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BATISTELA, Matheus Fitipaldi. Ativação serotonérgica e não-serotonérgica 
nos núcleos mediano e dorsal da rafe, nas diferentes fases do ciclo estral 
de ratas e após ovariectomia. 2018. 87 f. Dissertação (Mestrado em 
Biociências) – Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de 
Ciências e Letras, Assis, 2018. 

 
RESUMO 

 
 
Deakin e Graeff propuseram que ansiedade e o pânico seriam regulados pela 
serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), possuindo mais de um mecanismo de 
controle. Ambos os mecanismos têm sua origem nos núcleos Dorsal da Rafe 
(NDR) e Mediano da Rafe (NMR). O NDR possui ainda, cinco diferentes 
subnúcleos ao longo do eixo rostrocaudal: dorsal (DRD), ventral (DRV), 
lateral/asas laterais (lwDR), caudal (DRC) e interfascicular (DRI), sendo que os 
subnúcleos DRC, DRD e DRI originam a via modulatória do transtorno de 
ansiedade generalizada e o subnúcleo lwDR origina a via modulatória do 
transtorno do pânico. Sabe-se que as mulheres são mais suscetíveis à 
manifestação dos transtornos de ansiedade e de pânico do que os homens. 
Estudos com modelos animais de ansiedade mostram que nas fases do ciclo 
hormonal onde ocorre maior liberação de estrógeno, proestro e estro, é 
constatada ansiólise. De maneira oposta em animais na fase de metaestro e 
diestro, nas quais há baixa concentração sérica de estradiol, os 
comportamentos defensivos observados apontam para o aumento da 
ansiedade. Receptores para estrógeno, alfa (ERα) e beta (ERβ), foram 
encontrados em estruturas encefálicas descritas por Deakin e Graeff como 
relacionadas com a manifestação dos transtornos de ansiedade e co-
localizadas em receptores serotonérgicos. Assim, esse estudo teve por objetivo 
avaliar a expressão de neurônios serotonérgicos e não-serotonérgicos no NMR 
e nos diferentes subnúcleos do NDR em relação a fase do ciclo estral de ratas 
e após a ovariectomia bilateral. As fêmeas foram perfundidas e os encéfalos 
foram processados a fim de se realizar o processo de imunohistoquímica de 
dupla-marcação para a proteína c-Fos (marcador indireto de ativação celular) e 
da enzima triptofano hidroxilase (TPH – presente somente em neurônios 
serotonérgicos). Não se constatou qualquer diferença quando se analisou o 
NMR. Os resultados encontrados mostraram um maior número de neurônios 
serotonérgicos e não-serotonérgicos ativados na fase de proestro, 
principalmente nos subnúcleos Dorsal (DRD) e Caudal (DRC). Enquanto que 
na fase de diestro e após ovariectomia bilateral os resultados apontaram um 
menor número na expressão de TPH nos subnúcleos DRD, Ventral (DRV) e 
DRC. Os resultados encontrados são compatíveis com achados anteriores que 
indicam que os subnúcleos dorsal e caudal são responsáveis pela modulação 
de comportamentos defensivos relacionados à ansiedade. Como houve 
diferença na ativação das estruturas ao longo do ciclo estral conclui-se que a 
presença de hormônios sexuais, principalmente o estradiol, é responsável por 
essas alterações observadas. 
 
Palavras-chave: Ansiedade. Fêmeas. Neurônios. Núcleo Dorsal da Rafe. 
Núcleo Mediano da Rafe. Estrógeno. Ciclo Estral. Imunohistoquímica. c-Fos. 
Triptofano Hidroxilase. 

   



8 
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rat cycle and after ovariectomy. 2018. 87 p. Dissertation (Master in 
Biosciences) – São Paulo State University (UNESP), School of Sciences, 
Humanities and Languages, Assis, 2018. 

 
 

ABSTRACT 
 

Deakin and Graeff proposed that anxiety and panic would be regulated by 
serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT), having more than one control 
mechanism. Both mechanisms have their origin in Dorsal Raphe Nucleus 
(DRN) and Median Raphe Nucleus (MRN). The DRN also has five sub-regions 
along the rostrocaudal axis: dorsal (DRD), ventral (DRV), lateral / lateral wings 
(lwDR), caudal (DRC) and interfascicular (DRI), being that the DRC, DRD and 
DRI subnuclei originate the modulatory pathway of generalized anxiety disorder 
and the subnucleus lwDR originates the modulatory pathway of panic disorder. 
It is known that women are more susceptible to the manifestation of anxiety and 
panic disorders than men. Studies with animal models of anxiety show that in 
the phases of the hormonal cycle where estrogen release occurs, like proestrus 
and estrous, anxiolysis is observed. On the other hand, animals in the 
metaestrus and diestrus phase, in which there is a low concentration of 
estradiol, the observed defensive behaviors point to an increase in anxiety. 
Receptors for estrogen, alpha (ERα) and beta (ERβ) were found in structures 
described by Deakin and Graeff as re lated to a manifestation of anxiety 
disorders and co-localized in serotonergic receptors. Thus, this study aimed to 
evaluate the expression of serotonergic and non-serotonergic neurons in the 
MRN and in the different NDR subnuclei in relation to the phases of estrous 
cycle of rats and after a bilateral ovariectomy. The females were perfused and 
the brains were processed in order to perform the double-label 
immunohistochemistry process for c-Fos protein (cellular activation indirect 
marker) and tryptophan hydroxylase (TPH - present only in serotonergic 
neurons). No difference was found when MRN was analyzed. The results 
showed a higher number of serotonergic and non-serotonergic neurons 
activated in the proestrus phase, mainly in the Dorsal (DRD) and Caudal (DRC) 
subnuclei. While in the late diestrus phase and after bilateral ovariectomy the 
results indicated a lower number of TPH expression in the sub-nuclei DRD, 
Ventral (DRV) and DRC. The results are compatible with previous findings that 
have shown the responsible of dorsal and caudal subnuclei in the modulation of 
defensive behaviors related to anxiety. As there was a difference in the 
activation of the structures during the estrous cycle it was concluded that the 
presence of sex hormones, mainly estradiol, is responsible for these observed 
changes. 

