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RESUMO 
 

As respostas comportamentais de medo e ansiedade resultam da 

expressão de emoções decorrentes das reações dos animais frente a 

estímulos aversivos que lhes apresentam perigo ou ameaça a sobrevivência. 

Tais respostas estão relacionadas com a liberação de neurotransmissores 

presentes em importantes estruturas do sistema encefálico de defesa, como a 

substância cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdl). Diversos estudos 

indicam que a neurotransmissão glutamatérgica facilita reações de fuga em 

animais. Além disso, vários neurotransmissores, dentre eles os sistemas 

endovanilóide e endocanabinóide também modulam essas respostas. A 

ativação de receptores vanilóides tipo 1 (TRPV1) favorece a transmissão 

sináptica glutamatérgica na SCPdl, mas seu papel na elaboração de respostas 

defensivas foi pouco elucidado. Além disso, estudos sugerem que os sistemas 

canabinóide e vanilóide exercem efeitos opostos em modelos animais de 

ansiedade. Baseado nessas evidências, este trabalho investigou a participação 

de receptores TRPV1 em dois modelos animais de pânico: a injeção do 

agonista NMDA intra-SCPdl e o Labirinto em T Elevado (LTE). Os animais 

foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação da cânula na 

SCPdl e após um período de recuperação foram submetidos aos testes 

comportamentais. Os resultados mostram que a injeção do NMDA intra SCPdl 

(1,0 nmol/0,2 µL) produziu reações de fuga caracterizadas pelo aumento no 

número de cruzamentos e de pulos e que esse efeito foi abolido quando os 

animais foram pré-tratados com a capsazepina (antagonista de receptores 

TRPV1) na dose de 1 nmol/0,2 µL intra SCPdl. Quando os ratos foram 

submetidos ao LTE, a capsazepina (60 nmol/0,2 µL) intra SCPdl promoveu 

efeito tipo panicolítico caracterizado por uma maior latência para atingir o 

centro do labirinto quando os animais eram expostos ao braço aberto, sendo 

esse efeito bloqueado quando os animais foram pré-tratados com o antagonista 

de receptores CB1, AM251(100 pmol/0,2 µL) intra SCPdl, sugerindo que este 

efeito é mediado por uma facilitação da sinalização canabinóide. Dessa forma, 

conclui-se que os receptores vanilóides modulam as respostas defensivas 

mediadas pela SCPdl, possivelmente, facilitando  a neurotransmissão 

glutamatérgica.  



 

 

ABSTRACT 

 

The behavioral responses of fear and anxiety results from the expression 

of emotions arising from the animal reactions in the face of aversive stimuli they 

present a danger or threat to survival. Such responses are related to the 

release of neurotransmitters present in key brain structures of the system of 

defense, as the dorsolateral periaqueductal gray (dlPAG). Several studies 

suggest that glutamatergic neurotransmission facilitates aversive reactions. 

Additionally, several other neurotransmitter systems present in dlPAG might 

modulate these responses, as endovanilloid and endocannabinoid systems. 

Activation of vanilloid receptor type 1 (TRPV1) facilitates glutamatergic synaptic 

transmission in dlPAG, but its role on the modulation of defensive responses 

was unclear. Moreover, studies have been shown that the cannabinoid and 

vanilloid systems exert opposite effects in several animal models of anxiety. 

Based on this evidence, this study investigated the involvement of TRPV1 

receptors in two animal models of panic: the injection of the NMDA agonist 

dlPAG and the elevated T maze (ETM). The animals underwent stereotaxic 

surgery for implantation of the cannula guide into dlPAG and after a recovery 

period were subjected to behavioral tests. The results show that injection of 

NMDA (1.0 nmol/0.2 µL) into dlPAG produced flight reactions characterized by 

increase in jumps and crossings and that this effect was abolished when 

animals were pretreated with capsazepine (TRPV1 receptor antagonist) at a 

dose of 1 nmol/ 0.2 µL into dlPAG. When the rats were submitted to ETM, 

capsazepine (60 nmol/0.2 µL) into dlPAG induced panicolityc-like effect 

characterized by an increased latency to reach the center of the maze when the 

animals were exposed to the open arm. This effect was blocked by pre-

treatment of CB1 antagonist, AM251 (100 pmol/0.2 µL) into dlPAG, suggesting 

that this effect is dependent on cannabinoid activation. In conclusion, it appears 

that the vanilloid receptors modulate defensive responses mediated by dlPAG, 

possibly, facilitating glutamatergic neurotransmission. 
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1. Comportamento defensivo 

 

O comportamento defensivo consiste em uma série de respostas 

defensivas que os animais apresentam frente a estímulos ameaçadores ou 

situações de perigo como, por exemplo, a exposição a predadores ou ainda o 

confronto entre animais da mesma espécie. Além desses, fatores ambientais 

como a iluminação, altura, exposição a lugares ou objetos novos também 

representam condições aversivas (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; 

GRAEFF; ZANGROSSI, 2002).  

Uma vez expostos a situações de perigo, os animais expressam 

respostas defensivas, tais como fuga, congelamento, avaliação de risco, 

esquiva, ameaça ou ataque defensivo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; 

GRAEFF et al, 1998; ZANOVELI, 2005). Em seu livro “The Expression of 

Emotions in Man and Animals” CHARLES DARWIN (1872) observou uma 

semelhança entre o comportamento dos humanos e dos demais animais na 

expressão das emoções de natureza aversiva. 

A partir desta perspectiva, diversos trabalhos foram realizados com o 

intuito de determinar as bases neurobiológicas responsáveis pelo 

desencadeamento de respostas comportamentais, bem como as bases 

envolvidas nos transtornos de ansiedade e medo (CANTERAS et al, 2001; 

CAROBREZ et al, 2001; BRANDÃO et al, 2003; BERGINK et al, 2004; JAVITT, 

2004; GUIMARÃES et al, 2005). 

 

2. Sítios neurais envolvidos no comportamento defensivo 

 

Em 1943, trabalhos iniciais de HESS e BRUGGER mostraram que a 

estimulação elétrica do hipotálamo medial de gatos produzia respostas 
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aversivas semelhantes ao comportamento que esses animais apresentavam 

quando exposto ao predador. Posteriormente, GRAEFF (1981) postulou que 

estruturas encefálicas como a amígdala, o hipotálamo e a substância cinzenta 

periaquedutal (SCP) constituiriam um sistema integrado responsável pela 

elaboração das respostas de defesa, sendo estas estruturas os principais 

componentes de um sistema cerebral aversivo, responsável pela elaboração de 

manifestações fisiológicas e psicológicas de estados motivacionais negativos.      

A estimulação elétrica e química destas regiões induz padrões de 

comportamento defensivo espécie-específico, além de manifestações 

comportamentais e subjetivas semelhantes ao comportamento que os animais 

apresentavam durante um evento aversivo (GRAEFF et al, 1993a; BRANDÃO 

et al, 1994 apud FEREIRA-NETTO et al, 2005). 

A partir desses dados iniciais, evidenciou-se o papel da SCP na 

elaboração do comportamento defensivo e atualmente essa região é 

considerada uma das estruturas chaves na elaboração de respostas defensivas 

ativas ou passivas (BANDLER et al, 2000;  CARRIVE, 1993).   

 

2.1 Substância Cinzenta Periaquedutal  

 

A SCP é um importante sítio neural para um grande número de funções 

fisiológicas relacionadas com reações de comportamento (como o medo e a 

ansiedade), regulação cardiovascular, lordose reflexa e modulação da dor 

(BANDLER et al, 1991, apud BANDLER et al, 2000; BEHBEHANI, 1995 apud 

MCGARAUGHTY et al, 2003; LOVICK, 1993 apud KEAY; BANDLER, 2001). 

Respostas comportamentais ativas estão associadas com excitação simpática 
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(hipertensão e taquicardia) e respostas passivas à inibição simpática 

[bradicardia e hipotensão; (BANDLER et al, 2000)]. 

Essa estrutura refere-se à região que circunda o aqueduto cerebral 

(Sylvius) e devido às conexões recíprocas entre a SCP e o sistema límbico 

prosencefálico, a SCP foi postulada como pertencente à chamada área límbica 

mesencefálica (NAUTA, 1958).  

A partir da década de 70, a citoarquitetura da SCP passou a ser alvo de 

muito interesse, e observando-se as respostas neurovegetativas e 

comportamentais evocadas pela administração local de aminoácidos 

excitatórios (AAE) sugeriu-se que esta estrutura poderia ser subdividida de 

forma radial em cinco regiões distintas: dorsomedial, dorsolateral, lateral, 

ventrolateral e ventral, cada uma delas formando uma coluna ao longo do seu 

eixo rostro-caudal (BANDLER et al, 2000). Atualmente destacam-se apenas as 

primeiras 4 regiões. 

