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RESUMO 

Medo e a ansiedade são emoções que têm origem nas reações de defesa 

que os animais exibem diante de ameaças que podem comprometer sua integridade 

física ou a própria sobrevivência, tais como confrontos com o predador ou com 

animais da mesma espécie.  

Em se tratando da espécie humana, estas respostas defensivas eliciadas 

representariam a ocorrência de transtornos de ansiedade e, a busca por sua 

compreensão, resultou no desenvolvimento de modelos animais de ansiedade, 

dentre os quais se destaca o labirinto em cruz elevado (LCE) que é baseado na 

aversão natural de roedores a espaços abertos. 

Com relação aos substratos neurais envolvidos nestas manifestações, cabe 

destacar a matéria cinzenta periaquedutal bem como estruturas prosencefálicas, 

como o córtex pré-frontal (CPFm), uma estrutura límbica que tem sido 

frequentemente descrita como relevante na neurobiologia da ansiedade. 

O óxido nítrico (NO) tem sido investigado em diferentes estruturas cerebrais 

de roedores nas quais foram evidenciadas respostas pró-aversivas. Sendo o CPFm 

uma estrutura que contém neurônios nitrérgicos, este estudo teve o objetivo de 

investigar o efeito da facilitação nitrérgica através da injeção intra-CPFm de um 

doador de NO, o NOC-9 [6-(Hidroxi-1-metil-2-nitrosohidrazino)-N-metil-1-

hexanamina], sobre o comportamento de camundongos expostos ao labirinto em 

cruz elevado (LCE). 

Métodos e Resultados: Camundongos Suíços machos (25-35g, n = 53) 

receberam implante de cânula guia no CPFm. Cinco dias após, os animais 

receberam microinjeção de veículo ou NOC-9 nas doses de (1,875 nmol; 18,75 

nmol; 37,5 nmol ou 75nmol) e, após cinco minutos, foram expostos ao LCE com o 



 

 

 

propósito de registrar os níveis de ansiedade e de locomoção. Todos os resultados 

obtidos foram submetidos a ANOVA monofatorial seguida do teste de comparações 

múltiplas de Duncan. A injeção de NOC-9, somente na dose de 18,75 nmol, diminuiu 

a porcentagem de entradas e nas doses de 18,75 e 37,5 nmol, a porcentagem de 

tempo gasto nos braços abertos do LCE. As demais doses não alteraram tais 

índices. Assim, nenhuma das doses empregadas neste trabalho alterou a locomoção 

do animal comparada a seu controle. A injeção de NOC-9 nas doses 18,75 e 37,5 

nmol reduziu o comportamento de mergulhar a cabeça nos braços abertos do LCE. 

Com relação ao HD nas áreas protegidas, não houve diferenças significativas entre 

os grupos e o controle. Somente a dose de 18,75 nmol de NOC-9 reduziu o 

comportamento de esticar-se nos braços abertos do LCE e intensificou o mesmo 

comportamento nas áreas protegidas. Somente a dose de 18,75 nmol, reduziu a 

frequência de entradas na extremidade distal dos braços abertos do aparato. Além 

disso, demonstrou também uma tendência à redução nas doses de 37,5 e 75 nmol. 

Com relação aos levantamentos a ANOVA não revelou diferenças significativas em 

nenhuma das doses de NOC-9. 

Conclusões: a microinjeção intra-CPFm de NOC-9 nas doses 18,75 e 37,5, foi 

eficaz em produzir efeitos ansiogênicos. A análise etológica corroborou os efeitos 

verificados na análise espaço-temporal no LCE, uma vez que nem a dose mais 

baixa (1,875 nmol) nem a mais elevada de NOC-9 (75 nmol) provocaram qualquer 

efeito sobre os comportamentos de avaliação de risco ou de exploração do LCE 

através da frequência de levantamentos. Assim, o CPFm demonstrou ser uma 

região importante na mediação das respostas defensivas tendo o NO como um 

provável neurotransmissor envolvido na elaboração de tais comportamentos. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

Medo e ansiedade são emoções eliciadas das respostas dos animais frente a 

estímulos aversivos que lhes apresentem perigo ou ameaça à sobrevivência. Tais 

estímulos, como por exemplo, o ataque de um predador ou confrontos com animais 

da mesma espécie, exposição a lugares novos, altura e espaços abertos, podem 

resultar na exibição de um repertório de respostas comportamentais. Estas 

respostas (luta, fuga, imobilidade, vocalização, etc.) são denominadas reações de 

defesa e estão acompanhadas da ativação autonômica (taquicardia, hipertensão, 

defecação, etc; BLANCHARD et al., 1993; BLANCHARD; BLANCHARD, 2003). 

As pesquisas e os trabalhos relacionados à ansiedade e ao medo se tornaram 

relevantes com bases nos estudos originais de Charles Darwin, publicados no seu 

livro The Expression of Emotions in Man and Animals (1872, Apud ZANGROSSI; 

GRAEFF, 2004). A partir daí, a abordagem evolucionária proposta por Darwin tem 

permeado muitas das teorias sobre a função e a importância que as emoções 

desempenham para as diferentes espécies. Por esta abordagem, o homem, tendo 

outros animais como ancestrais, possuem certas respostas em comum no que diz 

respeito à expressão emociona, tornando possíveis comparações entre o seu 

comportamento e de outros animais (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). 

Outros estímulos ambientais, como altura excessiva, iluminação intensa, 

tempestades, incêndio, exposição a lugares novos, também são caracterizados 

como aversivos e podem provocar as mesmas reações, que são compostas de 

comportamentos de fuga e/ou ataque defensivo (luta), esquiva ativa e inibitória, 

congelamento (freezing), avaliação de risco ou ainda pela ativação autonômica 
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como taquicardia, vasoconstrição, aumento da pressão arterial (BLANCHARD et al., 

1993; BLANCHARD; BLANCHARD, 2003). 