 
KEYWORDS: Anxiety. Females. Neurons. Dorsal Raphe Nucleus. Median 
Raphe Nucleus. Estrogen. Estral Cycle. Immunohistochemistry. c-Fos. 
Tryptophan Hydroxylase 
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INTRODUÇÃO 
  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), entre 1990 e 

2013 houve um aumento de aproximadamente 50% no número de pessoas 

com transtornos de ansiedade, passando de 416 para 615 milhões de pessoas 

afetadas por todo o globo, sendo quase 10% do mundo acometido por essas 

desordens (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).  

No Brasil este quadro não é muito diferente da realidade mundial, sendo 

que nas grandes metrópoles como São Paulo, Rio de Janeiro, Fortaleza e 

Porto Alegre os dados apontaram uma grande concentração de pessoas com 

transtornos mentais, principalmente em cuidados primários de saúde 

(GONÇALVES et al., 2014). Andrade e colaboradores (2012) realizaram um 

estudo mais específico na região da grande São Paulo apontando haver uma 

prevalência muito grande e comum dos transtornos de ansiedade (19,9%). A 

exposição ao crime e a alta urbanização em que os habitantes vivem, 

contribuem significantemente para a corroboração dos dados encontrados. 

Neste mesmo estudo, os dados atestam que pessoas migrantes possuem uma 

menor porcentagem da manifestação desses distúrbios em relação aos 

residentes estáveis. 

A ansiedade é uma parte normal da experiência humana, sendo 

caracterizada como um estado emocional subjetivo com sensação de tensão 

ou apreensão, vindo acompanhada de diversas alterações, estas podendo ser 

comportamentais, fisiológicas ou cognitivas (BRANDÃO, 2012; GRAEFF, 

2014). Porém a ansiedade excessiva ou inapropriada pode se tornar uma 

doença (GROSS E HEN, 2004). Assim, vê-se a necessidade premente de se 

realizar novos estudos sobre o tema na busca de alternativas profiláticas e 

terapêuticas.  

Segundo Graeff (2007), a ansiedade, o medo e o pânico são emoções 

relacionadas à presença de uma ameaça. Tanto o medo quanto a ansiedade 

teriam a função de preparar o indivíduo para enfrentar situações de perigo, 

evocando no mesmo, comportamentos defensivos (VIANA, 2010). Alguns 

trabalhos comportamentais realizados demonstraram que frente a um estímulo 

de ameaça, os animais podem expressar padrões distintos de comportamento, 
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tais como: avaliação de risco, esquiva, imobilidade, fuga, ataque defensivo 

(ADAMS, 2006; BLANCHARD E BLANCHARD 2008). O padrão da resposta 

adotada pelo animal depende do nível de ameaça apresentado pelo estímulo. 

De acordo com Blanchard e Blanchard (1988), a ansiedade está 

relacionada a um comportamento de avaliação de risco, evocado em situações 

em que o perigo não é real (ameaça potencial), ou em que haja um contexto 

novo ou quando o estímulo do perigo tenha ocorrido no passado, mas não 

deixou de ser real. Já o medo se relaciona a uma estratégia defensiva que 

ocorre em resposta a um perigo real (neste caso, a ameaça está presente). Por 

fim, o pânico corresponde a uma reação muito forte de fuga evocada por um 

perigo muito próximo (ou se aproximando). Gray e McNaughton (2000) 

complementam a visão do casal Blanchard, relatando que para a ansiedade 

ocorrer, é necessário haver um estímulo que se assemelhe ao de perigo, 

gerando um conflito entre aproximação e evitação. O medo é expresso quando 

somente existe a motivação para evitação ou fuga.  

Nessas circunstâncias, é perceptível que a ansiedade é essencial para a 

sobrevivência dos indivíduos, uma vez que alerta para um perigo que pode 

acontecer. A ansiedade se tornaria patológica quando desproporcional ao 

estímulo ou à situação que a desencadeia, ou quando não existe motivo 

específico para o seu aparecimento (ANDRADE E GORENSTEIN, 1998; 

CORREIA E LINHARES, 2007), ou ainda, quando é uma resposta inadequada 

à determinada ameaça, em virtude de sua intensidade ou duração (CORREIA 

E LINHARES, 2007; KAPLAN et al., 2007). E é nessa ansiedade patológica 

que se enquadram os transtornos de ansiedade, nos quais os sentimentos de 

preocupação persistem e podem piorar com o tempo, interferindo no trabalho, 

rendimento escolar e relacionamentos interpessoais.  

Descrições dos transtornos de ansiedade começaram a ser feitas desde 

muito tempo, na Grécia antiga. Hipócrates (460 a.C a 370 a.C) descreveu em 

alguns de seus diversos textos sobre Nicanor e sua fobia: “Nicanor quando foi 

a uma festa de bebidas teve medo da garota da flauta. Sempre que ouvia o 

som da flauta começar a tocar em um simpósio durante a noite, massas de 

terrores se erguiam, o que não acontecia de dia. Tais sintomas persistiram por 
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um longo período de tempo” (CROCQ, 2015). Hipócrates também discriminava 

sistematicamente mania, melancolia e a paranóia (CAMPOS et al., 2010). 

Charles Darwin (1809 - 1882) em seu livro “A expressão das emoções 

no homem e nos animais” (1872), escreve que a expressão da emoção em 

humanos e em outros mamíferos é evolutivamente preservada durante as 

gerações, ou seja, somos resultados da adaptação dos processos 

comportamentais e psicológicos no decorrer dos séculos por uma questão de 

sobrevivência, contribuindo assim, para uma melhor perspectiva sobre 

ansiedade (CAMPOS et al., 2013; DARWIN, 1998).  

Os aspectos clínicos dos transtornos de ansiedade só começaram a ser 

considerados quando George Miller Beard em 1869 descreveu pacientes com 

graus menores de transtorno de ansiedade e depressivos leves com o termo 

“Neurastenia”. Neste termo eram inclusos pacientes que apresentavam 

hipocondria, histeria, obsessões e ansiedade, os quais eram tratados com 

eletroterapia e tendo um resultado eficaz, segundo o critério de Beard, não 

possuindo mais qualquer um desses comportamentos (VIANA, 2010).  