O envolvimento da SCP em respostas comportamentais foi demonstrado 

inicialmente por FERNANDEZ DE MOLINA e HUSPENGER (1959), que ao 

estimularem eletricamente a SCP de gatos, observaram comportamentos 

defensivos. Posteriormente, SCHENBERG e GRAEFF (1978) observaram que 

a estimulação da porção dorsal da SCP (SPCd - que compreende as porções 

dorsomedial e dorsolateral) em ratos também possui propriedades aversivas, 

pois, ratos treinados aprendiam rapidamente a interromper a estimulação 

elétrica dessa região.  

Anatomicamente, sugere-se que o comportamento ativo mediado pela 

SCPd provavelmente é impulsionado por estressores que tem um forte 

componente psicológico (FLOYD et al, 2000 apud KEAY; BANDLER, 2001) o 
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que desencadeia preferencialmente uma reação comportamental ativa - luta ou 

fuga. 

 Em relação à porção lateral da SCP (SCPl) essa é ativada por 

estressores físicos ―escapáveis‖, desencadeando a mesma resposta ativa, no 

entanto, a porção ventrolateral SCPvl é ativada por estressores físicos e 

psicológicos ―inescapáveis‖ que desencadeiam uma resposta comportamental 

passiva – imobilidade e quietude (BANDLER et al, 2000; KEAY; BANDLER, 

2001). 

Além da estimulação elétrica, a injeção de aminoácidos excitatórios 

(AAE) como o glutamato, L-aspartato e D,L-homocisteico (DLH) na SCP de 

gatos também promove comportamento defensivo, como a dilatação da pupila, 

ereção dos pêlos, retração das orelhas e vocalização, que são semelhantes às 

estratégias naturais ocorridas quando esses animais são ameaçados ou 

atacados (FINN, 2003; BANDLER, 1982; BANDLER, 1988; apud BANDLER et 

al, 2000). Em ratos observam-se comportamentos incondicionados, como 

reações de escape ou fuga, congelamento e alterações autonômicas [elevação 

da pressão arterial e da freqüência cardíaca, sudorese e piloereção 

(BANDLER, 1988; KRIEGER; GRAEFF, 1985; SCHENBERG et al, 2001)].  

Esses comportamentos são remanescentes de ataques de pânicos 

experimentais e clínicos em humanos, sugerindo que porção dorsal da SCP 

modula respostas de luta e fuga em situações de medo extremo (DEAKIN; 

GRAEFF, 1991), e partir da semelhança dessas repostas em humanos e 

animais a estimulação dessa região tem sido proposta como um modelo 

experimental de ataques de pânico (GRAEFF, 1991; LOVICK, 1993). 
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De forma similar ao modelo de estimulação aversiva na SCPd, o 

Labirinto em T Elevado (LTE) associa a resposta de escape ou fuga ao pânico 

(GRAEFF et al, 1998). Diversos estudos validaram esse modelo animal, tanto 

do ponto de vista farmacológico quanto comportamental (GRAEFF et al, 1993b, 

1998; VIANA et al, 1994; ZANGROSSI; GRAEFF, 1997; SANSON; 

CAROBREZ, 1999; ZANGROSSI et al, 2001; ZANOVELI et al, 2003; DE 

PAULA SOARES; ZANGROSSI, 2004). A administração crônica (21 dias) da 

fluoxetina (POLTRONIERI et al, 2003) e da imipramina (TEIXEIRA et al, 2000) 

promovem efeito inibitório sobre o comportamento de fuga no LTE, o que está 

de acordo com  as evidências clínicas que demonstram o efeito panicolítico 

dessas drogas em pacientes com o transtorno do pânico (KLEIN; FINK, 1962; 

LEPOLA et al, 2003; LYDIARD; BALLENGER, 1987).  

Diversos estudos empregando a utilização desses modelos animais têm 

descrito a participação de alguns neurotransmissores na mediação de 

respostas defensivas (BANDLER, 1988; KRIEGER; GRAEFF, 1985; 

SCHENBERG et al, 2001; AGUIAR et al, 2006; CASAROTTO et al, 2011; 

ZANOVELI et al, 2003). 

 

3. Neurotransmissores envolvidos na mediação de respostas aversivas 
 

Os circuitos neuroanatômicos responsáveis pelas respostas defensivas 

são modulados por diversos neurotransmissores, como o hormônio liberador de 

corticotrofinas, neuropeptídeo Y, substância P, transmissores monoaminérgicos 

(noradrenalina, serotonina e dopamina), ácido gamma-aminobutírico (GABA), 

óxido nítrico, glutamato, vanilóides e canabinóides (BERGINK et al, 2004; 

DEAKIN; GRAEFF, 1991; GUIMARAES et al, 2005; MIGUEL, 2010).   
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3.1 Sistema glutamatérgico  

 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do sistema 

nervoso dos mamíferos e aproximadamente 60% dos neurônios utilizam esse 

aminoácido como neurotransmissor (JAVITT, 2004). CURTIS e colaboradores 

(1959; 1960) foram os primeiros pesquisadores a obter evidências 

concludentes sobre a ação excitatória do glutamato e do aspartato sobre 

neurônios. Porém, somente a partir da década de 70, o glutamato tornou-se 

amplamente conhecido por ser o principal neurotransmissor excitatório dentro 

do sistema nervoso central (SNC) de vertebrados (MELDRUM, 2000).  

Ao longo dos últimos anos, experimentos realizados mostraram 

envolvimento do glutamato na plasticidade sináptica (COTMAN et al, 1988), 

aprendizado, memória (MORRIS, 1989), epilepsia (MELDRUM, 1985), 

ansiedade (MATHEUS et al, 1994) e depressão (MAES et al, 1995). Esse AAE 

pode ser encontrado em vesículas sinápticas e é liberado de forma dependente 

do influxo de Ca2+ ou como precursor do GABA em sinapses inibitórias (para 

revisão ver CAROBREZ, 2003). No interior das células gliais o glutamato é 

convertido em glutamina e liberado no fluido extracelular, onde é recaptado 

para o terminal pré-sináptico, e convertido novamente em glutamato via ação 

da enzima glutaminase neuronal (AMARA; FONTANA, 2002). 

O glutamato pode exercer muitos papéis centrais, atuando em diversos 

receptores específicos para AAE (COLLINGRIDGE; LESTER, 1989). Através 

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

múltiplos receptores para o glutamato (MCLENNAN et al, 1968). Atualmente, 

os receptores glutamatérgicos são classificados como metabotrópicos (mGluR) 

e ionotrópicos [iGluR;(NAKANISHI, 1992; OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998)].  
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Os receptores mGLU são acoplados à proteína G e constituem uma 

classe de oito subtipos de receptores, classificados em três grupos: I, II e III 

(MONAGHAN et al, 1989). Os receptores do grupo I (mGLU1 e mGLU5) são 

acoplados a proteína Gq que ativa a fosfolipase C e consequentemente há a 

formação de segundos mensageiros e liberação de Ca2+ de reservas 

intracelulares; já os receptores do grupo II (mGLU2 e mGLU3) e do grupo III 

(mGLU4, mGLU6, mGLU7 e mGLU8) são acoplados a proteína Gi, que inibem 

a adenilato ciclase e consequentemente a formação do monofosfato cíclico de 

adenosina [AMPc; (SPOOREN et al, 2003)]. 

Já os receptores iGLU foram subseqüentemente classificados de acordo 

com o agonista mais seletivo e subdivididos em NMDA (N-metil-D-aspartato), 

AMPA (ácido α-amino- 3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiônico) e cainato 

(WATKINS, 2000). Todos esses receptores constituem canais iônicos que são 

permeáveis a cátions, embora a permeabilidade relativa aos íons Na+ e aos 

íons Ca2+ varie de acordo com a família e a composição de subunidades do 

receptor (MELDRUM, 2000). O subtipo NMDA possui várias subunidades 

denominadas NR1 (onde se liga a glicina), NR2A-D (onde se liga o glutamato) 

e a NR3A-B; os receptores AMPA são formados por subunidades GLUR1-4 e 

os receptores cainato são formados por subunidades GLUR5-7 ou GLUKA5-7, 

KA1-2 ou GLUKA1-2 (HUETTNER, 2003).  

Dentre os receptores glutamatérgicos, o subtipo NMDA tem sido o mais 

estudado, em virtude da existência de drogas altamente seletivas para esse 

receptor (LEESON, 1993).  

O complexo do receptor NMDA está envolvido em muitos processos 

funcionais, tais como: memória, aprendizado, desenvolvimento neuronal 
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(MORRIS, 1989; COTMAN; MONAGHAN, 1988; BLISS; COLLINGRIDGE, 

1993), epilepsia (MELDRUM, 1985) e distúrbios afetivos como depressão e 

ansiedade (GRAEFF et al, 1988; GRAEFF, 1991; MATHEUS et al, 1994; para 

revisão ver, BERGINK et al, 2004). 