Estas reações, somadas à outras alterações fisiológicas, como liberação de 

hormônios e neurotransmissores [ex., adrenalina, CRF/ACTH (hormônio 

adrenocorticotrófico)/cortisol, glutamato, etc.)], preparam o organismo para 

responder àquela ameaça, seja fugindo da mesma ou enfrentando-a. Esse preparo 

abrange a exibição das reações acima citadas, sendo todas elas ferramentas 

importantes para preservação da vida (BLANCHARD et al., 2001, 2003). 

Embora tais alterações sejam importantes quando exibidas diante de um 

contexto ou situação aversivos, tornam-se mal-adaptadas em condições que não 

oferecem perigo nem hostilidade ao indivíduo. Em se tratando da espécie humana, 

estas respostas defensivas eliciadas podem originar os transtornos de ansiedade 

(BLANCHARD et al., 2001; GRAY; MCNAUGHTON, 2000; MCNAUGHTON; CORR, 

2004) 

Os transtornos de ansiedade são as formas mais comuns de todos os 

transtornos mentais e resultam em considerável prejuízo funcional e sofrimento 

(BERNIK; MINUTTENTAG, 2004). A alta prevalência dos transtornos de ansiedade 

torna esse grupo de patologias um problema de saúde pública, que envolve as 

lideranças governamentais, gerando custos sociais elevados aos cofres públicos e 

grande prejuízo nos índices de qualidade de vida da população atingida, provocando 

impacto pessoal, social e econômico negativos. A ansiedade é uma das causas mais 

comuns que levam os pacientes a procurar auxílio médico ou psiquiátrico (HETEM, 

2004). Em geral, há uma combinação de sintomas somáticos e psíquicos.  
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Como ressalta Hetem (2004), nem sempre é fácil distinguir entre a ansiedade 

normal e aquela patológica, considerada doença. Segundo esse autor, a 

diferenciação baseia-se na intensidade das manifestações e sintomas, na sua 

duração, na proporcionalidade da relação entre o evento desencadeante e a reação 

de ansiedade, e no grau de limitação ocasionado. Quando a ansiedade é intensa, 

persistente e desproporcional às possíveis causas aparentes e ainda acaba por 

interferir na qualidade de vida e no rendimento do indivíduo, esta é considerada 

patológica e, portanto, merecedora de uma atenção e intervenção médica. 

Os transtornos de ansiedade são caracterizados por manifestações psíquicas 

tais como agressividade, nervosismo, sensação de mal estar, pânico, etc, assim 

como manifestações somáticas que incluem alterações cardiovasculares (aumento 

da pressão arterial, taquicardia, etc), gastrointestinais (boca seca, náuseas, diarreia, 

etc), respiratórias (sensação de falta de ar), dentre outras (HETEM, 2004). 

O sistema encefálico de defesa é composto por importantes estruturas que 

atuam na mediação das reações características de ansiedade e medo, por exemplo, 

reações de fuga e luta. Dentre elas, pode-se destacar o hipotálamo, a matéria 

cinzenta periaquedutal (MCP) e a amídala (BANDLER; DEPAULIS, 1991; 

BEHBEHANI, 1995; BRANDÃO et al., 2003; CARRIVE et al., 1997, 2003; 

FANSELOW, 1991; GRAEFF et al., 1993; LANG; BRADLEY; CUTHBERT, 1998; 

LOVICK, 2000). Com relação a essas estruturas, McNaughton e Corr (2004) 

propuseram que estruturas do chamado sistema de inibição comportamental (SIC) 

teriam papel fundamental no estado de ansiedade e, neste caso, estruturas como o 

sistema septo-hipocampal e a amídala seriam as principais envolvidas no processo. 

Entretanto, o estado de medo envolveria estruturas mais caudais como o hipotálamo 
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medial e a matéria cinzenta periaquedutal, mais especificamente a sua parte dorsal 

(MCPd) que tem sido identificada como um dos principais substratos da aversão no 

sistema nervoso central (GRAEFF, 2004). 

As estruturas acima apresentadas são reconhecidamente relacionadas aos 

comportamentos defensivos, porém ainda é necessário estudos para o 

entendimento de outras possíveis vias neurais envolvidas. Neste sentido, há 

evidências de que o córtex pré-frontal (CPF) seja um sítio chave, desempenhando 

importante papel em tais comportamentos (MCNAUGHTON; CORR, 2004). 

Entretanto, por ser uma estrutura prosencefálica, estaria mais relacionado a 

comportamentos mais sutis e elaborados, ao contrário de estruturas mesencefálicas 

que estariam mais relacionadas a comportamentos explosivos. Corroborando essas 

informações, lesões no córtex pré-frontal medial (CPFm) de ratos diminuíram os 

níveis de ansiedade demonstrados pelo aumento do tempo e da frequência de 

entrada nos braços abertos do labirinto em cruz elevado (GONZALEZ et al., 2000; 

LACROIX et al., 2000; SHAH et al., 2003), além de aumentar a interação social em 

ratos (GONZALEZ et al., 2000; SHAH; TREITE, 2003). Assim, estes resultados 

sugerem que o CPFm é um complexo envolvido na mediação da ansiedade. 