Ivan Pavlov (1849 - 1936) foi um fisiologista que também colaborou com 

a compreensão atual dos transtornos de ansiedade. Diversas tentativas de 

desenvolver modelos animais de “neurose” foram realizadas após sua 

descoberta com cães que tinham dificuldade na discriminação entre estímulos 

excitatórios e inibitórios gerando nos mesmos uma agitação frenética e até as 

vezes o sono. Estudos comportamentais posteriores levaram à teoria da 

aprendizagem, que sustenta que a ansiedade é a parte condicionada do medo, 

servindo como um impulso secundário. Mowrer (1907 – 1982) formulou um 

modelo que pudesse corroborar com as ideias de Pavlov. Nesse modelo, um 

estímulo incondicionado (EI), como o choque, causa respostas incondicionadas 

(RI), por exemplo, medo, que leva a um comportamento de fuga. A diminuição 

do medo, produzida pela fuga bem-sucedida, reforça este comportamento. Os 

estímulos que precedem regularmente os EI se tornam estímulos 

condicionados (EC), que servem como sinais da próxima EI / RI, causando 

uma resposta condicionada de ansiedade (KLEIN, 2002). 
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Em 1895, Sigmund Freud separou a neurastenia de “neurose de 

angústia” e as fobias das obsessões, colocando-as mais próximo da neurose 

de angústia. Para ele, os conflitos intrapsíquicos gerariam a ansiedade, que 

seria a base de todas as neuroses. Freud dividia ainda, em duas formas de 

ansiedade: a crônica, que hoje é denominada transtorno da ansiedade 

generalizada (TAG), caracterizada por ele como preocupação excessiva e 

medo, a qual acreditava ter causas psicológicas com origem em um 

pensamento ou desejo reprimido; e a outra, a ansiedade aguda, atualmente 

denominada transtorno do pânico (TP), caracterizada por sensações 

catastróficas e sensações subjetivas de terror, que Freud considerava ser 

resultado de impulsos sexuais perturbados, resistentes à psicoterapia. 

(BRANDÃO E GRAEFF, 2014; GABBARD, 2016; HETEM E GRAEFF, 2012; 

KLEIN, 2002; OBAID, 2014). 

A categorização dos transtornos de ansiedade surge muito tempo depois 

dentro das classificações de transtornos mentais. Em 1952, a American 

Psychiatric Association (APA) publicou o primeiro Manual Diagnóstico e 

Estatístico de Transtornos Mentais, DSM-I. Nesta classificação, os transtornos 

de ansiedade aparecem dentro da categoria de psiconeuroses, usando nomes 

“reação ansiosa”, “reação fóbica” e “reação obsessivo-compulsiva” (HETEM E 

GRAEFF, 2012). A versão mais atual, o Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais – Quinta Edição (DSM-V), divide os transtornos de 

ansiedade em alguns grupos, dentre eles o TAG, TP, Transtorno de Ansiedade 

Social (TAS), Agorafobia, transtorno de ansiedade de separação, mutismo 

seletivo, fobia específica, transtorno de ansiedade induzido por substância ou 

medicamento, transtorno de ansiedade devido a outra condição médica e outro 

transtorno de ansiedade especificado (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013). 

O presente estudo tem como foco duas das divisões dos transtornos de 

ansiedade: o Transtorno de Ansiedade Generalizada e o Transtorno do Pânico. 

O TAG é caracterizado por ansiedade e preocupações excessivas 

apreensivas, ocorrendo na maioria dos dias por pelo menos seis meses, 

interferindo em diversos eventos ou atividades (tais como desempenho escolar 

ou profissional). A intensidade, duração ou frequência da ansiedade e 
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preocupação é desproporcional à probabilidade real ou ao impacto do evento 

antecipado. O indivíduo não consegue controlar a preocupação e evitar ter 

suas tarefas atrapalhadas por pensamentos preocupantes. Os adultos com 

esse transtorno, frequentemente se preocupam com circunstâncias diárias da 

rotina de vida (Ex: responsabilidades no trabalho, saúde e finanças, a saúde 

dos membros da família, desgraças com seus filhos, etc). As crianças com o 

transtorno tendem a se preocupar excessivamente com sua competência ou a 

qualidade de seu desempenho. O TAG pode ser distinguido da ansiedade não-

patológica, pois no caso do primeiro, as preocupações associadas a ele são 

excessivas (em intensidade e tempo), angústiantes e interferem 

significativamente o funcionamento psicossocial, enquanto que as 

preocupações da segunda não são excessivas, são perceptiveis e manejáveis, 

além de terem muito menos sintomas físicos (Ex: inquietação ou sensação de 

nervos à flor da pele) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 

O TP é definido como ataques de pânico recorrentes (mais de um 

ataque de pânico) e inesperados (sem indício ou desencadeamento lógico), 

sendo esse ataque de pânico um surto abrupto de medo ou desconforto 

intenso que alcança um pico em minutos, sendo acompanhada de pelo menos 

quatro dos seguintes sintomas: palpitações, taquicardia, sudorese, tremores, 

falta de ar, sensação de asfixia, dor torácica, náusea, calafrios, tonturas, medo 

de “enlouquecer”, medo de morrer, etc (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013). 

