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RESUMO 

Figueiredo, Rebeca Machado. Efeitos da dopamina intranasal nas respostas defensivas de 

ratos em modelos comportamentais de pânico: participação dos receptores dopaminérgicos do 

tipo D2. 2021. Tese (Doutorado em Medicina). Área de Pós-graduação em 

Neurologia/Neurociências, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de 

São Paulo. 

O indivíduo que sofre de ansiedade patológica desenvolve uma expectativa de perigo 

ou ameaça futura a sua sobrevivência que geralmente o torna vulnerável à ocorrência de 

ataques ou transtorno do pânico. Estudos pré-clínicos e clínicos mostram a ativação de 

circuitos de medo nessa doença psiquiátrica, sendo a substância cinzenta periaquedutal dorsal 

(SCPd) o substrato neural que mais se destaca. Por estar localizada no mesencéfalo, a SCPd 

modula a saída de informações geradas por estruturas que compõem o sistema encefálico de 

defesa. Sua estimulação elétrica produz respostas defensivas que são sugeridas assemelharem-

se a ataques de pânico. Um dos neurotransmissores que parece controlar essas respostas é a 

dopamina (DA) via receptores do tipo D1 e D2. Esse neurotransmissor parece exercer um 

papel dual na mediação das respostas de medo, visto que na via mesocorticolímbica, 

originada da área tegmental ventral do mesencéfalo, parecem facilitar o medo aprendido, 

enquanto em estruturas mesencefálicas dorsais, como a SCPd, parecem inibir as reações 

inatas de medo. Entretanto, desconhece-se a origem dessa última via dopaminérgica. Este 

trabalho buscou compreender o papel da DA nas respostas defensivas em modelos 

comportamentais de pânico, permitindo o conhecimento da mediação dopaminérgica em 

estruturas mesencefálicas, como a SCPd. Os experimentos conduzidos basearam-se na 

estimulação elétrica da SCPd, e na aplicação de dopamina por vias central e intranasal (IN), 

no teste do labirinto em T elevado, no de campo aberto e modelo de confronto entre presa e 

predador. A DA-IN, na dose de 2 mg/kg, aumenta o limiar de fuga dos animais submetidos à 

estimulação elétrica da SCPd e o pré- tratamento com Sulpirida reverteu o efeito da DA-IN no 

limiar de fuga de ratos submetidos à estimulação elétrica da SCPd, sugerindo uma mediação 

desse efeito por receptores do tipo D2. 

Palavras-chave: Comportamento de defesa; Modelos de ataques de pânico; Sistema 

dopaminérgico; Receptor dopaminérgico do tipo D2. 

 

 



 
 

 

 

ABSTRACT 

Figueiredo, Rebeca Machado. Effects of intranasal dopamine on the defensive responses of 

rats in panic behavioral models: participation of dopaminergic receptors type D2. 2021. 

Thesis (Doctorate in Medicine). Neurology / Neuroscience Post-Graduate Area, Ribeirão 

Preto Medical School, University of São Paulo. 

The individual who suffers from pathological anxiety developing an expectation of 

danger or future threat to his/her priority which generally makes him/her vulnerable to the 

occurrence of panic disorder. Pre-clinical and clinical studies have demonstrated the 

activation of fear circuits in this psychiatric disease, with the dorsal periaqueductal grey 

matter (dPAG) being the most prominent neural substrate. Because it is located in the 

midbrain, the dPAG modules outputs information generated by structures that comprises the 

encephalic defense system. Its electrical stimulation produces defensive responses that are 

suggested to resemble panic attacks. One of the neurotransmitters that seems to control these 

responses is dopamine (DA) via D1 and D2 type receptors. This neurotransmitter seems to 

play a dual role in mediating fear responses, since when acting on in the mesocorticolimbic 

pathway originating from the ventral tegmental area of the midbrain, the learned fear seems 

to be facilitated, while acting on dorsal mesencephalic structures, such as the dPAG, seems to 

inhibit fear-related responses. However, the origin of this former dopaminergic pathway is 

unknown. This work aimed to understand the role of DA in defensive responses displayed by 

rats in behavioural models of panic, clarifying the dopaminergic mediation in mesencephalic 

structures, such as dPAG. The experiments performed  were electrical stimulation of the 

dPAG, and application of dopamine by central and intranasal (IN) routes, the elevated T 

maze test, the open field test and the confrontation between prey (rats) and predators 

(venomous snakes). DA-IN, in a dose of 2 mg / kg, increases the escape threshold of animals 

submitted to the electrical stimulation of SCPd, and the pretreatment of Sulpiride reversed the 

effect of DA-IN on escape threshold of rats stimulated in SCPd, suggesting a mediation of this 

effect by dopaminergic type D2 receptors. 

Key-words: Defensive behaviour; Experimental models of panic attack; Dopaminergic 

system; Dopaminergic receptors type D2  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 EXPRESSÕES DAS EMOÇÕES 

 
As emoções são o elemento fundamental para a vida dos seres humanos. Elas moldam 

as situações do cotidiano e são indispensáveis para a sobrevivência das espécies (LEDOUX, 

1991, 2000; ADOLPHS, 2010; SPUNT; ADOLPHS, 2019).  Este tema desperta uma 

incansável curiosidade de pesquisadores que desejam compreender quais são suas bases 

neurais e fisiológicas.  

 Refletindo sob um panorama histórico, este interesse surgiu no ano de 1872, quando 

Charles Darwin publicou o livro “A expressão das emoções nos homens e animais” 

(LEDOUX, 1998; BRANDÃO, 2019). 

Nessa obra, Darwin pontuou três principais princípios das expressões das emoções:  

a) Princípio da utilidade dos hábitos, onde comportamentos característicos 

refletem a maneira que os animais expressam suas emoções perante os pares. Um exemplo 

deste comportamento pode ser visto no ser humano, quando enrijecemos os dentes numa 

situação de extrema raiva, ou em um cachorro, o qual mostra suas presas antes de um ataque, 

ou, ainda, quando se abaixa os olhos numa situação de submissão. 

b) Princípio da antítese, onde emoções opostas são manifestadas por posturas 

opostas. Por exemplo, numa situação de orgulho, a pessoa estufa seu tórax ou, envergonhada, 

comprime-o, esperando passar despercebida. 

c) Princípio da ação direta do sistema nervoso central, que afirma que ajustes 

fisiológicos estão envolvidos em determinados estados emocionais que preparam os 

organismos para reagir em situações adversas. Por exemplo, em uma situação de perigo, o 

corpo libera adrenalina para prepará-lo para a situação de luta ou fuga. 

Portanto, o ser humano e os animais, em geral, apresentam comportamentos típicos 

face à percepção momentânea do ambiente no qual estão inseridos. Essa percepção provocará 

respostas instintivas num amplo espectro de alternativas (FEITOSA; DARWIN, 1999; 

BRANDÃO, 2019) 

Quando o estímulo aversivo é potencial ou distante, provoca as seguintes respostas 

defensivas: 

a) Avaliação de risco, que consiste em um comportamento defensivo que ocorre na 

presença de um perigo em potencial. Esta resposta induz um estado de alerta no animal e 
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permite a realização de uma varredura do ambiente à procura de sinais ameaçadores 

(SHUHAMA et al., 2007). 

b) Imobilidade defensiva ou “Congelamento” (freezing), que corresponde à 

paralisação quase que absoluta de movimentos perceptíveis, exceto pelos movimentos 

respiratórios. Essa resposta é emitida como uma estratégia defensiva quando o estímulo 

ameaçador é real, mas ainda se encontra distante do animal (BLANCHARD; BLANCHARD, 

1989b; SHUHAMA et al., 2007). 

Quando o estímulo ameaçador é de uma intensidade maior e está próximo, as 

respostas defensivas são as seguintes: 

a) Fuga, que se traduz na resposta emitida quando a ameaça está muito próxima e 

existe a possibilidade de escape, pois o ambiente proporciona rotas de fuga, tais como lugares 

seguros, como, por exemplo, uma toca, locais elevados ou, no caso de animais aquáticos, a 

água de rios, lagos e mar (BLANCHARD; BLANCHARD, 1989a; SHUHAMA et al., 2007). 

b) Ameaça defensiva / Luta, quando o perigo está bem próximo e rotas de fuga 

não são disponíveis. O ser ameaçado adota, este caso, uma postura de defesa, emitindo 

vocalizações, adotando uma postura mais altaneira e olhar mais ameaçador, sinalizando para o 

oponente a possibilidade de um contra-ataque (BLANCHARD et al., 1989; SHUHAMA et 

al., 2007) 

c) Imobilidade tônica , que consiste em uma reação de defesa extrema, caracterizada 

por imobilidade rígida e perscrutação discreta do ambiente que cerca a presa; comportamento  

que se expressa quando o animal já está sob as garras do predador, sendo também considerado 

como pseudo-morte (VIEIRA-RASTELI et al., 2018) 

 

1.3 ANSIEDADE E MEDO 

A maneira como as respostas se manifestam foi herdada através da evolução das 

espécies e traz insights fundamentais para a compreensão das emoções nos seres humanos 

(LEDOUX, 1991, 1998; FEITOSA; DARWIN, 1999; BRANDÃO, 2019). 

A ansiedade e medo, por exemplo, são emoções convergentes que, decorrentes de uma 

ameaça, eminente ou não, levam os indivíduos a apresentarem respostas comportamentais e 

fisiológicas esperadas, a fim de evitarem ou mesmo fugirem da situação, garantindo a 

autoproteção e, institivamente, assegurando o perpetuar da espécie (LEDOUX, 1998). 

No entanto, mesmo com essas emoções fazendo parte do repertório de sobrevivência 

dos indivíduos, a problemática aparece quando estas manifestações são excessivas, trazendo 
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como consequências o que se conhece como transtornos psiquiátricos (LEDOUX, 1991, 

2000).  

 

Dados do website “Our world in Data” relatam que a prevalência dos transtornos de 

ansiedade em todo o mundo varia de 2,5 a 7% por país. Em um panorama global, cerca de 

284 milhões de pessoas experimentaram um transtorno de ansiedade em 2017; dessa forma, 

tornando-se o transtorno de saúde mental de maior prevalência.   O indivíduo que sofre com 

essa patologia desenvolve uma expectativa de perigo ou ameaça futura à sua sobrevivência 

(LENT, 2002) que geralmente o torna vulnerável à ocorrência de ataques ou transtornos do 

pânico (REISS; BOOTZIN, 1985; REISS, 1991; MCNALLY, 2002). 

 

1.4 TRANSTORNO DO PÂNICO 

O transtorno do pânico é caracterizado por ataques de medo intenso inesperados e 

repetidos, com pico de duração de cerca de dez minutos e com vários sintomas associados, 

tais como, taquicardia, angina pectoris, suor, tremores, tontura, desmaios, dispneia e sensação 

de morte iminente (BIGHELLI et al., 2018). 

