tempo (F(14,495) = 16,50; p≤ 

0.0001), bem como interação droga tempo (F(70,495) = 17,99 ; p≤ 0.0001) para a 

frequência cardiaca (FC). 

 A administração de NMDA (10 nmol/0,2μL) promoveu um aumento na 

pressão arterial média (PAM) (F3,330=121.4, p<0.0001) e a uma diminuição na 

frequência cardiaca (FC) (F3,330=9.3, p<0.0001). As doses de URB602 300 

pmol/0,2μL e 1000 pmol/0,2μL por si só, não tiveram efeito sobre a PAM 

(p>0.05) e FC (p>0.05). O tratamento com URB602 nas doses de 300 

pmol/0,2μL e 1000 pmol/0,2μL atenuou tanto a resposta da PAM quanto de FC 

(PAM p<0.05 and FC: p<0.05).. O tratamento com URB602 (300 pmol/0,2μL e 

1000 pmol/0,2μL), por si só, não promoveu nenhum efeito tanto na PAM 

(p>0.05) quanto na FC(p>0.05) (Figura 9).  
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Figura 9: Efeito das injeções de Veículo e NMDA (10 nmol/0,2μL) na 
pressão arterial média (PAM, painel superior) e frequência cardíaca (FC, 
painel inferior) antes e após o pré-tratamento com veículo e URB602. As 
injeções de NMDA foram feitas no minuto -1. Os pontos representam média± 
SEM (*p˂ 0, 05 em relação ao grupo controle; # p ˂0,05 em relação ao grupo 
Veículo-NMDA; two way ANOVA seguida de Bonferroni; n= 6-7/grupo)  
  



67 
 

5. Efeito do pré-tratamento com URB602 (300 pmol) sobre os níveis 

de corticosterona 

Buscou-se avaliar também se a administração de NMDA no HDM seria 

capaz de ativar o eixo HPA e se esse efeito poderia ser revertido pelo pré-

tratamento com URB602 (300 pmol). Porém, não se observou diferença 

significativa em nenhum dos grupos testados [F3,23=3,140 p=0,2814] (Figura 

10). 

 

Figura 10: Efeito das injeções de Veículo e NMDA (10 nmol/0,2μL) 
sobre os níveis de corticosterona, antes e após o pré-tratamento com veículo 
e URB602. As barras representam média± SEM; one way ANOVA seguido de 
Newman-Keuls; n= 6/grupo)  
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6. Efeito do pré-tratamento com AM251 (antagonista de receptor CB1) 

sobre o bloqueio do URB602 nas respostas de fuga induzidas por 

NMDA no HDM.  

 O tratamento com URB602 diminuiu significativamente o número de 

cruzamentos e pulos (p=0,0022 e p=0.0304; Mann-Whitney) quando 

comparado ao grupo veículo-veículo-NMDA. O tratamento com o antagonista 

AM251 foi capaz de reverter a atenuação no comportamento de fuga induzido 

por URB602. Tal resposta pode ser evidenciada pelo aumento no número de 

cruzamentos (p=0,8095; Mann-Whitney) e pulos (p=0.2248; Mann-Whitney), 

quando comparado ao grupo veículo-veículo-URB(Figura 11) 
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Figura 11: Efeito do AM251 (100 pmol/0,2μL) na reação de fuga 
induzida por NMDA (10 nmol/0,2μL) no HDM de ratos. Os dadosrepresentam 
mediana ± I.R. do número de cruzamentos (**p˂ 0,01 em relação ao grupo 
controle; ##p˂0,01 em relação ao grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis 
seguido de Mann-Whitney; n=6/grupo). 

 

Tratamento  Pulos 

(p25/mediana/p75) 

 

Veículo-Veículo-Veículo 0 /0/ 0  

Veículo-Veículo-NMDA 10  1 /19/ 29.25 **  

Veículo-URB602- NMDA 10  0.00 /0.00/ 3.25 #  

AM251- URB602 – NMDA 

10  

0 /0.5/ 24  

Tabela 4: Efeito do AM251 (100 pmol/0,2μL) injetado no HDM de ratos 
sobre o número de pulos. Os dados representam mediana ± I.R. do número 
de pulos (**p˂ 0,01 em relação ao grupo controle; # p˂0,05 em relação ao 
grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6/grupo). 
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7. Efeito do pré-tratamento com AM630 sobre o bloqueio do URB602 

nas respostas de fuga induzidas por NMDA no HDM.  

Para verificar se o efeito observado com a administração de URB602 

poderia ser mediado também por receptores do tipo CB2, administrou-se o 

antagonista seletivo AM630 (figura 12). A injeção de NMDA (10nmol/0,2 μL) 

intra-HDM produziu reações de fuga, caracterizadas por um aumento em 

ambas as medidas. O tratamento com URB diminuiu significativamente o 

número de cruzamentos e pulos (p=0,0022 e p=0,0263; Mann-Whitney). O 

tratamento com o antagonista AM630 foi capaz de reverter a atenuação no 

comportamento de fuga induzido por URB597. Tal resposta pode ser 

evidenciada pelo aumento no número de cruzamentos e pulos (p=0,8082; 

para cruzamentos e pulos, Mann-Whitney).  
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Figura 12: Efeito do AM630 (1000 pmol/0,2μL) na reação de fuga 
induzida por NMDA (10 nmol/0,2μL) no HDM de ratos. Os painéis superior e 
inferior representam mediana ± I.R. do número de cruzamentos e pulos, 
respectivamente (**p˂0,01 em relação ao grupo controle; ##p˂0,01 em 
relação ao grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; 
n=6/grupo).  