Em um ambiente onde a ameaça é potencial (perigo é incerto), os 

animais, se utilizam da estratégia de avaliação de risco (vigilância, nos animais 

de campo). Essa estratégia se refere a um padrão de atividades envolvidas na 

detecção e análise dessa ameaça potencial, sendo um processo central na 

escolha de defesas específicas, como exemplo o congelamento, para tentar 

avaliar e minimizar a representação do perigo (BLANCHARD et al., 2011). Esse 

padrão de resposta é utilizado por diversas abordagens experimentais como se 

relacionando a um índice de ansiedade, já que drogas utilizadas como 

ansiolíticos alteram o comportamento de avaliação de risco (BLANCHARD et 

al., 1997; 2003; GRAY E MCNAUGHTON, 2000).  
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Quando no ambiente um perigo é real e se encontra próximo ao animal, 

os comportamentos de fuga ou ataque defensivo são os expressos pelo 

indivíduo (BLANCHARD E BLANCHARD, 1988). Segundo a hipótese de Graeff 

(1981), existe um sistema que está envolvido com o comando de 

comportamentos defensivos relacionados a estados motivacionais aversivos, o 

qual denominou de sistema cerebral aversivo. Esse sistema está estritamente 

relacionado ao TP, já que comportamentos relacionados a ele são sensíveis a 

drogas que são clinicamente eficazes no tratamento do mesmo (RANGEL et 

al., 2014; SOARES et al., 2010; SPIACCI JR et al., 2015). 

Assim, Deakin e Graeff (1991) propuseram que o neurotransmissor 

serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) desempenharia um papel na 

modulação de respostas defensivas associadas à ansiedade e ao pânico, 

devido sua ação em estruturas prosencefálicas e na Substância Cinzenta 

Periaquedutal Dorsal (SCPd). Essa hipótese vem sendo amplamente estudada 

em trabalhos que comprovam que medicamentos antidepressivos inibidores 

seletivos de recaptação de serotonina (ISRS) e benzodiazepínicos têm sido 

eficazes no tratamento de pessoas com a TAG e o TP (BALLENGER, 2001; 

FRAMPTON, 2014; LOCKE et al., 2015; WETHERELL et al., 2013; Zangrossi 

JR E GRAEFF, 2014).  

A serotonina é uma indolamina que é sintetizada a partir de uma 

hidroxilação do aminoácido essencial triptofano pela enzima Triptofano 

Hidroxilase (TPH), originando a 5-Hidroxitriptofano que passa por uma 

descarboxilação pela enzima Dopa descarboxilase, formando então a 5-

Hidroxitriptamina (CLARK et al., 1954; RANG E DALE, 2012; ROBERTS E 

FITZPATRICK, 2013; TYCE, 1990). A sua síntese ocorre apenas em células 

que contêm a TPH, principalmente em neurônios localizados nos núcleos da 

rafe (CLARK et al., 2006; FUXE, 1965; KLOMP et al., 2014; TYCE, 1990). 

A serotonina é um neurotransmissor que atua em diversos mecanismos 

fisiológicos tendo sua ação sobre 14 subtipos de receptores (RANG E DALE, 

2012), tanto pré quanto pós-sinapticamente. Graeff e Schoenfeld (1970), em 

um trabalho com pombos, utilizaram Methysergide, antagonista de receptores 

5-HT, em um teste de conflito. Nesse teste, o comportamento operante é 

suprimido através de punição (no caso, após a apresentação da comida o 
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comportamento alimentar era suprimido através de choques nas patas). Foi 

observado que houve uma diminuição da supressão do comportamento, 

havendo então um quadro de ansiólise. Da mesma maneira, quando foram 

utilizadas drogas inibidoras da enzima TPH ou administração de 

benzodiazepínicos, ocorreu o mesmo (GRAEFF E SCHOENFELD, 1970; 

GRAEFF, 2002; HODGES et al., 1987; WUTTKE E KELLEHER, 1970).  

Em 1972, Wise e colaboradores propuseram que o neurotransmissor 

noradrenalina estaria relacionado com o sistema de recompensa, enquanto que 

vias ascendentes serotonérgicas partindo do Núcleo Dorsal da Rafe (NDR) e 

Núcleo Mediano da Rafe (NMR), tanto para regiões de córtex quanto para 

regiões mesencefálicas, facilitariam o efeito da punição. Essa suposição foi 

corroborada por Tye e colaboradores em 1977, utilizando a 5,7-

dihydroxytryptamine (5,7-DHT), uma neurotoxina que destrói neurônios 

serotonérgicos, sendo observado uma depleção de 5-HT cortical após a sua 

microinjeção no tegmentum ventromedial no mesencéfalo de ratos. 

Comportamentalmente houve um impedimento de aquisição de supressão de 

resposta induzida por choque. O trabalho de Petersen e Scheel-Krüger (1984), 

sugeriu que amígdala também tinha envolvimento no sistema de punição, uma 

vez que a administração de antagonista de 5-HT na amígdala basolateral 

causou um aumento no comportamento de beber água suprimido por choques. 

Quando microinjetado o 8-hydroxy-2(di-n-propylamino) tetralin (8-OH-DPAT), 

um agonista de receptores 5-HT1A, nessa mesma estrutura, houve diminuição 

desse comportamento (HODGES et al. 1987), confirmando o envolvimento da 

amígdala na aprendizagem, no condicionamento operante e na ansiedade. 

Por outro lado, a estimulação elétrica na SCPd em animais de 

laboratório levava a um quadro de expressão de luta ou de fuga, sendo 

evocadas como reações de defesa. Essa estimulação provocava nos mesmos, 

sintomas de pânico (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013), 

sugerindo então, o envolvimento da SCPd no Transtorno do Pânico (DEAKIN E 

GRAEFF, 1991; DEL-BEN E GRAEFF, 2009; JENCK et al., 1995). Em animais 

de laboratório que aprendem a desligar a estimulação elétrica na SCPd, 

quando há a aplicação de para-chlorophenylalanine (PCPA), que depleta 5-HT, 

ocorreu um aumento nesse comportamento (KISER E LEBOVITZ, 1975). De 
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maneira oposta, quando se administrou 5-Hidroxitriptofano, precursor da 

serotonina, ou quando se estimulou o NDR que envia projeções para a SCPd, 

o comportamento de desligar a estimulação elétrica foi diminuído (KISER et al. 

1978; 1980). Dessa maneira, a depleção de serotonina resulta numa facilitação 

da fuga da estimulação elétrica da SCPd (GRAEFF, 2002) e ao mesmo tempo, 

no aumentar do comportamento operante, efeitos esses considerados como 

ansiogênicos. 