Nos últimos anos, estudos comportamentais destacam o envolvimento 

dos receptores NMDA na mediação das reações defensivas (BANDLER, 1982; 

DEPAULIS; BANDLER; VERGNES, 1989; SILVEIRA; GRAEFF, 1992; ZHANG; 

BANDLER; CARRIVE, 1990; MOREIRA et al, 2004; AGUIAR et al, 2006). De 

maneira complementar, estudos revelaram que os receptores NMDA estão 

presentes em toda a extensão rostrocaudal da coluna dorsolateral da SCP 

[SCPdl (ALBIN et al, 1990)]. 

Diversas evidências sugerem que o glutamato desempenha um papel 

facilitador nas reações de defesa na SCPdl. Trabalhos iniciais mostraram a 

ocorrência de respostas comportamentais de luta ou fuga após administração 

de glutamato na SCPdl de gatos (CARRIVE, 1987) e ratos (KRIEGER; 

GRAEFF 1985) bem como a ocorrência de reações autonômicas, como o 

aumento de pressão arterial e freqüência cardíaca (CARRIVE, 1993; DA SILVA 

et al, 2006). Esse mesmo comportamento foi observado com a administração 

do NMDA [agonista seletivo do receptor NMDA do glutamato (BITTENCOURT 

et al, 2004; FERREIRA-NETTO et al, 2005, AGUIAR et al, 2006)].  

No LTE, a administração intra-SCPdl do agonista seletivo de receptores 

NMDA promoveu o aumento do comportamento da esquiva inibitória, sugerindo 

um efeito tipo ansiogênico, que foi bloqueado pelo antagonista desses 

receptores (BERTOGLIO; ZANGROSSI, 2006). 
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De maneira oposta, a injeção de um antagonista do receptor NMDA 

(rNMDA), o AP-7, administrado na SCPdl produz efeitos ansiolíticos 

(GUIMARÃES et al, 1991) nos modelos animais de ansiedade, o Labirinto em 

Cruz Elevado (LCE) e o teste de lamber punido de Vogel (MOLCHANOV; 

GUIMARÃES, 2002), além de efeitos anti-aversivos durante a exposição ao 

predador (AGUIAR; GUIMARÃES, 2009), sugerindo que a neurotransmissão 

glutamatérgica na SCPdl exerce um papel facilitatório nas reações de defesa 

promovidas pela SCPdl.  

  

3.2. Sistema vanilóide 

  

Em 1997, o receptor vanilóide subtipo 1 foi clonado a partir de células de 

ratos localizadas no glânglio da raiz dorsal e os autores demonstraram ser um 

subtipo não seletivo de canais para cátions que estão relacionados com a 

família de receptores de potencial transitório [TRP; (CATERINA et al, 1997; 

CORTRIGHT; SZALLASI, 2004; ROBERTS et al, 2004; STAROWICZ et al, 

2007b)]. Este receptor foi denominado pelos autores como "receptor vanilóide 

tipo 1" (VR1) e, posteriormente renomeado pela União Internacional de 

Farmacologia Básica e Clínica (IUPHAR) como receptor vanilóide de potencial 

transitório subtipo 1 [TRPV1; (CLAPHAM et al, 2005)]. 

O TRPV1 foi o primeiro membro da família de receptores vanilóides 

(TRPV1 à TRPV6) a ser caracterizado. São denominados de receptores 

vanilóides pelo fato de seus principais agonistas, a capsaicina [(8-methyl-N-

vanilil-6-nonanamida) principal e mais irritante constituinte ativo da Capsicum 

sp, popularmente conhecida como pimenta vermelha] e o seu potente análogo, 
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a resiniferatoxina (RTX), possuírem em sua estrutura química o grupamento 

homovanilil (SZALASSI; BLUMBERG, 1999).  

Dentre os ligantes endógenos dos receptores TRPV1 (endovanilóides) 

estão a anandamida (AEA), a N-araquidonoildopamina (NADA), 12-S-ácido 

hidroperoxieicosatetranoico (12-HPETE), oleoiletanolamida e N-oleoildopamina 

(VAN DER STELT; DI MARZO 2004; STAROWICZ et al, 2007b; HWANG et al, 

2000; HUANG et al, 2002; CHU et al, 2003). 

O principal endovanilóide que tem sido foco de muitos estudos é a 

anandamida, que é sintetizada a partir de fosfolípides de membrana, sendo o 

influxo de Ca2+ o fator desencadeante para a sua síntese. Desta forma, o passo 

limitante para o início de sua ação é a própria síntese, e não a liberação 

vesicular (a síntese ocorre conforme a demanda). Esse endovanilóide pode 

ainda ser degradado pela ação da enzima hidrolase de amida de ácidos graxos 

(FAAH), responsável pela sua metabolização e que possivelmente está 

localizada em neurônios pós-sinápticos (DI MARZO et al, 1994). Tal composto 

é também considerado um endocanabinóide uma vez que é capaz de ativar 

receptores canabinóides.  

Além de serem ativados por endovanilóides, os receptores TRPV1 

também podem ser ativados pelo calor, baixos níveis de pH e substâncias 

exógenas (CATERINA et al, 1997; SMART et al, 2000; TOMINAGA; 

CATERINA 2004; VAN DER STELT; DI MARZO, 2004; CALIXTO et al, 2005).  

Os receptores TRPV1 são altamente expressos nas fibras aferentes 

primárias de pequeno diâmetro (HOLZER, 1991). Dessa forma, a capsaicina, 

agonista TRPV1, age por duas maneiras distintas, inicialmente induzindo a 

nocicepção devido ao aumento da condutância do canal com consequente 
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liberação de mediadores pró-inflamatórios (SOUTHALL et al, 2003) e, depois 

de repetidas administrações, essa ação é seguida por uma resposta oposta, 

sendo a antinocicepção, que ocorre por dessensibilização dos receptores 

(SZALLASI; BLUMBERG, 1999; SZALLASI; DI MARZO, 2000; DRAY, 1992; 

GREEN, 1989; HAYES et al, 1984).  

A injeção local de capsaicina na SCPdl induz respostas antinoceptivas 

(PALAZZO et al, 2002). Na SCPvl, a capsaicina aumentou o limiar nociceptivo 

térmico, enquanto o antagonista de TRPV1, 5-iodo-resiniferatoxina facilitou as 

respostas nociceptivas e bloqueou a resposta da capsaicina (STAROWICZ et 

al, 2007a). A elevação dos níveis de AEA na SCP, promovida pela utilização de 

um inibidor da enzima que degrada a AEA, a FAAH, provocou analgesia 

mediada por receptores TRPV1 (STAROWICZ et al, 2007b). 

Esses receptores também são expressos em várias regiões do SNC que 

não estão associadas a neurônios sensoriais primários (SZALLASI; 

BLUMBERG, 1999), como por exemplo, o bulbo olfatório, córtex, hipocampo, 

hipotálamo e mesencéfalo (TOTH et al, 2005), sugerindo que os receptores 

TRPV1 estejam envolvidos em diversas funções do SNC. A presença dos 

TRPV1 em estruturas envolvidas na elaboração dos comportamentos 

defensivos como o córtex pré-frontal, complexo amigdalóide, hipocampo, 

hipotálamo e SCP (MEZEY et al, 2000; MCGARAUGHTY et al, 2003; TOTH et 

al, 2005) sugere que esses receptores também controlam os estados 

emocionais relacionados ao medo e ansiedade. 

Em um estudo realizado por KASCKOW e colaboradores (2004), a 

administração sistêmica da capsazepina, um antagonista de receptores 

TRPV1, promoveu efeito tipo ansiolítico em animais expostos ao LCE, 
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sugerindo que a ativação desses receptores facilita os comportamentos 

relacionados com ansiedade em animais. Utilizando camundongos nocautes 

para TRPV1, MARSCH et al (2007), observaram o comportamento tipo 

ansiolítico desses animais no LCE e na caixa claro-escuro, quando comparado 

aos animais selvagens, além de apresentarem menor congelamento no modelo 

do medo condicionado auditivo. 

No intuito de verificar quais seriam os sítios neurais responsáveis pelos 

efeitos promovidos pelos TRPV1 nas respostas aversivas, TERZIAN et al 

(2009) observaram que a injeção local da capsazepina na SCPdl promoveu 

efeito ansiolítico em ratos submetidos ao LCE e ao teste de lamber punido de 

Vogel. Resultados semelhantes também foram observados após a 

administração desse antagonista no córtex pré-frontal medial [CPFm; (AGUIAR 

et al, 2009)]. Em conjunto, esses dados confirmaram o envolvimento dos 

receptores vanilóides na modulação dos estados emocionais relacionados à 

ansiedade e sugerem o CPF e a SCPdl como substratos neurais desses 

comportamentos. 

