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RESUMO 

Batistela, Matheus Fitipaldi. Avaliação de respostas defensivas associadas 

ao pânico em ratas: perfil da ativação serotonérgica no núcleo dorsal da 

rafe e substância cinzenta periaquedutal. 2023. Tese de Doutorado – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2023.  

O transtorno do pânico (TP) é um transtorno de ansiedade crônico, muitas 

vezes incapacitante, cuja fisiopatologia não está totalmente elucidada. Sabe-se 

que as mulheres são mais susceptíveis ao TP do que os homens, e que essa 

vulnerabilidade é maior durante a fase pré-menstrual do ciclo, nos quais os níveis 

de progesterona e seu metabólito allopregnanolona (ALLO) caem abruptamente. 

Estudos na literatura mostram que o antidepressivo fluoxetina (FLX) na dose de 

1,75 mg/kg é capaz de agir como um agente esteroidogênico, aumentando os 

níveis de ALLO. Já a finasterida é capaz de impedir a formação da ALLO, através 

da inibição da enzima 5α-redutase. Neste trabalho verificamos o efeito do sexo 

e do ciclo estral, bem como da administração de FLX e finasterida, no 

comportamento de fuga, que é associado ao pânico, de ratas e ratos durante a 

exposição a um estímulo panicogênico, a hipóxia (7% de O2). Além disso, 

investigamos ainda as bases neurais subjacentes aos comportamentos 

expressos pelas fêmeas nesse modelo experimental, com foco em duas 

estruturas-chave para o TP, o núcleo dorsal da rafe (NDR) e a substância 

cinzenta periaquedutal (SCP). Isto foi feito pela análise imunoistoquímica de 

neurônios que expressam a proteína c-Fos, um marcador indireto de ativação 

neuronal, e da enzima triptofano hidroxilase (TPH), marcador de neurônios 

serotonérgicos. Os resultados mostraram que a exposição à hipóxia é capaz de 

gerar o comportamento de saltos, indicativo da resposta de fuga, em ambos os 

sexos, sendo maior nas fêmeas. Quando levamos em consideração o ciclo 

estral, vimos que no diestro, as ratas pulam mais em comparação ao proestro. 

O tratamento agudo com a FLX na dose de 1,75 mg/kg mas não com a de 10 

mg/kg, foi capaz de atenuar o aumento de saltos que ocorre no diestro, o que 

não foi observado na maior dose. Os resultados imunoistológicos mostraram que 

tanto em machos quanto em fêmeas há um aumento na ativação de neurônios 

não-serotonérgicos nas asas laterais (alDR) do NDR, na coluna dorsomedial da 



 
 

SCP (dmSCP) e, em menor porção, na coluna ventrolateral da SCP (vlSCP). 

Após a administração de FLX (1,75 mg/kg), há uma diminuição do número de 

neurônios ativados nessas áreas, o que não ocorre com a maior dose. Por fim, 

os resultados com a finasterida mostraram um aumento no número de saltos das 

ratas em proestro, porém não naquelas em diestro. No conjunto, nossos 

resultados indicam que, no modelo da hipóxia aguda, as fêmeas respondem 

mais a esse estímulo do que os machos, corroborando evidências que mostram 

que as mulheres são mais susceptíveis ao TP. Além disso, observamos que esse 

efeito é ciclo-dependente, sendo mais pronunciado na fase de diestro, 

similarmente ao que ocorre na tensão pré-menstrual em mulheres. Ademais, 

nossos dados sustentam a participação da ALLO na regulação do 

comportamento de fuga desses animais, uma vez que a administração aguda de 

FLX em dose baixa (como um agente promotor da síntese de ALLO) nas ratas 

em diestro é capaz de atenuar o comportamento de fuga, enquanto que a 

administração de finasterida (como um agente bloqueador da síntese de ALLO) 

na fase de proestro é capaz de aumentar a expressão dessa resposta 

comportamental. Os dados ainda sugerem que esta regulação se dê através de 

alterações nas neurotransmissões GABAérgica e glutamatérgica nas alDR e na 

dmSCP. Por fim, sugerimos que o emprego de FLX em baixas doses de merece 

atenção como estratégia para o tratamento do TP em mulheres. 

Palavras-chave: transtorno do pânico, ciclo estral, fluoxetina, finasterida, núcleo 

dorsal da rafe, substância cinzenta periaquedutal.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Batistela, Matheus Fitipaldi. Evaluation of defensive responses associated 

with panic in female rats: profile of serotonergic activation in the dorsal 

raphe nuclei and periaqueductal gray matter. 2023. PhD Thesis – School of 

Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2023.  

 

Panic disorder (PD) is a disabling chronic anxiety disorder, whose 

pathophysiology is not fully understood. It is known that women are more 

susceptible to PD than men, and that this vulnerability is greater during the 

premenstrual phase of the cycle, when levels of progesterone and its metabolite 

allopregnanolone (ALLO) drop sharply. Studies in the literature show that the 

antidepressant fluoxetine (FLX) at lower doses acts as a steroidogenic agent, 

increasing ALLO levels. On the other hand, finasteride prevents the formation of 

ALLO, through the inhibition of the 5α-reductase enzyme. In this work, we verified 

the effect of sex and estrous cycle, as well as the administration of FLX and 

finasteride, on escape behavior, which is associated with panic, in female rats 

during exposure to hypoxia challenge (7% O2), a panicogenic stimulus. In 

addition, we investigated the neural basis underlying the behaviors expressed 

during the respiratory challenge, focusing on two key structures for PD, the dorsal 

raphe nucleus (DRN) and the periaqueductal gray matter (PAG). This was done 

by the immunohistochemical analysis of neurons that express the c-Fos protein, 

an indirect marker of neuronal activation, and the enzyme tryptophan hydroxylase 

(TPH), a marker of serotonergic neurons. The results showed that exposure to 

hypoxia generated jumping behavior, indicative of escape response, in both 

sexes, being greater in females. When we take into account the estrous cycle, 

we observed that in diestrus, rats jumped more than in proestrus. Acute treatment 

with FLX at the dose of 1.75 mg/kg, but not 10 mg/kg, attenuated the increase in 

jumping that occurs in diestrus. In both males and females there is an increase 

in the activation of non-serotonergic neurons in the lateral wings (lwDR) of the 

DRN, the dorsomedial column of the PAG (dmPAG) and, to a lesser extent, in 

the ventrolateral column of the PAG (vlPAG). After administration of FLX (1.75 

mg/kg), there was a decrease in the number of activated neurons in these areas, 



 
 

which did not occur with the highest dose. Finally, the results with finasteride 

showed an increase in the number of jumps in female rats in proestrus, but not in 

those in diestrus. Taken together, our results indicate that in the acute hypoxia 

model females are more responsive than males, corroborating evidence showing 

that females are more susceptible to TP. Furthermore, we observed that this 

effect is cycle-dependent, being more pronounced in the diestrus phase. In 

addition, our data support the participation of ALLO in the regulation of escape 

behavior, since the acute administration of FLX in low dose (as an agent that 

promotes the synthesis of ALLO) in diestrus rats, attenuated escape behavior, 

whereas the administration of finasteride (as an ALLO synthesis blocking agent) 

in the proestrus phase increased the expression of this behavioral response. Our 

data also suggest that this regulation may happen through changes in GABAergic 

and glutamatergic neurotransmissions in alDR and dmSCP. Finally, we suggest 

that short-term treatment with low doses of FLX deserves attention as a potential 

therapeutic strategy for the management of PD in women. 

Keywords: panic disorder, estrous cycle, fluoxetine, finasteride, dorsal raphe 

nucleus, periaqueductal gray matter. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

3β-HSD – Enzima 3β-Hidroxi-Esteroide Desidrogenase 

3α-HSD – Enzima 3α-Hidroxi-Esteroide Desidrogenase  

5-HT – Serotonina 

Δ9-THC – Δ9-Tetrahidrocanabinol 

ALLO – Alopregnanolona 

BIC - Bicuculina 

BSA – Albumina Sérica Bovina 

CBD – Canabidiol 

CBR1 – Receptor Canabinoide do Tipo 1 

CBR2 – Receptor Canabinoide do Tipo 2 

CO2 – Gás Carbônico 

DAB – Diaminobenzidina  

DI – Diestro 

dlSCP – Coluna Dorsolateral da Substância Cinzenta Periaquedutal 

dmSCP – Coluna Dorsomedial da Substância Cinzenta Periaquedutal 

DPP – Depressão Pós-Parto 

dSCP – Substância Cinzenta Periaquedutal Dorsal 

DRC – Subnúcleo Caudal do Núcleo Dorsal da Rafe (“Dorsal Raphe Caudal”) 

DRD – Subnúcleo Dorsal do Núcleo Dorsal da Rafe (“Dorsal Raphe Dorsal”) 

DRI – Subnúcleo Interfascicular do Núcleo Dorsal da Rafe (“Dorsal Raphe 

Interfascicular”) 

DRV – Subnúcleo Ventral do Núcleo Dorsal da Rafe (“Dorsal Raphe Ventral”) 

DSM-V – Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais: 5ª Edição 

EST – Estro 

FDA – Food and Drug Administration 



 
 

FIN - Finasterida 

FLX – Fluoxetina 

FSH – Hormônio Folículo Estimulante 

GABA – Ácido Gama-Aminobutírico 

GABA-A – Receptor do tipo A do Ácido Gama-Aminobutírico 

GnRH – Hormônio Liberador de Gonadotrofinas 

HOX – Grupo de Animais Submetidos à Hipóxia 

ISRS – Inibidor Seletivo de Recaptação de Serotonina 

KCN – Cianeto de Potássio  

LH – Hormônio Luteinizante 

lSCP – Coluna Lateral da Substância Cinzenta Periaquedutal 

LTE – Labirinto em T Elevado 

alDR – Subnúcleo Lateral (Asas Laterais) do Núcleo Dorsal da Rafe 

MET - Metaestro 

N2 – Gás Nitrogênio 

NDR – Núcleo Dorsal da Rafe 

NOX – Grupo de Animais Submetidos à Normóxia 

O2 – Gás Óxigênio 

OMS – Organização Mundial da Saúde 

ON – Óxido Nítrico 

P450scc – Enzima Citocromo-P-450 de Clivagem de Cadeia Lateral 

SCP – Substância Cinzenta Periaquedutal  

SCPd – Substância Cinzenta Periaquedutal Dorsal 

PBS – Solução Salina Tamponada com Fosfato  

PREG – Pregnanolona 

PRO – Proestro 

TCC – Terapia Cognitivo-Comportamental 



 
 

TDPM – Transtorno Disfórico Pré-Menstrual 

TP – Transtorno do Pânico 

TPH – Enzima Triptofano Hidroxilase 

TPM – Tensão Pré-Menstrual 

TRP – Triptofano  

vlSCP – Coluna Ventrolateral da Substância Cinzenta Periaquedutal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 
 

1. Introdução ................................................................................................... 19 

1.1 Transtorno do Pânico .............................................................................. 19 

1.2 Fisiopatologia da ansiedade e do TP ...................................................... 22 

1.2.1 Comportamentos defensivos relacionados à ansiedade e ao TP ..... 22 

1.2.2 Substratos neurais envolvidos na fisiopatologia do TP ..................... 26 

1.2.2.1 Substância cinzenta periaquedutal ............................................ 27 

1.2.2.2 Serotonina, núcleo dorsal da rafe e o TP ................................... 29 

1.3 Diferenças Sexuais no TP ....................................................................... 34 

1.3.1 Questões sociais .............................................................................. 34 

1.3.2 Questões biológicas – ciclo menstrual .............................................. 36 

1.3.3 Ciclo estral em roedores ................................................................... 41 

1.3.4 Diferenças sexuais e efeito do ciclo estral de ratas em testes 

comportamentais de ansiedade/pânico ..................................................... 42 

2. Objetivo geral ............................................................................................. 51 

2.1 Objetivos específicos .............................................................................. 51 

3. Material e Métodos ..................................................................................... 53 

3.1 Animais ................................................................................................... 53 

3.2 Esfregaço vaginal .................................................................................... 53 

3.3 Drogas .................................................................................................... 55 

3.4 Aparato experimental  ............................................................................. 55 

3.5 Protocolo experimental  .......................................................................... 56 

3.6 Análise estatística  .................................................................................. 62 

4. Resultados .................................................................................................. 65 

4.1 Experimento 1: Comparação do comportamento de ratos e de ratas, nas 

diferentes fases do ciclo estral, após a exposição ao teste da hipóxia, e 

análise do perfil de ativação neuronal através de imunistoquímica de dupla-

marcação para c-Fos e TPH no NDR e na SCP ........................................... 65 

4.1.1 Análises comportamentais ................................................................ 65 

4.1.2 Análises imunoistológicas ................................................................. 67 

4.2 Experimento 2: Analise do efeito da administração aguda e sistêmica de 

FLX no comportamento e no padrão de ativação neural do NDR e da SCP 

em ratas em diestro expostas à hipóxia  ....................................................... 73 

4.2.1 Análises comportamentais ................................................................ 73 

4.2.2 Análises imunoistológicas ................................................................. 75 



 
 

4.3 Experimento 3: Efeitos da administração aguda e sistêmica de finasterida 

no comportamento de ratas no proestro e diestro submetidas à hipóxia  ..... 80 

5. Discussão ................................................................................................... 83 

6. Conclusão ................................................................................................... 96 

7. Referências bibliográficas ......................................................................... 98 

8. Anexos ...................................................................................................... 130 

8.1 Artigo publicado na Journal of Psychopharmacology (Batistela et al., 

2021) ........................................................................................................... 130 

8.2 Artigo publicado na European Journal of Neuroscience (Ferreira-Sgobbi 

et al., 2021) ................................................................................................. 143 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introdução 



19 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Transtorno do Pânico 

A ansiedade é um estado emocional subjetivo caracterizado por alterações 

cognitivas, fisiológicas e comportamentais. Sabe-se que em níveis adequados, 

a ansiedade é normal e indispensável para a sobrevivência, garantindo nos 

indivíduos a motivação para realização de tarefas cotidianas e melhoramento do 

desempenho individual.  Por outro lado, quando manifestada de forma 

exacerbada, em tempo e/ou intensidade, a ansiedade passa a ser patológica, 

prejudicando o desempenho do indivíduo e sua relação interpessoal (GRAEFF, 

1999).  

A Associação Americana de Psiquiatria, com o intuito de auxiliar na 

caracterização e diagnose, sistematiza os diversos tipos de ansiedade 

patológica, também chamados de transtornos de ansiedade, de acordo com a 

sintomatologia. Esses transtornos são descritos no Manual Diagnóstico e 

Estatístico de Transtornos Mentais, em sua quinta edição (DSM-V; AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013), nas seguintes categorias: transtorno de 

ansiedade de separação, mutismo seletivo, fobia social, agorafobia, transtorno 

de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade induzido por substâncias 

ou medicamentos, transtornos de ansiedade devido à condição médica, 

transtorno de ansiedade com outras especificações, transtorno de ansiedade 

não especificado e o transtorno do pânico (TP). 

O TP, principal foco do presente trabalho, é uma patologia caracterizada 

pela ocorrência de ataques de pânico recorrentes e inesperados, que são causa 

de grande angústia e preocupação para o indivíduo. Esses ataques são descritos 

como episódios de medo intenso, que vem acompanhados de alterações 

autonômicas, respiratórias e cognitivas, como: a taquicardia, a sudorese, a falta 

de ar e o medo de morrer. Ao sofrer um ataque de pânico, o indivíduo pode 

desenvolver a agorafobia e outros comportamentos de evitação do local ou da 

situação que desencadeou o ataque (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013). 
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As atuais terapêuticas envolvidas no tratamento dos transtornos de 

ansiedade, incluindo o TP, envolvem duas grandes perspectivas: as terapias 

psicológicas e as terapias farmacológicas (BANDELOW; MICHAELIS, 2015). 

Entre as psicoterapias, a terapia cognitivo-comportamental (TCC) é o método 

mais estudado, no entanto, outras formas, como o relaxamento, a terapia 

psicodinâmica, a terapia interpessoal e a meditação de atenção plena têm sido 

investigados (BANDELOW; MICHAELIS, 2015). Já quanto a farmacoterapia, os 

principais medicamentos utilizados englobam os antidepressivos, principalmente 

os inibidores seletivos de recaptação de serotonina (ISRS), como a fluoxetina e 

o escitalopram,  além dos benzodiazepínicos de alta potência, como alprazolam 

e o clonazepam (GRAEFF; ZANGROSSI, 2021) .  

Ambas as terapias têm suas vantagens e suas limitações. Algumas 

diretrizes para o tratamento de transtornos de ansiedade avaliam a psicoterapia 

como equivalente ou mesmo superior à terapia medicamentosa (BANDELOW; 

MICHAELIS, 2015). Entretanto, estudos mostram que a maioria dos 

psicofármacos usados para transtornos de ansiedade tem efeitos maiores e 

ganhos em tempo mais curto do que as psicoterapias. É valido ressaltar que 

apesar de um resultado melhor e mais rápido, o uso de medicamentos para o 

tratamento desses transtornos podem causar dependência, no caso dos 

benzodiazepínicos, ou efeito de retirada, no caso dos ISRS (BANDELOW et al., 

2008).  

Em termos epidemiológicos, em 2019, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) notificou a prevalência dos transtornos de ansiedade em 301 milhões de 

pessoas ao redor do mundo, sendo o Brasil o país com o maior número de 

pessoas com esses transtornos, cerca de 9% da população brasileira 

(INSTITUTE OF HEALTH METRICS AND EVALUATION, 2019; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2017). Em relação ao TP, um estudo de 

meta-análise demonstrou que a prevalência de TP ao redor do mundo (levando-

se em conta 25 países por todo o globo) é de 1,7%, sendo que em média, o início 

da patologia se dá aos 32 anos (JONGE et al., 2017). No Brasil, especificamente 

na cidade de São Paulo, a prevalência do TP ao longo de um ano é de 1,1%, 

sendo que 56,6% desses indivíduos apresentam a patologia com grande 

severidade (ANDRADE et al., 2012).  
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Já se é bem descrito que as mulheres, no geral, são mais susceptíveis aos 

transtornos de ansiedade do que os homens, sendo a incidência duas vezes 

maior nelas no que se diz respeito ao transtorno de ansiedade generalizada e ao 

TP (BANDELOW; MICHAELIS, 2015; CHRISTIANSEN, 2015; DONNER; 

LOWRY, 2013; EATON, 1995; GUO et al., 2016; MCLEAN et al., 2011; SHEIKH; 

LESKIN; KLEIN, 2002a). Evidências indicam que uma resposta aumentada a 

estressores possa contribuir para essa maior incidência. Por exemplo, mulheres 

tendem a ter mais medo, irritabilidade e menos felicidade imediatamente após 

passarem por teste de estresse social em comparação aos homens (KELLY et 

al., 2008). Além disso, já se é descrito que elas tem uma maior sensibilidade à 

dor em virtude a um estímulo aversivo do que os indivíduos do sexo masculino, 

e que essa dor subjetiva é extinguida quando realizado o tratamento para 

ansiedade (GOFFAUX et al., 2011). 

Além das questões relacionadas à ansiedade, estudos com estímulos 

panicogênicos mostram uma maior vulnerabilidade das mulheres. Por exemplo, 

a administração de lactato de sódio é capaz de gerar ataques de pânico tanto 

em homens quanto em mulheres, porém uma dose menor do composto é 

necessária para gerar essa resposta nelas (STRÖHLE, 2000). O mesmo ocorre 

com a exposição ao CO2, no qual respostas autonômicas (aumento da 

frequência cardíaca, resposta eletrodérmica e tensão no músculo frontal) são 

observadas em ambos os sexos, entretanto, a experiência subjetiva de medo e 

pânico é maior nas mulheres (ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL EPPERSON, 2014; 

BUNACIU et al., 2012; KELLY; FORSYTH; KAREKLA, 2006; SHEIKH; LESKIN; 

KLEIN, 2002b)(ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL EPPERSON, 2014; SHEIKH; 

LESKIN; KLEIN, 2002a). Essas evidências indicam diferenças na forma como 

um estímulo panicogênico é percebido ou processado no cérebro de homens e 

mulheres, o que pode implicar na maior susceptibilidade a esse transtorno. 