Para ajudar na compreensão dessa dualidade, Deakin e Graeff (1991) 

ressaltaram que existem dois mecanismos que controlam os transtornos de 

ansiedade e de pânico, e que ambos teriam o NDR como origem (ver Figura 1). 

No primeiro mecanismo, a via serotonérgica prosencefálica que se inicia 

no NDR se projeta para o córtex pré-frontal, hipocampo ventral, amígdala e a 

Substância Cinzenta Periaquedutal (SCP), facilitaria a resposta à aproximação 

de uma ameaça, a um perigo distal, provocando comportamentos como a 

esquiva inibitória (DEAKIN E GRAEFF, 1991; GRAEFF, 2014). O segundo 

mecanismo sugere que a via periventricular do NDR, que se projeta ao córtex 

pré-frontal, amígdala, hipotálamo medial e SCP seria responsável pela esquiva 

defensiva, relacionada a ameaças próximas ou imediatas, o que ocasionaria 

comportamentos do tipo de fuga (DEAKIN E GRAEFF, 1991; GRAEFF, 2014). 

O mau funcionamento dessas duas vias serotonérgicas ocasionaria transtornos 

específicos de ansiedade, sendo que distúrbios na primeira seriam 

responsáveis pela manifestação do Transtorno de Ansiedade Generalizada e 

na segunda causaria o transtorno de pânico (DEAKIN E GRAEFF, 1991; 

GRAEFF, 2014). 
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Figura 1: Hipótese proposta por Deakin e Graeff (1991) ressaltando as duas vias de controle 
do Sistema Nervoso Central sobre a ansiedade e o pânico (adaptado de BRANDÃO; GRAEFF, 
2014). CPF: córtex pré-frontal; Ami: amígdala, S-Hip: sistema septo-hipocampal; HM: 
hipotálamo medial; MCPd: matéria cinzenta periaquedutal dorsal; 5-HT: serotonina 

 

O NDR é uma estrutura mesencefálica com grande densidade de corpos 

celulares de neurônios serotonérgicos (JOH et al., 1975; STEINBUSCH et al., 

1978). Essa estrutura não tem apenas neurônios serotonérgicos como também 

aqueles não-serotonérgicos (CALIZO et al., 2011; ROMPRÉ E MILIARESSIS, 

1987). Esses estão na proporção de um terço a um décimo em comparação 

aos serotonérgicos (CALIZO et al., 2011). Dentre os neurônios não-

serotonérgicos estão presentes os dopaminérgicos, GABAérgicos, 

glutamatérgicos, de óxido nítrico e peptídeos transmissores (MICHELSEN et 

al., 2007). 

Steinbusch (1981), através de um trabalho utilizando a técnica de 

imunohistoquímica para detecção de neurônios sertonérgicos, demonstrou que 

existem cinco agrupamentos de corpos celulares desses neurônios no NDR: o 

Dorsal (DRD), Ventral (DRV), Lateral (Asas Laterais), Caudal (DRC) e 

Interfascicular (DRI). Imai e colaboradores em 1986, utilizando a técnica de 

Golgi e injeções de Horseradish peroxidase para neurotraçamento, 
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encontraram diferenças na organização do eixo rostro-caudal do NDR entre as 

vias ascendentes de neurônios serotonérgicos. Segundo os autores, a região 

rostral, teria vias ascendentes que alcançariam regiões mais relacionadas com 

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

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

sistema límbico (principalmente Hipocampo) e o Locus Coeruleus. As vias 

ascendentes que chegariam na amígdala estariam numa região mais 

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

sistema límbico, mostrando assim, a existência de diferentes áreas funcionais 

na mesma (IMAI et al., 1986). Anos mais tarde, esses achados do grupo de 

Imai foram corroborados por experimentos de imunohistoquímica para 

detecção da proteína c-Fos. 

 A proteína c-Fos é pertencente ao grupo das proteínas Fos. É transcrita 

a partir do gene c-Fos, um proto-oncogene pertencente a uma família de 

fatores de transcrição induzíveis conhecidos como Immediate early genes. A 

proteína funciona pela alteração muito rápida do gene, positiva ou 

negativamente, em respostas aos sinais de superfície celular (através de 

receptores) (HOFFMAN et al., 1993). Estudos envolvendo estímulos 

específicos, principalmente àqueles de ativação neural e hormônios, 

demonstraram que os mesmos são capazes de desencadear a transcrição 

rápida da proteína c-Fos (ABRAMS et al., 2005; PIZZO et al., 2017; SPIACCI 

JR. et al., 2012; WSCIEKLICA et al., 2017). 

 Abrams e colaboradores (2005) realizaram um estudo de 

imunohistoquímica de dupla-marcação (c-Fos e Triptofano Hidroxilase) no NDR 

após a administração de quatro drogas conhecidas por induzirem 

comportamentos ansiosos em humanos: cafeína, m-chlorophenyl piperazine 

(mCPP), yohimbine e N-methyl-beta-carboline-3-carboxamide (FG-7142). Os 

resultados desse experimento mostraram que após a administração de todas 

as drogas, com exceção da yohimbine, houve um aumento no número de 

neurônios serotonérgicos ativados, principalmente no DRD. Um trabalho 

realizado com dupla-marcação para neurônios serotonérgicos (c-Fos e 

Triptofano hidroxilase) no NDR, no qual ratos foram expostos a choques 

inescapáveis nas caudas, mostrou como resultado um aumento na ativação em 
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neurônios localizados nas regiões caudal e média (GRAHN et al., 1999). Ainda 

assim, o trabalho de Lopes e colaboradores (2016) utilizando um modelo de 

estresse crônico foi realizado também empregando o protocolo de dupla-

marcação no NDR. O estresse crônico contava com uma bateria de 

estressores (restrição, privação de água e comida, inversão do ciclo 

claro/escuro, etc) durante 14 dias consecutivos. Para a avaliação 

comportamental, foi aplicado o teste do claro/escuro, tendo como resultado um 

comportamento ansiogênico dos ratos estressados em relação ao grupo 

controle. Paralelamente, houve um aumento na ativação de neurônios no DRC, 

na região médio-rostral do DRD e na região médio-caudal do LWDR. Nas duas 

últimas regiões, essas células eram serotoninérgicas. 