No SNC a ativação dos TRPV1 estaria relacionada com o aumento da 

liberação de neurotransmissores, especialmente facilitando a neurotransmissão 

glutamatérgica devido ao influxo de íons Ca
2+

 nos neurônios pós-sinápticos 

(MARINELLI et al, 2003; STAROWICZ et al, 2007a; XING, LI, 2007). Nesse 

sentido, trabalhos prévios demonstraram que a ativação dos receptores TRPV1 

pode regular a liberação do glutamato em diversas estruturas encefálicas 

(TOHDA; SASAKI et al, 2001; DOYLE et al, 2002; JENNINGS et al, 2003; 

XING; LI 2007). SASAMURA et al (1998) demonstraram que a capsaicina 

promove a liberação de glutamato em fatias de hipotálamo e no corno dorsal da 
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medula espinhal, sendo que essa resposta é dependente de Ca2+ e inibida pelo 

antagonista de receptores TRPV1, a capsazepina. Em outro estudo realizado 

foi observado que a administração da capsaicina em fatias da SCPdl também 

facilita a liberação do glutamato, sendo que esse efeito deixa de ser observado 

com o pré-tratamento de 5-iodo-resiniferatoxina [antagonista específico de 

receptores TRPV1; (XING; LI, 2007)], sugerindo assim que os receptores 

TRPV1 são expressos em neurônios pré-sinápticos glutamatérgicos, onde sua 

ativação pode potencializar a liberação desse neurotransmissor. 

Adicionalmente, a administração da capsaicina intra-SCPdl induziu 

nocicepção, efeito que foi revertido pelo pré-tratamento com capsazepina 

(PALAZZO et al, 2002). A resposta comportamental induzida pelo agonista 

TRPV1 foi acompanhada por um aumento local de glutamato, efeito este 

similar ao obtido in vitro em outras estruturas encefálicas, como por exemplo, 

substância nigra e locus coeruleus (MARINELLI et al, 2002; PALAZZO et al, 

2002; MARINELLI et al, 2003). Recentemente, STAROWICZ et al (2007a) 

observaram que neurônios localizados na SCPvl são imunorreativos para os 

receptores TRPV1, além de estarem circundados por neurônios 

glutamatérgicos. Além disso, esses neurônios glutamatérgicos respondem à 

estimulação de TRPV1 através da liberação de glutamato, e são bloqueados 

pelo pré-tratamento com um antagonista vanilóide. Em conjunto, esses dados 

sugerem que a ativação dos receptores TRPV1 facilita a neurotransmissão 

glutamatérgica. 

Assim, considerando que o glutamato facilita as respostas defensivas 

mediadas pela SCPdl e que a ativação de TRPV1 possivelmente facilita a 

neurotransmissão glutamatérgica, uma hipótese desse trabalho foi verificar 
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uma possível interação entre esses dois sistemas na modulação das respostas 

defensivas promovidas pela SCPdl. 

 

3.3 Sistema canabinóide 

 

Conforme mencionado anteriormente a anandamida, além de ser um 

composto endovanilóide, é também um dos ligantes endógenos do sistema 

canabinóide (DEVANE et al, 1992). Os receptores canabinóides foram 

identificados através de estudos empregando radioisótopos marcados e 

identificados como dois subtipos principais: tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2) 

(HOWLETT; FLEMING, 1984; HERKENHAM et al, 1990). 

O mecanismo de transdução de sinal dos receptores canabinóides 

consiste na ativação de uma proteína Gi que, por sua vez, inibe a atividade da 

adenilato ciclase. O resultado é a menor conversão de trifosfato de adenosina 

(ATP) em monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), com conseqüente redução 

de atividade da proteína quinase A (PKA) e dos efeitos biológicos mediados por 

ela (DEVANE et al, 1988). Os receptores canabinóides podem também 

aumentar a condutância de canais para potássio e inibir canais para cálcio 

modulando a atividade neuronal e a liberação de outros neurotransmissores 

(PIOMELLI, 2003) como GABA (KATONA et al, 1999)  e glutamato (DOMENICI 

et al, 2006; MELIS et al, 2004; SHEN et al, 1996; TAKAHASHI; CASTILLO, 

2006; VAUGHAN et al, 2000).  

Os efeitos de compostos canabinóides naturais e sintéticos são 

complexos e variados em diversos modelos animais de ansiedade. 

Geralmente, esses compostos exercem efeitos bifásicos em vários modelos, 



Revisão de Literatura 

27 

 

como por exemplo, o LCE, LTE, labirinto zero, caixa claro-escuro e no teste de 

lamber punido de Vogel (MOREIRA et al, 2009a, 2009b; VIVEROS et al, 2005). 

Geralmente, efeitos ansiolíticos são observados com doses baixas, enquanto 

que efeitos ansiogênicos ou ausência de efeito são observados com altas 

doses (MOREIRA; LUTZ, 2008; MOREIRA et al, 2009a, 2009b; VIVEROS et al, 

2005). 

Efeitos bifásicos também são observados após a injeção de AEA intra-

SCPdl (MOREIRA et al, 2007, LISBOA et al, 2008). Efeitos ansiolíticos são 

observados com baixas doses e mediados pela ativação de receptores CB1, 

enquanto que este efeito desparece com doses maiores possivelmente devido 

à ação desse composto também em receptores TRPV1 (MOREIRA et al, 

2007). Nesse sentido, dados da literatura sugerem que a anandamida liga-se 

aos receptores TRPV1 com uma menor afinidade em relação a sua ligação em 

receptores CB1, o que explicaria os efeitos ansiolíticos observados em baixas 

doses e a ausência de efeito em altas doses (MOREIRA et al, 2007). 

Até o momento, a maioria dos estudos tem investigado a participação 

dos receptores CB1 e TRPV1, isoladamente, na modulação dos 

comportamentos relacionados ao medo e ansiedade. Porém, há várias 

evidências que esses dois sistemas possam atuar concomitantemente na 

modulação de diversas respostas comportamentais (MAIONE et al, 2006; 

MICALE et al, 2009; RUBINO et al, 2008; MOREIRA et al, 2011). Dados da 

literatura mostram que receptores CB1 e TRPV1 são co-expressos em regiões 

responsáveis pelo controle dos comportamentos aversivos, como por exemplo, 

CPF, complexo amigdalóide, hipocampo e SCPdl (CRISTINO et al, 2006; 

MICALE et al, 2009; CASAROTTO et al, 2011) como também na SCPvl onde 
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estes compostos estão envolvidos com respostas nociceptivas (CRISTINO et 

al, 2006; MAIONE et al, 2006). 

Dessa forma pode-se sugerir que os sistemas vanilóide e canabinóide 

modulam as respostas defensivas mediadas pela SCPdl de maneiras opostas. 

Enquanto a ativação de receptores CB1 inibe os estados de medo e ansiedade 

e, consequentemente promovem efeitos ansiolíticos, a ativação de receptores 

TRPV1 facilita o comportamento aversivo (MOREIRA et al, 2011). Nesse 

sentido, dados recentes do nosso grupo indicaram que o efeito tipo panicolítico 

promovido por antagonistas TRPV1 é dependente da sinalização do receptor 

CB1, pois, este efeito é bloqueado pelo antagonista desses receptores 

(CASAROTTO et al, 2011). 

Considerando-se o exposto acima, outra hipótese deste trabalho foi de 

testar se os efeitos promovidos pelo bloqueio dos receptores TRPV1 no 

Labirinto em T Elevado também são dependentes da ação de receptores CB1.  
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1. Objetivo geral 

O objetivo geral do presente trabalho foi verificar a participação dos 

receptores vanilóides TRPV1 na modulação das respostas defensivas 

mediadas pela SCPdl. 

 

2. Objetivos específicos 

 

A) Testar a hipótese de que o pré-tratamento com antagonista TRPV1 

atenuará as respostas de fuga induzidas pelo agonista de receptores 

NMDA na SCPdl. 

B) Testar a hipótese de que o tratamento com antagonista de receptor 

TRPV1 atenuará as respostas de fuga no Labirinto em T Elevado. 

C) Testar a hipótese de que o pré-tratamento com antagonista de 

receptor CB1 bloqueará os efeitos promovidos pelo antagonista de 

receptor TRPV1 no Labirinto em T Elevado. 
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1. Animais 

 

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, pesando entre 220-240 

gramas, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências 

Biológicas da UFMG, após aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa em Experimentação Animal (protocolo 250 /2010). 

Os ratos foram mantidos em grupos de 5 animais por gaiola, com livre 

acesso à água e comida, sob ciclo claro-escuro de 12 h (início às 7:00 h) e 

temperatura controlada (24 ± 2°C). 

 

2. Drogas 

 

Foram utilizadas as seguintes drogas: 

• Capsazepina (antagonista de receptores TRPV1, Tocris®): 1, 10, 30 e 60 

nmol/0,2 µL, diluída em Dimetilsulfóxido (DMSO) 100% (TERZIAN et al, 2009). 

• N-metil-D-Aspartato, NMDA (agonista de receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA, Sigma®): 1 nmol/0,2 µL, diluído em Salina 0,9% (AGUIAR et al, 2006).  

• N-(piperidin-1yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1pyrazole-

3-carboxamide, AM251(antagonista de receptor CB1, Sigma®): 1, 10 e 100 

pmol/0,2 µL diluído em Salina 0,9% (MOREIRA et al, 2007; LISBOA et al, 

2008). 