O CPFm é uma estrutura límbica complexa, ou seja, está relacionada com a 

mediação das emoções e é subdividida em três sítios considerados neste trabalho 

(Figura 2): pré-límbico (PrL), infra-límbico (IL) e cingulado (Cg). O CPFm envia 

projeções neurais para o caudado putamen e para o núcleo e periferia do núcleo 

accumbens, uma estrutura bastante relacionada com respostas emocionais, 

sobretudo aquelas associadas ao sistema de recompensa e dependência de drogas 

psicoativas, além de também integrar respostas relacionadas ao estresse (DENIAU; 
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CHARPIER; MENETREY, 1996; SESACK; PICKEL, 1992). As três regiões descritas 

são densamente povoadas por neurônios que secretam e liberam uma variedade de 

neurotransmissores os quais atuam na mediação de diversas respostas neurais, 

incluindo-se aquelas relacionadas à ansiedade. Assim, dentre os diferentes sistemas 

de neurotransmissores no CPFm podemos destacar o ácido gama amino butírico 

(GABA), o glutamato e também o neurotransmissor atípico óxido nítrico (NO).  

Existem importantes evidências da presença de neurônios nitrérgicos nesta 

estrutura (SAMMUT; WEST, 2008) e estudos apontam a interação do NO com outros 

neurotransmissores, bem como com outras áreas através de eferências NOS 

positivas (PRAST; PHILIPPU, 2001). Neste sentido, estudos demonstraram que o 

córtex pré-frontal envia projeções NOS positivas ao estriado dorsal e ventral 

(VUILLET et al. 1989; SALIN et al. 1990; KAWAGUCHI, 1997). Além disso, Sammut, 

Park e West (2007) demonstraram que o aumento da neurotransmissão 

glutamatérgica corticoestriatal através da estimulação elétrica do CPFm é 

particularmente eficaz em facilitar a atividade da enzima óxido nítrico sintase (NOS), 

assim como a neurotransmissão nitrérgica. Outro importante indício da ação 

nitrérgica no córtex pré-frontal foi a redução das respostas desencadeadas pela 

estimulação desta estrutura, após tratamento com uma droga sequestradora de NO, 

o Carboxi-PT10 (WEST; GRACE, 2004). Finalmente, Montague et al. (1994) 

demonstraram que a inibição da enzima sintetase de óxido nítrico (NOS; enzima de 

síntese do NO) com o composto L-NOARG (Nω-nitro-L-arginina) diminuiu a 

liberação de glutamato e noradrenalina induzidas pela ativação de receptores 

glutamatérgicos NMDA em neurônios corticais. 
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O glutamato e o óxido nítrico possuem importantes propriedades excitatórias 

sobre as sinapses. Porém, o NO é reconhecido como agente excitatório inespecífico, 

excitando tanto sinapses inibitórias (exemplo gabaérgicas) quanto excitatórias 

(exemplo glutamatérgicas), podendo levar, em determinadas situações, a efeitos 

finais duais (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988). 

Existem evidências sugestivas de que a ação ansiogênica do glutamato está 

relacionada com a síntese de óxido nítrico (NO), possivelmente induzida quando 

seus receptores glutamatérgicos, principalmente NMDA (GARTHWAITE; CHARLES; 

CHESS-WILLIAMS, 1988), mas também AMPA, Cainato e metabotrópicos (OKADA, 

1992; SOUTHAM; EAST; GARTHWAITE, 1991; WOOD et al., 1990), são ativados. 

Tem sido demonstrado papel pró-aversivo do NO, que também pode facilitar a 

liberação de neurotransmissores como o glutamato e o CRF (fator liberador de 

corticotrofina, do inglês “corticotropin-releasing factor”) (LEE; KIM; RIVIER, 1999; 

PRAST; PHILIPPU, 2001; RABER; KOOB; BLOOM, 1995), outro composto com 

ações sabidamente excitatórias (BALDWIN et al., 1991; BOWERS; BEHBEHANI; 

SWISHER, 2005; MARTINS; MARRAS; GUIMARÃES, 1997; SAHUQUE et al., 

2006). 

Tomadas em conjunto, tais evidências são sugestivas de que o NO pode 

interferir na modulação de respostas defensivas no CPFm.  

O NO é um gás inorgânico incolor, altamente reativo por apresentar um 

elétron desemparelhado em sua órbita externa (GUIX et al., 2005). No organismo é 

considerado um neurotransmissor atípico, devido a sua alta difusibilidade através de 

membranas biológicas e por não ser armazenado em vesículas sendo produzido 

quando necessário e, então, rapidamente degradado (GALLY et al., 1990). Este 
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composto é produzido a partir da reação entre a L-arginina e o oxigênio que é 

catalisada sob a ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) e seu cofator, o fosfato 

reduzido de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADPH – MAYER et al. 1991; 

LOHSE; FORSTERMANN; SCHMIDT, 1998). Assim, a oxidação da L-arginina leva à 

produção de L-citrulina e NO. 

Existem três isoformas da NOS: NOS I ou NOSn, presente nos neurônios, a 

NOS II ou NOSi, induzida ou imunológica, presente nos macrófagos, neutrófilos e 

outras células que atuam na resposta a estímulos patológicos (defesa do organismo) 

e a NOS III ou NOSe, presente nas células endoteliais. As isoformas I e III são 

constitutivas e tem suas atividades reguladas pela cálcio-calmodulina intracelular 

(KNOWLES et al., 1989; SHENG et al., 1992). Por exemplo, a presença de 

acetilcolina ou agonistas de NMDA aumentam a concentração plasmática de cálcio, 

levando a uma ativação destas isoformas. Outro importante ponto de controle 

baseia-se na fosforilação de resíduos específicos da NOS III, através da PKA 

(proteína quinase dependente de AMPc) que diminui sua atividade (BRUÑE; 

LAPETINA, 1991; NAKANE et al., 1991; BREDT; FERRIS; SNYDER, 1992). Por 

outro lado, a atividade da isoforma II é independente da concentração de cálcio, pois 

seu sítio de ligação apresenta enorme afinidade pelo complexo cálcio-calmodulina e, 

por isso, é ativada mesmo em baixas concentrações deste íon (EBADI; SHARMA, 

2003). Esta enzima é induzida na presença de lipopolissacarídeos bacterianos e/ou 

citocinas produzidas em resposta à presença destes (por ex: gamainterferona; 