 Esses trabalhos confirmaram a heterogeneidade do NDR descrita por 

Steinbusch (1981) e Imai e colaboradores (1986), mostrando também a 

presença de neurônios não-serotonérgicos nessa estrutura.  Além disso, os 

autores fortaleceram a ideia de que além das 5 sub-regiões definidas por 

Steinbusch (1981), sendo DRD, DRV, asas laterais, DRC e DRI, os estudos 

posteriores deveriam considerar três partes ao longo do eixo rostro-caudal: 

rostral, medial e caudal (ABRAMS et al., 2004).  

 Por outro lado, estudos mostram que a região Asas Laterais/Substância 

Cinzenta Periaquedutal Ventrolateral (SCPvl) enviam projeções para estruturas 

que controlam a resposta de luta/fuga, que tem sido associado ao pânico 

(HALE et al., 2012). O trabalho realizado por Johnson e colaboradores (2005) 

demonstrou que a exposição de ratos a ambientes com altas concentrações de 

CO2, estímulo que provoca ataques de pânico em pacientes com o TP (GRIEZ 

et al., 1987), ativou neurônios serotonérgicos dessas duas estruturas 

anteriormente mencionadas. Posteriormente, Johnson et al. (2008) mostraram 

que houve um aumento na ativação de neurônios serotonérgicos nessas 

mesmas estruturas após a administração de lactato de sódio, um agente 

panicogênico.  

Basicamente, os neurônios serotonérgicos nas regiões média e caudal 

do NDR, principalmente dos subnúcleos DRD e DRC do NDR, formariam o 

trato prosencefálico e estariam mais envolvidos em comportamentos 

relacionados com a expressão da ansiedade (ABRAMS et al., 2005; HALE et 
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al., 2012), enquanto que os neurônios serotonérgicos localizados nas Asas 

Laterais do NDR e da Substância Cinzenta Periaquedutal ventrolateral, 

originariam o trato periventricular, relacionado com a inibição do pânico (HALE 

et al., 2012; JOHNSON et al., 2005; JOHNSON et al., 2008). 

 Grande parte dos estudos até aqui relatados foram realizados em 

machos. No entanto, as mulheres são muito mais suscetíveis a desenvolver os 

transtornos de ansiedade, pânico depressão durante a sua vida, quando 

comparadas aos homens (Catuzzi E BECK, 2014; DONNER E LOWRY, 2013; 

KESSLER et al., 2012). De acordo com McLean e colaboradores (2011), uma a 

cada três mulheres apresentam predisposição para desenvolver qualquer um 

dos transtornos de ansiedade durante a sua vida, comparado a 22% entre os 

homens.  

Com exceção do TAS, em que não existem diferenças significativas 

entre os dois sexos, em todos os outros distúrbios mencionados, as mulheres 

são acometidas praticamente o dobro em comparação aos homens 

(BANDELOW E MICHAELIS, 2015; MCLEAN et al., 2011).  Além disso, as 

mulheres tendem a ter o TAG quase duas vezes mais do que os homens (7,7% 

contra 4,1%) (MCLEAN et al., 2011). Elas apresentam uma tendência a 

apresentar uma idade mais baixa no início da doença do que eles (STEINER et 

al., 2005). Piggot (2003) evidenciou em seu estudo que mulheres com TAG 

relataram frequentemente a piora dos sintomas no período pré-menstrual. 

Para entender as diferenças sexuais existentes na manifestação dos 

transtornos de ansiedade faz-se necessário olhar aspectos biológicos e 

culturais, bem como o estilo de vida e a pressão social (RUTTER et al., 2003). 

Diferenças que promovem o sucesso reprodutivo, que no caso das mulheres é 

o ciclo hormonal sexual, podem aumentar a vulnerabilidade das mulheres para 

transtornos emocionais e de humor, incluindo os distúrbios de ansiedade 

(ALTEMUS et al., 2014). O ambiente hormonal do encéfalo, bem como a ação 

de alguns hormônios durante a formação e desenvolvimento encefálico podem 

contribuir para a manifestação desses distúrbios (PALANZA, 2001). As fêmeas 

possuem uma alta resposta ao estresse e consequentemente uma alta 

quantidade de corticosterona plasmática quando comparadas com os machos. 

Essa corticosterona transita por toda a corrente sanguínea, indo inclusive para 
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a circulação encefálica e no caso de gestantes, na circulação placentária e em 

seguida fetal, podendo alterar o desenvolvimento cerebral e posteriormente 

modificar estruturas cuja função está ligada à mediação da manifestação de 

comportamentos relacionados à ansiedade (ALTEMUS et al., 2014; GIUDICE, 

2012; LUO et al., 2013). 

As fêmeas de mamíferos possuem um ciclo hormonal sexual conhecido 

como ciclo estral. Mais especificamente o ciclo estral de ratas é constituído por 

quatro fases: proestro (12 a 14 horas), Estro (25 a 27 horas), Diestro I 

(Metaestro - 10 a 14 horas) e Diestro II (55 a 57 horas) (FREEMAN, 1993). 

Durante o ciclo hormonal sexual há uma oscilação dos hormônios hipofisários e 

ovarianos. A liberação dos hormônios gonadais é regulada pelo eixo 

Hipotálamo-Hipófise-Gonadal (HHG). A hipófise é responsável pela secreção 

de Hormônio Folículo Estimulante (FSH) e Hormônio Luteinizante (LH) em 

resposta ao hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Nas fêmeas, o LH 

age como um estimulador nas células intersticiais da camada teca dos folículos 

ovarianos, resultando na secreção de androstenediona e testosterona 

(androgênios) e aumentando a recaptação de colesterol. O FSH é responsável 

pela regulação da produção de estrógeno e o crescimento folicular. Ao ocorrer 

a ovulação, o FSH e o LH agem sobre o corpo lúteo, aumentando os níveis de 

estrógeno e progesterona, regulando por retroalimentação negativa a secreção 

do GnRH, FSH e LH (IGNACIO et al., 2009).  