 

3. Cirurgia estereotáxica 

 

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

mg/Kg), via i.p e fixados a um aparelho estereotáxico. Foi realizada uma 
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incisão sagital para exposição da calvária e remoção do periósteo, a calota 

craniana foi perfurada com um orifício (coordenadas: AP-lambda 0 mm, L-1,9 

mm, P-4,3 mm, ângulo-16º, PAXINOS; WATSON, 1997) para introdução da 

cânula guia (11 mm) dirigida à SCPdl, a qual foi fixada ao crânio com cimento 

acrílico, conforme descrito em trabalhos prévios (GUIMARÃES et al, 1991; 

AGUIAR et al, 2006). Foi introduzido na cânula um mandril de aço inoxidável 

para evitar obstrução. Os animais receberam injeção de pentabiótico e do 

analgésico, antitérmico e antiinflamatório Banamine® (flunixin meglumine, 1 

ml/Kg). Após a recuperação da anestesia, os animais foram alojados no 

biotério até seu restabelecimento (7 dias) e então foram submetidos à injeção 

na SCPdl. 

 

4. Injeção 

 

A injeção foi feita segurando o animal gentilmente para retirada do 

mandril e introdução, pela cânula guia, de uma agulha odontológica gengival 

(12 mm), até atingir a SCPdl 1mm abaixo da extremidade da cânula. A agulha 

foi conectada a uma seringa Hamilton® de 10 µL por meio de um segmento de 

Polietileno (P10). As injeções foram realizadas com ajuda de uma bomba de 

infusão Insight® a uma velocidade de 1µl/min em um volume de 0,2 µL.  

 

5. Testes Comportamentais 

5.1 Caixa de observação 

A caixa de observação é constituída de acrílico transparente (29 X 19 X 

34 cm) com tampa de malha plástica (Figura 1). O comportamento dos animais 
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foi gravado por 2 minutos a partir do início da infusão das soluções por uma 

câmera de vídeo (Samsung, SMX-C10LN/XAA) localizada lateralmente à caixa, 

a uma distância aproximada de 50 cm. Os filmes foram depois reproduzidos em 

um computador, registrando-se o número de pulos e cruzamentos da linha 

média da caixa. O critério utilizado para considerar um pulo era de que o 

animal retirasse as quatro patas do chão simultaneamente e para considerar 

um cruzamento era necessário que o animal atravessasse a linha média com 

as quatro patas (MOLCHANOV, 1999; AGUIAR et al, 2006). Após cada teste a 

caixa foi limpa com álcool (70 %).  

 

 

Figura 1: Caixa de observação 

 

5.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

O aparelho é dotado de quatro braços de iguais dimensões, sendo dois 

deles abertos e dois fechados situados a 50 cm de altura do solo. O LCE 
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(Figura 2) foi desenvolvido por HANDLEY e MITHANI (1984) e se baseia no 

conflito entre explorar um ambiente novo, caracterizado pela saída do braço 

fechado mais seguro, em contrapartida a um evento aversivo caracterizado 

pelos braços abertos, uma vez que o animal está mais exposto a possíveis 

ações de predadores (MONTGOMERY, 1955). Os experimentos foram 

filmados com auxílio de uma câmera de vídeo (Microsoft®) localizada 1,5 

metros acima do labirinto durante 5 minutos. Simultaneamente, foram 

analisados com auxílio do software ANY-MAZE (versão 4.5), o qual registra a 

posição do animal no LCE e calcula a porcentagem de entradas nos braços 

abertos, a porcentagem de tempo gasto nos braços abertos e o número de 

entradas nos braços fechados do LCE. No intervalo entre os testes de cada 

animal o labirinto foi limpo com uma solução de álcool (70 %).   

 

 

Figura 2: Labirinto em Cruz Elevado 
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5.3 Labirinto em T Elevado (LTE) 

O aparelho experimental utilizado foi um labirinto de madeira (―Labirinto 

em T Elevado‖, GRAEFF et al, 1998), que consiste em um modelo animal que 

avalia dois comportamentos relacionados a transtornos de ansiedade: a 

esquiva no braço fechado, relacionada à ansiedade generalizada, e o escape 

do braço aberto, relacionado ao pânico (Figura 3). O LTE é formado por um 

braço fechado e dois braços abertos, de 50 cm de comprimento por 10 cm de 

largura cada um e elevados 50 cm do solo. O braço fechado possui parede de 

madeira de 40 cm de altura que o circunda e está perpendicular aos braços 

abertos que não possuem uma borda lateral.  

Antes de serem submetidos ao labirinto, os animais foram habituados ao 

experimentador por 3 dias, durante 3 minutos. No quarto dia cada animal foi 

pré-exposto por 30 minutos a um dos braços abertos. O teste foi realizado no 

quinto dia e nele cada animal foi submetido a três sessões partindo da 

extremidade do braço fechado, com a presença de uma barreira e três sessões 

partindo da extremidade do braço aberto ao qual o animal havia sido pré-

exposto no dia anterior. Foi avaliada então, a latência para o animal chegar ao 

centro do labirinto (GRAEFF et al, 1998). No intervalo entre os testes o labirinto 

foi limpo com uma solução de álcool (70%). 



Materiais e Métodos 

37 

 

 

 

Figura 3: Labirinto em T Elevado 

 

 

5.4 Campo aberto 

        O campo aberto consiste em uma caixa de madeira (60cm x 60cm) com 

paredes de altura de 40cm (Figura 4). Os experimentos foram filmados com 

auxílio de uma câmera de vídeo (Microsoft®) localizada 2,0 metros acima do 

campo aberto durante 5 minutos. Simultaneamente, foram registrados com 

auxílio do software ANY-MAZE (versão 4.5), a distância total percorrida pelo 

animal durante o teste. No intervalo entre cada animal o campo aberto foi limpo 

com uma solução de álcool (70 %). 
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Figura 4: Campo aberto 

 

6. Histologia 

Ao término dos testes realizou-se a verificação do local da injeção. Os 

animais foram anestesiados com Uretana (25%, 5 mL/Kg de peso) e sofreram 

perfusão intracardíaca com salina 0,9 % e formol 10 %. Os cérebros foram 

extraídos, estocados em formol 10 % por três dias, e cortados, ao nível do sítio 

de injeção, em secções de 50 µm de espessura em um criostato (Microm HM 

505 N). Os cortes foram montados em lâminas de vidro gelatinizadas e foram 

analisados para a verificação do local de injeção com o auxílio de um 

microscópio, segundo os diagramas do Atlas PAXINOS e WATSON, 1997.  
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7. Delineamento experimental 

 

Experimento 1: Efeito do antagonista TRPV1 sobre as respostas de fuga 

e de ansiedade induzidas pelo NMDA na SCPdl (n= 6-9 por grupo).  

 

Grupos experimentais: 

 Salina (0,2 µL) + DMSO (0,2 µL) 

 Capsazepina (1 nmol/0,2 µL) + Salina (0,2 µL)  

  Capsazepina (10 nmol/0,2 µL) + Salina (0,2 µL)  

  Capsazepina (30 nmol/0,2 µL) +Salina (0,2 µL)  

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

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

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

  Capsazepina (30 nmol/0,2 µL) + NMDA (1 nmol/0,2 µL) 

 

 

              

 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática do protocolo experimental 1. 
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Experimento 2: Efeito do antagonista TRPV1 na SCPdl no LTE (n= 6-8 

por grupo).  

Grupos experimentais: 

 DMSO (0,2 µL) 

 Capsazepina (1 nmol/0,2 µL)  

 Capsazepina (10 nmol/0,2 µL)  

 Capsazepina (30 nmol/0,2 µL)  

 Capsazepina (60 nmol/0,2 µL)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Representação esquemática do protocolo experimental 2. 
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Experimento 3: Efeito do antagonista CB1 na SCPdl no LTE (n=6-9 por grupo).  

Grupos experimentais: 

 Salina (0,2 µL) 

 AM251(1pmol/0,2 µL)  

 AM251 (10 pmol/0,2 µL)  

 AM251 (100 pmol/0,2 µL) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Representação esquemática do protocolo experimental 3. 
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Experimento 4: Efeito dos antagonistas CB1 e TRPV1 na SCPdl no LTE (n= 5-9 

por grupo).  

Grupos experimentais: 

 Salina (0,2 µL) + DMSO (0,2 µL) 

 Salina (0,2 µL) + Capsazepina (60 nmol/0,2 µL)  

 AM251 (100 pmol/0,2 µL) + DMSO (0,2 µL)  

  AM251( 100 pmol/0,2 µL) + Capsazepina (60 nmol/0,2 µL) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Representação esquemática do protocolo experimental 4. 
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Experimento 5: Efeito dos antagonistas CB1 e TRPV1 na SCPdl no campo 

aberto (n= 3-4 por grupo).  