Apesar dessas informações serem bastante importantes e relevantes, poucos 

ainda são os estudos que auxiliem na investigação da neurobiologia envolvida 

nessa diferença sexual quanto fisiopatologia da ansiedade e do TP. 
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1.2 Fisiopatologia da ansiedade e do TP  

1.2.1 Comportamentos defensivos relacionados à ansiedade e ao TP 

O conhecimento existente sobre a fisiopatologia da ansiedade e do pânico 

tem sido fortemente favorecido por estudos realizados com animais de 

laboratório, especialmente em roedores. 

O estudo das emoções e seus transtornos em humanos e suas correlações 

com comportamentos de animais têm sido descritas há muito tempo. Charles 

Darwin, pontua em seu livro “The Expression of Emotions in Man and Animals” 

(1872) que o comportamento emocional em humanos e em outros mamíferos é 

preservado durante as gerações como uma garantia de sucesso evolutivo e de 

sobrevivência, trazendo uma referência biológica consigo. O naturalista Darwin, 

passou a observar as expressões faciais de mamíferos e as documentou em seu 

livro, demonstrando uma grande similaridade com as expressões humanas. A 

partir daí, inicia-se o modelo comparativo e sistemático das emoções humanas 

com comportamentos animais (CAMPOS; CAMPOS; SANCHES, 2010; 

DARWIN; EKMAN, 2009). 

Pouco mais de 100 anos após os escritos de Darwin, o casal de 

pesquisadores Robert e Caroline Blanchard realizaram uma série de estudos 

etológicos de suma importância, relacionando comportamento animal e as 

emoções com quais estariam relacionados (BLANCHARD; FLANNELLY; 

BLANCHARD, 1986). Mais especificamente, comportamentos defensivos 

desempenhados por roedores selvagens ou de laboratório frente à estímulos de 

ameaça foram analisados nesse trabalho. Ao final dos experimentos, os 

pesquisadores categorizaram os níveis de defesa encontrados, facilitando assim 

a nossa atual compreensão da relação entre resposta comportamental defensiva 

tomada por esses animais com os transtornos relacionados à ansiedade em 

humanos. De maneira geral, Blanchard e colaboradores (1986) propuseram três 

níveis de defesa, baseando-se no estímulo aversivo e na distância em que os 

animais estariam desse estímulo.  
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O primeiro nível é caracterizado por reações de defesa relacionados a 

ameaças potenciais, nas quais as pistas ambientais gerariam uma incerteza 

quanto ao perigo, e então os animais responderiam com comportamentos de 

esquiva ou de exploração cautelosa e de avaliação de risco. No segundo nível a 

ameaça é distal, ou seja, o estímulo aversivo/predador está presente no 

ambiente, porém o animal está a uma distância segura, respondendo a este 

estímulo de maneira a fugir ou congelar. Já no terceiro nível, a ameaça é 

proximal, na qual o predador/estímulo aversivo está muito próximo do animal, 

gerando respostas de fugas explosivas ou ataques defensivos. (BLANCHARD et 

al., 1993; BLANCHARD; FLANNELLY; BLANCHARD, 1986). Nesse sentido, as 

respostas comportamentais dos primeiro, segundo e terceiro níveis estariam 

relacionadas à ansiedade, ao medo e ao pânico, respectivamente. 

É importante relembrar que as respostas defensivas observadas pelos 

pesquisadores são responsáveis por preparar os indivíduos para reagirem não 

somente a ambiente ou situações conhecidas, mas também frente a situações 

e/ou ambientes novos que podem, possivelmente, representar perigo à sua 

sobrevivência. No entanto, quando expressos de maneira disruptiva e frequente 

a toda nova situação, há grandes problemas em curso, uma vez que outros 

comportamentos essenciais para a sobrevivência são comprometidos, além do 

desperdício de energia que é algo muito difícil de se obter na natureza (LOVICK; 

ZANGROSSI, 2021).  

As pesquisas que buscaram associar os níveis de defesa com as respostas 

comportamentais em animais não pararam apenas nos achados de Blanchard e 

colaboradores (1986). Pesquisadores têm se utilizado de modelos 

comportamentais animais para entender melhor as respostas defensivas 

associadas a estímulos relacionadas a ansiedade e ao TP, bem como a efeitos 

de fármacos sobre esses comportamentos. 

Dentre os modelos clássicos para o estudo da ansiedade, destacam-se o 

labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste do claro/escuro. O LCE é um aparato 

elevado do solo em formato de cruz com dois braços abertos voltados um para 

o outro e separados por um quadrado central, e dois braços de mesmas 

dimensões, mas fechados por paredes. Este modelo comportamental baseia-se 
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na aversão natural dos roedores por espaços abertos, iluminados e elevados, 

trabalhando com o conflito entre exploração e aversão a esses locais. Os perfis 

de comportamento provocado no LCE incluem elementos de neofobia, 

exploração e conflito entre aproximação/evitação. Já o teste do claro/escuro 

consiste em uma caixa dividida em dois compartimentos iguais por uma placa de 

madeira com uma abertura conectando os compartimentos. Um compartimento 

é pintado de preto e recebe pouca iluminação e o outro é pintado de branco e 

iluminado. O animal pode circular livremente pela caixa por durante o teste. Da 

mesma forma que o LCE, o teste do claro/escuro também evoca nos animais o 

conflito da exploração com a evitação a um lugar aversivo, que seria o 

compartimento iluminado (KUMAR; BHAT; KUMAR, 2013).  

Um modelo desenvolvido mais recentemente é o labirinto em T elevado 

(LTE), sendo derivado do LCE (para revisão ver ZANGROSSI; GRAEFF, 2014). 

O LTE consiste em um aparato que contém um braço fechado e dois braços 

abertos e trabalha com o medo inato que roedores de laboratório têm de locais 

elevados, iluminados e desprotegidos (braços abertos). O teste é capaz de 

discriminar dois tipos de comportamentos defensivos: a esquiva inibitória, que 

está relacionada à ansiedade, e a fuga, relacionada ao pânico. Utilizando-se 

desse teste, pesquisas farmacológicas mostram que drogas utilizadas 

clinicamente para a terapêutica de transtorno de ansiedade generalizada inibem 

a resposta de esquiva inibitória, enquanto que aquelas usadas para o tratamento 

do TP inibem a resposta de fuga (para revisões ver GRAEFF; ZANGROSSI., 

2010; ZANGROSSI; GRAEFF, 2014). 

Com relação ao pânico, diversos estudos mostram que a estimulação 

elétrica da substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd, para detalhes, ver 

sessão seguinte) em roedores é capaz de gerar o comportamento de fuga, além 

de respostas autonômicas simpáticas como piloereção, taquicardia e 

hipertensão arterial (DE OLIVEIRA SERGIO et al., 2020; DEL-BEN; GRAEFF, 

2009; JENCK; MOREAU; MARTIN, 1995; SCHENBERG et al., 2001). Nesse 

teste a utilização de drogas como alprazolam e imipramina é capaz de atenuar 

a fuga exibida com a estimulação (DE BORTOLI; NOGUEIRA; ZANGROSSI, 

2008; JACOB et al., 2002). 
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Um outro teste utilizado é a exposição a 20% de CO2 em camundongos e 

a 7% O2 em ratos.  Alguns trabalhos desenvolvidos com esses estímulos 

correlacionam alterações autonômicas cardiovasculares, especialmente 

aumento da frequência cardíaca, e alterações respiratórias, com as respostas de 

pânico (AMÉNDOLA; RATUSKI; WEARY, 2019; ARIELI, 1990; ARIELI; KEREM; 

MELAMED, 1988; BORKOWSKI et al., 2011; KINKEAD, 2014; LUCHETTI et al., 

2021). Além do correlato autonômico, alguns estudos analisam comportamentos 

desenvolvidos pelos animais durante os estímulos respiratórios, mostrando um 

aumento do comportamento de fuga desses animais (FERNANDES et al., 2019; 

SPIACCI et al., 2015, 2018). 

Em humanos, há evidencias dos mesmos padrões de resposta 

comportamental que observadas nos roedores. Nessa perspectiva, o estudo 

realizado por Shuhama e colaboradores (2008) utilizou questionários que 

apresentavam cenários imaginários contendo situações aversivas aos 

entrevistados. Estes deveriam quantificar a magnitude da ameaça, além do tipo 

de resposta comportamental que seria empregada na situação. Em cenários que 

descreviam ameaças potenciais, a principal reação de defesa escolhida era a 

avaliação de risco, semelhantemente ao expresso por roedores nessas 

situações.  Já em cenários que empregavam ameaças proximais, o principal 

comportamento escolhido pelos sujeitos experimentais foi  a fuga (BLANCHARD, 

2001; SHUHAMA et al., 2008). 

As evidências trazidas pelos trabalhos apresentados foram muito 

importantes para caracterizar uma relação filogenética entre as respostas 

comportamentais de outros animais e as emoções humanas. Essa relação 

sugere também que os substratos neurais das emoções são conservados ao 

longo da evolução (GRAEFF, 1999). 
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 1.2.2 Substratos neurais envolvidos na fisiopatologia do TP  

O conhecimento atual do envolvimento de estruturas cerebrais na 

regulação do TP baseia-se em evidências clínicas e experimentais, obtidas tanto 

em seres humanos quanto em animais de laboratório. Quando se conhece o 

repertório de defesa de uma espécie, é possível explorar o substrato neural 

subjacente através de diferentes métodos, como a estimulação elétrica, química 

ou óptica, bem como pelos modernos métodos de análise de imagens funcionais 

do cérebro e de estimulação/inibição de populações neuronais específicas 

(GRAEFF; ZANGROSSI, 2021; ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). 

Dentre os estudos que foram muito importantes na demonstração da 

participação de estruturas cerebrais nas reações de defesa relacionadas ao 

pânico, destacam-se os trabalhos pioneiros de Walter Hess, iniciados na década 

de 1930. Esses estudos mostraram, por exemplo, que a estimulação elétrica do 

hipotálamo medial do gato provocava uma reação de defesa afetiva, semelhante 

àquela que o animal apresentava quando confrontado com um predador 

(GRAEFF; ZANGROSSI, 2021; KRUK, 2014). Avançando no tempo, outros 

pesquisadores exploraram o cérebro de diversas espécies com estimulação 

elétrica, delimitando regiões nas quais a estimulação produzia reações de defesa 

(GRAEFF; ZANGROSSI, 2021). 

Com base nos diversos estudos, formulou-se a proposição de um sistema 

neural que comanda as reações de defesa que nos dias atuais tem se aplicado 

de maneira satisfatória ao pânico nos animais: o sistema cerebral aversivo. Esse 

sistema, proposto por Graeff (1981), quando ativado em situações ameaçadoras 

ou de perigo iminente, gera um aumento expressivo da atividade 

comportamental dirigida para o ataque e/ou fuga, através da ativação de 

algumas estruturas cerebrais, tais como o hipotálamo medial, amígdala e, de 

grande relevância para o presente estudo, a substância cinzenta periaquedutal 

(SCP; GRAEFF, 1981). 

 

 

 



27 
 

1.2.2.1 Substância cinzenta periaquedutal 

A SCP, como já mencionado anteriormente, é uma das estruturas 

mesencefálicas importantes para evocar o comportamento defensivo de fuga. A 

SCP está localizada ao redor do aqueduto mesencefálico, sendo dividida 

funcionalmente em quatro colunas especializadas: dorsomedial (dmSCP), 

dorsolateral (dlSCP), lateral (lSCP) e ventrolateral (vlSCP; BANDLER; SHIPLEY, 

1994; SCHENBERG et al., 2014). 

A participação dessa estrutura na mediação de comportamentos 

defensivos tem sido há muito tempo investigada em animais. Nos anos 50, 

pesquisadores observaram que a estimulação elétrica do mesencéfalo de gatos 

era capaz de evocar o comportamento de fuga (DELGADO; ROBERTS; MILLER, 

1954), além de outros comportamentos como vocalização e rosnados 

(SPIEGEL; KLETZKIN; SZEKELY, 1954). Em macacos, o padrão observado 

após a estimulação da estrutura são movimentos ofensivos e defensivos, 

vocalização e reações autonômicas como a piloereção (DELGADO, 1955). Da 

mesma forma, em ratos, a estimulação da região dorsal da SCP provocava 

comportamentos relacionados ao medo e pânico, caracterizados pela rápida 

corrida ao redor da câmara, tentativa de fuga, que eram acompanhados de 

manifestações autonômicas, como piloereção, defecação e micção (SANFORD 

KISER; LEBOVITZ; GERMAN, 1978).  

Em conjunto aos achados em animais, na década de 60, os neurocirurgiões 

que investigavam a estimulação cerebral em estruturas do mesencéfalo como 

um método para aliviar a dor, relataram que o procedimento frequentemente 

evocava efeitos colaterais intoleráveis, como sentimentos de terror ou morte 

iminente, desejo de fuga, palpitação e parada respiratória ou hiperventilação 

(DEL-BEN; GRAEFF, 2009; LOVICK, 2014). Nesse período, Nashold e 

colaboradores (1969, 1974), com intuito de estudar a dor crônica em pacientes 

sem qualquer histórico de doenças psiquiátricas, implantaram eletrodos no 

mesencéfalo dorsal dessas pessoas para provocar a estimulação da mesma. 

Muito interessante, quando fora estimulada essa região, os indivíduos relataram 

sentimentos frequentes de medo, terror e sensação de morte iminente, 

acompanhados de uma ativação autonômica, resultando em piloereção, 
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sudorese, aumento do pulso e da frequência respiratória (NASHOLD, 1974; 

NASHOLD; WILSON; SLAUGHTER, 1969; SCHENBERG et al., 2014). Dessa 

forma, tornou-se muito clara a semelhança de comportamentos entre animais de 

laboratório e seres humanos e, de maneira bastante promissora, esses achados 

foram importantes pois sustentaram a estimulação da parte dorsal da SCP como 

modelo de estudo de respostas defensivas relacionadas ao pânico em animais. 

A relação da SCP com o TP foi sendo desvendada um pouco mais tarde, 

conforme as técnicas laboratoriais foram sendo aprimoradas. Em 1989, Reiman 

e colaboradores avaliaram, através de tomografia de emissão de pósitron, o fluxo 

sanguíneo encefálico após a infusão sistêmica de lactato de sódio, um agente 

capaz de gerar ataques de pânico (MARGRAF; EHLERS; ROTH, 1986). Vale 

ressaltar que alterações no fluxo sanguíneo encefálico estão associados a 

alterações na atividade neuronal local, mais especificamente, a sua ativação 

(REIMAN, 1989). Os pesquisadores observaram um maior fluxo sanguíneo para 

a região mesencefálica, tanto em indivíduos com o TP, quanto nos saudáveis 

após a infusão da droga panicogênica. Ainda mais intrigante, a mesma direção 

do fluxo sanguíneo foi observada em indivíduos saudáveis que não receberam 

a infusão, mas que foram submetidos a choques sem aviso prévio, mostrando 

também a ativação dessa região em uma situação que evoca ansiedade 

antecipatória (GEORGE; AMELI; KOOB, 2019; REIMAN, 1989). Um outro estudo 

mostrou que existem níveis mais elevados de captação de glicose no 

mesencéfalo em pacientes com o TP do que nos controles, evidenciando uma 

maior atividade desta região nos indivíduos com o transtorno (SAKAI et al., 

2005). 

De maneira curiosa, não são todas as colunas da SCP que estão 

envolvidas na mediação de respostas defensivas associadas ao pânico. Mais 

especificamente, estudos realizados ao longo dos últimos 60 anos mostram que 

a participação nesse aspecto é da dmSCP e dlSCP, que juntas formam a 

substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd; GRAEFF, 2002, 2003). Nesse 

sentido, com o aprimoramento de técnicas para avaliar ativação de regiões 

encefálicas após estímulos externos, Mobbs e colaboradores realizaram dois 

estudos, um em 2007 e outro em 2010, utilizando-se da técnica de 

monitoramento por imagem de ressonância magnética funcional. No primeiro 
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estudo, com o auxílio de realidade virtual, os pesquisadores expuseram os 

voluntários a um labirinto no qual um predador virtual poderia se aproximar ou 

não do indivíduo. Os resultados obtidos mostraram que quando o predador 

estava distante, estruturas como o córtex pré-frontal e amígdala lateral eram 

recrutadas. Em oposição, conforme a ameaça se aproximava, a SCPd era 

ativada (MOBBS et al., 2007). O segundo experimento utilizou uma tarântula 

como o gatilho ameaçador, que poderia estar próxima ou distante do indivíduo. 

Como observado antes, ao gerar proximidade entre a aranha e o indivíduo, 

observava-se o recrutamento da SCPd (MOBBS et al., 2009). 

Apesar de clara a relação entre comportamentos defensivos associados ao 

pânico e a ativação da SCPd, ainda pouco se sabe sobre a neuroquímica 

envolvida nesta relação. Diversos neurotransmissores têm sido alvos de estudo, 

dentre eles estão: a serotonina, o ácido gama-aminobutírico (GABA), o 

glutamato, o óxido nítrico (ON), a colecistocinina e o fator liberador de 

corticotrofina (CAROBREZ; TEIXEIRA; GRAEFF, 2001; DELTHEIL et al., 2008; 

GRAEFF, 1994, 2002; GUIMARÃES et al., 1991; ZANGROSSI et al., 2001). 

Como mencionado previamente, os fármacos mais amplamente utilizados para 

o tratamento do TP são os antidepressivos, especialmente os inibidores seletivos 

de recaptação de serotonina  (BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND, 2017). 

Dessa forma, muitos esforços têm sido direcionados a investigação da ação 

desse neurotransmissor nas respostas defensivas ao pânico (GRAEFF, 1994; 

ZANGROSSI; GRAEFF, 2014). 

 

1.2.2.2 Serotonina, núcleo dorsal da rafe e o TP 

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma monoamina derivada do 

aminoácido essencial triptofano (TRP), que é adquirido através da alimentação. 

A conversão do TRP em serotonina ocorre através de duas etapas: na primeira, 

o TRP é hidroxilado em 5-hidroxitriptofano, através da ação da enzima triptofano 

hidroxilase (TPH); na segunda etapa a enzima L-aminoácido aromático 

descarboxilase converte o 5-hidroxitriptofano, através de uma descarboxilação, 

em 5-HT. De maneira geral, ela é sintetizada perifericamente por células 

enterocromafins no intestino e centralmente em neurônios serotonérgicos 
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encontrados em sete núcleos mesencefálicos, chamados de núcleos da rafe. 

Mais especificamente, o núcleo dorsal da rafe (NDR) se destaca por ser a 

principal fonte de inervação serotonérgica para estruturas límbicas relacionadas 

com a fisiopatologia dos transtornos de ansiedade, como o TP (AZMITIA; 

SEGAL, 1978; DAVID; GARDIER, 2016; FOUQUET et al., 2019).  