Não somente o ambiente hormonal, como também o ambiente social em 

que a mulher se insere contribui de maneira ampla para a diferença sexual na 

manifestação dos distúrbios de ansiedade.  

Nessa abordagem, um aspecto a se destacar são as experiências que 

caracterizam a história da pessoa. O abuso sexual infantil tem um grande 

impacto na desregulação de sistemas relacionados ao estresse e 

consequentemente no desenvolvimento de estruturas cerebrais que podem 

estar relacionadas à mediação dos transtornos de comportamento afetivo na 

adolescência e na vida adulta (DEBELLIS et al., 2011). Estudos demonstraram 

que as meninas sofrem muito mais o abuso sexual infantil do que os meninos 

(AL-FAYEZ et al., 2012; BRENNER E BEN-AMITAY, 2015; GOREY E LESLIE, 

1997; KLOPPEN et al., 2016). Além disso, outros eventos ocorridos na infância, 
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como por exemplo, abuso físico, disfunções familiares e negligência, que 

contribuem com o mesmo efeito adverso do abuso sexual na infância, ocorrem 

em maior porcentagem no caso das meninas (15,2%) comparado aos meninos 

(9,2%) (CDC, 2010). Outros fatores adversos também reforçam essa diferença, 

como demonstra o achado de Gonçalves e colaboradores (2014), no qual a 

maior porcentagem de pessoas com transtornos mentais encontrados no 

estado de São Paulo foram mulheres desempregadas, com baixa educação e 

baixa renda.  

 Vários estudos experimentais com animais de laboratório têm sido 

conduzidos visando a compreensão dos mecanismos neurobiológicos 

relacionados com a ansiedade em fêmeas. 

Para revisão, na Tabela 1 foram relacionadas algumas dessas 

investigações com fêmeas intactas (e as respectivas fases do ciclo estral) e 

ovariectomizadas, em relação à ansiedade e ao Transtorno do Pânico: 
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Tabela 1: Principais trabalhos realizados com ratas em modelos comportamentais de ansiedade e de pânico. 

Fase do Ciclo Estral de 
Ratas ou Ovariectomia  Teste 

Resposta 
relacionada 
à ansiedade 

Resposta 
relacionada 
ao Pânico 

Referências 

O
va

rie
ct

om
ia

 

17ß-E2(10 μg/kg) 
 
Progesterona (25 mg/kg) 
 
17ß-E2(10 μg/kg) 
+Progesterona (25 mg/kg) 
 
17ß-E2(90 μg/kg) 
 
 
17β-E2 (10 μg/kg) 
 
Fluoxetina (10mg/kg) + 
17β-E2 (10μg/kg) 
 
8-OH-DPAT (0.05 mg/kg) 
 
Ketanserina (3mg/kg) 
 
Ketanserina (3mg/kg) + 
BE (10 μg/kg) 

TEP 
 

TEP 
 

TEP 
 
 

Transição Claro/Escuro 
 
 

LTE 
 

LTE/LCE 
 

 
LCE 

 
LCE 

 
LCE 

 

- 
 

- 
 

- 
 
 

- 
 
 
- 

 
- 

 
 
- 

 
+ 

 
- 

NM 
 

NM 
 

NM 
 
 

NM 
 
 

+ 
 

0 
 

 
NM 

 
NM 

 
NM 

MORA  et al., 1996. 
 
MORA  et al., 1996. 
 
MORA  et al., 1996. 
 
 
WALF E FRYE, 2009. 
 
 
KALANDAKANOND-THONGSONG et al., 2012. 
 
CHAROENPHANDHU et al., 2011. 
 
 
SAPRONOV et al., 2004. 
 
DÍAZ-VELÍZ et al., 1997. 
 
DÍAZ-VELÍZ et al., 1997. 

P
ro

es
tr

o 

Nenhum Fármaco 
 
Nenhum Fármaco 
 
Nenhum Fármaco 
 
 
Diazepam (4mg/kg) 
 
MIF (30mg/kg) + 
Diazepam (2mg/kg) 
 
Sibutramina (10mg/kg) 
 

LCE - NM DÍAZ-VELÍZ et al., 1997; FRYE et al., 2000; MARCONDES 
et al., 2001. 

LTE 
 

0 0 GOUVEIA JR. et al., 2004. 

TEP - NM MORA  et al., 1996. 

TLCEED 0 NM SILVA et al., 2016. 

TLCEED - NM SILVA et al., 2016. 

 
LTE 

 
0 

 
- 

 
SANTOS et al., 2014. 
 

Ketanserina (3mg/kg) 
 
Nenhum Fármaco 

LCE 
 

Interação Social 

+ 
 

- 

NM 
 

NM 

DÍAZ-VELÍZ et al., 1997. 
 
FRYE et al., 2000. 

     
 

E
st

ro
 

Nenhum Fármaco 
 
 
Nenhum Fármaco 
 

LCE 
 
 

LTE 
 

- 
 

  
0 

NM 
 
 

0 
 

DÍAZ-VELÍZ et al., 1997; FRYE et al., 2000; MARCONDES 
et al., 2001. 
 
GOUVEIA JR. et al., 2004. 

Nenhum Fármaco 
 
 

TEP - NM MORA  et al., 1996. 

Diazepam (4mg/kg) TLCEED 0 NM SILVA et al., 2016. 

 
Sibutramina (10mg/kg) 
 

 
LTE 

 
0 

 
- 

 
SANTOS et al., 2014. 
 

Ketanserina (3mg/kg) LCE + NM DÍAZ-VELÍZ et al., 1997. 

     

M
et

ae
st

ro
 

Nenhum fármaco 
 
Nenhum fármaco 
 
Nenhum Fármaco 
 
 
Diazepam (4mg/kg) 
 
Sibutramina (10mg/kg) 
 
Ketanserina (3mg/kg) 
 

LCE 
 

LTE 
 

TEP 
 
 

TLCEED 
 

LTE 
 

LCE 

+ 
 

0 
 

+ 
 
 
- 
 

0 
 

+ 

NM 
 

0 
 

NM 
 
 

NM 
 
- 
 

NM 

DÍAZ-VELÍZ et al., 1997; MARCONDES et al., 2001. 
 