Grupos experimentais: 

 Salina (0,2 µL) + DMSO (0,2 µL) 

 Salina (0,2 µL) + Capsazepina (60 nmol/0,2 µL)  

 AM251 (100 pmol/0,2 µL) + DMSO (0,2 µL)  

  AM251(100 pmol/0,2 µL) + Capsazepina (60 nmol/0,2 µL) 

 

 

 

 

Figura 9: Representação esquemática do protocolo experimental 5. 
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8. Análise estatística  

Os resultados referentes à avaliação da caixa comportamental foram 

analisados pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de Mann-

Whitney, e o nível de significância estabelecido foi de p<0,05. 

Os resultados do LCE foram analisados pela Análise de Variância 

(ANOVA) seguida de teste de Duncan e o nível de significância estabelecido foi 

de p<0,05. 

Para os resultados do LTE foram observados os tempos de latência para 

saída dos braços do labirinto analisados por análise de variância, levando-se 

em conta os fatores ―tratamento‖ (veículo ou drogas) e ―sessão‖ (já que 3 

exposições consecutivas foram realizadas). O pós-teste realizado foi de 

Bonferroni e o nível de significância estabelecido foi de p<0,05. 

Os resultados referentes à distância total percorrida pelos animais no 

campo aberto foram analisados através da análise de variância de uma via 

seguida do teste de Bonferroni e o nível de significância estabelecido foi de 

p<0,05. 
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A)                                                           

 

 

B) 

 

Figura 10: A) Fotografia de lâmina histológica com secção coronal representativa do sítio de 
injeção na SCPdl; técnica de coloração de Nissl. B) Localização de sítios de injeção em 
diagramas modificados do Atlas de PAXINOS e WATSON (1997) mostrando os sítios de 
injeções atingidos ( ) pelas microinjeções na SCPdl. 
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1. Efeito do pré-tratamento com a capsazepina nas respostas de fuga 
induzidas pelo agonista de receptores NMDA intra-SCPdl. 

 

A injeção intra-SCPdl do NMDA (1nmol/0,2 μL) produziu reações de fuga 

que ocorreram a partir do início da injeção. Esta reação caracteriza-se por um 

aumento significativo no número de cruzamentos (H8=24,23; p=0,001, Kruskal-

Wallis) e pulos ( H8= 33,81; p<0,0001, Kruskal-Wallis) em relação ao grupo 

controle (Figura 11 e 12, respectivamente). Tais reações de fuga não foram 

observadas quando o NMDA (1nmol/0,2 μL) foi injetado fora da SCPdl 

[cruzamentos (t17= 2,624; p<0,05), Figura 13 e pulos (t17= 2,833; p<0,05), 

Figura 14)]. 

O pré-tratamento com capsazepina na dose de 1nmol/0,2 μL reduziu 

significativamente as reações de fuga induzidas pelo NMDA na SCPdl, 

cruzamentos (p<0,05,  Mann – Whitney; Figura 11) e pulos (p<0,01, Mann – 

Whitney; Figura 12).  As doses de 10 e 30 nmol não atenuaram 

significativamente as respostas de fuga promovidas pela injeção de NMDA 

(Figura 11 e 12). 

Após serem submetidos à caixa de observação, os animais foram 

expostos ao LCE. A Tabela 1 mostra os parâmetros avaliados no LCE em 

animais que receberam o pré-tratamento com capsazepina (1, 10 e 30 nmol/0,2 

μL) seguido da injeção de NMDA (1 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl e seus 

respectivos controles (DMSO ou salina). Pode-se observar que os tratamentos 

não promoveram diferença estatisticamente significativa entre os grupos no 

que refere à porcentagem de tempo [F(7,58) = 1,006; ns] e de freqüência [F(7,58) = 

0,5404; ns] nos braços abertos e no número de entradas nos braços fechados 

[F(7,58) = 1,701; ns].  
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Figura 11: Efeito da Capsazepina (1, 10 e 30 nmol/0,2 μL) na reação de fuga promovida pela 
injeção de NMDA (1 nmol/0,2 μL) na SCPdl de ratos observados na caixa durante dois minutos 

a partir do início das injeções. As colunas representam mediana  I.R do número de 
cruzamentos (*p<0,001 em relação ao grupo controle; 

#
p<0,05 em relação ao grupo 

DMSO+NMDA; Kruskall–Wallis seguido de Mann-Whitney) (n=6-9).  
 

 
 

 
Figura 12: Efeito da Capsazepina (1, 10 e 30 nmol/0,2 μL) na reação de fuga promovida pela 
injeção de NMDA (1 nmol/0,2 μL) na SCPdl de ratos observados na caixa durante dois minutos 

a partir do início das injeções. As colunas representam mediana  I.R do número de pulos 
(*p<0,0001 em relação ao grupo controle; 

#
p<0,01 em relação ao grupo DMSO+NMDA; 

Kruskal-Wallis seguido de Mann – Whitney) (n=6-9).  
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Figura 13: Efeito do NMDA (1 nmol/0,2 μL) intra SCPdl e fora da SCPdl de ratos observado na 
caixa durante dois minutos a partir do início das injeções. As colunas representam a média dos 
cruzamentos e a barra vertical, o erro padrão da média. (*p<0,05 em relação ao grupo 
DMSO+NMDA fora da SCPdl; Student teste) (n=8-11). 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 14: Efeito do NMDA (1 nmol/0,2 μL) intra SCPdl e fora da SCPdl de ratos observado na 
caixa durante dois minutos a partir do início das injeções. As colunas representam a média dos 
pulos e a barra vertical, o erro padrão da média. (*p<0,05 em relação ao grupo DMSO+NMDA 
fora da SCPdl; Student teste) (n=8-11). 
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 Tabela 1: Efeito da capsazepina (1, 10 e 30 nmol/0.2 μL) e do NMDA (1 nmol/0.2 μL) intra-SCPdl no 
LCE. 
 

  
DMSO 
+SAL 

 
CAPZ 1 
+SAL 

 
CAPZ 10 

+SAL 

 
CAPZ 30 

+SAL 

 
DMSO 
+NMDA 

 
CAPZ 1 
+NMDA 

 
CAPZ 10 
+NMDA 

 
CAPZ 30 
+NMDA 

 
PERTE 
(± EPM) 

 

 
23.4647
(±4.75) 

 
19.7967 
(±5.43) 

 
16.2871 
(±6.77) 

 
25.712 
(±4.68) 

 
31.008 

(±10.66) 

 
16.8971 
(±4.73) 

 
21.9457 
(±8.88) 

 
5.74667 
(±1.87) 

PERFA 
± EPM 

 

30.2314
(± 4.70) 

30.6667 
(± 4.54) 

20.5314 
(± 5.89) 

38.050 
(±6.60) 

33.075 
(± 8.94) 

33.9057 
(±8.42) 

33.5814 
(± 8.66) 

23.4200 
(± 8.62) 

N
O
 

FECHAD 
± EPM 

 
10.2857 
(±1.83) 

 
9.2222 
(±0.95) 

 
10.7143 
(±2.68) 

 
7.1667 
(±1.90) 

 
14.800 
(±2.46) 

 
7.85714 
(±1.18) 

 
6.57143 
(±1.61) 

 
11.6667 
(±2.86) 

PERTE: Porcentagem de tempo no braço aberto; PERFA: Porcentagem de freqüência no braço 
aberto; N

o
 FECHADO: Número de entradas no braço fechado; EPM: Erro padrão da média. 

(p<0,05 para o fator tratamento; ANOVA seguida de teste de Duncan) (n=6-9).  
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2. Efeito do tratamento com a capsazepina intra-SCPdl no LTE. 

 

A Figura 15 refere-se aos resultados obtidos a partir da avaliação do 

efeito de diferentes concentrações da capsazepina no LTE. A análise de 

variância de duas vias revelou relações significativas entre os três testes da 

esquiva inibitória (LB, E1 e E2) para todos os grupos [F(2,68) = 46,45; p<0,05], 

indicando o aprendizado da esquiva inibitória. Não houve efeito do fator 

tratamento [F(4,34) = 1,814; ns] e nem interação entre o fator tratamento versus 

fator teste [F(8,34) = 0,58; ns]. O teste de Bonferroni não detectou uma diferença 

significativa, p>0,05. 

A Figura 16 mostra as latências para a tarefa de fuga realizada 30 

segundos após a E2. A análise de variância de duas vias revelou que o fator 

tratamento altera significativamente o resultado [F(4,33) = 1,164; p<0,05], e o 

pós-teste de Bonferroni revelou diferenças estatisticamente significativas 

(p<0,05) entre os grupos tratados com capsazepina na dose de 60 nmol/0,2 μL 

e o grupo controle, no terceiro trial. Dessa forma, a capsazepina nessa dose 

promoveu um comportamento tipo panicolítico evidenciado pelo aumento da 

latência em atingir o centro do labirinto, quando o animal foi colocado na 

extremidade do braço aberto que havia sido pré-exposto no dia anterior (tal 

pré-exposição elimina o componente exploratório inato de cada animal).
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Figura 15: Efeito da Capsazepina (1, 10, 30 e 60 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl na esquiva inibitória. 
LB refere-se à linha de base, enquanto E1 e E2, o teste de esquiva 1 e 2, intercalados por um 
intervalo de 30 segundos. As colunas representam a média das latências e a barra vertical, o 
erro padrão da média. (p<0,05 para o fator tratamento; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) 
(n=6-9). 