De maneira notável, o NDR não é uma estrutura homogênea. Steinbusch 

(1981), através de um trabalho utilizando a técnica de imunohistoquímica para 

detecção de neurônios serotonérgicos, demonstrou que existem cinco 

agrupamentos de corpos celulares de neurônios 5-HT no NDR, divididos em: 

dorsal (DRD), ventral (DRV), lateral (Asas Laterais - alDR), caudal (DRC) e 

interfascicular (DRI). Vale ressaltar que esses agrupamentos de neurônios 

serotonérgicos são morfológica e funcionalmente distintos, além de terem 

projeções para estruturas distintas (ABRAMS et al., 2005; CALIZO et al., 2011; 

HALE; SHEKHAR; LOWRY, 2012; REN et al., 2018). Essa concepção iniciou 

com o estudo de Imai e colaboradores, em 1986, que utilizando a técnica de 

Golgi e injeções de Horseradish peroxidase para neurotraçamento, encontraram 

diferenças na organização do eixo rostro-caudal do NDR entre as vias 

ascendentes de neurônios serotonérgicos. Segundo os autores, da região rostral 

sairiam vias ascendentes que alcançariam regiões mais relacionadas com a 

parte motora, como por exemplo, os gânglios da base (caudado, putamen e a 

substância nigra), enquanto que a região caudal se relacionaria a regiões do 

sistema límbico (principalmente hipocampo) e o locus coeruleus. As vias 

ascendentes que chegariam na amígdala estariam numa região mais 

intermediária, tendo sua correlação tanto com o sistema motor, quanto com o 

sistema límbico (IMAI et al., 1986).  

Cabe mencionar que além da grande densidade de corpos celulares de 

neurônios serotonérgicos (JOH et al., 1975; STEINBUSCH; VERHOFSTAD; 

JOOSTEN, 1978), o NDR possui também aqueles não-serotonérgicos (CALIZO 

et al., 2011; ROMPRÉ; MILIARESSIS, 1987). Esses estão na proporção de um 

terço a um décimo em comparação aos serotonérgicos (CALIZO et al., 2011). 

Dentre os neurônios não-serotonérgicos encontrados neste núcleo, destacam-

se os dopaminérgicos, GABAérgicos, glutamatérgicos, de ON e peptídeos 
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transmissores, como a colecistocinina (MICHELSEN; SCHMITZ; STEINBUSCH, 

2007). 

A realização de estudos que mostraram a ação da 5-HT sobre respostas 

emocionais e em seus transtornos iniciaram-se nos anos 60 (para revisão ver 

(FAULKNER; DEAKIN, 2014; PAUL; LOWRY, 2013). Muito curiosamente, os 

pesquisadores envolvidos nessas pesquisas encontraram situações muito 

conflitantes a respeito da ação da 5-HT nas diferentes respostas 

comportamentais. Como exemplo disso, trabalhos que empregaram o paradigma 

de conflito (por exemplo, a fome do animal sendo pareada com um choque ao 

pedir comida através do pressionamento de uma alavanca),  mostraram que o 

uso de ferramentas farmacológicas para diminuição da neurotransmissão 

serotonérgica era capaz de aumentar o número de comportamentos punidos, 

indicando assim um efeito pró-aversivo da serotonina (FILE et al., 2004; 

GELLER; BLUM, 1970; GRAEFF; SCHOENFELD, 1970; ROBICHAUD; 

SLEDGE, 1969; TYE; EVERITT; IVERSEN, 1977). Em conjunto a esses achados 

comportamentais, algumas evidências na literatura apontam que a ação pró-

aversiva da serotonina seria mediada por estruturas encefálicas como o 

complexo amigdaloide (HODGES; GREEN; GLENN, 1987; PETERSEN; 

BRAESTRUP; SCHEEL-KRÜGER, 1985). De maneira oposta, estudos que 

utilizavam a estimulação elétrica da SCPd mostraram que a diminuição da 

neurotransmissão serotonérgica, através de drogas que inibiam sua produção, 

evocava comportamentos de fuga, levando a conclusão de que a serotonina teria 

um efeito anti-aversivo (SANFORD KISER; LEBOVITZ, 1975; SANFORD 

KISER; LEBOVITZ; GERMAN, 1978; SCHENBERG; GRAEFF, 1978). 

As evidências dicotômicas encontradas sobre o papel da serotonina na 

ansiedade consideravam que ambos os modelos supracitados evocavam nos 

animais o mesmo estado emocional. Entretanto, os pesquisadores da época 

perceberam que os modelos comportamentais estariam ligados a diferentes 

tipos de ansiedade (GRAEFF, 2004). Para chegar a essa conclusão, os 

estudiosos levaram em conta que os níveis de defesa explanados por Blanchard 

e colaboradores (1986), especialmente os níveis distal e proximal, evocariam 

respostas comportamentais distintas que estariam sendo moduladas por 

diferentes estruturas encefálicas, e que além disso, a serotonina estaria 



32 
 

modulando diferentemente essas respostas. A partir daí, Deakin e Graeff (1991) 

desenvolveram a teoria de que a serotonina teria um papel dual nas respostas 

defensivas associadas à ansiedade e ao pânico. 

De acordo com a teoria de Deakin e Graeff, duas vias distintas 

serotonérgicas estariam partindo do NDR, e seriam responsáveis pela regulação 

de respostas de defesa frente aos estímulos aversivos de ameaça potencial. A 

primeira via, chamada de prosencefálica, quando ativada levaria à expressão de 

respostas comportamentais como as de congelamento, avaliação de risco e 

esquiva inibitória, aumentando os níveis de ansiedade pela liberação de 

serotonina para estruturas como o complexo amigdaloide, hipocampo e córtex 

pré-frontal. Nessas mesmas condições, a chamada segunda via, a 

periventricular, prejudicaria a expressão de respostas comportamentais de luta 

ou fuga através da liberação de serotonina para a SCPd (DEAKIN; GRAEFF, 

1991; PAUL et al., 2014; PAUL; LOWRY, 2013). É digno de nota que a inibição 

da resposta de luta/fuga pela via periventricular frente a uma ameaça potencial 

é de grande importância biológica, uma vez que essa resposta não condiz com 

a situação apresentada. Sendo assim, a teoria de Deakin e Graeff nos conduz a 

concepção de que uma disfunção na via periventricular estaria envolvida na 

gênese do TP (DEAKIN; GRAEFF, 1991; GUILHERME GRAEFF; ZANGROSSI 

JR., 2010; PAUL et al., 2014; PAUL; LOWRY, 2013).  

Tendo como pano de fundo a teoria de Deakin e Graeff, Spiacci e 

colaboradores (2012), utilizando o LTE, avaliaram o substrato neural envolvido 

nas diferentes respostas defensivas obtidas no referido teste, especialmente nas 

duas estruturas-chave: a SCP e o NDR. Dessa maneira, os pesquisadores 

realizaram o procedimento de imunoistoquímica de dupla-marcação: a primeira 

tinha como alvo a proteína c-Fos (marcador indireto de ativação celular/neuronal) 

e a segunda para TPH (marcação de neurônios serotonérgicos). De maneira 

interessante, os resultados encontrados demonstraram que a esquiva inibitória 

recrutava neurônios serotonérgicos nos subnúcleos DRD, DRC e DRI, enquanto 

que na fuga, a ativação ocorria em neurônios não-serotonérgicos localizados nas 

alDR e nas subdivisões dmSCP e dlSCP da SCP (SPIACCI; COIMBRA; 

ZANGROSSI, 2012). Com relação as alDR, os autores sugerem, com base em 

evidências prévias da literatura, que os neurônios não-serotonérgicos ativados 
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sejam interneurônios GABAérgicos. Essa perspectiva se dá pelo fato de que o 

recrutamento desses neurônios inibiria a atividade neuronal serotonérgica nessa 

área, levando a uma diminuição da liberação de 5-HT na SCP, provocando então 

o comportamento de fuga nos animais (SPIACCI; COIMBRA; ZANGROSSI, 

2012). 

Esses resultados contribuem de maneira expressiva e minuciosa com a 

teoria Deakin/Graeff.  Já se tem descrito na literatura que os subnúcleos ativados 

em resposta a esquiva inibitória têm projeções para estruturas relacionadas à 

ansiedade, como o núcleo basolateral da amigdala (ABRAMS et al., 2005; HALE 

et al., 2008). Nesse sentido, a via serotonérgica prosencefálica na proposta de 

Deakin/Graeff partiria do subnúcleo DRD em direção a estruturas como a 

amígdala, córtex pré-frontal e hipocampo e estaria relacionada à um aumento na 

ansiedade. Em contrapartida, para a tarefa de fuga, a via periventricular teria 

origem nas alDR com inervações para a SCPd, e os neurônios não-

serotonérgicos que foram recrutados, seriam possivelmente GABAérgicos, 

promoveriam uma inibição da liberação de 5-HT para essa coluna da SCP, 

favorecendo a expressão da resposta de fuga (MUZERELLE et al., 2016; PAUL 

et al., 2014; STEZHKA; LOVICK, 1997).  

Mais recentemente, Vilela-Costa e colaboradores (2017) demonstraram 

que a administração crônica de fluoxetina, um inibidor de recaptação de 

serotonina, que é amplamente utilizado no tratamento do TP em humanos, foi 

capaz de diminuir a fuga em roedores no LTE e também de alterar o padrão de 

ativação dos neurônios nas alDR, ou seja, houve uma diminuição no 

recrutamento de neurônios não-serotonérgicos e um aumento na ativação de 

neurônios serotonérgicos nesse subnúcleo. Dessa forma, a 5-HT passaria a ser 

então liberada para áreas como a SCPd, onde inibiria respostas relacionadas ao 

pânico (VILELA-COSTA et al., 2019).  

Em suma, vemos que o principal comportamento relacionado ao pânico é 

a fuga e que esta seria gerada por uma ativação da via periventricular proposta 

por Deakin e Graeff (1991). Dessa forma, a ativação de neurônios não-

serotonérgicos das alDR reduziria a neurotransmissão serotonérgica na SCPd, 

aumentando a expressão deste comportamento relacionado ao TP.  
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Apesar de muito promissores, a extensa maioria dos trabalhos com animais 

que possibilitaram o desenvolvimento das teorias acerca do papel da serotonina 

em comportamentos defensivos relacionados a ansiedade e ao pânico, bem 

como o substrato neural subjacente a esses comportamentos, foi realizado em 

animais machos. É importante ressaltar e reiterar que, como as mulheres são 

mais susceptíveis a esses transtornos, é de extrema importância realizar e 

aprofundar os estudos com fêmeas, principalmente no que concerne as 

alterações hormonais experenciadas por elas. 

 

1.3 Diferenças Sexuais no TP 

Os estudos sobre as diferenças sexuais existentes na manifestação dos 

transtornos de ansiedade e do pânico têm sido cada vez mais frequentes 

(BANGASSER; CUARENTA, 2021; DONNER; LOWRY, 2013; LOVICK, 2014; 

LOVICK; ZANGROSSI, 2021; SCHOLL et al., 2019). Várias evidências indicam 

que a ciclicidade hormonal que ocorre durante o período menstrual, 

especificamente na fase pré-menstrual, pode constituir um possível estressor 

que contribui para o aparecimento das patologias envolvendo a ansiedade mal 

adaptativa e do pânico em mulheres vulneráveis a estes (NILLNI et al., 2016; 

NILLNI; ROHAN; ZVOLENSKY, 2012). Por conta da importância dessa 

informação para o presente trabalho, os aspectos biológicos e sociais 

relacionados à essas diferenças serão abordados mais detalhadamente nas 

próximas seções. 

Quando buscamos investigar o âmago das diferenças sexuais existentes na 

manifestação do TP é necessário considerarmos uma perspectiva multifatorial, 

levando em conta os aspectos biológicos e culturais, bem como o estilo de vida 

e a pressão social (RUTTER; CASPI; MOFFITT, 2003). 

 

1.3.1 Questões sociais 

Quando trazemos à tona a questão social, um dos vários aspectos que se 

destacam são as experiências que caracterizam a história de vida de uma 
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pessoa. Nesse contexto, um evento traumático que possa ocorrer durante os 

primeiros anos de vida ou da adolescência de um indivíduo pode gerar 

consequências em sua vida adulta. É importante destacar que desregulações 

em sistemas relacionados ao estresse que ocorrem nessas fases da vida podem 

comprometer o desenvolvimento de estruturas cerebrais que estão relacionadas 

à mediação de comportamentos afetivos e emocionais (DE BELLIS; SPRATT; 

HOOPER, 2011). Como exemplo, o abuso sexual infantil é um desses eventos 

traumáticos, e estudos mostram que a incidência desse evento aversivo é três 

vezes maior em meninas do que os meninos (AL-FAYEZ; OHAERI; GADO, 2012; 

BRENNER; BEN-AMITAY, 2015; GOREY; LESLIE, 1997; KLOPPEN et al., 

2016). Concomitantemente, outros eventos ocorridos na infância, como o abuso 

físico, disfunções familiares e negligência, ocorrem em maior porcentagem no 

caso das meninas (15,2%) comparado aos meninos (9,2%) (CENTERS FOR 

DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2010). 

Na vida adulta, as situações estressantes também podem contribuir para 

desbalanços em sistemas relacionados à mediação de comportamentos 

emocionais. Na literatura, autores apontam que a violência, seja física, 

psicológica ou sexual que as mulheres sofrem é uma enorme ameaça à sua 

saúde mental (ELLSBERG et al., 1999; HOWARD; TREVILLION; AGNEW-

DAVIES, 2010; KUMAR et al., 2005; LUSTYK; WIDMAN; BECKER, 2008; 

ORAM; KHALIFEH; HOWARD, 2017). Concomitante a essa informação, já é 

observado que há um aumento no uso de tranquilizantes e antidepressivos pelas 

mulheres que sofrem os abusos (RUIZ-PÉREZ; PLAZAOLA-CASTAÑO, 2005). 

 Nesse aspecto, um estudo realizado no Brasil, mais especificamente em 

São Paulo e Pernambuco, avaliou entre 2009 e 2010, a correlação entre o tipo 

de violência sofrida por mulheres com a manifestação de transtornos 

psiquiátricos, através do uso de questionários de autorrelato (SRQ-20). Esses 

questionários tinham por objetivo analisar, através de sintomas psicossomáticos, 

a prevalência de transtornos depressivos e de ansiedade. Os resultados 

observados mostraram que a porcentagem de mulheres que manifestavam os 

sintomas relacionados a esses transtornos era maior naquelas que sofriam 

abuso físico (30,6%), psicológico (41,1%), sexual (47,9%) ou todas as formas de 

abuso (62,9%) em comparação àquelas que não sofriam qualquer tipo de 
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violência (19,6%) (LUDERMIR et al., 2008). Ademais, outros fatores adversos 

também reforçam o aumento de transtornos psiquiátricos nas mulheres, como o 

desemprego, a baixa renda e a evasão escolar cuja incidência é maior nelas do 

que nos homens (GONÇALVES et al., 2014). 

 

1.3.2 Questões biológicas – ciclo menstrual 

Dentre os aspectos biológicos relevantes, diferenças que promovem o 

sucesso reprodutivo, como é o caso do ciclo menstrual hormonal, podem 

aumentar a vulnerabilidade das mulheres para transtornos emocionais, incluindo 

o TP (ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL EPPERSON, 2014; PALANZA, 2001). 

O ciclo menstrual hormonal é caracterizado por mudanças rítmicas mensais 

nos níveis de diferentes hormônios sexuais, que em concomitância promovem 

alterações morfológicas nos ovários e nos demais órgãos sexuais femininos. 

Esse processo tem início durante a adolescência (entre 11 e 15 anos) e a 

duração do ciclo menstrual é de aproximadamente 28 dias, variando entre 20 e 

45 dias para cada mulher e/ou situação. Esse processo resulta na formação, 

comumente, de apenas um ovócito, além de preparar o endométrio para o 

recebimento e implantação do embrião, caso haja a fertilização (GUYTON, 

2006). 

De maneira geral, o ciclo menstrual é dividido em quatro fases: 01) fase 

folicular: nessa etapa, o hormônio folículo estimulante (FSH) e o hormônio 

luteinizante (LH) começam a ser secretados pela hipófise anterior e agem em 

receptores localizados nos ovócitos imaturos promovendo a maturação e o 

crescimento de seus folículos. A maturação folicular leva a um aumento na 

secreção de estrogênio que contribui para um crescimento explosivo do ovócito 

e dos folículos, além de ser um agente contribuinte para o feedback negativo 

para a liberação do FSH; 02) ovulação: dois dias antes de ocorrer a ovulação, 

os níveis de LH crescem de maneira exponencial. Esse hormônio vai ser 

responsável pela extrusão ovocitária e também vai garantir o início da produção 

de progesterona pelas células foliculares, bem como causar a diminuição dos 

níveis de estrogênio; 03) fase lútea: após a extrusão do ovócito, as células 
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remanescentes se transformam em células luteínicas e o local onde o ovócito 

liberado estava anteriormente passa a ser chamado de corpo lúteo. As células 

do corpo lúteo iniciam a produção da progesterona (em maior grau) e do 

estrogênio (em menor grau), e ambos hormônios acabam gerando efeitos de 

feedback negativo na hipófise, mantendo baixos os níveis de FSH e LH; 04) fase 

isquêmica: esses baixos níveis de FSH e LH causam uma degeneração e 

involução do corpo lúteo, que por consequência, leva a uma queda abrupta nos 

níveis de estrogênio e, em maior escala, da progesterona. O resultado final 

dessa fase, caso não haja a fertilização e a implantação do embrião, é o 

processo de menstruação. A cessação súbita da secreção de estrogênio e 

progesterona remove o feedback de inibição da hipófise anterior, permitindo que 

um novo ciclo se inicie (GUYTON, 2006). 

De maneira bastante interessante, as mulheres relatam que durante o ciclo 

menstrual há alterações de humor e irritabilidade, além de aumento de sintomas 

relacionados à ansiedade e depressão. Mais especificamente, essas alterações 

ocorrem proeminentemente durante o final da fase lútea ou também chamada 

de fase pré-menstrual, na qual estima-se que cerca de 48% das mulheres 

apresentam a síndrome de Tensão Pré-Menstrual (TPM; BLOCH; SCHMIDT; 

RUBINOW, 1997; CHRISLER; CAPLAN, 2002; FREEMAN, 2003; LOGUE; 

MOOS, 1986; SATTAR, 2014; SCHMELZER et al., 2015; VICHNIN et al., 2006). 

Embora apenas uma baixa porcentagem  (2 a 8%) das mulheres classifiquem 

esses sintomas relacionados à TPM como graves ou incapacitantes  

(HALBREICH, 2003), a maioria delas apresenta algum grau de 

comprometimento no funcionamento físico, limitações devido a problemas físicos 

e de saúde mental, dores corporais ou em conexões sociais (BARNARD et al., 

2003; SCHMELZER et al., 2015). 

Adicionado a isso, uma pequena parcela (cerca de 5%) das mulheres 

sofrem de sintomas psicológicos extremamente graves durante o período de 

TPM, como por exemplo, labilidade afetiva acentuada, irritabilidade ou raiva que 

aumentam os conflitos interpessoais, pensamentos autodepreciativos, 

ansiedade acentuada com sensação de estar em seu limite, além dos sintomas 

como inchaços nas mamas, dores articulares ou musculares, ganho de peso 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013), que no conjunto 
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caracterizam o transtorno disfórico pré-menstrual (TDPM; LOVICK, 2014; 

O’BRIEN et al., 2011).  