 

Tratamento  Pulos 

(p25/mediana/p75) 

 

Veículo-Veículo-Veículo  0 /0/ 0  

Veículo-Veículo-NMDA 10  1.5 /6.5/ 15.25 *  

Veículo-URB602- NMDA 10  0 /0/ 0.75 #  

AM630- URB602 – NMDA 

10  

0 /6/ 13.75  

Tabela 5: Efeito do AM630 (1000 pmol/0,2μL) injetado no HDM de ratos 
sobre o número de pulos. Os dados representam mediana ± I.R. do número 
de pulos (*p˂ 0,05 em relação ao grupo controle; # p˂0,05 em relação ao 
grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6/grupo). 
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8. Efeito do pré-tratamento com o agonista CB1 seletivo (ACEA) 

sobre as respostas de fuga induzidas pelo NMDA no HDM.  

O pré-tratamento com ACEA foi capaz de reduzir o número de cruzamentos e 

pulos apenas na dose de 0,5 pmol/0,2μL (p=0,0012 para cruzamentos e p=0,0104 

para pulos; Mann – Whitney). 
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Figura 13: Efeito do ACEA (0,005; 0,05 e 0,5 pmol/0,2μL) na reação de 
fuga induzida por NMDA (10 nmol/0,2μL) no HDM de ratos. Os dados 
representam mediana ± I.R. do número de cruzamentos (**p˂ 0,01 em relação 
ao grupo controle; ## p ˂0,01 em relação ao grupo Veículo-NMDA; Kruskall-
Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6=7/grupo) 

 

Tratamento  Pulos 

(p25/mediana/p75) 

 

Veículo-Veículo 0 /0/ 0  

Veículo-NMDA 10  5.25 /10/ 29 *  

ACEA 0.5- NMDA 10  0 /0/ 0 #  

ACEA 0.05 – NMDA 10  0 /0/ 0 #  

ACEA 0.005 –NMDA 10  0.0 /0.0/ 0.5 #  

Tabela 6: Efeito do ACEA (0,005; 0,05 e 0,5 pmol/0,2μL) injetado no 
HDM de ratos sobre o número de pulos. Os dados representam mediana ± 
I.R. do número de pulos (*p˂ 0,05 em relação ao grupo controle; # p˂0,05 em 
relação ao grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; 
n=6-7/grupo). 
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9. Efeito do pré-tratamento com o agonista CB2 seletivo JWH133 

sobre as respostas de fuga induzidas pelo NMDA no HDM.  

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferença entre os grupos para os 

parâmetros cruzamentos (p=0,0003) e pulos (p=0,0049) (Figura 14). A injeção 

de NMDA (10 nmol/0,2 μL) intra-HDM produziu reações de fuga, 

caracterizadas por um aumento significativo no número de cruzamentos e 

pulos em relação ao grupo controle. O pré-tratamento com JWH133 foi capaz 

de reduzir o número de cruzamentos e pulos nas doses de 1 pmol/0,2μL 

(p=0,0050 e p=0.0167, para cruzamentos e pulos, respectivamente; Mann–

Whitney), e 3 pmol/0,2μL (p=0,0167e p=0.0167; para cruzamentos e pulos, 

respectivamente; Mann–Whitney). 
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Figura 14: Efeito do JWH133 (0.3; 1 e 3 pmol/0,2μL) na reação de fuga 
induzida por NMDA (10 nmol/0,2μL) no HDM de ratos. Os dados representam 
mediana ± I.R. do número de cruzamentos e pulos, respectivamente (*p˂0,05 
em relação ao grupo controle; #p˂0,05 em relação ao grupo Veículo-NMDA; 
Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6/grupo) 

 

Tratamento Pulos 

(p25/mediana/p75) 

 

Veículo-Veículo 0 /0/ 0  

Veíc-NMDA 10  2.25 /20/ 50.25 *  

JWH133 0.3- NMDA 10  0 /2/ 4.5  

JWH133 1 – NMDA 10  0 /0/ 0 #  

JWH133 3–NMDA 10  0 /0/ 0 #  

Tabela 7: Efeito do JWH133 (0.3; 1 e 3 pmol/0,2μL)injetado no HDM de 
ratos sobre o número de pulos. Os dados representam mediana ± I.R. do 
número de pulos (*p˂ 0,05 em relação ao grupo controle; # p˂0,05 em relação 
ao grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney; 
n=6/grupo). 
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10.  Efeito do pré-tratamento com AM251 (100 pmol/0,2 μL), seguido 

por uma dose inefetiva de NMDA (1 nmol/0,2μL) 