Estudos para medir a prevalência desse transtorno na população mundial sugerem que 

1,7% a 4,7% dos adultos e adolescentes são acometidos por esse transtorno mental (POLITIS 

et al., 2020). Algumas intervenções farmacológicas, principalmente utilizando 

benzodiazepínicos e inibidores de captação de serotonina cronicamente administrados, com o 

propósito de tratar os ataques de pânico,  e abordagens psicológicas, com o intuito de tratar a 

ansiedade antecipatória, têm sido utilizadas como tratamento (FURUKAWA et al., 2007; 

BIGHELLI et al., 2018). 

 Entretanto, para que se tenha intervenção farmacológica efetiva, faz-se necessário 

conhecer como o substrato e circuitaria neurais atuam durante a manifestação dessas emoções 

(LEDOUX, 1998; BRANDÃO, 2019). Modelos experimentais de ataques de pânico 

utilizando confrontos entre serpentes e animais de laboratório vêm permitindo estabelecer 

algumas das bases neurobiológicas de comportamentos que se assemelham àqueles 

apresentados por pacientes durante ataques de pânico (PASCHOALIN-MAURIN et al., 

2018a), assim como têm sido concebidos para desvendar as vias neurais e os 

neuromoduladores que controlam a expressão de tais reações comportamentais (ALMADA et 

al., 2021). 
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1.5 MODELOS ANIMAIS 

  Efetivamente, modelos animais de doenças mentais (COIMBRA, NORBERTO 

CYSNE et al., 2017; PASCHOALIN-MAURIN et al., 2018a; MENDES-GOMES et al., 

2020) são algumas ferramentas neuropsicobiológicas utilizadas em laboratórios de pesquisas 

em neurociências para que se possa ter uma compreensão mais detalhada dos diferentes 

aspectos da neurobiologia das doenças mentais, que embase a etologia e sintomatologia das 

diferentes psicopatologias (TREIT et al., 2010). 

Porém, para que um modelo animal seja adotado adequadamente e produza resultados 

comparáveis àqueles comportamentos patológicos apresentados por seres humanos, é 

necessária uma análise criteriosa, constituída por três aspectos de validação: Validade de face, 

Validade de constructo e Validade preditiva.  Ou seja, o modelo animal precisa englobar 

aspectos teóricos e sintomatológicos da doença que simula, aspectos etológicos correlatos e, 

por fim, precisa ser sensível a tratamentos farmacológicos utilizados para o tratamento de uma 

determinada doença (PALANZA, 2001; CHADMAN et al., 2009). Um exemplo disso foi o 

trabalho publicado por Paschoalin-Maurin e colaboradores (2018), que validaram o modelo de 

ataques de pânico baseado no paradigma de confronto entre presa e serpentes. Nesse estudo, 

Mesocricetus auratus foram pré-tratados com drogas ansiolíticas e panicolíticas clássicas, tais 

como o alprazolam e a paroxetina, e foram confrontados com serpentes corais peçonhentas da 

espécie Micrurus frontalis (Reptilia; Elapidae). A presença da serpente causou uma clara 

ativação comportamental, caracterizada como alerta defensivo, imobilidade defensiva, 

aproximação cautelosa, e fuga, tendo havido, ainda, um aumento da expressão da proteína Fos 

em estruturas-chave do sistema límbico ou a ele funcionalmente relacionadas, tais como o 

complexo amigdaloide, o hipotálamo e a substância cinzenta periaquedutal. O pré-tratamento 

dos roedores com as drogas de ação panicolítica atenuou não somente as respostas de defesa 

apresentadas pelos animais de laboratório na presença da serpente coral verdadeira, como 

também diminuiu significantemente a ativação das estruturas do sistema límbico recrutadas 

para a organização das reações defensivas que têm sido relacionadas à ansiedade 

antecipatória, e ao pânico. 

Existe uma variedade de tipos de modelos animais que medem diferentes padrões de 

resposta comportamentais. Estas respostas podem envolver paradigmas de medo 

condicionado, quando o objetivo é estudar principalmente aspectos da aprendizagem, ou 

paradigmas de medo incondicionado, os quais tentam mimetizar situações em que o animal 

experimental apresente respostas comportamentais de defesa na presença ou ameaça de 

estímulos naturalmente aversivos para ele (LISTER, 1990; CAMPOS et al., 2013). 
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Na realidade, é por meio deste segundo paradigma, que se busca compreender as bases 

neurais e neuroquímicas de sinais e sintomas que os pacientes apresentam na síndrome do 

pânico, assim como as respostas do comportamento defensivo de ataques de pânico.  No que 

se refere ao medo incondicionado e condicionado, por serem estes baseados em uma emoção 

amplamente estudada, já se tem um entendimento mais aprofundado das bases neurais 

envolvidas nas expressões das respostas comportamentais relacionadas ao medo (LEDOUX, 

1998).  

 

1.6 BASES NEURAIS DO COMPORTAMENTO DE DEFESA 

O complexo amigdaloide, por exemplo, é uma das principais estruturas envolvidas na 

circuitaria do medo. Composto por três núcleos (basolateral, central e medial), essa estrutura 

límbica tem a função de avaliar o nível da ameaça dos estímulos sensoriais e, frente a uma 

ameaça potencial, dispara sinais neurais para outras estruturas límbicas com a finalidade de 

desencadear reações emocionais defensivas (LENT, 2002; GROSS; CANTERAS, 2012; 

CANTERAS; GRAEFF, 2014; BRANDÃO, 2019). 

O hipotálamo também faz parte das bases neurais das reações de medo, pois, além de 

controlar a homeostase corporal, possui componentes de respostas motoras, autonômicas e 

endócrinas que embasam a geração e a elaboração das respostas emocionais (LENT, 2002; 

CANTERAS; GRAEFF, 2014; BRANDÃO, 2019). Recentemente, nossa equipe mostrou o 

envolvimento do hipotálamo anterior (FALCONI-SOBRINHO; COIMBRA, 2018; ANJOS-

GARCIA, DOS; COIMBRA, 2019; FALCONI-SOBRINHO et al., 2021), do hipotálamo 

medial (BIAGIONI et al., 2016b; ANJOS-GARCIA, DOS et al., 2017; FALCONI-

SOBRINHO; COIMBRA, 2018; dos ANJOS-GARCIA; COIMBRA, 2019; URIBE-

MARIÑO et al., 2019; KHAN et al., 2020) e do hipotálamo posterior (BIAGIONI et al., 

2016a; FALCONI-SOBRINHO; ANJOS-GARCIA; OLIVEIRA, DE; et al., 2017) na 

organização de respostas de defesa similares a ataques de pânico. 

Posteriormente, a circuitaria que será ativada irá depender da natureza e das 

características do estímulo aversivo. Estímulos condicionados e que estão distantes do animal, 

ativam um circuito neural constituído, principalmente, pelo núcleo mediano da rafe, pelo 

septo, pelo hipocampo e pela substância cinzenta periaquedutal (SCP) ventral, enquanto 

estímulos intensos e próximos geram respostas incondicionadas de defesa, conhecidas por 

ataques de pânico em seres humanos, e têm sua mediação por estruturas do tronco encefálico, 

como, por exemplo, a SCP dorsal (CANTERAS; GRAEFF, 2014). 
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As estruturas dos circuitos neurais do medo são organizadas de forma hierárquica no 

encéfalo e quanto mais caudal a estrutura no encéfalo for, mais primitiva e comum serão as 

respostas defensivas, como no caso das respostas de pânico. E quanto mais cortical for a 

estrutura, maior será a subjetividade e o refinamento da resposta comportamental, como a 

ansiedade, seguida por reações  autonômicas simpáticas, como taquicardia, aumento da 

pressão arterial, entre outras (BRANDÃO, 2019). Por exemplo, nossa equipe demonstrou que 

a estimulação química, com NMDA,  de núcleos do hipotálamo medial elicia um 

comportamento de fuga orientada para a toca e saltos verticais (ULLAH et al., 2015). Não 

obstante, uma estimulação com doses mais altas de aminoácidos excitatórios do hipotálamo 

medial elicia respostas de fuga não-orientadas e mais explosivas, correlacionadas a um 

aumento da expressão da proteína Fos na substância cinzenta periaquedutal (ULLAH et al., 

2015, 2017a). Ao serem bloqueadas conexões sinápticas na SCPdl, as reações panicogênicas 

eliciadas pela estimulação da divisão dorsomedial do hipotálamo ventromedial de ratos são 

interrompidas (ULLAH et al., 2017a). Dessa forma, os autores sugerem que o comportamento 

de fuga orientado para abrigos é organizado pelo hipotálamo, ao passo que reações de fuga 

explosivas/não orientadas são organizadas por neurônios da SCP. 

A resposta de ansiedade possui função adaptativa e motivacional, preparando o 

indivíduo para ter um desempenho satisfatório em uma determinada tarefa (BRANDÃO, 

2019). Porém, quando a tensão e as respostas fisiológicas estão presentes de maneira 

frequente e generalizada para diferentes estímulos, a ansiedade se torna patológica. No que se 

refere a respostas similares àquelas do tipo ansiedade e pânico,  apresentadas por animais em 

alguns modelos animais de laboratório, podemos considerá-las parte do repertório do 

comportamento de defesa, por exemplo apresentado por roedores na presença de serpentes 

(GUIMARÃES-COSTA et al., 2007; LOBÃO-SOARES et al., 2008; COIMBRA, 

NORBERTO C. et al., 2017b), ao passo que em modelos de disfunção crônica da atividade 

GABAérgica (SHEKHAR, 1994; SHEKHAR et al., 1996) ou em modelos de hipóxia 

(SPIACCI et al., 2015, 2018) se assemelham mais propriamente a reações patológicas de 

ansiedade  patológica e síndrome do pânico. 

 

 

1.7 SUBSTÂNCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL 

Um substrato neural que se destaca nos estudos do funcionamento dessas circuitarias 

é, inquestionavelmente,  a SCP (NASHOLD et al., 1969; GERMAN et al., 2000; BRANDÃO 

et al., 2005). 
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O termo SCP designa a região do mesencéfalo que circunda o aqueduto cerebral, a 

qual é, inclusive, conservada entre muitas espécies de vertebrados (peixes ósseos e 

cartilaginosos, anfíbios, répteis, aves e mamíferos) (KINGSBURY et al., 2011; 

STEPHENSON-JONES et al., 2011). Sua posição anatômica, entre o rombencéfalo e o 

diencéfalo, proporciona-lhe uma localização privilegiada, participando de vários sistemas 

sensoriais ascendentes e de trajetos sensoriais descendentes. Esta condição sugere que a SCP 

está interligada a um grande número de redes neurais que coordenam estratégias distintas para 

enfrentar diferentes tipos de ameaças que culminem em estímulos estressores e dolorosos 

(BEITZ, 1985). A SCP está, inclusive, inserida no sistema endógeno de modulação da dor 

(COIMBRA et al., 2006), um sistema neural descendente recrutado em situações de perigo 

iminente de morte (COIMBRA et al., 20017a). 