Além do aumento dos sintomas psicológicos adversos relacionados à 

ansiedade e a depressão que ocorrem nesse período do ciclo na TPM e na 

TDPM, há também um aumento à susceptibilidade ao pânico em mulheres 

saudáveis que apresentam a TPM, como também naquelas diagnosticadas com 

o TP (FACCHINETTI et al., 1992; LANDÉN; ERIKSSON, 2003; NILLNI et al., 

2016; NILLNI; ROHAN; ZVOLENSKY, 2012; YONKERS; O’BRIEN; ERIKSSON, 

2008). Um estudo realizado por Sigmon e colaboradores (2000) em mulheres 

com e sem o TP, utilizando medidas de autorrelato, revelaram que aquelas com 

o transtorno exibiam sintomas psicossomáticos mais graves relacionados à 

sensações corporais, sensibilidade à ansiedade, medo e preocupações 

relacionadas à doença e que isso era reforçado durante a fase pré-menstrual 

(SIGMON et al., 2000). Além disso, outras evidências na literatura apontam que 

mulheres na TPM e aquelas que sofrem do TDPM apresentam uma maior 

responsividade a substâncias panicogênicas, como por exemplo a 

colecistocinina 4, o flumazenil e o CO2 (GORMAN et al., 2001; LE MELLEDO, 

1999, 2000). 

É importante ressaltar que dentre os hormônios sexuais que flutuam 

durante o ciclo menstrual, dois deles são de suma importância para o 

aparecimento dos sintomas relacionados a desordens emocionais durante o 

período da TPM e da TDPM: o estrogênio e a progesterona (SCHMIDT et al., 

2017). Nesse quesito, como ambos hormônios flutuam de maneira concomitante 

durante o ciclo menstrual, ainda é controversa na literatura a visão sobre qual 

deles seria o mais crítico para o desenvolvimento desses transtornos (ROCA et 

al., 2003). Por esse motivo, na sequência, traremos algumas hipóteses que 

corroboram a ação de cada um dos hormônios supracitados. 

Com relação ao estrogênio, os achados em relação ao pânico são 

escassos, porém mais abrangentes em relação a outros transtornos comórbidos, 

como a ansiedade e a depressão. De maneira interessante, um dos períodos da 

vida da mulher que é possível analisar a influência do estrogênio sobre as 

desordens de humor é a menopausa. Esse período é caracterizado pela queda 
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dramática dos níveis de estrogênio, que tem sido associada à mudanças na 

incidência e sintomatologia psicossomática da ansiedade e da depressão 

(GRACIA; FREEMAN, 2018; WALF; FRYE, 2006). Durante a perimenopausa 

ocorrem alterações na função ovariana, de modo que os níveis de estrogênio 

podem ser variáveis. Já no período da pós-menopausa os níveis de estrogênio 

são os mais baixos possíveis (BURGER et al., 1995; DALY et al., 2003; 

SANTORO et al., 1996).  

Nesse contexto, um estudo longitudinal realizado por Schmidt e 

colaboradores (2004) monitorou 29 mulheres pré-menopáusicas assintomáticas, 

ciclando regularmente, por uma média de 5 anos até ficarem amenorreicas por 

6 ou mais meses. Durante o final do período da perimenopausa (mais ou menos 

24 meses após sua última menstruação), nove das 29 mulheres analisadas, 

foram diagnosticadas com depressão. Esses dados sugerem que a incidência 

de depressão em algumas mulheres pode aumentar durante o final da 

perimenopausa, na qual os níveis de estrogênio estão baixos devido à sua queda 

abrupta (SCHMIDT; HAQ; RUBINOW, 2004). Em outro estudo transversal, 

realizado por Almeida e colaboradores (2005) foi observado que os sintomas 

depressivos, medidos pelos escores do inventario de depressão de Beck, 

encontrados em mulheres mais velhas e na pós-menopausa foram inversamente 

proporcionais aos níveis de estrogênio plasmático, ou seja, quanto menor os 

níveis de estrogênio, maior era o escore no teste empregado (ALMEIDA, 2005).  

Além disso, outros trabalhos mostram que não somente a depressão 

bipolar é mais frequente, mas também o transtorno de ansiedade generalizada 

é mais incidente em mulheres mais velhas na peri e pós-menopausa 

(BEBBINGTON et al., 1998; WEISSMAN, 1977; WEISSMAN; OLFSON, 1995; 

WITTCHEN; HOYER, 2001). Interessantemente, a terapia de reposição de 

estrogênio tem se mostrado eficaz para a diminuição dos sintomas relacionados 

à ansiedade e à depressão em mulheres na perimenopausa (COHEN et al., 

2003; DE NOVAES SOARES et al., 2001; SCHMIDT et al., 2000; ZHANG et al., 

2021). 

Não somente é possível ver o efeito benéfico da administração de 

estrogênio em mulheres no período da menopausa, como também naquelas com 
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o ciclo menstrual funcional. Como exemplo, a administração crônica de 

estrogênio transdérmico à pacientes com a TPM grave é capaz de diminuir 

sintomas negativos como irritabilidade, dificuldade na concentração, mudanças 

de humor, tensão e sintomas depressivos (SMITH et al., 1995). Além disso, em 

mulheres com depressão pós-parto (DPP), ou aquelas diagnosticadas com 

transtorno depressivo maior, a administração de estrogênio é capaz de melhorar 

os sintomas depressivos e recuperar o afeto exibido por elas (AHOKAS et al., 

2001; GREGOIRE et al., 1996; KLAIBER, 1979). 

Com relação à progesterona, relatos na literatura apontam que os sintomas 

da TPM e da TDPM se tornam mais severos durante os 5 dias anteriores à 

menstruação, à medida que os níveis de progesterona diminuem (BACKSTROM 

et al., 1983, 2003; NEVATTE et al., 2013). Nesse contexto, um estudo realizado 

por Ziomkiewicz e colaboradores (2012) correlacionou sintomas relacionados à 

TPM com o nível sérico de progesterona coletada através da saliva de mulheres 

saudáveis. De maneira bastante interessante, essas mulheres, que não haviam 

sido diagnosticadas clinicamente com a TPM, demonstraram um aumento de 

comportamentos agressivos e irritabilidade, bem como fadiga quando os níveis 

de progesterona eram os mais baixos durante o final da fase lútea 

(ZIOMKIEWICZ et al., 2012). Adicionado à isso, outros estudos demonstraram 

que os níveis baixos de progesterona, mas não de estrogênio em mulheres que 

sofriam com a TPM gerava um aumento de sintomas relacionados à ansiedade 

quando comparadas àquelas mulheres que não sofriam com a tensão 

(BÄCKSTRÖM; CARSTENSEN, 1974; DENNERSTEIN et al., 1984; MUNDAY; 

BRUSH; TAYLOR, 1981; WANG et al., 1996).  

Mais recentemente, Lovick e colaboradores (2017) avaliaram, através da 

coleta de saliva diária, a concentração absoluta e a cinética dos níveis de 

progesterona e a relação dessas mudanças para o desenvolvimento de sintomas 

pré-menstruais durante os últimos 10 dias da fase lútea, em uma população de 

mulheres brasileiras adultas e saudáveis. Os autores observaram que, nas 

participantes que desenvolveram sintomas pré-menstruais (sintomas 

depressivos, aumento de ansiedade e irritabilidade, dificuldade em 

concentração, anedonia, entre outros), a concentração diária de progesterona 

na saliva permaneceu estável durante a maior parte da fase lútea antes de 
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diminuir acentuadamente durante os últimos 3 dias antes do início da 

menstruação. Em contraste, a concentração de progesterona em mulheres 

assintomáticas sofreu um declínio gradual nos últimos 8 dias antes da 

menstruação. Dessa forma, os autores sugerem que os sintomas da TPM 

surgem não pela baixa concentração de progesterona, mas sim devido à queda 

abrupta que ocorre nos dias anteriores à menstruação (LOVICK et al., 2017). 

Além dos estudos em mulheres, os estudos realizados em animais de 

laboratório, especialmente ratas, têm auxiliado no progresso do entendimento da 

influência sexual nas diferenças da manifestação do TP. Como nas mulheres, é 

válido ressaltar que em roedores comumente utilizados em laboratórios, como 

ratos e camundongos, o padrão de produção e ciclicidade dos hormônios sexuais 

supramencionados também ocorre. Esse assunto será abordado com mais 

abrangência na próxima sessão. 

 

1.3.3. Ciclo estral em roedores  

O ciclo hormonal dos roedores é chamado de ciclo estral (ou cio).  A rata é 

um animal mamífero poliéstrico que ovula espontaneamente em intervalos de 4 

ou 5 dias ao longo de sua vida reprodutiva, exceto durante a gravidez, a 

pseudogravidez e a lactação (CORA; KOOISTRA; TRAVLOS, 2015; FREEMAN, 

2006). Nesse aspecto, e assim como nas mulheres, dois hormônios são 

produzidos em maior quantidade pelos ovários: o estrogênio e a progesterona, 

e estes atuam no cérebro para estimular os eventos hormonais que resultam na 

ovulação e em comportamentos sexuais (BECKER et al., 2005; FREEMAN, 

2006).  

De maneira similar às mulheres, o ciclo estral é composto também por 

quatro fases: 01) Proestro: nesta fase, os eventos hormonais, morfológicos e 

citológicos que ocorrem são similares ao da fase folicular humana, isto é, o 

estrogênio aumenta dramaticamente, agindo no cérebro para desencadear a 

liberação do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que induz um 

aumento de LH da hipófise, levando a ovulação. O nível de progesterona 

aumenta algumas horas antes da ovulação, contribuindo para o processo; 02) 
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Estro: após o pico de liberação de LH, nessa etapa ocorre a ovulação, e no caso 

desses animais, múltiplos ovócitos são liberados. Os níveis de 17β-estradiol 

(estrogênio) começam a cair, enquanto os níveis de progesterona começam a 

crescer gradualmente, até atingir um platô; 03) Metaestro: equipara-se do ínicio 

à metade da fase lútea, no qual, não havendo a fecundação do ovócito, os níveis 

de 17β-estradiol se mantem a níveis baixos, enquanto da progesterona ainda 

continuam em um platô, devido à estimulação das células do corpo lúteo e 04) 

Diestro: equivale-se ao final da fase lútea e à fase isquêmica, sendo que neste 

período ocorre uma queda abrupta nos níveis de progesterona, começando 

assim novamente o ciclo (BECKER et al., 2005; FREEMAN, 2006).  

Tendo em vista a similaridade morfológica e hormonal, bem como a 

diferença na temporalidade dos ciclos menstrual e estral, estudos em ratas têm 

se mostrado ferramentas importantes e muito mais rápidas para avaliar questões 

que envolvem o ciclo menstrual. É importante reiterar que estudos que 

correlacionam os transtornos de ansiedade, incluindo o TP a comportamentos 

de animais de laboratório, vêm sendo realizados há muito tempo (como já 

descrito na sessão 1.2) no entanto, e como já mencionado, é digno de nota que 

a maioria desses trabalhos é realizado em animais machos (HUGHES, 2019; 

LOVICK; ZANGROSSI, 2021). O motivo para isso é que muitos pesquisadores 

atribuem um maior viés à pesquisa causada pela variação cíclica dos hormônios 

durante o ciclo, que acarretaria na constante mudança química no cérebro 

feminino, uma vez que esses compostos são geralmente lipofílicos, passando 

facilmente a barreira hematoencefálica. Todavia, deve-se mencionar que os 

hormônios sexuais também podem impactar no comportamento masculino, 

embora isso seja invariavelmente negligenciado nos testes com machos 

(LOVICK; ZANGROSSI, 2021).    

 

1.3.4. Diferenças sexuais e efeito do ciclo estral de ratas em testes 

comportamentais de ansiedade/pânico 

Diversas revisões recentes na literatura buscam analisar e apontar as 

diferenças sexuais existentes no comportamento de animais quando testados 

em modelos que avaliam a ansiedade e o pânico (DONNER; LOWRY, 2013; 
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KOKRAS; DALLA, 2014; LOVICK; ZANGROSSI, 2021). É importante destacar 

que os resultados encontrados nesses estudos são bastante conflitantes. Nesse 

sentido, quando avaliado o comportamento de machos e fêmeas, por exemplo, 

no modelo do LTE, trabalhos mostram tanto uma similaridade no comportamento 

de esquiva inibitória entre os sexos (GOUVEIA et al., 2004; ROCINHOLI; 

LANDEIRA-FERNANDEZ, 2011; SANTOS et al., 2014), quanto um menor 

comportamento ansioso de fêmeas (SLOTTEN et al., 2006). O mesmo é 

observado quando os animais são testados no teste do campo aberto, sendo 

que um estudo não mostra diferenças comportamentais entre ratos e ratas 

(KNIGHT et al., 2021), enquanto outros mostram uma maior responsividade ao 

teste pelas fêmeas (BEATTY; FESSLER, 1976; BLIZARD; LIPPMAN; CHEN, 

1975; FRICK et al., 1999; FRITZ; AMREIN; WOLFER, 2017; MASUR; SCHUTZ; 

BOERNGEN, 1980). Quando analisado em um teste de medo – o susto 

potencializado pelo medo – o mesmo panorama é observado, mostrando 

nenhuma diferença entre os sexos (DE JONGH et al., 2005; GRESACK et al., 

2009; MAREN; DE OCA; FANSELOW, 1994; PETTERSSON; HAGSÄTER; 

ERIKSSON, 2016) ou uma maior reatividade ao teste pelas fêmeas (KEISER et 

al., 2017). 

É importante mencionar que nesses estudos com resultados conflitantes, 

as fêmeas são analisadas como um grupo só, ou seja, não são levadas em conta 

as diferentes fases do ciclo estral. Como já mencionado anteriormente, é de 

suma importância avaliar esse fator, uma vez que as alterações hormonais que 

acontecem nas diferentes fases podem estar afetando o desempenho dos 

animais nos testes comportamentais. Nesse contexto, estudos que buscaram 

avaliar o efeito das fases do ciclo estral encontraram diferenças bastante 

interessantes. Pesquisas utilizando o LCE mostram que fêmeas em proestro e 

estro têm menor ansiedade em comparação a fase de diestro, que seria similar 

a TPM nas mulheres (D’SOUZA; SADANANDA, 2017; DÍAZ-VÉLIZ; 

DUSSAUBAT; MORA, 1997; FRYE; PETRALIA; RHODES, 2000; MARCONDES 

et al., 2001; MOLINA-HERNÁNDEZ et al., 2013; RODRÍGUEZ-LANDA et al., 

2014, 2021). Também é observado o mesmo resultado, ou seja, de um maior 

nível de ansiedade em ratas na fase de diestro em comparação as outras fases 

do ciclo, no LTE (GOUVEIA et al., 2004), no teste do claro/escuro (KOKRAS et 
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al., 2012; RODRÍGUEZ-LANDA et al., 2021; ZULUAGA et al., 2005), no teste da 

vocalização ultrassônica (BROWNING et al., 2017; PENTKOWSKI et al., 2018) 

e no teste da extinção do medo (CARVALHO et al., 2021; MILAD et al., 2009). 

No que diz respeito ao pânico, ainda são escassos os trabalhos mostrando 

o efeito do sexo e da fase do ciclo sobre comportamentos de roedores de 

laboratório. Um dos poucos trabalhos que avaliaram essas questões foi o 

executado por Devall e colaboradores (2015). Utilizando a fuga induzida pela 

estimulação elétrica da SCPd como índice de pânico, os autores observaram 

uma resposta muito similar aos trabalhos com testes de ansiedade, eles 

observaram que o limiar para evocar a fuga nas ratas é menor no diestro em 

comparação as outras fases do ciclo, indicando e reforçando a ideia de uma 

susceptibilidade ao pânico nas fêmeas nesse período (DEVALL et al., 2015). 

Além desse achado bastante importante, os pesquisadores procuraram 

avaliar como os hormônios sexuais poderiam estar influenciando na 

manifestação do comportamento de fuga expresso pelas ratas. Dentre os 

hormônios importantes, o grupo destacou a progesterona, e particularmente o 

seu metabólito neuroativo, a allopregnanolona (ALLO). Dando embasamento 

para essa escolha, estavam trabalhos que mostravam que a queda da ALLO era 

um fator fundamental para a susceptibilidade das fêmeas à ansiedade e pânico. 

Por exemplo, Bitran e colaboradores (1995) observaram que a administração de 

progesterona a ratas ovariectomizadas promovia uma diminuição da ansiedade 

no LCE. Estes pesquisadores foram além, e tentaram entender se o efeito era 

de fato da progesterona ou da ALLO. Dessa forma, os autores administraram 

sistemicamente o RU38486, um antagonista de receptores de progesterona, 

previamente a administração do hormônio em si. Assim, foi observado que o 

mesmo comportamento ansiolítico era expresso pelas ratas, o que não ocorria 

quando se administrava o 4-MA, um inibidor da 5α-redutase, enzima responsável 

pela conversão da progesterona em ALLO. Portanto, os autores observaram que 

o efeito ansiolítico da progesterona neste modelo animal não era do hormônio 

em si, mas de seu metabólito, a ALLO (BITRAN; SHIEKH; MCLEOD, 1995). 

A ALLO é um esteroide produzido em tecidos periféricos e no encéfalo, e 

como já mencionado, é um produto do metabolismo do hormônio progesterona. 
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Os passos bioquímicos da conversão da progesterona em ALLO tem como 

composto precursor inicial o colesterol (Figura 1). Inicialmente, o colesterol é 

transportado para dentro das mitocôndrias e através da ação da enzima 

citocromo-P-450 de clivagem de cadeia lateral (P450scc) ele é convertido em 

pregnanolona (PREG). A PREG no citoplasma passará por diversos processos 

enzimáticos para a formação dos esteróides sexuais e seus metabólitos. No caso 

da formação da progesterona e da ALLO as etapas que ocorrem são: 

primeiramente, a PREG será metabolizada em progesterona através da enzima 

3β-hidroxi-esteroide desidrogenase (3β-HSD), que por sua vez será reduzida em 

5α-di-hidroxiprogesterona pela enzima 5α-redutase e esta última é reduzida em 

ALLO, através da enzima 3α-hidroxi-esteroide desidrogenase (3α-HSD; 

SCHÜLE; NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014). 

 

 

Figura 1: Síntese de neuroesteroides. P450scc = enzima citocromo-P-450 de 
clivagem de cadeia lateral; HSD = hidroxiesteroide desidrogenase; THDOC = 
tetrahidrodeoxicorticosterona. Foto retirada e modificada de SCHÜLE; 
NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014. 
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No que concerne a ação da ALLO, é importante ressaltar que os esteroides 

neuroativos são capazes de agir não somente em vias clássicas esteroidais, ou 

seja, agindo na transcrição do material genético, mas também alteram a 

excitabilidade neuronal através da sua relação com outras neurotransmissões, 

especialmente com a GABAérgica, se ligando a receptores do tipo A (GABA-A) 

(SCHÜLE; NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014).  

Receptores GABA-A são canais iônicos pentaméricos compostos por duas 

subunidades α (α1-6), duas subunidades β (β1-3) e uma subunidade adicional 

(γ1-3, δ, ε, θ ou π). Cada subunidade é composta por um grande domínio 

extracelular, um domínio transmembrana formado por quatro hélices que 

abrangem a membrana, um longo loop intracelular e um C-terminal extracelular 

curto (OLSEN; SIEGHART, 2008; SIGEL; STEINMANN, 2012). Os 

neuroesteroides são capazes de se ligar em sítios localizados no domínio 

transmembrana do receptor GABA-A, podendo agir de maneira modulatória 

alostérica positiva, ou seja, potenciando o efeito do GABA endógeno no receptor 

como é o exemplo da ALLO, como também de maneira alostérica negativa, 

inibindo as correntes GABAérgicas, tendo como exemplos a epialopregnanolona 

e o sulfato de pregnenolona (LOVICK, 2014; MCEVOY; OSBORNE, 2019; 

NILLNI; TOUFEXIS; ROHAN, 2011; SUGASAWA et al., 2020). 