 
 

 

 
Figura 16: Efeito da Capsazepina (1, 10, 30 e 60 nmol/0,2 μL) intra-SCPdl na fuga. F1, F2 e F3 
referem-se ao teste de fuga 1, 2 e 3, intercalados por um intervalo de 30 segundos. As colunas 
representam a média de tempo e a barra vertical, o erro padrão da média. (*p<0,05 em relação 
ao grupo controle; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=6-9). 
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3. Efeito do tratamento com o AM251 intra-SCPdl no LTE. 

 

De modo a verificar se os efeitos obtidos com a capsazepina são 

revertidos pela administração de um antagonista de receptor canabinóide CB1, 

realizou-se inicialmente uma curva dose-resposta do AM251 no LTE para 

determinar a dose que seria utilizada no próximo experimento.  

A análise de variância de duas vias revelou relações significativas entre 

os três testes da esquiva inibitória (LB, E1 e E2) para todos os grupos [F(2,54) 

=43,26; p<0,05], indicando o aprendizado da esquiva inibitória. Não houve 

efeito do fator tratamento [F(3,27) = 1,145; ns]; e nem interação teste versus 

tratamento [F(6,27) = 0,90; ns] e a análise de Bonferroni também não revelou 

relações estatisticamente significativas (p>0,05) entre os tratamentos e o grupo 

controle, Figura 17. 

Já os valores obtidos para as latências de fuga estão representados na 

Figura 18. As análises não revelaram nenhuma relação estatisticamente 

significativa. Fator teste [F(2,54) = 0,45; ns], fator tratamento: [F(3,27) = 0,85; ns] e 

interação tratamento versus teste [F(6,27) = 1,02; ns]. 
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Figura 17: Efeito do AM251 (1, 10 e 100 pmol/0,2 μL) intra-SCPdl na esquiva inibitória. LB 
refere-se à linha de base, enquanto E1 e E2, o teste de esquiva 1 e 2, intercalados por um 
intervalo de 30 segundos. As colunas representam a média das latências e a barra vertical, o 
erro padrão da média. (p<0,05 para o fator tratamento; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) 
(n=6-9). 
 

 
 
Figura 18: Efeito do AM251 (1, 10 e 100 pmol/0,2 μL) intra-SCPdl na fuga. F1, F2 e F3 
referem-se ao teste de fuga 1, 2 e 3, intercalados por um intervalo de 30 segundos. As colunas 
representam a média de tempo e a barra vertical, o erro padrão da média. (p<0,05 para o fator 
tratamento; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=6-9). 
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4. Efeito do pré-tratamento com AM251 na resposta tipo panicolítica 
induzida pela capsazepina intra-SCPdl no LTE. 

 

A Figura 19 mostra os resultados obtidos do pré-tratamento com AM251 

(100 pmol/0,2 μL) sobre o efeito obtido com a capsazepina (60 nmol/0,2 μL) no 

LTE. A análise de variância de duas vias revelou relações estatisticamente 

significativas entre os três testes da esquiva inibitória (LB, E1 e E2) para todos 

os grupos [F(2,48) = 56,10; p<0,05], indicando o aprendizado da esquiva 

inibitória. Não houve efeito do fator tratamento [F(3,24) =2,20; ns], mas, foi 

observado efeito na interação entre o fator tratamento versus fator teste [F(6,24) 

= 3,58; p<0,05]. O teste de Bonferroni detectou uma diferença significativa na 

LB entre SAL+DMSO versus AM251+CAPZ (p<0,05); AM251+DMSO versus 

AM251+CAPZ (p<0,05) e entre SAL+CAPZ versus AM251+CAPZ (p<0,05).  

A Figura 20 mostra as latências para a tarefa de fuga realizada 30 

segundos após a E2. A análise de variância de duas vias revelou que o fator 

tratamento altera significativamente o desempenho [F(3,25) = 4;01; p<0,05], e o 

teste de Bonferroni demonstrou relações estatisticamente significativas entre o 

grupo SAL+CAPZ no segundo (p<0,05) e terceiro trial (p<0,05) em comparação 

ao grupo controle e diferença estatística entre os grupos AM251+DMSO versus 

SAL+CAPZ (no terceiro trial; p<0,05) e SAL+CAPZ versus AM251+CAPZ (no 

segundo e terceiro trial; p<0,05). 
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Figura 19: Efeito do pré-tratamento com AM251 (100 pmol/0,2 μL) e do tratamento com 
capsazepina intra-SCPdl (60 nmol/0,2 μL) na esquiva inibitória. LB refere-se à linha de base, 
enquanto E1 e E2, o teste de esquiva 1 e 2, intercalados por um intervalo de 30 segundos. As 
colunas representam a média das latências e a barra vertical, o erro padrão da média. (*p<0,05 
em relação ao grupo controle; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=5-9). 
 

 

 

 
Figura 20: Efeito do pré-tratamento com AM251 (100 pmol/0,2 μL) na resposta tipo panicolítica 
induzida pela capsazepina intra-SCPdl (60 nmol/0,2 μL) na fuga. F1, F2 e F3 referem-se ao 
teste de fuga 1, 2 e 3, intercalados por um intervalo de 30 segundos. As colunas representam a 
média de tempo e a barra vertical, o erro padrão da média. (*p<0,05 em relação ao grupo 
controle; 

#
p<0,05 em relação ao grupo SAL+CAPZ; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) 

(n=5-9).
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5. Efeito do tratamento com AM251 e capsazepina intra-SCPdl no 

campo aberto. 

A fim de descartar a possibilidade de que os efeitos observados no LTE 

eram decorrentes de alteração da atividade exploratória, os animais foram 

submetidos ao teste do campo aberto onde se quantificou a distância 

percorrida pelos animais. Os valores encontrados indicam que os efeitos 

observados no LTE não foram decorrentes de alteração da atividade 

exploratória dos animais, uma vez que não houve diferenças significativas 

entre os grupos (F(3,9) = 0,2156; ns. ANOVA, seguida do teste de Bonferroni; 

Figura 21). 
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Figura 21: Efeito do AM251 (100 pmol/0,2 μL) e da capsazepina (60 nmol/0,2 μL) na atividade 
locomotora utilizando o campo aberto. As colunas representam as médias das distâncias 
percorridas e as barras verticais, o erro padrão da média (p<0,05; ANOVA seguida de teste de 
Bonferroni) (n=3-4). 
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Corroborando resultados obtidos anteriormente (AGUIAR et al, 2006; 

BANDLER; KEAY, 1996; CARRIVE, 1993; BITTENCOURT et al, 2004; 

FERREIRA-NETTO et al, 2005), a injeção intra-SCPdl do agonista de 

receptores NMDA promoveu reações de fuga caracterizadas pelo aumento do 

número de cruzamentos e pulos. Tais parâmetros são propostos como reflexo 

de comportamento tipo pânico em ratos (VARGAS; SCHENBERG, 2001).  

Reações de fuga também são observadas após a injeção intra-SCPdl de 

glutamato ou de agonista metabotrópico do grupoI (KRIEGER; GRAEFF, 1985; 

MOLCHANOV; GUIMARÃES, 1999), reforçando o papel facilitador do 

glutamato nas reações defensivas mediadas por esta região. Adicionalmente, o 

bloqueio dos receptores NMDA do glutamato produziu efeito inibitório sobre as 

reações de defesa em outros modelos animais como o LCE, o teste de lamber 

punido de Vogel e exposição ao predador (GUIMARÃES et al, 1991; 

MOLCHANOV; GUIMARÃES, 2002; AGUIAR; GUIMARÃES, 2009). 

Os animais expostos ao LCE após a injeção de NMDA não 

apresentaram alterações comportamentais nos parâmetros avaliados. Esses 

dados corroboram com trabalhos prévios de nosso grupo os quais também não 

foi detectado diferenças na atividade exploratória dos animais submetidos à 

arena após a fuga induzida pelo NMDA nessa região (AGUIAR et al, 2006). 

Efeitos ansiogênicos foram descritos após a injeção de NMDA intra-SCPdl em 

animais expostos ao LCE ou ao LTE, mas com doses que não são capazes de 

promover respostas de fuga nos animais (CAROBREZ et al, 2001; 

BERTOGLIO; ZANGROSSI et al, 2006). 