A SCP recebe aferências de estruturas-chave do sistema límbico, como, por exemplo, 

o hipotálamo medial (ULLAH et al., 2017b), envia sinalização para diferentes áreas motoras, 

sensoriais, autonômicas e límbicas (BANDLER et al., 1991), inclusive interconecta-se 

reciprocamente com o próprio hipotálamo (FALCONI-SOBRINHO; ANJOS-GARCIA; 

ELIAS-FILHO; et al., 2017; FALCONI-SOBRINHO et al., 2021). 

Ao longo dos anos, alguns estudos comportamentais têm mostrado que a SCP é uma 

estrutura crítica na seleção, organização e no comando das reações defensivas 

comportamentais e neurovegetativas (BEHBEHANI, 1995; BRANDÃO et al., 1999; 

COIMBRA et al., 2006; BIAGIONI et al., 2012; ULLAH et al., 2017b). 

A SCP, na sua porção dorsal, tem um papel na mediação da saída de informações 

geradas por estruturas que compõem o sistema encefálico de defesa e parece ser essencial 

para a execução dos comportamentos defensivos (CANTERAS et al., 1997; RISOLD; 

SWANSON, 1997; GRAEFF; GUIMARÃES, 2012). Sua estimulação química ou elétrica 

produz respostas comportamentais de “congelamento” e fuga, acompanhadas por alterações 

cardiovasculares e neurovegetativas similares àquelas observadas em situações aversivas 

proximais, como o confronto com predadores (OLDS; OLDS, 1962; BRANDÃO et al., 1999; 

GRAEFF, 2004; ALMADA; COIMBRA, 2015). 

Um período de imobilidade denominada “congelamento” pós-estimulação (CPE) é 

observado quando a estimulação elétrica é finalizada e se refere a um processo de 

transferência de informações para estruturas prosencefálicas, o que permite ao animal avaliar 

as consequências da situação aversiva (VIANNA et al., 2001; BRANDÃO et al., 2008; 

CARVALHO et al., 2018). Tais evidências experimentais sugerem que essas respostas 

defensivas observadas em ratos se assemelham à imobilidade comumente vista em ataques de 
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pânico observados em seres humanos (NASHOLD et al., 1969; GRAEFF, 2002, 2004; 

PASCHOALIN-MAURIN et al., 2018b). 

O controle neuroquímico de reações defensivas é realizado por diversos 

neurotransmissores (ZANGROSSI; GRAEFF, 2014; COIMBRA, NORBERTO CYSNE et 

al., 2017; CARVALHO et al., 2018). Estudos a respeito dos transtornos de ansiedade 

geralmente enfatizam a ação de monoaminas e indoloaminas na circuitaria encefálica 

(BRANDÃO; COIMBRA, 2018).  

 

1.8 DOPAMINA 

Um neurotransmissor que vem ganhado destaque nos estudos da circuitaria dos 

comportamentos defensivos é a dopamina (DA) (BRANDÃO et al., 2015b; BRANDÃO; 

COIMBRA, 2018), tendo em mente que seus receptores se encontram amplamente 

distribuídos em substratos neurais envolvidos no circuito da recompensa e defesa (núcleo 

accumbens e complexo amigdaloide). 

Uma característica dos receptores de DA é que são acoplados à proteína G, envolvida 

no processo molecular com a função de fazer a transdução de sinais, com finalidade de ativar 

eventos intracelulares por estímulos externos (MOURA; VIDAL, 2011). Nas famílias e 

subfamílias dos receptores DA, encontram-se dois tipos principais de proteína G, 

denominadas Gs e Gi, ambas atuando mediando o processo enzimático da adenilato-ciclase 

(MISSALE et al., 1998; AYANO, 2016; GUREVICH et al., 2016).  

Os receptores dopaminérgicos do tipo D1(receptores D1, mas também D5) ativam a 

proteína Gs, que irá ativar a enzima adenilato-ciclase, produzindo uma ação estimulatória e, 

consequentemente, o aumento da resposta celular. No caso dos receptores de DA do tipo D2 

(receptores D2, mas também D3 e D4), estes ativam a proteína Gi, que é inibitória; logo, 

inibem a atividade da enzima adenilato-ciclase, culminando na diminuição da resposta celular 

(MISSALE et al., 1998; MOURA; VIDAL, 2011; BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011). 

Para investigar qual é o envolvimento de cada tipo de receptor dopaminérgico na 

expressão das respostas de medo, alguns estudos utilizam drogas antagonistas que irão 

dificultar a ação dos agonistas em seus respectivos receptores (SOUZA CAETANO, DE et 

al., 2013). No receptor D1, atuam o agonista SKF38393 e o antagonista SCH23390, já quanto 

aos receptores do tipo D2, o quinpirol é um tipo de agonista e a sulpirida atua como 

antagonista.  Evidências na literatura sugerem que o quinpirol pode atuar nos receptores pré-

sinápticos D2 localizados na área tegmental ventral (ATV), diminuindo os níveis de 

dopamina nos campos terminais da via mesolímbica; já a sulpirida parece atuar nos receptores 
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dopaminérgicos pós-sinápticos (OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA, DE et al., 2011; 

SOUZA CAETANO, DE et al., 2013). 

Algumas estruturas ricas em receptores dopaminérgicos são o nucleus accumbens 

(CASTRELLON et al., 2019), o giro do cíngulo (LIU et al., 2020),  o complexo amigdaloide 

(LA MORA, DE et al., 2016), estruturas do teto mesencefálico (MUTHURAJU et al., 2016), 

entre outras. Esses receptores respondem à DA proveniente da ATV (BOROWSKI; 

KOKKINIDIS, 1996; PEZZE; FELDON, 2004) e têm um papel importante na modulação de 

respostas de defesa (BRANDÃO; COIMBRA, 2018). De fato, os receptores dopaminérgicos 

do tipo D2 podem ter um papel importante na modulação do medo e da ansiedade, assim 

como da antinocicepção (TOBALDINI et al., 2018) induzida pelo medo, um fenômeno 

comumente observado após estimulações elétricas e químicas de estruturas do tectum 

(COIMBRA et al., 1992, 2006). Algo importante de se ressaltar é que a participação dos 

neurotransmissores no medo e na ansiedade irá depender na natureza da informação do 

estímulo aversivo. 

Quanto à dopamina, observa-se que menção à sua participação no processamento de 

medo eliciado por estímulos aversivos condicionados é também encontrada na literatura 

(SALINAS-HERNÁNDEZ et al., 2018; TANG et al., 2020). Evidências mostram que o 

antagonismo de receptor D2 nos modelos comportamentais de paradigmas de medo 

condicionado prejudica o fenômeno de condicionamento, mostrando a importância desse 

neurotransmissor para as expressões das respostas de medo (OLIVEIRA, DE et al., 2006, 

2009, 2011; SOUZA CAETANO, DE et al., 2013; BRANDÃO et al., 2015a). 

Logo, a via mesocorticolímbica, originada na ATV, parece facilitar o medo 

condicionado. Quanto à participação da dopamina nas respostas de medo incondicionado, esta 

não foi ainda muito bem estabelecida, mas existe uma hipótese que a ativação de receptores 

dopaminérgicos em áreas mesencefálica, como a SCPd, inibe as reações inatas de medo; 

porém, a origem dessa via não é muito conhecida.  Brandão et al. (2015) propõem um 

possível papel dual da dopamina, a qual, em estruturas mais corticais, acabaria por facilitar o 

medo elaborado nas estruturas mesencefálicas, como a SCPd, e parece inibir as reações inatas 

de medo. 

Ao se tratar do papel da DA na SCP, propriamente dito, muito se sabe sobre o 

envolvimento desse neurotransmissor em sua porção ventral (SCPv). Por exemplo, a injeção 

de agonista do receptor dopaminérgico apomorfina na SCPv demonstrou causar efeitos 

antinociceptivos (SCHOO et al., 2018), uma ativação de neurônios positivos para tirosina 

hidroxilase na SCPv, uma ação antinociceptiva supraespinhal, e os neurônios dopaminérgicos 
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na SCPv tiveram algum envolvimento com a elaboração da antinocicepção opioide, via DA 

downstream e liberação de glutamato (LI et al., 2016). 

Por outro lado, pouco se sabe sobre a participação da SCPd em termos de possível 

mediação dopaminérgica nas reações de defesa, muito embora conexões entre a área 

dopaminérgica da zona incerta e a SCP já tenham sido recentemente demonstradas e 

discutidas em termos de controle do comportamento de defesa (BRANDÃO; COIMBRA, 

2019).  

 

1.9 VIAS DE ADMINISTRAÇÃO DE DROGAS 

A administração farmacológica de drogas de ação central é uma ferramenta 

imprescindível no estudo da compreensão das estruturas e circuitos encefálicos das respostas 

neurofisiológicas e comportamentais. Pode ser realizada por diferentes vias de administração, 

como, por exemplo, intraperitoneal (URIBE-MARIÑO et al., 2012; TWARDOWSCHY et al., 

2013), intramencefálica (de OLIVEIRA et al., 2014a; KHAN et al., 2020), intranasal 

(TROSSBACH et al., 2014; de  SOUZA SILVA et al., 2016; TALBOT et al., 2017; de 

CARVALHO et al., 2019), entre outras.  

 A via intranasal, especificamente, tem seu interesse ampliado entre pesquisadores a 

partir dos anos 1980. Esta via tem se mostrado eficaz não somente por não ser invasiva, mas 

também pelo fato de que a droga, ao ser administrada, tem sua atuação direta no sistema 

nervoso central (SNC) (LOCHHEAD; THORNE, 2012).  

Portanto, enquanto a DA não atravessa a barreira hematoencefálica, sua administração 

intranasal (DA-IN) atinge o SNC diretamente pela via oferecida pela mucosa nasal, ricamente 

vascularizada e contendo neurônios da via olfatória, atingindo, em seguida,  o cérebro, 

fornecendo um meio alternativo de ativar os receptores dopaminérgicos encefálicos 

(TAYEBATI et al., 2013; GIOIA, DI et al., 2015; SOUZA SILVA, DE et al., 2016). 