No trabalho de 2015, Devall e colaboradores utilizaram a fluoxetina em 

dose baixa como um indutor da neuroesteroidogênese, especialmente da ALLO, 

sem alterar os níveis de 5-HT encefálicos (DEVALL et al., 2015; PINNA; COSTA; 

GUIDOTTI, 2009; SERRA et al., 2001; UZUNOV et al., 1996). Os autores fizeram 

a administração da fluoxetina em dois momentos: uma na tarde do metaestro e 

uma na manhã do diestro, uma hora antes do teste. Esse protocolo foi adotado 

no sentido de evitar com que ocorresse a queda abrupta da progesterona e da 

ALLO que ocorre neste período do ciclo. Conforme esperado, a administração 

de FLX, na dose baixa e no regime utilizado, foi capaz de aumentar o limiar de 

estimulação da SCPd para evocar o comportamento de fuga nas ratas em 

diestro, um efeito panicolítico (DEVALL et al., 2015). 
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Nesse contexto, os dados encontrados vão de encontro à proposta de 

Lovick (2014), que sugere que o aumento dos comportamentos relacionados aos 

transtornos psiquiátricos que ocorre na fase pré-menstrual não é devido 

diretamente à queda abrupta da progesterona e sim à flutuação, mais 

especificamente, à queda de seu metabólito neuroativo, a ALLO.  

 

 

Tendo em vista o exposto acima e, já sabendo que são escassos os 

estudos em animais sobre o impacto das fases do ciclo hormonal de fêmeas em 

comportamentos relacionados ao pânico, bem como o substrato neural envolvido 

nessas respostas no sexo feminino, o objetivo geral desse estudo foi verificar a 

generalidade dos achados de Devall e colaboradores (2015) em um outro teste 

comportamental, mais naturalístico, que associa a resposta de fuga ao pânico, o 

teste de exposição à 7% de O2 (hipóxia). Ademais, como fator inédito, investigar 

as bases neurais adjacentes aos comportamentos expressos pelas fêmeas 

nesse modelo experimental. O teste comportamental utilizado foi desenvolvido e 

validado em nosso laboratório. Em ratos machos, foi observado que a queda 

lenta e gradual da concentração de O2 ambiental até 7% é capaz de gerar o 

comportamento de saltos contra a borda da câmara experimental nesses 

animais, que é considerado como uma tentativa de fuga do ambiente 

experimental (FERNANDES et al., 2019; SPIACCI et al., 2015). Além disso, a 

administração de drogas utilizadas na clínica para o tratamento do TP, como a 

FLX e o alprazolam, causam uma diminuição da reação de fuga, um efeito 

panicolítico (SPIACCI et al., 2015). 

Buscando avaliar essas questões, no nosso primeiro experimento, 

comparamos os efeitos da hipóxia entre machos e fêmeas, e, neste último caso, 

também avaliamos as diferentes fases do ciclo estral. Já no segundo 

experimento, buscamos analisar o efeito da administração aguda da dose baixa 

de FLX no comportamento de fêmeas na fase de diestro no mesmo modelo 

comportamental referido. Não se é bem estabelecido na literatura o mecanismo 

pelo qual a FLX em dose baixa age como um agente neuroesteroidogênico. No 

entanto, trabalhos mostram que há aumento nos níveis de ALLO após a 
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administração aguda dessa droga (DEVALL et al., 2015; FRY et al., 2014; 

PINNA; COSTA; GUIDOTTI, 2004, 2009). 

Após a conclusão das análises comportamentais, os encéfalos desses 

animais foram utilizados para se avaliar o padrão de ativação neuronal 

subjacente ao comportamento expresso no teste da hipóxia. Para isso 

empregamos a técnica de imunoistoquímica para dupla-marcação da proteína c-

Fos e da TPH. Evidências na literatura mostram que ratos machos quando 

expostos à fuga do LTE apresentam um aumento nos níveis de neurônios não-

serotonérgicos tanto nas alDR quanto na SCPd (SPIACCI; COIMBRA; 

ZANGROSSI, 2012; VILELA-COSTA et al., 2019).  

A hipótese a ser testada é que devido à queda abrupta da ALLO que ocorre 

no diestro (BUTCHER; COLLINS; FUGO, 1974), as ratas nessa fase do ciclo 

expostas à hipóxia apresentem um aumento nas tentativas de fuga em 

comparação as outras fases do ciclo, e que a administração da dose baixa de 

FLX, que impede a queda natural no nível do esteroide, seja capaz de atenuar o 

comportamento das ratas nessa fase do ciclo. Somado a isso esperamos que o 

desafio respiratório induza um maior recrutamento de neurônios não-

serotonérgicos das alDR e da SCPd nas ratas em diestro, e que esse 

recrutamento seja menor após a administração de FLX. 

Por fim, no terceiro experimento, avaliamos o efeito comportamental da 

administração aguda de finasterida em ratas na fase de proestro e diestro, 

durante a exposição desses animais à hipóxia. A finasterida é um inibidor da 5α-

redutase, enzima-chave que participa da conversão da progesterona em ALLO 

(SCHÜLE; NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014). Estudos mostram que a 

administração de finasterida é capaz de diminuir os níveis de ALLO (DAZZI et 

al., 2002; RHODES; FRYE, 2001). É valido ressaltar que na fase de proestro, os 

níveis séricos e encefálicos de ALLO estão em altas concentrações (BUTCHER; 

COLLINS; FUGO, 1974; DONNER; LOWRY, 2013; FREEMAN, 2006) e estudos 

que utilizaram a finasterida como agente anti-esteroidogênico em fêmeas nessa 

fase do ciclo mostraram um efeito ansiogênico no teste do campo aberto e no 

labirinto em cruz elevado (FRYE; WALF, 2002; SMITH et al., 2006; WALF; 

SUMIDA; FRYE, 2006). Dessa forma, a hipótese a ser testada é que a 
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administração aguda de finasterida nas ratas em diestro não seja capaz de 

alterar o comportamento, mas que em proestro essa droga terá um efeito 

panicogênico devido à queda nos níveis da ALLO. 
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2. OBJETIVO GERAL 

Analisar a influência do ciclo estral e de fármacos que alteram a síntese de 

esteróides, mais especificamente, a fluoxetina e a finasterida, no comportamento 

de fuga de ratas expostas ao desafio respiratório da hipóxia. Nesses mesmos 

animais, avaliar o perfil de ativação neuronal subjacentes as alterações 

comportamentais observadas, com foco no NDR e SCP. 

2.1  Objetivos específicos 

▪ Comparar o comportamento de ratos e ratas, nas diferentes fases do 

ciclo estral, durante a exposição ao teste da hipóxia, bem como analisar 

o perfil de ativação neuronal através de imunoistoquímica de dupla-

marcação para c-Fos e TPH no NDR e na SCP. 

▪ Analisar o efeito da administração aguda e sistêmica de FLX (1,75 ou 10 

mg/kg) no comportamento e no padrão de ativação neural do NDR e da 

SCP em ratas em diestro expostas à hipóxia.  

▪ Investigar os efeitos da administração aguda e sistêmica de finasterida 

(50 mg/kg) no comportamento de ratas no proestro e diestro submetidas 

à hipóxia. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Foram utilizados ratos e ratas da linhagem Sprague Dawley, provenientes 

do Biotério Central da Universidade de São Paulo – Câmpus de Ribeirão Preto, 

com 8 a 9 semanas de idade no dia dos procedimentos experimentais. Os 

animais permaneceram no biotério do Laboratório de Farmacologia do 

Comportamento, onde ficaram alojados em grupos de 5 animais, em caixas de 

polipropileno (38 x 32x 18 cm), forradas com serragem, tendo livre acesso à água 

e comida durante todo o procedimento. O biotério foi mantido em condições 

padrões, com temperatura de 22±1ºC e com ciclos de claro-escuro de 12 horas, 

sendo o período iluminado (intensidade de 60 lux) das 7:00 às 19:00 horas. Os 

procedimentos experimentais adotados neste estudo foram aprovados pelo 

comitê de ética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (protocolo número: 

189/18). Todos os esforços foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais 

e reduzir o número de animais utilizados. 

 

3.2 Esfregaço vaginal 

Todas as ratas passaram por um procedimento de esfregaço vaginal para 

a determinação do estágio de seu ciclo estral. O esfregaço vaginal foi coletado 

pela manhã (08:00-09:00 h), por 5 dias consecutivos antes dos experimentos, 

sendo que em cada um desses dias, os animais foram manipulados pelo 

experimentador por 5 minutos, antes do procedimento. Para a coleta do 

esfregaço vaginal, uma alça de inoculação foi esterilizada em chama, 

mergulhada em água estéril e, em seguida, inserida suavemente na vagina para 

coletar as células, que foram então espalhadas em uma lâmina de vidro. Os 

esfregaços foram corados com um conjunto de coloração Panótico Rápido 

(Laborclin, Brasil), que consiste em 3 soluções nas quais as lâminas foram 

mergulhadas na seguinte sequência: 1ª: triarilmetano a 0,1%, 2ª: xantenos a 

0,1% e 3ª: tiazinas a 0,1%.  
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Com base na citologia vaginal, os estágios do ciclo foram classificados 

como proestro: predominância de células nucleadas epiteliais; estro: 

predominância de células queratinizadas; metaestro: predominância de 

leucócitos com núcleos lobulares bem definidos; e diestro: predominância de 

leucócitos amorfos e desintegrantes (Figura 2; BRACK; LOVICK, 2007; DEVALL 

et al., 2015). Apenas ratas que apresentavam um ciclo regular foram utilizadas 

para o presente estudo. Os ratos machos utilizados no experimento 1 foram 

submetidos individualmente ao procedimento de manipulação e a uma 

simulação de coleta de esfregaço vaginal, pelo mesmo período de tempo 

descrito acima para as fêmeas. Esta simulação consistiu em segurar os animais 

machos da mesma forma que as fêmeas, mas sem qualquer estímulo adicional. 
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Figura 2: Fotomicrografia ilustrando as quatro fases do ciclo estral (A: Proestro; 
B: Estro; C: Metaestro; D: Diestro) obtidas pelo esfregaço vaginal e 
subsequente coloração com panóptico rápido. As flechas verdes representam 
células nucleadas epiteliais; flechas amarelas representam células 
queratinizadas; flechas azuis representam leucócitos com núcleos lobulares 
bem definidos; flechas vermelhas representam leucócitos amorfos e 
desintegrantes. Barra de escala = 50μm. 

 

3.3 Drogas 

Foram utilizados o cloridrato de fluoxetina (Cristália, Brasil), que foi diluído 

em solução salina 0,9% com 2% de Tween 80. Já a finasterida (Zhejiang Xianju 

Junye Pharmaceutical Industry Co., China) foi diluída solução salina 0,9% com 

5% Tween 80. 

  

3.4 Aparato experimental 

A câmara de exposição à hipóxia (Figura 3) é constituída por uma arena 

cilíndrica (25 cm de diâmetro) com paredes de acrílico transparente (35 cm 

de altura), vedada hermeticamente, contendo 2 válvulas. A primeira, 

localizada na parte superior da câmara, é conectada à uma bomba de ar e 

um cilindro de nitrogênio (N2), enquanto a segunda, localizada na parte 
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inferior da câmara, é acoplada a um analisador de gás (ML206 Gas Analyzer; 

AD Instruments, Austrália), que monitora continuamente as concentrações 

dos gases dentro da câmara. A hipóxia é induzida pela administração de N2 

a uma taxa de fluxo de 4,5 L/min, por aproximadamente 4 minutos. As 

concentrações de O2 monitoradas pelo analisador de gás foram exibidas em 

um software (PowerLab) executando o programa Chart 5 (AD Instruments). 

 

 

Figura 3: Câmara experimental utilizada na exposição de ratos à hipóxia 

 

3.5 Protocolo experimental 

 

Experimento 1: Comparação do comportamento de ratos e de ratas, nas 

diferentes fases do ciclo estral, após a exposição ao teste da hipóxia, e 

análise do perfil de ativação neuronal através de imunoistoquímica de 

dupla-marcação para c-Fos e TPH no NDR e na SCP 
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Procedimento comportamental 

Um dia antes do desafio de hipóxia e 15 minutos após a realização do 

esfregaço vaginal, ou da simulação feita em machos, cada animal foi colocado 

individualmente na câmara experimental. Durante esta sessão de habituação, ar 

ambiente foi liberado na câmara a uma taxa de fluxo de 4,5 L/min por 15 minutos, 

para familiarizar os animais ao fluxo de gás e ao som do jato de ar e para evitar 

uma reação neofóbica à exposição subsequente à câmara. Vinte e quatro horas 

depois, uma nova coleta, ou simulação de esfregaço vaginal, foi realizada no 

horário regular e, 15 minutos depois, os animais foram colocados novamente na 

câmara experimental e submetidos ao desafio de hipóxia (grupo HOX), ou 

expostos ao ar atmosférico (grupo controle normóxia - NOX). Para todos os 

grupos, o ar ambiente foi liberado na câmara a uma taxa de fluxo de 4,5 L/min 

durante os primeiros 5 minutos. Para os animais alocados aleatoriamente no 

grupo HOX, o N2 foi então liberado na câmara (4,5 L/min) por aproximadamente 

4 minutos para atingir gradualmente uma concentração de 7% de O2. Neste 

ponto, a infusão de N2 foi suspensa e a condição de hipóxia foi mantida por 6 

minutos. Para os animais do grupo controle, o ar atmosférico foi liberado, na 

mesma vazão, pelo restante do período de teste (10 minutos). Os ratos foram 

então removidos da câmara e devolvidos à sua caixa de origem.  

Os seguintes grupos foram formados: machos em normóxia (machos/NOX, 

n = 5), machos em hipóxia (machos/HOX, n = 13), fêmeas em normóxia 

(femêas/NOX, n = 10) e fêmeas em hipóxia (fêmeas/HOX, n = 38). Este último 

grupo foi subdividido nos seguintes grupos, de acordo com o estágio do ciclo 

estral: proestro (PRO/HOX, n = 10), estro (EST/HOX, n = 8), metaestro 

(MET/HOX, n = 10) e diestro (DI/HOX, n = 10). 

O comportamento dos animais foi registrado durante todo o experimento 

usando uma câmera de vídeo conectada a um gravador de DVD. O número de 

saltos, considerados como tentativas de fuga, durante o desafio de hipóxia, foi 

computado manualmente off-line por um experimentador cego para os 

tratamentos utilizados. A atividade locomotora foi avaliada registrando-se a 

distância total percorrida nos primeiros 5 minutos do teste, quando os animais 



58 
 

foram expostos ao ar atmosférico. Para esta análise, foi utilizado um sistema de 

rastreamento de vídeo (ANY-Maze, EUA). 

Coleta e preparação tecidual 

Duas horas após o experimento, os animais foram profundamente 

anestesiados com uretana (1,25 g/kg; Sigma, EUA) e então perfundidos 

transcardialmente com solução salina tamponada com fosfato 0,01 M (PBS, pH 

7,4), seguido de paraformaldeído a 4% em PBS (pH 7,4) a 4°C. Os cérebros 

foram imediatamente removidos, pós-fixados por 2 horas na mesma solução 

fixadora, lavados em PBS e, em seguida, imersos em solução crioprotetora (30% 

de sacarose em PBS 0,2M, pH 7,4) a 4°C por 5 dias. Em seguida, os cérebros 

foram rapidamente congelados em isopentano em gelo seco e armazenados a -

20°C. Secções coronais seriais de 40 μm de espessura contendo o NDR e a 

SCP foram cortadas em três sets usando um criostato (Leica Microsystems, 

Alemanha) e armazenadas em PBS. Apenas um dos três sets foi utilizado para 

realizar a imunoistoquímica.  

 

Procedimento imunoistológico 

As seções do encéfalo contendo o NDR e SCP foram duplamente 

imunomarcados para proteína c-Fos e TPH, usando uma metodologia de 

imunoistoquímica “free floating” conduzida em um agitador orbital. O protocolo 

utilizado foi baseado em estudo anterior em nosso laboratório (VILELA-COSTA 

et al., 2019). Primeiramente, a coloração para c-Fos foi realizada da seguinte 

forma: os cortes foram lavados 3 vezes em PBS e a peroxidase endógena foi 

inativada por imersão em peróxido de hidrogênio a 1% em PBS por 10 minutos, 

seguido de lavagem em PBS 4 vezes. As secções de tecido foram então 

incubadas em uma solução bloqueadora de 1% de albumina sérica bovina (BSA) 

em PBS por 30 minutos e, depois, incubadas durante a noite com um anticorpo 

policlonal de coelho anti-c-Fos (ABE457, 1:1000; Merck, Alemanha). Após 

incubação no anti-soro primário, os cortes foram lavados em PBS e, 

posteriormente, incubados por 2 horas com anticorpo de cabra anti-coelho 

biotinilado (1:1000, Vectastain; Vector Laboratories, EUA). Os cortes de tecido 

foram então incubados por 2 horas em complexo avidina-biotina (kit Vectastain 
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ABC, Vector Laboratories). A imunorreatividade de c-Fos foi revelada após a 

imersão dos cortes em uma solução contendo 0,02% de tetracloridrato de 3,3'-

diaminobenzidina (DAB), 0,0015% de peróxido de hidrogênio e 0,05% de sulfato 

de níquel amônio em PBS por 10 minutos.  

Após a conclusão da imunocoloração para c-Fos, as seções de tecido 

foram lavadas 4 vezes em PBS e processadas para imunocoloração TPH. Para 

isso, os cortes foram incubados durante a noite com anticorpo policlonal anti-

TPH de ovelha (AB1541, 1:1000; Millipore, EUA). Após a incubação no anticorpo 

primário, os cortes foram lavados em PBS, sequencialmente incubados por 2 

horas com anticorpo anti-ovelha biotinilado (PK-6106, 1:1200; Vectastain, Vector 

Laboratories) e lavados 3 vezes com PBS. Os cortes foram então incubados com 

complexo avidina-biotina (kit Vectastain ABC, Vector Laboratories) por uma hora 

e lavados 3 vezes em PBS. A imunorreatividade da TPH foi revelada após a 

imersão dos cortes em uma solução contendo 0,02% de DAB e 0,0015% de 

peróxido de hidrogênio em PBS por 10 minutos. As seções foram então lavadas 

4 vezes em PBS para parar a reação. As seções de tecido foram então montadas 

em lâminas de vidro revestidas com gelatina, desidratadas em uma série de 

álcool graduada, clareadas em xilol e cobertas com lamínula usando meio de 

montagem histológico Permount (Fisher Scientific, Reino Unido). 

 

Análises e quantificações 

Para os procedimentos de imunoistoquímica, os encéfalos marcados 

foram visualizados em um microscópio (Olympus DX50- Tóquio, Japão) e 

fotomicrografias representativas foram feitas com uma câmera digital conectada 

a um computador com o software Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, EUA). 

A imunocoloração c-Fos foi visualizada como produto de reação marrom-preto 

localizado no núcleo. A imunorreatividade do TPH apresentou-se como produto 

de imunorreação marrom-alaranjado, localizado no citoplasma e dendritos 

proximais. Somente aqueles perfis imunorreativos com um limite bem definido e 

produto de imunorreação estendendo-se até os dendritos proximais foram 

aceitos para contagem. As contagens de células foram realizadas com 

ampliação de 200x por um investigador cego aos grupos experimentais. O 
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número total de células imunorreativas c-Fos (c-Fos-IR), neurônios 

imunorreativos a TPH (TPH-IR), ou neurônios duplamente imunomarcados c-Fos 

+ TPH (c-Fos + TPH-IR) nas diferentes subregiões do NDR foram analisados em 

quatro níveis do eixo rostrocaudal (a saber, eixos rostral, médio-rostral, médio-

caudal e caudal). Já com relação as colunas da SCP, o número de células c-

Fos-IR foi quantificado em três níveis do eixo rostrocaudal (a saber, eixos rostral, 

médio e rostral). As divisões e coordenadas do NDR e SCP utilizadas neste 

estudo foram realizados com base em estudos anteriores (SPIACCI; COIMBRA; 

ZANGROSSI, 2012; VILELA-COSTA et al., 2019; YAMASHITA et al., 2017). Em 

cada nível, duas a três seções imunomarcadas foram selecionadas para 

contagem e os resultados obtidos foram calculados em média. Em cada secção, 

uma área conhecida foi desenhada eletronicamente para delinear os limites dos 

diferentes subnúcleos do NDR ou SCP, conforme definido no atlas de Paxinos e 

Watson (2006). O número de células marcadas dentro da área foi contado e a 

densidade celular (células/mm2) calculada. 