STUEHR; GRIFFITH, 1992; FORSTERMANN et al., 1995; IADECOLA et al., 1995; 

MAYER; ANDREW, 1998). 
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As enzimas NOS apresentam atividade oxigenase e redutase, porém 

associadas a diferentes domínios catalíticos. O grupamento heme está presente no 

domínio oxigenase e a cálcio-calmodulina, o dinucleotídeo adenina flavina (FAD), 

mononucleotídeo flavina (FMN) e NADPH se ligam no domínio redutase (STUEHR, 

1999). Desta forma, os elétrons do NADPH são transferidos ao ferro hêmico que 

está ligado ao oxigênio, catalisando a oxidação da L-arginina (GUIX et al., 2005; 

ABU-SOUD; STUEHR, 1993). A transferência de elétrons do domínio redutase para 

o oxigenase é regulada pela cálcio-calmodulina (MCMILLAN; MASTERS, 1995; 

RICHARDS; MARLETTA, 1994; GHOSH; STUEHR, 1995; LI; POULOS, 2005) e, por 

isso, o cálcio é necessário para essa transformação, com exceção das isoenzimas 

NOSi onde o complexo permanece ligado à enzima mesmo sob concentrações 

muito baixas do íon cálcio (CHO et al., 1992; SALERNO et al., 1997). 

O NO ativa a guanilato ciclase solúvel (GCs) combinando-se com seu grupo 

heme, que levará à formação de GMP cíclico (GMPc – FRIEBE; KOESLING, 2003) 

como segundo mensageiro e importante regulador de efeitos fisiológicos. Apesar de 

ser este seu principal mecanismo de ação, o NO pode ainda reagir com diversos 

metais, tióis e espécies de oxigênio e, assim, alterar proteínas, DNA e lipídios (YUN; 

DAWSON; DAWSON, 1997). 

Existem evidências que indicam ser o NO um mensageiro retrógrado (difunde-

se da célula pós-sináptica para a pré-sináptica) que provoca retro-alimentação 

positiva na liberação de glutamato, através de um mecanismo  GMPc dependente 

(NOWICKY; BINDMAN, 1993). Além de sua ação sobre o glutamato, o NO parece 

estar também envolvido direta ou indiretamente na liberação de outros 

neurotransmissores, como o GABA (ácido gama-amino-butírico), acetilcolina, 
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serotonina, noradrenalina, dopamina, neuropeptídeos, histamina e purinas. Porém, 

seu papel em muitos casos é dual e depende de sua concentração (PRAST; 

PHILIPPU, 2001). 

Sendo assim, o NO pode modificar uma variedade de funções encefálicas, 

tais como a regulação da excitabilidade neuronial e dos disparos, da plasticidade 

sináptica, neurotoxicidade (excitotoxicidade), neuroproteção, liberação de hormônios 

(PRAST; PHILIPPU, 2001), ansiedade e comportamento defensivo (GUIMARÃES et 

al., 2005; MIGUEL; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, em preparação), entre outros. 

O estudo das reações de defesa tem levado a um crescente interesse pelo 

desenvolvimento de modelos animais voltados à investigação de estados 

emocionais potencialmente associados a desordens psiquiátricas. Dessa forma, 

destaca-se a contribuição dos testes em animais ao entendimento do funcionamento 

cerebral em diversos distúrbios mentais/emocionais (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). 

Neste sentido, tem-se o Labirinto em cruz elevado (LCE, Figura 1), 

amplamente utilizado como importante ferramenta para estudar comportamentos 

que expressam ansiedade (HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1990; PELLOW et 

al., 1985). O LCE é um modelo animal de ansiedade e foi originalmente descrito por 

Pellow et al. (1985), usando ratos como sujeitos experimentais, sendo 

posteriormente validado para camundongos (LISTER, 1987; STEPHENS et al., 

1986). Este modelo baseia-se no medo natural de roedores a espaços abertos e é 

freqüentemente utilizado para avaliar a ansiedade, o potencial ansiolítico ou 

ansiogênico de drogas e como importante ferramenta no auxílio para o entendimento 

de mecanismos subjacentes aos comportamentos relacionados à ansiedade 

(HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1987; PELLOW et al., 1985; RODGERS; 
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COLE, 1994). O LCE consiste de uma plataforma elevada do solo contendo dois 

braços fechados unidos perpendicularmente a dois braços abertos que caracterizam 

a situação aversiva. Portanto, nessa situação as estruturas pertencentes ao sistema 

encefálico de defesa são ativadas (DUNCAN; KNAPP; BREESE, 1996; SILVEIRA; 

SANDNER; GRAEFF, 1993). Os níveis de ansiedade são avaliados pela esquiva 

dos braços abertos (% de entradas e % de permanência nos braços abertos), 

enquanto a atividade locomotora é avaliada pela frequência absoluta de entradas 

nos braços fechados (PELLOW et al., 1985; RODGERS; COLE, 1994).  

Assim, com base nos estudos citados anteriormente que ressaltam o papel 

excitatório do NO no CPFm, somados a presença de neurônios nitrérgicos nessa 

estrutura (SAMMUT; WEST, 2008), torna-se relevante a investigação do papel que o 

NO exerce na modulação das respostas defensivas nesta área encefálica. 
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Figura 1 - Fotografia ilustrando o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para 

camundongos.   