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferença entre os grupos para os 

parâmetros cruzamentos (p=0,0025) e pulos (p=0,0003) (Figura 15). A injeção 

de NMDA (10 nmol/0,2 μL) intra-HDM produziu reações de fuga, 

caracterizadas por um aumento significativo no número de cruzamentos e 

pulos em relação ao grupo controle. A injeção de AM251(100 pmol/0,2 μL) 

seguida de NMDA (1 nmol/0,2 μL) não foi capaz de induzir um aumento no 

número de cruzamentos (p=0,6879 ) e pulos (p=0,4620) quando comparado 

ao grupo NMDA 1 nmol/0,2 μL. (Figura 15) 
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Figura 15: Efeito do pré-tratamento com AM251(100 pmol/0,2 μL), 
seguido por uma dose inefetiva de NMDA (1 nmol/0,2μL)) no HDM de ratos. 
Os dados representam mediana ± I.R. do número de cruzamentos e pulos, 
respectivamente (*p˂0,05 em relação ao grupo controle; Kruskall-Wallis 
seguido de Mann-Whitney; n=6-7/grupo) 

 

Tratamento Pulos 

(p25/mediana/p75) 

 

Veículo-Veículo 0 /0/ 0  

Veículo-NMDA 10 3 /22/ 38 *  

Veículo-NMDA 1 0 /0/ 0  

AM251- NMDA 1 0 /0/ 0  

Tabela 8: Efeito do AM251(100 pmol/0,2 μL), seguido por uma dose 
inefetiva de NMDA (1 nmol/0,2μL) sobre o número de pulos. Os dados 
representam mediana ± I.R. do número de pulos (*p˂ 0,05 em relação ao 
grupo controle; # p˂0,05 em relação ao grupo Veículo-NMDA; Kruskall-Wallis 
seguido de Mann-Whitney; n=6/grupo). 
  

* 
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11. Avaliação da expressão de células DGL positivas, c-Fos positivas 

e da colocalização c-Fos/DGL. 

 

             A                                          B                                          C 

Figura 16: Fotomicrografias representativas de secções coronais (25 
μm) do HDM de ratos que receberam NMDA. As setas representam: ( A) 
células DGL positivas (B) expressão de c-fos (C) dupla-marcação de células 
c-Fos/DGL positivas. Aumento=20x. 
 

 
A análise da expressão de c-Fos revelou um aumento dessa proteína 

nos núcleos dorsomedial (t(8) = 21,66 ; p <0.0001) e ventromedial (t(8) = 6,622 ; 

p = 0.002) do hipotálamo, além das colunas dorsomedial (t(10) = 16,60 ; p 

<0.0001) e dorsolateral (t(10) = 17,89 ; p <0.0001) da substância cinzenta 

periaquedutal. Porém, a administração de NMDA não promoveu aumento da 

expressão de c-fos no núcleo paraventricular do hipotálamo (t(10) = 0,1213 ; p 

=0,9059). (Figura 17). 

A análise da expressão da enzima DGL, envolvida na síntese do 2-AG, 

mostrou que não há aumento nos níveis dessa enzima na dlPAG (t(10) = 

0,2112; p = 0.002), na dmPAG (t(10) = 0,0819; p = 0,9363) e no PVN (t(10) = 

1,761; p = 0,1087). A administração de NMDA aumentou a expressão de DGL 

no HDM (t(10) = 7,239; p =< 0.0001) e HVM (t(10) = 8,985; p = < 0.0001) (Figura 

18). 

Quando se observa a colocalização da expressão de c-Fos e DGL, a 

administração de NMDA induziu um aumento nas células fos/DGL positivas 

50 μm 



79 
 

na dlPAG (t(10) = 5,410; p = 0,0003), no HDM (t(10) = 3,606; p = 0,0048) e no 

HVM (t(10) = 5,347; p = 0,0003). Contudo, não se observa diferença 

significativa na dmPAG (t(10) = 0,0968; p =0,9248) e no PVN (t(10) = 0,9481; p = 

0,3654). (Figura 19). 
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Figura 17: Efeitos da administração do NMDA sobre o número de 
células c-fos positivas. A injeção intra-HDM de NMDA aumenta s expressão 
de c-fos no HDM, HVM, dmPAG, dlPAG, mas não alterna a expressão no 
PVN. (teste t não pareado; n= 6/grupo; *p˂ 0,05 em relação ao grupo 
controle).   
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Figura 18: Efeitos da administração do NMDA sobre o número de 
células DGL positivas. A injeção intra-HDM de NMDA aumenta s expressão 
de DGL no HDM, HVM e PVN, mas não na dmPAG e dlPAG. (teste t não 
pareado; *p˂ 0,05 em relação ao grupo controle; n= 6/grupo).   
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Figura 19: Efeito da administração de NMDA sobre o número de células 
fos/DGL positivas. A injeção intra-HDM de NMDA aumentou a colocalização 
de células no HDM, HVM, dlPAG, mas não na dmPAG e no PVN (teste t não 
pareado; *p˂ 0,05 em relação ao grupo controle, n= 6/grupo). 
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No presente trabalho, buscou-se avaliar o envolvimento do sistema 

endocanabinoide frente a um modelo de fuga induzida por NMDA, um 

correlato de ataques de pânico em humanos. Nossos resultados 

demonstraram que a administração de NMDA foi capaz de induzir reações de 

fuga em ratos, corroborando a hipótese de que o HDM é um importante 

núcleo mediador de respostas defensivas. Este trabalho demonstrou ainda 

que o tratamento com drogas que aumentam os níveis de 2-AG bloqueou a 

fuga do NMDA, enquanto drogas que aumentam os níveis de anandamida 

não promoveram tal efeito. 