As amostras do NDR variaram entre -6,84 e -9,00 mm caudal ao bregma. 

As subdivisões analisadas foram: o DRD no nível rostral (-6,84 a -7,08 mm do 

bregma), o DRD, DRV e nas alDR no medio-rostral (-7,20 a -7,80 mm do bregma) 

e médio-caudal (-7,92 a -8,28 mm do bregma), e o DRC e DRI no nível caudal (-

8,52 a -9,00 mm do bregma). O número de células nas alDR foi a soma das 

células contadas nos lados direito e esquerdo deste subnúcleo. Na SCP, o 

número de células c-Fos-IR foi analisado da seguinte forma: nos níveis rostral (-

6,60 a -6,84 mm do bregma) e médio (-7,32 a -7,80 mm do bregma), as colunas 

contabilizadas foram a dmSCP, dlSCP, lSCP e vlSCP. No nível caudal (-8,28 a -

8,52 mm do bregma), as colunas investigadas foram a dmSCP, lSCP e vlSCP. 

O número de células contabilizadas em cada secção contendo a dlSCP, lSCP 

ou vlSCP representa a soma das células contadas nos lados esquerdo e direito 

dessas colunas. 

Nesse experimento, comparamos o efeito da hipóxia em cortes encefálicos 

de machos e de fêmeas em proestro (baixa resposta comportamental à hipóxia) 

e diestro (resposta comportamental aumentada à hipóxia). Em relação ao grupo 

controle (normóxia) de fêmeas, uma vez que os experimentos não indicaram 

diferenças comportamentais entre as fases do ciclo estral, o grupo fêmeas/NOX 
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formado para as análises imunoistológicas incluiu cortes encefálicos de todas as 

quatro fases do ciclo (PRO = 1; EST = 3; MET = 1; DI = 2).  

Para quantificação, selecionamos o material em que a coloração 

imunoistológica foi ideal. Por isso, o número de animais utilizados para a análise 

imunoistoquímica é menor do que para as análises comportamentais. 

 

Experimento 2: Análise do efeito da administração aguda e sistêmica de 

FLX (1,75 e 10 mg/kg) no comportamento e no padrão de ativação neural 

do NDR e da SCP em ratas em diestro expostas à hipóxia.  

Nesse experimento, foram utilizadas apenas fêmeas em diestro. As ratas 

foram manipuladas diariamente pelo experimentador e submetidos à coleta de 

esfregaço vaginal por 5 dias para avaliação da regularidade do ciclo, conforme 

já descrito. Esse procedimento diário foi então continuado até a observação da 

próxima fase de metaestro. Neste dia, 15 minutos após a coleta do esfregaço 

vaginal, os animais foram colocados individualmente na gaiola experimental por 

15 minutos para se habituarem às condições do teste, conforme descrito no 

experimento anterior. Posteriormente, no mesmo dia, entre 16:30 e 17:00 h, após 

serem alocados aleatoriamente em seus grupos de tratamento, os animais foram 

injetados intraperitonealmente (i.p.) com FLX 1,75 ou 10 mg/kg ou solução 

veículo. No dia seguinte, no horário regular da manhã (8:00-9:00 h), uma nova 

coleta de esfregaço vaginal foi realizada para confirmar que as fêmeas estavam 

em diestro. Nos casos positivos, 15 minutos depois, elas foram injetadas com 

FLX (1,75 ou 10 mg/kg i.p.) ou solução de veículo, em concordância com a 

administração realizada no dia anterior. Uma hora depois, todos os animais 

foram submetidos ao desafio de hipóxia, conforme descrito no experimento 1. 

Foram formados os seguintes grupos: veículo (n = 8), FLX 1,75 mg/kg (FLX 1,75, 

n = 8) e FLX 10 mg/ kg (FLX 10, n = 8).  

A dose baixa de FLX e o protocolo de injeção foram selecionados com base 

em estudos anteriores (DEVALL et al., 2015; MACHADO FIGUEIREDO et al., 

2019). Já a maior dose foi baseada também em estudos anteriores (SPIACCI et 

al., 2015; VILELA-COSTA et al., 2019).  
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Da mesma forma que no primeiro experimento, a perfusão e a coleta dos 

encéfalos foram realizados duas horas após o teste comportamental. Os 

procedimentos subsequentes ao teste comportamental foram feitos conforme 

descritos no experimento 1. 

 

Experimento 3: Investigação dos efeitos da administração aguda e 

sistêmica de finasterida no comportamento de ratas no proestro e diestro 

submetidas à hipóxia. 

Nesse experimento, as ratas passaram pelos procedimentos de manuseio 

e esfregaço vaginal conforme descritos na sessão 3.3. O esfregaço diário 

continuou até a observação da próxima fase de metaestro ou diestro. Nesse dia, 

15 minutos após a coleta do esfregaço vaginal, os animais foram colocados 

individualmente na gaiola experimental por 15 minutos para se habituar às 

condições de teste. No dia seguinte, no horário regular da manhã (8:00 - 9:00 h), 

uma nova coleta de esfregaço vaginal foi realizada para confirmar que as ratas 

estavam ou no diestro ou no proestro. Em casos positivos, 15 minutos depois, 

elas foram injetadas sistemicamente (i.p.) com finasterida (FIN; 50 mg/kg) ou 

solução veículo. Após 30 minutos, os animais passaram pelo teste 

comportamental. Os seguintes grupos foram formados: PRO/Veículo, n = 6; 

PRO/FIN, n = 5; DI/Veículo, n = 6; e DI/FIN, n = 6).  

A dose utilizada e o método de diluição foram baseadas em estudos prévios 

(FRAU et al., 2017a, 2017b; RHODES; FRYE, 2001). 

 

3.6 Análise estatística 

No experimento 1, os dados comportamentais foram analisados por análise 

de variância (ANOVA) de duas vias tendo como fatores independentes o teste e 

o sexo. A ANOVA de uma via foi usada para comparar fêmeas em diferentes 

estágios do ciclo estral. No experimento 2, os dados comportamentais foram 

analisados por ANOVA de uma via. Já no experimento 3, os dados foram 

analisados utilizando a ANOVA de duas vias, sendo os fatores independentes a 
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fase do ciclo e o tratamento, além de teste t de Student entre os grupos não 

tratados farmacologicamente. 

Quanto à contagem de células, no experimento 1, o número de células c-

Fos-IR ou TPH-IR contadas no NDR e de células c-Fos-IR na SCP foi analisado 

separadamente para machos e fêmeas pelo teste t de Student e ANOVA de uma 

via, respectivamente. No experimento 2, foi utilizada ANOVA de uma via.  

Em todos os casos, quando apropriado, comparações post hoc foram 

realizadas com o teste de Duncan. As análises estatísticas foram realizadas no 

software SPSS Statistics 20.0 (IBM SPSS Statistical, EUA). O nível de 

significância foi estabelecido em p ⩽ 0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1  Experimento 1: Comparação do comportamento de 

ratos e de ratas, nas diferentes fases do ciclo estral, após a 

exposição ao teste da hipóxia, e análise do perfil de ativação 

neuronal através de imunoistoquímica de dupla-marcação 

para c-Fos e TPH no NDR e na SCP 

 

4.1.1 Análises comportamentais 

A figura 4A mostra que a exposição à hipóxia provocou saltos em direção 

ao teto da câmara de gás em ambos os sexos. Este comportamento ativo não 

foi observado em nenhum dos animais expostos ao ar atmosférico. A ANOVA de 

duas vias revelou um efeito significativo do desafio respiratório [F(1, 62) = 12,36; 

p < 0,001], mas não do sexo [F(1, 62) = 2,20; NS], nem interação entre o desafio 

e o sexo [F(1, 62) = 2,20; NS]. Quando apenas machos e fêmeas expostas à 

hipóxia são avaliados, o teste t de Student mostrou que as fêmeas expressam 

maior número de saltos do que os machos [t(48) = 6,117; p < 0,001].  

Para avaliar o efeito da hipóxia nas diferentes fases do ciclo estral, as 

fêmeas foram subdivididas de acordo com a fase do ciclo, com base na citologia 

vaginal. As ratas em todas as fases saltaram durante a hipóxia, mas esse 

comportamento foi maior nas fêmeas em diestro (Figura 4B). A ANOVA de uma 

via mostrou uma diferença significativa entre as fases do ciclo estral [F(3, 37) = 

4,41; p < 0,01) e as comparações post hoc mostraram que as fêmeas em diestro 

saltaram significativamente mais do que aquelas na fase de proestro. 

 

 



66 
 

 
Figura 4: (A) Número de saltos realizados por machos e fêmeas durante a exposição ao 
ar atmosférico (normoxia - NOX) ou 7% O2 (hipóxia - HOX) (machos/NOX, n = 5; 
machos/HOX, n = 13; fêmeas/NOX, n = 10; fêmeas/HOX, n = 38). (B) Efeito da 
exposição à hipóxia de fêmeas em diferentes fases do ciclo (proestro - PRO/HOX, n = 
10; estro - EST/HOX, n = 8; metaestro - MET/HOX, n = 10; diestro - DI/HOX, n = 10) no 
número de saltos. Os dados são expressos como média ± erro-padrão médio (EPM). *p 
< 0,01 e **p < 0,001 em relação ao respectivo grupo controle (NOX); &p<0,001 em 
relação ao grupo PRO/HOX. 

 
 

Com relação à atividade locomotora nos 5 minutos iniciais do teste, a 

Tabela 1 mostra que não houve diferença significativa entre os grupos quando 

comparados machos e fêmeas [Sexo: F(1,62) = 0,60, NS; Teste: F(1,62) = 3,47, 

NS; Interação: F(1,62) = 0,10, NS] e fêmeas nas diferentes fases do ciclo [F(3,37) 

= 1,23, NS]. 
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Tabela 1: Distância percorrida (Média ± EPM) sob normóxia durante os primeiros cinco 

minutos de teste de animais do experimento 1. 

Sexo/Teste Distância percorrida (m) ± EPM 

     Machos 
 

 

     NOX 3,14 ± 0,40 

     HOX 

 

    Fêmeas 

    NOX 

    HOX 

 

   Ciclo Estral 

      PRO/HOX 

     EST/HOX 

      MET/HOX 

      DI/HOX 

3,80 ± 0,34 

 

 

3,47 ± 0,22 

3,94 ± 0,15 

 

 

4,41 ± 0,39 

3,85 ± 0,30 

3,68 ± 0,22 

3,82 ± 0,24  

Nesse experimento, os dados foram primeiramente analisados pela ANOVA de duas vias, tendo 

como fatores independentes o teste e o sexo. Na sequência, para comparação das fases do ciclo 

estral, a ANOVA de uma via foi utilizada. NOX= normóxia, HOX= hipóxia, PRO= proestro, EST= 

estro, MET= metaestro, DI= diestro. 

 

 

4.1.2 Análises imunoistológicas 

Tanto nos ratos machos quanto nas fêmeas, as células TPH-IR estavam 

presentes em todo o NDR, mas não na SCP (Figura 5). O produto de 

imunorreação nuclear para c-Fos em marrom-preto foi observado em todos os 

subnúcleos do NDR e em todas as diferentes colunas da SCP (Figura 5).  
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Figura 5: Fotomicrografias representando células c-Fos-IR e TPH-IR nas alDR (a-d) 
e c-Fos-IR na dmSCP (e-h) de animais representativos dos diferentes grupos 
testados no experimento 1. Caixas pretas no canto inferior direito de cada painel 
indicam regiões mostradas em maior ampliação. As pontas de seta brancas indicam 
células TPH-IR; pontas de seta cinza indicam células c-Fos-IR. Aq = aqueduto 
cerebral. Barra de escala = 100 μm (a–e) e 50 μm (f–j). 
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Quanto ao NDR, a exposição ao desafio de hipóxia não alterou o número 

de células TPH-IR presentes nos diferentes subnúcleos em machos no eixo 

rostral [DRD: t(7) = 0,66; NS], médio-rostral [DRD: t(7) = 0,19; NS, DRV: t(7) = 

2,71; NS, alDR: t(7) = 0,11; NS], médio-caudal [DRD: t(7) = 0,27; NS, DRV: t(7) 

= 0,12; NS, alDR: t(7) = 1,17; NS] e caudal [DRC: t(7) = 0,14; NS, DRI: t(7) = 

2,04; NS] ou em fêmeas no eixo rostral [DRD: F(2,18) = 2,11; NS], médio-rostral 

[DRD: F(2,18) = 0,82; NS, DRV: F(2,18) = 1,67; NS, alDR: F(2,18) = 0,60; NS], 

médio-caudal [DRD: F(2,18) = 1,00; NS, DRV: F(2,18) = 1,06; NS, alDR: F(2,18) 

= 1,76; NS] e caudal [DRC: F(2,18) = 0,21; NS, DRI: F(2,18) = 0,34; NS] (Tabela 

2).  

Nenhuma célula c-Fos + TPH duplamente marcada foi detectada no NDR. 

 

Tabela 2: Número (media ± EPM) de neurônios TPH-IR medidos nos diferentes subnúcleos do 

NDR no experimento 1.           

 

Nível 

Rostrocaudal  

(mm do 

bregma) 

 

 

 

Subnúcleo 

 

Número de neurônios TPH-IR mm2 ± EPM 

 

  

Machos/NOX  Machos/HOX  Fêmeas/NOX  PRO/HOX DI/HOX 

       

-6,84 a -7,08 DRD 523,91 ± 21,26 561,21 ± 26,32 470,34 ± 30,80 398,20 ± 22,86 507,02 ± 46,23 

-7,20 a -7,80 DRD 413,23 ± 9,61 503,63 ± 35,80 426,24 ± 24,06 476,02 ± 31,79 464,74 ± 28,89 

DRV 571,74 ± 15,56 657,60 ± 23,11 591,11 ± 29,12 646,16 ± 22,00 646,81 ± 22,02 

alDR 380,00 ± 19,67 334,77 ± 22,27 373,47 ± 15,78 348,67 ± 23,46 379,16 ± 21,13 

-7,92 a -8,28 DRD 369,08 ± 20,13 387,76 ± 29,00 340,19 ± 9,10 365,38 ± 24,26 384,25 ± 28,33 

DRV 430,69 ± 35,91 444,04 ± 22,09 464,16 ± 16,11 509,92 ± 49,94 437,45 ± 34,79 

alDR 122,85 ± 6,83 119,42 ± 13,08 115,02 ± 3,45 133,19 ± 7,72  113,57 ± 10,03 

-8,52 a -9,00 DRC 451,34 ± 27,51 467,96 ± 22,80 410,82 ± 25,52 419,65 ± 35,19 433,98 ± 20,30 

DRI 553,41 ± 73,97 621,55 ± 18,26 545,87 ± 37,97 577,16 ± 49,98 595,01 ± 43,05 

Neste experimento, os dados foram submetidos a testes estatísticos distintos. Os dados de machos foram submetidos ao teste T de 

Student e das fêmeas foi submetido a ANOVA de uma via, em cada subnúcleo ao longo do eixo rostro-caudal. NOX: normóxia; HOX:  

hipóxia;  PRO: proestro; DI: diestro; DRC: caudal; DRD: dorsal; DRI: interfascicular; DRV: ventral;  alDR: asas laterais; TPH: triptofano 

hidroxilase 
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Com relação à ativação neuronal do NDR, nos machos, a exposição à 

hipóxia, induziu um aumento significativo no número de células c-Fos-IR nas 

alDR nos eixos médio-rostral [t(7) = 11,27; p < 0,001] e médio-caudal [t(7) = 5,92; 

p < 0,001], mas não em outros subnúcleos. Nas fêmeas, a ANOVA de uma via 

também revelou um aumento em c-Fos-IR nas alDR tanto no eixo médio-rostral 

(F(2, 18) = 112,14; p <0,001) quanto no médio-caudal [F(2, 18) = 47,14; p < 

0,001], mas não em outras regiões do NDR (Figura 6). O teste post hoc revelou 

que este efeito é significativo na fase de diestro, quando o número de células c-

Fos-IR aumentou cinco vezes em comparação com o grupo normóxia. Ratas em 

proestro mostraram um aumento muito menor (duas vezes), mas significativo, 

nas células marcadas apenas nas alDR no nível médio-rostral. 
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Figura 6: Número (média ± EPM) de células c-Fos-IR contadas nos diferentes 
subnúcleos do NDR de machos e fêmeas expostos a normóxia ou à hipóxia 
(machos/NOX, n = 4; machos/HOX, n = 5; fêmeas/NOX, n = 7; PRO/HOX, n = 6; 
DI/HOX, n = 8). * p <0,01 e ** p <0,001 em comparação com o respectivo grupo 
controle (NOX); + p <0,001 em comparação com todos os outros grupos. 
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Quanto à ativação neuronal na SCP, números semelhantes de células c-

Fos-IR estavam presentes em todas as colunas de machos e fêmeas mantidos 

em normóxia (Figura 7). Após a exposição à hipóxia, os machos apresentaram 

um aumento significativo no número de neurônios c-Fos-IR na dmSCP, nos 

níveis rostral [t(7) = 4,83; p < 0,01], médio [t(7) = 5,43; p < 0,001] e caudal [t(7) = 

4,50; p < 0,01] e também na vlSCP no nível mais rostral [t(7) = 2,06; p < 0,01] 

(Figura 7). Nas fêmeas, a ANOVA de uma via também mostrou diferenças 

significativas entre os grupos na dmSCP, nos níveis rostral [F(2, 18) = 16,15; p 

< 0,001], médio [F(2, 18) = 39,77; p < 0,001] e caudal [F(2, 18) = 58,47; p < 0,001] 

e também na vlSCP rostral [F(2, 18) = 6,76; p < 0,01]. O teste post hoc mostrou 

que em todos os níveis da dmSCP, a exposição à hipóxia aumentou o número 

de células c-Fos-positivas, tanto durante a fase de proestro quanto de diestro, 

quando comparado com a normóxia. No entanto, o efeito foi mais de duas vezes 

maior durante o diestro quando comparado ao proestro. Como observado em 

ratos machos, as fêmeas em diestro, mas não aquelas em proestro, também 

apresentaram um aumento significativo no número de células c-Fos-IR na vlSCP 

rostral durante a hipóxia (Figura 7). 
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Figura 7: Número (média ± EPM) de células c-Fos-IR contadas nas diferentes 
colunas da SCP de machos e fêmeas expostos à normóxia ou à hipóxia 
(machos/NOX, n = 4; machos/HOX, n = 5; fêmeas/NOX, n = 7; PRO/HOX, n = 
6; DI/HOX, n = 8). * p <0,01 e ** p <0,001 em comparação com o respectivo 
grupo controle (NOX); + p <0,001 em comparação com todos os outros grupos. 

 

4.2 Experimento 2: Analise do efeito da administração 

aguda e sistêmica de FLX no comportamento e no padrão 

de ativação neural do NDR e da SCP em ratas em diestro 

expostas à hipóxia. 