 

2 OBJETIVOS 

 

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da facilitação nitrérgica 

(através de um doador de NO, o NOC-9) no córtex pré-frontal medial sobre o 

comportamento de camundongos expostos ao LCE. 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Sujeitos 

 

Camundongos Suíços albinos machos (25-35g), provenientes do biotério 

central da Universidade Estadual Paulista – UNESP, mantidos em condições 

controladas de temperatura (23 ± 1°C), umidade (55 ± 5%) e luz (ciclo de 12/12 

horas, luzes acesas às 07:00) e livre acesso ao alimento e à água, exceto durante 

os curtos períodos de teste. 

 

3.2  Cirurgia e administração de drogas no CPFm 

 

Camundongos foram submetidos à cirurgia estereotáxica para receber 

implante intracraniano de cânula guia (26 gauge - aço inoxidável) de 7,0 mm de 

comprimento, após anestesia com a associação de anestésico + relaxante muscular, 
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Cetamina + Xilazina (100 e 10 mg/Kg, respectivamente). A cânula foi fixada no 

crânio do animal com cimento acrílico, seguindo-se as coordenadas estereotáxicas 

descritas no Atlas de Paxinos e Franklin (2001). Para implantação da cânula guia 

objetivando atingir o CPFm, as seguintes coordenadas foram utilizadas: 1,8 mm 

anterior e 0,3 mm lateral (unilateral, sempre lado direito por padronização) ao 

bregma (encontro das suturas) e 2,0 mm ventral à superfície do crânio. A ponta da 

cânula guia foi posicionada + 1,0 mm dorsal à estrutura alvo. A injeção das soluções 

no CPFm foi feita através da inserção no interior da cânula guia de uma agulha (33 

gauge) de 8,0 mm de comprimento, conectada, por meio de um tubo de polietileno 

(PE-10), a uma microsseringa (marca Hamilton). Uma bomba de infusão foi 

programada para injetar as concentrações de 1,875 nmol; 18,75 nmol; 37,5 nmol ou 

75 nmol de NOC-9 ou veículo. Após a microinjeção, a agulha de injeção permanecia 

por mais 30 segundos no interior da cânula guia para garantir escoamento e infusão 

da solução. Durante todo o procedimento de injeção, o animal foi contido 

manualmente pelo experimentador com uso de uma flanela. O movimento de uma 

pequena bolha de ar no tubo de polietileno durante as injeções confirmava o fluxo da 

solução. 

 

3.3  Fármacos 

 

Foi utilizado NOC-9 [6-(Hidroxi-1-metil-2-nitrosohidrazino)-N-metil-1-

hexanamina] um doador de óxido nítrico (BRAGA; AGUIAR; GUIMARÃES, 2009), 

nas doses de 1,875 nmol/0,2μL; 18,75 nmol/0,2μL; 37,5 nmol/0,1μL ou 75 

nmol/0,2μL. O fármaco foi solubilizado em TRIS-HCl em pH 10. 
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3.4  Avaliação dos comportamentos de defesa 

 

Imediatamente após a injeção intra-CPFm das diferentes doses do NOC-9 ou 

veículo, os camundongos foram colocados em uma arena de vidro e após cinco 

minutos, foram expostos ao LCE durante cinco minutos para avaliação dos efeitos 

do NOC-9 sobre os índices de ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado. 

 

 
3.4.1 Labirinto em cruz elevado 

 

O labirinto em cruz elevado (LCE) é similar ao descrito por Lister (1987) o 

qual consiste de dois braços abertos (30 x 5 x 0,25 cm) unidos ortogonalmente a 

dois braços fechados (30 x 5 x 15 cm), elevados 38,5 cm do solo por um suporte de 

madeira. As paredes dos braços fechados são de vidro transparente e o assoalho de 

madeira do tipo fórmica. 

Uma câmera filmadora, ligada a um aparelho de DVD e a uma TV, foi 

posicionada para gravar os experimentos, registrando todos os comportamentos do 

animal para posterior análise. 

Os seguintes comportamentos foram registrados: frequência de entradas nos 

braços abertos (número de vezes em que o animal cruzava com as quatro patas 

linha divisória de cada braço), porcentagem de entradas nos braços abertos 

[(entrada nos braços abertos/total de entradas) x 100], porcentagem do tempo de 

permanência nos braços abertos [(tempo no braço aberto/300) x 100] - utilizados 

como índices de ansiedade; freqüência de entradas nos braços fechados (número 
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de vezes em que o animal cruzava com as quatro patas linha divisória de cada 

braço). Além da análise espaço-temporal acima descrita, foram analisados as 

seguintes medidas complementares ou etológicos: 

a. Mergulho da cabeça (HD: do inglês “head dipping”, movimento de inclinar a 

cabeça além dos limites do aparato em direção ao solo da sala) em 

compartimento não protegido (braços abertos, HD desprotegido) ou protegido 

(centro do aparato, HD Protegido). 

b. Comportamento de esticar-se (SAP: do inglês “stretched-attend postures”, 

movimento com o tronco e cabeça para frente, esticando-se e retornando à 

posição inicial sem concluir o passo a frente com as patas traseiras), também 

realizado em compartimento não protegido (braços abertos, SAP 

desprotegido) ou protegido (centro do aparato, SAP Protegido). 

c. Frequência de entradas na porção distal dos braços abertos (10 cm distais 

dos braços abertos) 

d. Frequência de levantamentos (postura do animal em posição bípede com as 

patas dianteiras apoiadas ou não nas paredes do aparelho) 

  

 
3.5 Histologia 

 

Após o término dos experimentos todos os animais foram submetidos à 

injeção central de uma solução de 1% de azul de Evans (procedimento semelhante 

ao descrito anteriormente para injeção das drogas em estudo). Após sacrificar os 

animais em câmara de CO2, estes foram decapitados, seus encéfalos removidos e 

reservados em recipientes contendo solução de formalina (10%), tendo 
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posteriormente sofrido seções coronais ao longo do trajeto da cânula com o auxílio 

de um criostato (Leica CM 1850). As seções foram inspecionadas com o uso de um 

microscópio (Leica DM LB) e a visualização da dispersão do azul de Evans indicava 

o local da injeção. 