O comportamento aversivo induzido por NMDA foi acompanhado de 

elevação na resposta cardiovascular, sem, entretanto, alterar os níveis de 

corticosterona. A elevação na FC e PAM foi reduzida por meio da 

administração do inibidor da hidrólise de 2-AG, URB602. Vale ressaltar que a 

administração isolada de URB602 não alterou os parâmetros já mencionados. 

Com a finalidade de verificar através qual receptor o URB602 exerceria seus 

efeitos, realizou-se o pré-tratamento com antagonistas CB1 e CB2. Em nosso 

estudo, ambos foram capazes de reverter o efeito antiaversivo do URB602, 

demonstrando a participação destes dois receptores na elaboração de 

comportamentos motivados.  

Por fim, a administração de NMDA intra-HDM promoveu a ativação de 

regiões cerebrais relacionadas ao comportamento defensivo, como o HDM, 

HVM, SCPdl, SCPdm. Além disso, observou-se que houve uma maior 

ativação de células que expressam a enzima DAGL, responsável pela síntese 

de 2-AG, nas seguintes regiões: HDM, HVM e SCPdl. 



85 
 

A resposta aversiva induzida por NMDA observada neste trabalho foi 

evidenciada pelo aumento no número de cruzamentos e pulos apresentados 

pelos animais. Nossos resultados estão de acordo com trabalhos anteriores 

nos quais a injeção de NMDA ou ácido caínico, que é também um agonista de 

receptores glutamatérgicos, foi capaz de aumentar a locomoção bem como 

comportamentos relacionados à defesa (Silveira & Graeff, 1992). O mesmo 

padrão de resposta foi observado através da administração de outros 

agonistas glutamatérgicos e antagonistas gabaérgicos, assim como pela 

estimulação elétrica dessa estrutura  (Di Scala et al., 1984; Brandao et al., 

1986; DiMicco et al., 1986; Schmitt et al., 1986; Milani and Graeff, 1987; 

Silveira and Graeff, 1992; Soltis and DiMicco, 1992).  

Ainda nesse sentido, a administração de agonistas GABAA no HDM foi 

capaz de induzir efeitos ansiolíticos no LCE, sem alterar a atividade 

locomotora dos animais (Shekhar, 1993). De modo antagônico, Jardim e 

Guimarães demonstraram que a administração do antagonista glutamatérgico 

AP-7 não promoveu comportamento antiaversivo no LTE, no LCE, bem como 

no teste de Vogel, mas reduziu a atividade exploratória dos animais (Jardim 

and Guimaraes, 2001, 2004). De fato, o aumento da atividade locomotora 

visto no presente trabalho justifica-se pelas conexões do HDM com áreas 

motoras do córtex e cerebelo (Watts, 2015). 

Cabe ressaltar que, diferentemente das reações induzidas pela 

estimulação da SCP, a estimulação do HDM não promoveu comportamento 

motor vigoroso ou ataque explosivo. Os comportamentos hipotalâmicos, 

quando comparados à SCP, caracterizam-se por resposta motora mais sutil, 

levantamentos, e um menor número de cruzamentos e pulos (Di Scala et al., 
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1984; Brandao et al., 1986; Brandao et al., 1999). Possivelmente, enquanto 

estruturas mesencefálicas dorsais, como a SCPdl parecem desempenhar a 

função de engajar o animal em um comportamento de fuga explosiva, a 

ativação de vias hipotalâmicas integraria respostas mais organizadas e bem 

elaboradas, (Brandao et al., 1999; Coimbra et al., 2006; Biagioni et al., 2012; 

Biagioni et al., 2013).  

Outra grande diferença quando se compara a fuga induzida por SCP e 

HDM é o limiar necessário para desencadear as respostas. Estudos 

anteriores de nosso grupo que empregaram o modelo de estimulação química 

da SCP utilizaram a dose 1 nmol de NMDA (Almeida-Santos et al., 2013a; 

Viana et al., 2015), enquanto no presente trabalho, a dose necessária para 

estimular o HDM foi de 10 nmol. Essa diferença justifica-se, possivelmente, 

pelo fato de que a SCP é uma via de integração que recebe aferências de 

diversas áreas responsáveis pelo comportamento defensivo, incluindo o HDM 

(Bandler and Carrive, 1988; Bandler et al., 1991; Carrive, 1993; Bandler and 

Keay, 1996; Bandler et al., 2000b; Bandler et al., 2000a). Quando se compara 

esse mesmo limiar para diferentes estruturas hipotalâmicas, observa-se que o 

HDM parece ser menos responsivo do que o HA na elaboração de 

comportamentos defensivos. Porém, assim como ocorre na SCP, a fuga 

induzida pela estimulação do HDM parece ser seguida de antinocicepção 

(Biagioni et al., 2012; Biagioni et al., 2013). Em conjunto, esses fatores 

colaboram para que a SCP seja uma área mais excitável e que necessita, 

portanto, de uma menor dose para ser estimulada. 