 

 

4.2.1 Análises comportamentais 

Neste experimento, testamos se o tratamento agudo com FLX (1,75 ou 10 

mg/kg) evitaria o aumento do número de saltos observados em fêmeas no diestro 

submetidas ao desafio de hipóxia (Figura 8). A ANOVA de uma via revelou uma 

diferença significativa entre os grupos de tratamento [F(2, 21) = 45,35; p < 0,001] 
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e o teste post hoc mostrou que as fêmeas que receberam a dose mais baixa 

(1,75 mg/kg), mas não a mais alta (10 mg/kg) de FLX, saltaram 

significativamente menos do que os animais tratados com solução veículo.  

 

Figura 8: Efeito do tratamento (i.p.) com FLX (1,75 ou 10 mg/kg, n = 8 cada grupo) ou 
solução de veículo (n = 8) no número de saltos de ratas em diestro expostas ao desafio 
de hipóxia. Os dados são expressos como média ± EPM. +p < 0,001 em relação aos 
demais grupos. 

 

 Não foram observadas diferenças entre os grupos na atividade 

locomotora [F(2,21) = 1,80, NS], como pode ser observado na tabela 3. 

 

Tabela 3: Distância percorrida (Média ± EPM) sob normóxia durante os cinco primeiros 

minutos de teste de fêmeas em diestro no experimento 2. 

Grupo Experimental Distância percorrida (m) ± EPM 

     Veículo 3,67 ± 0,27 

     FLX 1,75  3,32 ± 0,46 

     FLX 10 2,79 ± 0,23 

Nesse experimento a ANOVA de uma via foi utilizada. FLX= fluoxetina 
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4.2.2 Análises imunoistológicas 

 

Da mesma maneira que no experimento 1, nesse experimento as células 

TPH-IR estavam presentes em todos os subnúcleos do NDR das fêmeas em 

diestro. No entanto, nenhuma célula duplamente marcada para c-Fos e TPH foi 

detectada. Não foram encontradas diferenças significativas no número de 

células TPH-IR no eixo rostral [DRD: F(2,17) = 1,44; NS], médio-rostral [DRD: 

F(2,17) = 2,09; NS, DRV: F(2,17) = 1,35; NS, alDR: F(2,17) = 0,90; NS], médio-

caudal [DRD: F(2,17) = 1,30; NS, DRV: F(2,17) = 1,92; NS, alDR: F(2,17) = 1,25; 

NS] e caudal [DRC: F(2,17) = 0,21; NS, DRI: F(2,17) = 0,92; NS] entre os grupos 

testados (Tabela 4). 

 

Nesse experimento, a ANOVA de uma via foi performada para cada subnúcleo no eixo rostro-

caudal. DRC= caudal, DRD= dorsal, DRI= interfascicular, DRV= ventral, alDR= asas laterais, 

TPH= triptofano hidroxilase, FLX= fluoxetina. 

 

Tabela 4: Número (média ± EPM) de neurônios TPH-IR medidos nos diferentes 

subnúcleos do NDR no experimento 2  

 

Nível 

Rostrocaudal  

(mm do bregma) 

 

 

Subnúcleos 

Número de neurônios TPH-IR em mm2 ± EPM 

 

Veículo FLX 1.75 FLX 10  

     

-6.84 a -7.08 DRD 380,81 ± 40,02 396,00 ± 33,86 368,97 ± 29,50 

-7.20 a -7.80 DRD 449,22 ± 15,43 392,01 ± 24,50 413,88 ± 20,10 

DRV 616,73 ± 35,24 606,09 ± 32,55 534,97 ± 45,10 

alDR 644,55 ± 36,35 623,86 ± 51,86 559,44 ± 46,93 

-7.92 a -8.28 DRD 525,74 ± 32,48 456,22 ± 39,91 463,51 ± 26,19 

DRV 590,54 ± 25,43 528,91 ± 28,28 517,26 ± 32,32 

alDR 253,64 ± 37,80 284,83 ± 28,08 216,63 ± 17,19 

-8.52 a -9.00 DRC 641,22 ± 48,37 632,12 ± 27,03 605,32 ± 41,63 

DRI 854,56 ± 95,22 794,64 ± 36,68 947,85 ± 94,93 
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No que tange à ativação neuronal no NDR, a fluoxetina teve um efeito 

significativo na expressão de c-Fos evocada pela hipóxia nas alDR (Figura 9). A 

ANOVA de uma via mostrou diferenças significativas entre os grupos no número 

de células c-Fos-IR nas alDR nos eixos medio-rostral [F(2, 17) = 47,05; p < 0,001] 

e médio-caudal [F(2, 17) = 34,27; p < 0,001]. O teste post hoc revelou que o 

número de células c-Fos-IR de fêmeas em diestro tratadas com a dose mais 

baixa de fluoxetina (1,75 mg/kg) foi significativamente menor do que no grupo 

controle tratado com veículo. Curiosamente, a dose mais alta de fluoxetina (10 

mg/kg) não teve efeito na expressão de c-Fos nas alDR. 
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Figura 9: Número (média ± EPM) de células c-Fos-IR contadas nos diferentes 
subnúcleos do NDR de fêmeas em diestro tratadas com solução veículo ou 
fluoxetina (FLX 1,75 ou 10 mg/kg) e submetidas ao desafio de hipóxia (veículo, n = 
7; FLX 1,75, n = 7; FLX 10, n = 6). Os dados são expressos como média ± SEM. +p 
< 0,001 em comparação com todos os outros grupos. 
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Quando avaliamos a SCP, a dose mais baixa de fluoxetina (1,75 mg/kg) foi 

capaz também de produzir uma redução de mais de 50% na expressão de c-

Fos-IR após a hipóxia em fêmeas no diestro. Este efeito foi confinado a dmSCP, 

nos níveis rostral [F(2, 17) = 37,27; p < 0,001], médio [F(2, 17) = 25,88; p < 0,001] 

e caudal [F(2, 17) = 28,03; p < 0,001] (Figura 10). Assim como no NDR, a dose 

mais alta de fluoxetina (10 mg/kg) não produziu efeito. 
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Figura 10: Número (média ± EPM) de células c-Fos-IR contadas nas diferentes 
colunas da SCP de fêmeas em diestro tratadas com solução veículo ou fluoxetina 
(FLX 1,75 ou 10 mg/kg) e submetidas ao desafio de hipóxia (veículo, n = 7; FLX 
1,75, n = 7; FLX 10, n = 6). Os dados são expressos como média ± SEM. +p < 0,001 
em comparação com todos os outros grupos. 
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4.3 Experimento 3: Efeitos da administração aguda e 

sistêmica de finasterida no comportamento de ratas no 

proestro e diestro submetidas à hipóxia. 
 

A figura 11 mostra que o tratamento com a finasterida em fêmeas no 

proestro promoveu um número maior de saltos quando comparadas ao seu 

respectivo grupo veículo, sem promover qualquer alteração comportamental na 

fase de diestro. A ANOVA de duas vias não mostrou efeito da fase do ciclo estral 

[F(1,19) = 0,03; NS], porém indicou o efeito do tratamento [F(1,19) = 9,50; p < 

0,05] e também da interação entre os fatores [F(1,19) = 4,86; p < 0,05]. Como no 

experimento 1, nas fêmeas sem tratamento farmacológico, as que estavam em 

diestro saltaram mais do que as em proestro [t(10) = 2,25; p<0,05]. 
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Figura 11: Número de saltos expressos por fêmeas nas fases de proestro (PRO) e 
diestro (DI) durante a exposição à hipóxia após a administração de veículo ou 
finasterida (FIN; 50 mg/kg) (PRO/Veículo, n = 6; PRO/FIN, n = 5; DI/Veículo, n = 6; 
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DI/FIN, n = 6). #p<0,05 em relação ao grupo PRO/Veículo; &p<0,05 em relação ao 
grupo PRO/Veículo. 
 
 

A tabela 5 mostra que não há diferenças entre os grupos experimentais 

com relação à atividade locomotora medida nos primeiros 5 minutos de teste. A 

análise estatística não apontou diferenças entre a fase do ciclo [F(1,19) = 0,04; 

NS], tratamento [F(1,19) = 2,49; NS] ou interação entre os fatores [F(1,19) = 0,01; 

NS].  

 

Tabela 5: Distância percorrida (Média ± EPM) sob normóxia durante os cinco primeiros 

minutos de teste de fêmeas em proestro e diestro tratadas com veículo ou finasterida 

(50 mg/kg) no experimento 3. 

Grupo Experimental Distância percorrida (m) ± EPM 

PRO/Veículo 3,02 ± 0,44 

PRO/FIN 2,37 ± 0,40 

DI/Veículo 

DI/FIN 

2,91 ± 0,39 

2,31 ± 0,33 

Neste experimento, a ANOVA de duas vias foi utilizada. PRO= Proestro, DI= Diestro, FIN= 
Finasterida 
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5. DISCUSSÃO 

 

Na primeira parte do presente estudo, buscamos avaliar o efeito do sexo e 

da fase do ciclo estral de ratas e ratos da linhagem Sprague Dawley no 

comportamento de fuga avaliado no teste da hipóxia. 

Os resultados comportamentais mostraram que machos e fêmeas são 

sensíveis ao teste da hipóxia, ou seja, que estes animais saltam em direção ao 

teto da câmara em resposta a baixa concentração de O2, comportamento este 

interpretado como uma resposta de fuga. No que concerne as diferenças 

sexuais, as fêmeas enquanto um grupo único, sem diferenciar as fases do ciclo, 

se mostraram mais responsivas ao teste do que os machos, sendo que estas 

saltaram o dobro em comparação a eles. Quando o ciclo estral é levado em 

consideração, maiores diferenças são observadas. As ratas na fase de diestro 

tiveram um nível de resposta significativamente maior quando comparadas à 

fase de proestro.  

É válido mencionar que a questão do aumento de saltos no teste da hipóxia 

durante o diestro não é um fator secundário relacionado à alterações na atividade 

motora dos animais, uma vez que a locomoção medida durante a normóxia 

imediatamente antes de iniciar o desafio de hipóxia, não foi afetada pelo estágio 

do ciclo estral. Além disso, sabe-se que, embora a exposição à hipóxia seja 

conhecida por provocar alterações fisiológicas que incluem aumento significativo 

da frequência respiratória e do volume corrente (HAMASHIMA; SHIBATA, 2016; 

LIN et al., 2005; PRETER; KLEIN, 2008; THOMAS; MARSHALL, 1995), a 

resposta ventilatória não é afetada pelo estágio do ciclo estral (MARQUES et al., 

2017). Portanto, ratas em todos os estágios de seu ciclo parecem ser igualmente 

propensas a ter um acréscimo na demanda metabólica devido ao aumento da 

atividade de saltos. Dessa maneira, o aumento da reação de fuga observado 

durante o diestro parece ser, portanto, devido ao aumento da resposta emocional 

em frente ao estressor, e não secundário a alterações fisiológicas induzidas pela 

hipóxia. 

Trabalhos prévios de nosso laboratório mostraram que ratos da linhagem 

Wistar também são responsivos ao teste da hipóxia. No entanto, esses 
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resultados foram inicialmente obtidos apenas com animais machos 

(FERNANDES et al., 2019; SPIACCI et al., 2015). Dessa forma, é importante 

ressaltar que o presente estudo é o primeiro trabalho a mostrar as diferenças 

entre machos e fêmeas, além do efeito das diferentes fases do ciclo estral neste 

modelo experimental. Trabalho mais recente, realizado por Ferreira-Sgobbi e 

colaboradores (2022), que conta com a minha co-autoria (ver anexo 8.2), mostra 

que, como na linhagem Sprague-Dawley, ratas Wistar também expressam a 

resposta de saltos durante a hipóxia. Ademais, quando analisadas as fases do 

ciclo separadamente, o resultado vai de encontro ao observado aqui, ou seja, na 

fase de diestro as fêmeas saltam mais em direção ao teto da câmara 

comparadas àquelas na fase de proestro (FERREIRA‐SGOBBI et al., 2022). 

Neste mesmo estudo, também foram avaliados os comportamentos desses 

animais frente a um predador, uma serpente da espécie Bothrops alteratus. Os 

autores mostraram que tanto machos quanto fêmeas têm um aumento nos 

comportamentos de avaliação de risco, esquiva inibitória e de fuga quando 

colocadas frente a frente com o predador, além de uma diminuição na interação 

com a cobra. Da mesma forma, quando avaliada a questão do ciclo estral, as 

ratas em metaestro e diestro tiveram uma frequência maior de fuga, quando 

expostas à cobra, do que àquelas nas outras fases do ciclo, reforçando que nesta 

fase as fêmeas são mais susceptíveis ao pânico (FERREIRA‐SGOBBI et al., 

2022). 

É ainda digno de nota que o aumento da responsividade à hipóxia pelas 

fêmeas em diestro parece estar em concordância com outros dados da literatura 

que avaliaram o comportamento de roedores em testes de pânico/medo. Como 

já mencionado na introdução, o trabalho realizado por Devall e colaboradores 

(2015) mostra que durante a estimulação elétrica da SCPd, as fêmeas em diestro 

têm um limiar menor para a evocação do comportamento de fuga em 

comparação as outras fases do ciclo (DEVALL et al., 2015). Outro estudo que 

mostrou uma maior susceptibilidade das fêmeas no diestro foi o realizado por 

Machado-Figueiredo e colaboradores (2019). Nesse estudo, os pesquisadores 

avaliaram a vocalização ultrassônica de ratos e ratas expostos ao estressor de 

restrição de isolamento, uma resposta relacionada ao grau de aversão à 

situação. Sendo assim, o resultado mostrou que na frequência de 20 a 22 kHz, 
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as fêmeas em diestro vocalizaram mais que àquelas em outras fases do ciclo, 

demonstrando a aversão aumentada à situação durante esse período do ciclo 

(MACHADO FIGUEIREDO et al., 2019).  

Curiosamente, no modelo do LTE, os resultados não pareceram ir na 

mesma direção. O estudo realizado por Gouveia Jr e colaboradores (2004) 

mostra que durante a esquiva inibitória as ratas em diestro iniciam o teste ficando 

mais tempo no braço fechado comparadas àquelas em outras fases do ciclo, 

sugerindo que nessa fase os níveis de ansiedade são mais elevados. No entanto, 

quando a fuga é avaliada, nenhuma diferença é encontrada entre os grupos 

analisados (GOUVEIA et al., 2004).  

Os trabalhos supramencionados são os poucos que buscaram avaliar a 

diferença do ciclo estral com comportamentos relacionados ao pânico. A grande 

maioria dos trabalhos que se preocuparam em avaliar a influência do ciclo foram 

realizados em testes de ansiedade. Em revisão recente, Lovick e Zangrossi 

(2021) abordaram com mais detalhes essa questão. Por exemplo, no LCE   

alguns trabalhos mostram não haver diferenças entre as fases do ciclo 

(FERNÁNDEZ-GUASTI et al., 1999; MOLINA-HERNÁNDEZ et al., 2013; NIN et 

al., 2012; SAKAE et al., 2015; SANTOS et al., 2014; SCHOLL et al., 2019), 

enquanto em outros, as ratas em diestro se mostraram mais ansiosas do que as 

que estavam em outras fases (DÍAZ-VÉLIZ; DUSSAUBAT; MORA, 1997; FRYE; 

PETRALIA; RHODES, 2000). Isso também ocorre no LTE e no campo aberto, 

nos quais, ou são encontrados resultados negativos (HIROI; NEUMAIER, 2006; 

SANTOS et al., 2014), ou as fêmeas em diestro se mostram mais ansiosas 

(FRYE; PETRALIA; RHODES, 2000; GOUVEIA et al., 2004).  

Apesar de não serem claras as razões para esses resultados conflitantes, 

alguns fatores devem ser levados em consideração. Por exemplo, nos estudos 

utilizando o LCE, há a formação de grupos através da junção de dados das fases 

do ciclo, geralmente proestro/estro e metaestro/diestro, o que dificulta uma 

análise mais apropriada da questão, já que em cada fase do ciclo os níveis 

hormonais de progesterona e estrogênio são diferentes e em constante mudança 

(DONNER; LOWRY, 2013).  
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Os nossos resultados, bem como os outros já apontados, destacam a fase 

de diestro como sendo aquela com maior reatividade a estímulos panicogênicos. 

Como já mencionado anteriormente, um evento importante que ocorre nessa 

fase do ciclo em comparação com as outras é a queda abrupta nos níveis de 

progesterona e, consequentemente da ALLO. Tendo em vista essa situação, na 

segunda parte do projeto, buscamos analisar a influência da administração de 

FLX no comportamento de ratas submetidas à hipóxia.  

Apesar do conhecimento de que a FLX é um antidepressivo muito utilizado 

na clínica para tratamento do transtorno de ansiedade generalizada e do pânico 

por alterar a neurotransmissão serotonérgica, a dose eficaz da droga utilizada 

nesse teste (1,75 mg/kg) está abaixo do limite para os efeitos sobre a 

neurotransmissão serotonérgica (DEVALL et al., 2015; HERVÁS; ARTIGAS, 

1998; PINNA; COSTA; GUIDOTTI, 2009). No entanto, essa dose já mostrou 

possuir propriedades esteroidogênicas, ou seja, que levam a um aumento na 

concentração do metabólito neuroativo da progesterona, a ALLO (DEVALL et al., 

2015; FRY et al., 2014; PINNA; COSTA; GUIDOTTI, 2009). Testamos também 

o efeito da administração aguda da dose de 10 mg/kg, que comumente é 

utilizada para se estudar o efeito da inibição seletiva da recaptação de serotonina 

em testes animais de ansiedade e de pânico (POLTRONIERI; ZANGROSSI; DE 

BARROS VIANA, 2003; VILELA-COSTA et al., 2019, 2021; ZANOVELI et al., 

2010).  

Observamos que o aumento do comportamento de fuga observado durante 

o diestro foi prevenido pelo tratamento de curto prazo com a dose de 1,75 mg/kg 

de FLX, mas não com a de 10 mg/kg. Novamente, é improvável que este efeito 

seja devido a uma alteração da atividade motora, uma vez que a droga, nessas 

doses, não teve efeito na locomoção nos 5 minutos anteriores à hipóxia. 

O efeito panicolítico da FLX em dose baixa encontrado aqui corrobora com 

resultados de estudos anteriores em ratas usando outros testes 

comportamentais (DEVALL et al., 2015; MACHADO FIGUEIREDO et al., 2019). 

Assim, no estudo realizado por Devall e colaboradores (2015), a dose de 1,75 

mg/kg de FLX foi capaz de aumentar o limiar para a evocação da fuga na 

estimulação elétrica da SCPd na fase de diestro, não demonstrando efeito nas 
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outras fases do ciclo (DEVALL et al., 2015). Ademais, no trabalho de Machado-

Figueiredo e colaboradores (2019), a mesma dose de FLX foi capaz de diminuir 

o número de vocalizações ultrassônicas não somente na frequência de 20 a 22 

kHz, como também nas frequências de 18 a 20 e 22 a 24 kHz, mostrando um 

efeito anti-aversivo da droga. Curiosamente, uma única administração de FLX 

no fim da tarde do metaestro, sem haver a segunda administração na manhã do 

diestro, foi ineficaz, sugerindo que a FLX precisa permanecer suficientemente 

elevada por pelo menos 15 horas para evitar um aumento na excitabilidade do 

circuito de pânico (MACHADO FIGUEIREDO et al., 2019). 