 

 

3.6 Análise estatística 

 

Os resultados obtidos foram submetidos à ANOVA monofatorial, seguida pelo 

teste de post-hoc de Duncan. Em todos os casos um valor de p < 0,05 foi 

considerado significativo. 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Sítio de injeção 

 

 A Figura 2 exemplifica um corte histológico demonstrando o córtex pré-frontal 

medial, alvo dos experimentos realizados neste trabalho. Abaixo, uma 

fotomicrografia de um ponto de infusão para melhor visualização e localização da 

estrutura (2A). A seção corresponde a + 1,70 mm a partir do bregma, de acordo com 

o Atlas para encéfalo de camundongos de Paxinos e Franklin (2001). Em 2B está a 

representação esquemática obtida do Atlas de Paxinos e Franklin (2001) das figuras 

e as distâncias do bregma (encontro das suturas) do animal. 
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Figura 2A - Fotomicrografia de um corte coronal do prosencéfalo de sujeito 

representativo demonstrando a localização de um ponto de injeção no subnúcleo 

infra-límbico (IL) do CPFm. 
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Figura 2 B - Representação esquemática dos sítios de microinjeção considerados 

positivos (Legenda: Cg1, Cg2 – Cingulado; PrL – Pré-límbico e IL – Infra-límbico). 

 

4.2 Avaliação do efeito da microinjeção de diferentes doses de NOC-9 no 

CPFm sobre os índices de ansiedade 

4.2.1 Análise das medidas espaço-temporais 

 

A Figura 3 mostra os índices de ansiedade (porcentagem de entradas e de 

tempo nos braços abertos) avaliados em animais submetidos ao LCE padrão após 
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receberem injeção intra-CPFm de NOC-9 (0, 1,875, 18,75, 37,5 ou 75 nmol). A 

ANOVA monofatorial seguida do teste de comparações múltiplas de Duncan revelou 

que a injeção de NOC-9, somente na dose de 18,75 nmol, diminuiu a porcentagem 

de entradas (F4,48 = 3,49; p< 0,05) e nas doses de 18,75 e 37,5 nmol, a porcentagem 

de tempo gasto (F4,48 = 3,9; p< 0,05) nos braços abertos do LCE. As demais doses 

não alteraram tais índices. Embora a ANOVA tenha também revelado diferenças 

significativas do tratamento sobre a frequência de entradas nos braços fechados do 

aparato (F4,48 = 2,6; p< 0,05) comparações posteriores (Teste post hoc de Duncan) 

indicaram que nenhuma das doses alterou essa medida quando comparada ao 

controle (veículo), apenas a dose de 37,5 nmol foi diferente da dose de 18,75 nmol. 

Assim, nenhuma das doses empregadas neste trabalho alterou a locomoção do 

animal. 
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Figura 3 - Efeitos da microinjeção de NOC-9 (0, 1,875, 18,75, 37,5 ou 75 nmol/0,2 

μL) no CPFm de camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos 

braços abertos (inferior) e a frequência de entradas nos braços fechados (EBF)  do 

LCEp (superior). As colunas representam as médias (± EPM). N = 6-15 animais por 

grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo veículo. 

 

4.2.2 Análise das medidas complementares ou etológicas 

 

 As Figuras 4, 5 e 6 mostram os efeitos da injeção de NOC-9 (0, 1,875, 18,75, 

37,5 ou 75 nmol) sobre as medidas comportamentais complementares ou  

0

5

10

15

20

25

30

35

veículo NOC9 1,875 NOC9 18,75 NOC9 37,5 NOC9 75,0

Tratamento intra-CPFm

%
 B

ra
ço

s 
ab

er
to

s

Entradas Tempo

*

**

Labirinto em Cruz Elevado

0

5

10

15

20

veículo NOC9 1,875 NOC9 18,75 NOC9 37,5 NOC9 75,0

En
tr

ad
as

 b
ra

ço
s 

fe
ch

ad
os



28 

 

 

etológicas: HD desprotegido, HD protegido, SAP desprotegido, SAP protegido, 

frequência de entradas na extremidade distal dos braços abertos e frequência de 

levantamentos. 

 ANOVA monofatorial seguida do teste post hoc de Duncan indicou que a 

injeção de NOC-9, nas doses 18,75 e 37,5 nmol, reduziu o comportamento de 

mergulhar com a cabeça nos braços abertos do LCE (área desprotegida, HD 

desprotegido; F4,48 = 3,8; p< 0,05; Figura 4). Com relação ao HD nas áreas 

protegidas (HD protegido), não houve diferenças significativas entre os grupos e o 

controle (F4,48 = 0,2; p= 0,95; Figura 4). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 4 - Efeitos da microinjeção de NOC-9 (0, 1,875, 18,75, 37,5 ou 75 nmol) no 

CPFm de camundongos sobre o comportamento de mergulhar com a cabeça (HD). 

As colunas representam as médias (± EPM). N = 6-15 animais por grupo. *p< 0,05 

comparado ao grupo veículo. 
 

 ANOVA monofatorial seguida do teste post hoc de Duncan indicou que a 
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esticar-se (SAP) nos braços abertos do LCE (área desprotegida, SAP desprotegido; 

p< 0,05; Figura 5) e intensificou o mesmo comportamento nas áreas protegidas 

(SAP protegido; F4,48 = 3,1; p< 0,05; Figura 5). As demais doses de NOC-9 

estudadas não provocaram diferenças significativas comparadas ao controle (Figura 

5). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 - Efeitos da microinjeção de NOC-9 (0, 1,875, 18,75, 37,5 ou 75 nmol) no 

CPFm de camundongos sobre o comportamento de esticar-se (SAP). As colunas 

representam as médias (± EPM). N = 6-15 animais por grupo. *p< 0,05 comparado 

ao grupo veículo. 