Embora as ações comportamentais dos endocanabinoides sobre o 

hipotálamo ainda sejam pouco investigadas, já está bem estabelecido que a 
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administração de URB597 é capaz de reduzir a liberação de vasopressina, 

CRF e ACTH, hormônios liberados mediante situações de stress (Cota et al., 

2003; Barna et al., 2004; Patel et al., 2004; Cota et al., 2007; Atkinson et al., 

2010; Hill et al., 2010b ; Patel and Hillard, 2008; Luce et al., 2014). No 

entanto, como observado neste trabalho, o aumento nos níveis endógenos de 

anandamida pela administração de URB597 não foi capaz de inibir a fuga 

induzida por NMDA no HDM. Semelhante aos achados deste trabalho, uma 

ausência de resposta foi observada também com a administração sistêmica 

de URB597 no LCE (Naidu et al., 2007; Haller et al., 2009). Ainda nesse 

sentido, estudos de Batista e colaboradores indicaram que URB597 inibiu a 

fuga induzida por DLH sem inibir a fuga no LTE, demonstrando que a 

resposta é provavelmente dependente da natureza do estímulo aversivo 

(Batista et al., 2015). 

De modo contrário, o aumento dos níveis de 2-AG reduziu o número de 

cruzamentos e pulos, sugerindo que não a anandamida, mas o 2-AG parece 

modular comportamentos aversivos que envolvam a estimulação química do 

HDM. Porém, diferentemente do hipotálamo, a administração de URB597 

intra-SCP aboliu a fuga induzida por NMDA, efeito que foi revertido pelo pré-

tratamento com AM251 (Viana et al., 2015). Do mesmo modo, Gobira e 

colaboradores observaram que injeções intraperitoneais de URB597 

promoviam efeito panicolítico no LTE (Gobira et al., 2013). Outros estudos 

demonstraram também os efeitos ansiolíticos dessa substância no LCE e no 

Labirinto em zero elevado (Kathuria et al., 2003; Patel and Hillard, 2006; 

Busquets-Garcia et al., 2011). Não somente a inibição farmacológica, mas 

também a inibição genética da FAAH é capaz de promover efeitos ansiolíticos 
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uma vez que camundongos nocaute para FAAH apresentaram 

comportamento tipo-ansiolítico (Moreira et al., 2008; Cassano et al., 2011).  

Uma possível explicação para o fato de que o 2-AG, mas não a 

anandamida, exerce efeito antiaversivo no DMH pode ser proposta a partir de 

observações feitas por Hill e colaboradores. Enquanto a anandamida 

modularia uma resposta tônica, o 2-AG modularia respostas mais intensas 

(Hill et al., 2010b; Gorzalka, 2008). Em determinadas regiões parece haver 

uma síntese tônica de anandamida quando os animais não estão submetidos 

a nenhum tipo de stress. Por isso, durante o evento aversivo, haveria uma 

oferta limitada da desse endocanabinoide, e sua subsequente degradação. 

Essa hipótese sugere uma capacidade limitada para a síntese sob demanda 

(Patel and Hillard, 2008). Sendo assim, devido a pouca produção de 

anandamida, a administração de URB597 não seria capaz de exercer sua 

ação. Esta parece ser a hipótese mais plausível, já que nesses casos, nem a 

densidade de receptores, nem a hidrólise do 2-AG parecem estar diminuídas 

(Patel and Hillard, 2008; Rademacher et al., 2008). 

Reforçando a hipótese da participação do 2-AG em comportamentos 

defensivos mediados pelo hipotálamo, animais submetidos a episódios únicos 

de stress de restrição por 30 minutos não tiveram alteração nos níveis de 2-

AG em regiões como o córtex pré-frontal e amígdala, mas houve um 

importante decréscimo no hipotálamo. De maneira oposta, quando os animais 

são submetidos ao stress crônico, esses níveis tendem a se elevar (Patel et 

al., 2004; Patel et al., 2005). A administração de URB602 também promoveu 

efeito tipo-ansiolítico no LCE, atenuou comportamentos ansiogênicos, de 

hiperlocomoção, elevação da temperatura corporal e reverteu o 
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comportamento de ansiedade induzido pelo stresse (Busquets-Garcia et al., 

2011; Sumislawski et al., 2011; Aliczki et al., 2012; Almeida-Santos et al., 

2013b). 

Corroborando a hipótese da participação do 2-AG em reações aversivas, 

Hohmann e colaboradores observaram que animais submetidos a estímulos 

estressores apresentam uma elevação nos níveis desse endocanabinoide 

(Hohmann et al., 2005), bem como uma elevação nas enzimas responsáveis 

por sua síntese (Gregg et al., 2012). Sendo assim, durante situações 

aversivas, a sinalização do 2-AG parece ser estimulada no intuito de inibir as 

respostas defensivas. Ainda nesse contexto, Gregg e colaboradores 

demostraram que a aplicação do estimulo aversivo (choque nas patas de 

ratos) desencadeou a rápida formação da enzima responsável pela síntese de 

2-AG (DAGL-α) na SCPdl, efeito revertido pela injeção local de um inibidor 

seletivo da DAGL-α (Gregg et al., 2012). 

Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que a administração 

tanto de 2-AG quanto de URB602 na SCPdl foi capaz de bloquear a fuga 

induzida por NMDA, quando administrado nesta estrutrua. Tal efeito foi 

revertido pela administração do antagonista CB1, AM251. O NMDA promoveu 

ainda uma elevação no número de células fos-positivas, efeito que foi 

revertido pelo pré-tratamento com URB602. (Gobira et al., 2016). Em 

conjunto, esses dados suportam a hipótese de que a facilitação da sinalização 

do 2-AG pode inibir respostas aversivas, incluindo comportamentos que são 

correlatos de ataque de pânico em humanos, como a estimulação química por 

NMDA.  
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No presente trabalho, os efeitos do URB602 foram revertidos pelo pré-

tratamento com AM251 e AM630, demonstrando que 2-AG parece mediar 

respostas tanto por receptores CB1 quanto CB2. Esses dados corroboram os 

achados de Almeida-Santos e coloboradores, onde a administração de 

antagonistas de ambos receptores foi capaz de reverter os efeitos ansiolíticos 

do 2-AG no modelo do LCE (Almeida-Santos et al., 2013b). Ainda nesse 

sentido, a administração de URB602 induziu efeito tipo-ansiolítico através dos 

receptores CB1 em animais submetidos ao modelo animal do Marble burying, 

caracterizado pelo comportamento repetitivo e compulsivo inerente aos 

transtornos de ansiedade (Kinsey et al., 2011b). Além do URB602, outro 

inibidor da hidrólise do 2-AG, o JZL-184 também induziu efeitos ansiolíticos 

mediados por receptores CB1 e CB2 (Busquets-Garcia et al., 2011; Kinsey et 

al., 2011a; Sciolino et al., 2011; Aliczki et al., 2012). 

A possível participação de receptores CB2 nas respostas aversivas 

merece particular atenção. Isso se deve ao fato de que os primeiros estudos 

relativos à descoberta desses receptores demonstraram que enquanto CB1 

estaria presente em regiões do SNC relacionadas ao comportamento 

defensivo (Devane et al., 1988; Herkenham et al., 1990; Herkenham et al., 

1991), CB2 se localizaria em células do sistema imune (Munro et al., 1993). 

Todavia, estudos recentes indicam que receptores CB2 são também 

expressos em neurônios e glia, onde também poderiam modular 

comportamentos defensivos (Van Sickle et al., 2005; Fernandez-Ruiz et al., 

2007; Ortega-Alvaro et al., 2011; Onaivi et al., 2012). Além disso, animais que 

super expressam receptores CB2 apresentam uma menor susceptibilidade ao 

comportamento tipo-ansioso (Garcia-Gutierrez and Manzanares, 2011). Outro 
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indício é o de que camundongos que receberam injeção sistêmica de JZL-184 

apresentaram efeitos ansiolíticos mediados apenas por receptores CB2, e não 

CB1 (Busquets-Garcia et al., 2011). Em conjunto, esses dados reforçam a 

hipótese de que o 2-AG pode modular respostas aversivas por meio dos 

receptores CB2.  

No presente estudo, a fim de testar a ativação tônica dos receptores 

canabinoides, administrou-se uma dose inefetiva de NMDA, precedida do 

antagonista CB1 AM251. Não se observou qualquer indução no número de 

cruzamentos e pulos nos animais testados. Este dado difere de resultados 

anteriores encontrados por nosso grupo, onde o tratamento combinado com 

antagonista levou a indução de fuga explosiva por uma dose de NMDA que 

por si só não promovia efeito (Viana et al., 2015). Mais uma vez, esse 

resultado reforça diferenças entre as fugas induzidas por HDM e SCPdl, 

destacando o baixo limiar de excitabilidade desta última.  

Além dos efeitos comportamentais já descritos acima, o sistema 

endocanabinoide parece modular também respostas cardiovasculares e 

neuroendócrinas (Patel et al., 2004; Resstel et al., 2006; Patel and Hillard, 

2008; Resstel et al., 2008; Resstel et al., 2009; Hill and McEwen, 2010; Hill et 

al., 2010b; Hill et al., 2010a; Hill and Tasker, 2012). Diversos trabalhos já 

demonstraram que a administração central de NMDA promove um aumento 

na pressão arterial média, acompanhado por uma bradicardia reflexa (Resstel 

and Correa, 2006; Viana et al., 2015). Em contrapartida a facilitação da 

neurotransmissão canabinoide reduz os parâmetros cardiovasculares 

induzidos pela estimulação química de áreas envolvidas em respostas 

aversivas (Viana et al., 2015). Neste trabalho, 2-AG bloqueou não só a 
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resposta comportamental, mas também a resposta cardiovascular. Cabe 

ressaltar que tal efeito ocorreu em uma dose bastante superior àquela 

utilizada para reduzir o comportamento aversivo.  

Nossos resultados estão em acordo com a proposta de que o HDM 

constitui uma área integrativa das vias centrais mediadoras da resposta 

cardiovascular e comportamental ao estresse (Shekhar, 1993; Shekhar et al., 

1996; Stotz-Potter et al., 1996a; DiMicco et al., 1996; DiMicco et al., 2002b). A 

elevação nos parâmetros de PAM e FC em consequência da estimulação do 

HDM parece, todavia, depender de outras estruturas como a SCP (de 

Menezes et al., 2009). Menezes e colaboradores demonstraram que o pré-

tratamento das porções l/dl da SCP com antagonistas glutamatérgicos é 

capaz de reduzir a taquicardia e os efeitos pressores da estimulação do HDM 

por Bicuculina. (da Silva et al., 2006). De modo similar, experimentos 

realizados pelo mesmo grupo demonstraram que injeções de muscimol no 

HDM são capazes de abolir a elevação da FC, PAM e temperatura corporal 

induzida por injeções de NMDA na SCPl/dl. Em contraste, injeções de 

muscimol no PVN não reduziram as alterações provocadas a partir da 

estimulação da SCP, reforçando a hipótese de que as resposta autonômicas 

evocadas pela SCP requerem atividade neuronal do HDM e que o oposto 

também seria verdadeiro (de Menezes et al., 2009). 