Foi demonstrado que a DA-IN em ratos se liga aos transportadores estriatais DA2 

(SOUZA SILVA, DE et al., 2016), permitindo um aumento da DA extracelular no 

neoestriado dorsal e ventral (SOUZA SILVA, M. A. DE et al., 2008), o que pode culminar em 

efeitos antidepressivos (BUDDENBERG et al., 2008) e de promoção da memória (RUOCCO 

et al., 2014; TROSSBACH et al., 2014; WANG et al., 2017). 
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1.10 HIPÓTESE 

Considerando o exposto, a hipótese do presente trabalho é de que (a) a ativação de 

estruturas mesencefálicas dorsais, como a SCPd, causará respostas de medo inato, assim 

como muito possivelmente ocorrerá em animais de laboratório submetidos ao teste do 

labirinto em T- elevado e ao modelo de confronto entre presas e serpentes; (b) a 

administração de dopamina por via intranasal atenuará, por meio do recrutamento de 

receptores dopaminérgicos do tipo D2,  as respostas comportamentais defensivas eliciadas 

pela estimulação elétrica do teto mesencefálico, pela exposição dos roedores ao teste do 

labirinto em T elevado  e aquelas apresentadas por animais de laboratório confrontados com 

serpentes.  

 

1.11 OBJETIVO GERAL  

O objetivo geral deste trabalho é investigar o papel da DA e de seus receptores do tipo 

D2 nas respostas defensivas em modelos comportamentais de pânico, com o intuito de 

compreender como se dá essa mediação dopaminérgica do comportamento de defesa em 

estruturas mesencefálicas, tais como a SCPd.  

 

1.12 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Investigar os efeitos da DA-IN em modelos comportamentais de pânico, como o da 

estimulação elétrica da SCPd, o do Labirinto em T elevado (LTE) e o modelo de confronto 

presa versus predador (teste da arena poligonal para serpentes); 

b) Investigar se os efeitos da DA-IN nos modelos comportamentais de pânico dão-se via 

receptores D2; 

c) Averiguar se a DA-IN afeta o comportamento locomotor dos ratos no modelo de 

campo aberto, assim como as reações de ansiedade comumente apresentada por roedores 

expostos a esse modelo experimental; 

 

1.13 ESTRUTURA DO TRABALHO 

A partir desta introdução, onde são apresentados os alguns aspectos da expressão da 

ansiedade e do medo em seres humanos, estabelecendo ligações com o comportamento 

defensivo dos animais de laboratório, e destacando os objetivos geral e específicos, o capítulo 

dois descreve o material e métodos utilizados nos experimentos e os modelos 

comportamentais relativos aos estímulos aos quais  foram submetidos os animais de 
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laboratório no presente trabalho, destacando em cada modelo, a natureza do estímulo 

provocado, os equipamentos utilizados, o procedimento experimental e as linhas de 

experimento. Os experimentos conduzidos foram: (a) estimulação elétrica da SCPd, após o 

pré-tratamento dos animais com aplicação de dopamina central e intranasal, (b) o teste de 

labirinto em T elevado, (c) o teste de campo aberto e (d) o modelo de confronto entre presa e 

predador na arena poligonal enriquecida para serpentes (teste da arena poligonal para 

serpentes). O capítulo três apresenta os resultados de cada experimento, destacando, em 

gráficos, os valores em delta dos limiares obtidos nos comportamentos de defesa nos 

experimentos de números 1 a 3, os valores em delta tempo de esquiva e fuga relativos ao 

experimento número 4, o número de cruzamentos e tempo de permanência no experimento do 

campo aberto e os gráficos, mostrando o comportamento dos ratos ameaçados por serpentes. 

O capítulo quatro discute os principais resultados alcançados. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 COMITÊ DE ÉTICA 

 Todos os experimentos receberam aprovação formal (processo 134/2018) da 

Comissão de Ética de uso de animais em pesquisas (CEUA) da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (FMRP-USP) e foram realizados em 

conformidade com as recomendações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal – Ministério da Ciência e Tecnologia. Além disso, o número de animais usado foi o 

mínimo necessário para assegurar a confiabilidade estatísticas dos dados, e com todos os 

esforços para minimizar o sofrimento dos animais.  

 

2.2 ANIMAIS 

 Foram utilizados ratos Wistar Hannover, machos (N =187), pensando entre 250 e 300 

gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade de São Paulo – Campus de 

Ribeirão Preto. Os animais foram mantidos em grupos de quatro em caixas de polipropileno 

(45 x 35 x 15 cm) no biotério setorial do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP, com 

temperatura controlada (23 ± 1ºC), com água e ração à vontade, em um ciclo claro/escuro de 

doze horas, com as luzes acesas às 07:00 h da manhã. 

Como predadores, foram utilizadas serpentes peçonhentas urutu-cruzeiro (Bothrops 

alternatus, Reptilia, Viperidae) (N = 6) fornecidas pelo Ophidiarium LNN-FMRP-USP/INeC, 



26 
 

registrado no IBAMA e na Secretaria de Meio ambiente do Estado de São Paulo (Projeto 

MEDUSA processo 1/35/1998 / 000846-1), como citado em Almada et al.  (2021).  

 

2.3 CIRURGIA  

Os animais foram anestesiados com Cetamina/Xilasina (100/4,5 mg/kg; União 

Química Farmacêutica Nacional, Brasil; Laboratório Caller, Espanha, respectivamente) e 

fixados a um aparelho estereotáxico (Insight Equipamentos, Brasil), sendo a barra do incisor 

fixada a 3,3 mm abaixo da linha interaural (CARVALHO et al., 2015; de CARVALHO et al., 

2019). 

Considerando a linha interaural como referência, um quimitrodo (cânula-guia acoplada 

a um eletrodo de estimulação elétrica) foi direcionado à SCPd com ângulo de 22º, segundo as 

seguintes coordenadas: AP = 0 mm, ML = 1,9 mm e DV = - 5,4 mm (PAXINOS; WATSON, 

2007). 

Os quimitrodos foram formados por um fio de aço inoxidável (50 µm de diâmetro) 

isolado por PFA (A-M Systems, WA, EUA), exceto pela sua extremidade em contato com o 

tecido neural (SAITO, 2016). 

 

Figura 1 - Visão esquemática de um quimitrodo 

 

 

 Em todos os grupos, um quimitrodo foi fixado no crânio com resina acrílica e dois 

parafusos de aço inoxidável. No final da cirurgia, os ratos receberam injeções intramusculares 

de penicilina G benzatina (Pentabiótico, 600.000 UI, 0,2 ml; Fort Dodge) e subcutâneas de 
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um droga analgésica e anti-inflamatória não esteroidal (Banamine, 2,5 mg/kg; Schering-

Plough, Cotia, Brasil). 

Cada cânula-guia foi selada com um fio de aço inoxidável para protegê-la de 

obstrução.  Os ratos foram, então, devolvidos ao biotério e deixados em recuperação por cinco 

dias. 

 

2.4 DROGAS  

 Nos experimentos foram utilizadas as seguintes drogas: 

─ Sulpirida (40 mg/kg, i.p. antagonista D2; Sigma, St. Louis, USA) dissolvida em 

Tween 80 a 2%); (de OLIVEIRA et al., 2006). 

─ Dopamina (1 mg/kg, 2 mg/kg por via intranasal, e 40nmol/0,2µl por intratectal; 

DA hydrochloride - Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) para aplicação intranasal a DA (1, 

e 2 mg/kg) foi solubilizada em um gel feito de óleo de castor (M&P Pharma, Emmetten, 

Switzerland) (Talbet et al., 2017). Para a aplicação central, a DA foi solubilizada em PBS a 

0,1 M.  

O preparo das drogas foi realizado minutos antes do início dos procedimentos 

experimentais. Além disto, a salina + Tween 80 e o óleo de castor foram utilizados como 

veículos em grupos controles.  

 

2.5 APLICAÇÃO  DA DOPAMINA INTRANASAL (DA-IN)   

Para aplicação da DA IN foi utilizada uma micropipeta com ponteiras apropriadas para 

administrar soluções viscosas (Microman, Gilson, Villiers le Bel, France e CP10 Tips, Gilson, 

Villiers le Bel, France). 

A administração da droga foi realizada em animais acordados e envoltos em flanela. A 

DA ou o veículo foram administrados em um volume de 5 μl em cada narina (TROSSBACH 

et al., 2014). Cada rato recebeu tratamento com DA-IN ou veículo apenas uma vez.  

 

2.6 MODELOS COMPORTAMENTAIS 

2.6.1 Estimulação Elétrica do Tectum 

2.6.1.1 Equipamento 

Para a estimulação elétrica na SCPd, foi utilizado um aparato experimental, que 

consiste em uma caixa (25 × 20 × 20 cm) com paredes e assoalho feitos de Plexiglas e um 

estimulador de onda senoidal (Del Vecchio, Brasil) acoplado a um osciloscópio para medida da 
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corrente em ampere (Philips, USA). A sala foi iluminada com uma lâmpada fluorescente de 

40 W. 

2.6.1.2 Procedimento Experimental 

Cinco dias após a cirurgia, os animais foram colocados no aparato experimental por 

dez minutos para aclimatação. 

A estimulação elétrica da SCPd foi realizada em intervalos aleatórios de 30 a 120 

segundos, sendo a intensidade de corrente elétrica elevadas de 5 em 5 μA para determinação 

dos limiares de respostas de congelamento e de fuga. 

O limiar de “congelamento” foi definido como a menor intensidade que produziu a 

ausência de movimento por 6 segundos, exceto os movimentos relacionados à respiração, 

seguindo-se alterações neurovegetativas, tais como piloereção, exoftalmia, defecação e 

micção. A intensidade da corrente que produziu corrida e/ou salto foi considerada o limiar de 

fuga. Animais com limiar de fuga > 120 μA (pico a pico) foram removidos do experimento. 

Para investigar o comportamento que persistiu após a fuga, os animais permaneceram 

na caixa experimental por mais oito minutos, sem estimulação, durante os quais a duração do 

“congelamento” pós-estimulação foi registrada. 

Após o registro dos valores basais, os animais receberam os tratamentos 

correspondentes ao seu respectivo grupo experimental. Após o período de tempo necessário 

para cada tratamento, os limiares de “congelamento” e de fuga, assim como o tempo gasto no 

congelamento pós-estimulação elétrica foram novamente registrados. Esse procedimento foi 

baseado em estudos prévios de nosso laboratório (CARVALHO et al., 2015, 2018) 

2.6.1.3 Linhas experimentais: 

Foram realizados os seguintes experimentos: 

a) Experimento número 1  Estimulação elétrica de SCPd após a aplicação da 

dopamina central 

Os animais passaram pela cirurgia esterotáxica e, cinco dias depois, foram submetidos ao 

modelo de estimulação elétrica da SCPd. 

Uma primeira medida dos limiares de “congelamento”, de fuga e de “congelamento” pós- 

estimulação foi realizada, e os animais foram tratados com de DA central ou veículo. Cinco 

minutos depois, tiveram seus limiares medidos novamente. 