 

 A Figura 6 mostra as frequências de entradas na extremidade distal dos 

braços abertos e de levantamentos. A ANOVA monofatorial seguida do teste post 

hoc de Duncan indicou que a injeção de NOC-9, somente na dose de 18,75 nmol, 

reduziu a frequência de entradas na extremidade distal dos braços abertos do 

aparato (F4,48 = 2,9; p< 0,05). Além disso, demonstrou também uma tendência à 
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redução nas doses de 37,5 e 75 nmol (p= 0,08 e 0,09, respectivamente). Com 

relação à freqüência de levantamentos, a ANOVA não revelou diferenças 

significativas com todas as doses de NOC-9 (F4,48 = 1,9; p= 0,12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 - Efeitos da microinjeção de NOC-9 (0, 1,875, 18,75, 37,5 ou 75 nmol) no 

CPFm de camundongos sobre os comportamentos: frequência de entradas na 

extremidade distal dos braços abertos e Levantamentos. As colunas representam as 

médias (± EPM). N = 6-15 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo veículo. 

 

5 DISCUSSÃO 

 

De acordo com os resultados apresentados, a microinjeção intra-CPFm de 

NOC-9, nas doses 18,75 e 37,5 nmol, foi eficaz em produzir efeitos ansiogênicos 

evidenciados pela diminuição da exploração dos braços abertos do LCE e pela 

alteração nos comportamentos de avaliação de risco, tais como o comportamento de 
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esticar-se, mergulhar a cabeça e exploração da extremidade distal dos braços 

abertos. De modo interessante, cabe ressaltar que o mesmo fármaco em doses 

semelhantes àquela utilizada neste estudo, quando microinjetado em outra estrutura 

envolvida na mediação de respostas defensivas, a matéria cinzenta periaquedutal 

(MCP), provocou reações comportamentais explosivas, expressas por saltos e 

corridas, além de produzir congelamento (MIGUEL; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 

2011, em preparação). Além disso, resultados recentes ainda não publicados de 

nosso laboratório demonstraram que a microinjeção de NOC-9 no núcleo intersticial 

da estria terminal (BNST) uma estrutura pertencente ao complexo amidalóide 

também envolvida na mediação da ansiedade, não provocou respostas 

comportamentais explosivas, porém induziu congelamento. Neste estudo, nenhum 

animal apresentou comportamentos como saltos e corridas ou congelamento após a 

microinjeção de NOC-9 no CPFm. Tomados em conjunto, estes resultados 

demonstram que a excitação provocada pela liberação de NO, através do doador, 

induz diferentes respostas, sendo que em todos os casos indicam aumento da 

ansiedade e/ou aversão, caracterizando diferentes tipos de mediações nos 

diferentes tipos de respostas de defesa exercida pelos sítios encefálicos.  

Estes resultados corroboram os estudos de McNaughton e Corr (2004), os 

quais propõem uma hierarquia encefálica no controle dos comportamentos 

defensivos. Dessa forma, a ativação de estruturas mais caudais como a MCP estaria 

envolvida com o estado de medo (perigo real) e, portanto, com a exibição de 

respostas mais explosivas e reações de fuga e luta, tal como acontece após injeção 

de NOC-9 na MCP (MIGUEL, GOMES, NUNES-DE-SOUZA, em preparação). Por 

outro lado, estruturas mais rostrais, como o CPFm, estariam relacionadas com a 
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mediação da ansiedade (perigo potencial) e, portanto, com a exibição de respostas 

mais refinadas e elaboradas, quer sejam os comportamentos de avaliação de risco 

ou ainda as respostas observadas na exposição ao LCE, tal como observado no 

presente estudo. Neste sentido, os resultados obtidos com a injeção de NOC-9 no 

BNST (III Fórum em Neurobiologia do Estresse, 2011) também demonstraram um 

padrão intermediário de resposta defensiva, uma vez que não foram observados 

comportamentos explosivos, apenas a exibição de congelamento. Conforme descrito 

no presente estudo, tampouco congelamento foi observado com a injeção de NOC-9 

no CPFm, sugerindo um papel hierarquicamente diferente desta estrutura límbica 

prosencefálica na modulação da expressão de comportamentos defensivos. 

Além disso, a administração intra-MCP de L-NAME (Nω-nitro-L-arginina-metil-

éster) e L-NOARG (Nω-nitro-L-arginina), inibidores não seletivos da óxido nítrico 

sintase (NOS) presente na MCP (ONSTOTT; MAYER; BEITZ, 1993; VINCENT; 

KIMURA, 1992), atenuou a ansiedade avaliada no LCE em ratos (DE OLIVEIRA; 

DEL BEL; GUIMARÃES, 1997, 2001; GUIMARÃES et al., 1994), fortalecendo a 

participação do NO nas respostas de defesa. 

Com relação ao córtex pré-frontal, Montague et al. (1994) demonstraram que 

a inibição da NOS com L-NOARG diminuiu a liberação de glutamato e noradrenalina 

induzidas pela ativação de receptores NMDA em neurônios corticais, sugerindo que 

a ação glutamatérgica é dependente de NO.  