Sendo assim, as respostas simpáticas decorrentes da ativação de 

neurônios do HDM parecem estar integradas em diferentes relés sinápticos. O 

componente vasomotor parece ser depende do bulbo rostroventrolateral 

(Fontes et al., 2001; Horiuchi et al., 2004), enquanto os componentes 
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cardíacos são dependentes de neurônios da rafe (DiMicco et al., 2002a; 

Samuels et al., 2002; Cao et al., 2004; Horiuchi et al., 2004) 

Baseado em estudos anatômicos e funcionais, propõe-se que as vias 

descendentes capazes de mediar respostas aversivas no HDM são 

primeiramente integradas na porção dorsolateral da SCP, as quais podem se 

distribuir em componentes vasomotores e cardíacos para o bulbo e a rafe, 

respectivamente. Existem ainda estudos que propõem uma subpopulação 

específica de neurônios que se projetam para a Rafe pallidus, chamada Área 

Hipotalâmica Dorsal. Nessa região, a injeção de aminoácidos excitatórios 

poderia evocar o maior aumento de frequência cardíaca (Samuels et al., 

2002). Este núcleo localiza-se dorsalmente ao HDM, sugerindo uma possível 

via que parte do HDM para a Rafe pallidus, envolvida no tônus simpático 

cardíaco (Samuels et al., 2004). Adicionalmente, o presente estudo corrobora 

estudos anteriores que demonstram que a estimulação química do HDM por 

NMDA promove um padrão de resposta pressora semelhante à estimulação 

da SCPdl, acompanhado de aumento de atividade locomotora e reações de 

fuga,  reforçando a hipótese de que essas regiões estão interconectadas por 

uma via excitatória glutamatérgica e destacando o papel do HDM em 

respostas defensivas.(Carrive et al., 1989; Carrive, 1993; da Silva et al., 2003; 

Viana et al., 2015),  

Mais recentemente, o HDM vem sendo estudado como um importante 

núcleo envolvido na circuitaria do pânico, uma vez que a inibição Gabaérgica 

crônica dessa região leva a reações tipo-panicogênicas em animais 

experimentais (Shekhar et al., 1996). Essa inibição mimetiza as alterações 

observadas em ataques de pânico em humanos: taquicardia, aumento de 
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pressão arterial, taquipnéia e aumento da liberação de hormônios 

relacionados ao stress no plasma (catecolaminas, ACTH e corticosterona) 

(Gorman et al., 1986b; Gorman et al., 1986a; Liebowitz et al., 1986a; 

Liebowitz et al., 1986c; Liebowitz et al., 1986b; Keim and Shekhar, 1996; 

Stotz-Potter et al., 1996b). Tais respostas induzidas pelo bloqueio Gabaérgico 

crônico no HDM parecem ser sítio-específicas, uma vez que a ativação de 

regiões como o hipotálamo lateral não evocam tais reações (DiMicco et al., 

2002a).  

Embora as reações tipo-panicogênicas observadas pela estimulação do 

HDM promovam ativação neuroendócrina (Keim and Shekhar, 1996; Stotz-

Potter et al., 1996b), existe uma grande controvérsia acerca do fato de ataque 

de pânico ativar ou não o eixo HPA. No presente trabalho, não se observou 

um aumento nos níveis de corticosterona em animais que foram tratados com 

NMDA. Ainda nesse sentido, não houve aumento da expressão de c-Fos no 

PVN, outro indicativo de que em nosso modelo, não houve ativação do eixo.   

Tais dados corroboram a hipótese de Graeff e colaboradores, em que 

modelos de ataques de pânico mais espontâneos, como aqueles induzidos 

pela administração de CO2 e Lactato não ativam o eixo HPA (Graeff et al., 

2005). Já modelos que utilizam os agonistas do receptor de colecistocinina do 

tipo B, aumentam os hormônios do estresse, independentemente da 

ocorrência de ataques de pânico, e, dessa forma, parecem ativar diretamente 

o eixo HPA (Graeff et al., 2005). Em contrapartida, estudos realizados por Lim 

e colaboradores demonstraram que a estimulação elétrica da SCPdl foi capaz 

de induzir a liberação de corticosterona em ratos, efeito que foi revertido pelo 

tratamento com escitalopram (Lim et al., 2010). Em humanos, a presença de 
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cortisol foi detectada na saliva de pacientes que sofreram ataque de pânico 

(Bandelow et al., 2000) e em pacientes sadios que inalaram CO2 a 35% 

(Argyropoulos et al., 2002; Kaye et al., 2004). 