Ao final do experimento, foi realizada uma perfusão intracardíaca para a remoção do 

encéfalo para conferir se o quimitrodo estava no lugar certo.  
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Figura 2 ─ Representação esquemática da linha experimental do experimento número 1 

 
 

 

 

b) Experimento número 2 – Estimulação elétrica da MCPd após aplicação de 

dopamina intranasal 

Os animais passaram pela cirurgia esterotáxica e, cinco dias depois, foram submetidos ao 

modelo de estimulação elétrica da SCPd. 

Uma primeira medida dos limiares de “congelamento”, de fuga e de “congelamento” pós-

estimulação foi realizada, e os animais foram tratados com 1 ou 2 mg/kg de DA intranasal ou 

veículo e, cinco minutos depois, tiveram seus limiares de defesa medidos novamente. 

Ao final do experimento, foi realizada a uma perfusão intracardíaca para a remoção do 

encéfalo para conferir se o quimirodo estava no lugar certo. 
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Figura 3 ─ Representação esquemática da linha experimental do experimento número 2 

 

 

 

 

c) Experimento número 3 – Estimulação elétrica da SCPd após aplicação de 

dopamina intranasal em animais pré-tratados com sulpirida por via i.p. 

Os animais passaram pela cirurgia esterotáxica e, cinco dias depois, foram submetidos ao 

modelo de estimulação elétrica da SCPd. 
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Figura 4 ─ Representação esquemática da linha experimental do experimento número 3 

 

 

Uma primeira medida dos limiares de “congelamento”, de fuga e de “congelamento” pós-

estimulação foi realizada e os animais foram primeiramente pré-tratados com 40mg/kg 

sulpirida por via i.p. ou veículo e, após 15 minutos, foram tratados com 2 mg/kg de DA por 

via intranasal ou veículo e, 5 minutos depois, tiveram seus limiares de defesa medidos 

novamente. 

Ao final do experimento, foi realizada uma perfusão encefálica por via intracardíaca, 

seguida pela fixação e remoção do encéfalo para conferir se o eletrodo estava no lugar certo. 
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2.6.2 Labirinto em T elevado 

2.6.2.1 Equipamento 

O aparato experimental consistiu em um labirinto em cruz elevado a 50 cm do solo, 

que teve o acesso, de um dos seus braços fechados, bloqueados para ser utilizado como 

labirinto em T elevado. 

 

Figura 5 ─ Visão esquemática do teste de labirinto em T elevado 

 

Fonte: Zangrossi Jr. e Graeff (Adaptado). 

 

O labirinto em cruz elevado é feito de madeira é constituído por dois braços abertos 

opostos a outros dois braços fechados do mesmo tamanho (50 x 10 cm). Um dos braços 

fechados foi bloqueado com uma lâmina de madeira e transformado em um labirinto com três 

braços (dois braços abertos e um fechado), caracterizando o modelo de labirinto em T elevado 

(LTE). 

Esses três braços se encontravam em uma área central (10 x 10 cm). Bordas de acrílico 

transparente (0,5 cm de altura) permeavam os braços abertos a fim de evitar quedas dos 

animais. 

O labirinto encontrava-se em uma sala com isolamento acústico iluminada com uma 

lâmpada de 40 W. 
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2.6.2.2 Procedimento Experimental 

Um dia antes do teste, os animais passaram por uma habituação de 20 minutos no 

braço aberto do aparato. Este procedimento minimiza a interferência do comportamento 

exploratório. 

O experimento consiste em três exposições seguidas, a partir do braço fechado para as 

medidas de latência de esquiva e três exposições seguidas, a partir dos braços abertos para 

registro da latência de fuga. 

Para cada tentativa, foram adotados intervalos de 30 segundos entre cada exposição e 

tolerância máxima de 5 minutos para a ocorrência do comportamento (RONCON et al., 

2015).    

O comportamento de esquiva foi padronizado a partir da latência da primeira saída do 

animal do braço fechado em direção ao braço aberto. Isso significa que, assim que o animal 

era colocado no final do braço fechado, contabilizava-se o tempo até a primeira saída do 

animal (com as quatro patas) desse braço para um dos braços abertos. 

O comportamento de fuga, no entanto, foi registrado como a saída do braço aberto 

rumo aos braços fechados do teste de LTE. Foi registrada latência de entrada no braço 

fechado, a partir do início do experimento, quando o animal é posto no final do braço aberto. 

Vale ressaltar que, no momento da aferição da latência da fuga, o animal era colocado 

no braço aberto em que foi habituado no dia anterior (RONCON et al., 2015). 

 

2.6.2.3 Linha experimental. 

Vinte e quatro horas após o procedimento de habituação ao braço aberto, os animais 

receberam DA-IN ou seu veículo e foram submetidos ao LTE. 

Foram medidas as latências de ida do braço fechado para o braço aberto (3 vezes), bem 

como a latência de idas do braço aberto para o fechado (3 vezes) com intervalo de 30 

segundos entre cada medida. 
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Figura 6 – Representação esquemática da linha experimental do experimento número 4 
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2.6.3 Modelo do Campo Aberto 

2.6.3.1 Equipamento 

O aparato experimental consistiu em uma arena circular, construída com acrílico 

cristal (60 cm de diâmetro x 50 cm de altura), e composta por uma base tracejada que delimita 

o centro e as bordas. A arena circular era localizada em uma sala com isolamento acústico, e 

iluminada com uma lâmpada 40 W. 

 

2.6.3.2 Procedimento Experimental 

O animal foi colocado no centro da arena e foi permitido que este explorasse 

livremente o ambiente por um período de cinco minutos. 

 

Figura 7 ─ Visão esquemática do modelo de campo aberto utilizado no experimento. 

 

Fonte: Insight Equipamentos Ltda. 

 

Após esse período, o animal foi retirado da arena e colocado de volta em sua caixa. 

Foram registrados a frequência de cruzamentos da borda e do centro, assim como o tempo que 

o animal permaneceu em cada região da arena. As sessões foram gravadas e analisadas 

posteriormente. 

 

2.6.3.3 Linha experimental 

Os animais receberam DA-IN ou seu veículo e foram submetidos ao modelo de campo 

aberto. 
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Foram medidos o número de cruzamento no centro e na borda do assoalho da arena e 

o tempo de permanência em cada região. 

Figura 8 ─ Representação esquemática da linha experimental do experimento número 5 

 

 

2.6.4 Modelo da Arena Poligonal para Serpentes (com Confronto entre Presa versus 

Predador) 

2.6.4.1 Equipamento 

O aparato experimental consistiu em uma arena poligonal enriquecida (154 x 72 x 64 

cm, feita com acrílico cristal, revestido de insulfim), disposta sobre uma superfície de granito 

(170 x 85 x 02 cm), para minimizar vibrações, e munida com uma toca artificial (36 x 26 x 

12,5 cm, com duas saídas diametralmente opostas), e com duas plataformas de escape com 

acesso feito por meio de escadas de acrílico transparente (7 x 4 x 10,5 cm).  

Para o registro dos comportamentos, foi utilizada uma câmera filmadora Sony 

(Handcam HDRCX350, Tóquio, Japão). 

 

2.6.4.2 Procedimento Experimental 

Durante dois dias, antes do confronto, os animais foram acondicionados em uma arena 

poligonal enriquecida  para habituação sob ciclo claro/escuro de 12/12h e com temperatura 

entre 22-25ºC, com livre acesso à comida e água, exceto no dia do experimento.  

No dia do experimento, os animais foram removidos da arena poligonal e após a 

limpeza da arena com solução alcoólica a 20 %, uma serpente foi colocada no lado oposto ao 

da toca. Posteriormente, cada animal foi colocado na arena poligonal no lado oposto ao da 

toca, e no canto oposto àquele em se encontrava a serpente, com o auxílio de uma rede. 
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Depois de um confronto de 5 minutos, os animais foram removidos da arena poligonal, com o 

auxílio de uma rede. A cada grupo de 5 animais, a serpente foi substituída por outra. Nenhum 

animal foi utilizado em mais de um confronto.  

 

Foi analisada a frequência dos seguintes comportamentos antipredatórios exibidos 

pelos ratos, segundo COIMBRA et al. (2017a): 

(I) atenção defensiva (interrupção do comportamento em curso e perscrutação do 

ambiente, com farejo do ar e atenção voltada para o predador, e imobilidade menor que 5 

segundos); 

(II) imobilidade defensiva (arqueamento do dorso, interrupção do comportamento 

em curso ou imobilidade com pelo menos 6 segundos de duração, em geral seguida de 

alterações neurovegetativas visíveis, tais como piloereção, exoftalmia, micção e defecação); 

(III) avaliação de risco (movimentos de estiramento do corpo, com o ventre colado 

ao assoalho da arena);  

(IV) fuga não orientada (corridas não orientadas para os locais de abrigo);  

(V) fuga orientada (corridas orientadas para a toca ou para as plataformas elevadas 

de escape);  

(VI) interações com o predador (contato próximo entre presa e predador, com farejo 

e eventuais mordidas exploratórias);  

(VII) levantamento (elevação vertical do corpo, com apoio das patas anteriores nas 

laterais da arena, ou elevação destas sem apoio);  

(VIII) esquiva inibitória, tempo que os animais permaneciam na toca após uma fuga 

direcionada para a toca, evitando retornar ao ambiente ocupado pela serpente, em geral com a 

cabeça exposta em uma das entradas da toca, e com visão direta do predador. 
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Figura 9 - Alguns comportamentos apresentados pelos ratos em confronto com serpente  

 

 

 Figura 10 - Alguns comportamentos apresentados pelos ratos em confronto com serpente urutu-cruzeiro 

(Bothrops alternatus).  A; aproximação cautelosa. B: esquiva inibitória. C; alerta defensivo. D: Interação entre 

presa e predador. E: Imobilidade defensiva (freezing). Fonte: Sgobbi, RF et al, 2020 (dados não publicados). 
 

Na figura 9, observam-se os comportamentos defensivos evocados por Rattus 

norvegicus confrontados com a serpente peçonhenta urutu-cruzeiro sul-americana (Bothrops 

alternatus) por cinco minutos, no teste da arena poligonal enriquecida para serpentes, onde a 

arena era munida com toca artificial e duas pequenas plataformas elevadas para fuga, 

acessadas por meio de escadas de acrílico. 