No entanto, há evidências de que a injeção de doadores de NO em áreas 

como a MCP produza efeitos tanto excitatórios como inibitórios, provavelmente 

devido à atuação em diferentes populações de neurônios. Assim, segundo Hall e 

Behbehani (1998), os efeitos excitatórios do NO são bloqueados na presença de 
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CNQX (antagonista de receptores AMPA) ou MK801 (antagonista de receptores 

NMDA), enquanto, por outro lado, a bicuculina (antagonista de receptor GABA) ou a 

naloxona (antagonista de receptores opióides) antagonizam os efeitos inibitórios dos 

doadores de NO. Tais resultados indicam que o NO deve influenciar a liberação pré-

sináptica tanto de glutamato (excitatório) quanto de GABA e encefalinas (inibitórios), 

residindo neste fenômeno, o papel dual do NO, fato que muitas vezes torna difícil a 

interpretação e entendimento de seus efeitos.  

Além disso, devem-se ressaltar as características físico-químicas do NO. 

Devido à sua alta lipossolubilidade (GALLY, 1990), o NO pode atuar não somente 

como mensageiro retrógrado local, mas também em neurônios distantes de seu local 

de ação.  Assim, é provável que pequenas alterações na concentração local de NO 

sejam determinantes para provocar a resposta. 

Os resultados anteriores de Hall e Behbehani (1998), obtidos com compostos 

relacionados ao NO, podem ser úteis na compreensão dos observados no presente 

estudo, em que se observou uma curva dose-resposta em forma de “U” invertido. 

Neste sentido, a dose mais baixa de NOC-9 (1,875 nmol) foi inócua por 

provavelmente não provocar uma liberação suficiente de NO, para desencadear seu 

efeito excitatório e ansiogênico. Entretanto, de modo curioso, a dose mais elevada 

(75 nmol) também não provocou efeito final algum sobre a ansiedade. Baseando-se 

nos resultados prévios (HALL; BEHBEHANI, 1998; PRAST; PHILIPPU, 2001), a 

dose mais elevada pode ter provocado uma liberação intensa de NO, o qual, por sua 

vez poderia exercer sua influência excitatória tanto em vias glutamatérgicas 

(excitatórias) sabidamente ansiogênicas em outros sítios (MIGUEL; NUNES-DE-

SOUZA, 2008), como em vias GABAérgicas (inibitórias), cuja ativação em diversas 
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estruturas, incluindo-se o CPFm (SHA; SJOVOLD; TREIT, 2004) produz efeito 

ansiolítico. Desta forma, a ativação das duas vias produziria um efeito final nulo, o 

que foi evidenciado na dose de 75 nmol. 

O mesmo padrão de resposta foi observado por Guimarães et al. (1994) em 

que a microinjeção intra-MCP de inibidores da NOS, L-NAME (10-200 nmol 0,5μL) e 

L-NOARG (10-100 nmol) produziram efeitos ansiolíticos no LCE. Entretanto, as 

doses mais elevadas de ambas as drogas levaram a efeitos ansiogênicos, 

caracterizando-se mais uma vez a ocorrência de uma curva dose-resposta do tipo 

“U” invertido. Os mesmos autores observaram que a injeção intra-MCP de azul de 

metileno (10, 30 ou 100 nmol/0,5 μL), um inibidor da guanilato ciclase solúvel (GCs), 

atenuou o comportamento defensivo, porém apenas com a dose de 30nmol 

caracterizando também uma curva dose-resposta com o mesmo padrão anterior 

(GUIMARÃES et al., 1999). 

A avaliação das medidas complementares ou etológicas corroborou os efeitos 

verificados com a análise das medidas espaço-temporais no LCE, uma vez que nem 

a dose mais baixa (1,875 nmol) nem a mais elevada (75 nmol) de NOC-9 

provocaram qualquer efeito sobre os comportamentos de avaliação de risco ou de 

exploração do LCE, através da frequência de levantamentos. Além disso, as doses 

intermediárias (18,75 e 37,5 nmol) provocaram alterações de tais comportamentos, 

expressos pela diminuição da avaliação de risco em áreas desprotegidas. Em doses 

intermediárias de NOC-9, a exploração destas áreas foi diminuída e houve aumento 

da avaliação de risco em áreas protegidas, sugerindo um aumento da cautela e da 

hesitação em deixar estas áreas protegidas para explorar as desprotegidas (braços 

abertos). Além disso, o tratamento com NOC-9 (18,75 nmol) provocou decréscimo 
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na exploração da extremidade distal dos braços abertos, indicando que tal região do 

LCE passou a apresentar-se mais aversiva para estes animais que para os animais 

controles.  

Cabe ressaltar que a dose de 18,75 nmol provocou uma ação ansiogênica 

mais robusta, alterando um maior número de medidas etológicas que a dose 37,5 

nmol. Esse perfil pode ser confirmado quando se leva em consideração também a 

análise das medidas espaço-temporais, uma vez que a dose de 18,75 provocou 

alteração dos dois índices de ansiedade (porcentagens de entradas e de tempo nos 

braços abertos do LCE), enquanto a dose de 37,5 alterou somente o índice 

porcentagem de tempo. Portanto, a partir de uma concentração ideal de NOC-9, que 

segundo este estudo seria a de 18,75 nmol, o aumento da concentração deste 

composto provocaria efeitos excitatórios inespecíficos, o que levaria a um efeito 

ansiogênico mais ameno, mas ainda presente como na dose de 37,5 nmol ou na 

abolição de tal efeito como observado na dose de 75 nmol. 

Finalmente, a dose de 18,75 nmol foi a que melhor se pôde observar o efeito 

ansiogênico do NOC-9 no CPFm de camundongos. Esta constatação se deu tanto 

na análise das medidas comportamentais espaço-temporais como etológicas. Diante 

disso, a dose de 18,75 nmol será utilizada em experimentos futuros voltados a 

caracterizar o papel dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e CRFérgicos nos 

efeitos pró-aversivos desencadeados pela facilitação nitrérgica no CPFm.  
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