Embora ataques de pânico possam ser considerados como estressores 

de magnitude elevada (McNally and Lukach, 1992), onde poderia se esperar 

uma liberação de ACTH e cortisol, isso parece não ocorrer, uma vez que em 

pacientes adultos com transtorno de pânico a responsividade do eixo a 

fatores estressores é baixa (Battaglia, 1997; Stones, 1999; Schreiber, 1996). 

Uma possível explicação seria a de que após exposições repetidas aos 

ataques, o eixo se torna progressivamente sub-sensibilizado (van Duinen, 

1996; Coplan, 1995). 

Nosso trabalho demonstrou uma elevação no número de células c-Fos 

positivas nos núcleos dorsomedial e ventromedial do hipotálamo, bem como 

nas porções dorsomedial e dorsolateral da SCP. Este padrão de expressão 

está de acordo com trabalhos anteriores que demonstram conexões do HDM 

para a SCP (Fontes et al., 2001; de Menezes et al., 2009; Carrive et al., 1989; 

Carrive, 1993; da Silva et al., 2003;). Embora o HDM envie projeções para a 

porção parvocelular do PVN (responsável pela liberação de corticotropina) e 

esse, por sua vez, envie projeções para o tronco cerebral e medular 

(resposáveis pelas respostas autonômicas) (Thompsonet al., 1996), como já 

discutido anteriormente, a ausência de expressão no núcleo paraventricular 

reflete, provavelmente, a não ativação do eixo HPA. 

Quanto ao HVM, particularmente sua porção dorsomedial (dmHVM), 

este núcleo constitui, juntamente com o Hipotálamo anterior e o Núcleo pré-

mamilar dorsal, o Sistema hipotalâmico de defesa e encontra-se ativado 
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quando animais são expostos ao predador ou ao seu odor (Canteras et al., 

1997; Dielemberg at al., 2001). O dmHVM parece integrar informações 

provenientes da amígdala, relevantes para a percepção de um predador 

(Canteras and Swanson, 1992; Canteras et al., 1994; Risold et al., 1994; 

Canteras et al., 2001; ). De fato, ele envia extensas projeções para a SCPdl 

(Canteras and Swanson, 1992; Canteras et al., 1994) e também para o HDM 

(Canteras and Swanson, 1992; Canteras et al., 1994; Risold et al., 1994; 

Thompson and Swanson, 1998), justificando assim o aumento na ativação 

celular nessas estruturas.  

Ainda nesse sentido, nossos resultados demonstraram que os neurônios 

ativados na SCPdl, no HDM e no HVM também expressaram, em maior 

quantidade, a enzima responsável pela síntese de 2-AG. Esses dados 

corroboram trabalhos anteriores nos quais eventos aversivos elevaram a 

síntese de DAGL e 2-AG na SCP. Adicionalmente, a inibição da DAGL 

diminuiu a formação de 2-AG sem alterar os níveis de anandamida (Gregg, 

Jung et al. 2012). O papel da DAGL e consequentemente dos efeitos 

mediados pelo 2-AG no comportamento relacionado à ansiedade foi 

demonstrado também nos estudos realizados por Shonesy e colaboradores, 

em que camundongos nocaute para a enzima DAGL-α apresentaram 

comportamento tipo-ansiogênico nos testes da caixa claro-escuro e no campo 

aberto (Shonesy, Bluett et al. 2014). 

Além disso, um aumento na expressão de DAGL relaciona-se também 

com um aumento na produção de 2-AG (Jung et al. 2007). De modo contrário, 

animais nocaute para DGL tiveram liberação de endocanabinoides afetada no 

hipocampo, cerebelo e estriado, resultando em supressão das ações 
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retrógradas e temperatura corporal reduzida (Won et al., 2009). Em conjunto, 

esses dados sugerem que DAGL e consequentemente o 2-AG são 

necessários para a sinalização endocanabinoide (Gao et al., 2010 ; Tanimura,  

2010). 

Em suma, esse trabalho dá suporte à hipótese de que o sistema 

endocanabinoide modula os componentes comportamentais e 

cardiovasculares de respostas aversivas no HDM. O mecanismo envolvido 

nessa resposta possivelmente consiste na produção de 2-AG e ativação 

receptores CB1 e CB2, cuja ativação ocasionaria inibição dos canais para Ca2+ 

e abertura dos canais para K+. Isso resultaria na hiperpolarização neuronial 

com consequente diminuição da liberação do glutamato por neurônios 

responsáveis pela elaboração de respostas aversivas (Vaughan, Connor et al. 

2000; Gerdeman and Lovinger 2001; Huang, Lo et al. 2001; Wang 2003). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusão: 
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Em conclusão, o presente trabalho demonstrou que a facilitação da 

sinalização do 2-AG no HDM induz efeitos antiaversivos em ratos submetidos 

à estimulação química do HDM por NMDA. Esse estudo demonstrou ainda 

que esses efeitos são mediados pela ativação dos receptores CB1 e CB2, 

possivelmente envolvendo regiões mesencefálicas como a SCPdl.  

Em conjunto, esses dados apoiam a hipótese de que a modulação do 

sistema endocanabinoide no HDM é importante para as reações aversivas, e 

sugerem que drogas que interferem com o sistema endocanabinoide 

constituem uma possível estratégia terapêutica para transtornos de ansiedade 

e pânico. 
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