Em relação a dose maior de FLX, Zanoveli e colaboradores (2010) 

mostraram que em ratos machos ela produz uma aumento modesto na 

concentração extracelular de 5-HT na SCPd uma hora após a administração 

aguda (ZANOVELI et al., 2010). Em fêmeas no diestro, Devall e colaboradores 

(2015) mostram que a concentração de 5-HT na SCPd aumenta 

significativamente após uma dose única de 10 mg/kg de FLX administrada 16 

horas antes do teste, no fim da tarde do metaestro. Curiosamente nessas 

fêmeas, o mesmo protocolo de administração dupla de FLX na maior dose leva 

a uma diminuição na concentração extracelular de 5-HT na SCPd. Dessa forma, 

o resultado observado com a maior dose de FLX pode ter sido consequência da 

ativação autorreceptores somatodendríticos 5-HT1A inibitórios presentes em 

neurônios serotonérgicos do NDR (uma importante fonte de neurônios 

serotonérgicos para a SCP), o que deprimiria a atividade deste grupo neuronal 

(HAJÓS et al., 2001; RUTTER; AUERBACH, 1993), reduzindo a liberação de 5-

HT na SCPd (DEVALL et al., 2015).  

Na parte seguinte do presente estudo, buscamos investigar os mecanismos 

subjacentes às mudanças comportamentais observadas frente ao desafio da 

hipóxia e após a administração de FLX. Fizemos isso através da observação do 

padrão de ativação neuronal do NDR e da SCP refletido pela expressão de 

células c-Fos-IR e TPH-IR.  

Os resultados encontrados mostraram que, tanto em machos quanto em 

fêmeas, o desafio de hipóxia recrutou neurônios não-serotonérgicos nos 

subnúcleos alDR, dmSCP e, em menor extensão, na vlSCP. Além disso, vale 



88 
 

ressaltar que essas áreas do cérebro são recrutadas tanto nas fêmeas durante 

o proestro quanto no diestro, mas com o número de neurônios c-Fos-IR 

significativamente maior na última fase do ciclo, refletindo o maior nível de 

resposta ao estímulo panicogênico. De maneira interessante, a administração da 

FLX na dose de 1,75 mg/kg nas fêmeas em diestro foi capaz de diminuir o 

número de células c-Fos-IR nos subnúcleos supramencionados, o que não 

ocorreu no grupo administrado com a dose de 10 mg/kg.  

Outros trabalhos de nosso laboratório também observaram um padrão de 

ativação neuronal similar, porém utilizando o modelo do LTE. Nesses casos, 

após a expressão da fuga, os autores observaram o recrutamento das alDR e da 

dSCP, sendo que essa ativação também ocorreu em neurônios não-

serotonérgicos (SPIACCI; COIMBRA; ZANGROSSI, 2012; VILELA-COSTA et 

al., 2019). Já com relação ao efeito da administração da FLX na dose de 1,75 

mg/kg, vale ressaltar que este é o primeiro trabalho que mostra o seu efeito no 

padrão de ativação neuronal em estruturas encefálicas relacionadas ao pânico.  

Quanto a dose de 10 mg/kg, no estudo realizado por Vilela-Costa e 

colaboradores (2019), os autores mostram que essa dose administrada de 

maneira aguda também não foi capaz de atenuar a ativação das alDR e dmSCP 

após a exposição dos animais aos braços abertos do LTE (VILELA-COSTA et 

al., 2019). Isto, no entanto, ocorre nos animais tratados cronicamente com essa 

dose, quando há um aumento da liberação de 5-HT na SCPd (ZANOVELI et al., 

2010). 

É digno de nota que em nosso estudo, células serotonérgicas não foram 

ativadas pelo desafio de hipóxia. Estudos realizados em machos também 

mostram um nível muito baixo, ou mesmo a ausência de expressão de c-Fos em 

células serotonérgicas de alguns subnúcleos do NDR após diferentes desafios 

estressantes (BARATTA et al., 2018; LOPES et al., 2016; ROCHE et al., 2003; 

SPANNUTH et al., 2011; VILELA-COSTA et al., 2019). Problemas 

metodológicos também parecem improváveis, pois em um estudo anterior, 

também em machos, utilizando os mesmos métodos de processamento, foi 

possível ver o recrutamento de células serotonérgicas no NDR em ratos no LTE 

após tratamento crônico com FLX (VILELA-COSTA et al., 2019). Desse modo, 

pode haver diferenças sexuais no recrutamento de neurônios serotonérgicos nas 
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fêmeas pelos estímulos panicogênicos ou, alternativamente, o c-Fos pode não 

ser o marcador mais adequado de ativação neuronal neste caso. 

Por outro lado, vale a pena notar que outro estudo em ratos utilizando 

exposição ao CO2 (hipercapnia), os invés de O2, relatou ativação de células 

serotonérgicas no NDR, bem como na vlSCP (JOHNSON et al., 2005). 

Recentemente, nosso laboratório realizou um estudo em ratos para comparar a 

ativação funcional do NDR e da SCP em resposta à hipóxia e hipercapnia (dados 

não publicados). Os resultados encontrados confirmam os achados anteriores, 

mostrando uma ativação de neurônios serotonérgicos no NDR em resposta ao 

CO2, porém que esta população não é significantemente ativada na exposição à 

hipóxia. Além disso, no estudo realizado por Johnson e colaboradores (2011) os 

autores mostram uma ativação funcional de neurônios em toda a SCP em 

resposta ao CO2 (JOHNSON et al., 2011), enquanto em nosso estudo apenas a 

dmSCP e uma extensão limitada da vlSCP foram ativadas pela hipóxia. 

De fato, o uso de CO2 como estímulo panicogênico em ratos é controverso. 

Os neurônios da SCP de ratos são inerentemente mais sensíveis à hipóxia do 

que à hipercapnia (KRAMER; NOLAN; WALDROP, 1999). Essa sensibilidade 

parece ter uma base evolutiva, uma vez que os ratos, diferentemente de 

camundongos, não vivem em grandes altitudes, nas quais a concentração de O2 

é baixa e, portanto, essa espécie seria mais reativa a hipóxia (JOCHMANS-

LEMOINE et al., 2015; SPIACCI et al., 2018; STORZ et al., 2007). Foi 

demonstrado em ratos que, enquanto a hipóxia citotóxica induzida por cianeto 

de potássio evoca a resposta de fuga, que é sensível a drogas antipânico, a 

resposta ao CO2 se assemelha mais à excitação comportamental (AMÉNDOLA; 

RATUSKI; WEARY, 2019; SCHIMITEL et al., 2012). Sendo assim, a exposição 

ao CO2 em ratos parece inibir o sistema de pânico na SCP, via ativação de 

células serotonérgicas no NDR, enquanto a hipóxia ativa células não 

serotonérgicas, que inibem a ação daquelas serotonérgicas (para discussão 

desse ponto, ver SCHENBERG et al., 2014).   

Nossos dados não permitem tirar conclusões sobre a identidade 

neuroquímica dos neurônios não-serotonérgicos recrutados nas alDR em 

resposta ao desafio da hipóxia. Entretanto, evidências na literatura indicam que 
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eles possam ser GABAérgicos. As alDR contêm um grande número de 

interneurônios GABAérgicos (CALIZO et al., 2011; DAY et al., 2004; FU et al., 

2010), que exercem controle inibitório tônico sobre neurônios serotonérgicos no  

NDR (GERVASONI et al., 2000; TAO; AUERBACH, 2000, 2003; VARGA et al., 

2001; WANG et al., 2017). Em ratos submetidos ao nado forçado, que evoca o 

comportamento de enfrentamento ativo do tipo fuga (por exemplo, nadar, 

escalar), foi encontrado um aumento da expressão de c-Fos em neurônios 

GABAérgicos, mas não serotonérgicos, dentro das alDR (ROCHE et al., 2003). 

Curiosamente, após a exposição ao estresse do nado forçado nessa primeira 

tentativa, os níveis de serotonina diminuem em regiões inervadas pelo NDR, 

como septo lateral e amígdala (KIRBY; ALLEN; LUCKI, 1995; KIRBY; LUCKI, 

1997). Dessa maneira, é concebível que um mecanismo similar esteja operando 

na projeção serotonérgica do NDR para a SCP em resposta ao desafio da 

hipóxia.  

Assim como nas alDR, mais estudos ainda são necessários para desvendar 

o fenótipo neuroquímico de neurônios ativados na SCP pela hipóxia, porém há 

evidências de que eles sejam glutamatérgicos. Já é descrito na literatura que a 

SCP é uma estrutura rica em glutamato e seus receptores do tipo ácido N-metil-

D-aspartico (NMDA; ALBIN et al., 1990; TOLLE et al., 1993; COMMONS; 

VALENTINO, 2002). O estudo farmacológico realizado por Bittencourt e 

colaboradores (2004) mostrou que administração de glutamato na SCP de ratos 

era capaz de gerar comportamentos defensivos, como galopes, trotadas e 

saltos, especialmente quando realizadas na região dorsal dessa estrutura 

(BITTENCOURT et al., 2004). Além disso, em outras espécies como 

camundongos (CARVALHO-NETTO et al., 2009) e gatos (SCHUBERT; SHAIKH; 

SIEGEL, 1996), o mesmo padrão era observado, levando a sugestão de que os 

neurônios efetores da resposta comportamental de defesa na SCP eram 

majoritariamente glutamatérgicos.  

Mais recentemente, o estudo realizado por Tovote e colaboradores (2016), 

utilizando a optogenética, pode contribuir ainda mais no entendimento desta 

questão, ao explorar o papel da neurotransmissão glutamatérgica em diferentes 

colunas da SCP. Nesse estudo, os autores observaram que quando neurônios 

glutamatérgicos (vGluT2) na vlSCP de camundongos eram ativados pela luz, 
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estes respondiam com o comportamento de congelamento, relacionado à 

ansiedade. Por outro lado,  quando esses neurônios glutamatérgicos eram 

ativados na dlSCP e lSCP, os animais expressavam o comportamento de fuga 

explosiva, relacionado ao pânico (TOVOTE et al., 2016). 

Em nosso estudo, é importante ressaltar que somente a dmSCP e, em 

menor extensão a vlSCP, foram recrutados frente à exposição à hipóxia. Esse 

achado pode indicar que algumas subpopulações de neurônios glutamatérgicos, 

diferentes das encontradas nas outras colunas, estariam mediando o 

comportamento encontrado aqui. Estudos mostram que na dmSCP, área aqui 

extensamente recrutada, mas não na dlSCP ou lSCP, há abundância de 

neurônios glutamatérgicos contendo receptores NK-1 (COMMONS; 

VALENTINO, 2002). Não menos interessante, o bloqueio de receptores NK-1 na 

dSCP reduz a excitabilidade desta região, levando a uma maior facilidade na 

evocação das respostas de fuga (BROIZ et al., 2012), sugerindo então que esta 

população de receptores glutamatérgicos/NK-1 desempenha um papel 

fisiológico na regulação de respostas defensivas relacionadas ao pânico, 

tornando-as uma subpopulação plausível para mediar o comportamento 

consequente à exposição à hipóxia.  

Em paralelo a essas evidências sobre o fenótipo dos neurônios aqui 

recrutados, outros resultados da literatura sugerem que o impacto do ciclo estral, 

mais especificamente do diestro, sobre o comportamento emocional pode ser 

decorrente de alterações em receptores GABAérgicos localizados em neurônios 

de estruturas como a SCPd.  

Esses trabalhos mostram que durante a fase de diestro, ou também após 

a retirada abrupta da progesterona exógena, a expressão das subunidades α4, 

β1 e δ nos receptores GABA-A na SCPd é regulada positivamente, em 

consequência do rápido declínio da concentração cerebral da ALLO 

(GRIFFITHS; LOVICK, 2005; LOVICK et al., 2005). Essas subunidades podem 

se agrupar formando receptores funcionais (LOVICK et al., 2005) e, quando há 

a presença da subunidade δ, esse receptor tem localização extrasináptica 

(FARRANT; NUSSER, 2005). Sabe-se que a expressão aumentada do receptor 

GABA-A α4β1δ após a queda da ALLO ocorre também em outras estruturas 
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encefálicas além da SCPd, como nas células granulares do cerebelo e no 

hipocampo (BIGGIO et al., 2001; GANGISETTY; REDDY, 2010; GULINELLO; 

GONG; SMITH, 2002; SMITH et al., 1998).  

Vale ressaltar que não há registros na literatura sobre o efeito do ciclo estral 

sobre a expressão desses receptores no NDR, ou em quais populações 

neuronais poderiam estar localizados. No entanto, um estudo realizado por 

Kaura e colaboradores (2007), utilizando a técnica de eletrofisiologia, 

demonstrou que a administração de ALLO em neurônios 5-HT do NDR 

potencializa a ação inibitória de drogas agonistas de receptores GABA, como o 

muscimol (KAURA et al., 2007). Dessa forma, permanece por ser explorado de 

que maneira alterações em receptores GABAérgicos do tipo A, induzidas pelos 

níveis flutuantes de ALLO, se correlacionam com os achados obtidos no 

presente estudo. 

Na área efetora da SCPd, também não há evidências de qual população 

neuronal esses receptores α4β1δ estariam. No entanto, hipotetizamos que eles 

seriam heterorreceptores, ou seja, estariam localizados em neurônios como os 

glutamatérgicos. Já é descrito na literatura que receptores GABAérgicos podem 

estar presentes nesses neurônios e que, quando ativados, inibem o tônus 

excitatório glutamatérgico (FAWLEY; PETERS; ANDRESEN, 2011; KANG et al., 

2012; OUYANG et al., 2007; WEN et al., 2022). Dessa maneira, o aumento 

dessas subunidades levaria a uma menor inibição da neurotransmissão 

glutamatérgica que regula a excitabilidade da SCPd, o que levaria a  um aumento 

na excitabilidade intrínseca da estrutura (BRACK; LOVICK, 2007; DEVALL et al., 

2015; GRIFFITHS; LOVICK, 2005). Novamente, ressaltamos que novos estudos 

são necessários para se ter a compreensão de quais populações neuronais 

estariam localizados esses receptores. 

Por fim, no último experimento realizado, verificamos o efeito da finasterida, 

um inibidor da 5α-redutase, no comportamento de ratas em proestro e diestro 

expostas à hipóxia. Essa droga é muito comumente utilizada na clínica para 

tratamento de alopecia e hiperplasia prostática, agindo ao impedir a conversão 

de progesterona em ALLO (FERTIG et al., 2017; SCHÜLE; NOTHDURFTER; 

RUPPRECHT, 2014). 
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Nossos resultados mostraram que o bloqueio da formação da ALLO na fase 

de proestro, mimetizando o que ocorre na fase de diestro, foi capaz de causar 

um efeito panicogênico nesses animais em relação ao grupo que não recebeu a 

droga. Ademais, e de maneira bastante interessante, nenhum efeito foi 

observado nas fêmeas em diestro que receberam a finasterida. Os nossos 

resultados vão de acordo com outras evidências na literatura que utilizaram a 

finasterida como agente anti-esteroidogênico em fêmeas no proestro. Nesses 

estudos, os comportamentos avaliados foram àqueles relacionados a ansiedade 

e a depressão, utilizando o teste do campo aberto, o LCE e o teste do nado 

forçado (FRYE; WALF, 2002; SMITH et al., 2006; WALF; SUMIDA; FRYE, 2006).  

Por exemplo, os resultados encontrados por Frye e Walf (2002) mostram 

que nas ratas avaliadas no proestro a expressão de comportamentos associados 

à ansiedade e à depressão estava diminuída nos testes do campo aberto e no 

teste do nado forçado, respectivamente, quando comparados àquelas na fase 

de diestro e aos machos. Entretanto, quando tratadas com finasterida, na mesma 

dose aqui utilizada, os animais em proestro se comportavam de maneira 

semelhante as ratas na fase de diestro, ou seja, mais ansiosas e com fenótipo 

pró-depressivo (FRYE; WALF, 2002). Em consonância a esses resultados, os 

autores observaram, por radioimunoensaio, uma diminuição drástica nos níveis 

hipocampais de ALLO após a administração da finasterida (FRYE; WALF, 2002). 

Em conjunto a essas evidências, Smith e colaboradores (2006) avaliaram 

o efeito da administração intraperitoneal da finasterida (50 mg/kg, 3 dias 

consecutivos) no comportamento de camundongas expostas ao LCE. Da mesma 

forma, esses animais tiveram um aumento de ansiedade medido no teste, além 

de uma diminuição nos níveis hipocampais de ALLO em comparação aos que 

não receberam a administração da droga. Além disso, ao avaliarem as 

subunidades dos receptores GABAérgicos no hipocampo, a queda acentuada da 

ALLO causou um aumento nas subunidades α4 dos receptores GABA-A, 

mostrando uma direta e rápida ação do esteroide na regulação da conformação 

desses receptores (SMITH et al., 2006). 

Em mulheres, um estudo realizado por Rapkin e colaboradores (1997) 

mostrou que os níveis de ALLO presentes em pacientes com os sintomas da 
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TPM eram menores do que naquelas que não possuíam os sintomas (RAPKIN 

et al., 1997). Da mesma maneira, a infusão intravenosa de ALLO em pacientes 

com depressão pós-parto resultou em uma redução clinicamente significativa 

nos escores de depressão em mulheres tratadas com a droga versus o grupo 

placebo. A melhora nos escores de depressão foi evidente em 60 horas após o 

início da infusão e ainda estava presente após 30 dias (KANES et al., 2017).  

É digno de nota que os vários estudos sobre a ação da ALLO sobre o 

comportamento emocional foram essenciais para a sua transformação em um 

medicamento utilizado clinicamente. Como exemplo disso, no primeiro trimestre 

de 2019, um análogo sintético da ALLO, a brexanolona (de nome comercial 

Zulresso®, Sage Therapeutics), foi aprovada pela Food and Drug Administration 

(FDA) e tem se mostrado bastante eficaz para o tratamento da depressão pós-

parto moderado a severo em mulheres nos Estados Unidos (PATATANIAN; 

NGUYEN, 2022; POWELL et al., 2020).  

Em suma, nossos resultados mostram que a hipóxia aguda é um estímulo 

panicogênico em ratos de ambos os sexos. No entanto, a resposta das fêmeas 

se mostra ciclo-dependente, sendo significativamente aumentada na fase de 

diestro, que corresponde ao período pré-menstrual nas mulheres. Além disso, 

eles revelam que há a ativação funcional induzida pela hipóxia de neurônios não-

serotonérgicos na alDR, dmSCP e, em menor extensão na vlSCP rostral. 

Ademais, o aumento da resposta comportamental e da ativação das alDR e 

dmSCP nas ratas em diestro foi prevenido pelo tratamento de curto prazo com 

uma dose baixa de FLX, que aumenta a concentração de ALLO. Além disso, 

observamos que a diminuição da concetração de ALLO pela administração de 

finasterida, inibidor da enzima 5α-redutase, foi capaz de aumentar o 

comportamento de fuga no proestro, porém não no diestro, sustentando uma 

relação entre os níveis desse desse neuroesteroide e o comportamento 

defensivo expresso na hipóxia. Por fim, sugerimos que uso de baixas doses de 

FLX merece atenção como estratégia para o tratamento do TP em mulheres.  
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6. CONCLUSÃO 

 

• A hipóxia aguda é capaz de evocar o comportamento de fuga, 

relacionado ao pânico, em ratos e ratas. Em ratas, quando levado em 

conta o ciclo estral, observamos que esse efeito é mais pronunciado 

naquelas que estão na fase de diestro; 

• A administração aguda de fluoxetina em dose baixa (como um agente 

esteroidogênico) nas ratas em diestro é capaz de atenuar o 

comportamento de fuga, enquanto que a administração de finasterida 

(como um agente bloqueador da síntese de esteroides) na fase de 

proestro é capaz de aumentar a expressão dessa resposta 

comportamental no teste da hipóxia; 

• Tantos em machos, quanto em fêmeas a hipóxia foi capaz de recrutar 

neurônios não-serotonérgicos nas alDR e na dmSCP e, em menor grau, 

a vlSCP, porém a ativação foi maior nas fêmeas em diestro quando 

comparada aos outros grupos. A administração de fluoxetina aguda e 

em dose baixa foi capaz de reverter essa ativação neuronal encontrada 

nas ratas em diestro. 
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