2.6.4.3 Linha Experimental 

 Os animais receberam DA-IN ou seu veículo e foram submetidos ao testa da arena 

poligonal para serpentes (com confronto entre presa e urutu-cruzeiro). Foram medidos os 

comportamentos de defesa acima descritos, como também o tempo de permanência no local 
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seguro, ora na toca, ora na escada, como especificado alhures (COIMBRA, et al., 2017a; 

ALMADA et al., 2021) 

 

Figura 11 - Representação esquemática da linha experimental do experimento número 6 

 

 

 

 

2.7 HISTOLOGIA 

Os animais que passaram pelo procedimento de cirurgia esterotáxica foram 

encaminhados à perfusão encefálica. Para isso, foram anestesiados com uma solução na 

proporção de 0,1 ml de cetamina (Ketamina, frasco de 10 ml) para 0,2 ml de xilasina 

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

solução de NaCl a 0.9%, em volume suficiente para retirar todo o sangue do animal, seguida 

por solução tamponada de paraformaldeído a 4%, em volume suficiente para fixar os tecidos. 
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Os encéfalos foram retirados e mantidos no fixador até serem seccionados no criostato 

(Leica CM 1950) em secções histológicas de 20 μm de espessura. As seções histológicas 

foram dispostas em lâminas de vidro, gelatinizadas, secos ao ar e corados com hematoxilina e 

eosina em um sistema robotizado de histologia (Leica Autostainer XL, modelo CV5030). 

Posteriormente, os cortes foram analisados com o auxílio de microscopia de luz 

(AxioImager Z1, Zeiss) e a posição das pontas das agulhas de microinjeção do neuroeixo 

foram assinaladas em anagramas do atlas de Paxinos e Watson (2007). 

Somente animais com sinais de presença da extremidade final da agulha injetora 

dentro das estruturas estudadas foram incluídos na análise estatística.  

 

2.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os dados são apresentados com média ± erro padrão da média (EPM) e foram 

analisados pelo software GraphPadPrism 8.0 (GraphPad Software, Inc., USA). 

Para a análise dos dados do Experimento número 1, foi realizado um teste t não-

pareado, tendo em vista a presença de apenas dois grupos experimentais independentes. Nos 

experimentos 2, 3 e 5, uma ANOVA de uma via foi aplicada, tendo como fator condição o 

tratamento recebido pelo animal. Quando o resultado do teste foi significativo, o teste post 

hoc de Tukey foi realizado (P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante) 

Os dados do Experimento número 4 foram submetidos à ANOVA de duas vias com 

medidas repetidas, onde os fatores foram o tratamento e a tentativa (fator de repetição).  

Nesse caso, um teste post hoc de Tukey também foi aplicado caso a significância dos fatores 

tenha sido apontada (p < 0,05 considerado estatisticamente significante). 

Para o Experimento número 6, os dados foram submetidos a uma ANOVA de duas 

vias, sendo os fatores o Tratamento e a Exposição (serpente de brinquedo ou serpente real). 

Diferenças significativas entre médias entre os grupos foram determinadas através do teste 

post-hoc de Tukey (p < 0,05 considerado estatisticamente significante).  

 

  



41 
 

3. RESULTADOS 

Representação ilustrativa dos locais de implantação do quimitrodo na SCPd 

 

 

 

 
C. 

 
 

 

Figura 12 -Locais para implantação do eletrodo nas colunas dorsais de substância cinzenta periaquedutal (dPAG) 

(A) Fotomicrografia de uma seção transversal do mesencéfalo murino, mostrando um local representativo de um 

eletrodo implantado na SCPd. (B) e (C) Representação de locais confirmados histologicamente (círculos 

hachurados em preto) de estimulação elétrica dPAG representada em diagramas modificados do atlas de Paxinos 

e Watson (2007), referentes nos experimentos 2 e 3 respectivamente. Barra de calibração = 200 μm. 
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3.1 EXPERIMENTO NÚMERO 1 

Os dados, representado na forma de delta (limiar da segunda medida – limiar da 

primeira medida) dos limiares de “congelamento” e de fuga, assim como do tempo de 

“congelamento” pós-estimulação da SCPd (CPE) de animais controles (tratados com PBS a 

0,1 M) e tratados intra-SCPd com DA (40 nmol/ 0,2 l) foram submetidos a um teste t não-

pareado.  

Para os deltas do “congelamento” e de fuga, o teste mostrou ausência de efeitos 

significativos entre os tratamentos (t12= 1,00, p > 0,05) (Figura 12A) e (t12= 0,34; p > 0,05) 

(Figura 12B), respectivamente, assim como para os deltas do CPE-SCPd (t12= 0,5; p > 0,05) 

(Figura 12C).  

 

Valores em delta dos limiares defensivos obtidos no experimento número 1 

 

Figura 13 - Ausência de efeito do tratamento com dopamina no comportamento de defesa elicitado por 

estimulação 

elétrica da substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). Os dados foram apresentados como delta dos 

limiares de “congelamento” (A), de fuga (B) e do tempo de “congelamento” pós-estimulação da SCPd (C) de 

ratos tratados com PBS 0,1 M (grupo controle) e dopamina (40 nmol/ 0,2 µl; DA) intra-SCPd.  Os dados são 
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expressos em média + erro padrão da média (n=7 em cada grupo). P > 0,05, em todos os casos, segundo o teste t 

de Student não-pareado 

 

3.2 EXPERIMENTO NÚMERO 2 

Os dados, apresentados na forma de delta (limiar da segunda medida - limiar da 

primeira medida) dos limiares de “congelamento” e de fuga, assim como do tempo de 

“congelamento” pós-estimulação da SCPd de animais tratados com GEL (veículo, VEI) e 

dopamina intranasal (1 e 2 mg/ kg, DA-IN), foram submetidos a uma ANOVA de uma via. 

Considerando os deltas do “congelamento”  e CPE-SCPd, segundo a ANOVA de uma 

via  houve ausência de efeitos significativos entre os tratamentos (F2,27 = 2,65; p > 0,05) e 

(F2,27 = 4,58; p > 0,05), respectivamente (Figuras 13A e 13C). Para os deltas de fuga, no 

entanto, segundo a ANOVA de uma via, houve diferença significativa entre os tratamentos 

(F2,27 = 3,61; p < 0,05) (Figura 13B). Ratos tratados com DA-IN na dose de 2 mg/ kg 

apresentaram aumento dos limiares de fuga em relação aos animais tratados com GEL (teste 

post-hoc de Tukey; p < 0,05), como mostrado na figura 13B.  

 

Valores em delta dos limiares do comportamento de defesa relacionados ao experimento 2 

  

Figura 14 - Efeito do tratamento intranasal com dopamina no comportamento de defesa elicitado por estimulação 

elétrica da substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). Os dados foram apresentados como delta dos 

limiares de “congelamento” (A), de fuga (B) e do tempo de “congelamento” pós-estimulação da SCPd (C) de 
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ratos tratados com GEL (veículo, VEI) e dopamina intranasal (1 e 2 mg/ kg; DA-IN). Os dados são expressos em 

média + erro padrão da média (n=7 em cada grupo). * P < 0,05 comparado ao grupo tratado com GEL; # p < 

0,05 comparado a DA na menor dose (1 mg/ kg), de acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post-

hoc de Tukey. 

3.3 EXPERIMENTO NÚMERO 3 

Os dados, apresentados na forma de delta (limiar da segunda medida - limiar da 

primeira medida) dos limiares de congelamento e de fuga, assim como do tempo de 

“congelamento” pós-estimulação da SCPd de animais tratados com GEL (veículo, VEI) e 

dopamina intranasal (2 mg/ kg, DA-IN) e pré-tratados com sulpirida ou seu respectivo 

veículo, foram submetidos a uma ANOVA de uma via. 

Considerando os deltas do “congelamento”  e CPE-SCPd, segundo a análise de 

variância de uma via, houve ausência de efeitos significativos do tratamento (F 3, 24 = 1.700; p 

> 0,05) e (F 3, 24= 0.7706; p > 0,05), respectivamente (Figuras 14A e 14C). Considerando os 

deltas dos limiares de fuga, no entanto, segundo a ANOVA de uma via, houve efeito 

significativo do tratamento (F 3, 24 = 6.293; p < 0,05). A administração de DA por via IN na 

dose de 2 mg/kg causou uma elevação significante do limiar de fuga, em relação ao controle, 

como mostrado na Figura 14B (teste post-hoc de Tukey; p < 0,05). Ratos tratados com DA IN 

na dose de 2 mg/ kg apresentaram aumento dos limiares de fuga em relação aos animais 

tratados com GEL/Veículo e DA-IN/ Sulpirida. 
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Valores em delta dos limiares do comportamento de defesa relativos ao experimento 3 

  

Figura 15 - Efeito do tratamento intranasal com dopamina ou sulpirida + dopamina no comportamento de defesa 

eliciado por estimulação elétrica da substância cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). Os dados foram 

apresentados como as diferenças nos limiares de “congelamento” (A), de fuga (B) e do tempo de 

“congelamento” pós-estimulação (C) registrados antes e após o tratamento intraperitoneal combinado de 

sulpirida (SUL; antagonista D2, 40 mg/kg) ou solução Tween 80 a 2% (veículo) e de tratamento intranasal (5 μL 

em cada narina) com GEL (veículo) ou com dopamina (DA; 2 mg/kg) em ratos submetidos à estimulação 

elétrica da SCPd.  Os dados são expressos como a média ± EPM (n = 8 por grupo). * P < 0,05 comparado ao 

grupo gel-veículo; # p < 0,05 em comparação ao grupo VEI-DA, de acordo com a ANOVA de uma via seguida 

pelo teste post hoc de Tukey. 

 

 

 

3.4 EXPERIMENTO NÚMERO 4 

Os dados relacionados ao tempo de esquiva e fuga apresentados por ratos submetidos 

ao teste de LTE por animais controles (sem tratamento) e tratados com GEL (veículo) e DA 

IN foram submetidos à ANOVA de duas vias com medidas repetidas.  
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Considerando a latência do comportamento de esquiva, segundo a two-way ANOVA 

de medidas repetidas, houve efeito significante do fator tentativa (F2,80 = 17,80, p < 0,05), mas 

não do fator tratamento (F2,40 = 2,12; p > 0,05), nem referente à interação entre tratamento vs 

tentativa (F4,80 = 1,32; p > 0,05) (Figura 15A). No que se refere ao tempo da fuga, segundo a 

two-way ANOVA de medidas repetidas, houve efeito significante da tentativa (F2,80 = 11,20, p 

< 0,05), mas não do tratamento (F2,40 = 1,22; p > 0,05), nem da interação tratamentos vs 

tentativa (F4,80 = 1,17; p > 0,05) (Figura 15B). 

 

Valores em delta tempo de esquiva e fuga relativos ao experimento número 4 

 

Figura 16 - Ausência de efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) no comportamento de defesa 

eliciado dos ratos expostos ao teste do labirinto em T elevado. Os dados são expressos em média + erro padrão 

da média (n=11 para o grupo C; n=16 para os grupos DA IN e GEL) do tempo de esquiva (A) e de fuga (B) de 

ratos tratados com dopamina intranasal (DA-IN) e GEL (veículo) e não tratados (controles, C). P > 0,05 em 

todos os casos, segundo a ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc de Tukey. 