Além do glutamato, outro neurotransmissor que possivelmente está 

envolvido nas reações de defesa, é a anandamida, que atua sobre receptores 
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vanilóides e canabinóides (VAN DER STELT; DI MARZO, 2004; STAROWICZ 

et al, 2007a; SMART et al, 2000). A AEA, atuando no receptor TRPV1, em 

contraste com sua ação via receptor CB1, promove o aumento do influxo de 

Ca2+ em sítios pós-sinápticos com consequente aumento da liberação de 

neurotransmissores, como o glutamato (VAN DER STELT et al, 2005; FREUND 

et al, 2003). Assim, a AEA pode desempenhar um papel facilitatório ou inibitório 

na modulação dos comportamentos defensivos, via TRPV1 ou CB1 

respectivamente. 

Trabalhos anteriores sugerem que compostos vanilóides atuando sobre 

receptores TRPV1 podem regular a liberação do glutamato em diversas regiões 

do SNC (TOHDA; SASAKI, 2001; DOYLE et al, 2002; JENNINGS et al, 2003; 

MARINELLI et al, 2002; LI et al, 2004). Em um estudo eletrofisiológico, XING e 

LI (2007) ao incubarem fatias da SCPdl com a capsaicina, observaram o 

aumento da frequência da corrente pós-sináptica excitatória mínima sendo este 

efeito bloqueado por antagonista TRPV1, sugerindo o papel facilitatório de 

receptores TRPV1 na transmissão glutamatérgica. Adicionalmente, não 

observou-se excitação pós-sináptica induzida pela capsaicina em fatias de 

estriado de animais nocautes para o receptor TRPV1, sustentando a hipótese 

que a ativação de TRPV1 promove a liberação de glutamato (MUSELLA et al, 

2009). Finalmente, o bloqueio dos rNMDA promove efeitos ansiolíticos 

similares aos efeitos promovidos pelos antagonistas TRPV1 em diversos 

modelos animais de ansiedade (AGUIAR; GUIMARÃES, 2011; MOLCHANOV; 

GUIMARÃES 2002; RESSTEL et al, 2008).  

No modelo animal de pânico induzido pelo NMDA intra-SCPdl, a 

capsazepina (1nmol/0,2 µL), um antagonista de receptores TRPV1, atenuou as 
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reações de fuga observadas durante a injeção e que caracterizam um ataque 

de pânico. Assim, sugere-se que ao antagonizar os receptores TRPV1 ocorre 

uma diminuição da neurotransmissão glutamatérgica, como foi observado por 

XING e LI (2007). Dessa forma, pode-se inferir que a ativação de receptores 

TRPV1, favorece a transmissão sináptica glutamatérgica na SCPdl e 

consequentemente facilita a resposta a um estímulo aversivo. Nesse sentido, 

dados recente do nosso grupo mostram que ratos expostos ao predador 

tiveram um aumento significativo de neurônios ativados e positivos para TRPV1 

em todas as colunas da SCP, sendo este efeito mais pronunciado na SCPdl 

(AGUIAR; ALMEIDA-SANTOS; GUIMARÃES, dados não publicados). 

Assim, sugere-se que a sinalização dos receptores TRPV1 desempenha 

um papel importante na modulação de respostas relacionadas ao pânico 

tonicamente. Nossos resultados com o LTE corroboram essa hipótese uma vez 

que a capsazepina foi capaz de promover efeito do tipo panicolítico nesse 

modelo, sem alterar a resposta de esquiva. Esse efeito é semelhante ao efeito 

promovido por drogas que são utilizadas na clínica para o tratamento do 

transtorno de pânico, como a imipramina e a D-fenfluramina, que aumentam a 

latência na tarefa de fuga do LTE (SOLYOM, 1994 apud GRAEFF, 1998). 

Assim, de maneira similar ao modelo de estimulação aversiva na SCPdl, o LTE 

associa a resposta de escape ou fuga ao pânico (GRAEFF et al, 1998). Por ser 

motivada por estímulos ambientais de medo espécie-específicos, como a 

exposição a espaços abertos e elevados, a resposta de fuga avaliada no LTE 

pode ser considerada como de maior relevância etológica, quando comparada 

àquela gerada pela estimulação da SCPdl, já o comportamento da esquiva 
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inibitória está associado ao transtorno de ansiedade generalizada (ZANOVELI, 

2005; GRAEFF et al, 1998). 

Após a primeira tarefa da esquiva inibitória, observou-se a mudança do 

comportamento do animal em relação ao contexto, refletida no aumento 

progressivo da latência, supostamente devido ao aprendizado do local aversivo 

(braços abertos). Diferentemente dos resultados obtidos por TERZIAN et al 

(2009) em que a capsazepina intra-SCPdl promoveu efeito tipo ansiolítico no 

LCE e no teste de lamber punido de Vogel,  em nosso trabalho a capsazepina 

intra-SCPdl não exerceu nenhum efeito relativo ao comportamento tipo 

ansiolítico na esquiva inibitória do LTE, quando comparada ao grupo controle. 

A diferença desses resultados pode ser atribuída ao fato de que os animais 

executam tarefas distintas nesses aparelhos, já que constituem modelos 

animais diferentes. 

Com a finalidade de investigar por qual mecanismo a capsazepina 

produz o efeito tipo panicolítico e baseando em estudos que mostram que os 

sistemas endovanilóide e endocanabinóide compartilham de um mesmo ligante 

endógeno, foi avaliado se os efeitos promovidos pelo bloqueio dos receptores 

TRPV1 são dependentes da sinalização de receptores CB1. 

O antagonista CB1 intra-SCPdl não exerceu nenhum efeito nas tarefas 

de esquiva inibitória e de escape nos animais submetidos ao LTE. Esses 

resultados corroboram com o trabalho de MOREIRA et al (2007), que não 

observaram efeitos decorrentes do bloqueio desses receptores em animais 

expostos ao LCE. A ausência de efeito de antagonistas CB1 também nesse 

modelo sugere que o sistema endocanabinóide exerce uma função inibitória 

nas respostas defensivas em situações mais aversivas e mais estressantes, 
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como por exemplo, o teste de condicionamento contextual onde o bloqueio 

desses receptores no CPF medial foi capaz de aumentar a resposta de medo 

contextual quando um baixo estímulo elétrico foi empregado como estímulo 

aversivo (LISBOA et al, 2010).  

Corroborando a nossa hipótese inicial, o pré-tratamento com antagonista 

CB1 intra-SCPdl reverteu o efeito tipo panicolítico promovido pela capsazepina, 

sugerindo que os efeitos promovidos pelo bloqueio dos receptores TRPV1 são 

dependentes da ativação de receptores CB1, possivelmente por aumentar a 

ação da AEA nesses receptores.  

De maneira semelhante, CASAROTTO et al (2011) demonstraram  

efeitos opostos mediados CB1 e TRPV1 na SCPd no modelo de pânico 

induzido por estimulação elétrica dessa região. O ACEA, agonista de 

receptores CB1, promoveu o aumento do limiar da corrente elétrica para se 

produzir o comportamento de fuga, e o mesmo efeito foi observado com a 

administração de diferentes antagonistas para receptores TRPV1, sendo este 

último revertido quando os animais receberam o pré-tratamento com 

antagonista CB1.  

Dados obtidos por KAWAHARA et al (2011) sustentam essa 

possibilidade, uma vez que os autores observaram que a anandamida pode 

facilitar ou inibir a transmissão sináptica excitatória através da ativação de 

TRPV1 ou CB1, respectivamente, na presença do inibidor da FAAH (enzima 

responsável pela hidrólise da AEA) em fatias da SCP. Em outro trabalho 

realizado por CASSANO et al (2011) camundongos nocautes para FAAH 

apresentaram comportamento ansiolítico possivelmente devido a maior 

ativação de CB1 pela anandamida, no entanto, quando CB1 foi antagonizado, 
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observou-se uma mudança nesse comportamento, provavelmente pela ligação 

da AEA a TRPV1. 

Em conjunto esses dados, sustentam a hipótese de que os receptores 

CB1 e TRPV1 modulam os estados relacionados ao medo e ansiedade de 

maneira opostas e, possivelmente são simultaneamente ativados na SCPd 

durante um evento aversivo (para revisão ver MOREIRA et al, 2011). Dados 

histológicos mostram que os receptores CB1 e TRPV1 estão co-expressos em 

diversas regiões que controlam o comportamento defensivo reforçando essa 

possibilidade (CRISTINO et al 2006; MAIONE et al, 2006; MICALE et al, 2009; 

CASAROTTO et al, 2011).  

 Em conclusão, o antagonismo de receptores TRPV1 intra-SCPdl, 

promoveu efeitos anti-aversivos em dois modelos animais de pânico, a 

estimulação química da SCPdl e a tarefa de escape do LTE. Assim nossos 

resultados sustentam a hipótese de que os receptores TRPV1 modulam as 

respostas defensivas mediadas pela SCPdl, possivelmente facilitando-as 

através do aumento da sinalização glutamatérgica.  Além disso, o bloqueio de 

TRPV1 nessa região permite que a anandamida atue somente sobre 

receptores CB1 e bloqueie as respostas a estímulos aversivos.  
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