 

 

  

3.5 EXPERIMENTO NÚMERO 5 

O número de cruzamentos e o tempo de permanência na borda e no centro da arena 

por animais controles (sem tratamento) e tratados com GEL (veículo) e DA-IN foram 

submetidos à ANOVA de uma via.  

No que se refere ao número de cruzamentos na borda e no centro da arena circular, 

segundo ANOVA de uma via, não houve efeito significativo do tratamento (F2,40 = 0,95, p > 

0,05) e (F2,40 = 0,72; p > 0,05), respectivamente (Figura 17A). Segundo a one-way ANOVA, 

houve ausência de efeito significativo do tratamento no que se refere ao tempo de 

permanência na borda e no centro da arena circular (F2,40 = 0,02; p > 0,05) e (F2,40 = 0,03; p > 

0,05), respectivamente (Figura 17B). 
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Números de cruzamentos e tempo de permanência no experimento 5 

 

Figura 17 - Ausência de efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) no comportamento de ratos 

expostos ao teste de campo aberto. Os dados são expressos em média + erro padrão da média (n=11 para o grupo 

C; n=16 para os grupos DA IN e GEL) do número de cruzamentos (A) e tempo de permanência (B) na borda e 

no centro da arena circular dos ratos submetidos à arena circular. DA-IN: tratamento com dopamina intranasal; 

GEL; tratamento com veículo; C: Grupo controle, não tratado. P > 0,05 em todos os casos, segundo a ANOVA 

de uma, seguida pelo teste post hoc de Tukey. 

 

3.6 EXPERIMENTO NÚMERO 6  

No que se refere à frequência dos comportamentos defensivos dos grupos de animais 

tratados com GEL ou DA IN nas condições serpente de brinquedo ou serpente real os dados 

foram submetidos a uma ANOVA de duas vias, seguida, quando apropriado, pelo teste post 

hoc de Tukey. Os roedores, quando confrontados com as serpentes no teste da arena poligonal 

para serpentes, eliciaram um claro comportamento de defesa induzido pelo medo inato, 

expresso por esquiva inibitória (Figura 18 C), fuga orientada para locais seguros (Figura 19 

A), e consequente aumento do tempo de permanência na toca (Figura 19, B). 

Considerando-se os comportamentos similares à ansiedade, no que se refere aos 

comportamentos de avaliação de risco e de atenção defensiva, segundo a two-way ANOVA, 

não houve efeito significativo do tratamento (F 1, 30 = 0,409; p > 0,05) e (F 1, 30) = 0,0018; p > 
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0,05), nem  da exposição (F 1, 30 = 0,246; p > 0,05) e (F 1, 30 = 4,83; p > 0,05), tampouco efeito 

significativo da  interação entre os dois fatores (F 1, 30 = 1.97; p > 0,05) e (F 1, 30 = 0,537; p > 

0,05). Considerando a resposta de esquiva inibitória, segundo a two-way ANOVA, houve 

efeito significativo na exposição (F 1, 30 = 14,6; p < 0,05), porém não houve efeito 

significativo do tratamento (F 1, 30 = 0,146; p > 0,05), e nem da interação entre tratamento 

versus exposição (F 1, 30 = 0,146; p > 0,05). Esses dados são mostrados na figura 18. 

Considerando as respostas comumente relacionadas a ataques de pânico ou medo 

intenso, no que se refere aos comportamentos de fuga orientada, segundo a two-way ANOVA, 

houve efeito significante do fator exposição (F 1, 30 = 9,85; p < 0,05), porém não houve efeito 

significativo no tratamento (F 1, 30 = 2,14; p > 0,05), nem da interação entre exposição e 

tratamento (F 1, 30 = 0,355; p > 0,05) (dados mostrados na figura 19a). Não obstante, no que se 

refere ao tempo de permanência na toca, após a evocação do comportamento de fuga 

orientada para locais seguros, segundo a two-way ANOVA, houve efeito significante da 

exposição (F 1, 30 = 52,4; p < 0,05), do tratamento (F 1, 30 = 12,6; p < 0,05) e da interação entre 

esses dois fatores (F 1, 30 = 4,1; p < 0,05). Os animais tratados com DA IN ficaram menos 

tempo no lugar seguro quando confrontados com a serpente real do que os animais tratados 

com GEL e submetidos à presença da serpente, como mostrado (teste post hoc de Tukey, p< 

0,05), o que sugere destemor, como mostrado na Figura 19B. 

No que se refere aos comportamentos exploratórios de levantamento, segundo a two-

way ANOVA, houve efeito significante do fator exposição (F 1, 30 = 14,4; p < 0,05), mas não 

houve efeito estatisticamente significante nem do fator tratamento (F 1, 30 = 0,287; p > 0,05), 

nem tampouco da interação entre esses fatores (F 1, 30 = 0,287; p > 0,05) (Figura 20A). Assim 

também, no que se refere ao comportamento de interação entre presa e predador, houve efeito 

significativo no fator exposição (F 1, 30 = 11,1; p < 0,05), porém não foi encontrado resultado 

significativo no fator tratamento (F 1, 30 = 2,63; p > 0,05) e nem na interação entre os dois 

fatores (F 1, 30 = 0,695; p > 0,05) (Figura 20B). 
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Comportamento de ratos ameaçados por serpentes (experimento número 6) 

 
 

 

Figura 18 – Ausência de efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) no comportamento de ratos 

Expostos ao teste da arena poligonal para serpentes, com confronto com urutu-cruzeiro. Os dados são expressos 

em média + erro padrão da média (n=8 para o grupo gel – serpente de brinquedo; n=8 para o grupo DA-IN + 

serpente de brinquedo; n= 9 para o grupo gel+ serpente; n= 9 para o grupo DA-IN + serpente) do número de 

avaliação de risco (A), atenção defensiva (B), e de esquiva inibitória (C).  DA: tratamento com dopamina (por 

via intranasal; GEL: tratamento com veículo.  * P < 0,05 em relação ao grupo tratado com veículo + serpente de 

brinquedo, segundo a ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey. 
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Figura 19 - Efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) na frequência de fuga orientada e no tempo 

despendido em locais seguros (toca e plataformas de escape) de ratos expostos ao teste da arena poligonal para 

serpentes, com confronto com urutu-cruzeiro. Os dados são expressos em média + erro padrão da média (n=8 

para o grupo gel + serpente de brinquedo; n=8 para o grupo DA + serpente de brinquedo; n= 9 par ao grupo gel 

+ serpente; n= 9 para o grupo DA-IN + serpente) do número de fuga orientada (A) e tempo de permanência no 

local seguro (B). DA: tratamento com dopamina (por via intranasal); GEL: tratamento com veículo.  * P < 0,05, 

*** p < 0,001 comparado ao grupo tratado com veículo (gel) e exposto à serpente de brinquedo; ### p < 0,001, 

quando comparado ao grupo tratado com veículo e exposto à serpente, segundo a ANOVA de duas vias seguida 

pelo teste post hoc de Tukey. 

 
 

 
Figura 19 - Ausência de efeito do tratamento intranasal   com dopamina  (2 mg/kg) no   comportamento de ratos 

expostos ao teste da arena poligonal para serpentes, com confronto com urutu-cruzeiro. Os dados são expressos 

em média + erro padrão da média (n=8 para o grupo gel - brinquedo; n=8 para o grupo DA brinquedo n= 9 gel 

serpente n= 9 DA serpente) do número de cruzamentos (A) frequência de levantamento (B) frequência interação 

com a presa; tratamento DA com dopamina intranasal; GEL; tratamento com veículo.  + P < 0,05 quando 

comparado ao grupo tratado com DA-IN e confrontado com a serpente de brinquedo, segundo a ANOVA de 

duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey. 
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4 DISCUSSÃO 

Essa tese teve como o seu objetivo geral compreender como a DA-IN mediava as 

respostas de pânico em quatro diferentes modelos comportamentais, trazendo contribuições 

sobre o papel da DA nessas respostas comportamentais de pânico, bem como testar a eficácia 

da utilização da via intranasal para aplicação de DA em modelos de pânico.  

Este trabalho foi dividido em dois blocos de experimentos, os que envolvem o modelo 

de estimulação elétrica, que ocorreu em três etapas, e o bloco de experimentos 

correspondentes à exposição dos animais de laboratório aos modelos do campo aberto, do 

LTE e ao teste da arena poligonal para serpentes,  confronto com um potencial predador. 

Utilizando esses modelos comportamentais, buscou-se investigar um possível papel da 

dopamina na expressão das respostas de pânico.  

No experimento 1, a dopamina foi administrada diretamente na SCPd, a fim de 

compreender se o próprio neurotransmissor poderia influenciar nos limiares do 

comportamento de defesa inato. Entretanto, não houve diferença significativa entre os grupos. 

No entanto, essa ausência de efeito significativo da injeção direta da dopamina em uma 

estrutura do teto mesencefálico, instigou-nos a pensar em outras formas de administrar a 

dopamina para que ela viesse ter algum possível efeito antiaversivo.  

A administração de medicamentos pelas vias nasais é uma alternativa de medicação 

em animais de laboratório e pacientes (LOCHHEAD; THORNE, 2012; CHAPMAN et al., 

2013; CARVALHO, DE et al., 2019).  Os neurotransmissores e fármacos,  quando aplicados 

através dessa via, podem entrar diretamente no cérebro contornando os obstáculos das 

barreiras hematoencefálica e liquor-encefálica, encontrando, assim uma rota direta para as 

estruturas encefálicas a partir do epitélio nasal, provavelmente através das vias extracelulares 

ao longo dos nervos olfatório e trigêmeo (DHURIA et al., 2010). 

A DA não cruza a barreira hematoencefálica, mas pode, no entanto, atingir estruturas 

encefálicas por meio dessa via de administração de drogas, como já foi demonstrado 

anteriormente que a [3H] dopamina administrada pelas narinas de camundongos e ratos entra 

no cérebro sem alteração metabólica (DAHLIN et al., 2000, 2001). 

A DA-IN também mostrou aumentar a DA extracelular no estriado dorsal e ventral 

(SOUZA SILVA, M. A. DE et al., 2008) ao se ligar ao transportador DA2 no neostriatum do 

rato (DE SOUZA SILVA et al., 2016).  

Considerando o que já se sabe sobre o efeito da DA no comportamento relacionado ao 

pânico, onde vários estudos indicaram os efeitos antiaversivos da DA no tectum, com ênfase 
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na SCPd, nas camadas profundas do colículo superior e no colículo inferior (MUTHURAJU 

et al., 2014; de OLIVEIRA et al., 2014b; BRANDÃO et al., 2015b; BRANDÃO; COIMBRA, 

2019), no presente trabalho, a dose 2 mg/kg de DA-IN aumentou o limiar de fuga, eliciado 

pela estimulação elétrica da SCPd (CARVALHO, et al., 2019), ou seja a DA-IN promoveu 

um efeito panicolítico no modelo de estimulação elétrica da SCPd. Esse resultado corrobora a 

ideia proposta por Brandão, em 2018, de que a DA liberada nas estruturas mesencefálicas 

durante a presença de um estimulo aversivo incondicionado, promoveria este efeito 

panicolítico (BRANDÃO et al., 2015b; BRANDÃO; COIMBRA, 2019) 

Ainda no experimento 2, com relação ao “congelamento” após estimulação elétrica da 

SCPd, estudos na literatura já afirmam que essa resposta comportamental é resultado da 

ativação da projeção ascendente da SCPd (CARVALHO et al., 2015, 2018,2019), envolvendo 

em sua organização estruturas como o complexo amigdaloide e o hipocampo (FANSELOW, 

1994; CARVALHO et al., 2013, 2015, 2018) 

Acredita-se que, quando os neurônios da SCPd são ativados por estímulos aversivos, a 

informação percorre dois caminhos: o primeiro, percorrendo vias que conectam a SCPd a 

estruturas límbicas, as quais irão promover a reação de defesa (respostas de “congelamento” e 

de fuga), e o segundo em direção a circuitos neurais ascendentes (“congelamento” pós-

estimulação). 

O resultado encontrado, referente à atenuação do “congelamento” pós-estimulação 

causado por 1 mg/kg de DA administrada por via intranasal, destaca a evidência de que o 

tronco encefálico afeta o processamento de informações aversivas em áreas rostrais do 

neuroeixo (CARVALHO et al., 2015, 2018,2018). 

No entanto, a provável ampla distribuição de DA, devido à via de administração, não 

limitaria sua ação aos receptores dopaminérgicos na SCPd. A DA também poderia atuar nos 

autoreceptores da ATV e, consequentemente, reduzir a atividade da via mesolímbica. Este 

fato talvez possa explicar o porquê de apenas a baixa dose de DA afetou o “congelamento” 

pós-estimulação (CARVALHO, 2019). 

Retomando a questão de quais receptores estariam envolvidos na modulação das 

respostas comportamentais, no experimento 3, os animais foram submetidos a um pré- 

tratamento com injeção i.p. de sulpirida. A DA-IN aumentou o limiar de fuga (um efeito 

antiaversivo) e a sulpirida bloqueou esse efeito. Isso sugere que os efeitos da DA deram-se via 

receptores D2. Não se pode afirmar, contudo, se esses receptores são os que estão localizados 

na SCPd, devido à administração da sulpirida por via intraperitoneal, e um próximo passo 
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pertinente seria realizar um novo estudo, injetando o antagonista sulpirida diretamente na 

SCPd. 

Quanto a isso, sabe-se que a SCPd possui receptores do tipo D2, pois a injeção de 

sulpirida, esse antagonista do receptor D2, na SCPd, causou alterações das respostas 

defensivas nos modelos comportamentais de respostas de fuga a um estímulo luminoso (medo 

condicionado), e reduziu o número de entradas e o tempo despendido nos braços abertos do 

teste do labirinto em cruz elevado (MUTHURAJU et al., 2016). Logo, estes dados sugerem 

que a ação DA poderia ser mediada por receptores do tipo D2 da SCPd, uma evidência que 

abre caminhos para as futuras investigações. 

Na presente investigação, um resultado similar foi obtido no experimento 2, em que a 

DA-IN na dose de 2mg/kg aumentou o limiar de fuga dos animais submetidos à estimulação 

elétrica da SCPd, o que foi também observado no experimento 3, corroborando os dados 

anteriores, que sugerem um efeito antiaversivo da dopamina. 

Investigações futuras precisam também ser planejadas para investigar uma possível 

participação dos receptores D1 na ação antiaversiva da dopamina, pois há evidências na 

literatura que sugerem uma possível participação na mediação deste receptor nas respostas 

defensivas (BURKEY et al., 1999; de OLIVEIRA et al., 2006; de SOUZA CAETANO et al., 

2013). 

Vale ressaltar que, no experimento 3, resultado similar àquele obtido no estudo 

anterior, a respeito do efeito no “congelamento” pós-estimulação, não foi replicado, pois a 

dose de 1 mg/kg de DA não foi utilizada. 

Como o foco deste estudo foi compreender o efeito da DA-IN na resposta de pânico, 

expressa diretamente por estimulação da SCPd, utilizou-se antes da aplicação intranasal de 

DA o pré-tratamento dos animais com sulpirida  na dose que teve efeito nesse 

comportamento.  

Não se sabe exatamente quais áreas do cérebro foram ativadas pela DA-IN em sua 

ação sobre essas respostas de medo. Entretanto, pode-se inferir que o mecanismo de ação da 

DA aplicada por via IN pode ser semelhante ao que foi proposto no corpo estriado (de 

SOUZA SILVA et al., 2016).  

Estudos adicionais são necessários, entretanto, usando agonistas e antagonistas dos 

receptores D1 e D2 para identificar como a DA atua especificamente para produzir os efeitos 

panicolíticos aqui observados.  

Buscou-se, também, neste trabalho, investigar se a DA-IN teria o seu efeito em outros 

modelos de pânico como é o caso do LTE e modelo de confronto entre presa e predador. 
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No experimento 4, utilizou-se o modelo clássico de LTE que busca segmentar as 

respostas de ansiedade e pânico no mesmo modelo, através da medida dos limiares de esquiva 

inibitória (ansiedade) e de fuga (pânico). Não obstante, a dopamina utilizada na dose 

preconizada no presente estudo não alterou nem a latência de esquiva, nem a latência de fuga. 

Drogas com efeito panicolítico, por exemplo no modelo de estimulação elétrica intra-tectal 

(Coimbra et al., 1996) ou o teste da arena poligonal para serpentes com exposição a cascáveis 

(Calvo et al., 2019), tais como o naloxone, já se mostraram surpreendentemente ineficazes no 

modelo de LTE (Coimbra et al., 2017a). O mesmo fenômeno pode ter ocorrido com a 

dopamina, muito embora novos estudos necessitem ser elaborados para esclarecer essa 

questão. 

Outro fator pertinente, principalmente depois de se perceber uma tendência não 

significante de a DA diminuir o comportamento de fuga na terceira tentativa (terceira 

exposição ao teste do LTE), consiste em uma possível influência intrínseca do tratamento no 

comportamento motor do animal. 

De fato, durante a realização dos experimentos, houve a preocupação de que a DA-IN 

poderia influenciar o comportamento motor do animal, haja vista a dose de 3 mg/kg ter 

mostrado efeitos na locomoção em trabalhos prévios (de SOUZA SILVA et al., 2008), ao 

passo que na dose de 1 mg/ kg não houve aumento de cruzamentos na caixa de 

condicionamento (Carvalho et al., 2019). A fim de confirmar se a dose de 2mg/kg teria 

alguma influência no comportamento locomotor, no experimento 5, foi utilizado o modelo do 

campo aberto, o que não apresentou efeito significativo nem no número de cruzamentos, nem 

no tempo de permanência, seja no centro, seja na periferia da arena circular, o permite deduzir 

que, provavelmente, a DA intranasal, na dose aplicada no presente teste, não implicaria em 

prejuízos ao comportamento motor de animal. Não obstante, curiosamente, mesmo na dose de 

2mg/kg, a DA-IN também não foi capaz de causar efeitos significantes no tempo de 

permanência do animal no centro da arena, local mais aversivo, o que não demonstrou seu 

potencial efeito ansiolítico no teste do campo aberto. 

O experimento 6, os roedores foram submetidos ao teste da arena poligonal para 

serpentes com confronto entre presa versus predador, um modelo de ataques de pânico que 

simula uma situação ameaçadora típica na natureza, mas no ambiente de laboratório, 

confrontando um roedor com uma serpente selvagem.  Este modelo tem mostrado propício a 

detectar efeitos panicolíticos de drogas antagonistas de captação de serotonina 

(PASCHOALIN-MAURIN et al., 2018), antagonistas de receptores opioides (COIMBRA et 
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al., 2017a; CALVO et al., 2019), e canabinoides (Uribe-Marino et al., 2012; Twadowschy et 

al., 2013). 

Um estudo investigando o papel da DA nas respostas comportamentais mais 

etológicas não tinha sido realizado até então. Assim, para a realização desse experimento foi 

necessária a inclusão de grupos expostos à serpente de brinquedo em comparação à serpente 

viva, a fim confirmar a existência da aversão do animal ao predador. Os roedores, quando 

confrontados com urutu-cruzeiro no teste da arena poligonal para serpentes, eliciaram um 

claro comportamento de defesa induzido pelo medo inato, expresso por esquiva inibitória, 

fuga orientada para locais seguros, e consequente aumento do tempo de permanência na toca.  

 Os animais tratados com DA-IN e expostos à serpente peçonhenta passaram menos 

tempo no local seguro, durante o confronto com o predador, o que sugere um efeito 

claramente panicolítico.  

Estes experimentos evidenciaram que a utilização da via intranasal para a aplicação de 

fármacos pode se uma relevante alternativa em futuros experimentos pré-clínicos para 

compreensão das vias neurais do comportamento defensivo. Como objeto de estudos futuros, 

sugerem-se novos experimentos para ampliar a compreensão do efeito da DA no 

comportamento defensivo e determinar os receptores especificamente recrutados para 

embasar seu efeito panicolítico, bem como realizar estudos morfológicos para determinar 

como a via dopaminérgica atua na mediação dos comportamentos defensivos.  
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5 CONCLUSÃO 

A DA IN, na dose de 2 mg/kg, aumenta o limiar de fuga dos animais submetidos à 

estimulação elétrica da SCPd. 

O pré-tratamento de sulpirida reverteu o efeito da DA-IN no limiar de fuga de ratos 

submetidos à estimulação elétrica da SCPd, sugerindo uma mediação desse efeito panicolítico 

da dopamina por receptores do tipo D2. 

DA-IN, no modelo LTE, não mostrou alteração na latência das tentativas de esquiva 

inibitória e de fuga, o que sugere que este modelo por não ser sensível ao efeito antiaversivo 

da dopamina. 

A aplicação de DA-IN em animais submetidos ao modelo do campo aberto não afetou 

o comportamento motor, o que sugere que a ação da DA observada em experimentos de 

estimulação do teto mesencefálico seja de fato antiaversiva. 

Os animais que receberam DA-IN e formam confrontados com o predador 

permaneceram menos tempo em local seguro, sugerindo um efeito panicolítico causado pelo 

tratamento com dopamina por via intranasal.  
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