GOUVEIA JR. et al., 2004. 
 
MORA ET AL., 1996. 
 
 
SILVA ET AL., 2016. 
 
SANTOS ET AL., 2014. 
 
DÍAZ-VELÍZ et al., 1997. 
 

D
ie

st
ro

 II
 

Nenhum fármaco 
 
 
17ß-E2 (50 μg/kg) 
 
Nenhum fármaco 
 
Nenhum Fármaco 
 
Diazepam (4mg/kg) 
 
Sibutramina (10mg/kg) 
 
Ketanserina (3mg/kg) 

LCE 
 
 

LCE 
 

LTE 
 

TEP 
 

TLCEED 
 

LTE 
 

LCE 

+ 
 
 
- 

 
+ 
 

+ 
 

- 
 

0 
 

- 

NM 
 
 

NM 
 

0 
 

NM 
 

NM 
 

0 
 

NM 

DÍAZ-VELÍZ et al., 1997; FRYE et al., 2000; MARCONDES 
et al., 2001. 
 
MARCONDES et al., 2001. 
 
GOUVEIA Jr. et al., 2004. 
 
MORA et al., 1996. 
 
SILVA et al., 2016. 
 
SANTOS et al., 2014. 
 
DÍAZ-VELÍZ et al., 1997. 

+  aumento; - diminuição; 0 sem alteração; LCE = Labirinto em Cruz Elevado; LTE = Labirinto em T-Elevado; TLCEED 
= Teste  do LCE de Evasão discriminatória; TEP = Teste da Evasão Passiva; NM = Esse tipo de modelo Não Mede 
esse índice; MIF = Mifepristona (antagonista de receptor de progesterona); 17β-E2 = 17- ß-Estradiol; BE = Benzoato 
de Estradiol. 
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 Um dos testes utilizados nos trabalhos mencionados na Tabela 1, o 

Labirinto em Cruz Elevado (LCE), que é um aparato comportamental feito de 

madeira e é constituído por dois braços abertos e dois fechados opostos e uma 

plataforma central, além de ser elevado acima do solo, trabalhando com o 

medo inato que ratos de laboratório têm de lugares abertos, altos e iluminados. 

Dessa maneira, quanto mais tempo eles permanecem nos braços fechados, 

maior é o comportamento ansioso apresentado. De maneira geral, as ratas na 

fase de proestro e estro testadas no LCE gastaram mais tempo nos braços 

abertos, demonstrando um comportamento ansiolítico, enquanto que nas 

outras duas fases, metaestro e diestro, constatou-se ansiogênese, devido a um 

tempo maior gasto nos braços fechados (DÍAZ-VELÍZ et al., 1997; FRYE et al., 

2000; MARCONDES et al., 2001).  

O trabalho realizado por Gouveia Jr. e colaboradores (2004) utilizou o 

Labirinto em T-Elevado (LTE), um modelo derivado do LCE que discrimina dois 

tipos de ansiedade, o TAG e o TP. No caso desse aparato, há a retirada de um 

dos braços fechados, e o teste tem início pela tomada da esquiva inibitória 

(Relacionado ao TAG). Nessa avaliação, cada animal é colocado na 

extremidade distal do braço fechado, registrando por 3 vezes a medida de 

latência gasta pelo mesmo para sair deste braço (Linha de base, Esquiva 1 e 

2). Posteriormente é avaliado o comportamento de fuga (Relacionado ao TP), 

no qual os ratos são colocados na extremidade de um dos braços abertos e é 

registrado por três vezes o tempo de latência de saída de um dos braços 

abertos (Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3). (GRAEFF et al., 1993; ZANGROSSI E 

GRAEFF, 1997). Como resultado, não foi encontrado nenhum efeito 

relacionado ao pânico, porém houve uma demonstração que apenas ratas em 

diestro apresentaram um comportamento ansiogênico, não havendo diferença 

nas outras fases (GOUVEIA JR. et al., 2004). 

 Ratas ovariectomizadas bilateralmente, condição em que há depleção 

de progesterona e estrógeno, foram tratadas com administração sistêmica de 

17ß- Estradiol e posteriormente submetidas ao LCE, Teste da Evitação Passiva 

(TEP) e ao LTE e como resultado, houve uma diminuição dos níveis de 

ansiedade, de maneira similar ao que se observou em ratas nas fases de estro 

e proestro, nas quais a concentração de estrógeno se encontra em altas 
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concentrações séricas (FREEMAN, 1993). No entanto, houve um efeito 

panicogênico quando testadas no LTE (KALANDAKANOND-THONGSONG et 

al., 2012; MORA  et al., 1996; WALF E FRYE, 2009). O mesmo resultado foi 

encontrado em ratas ovariectomizadas tratadas com progesterona (MORA et 

al., 1996). 

 Em estudo realizado avaliando o efeito do diazepam ao longo das 

diferentes fases do ciclo estral, utilizando o LCE e o Teste do Labirinto em Cruz 

Elevado de Evasão Discriminatória (TLCEE) observou-se que os resultados 

encontrados foram que a maior dose do diazepam (4mg/kg) produziu um efeito 

ansiolítico em ratas nas fases de metaestro e diestro, não havendo mudanças 

comportamentais na fase de proestro e estro nesse quesito (SILVA et al., 

2016). Em trabalho anterior com mapeamento de receptores GABAérgicos em 

fêmeas houve a demonstração que a presença de esteróides na circulação 

alterou a expressão de receptores e que a baixa concentração de hormônios 

que caracteriza a fase de diestro resultou num aumento desses receptores na 

SCPD (LOVICK, 2008). Já se conhece que o Diazepam é um benzodiazepínico 

(BZD), uma classe de ansiolíticos que são moduladores alostéricos de 

receptores de Ácido Gama-amino-butírico (GABA) do tipo A. O GABA é um 

neurotransmissor potente inibidor do sistema nervoso central, por isso drogas 

que atuam nessa via são utilizados no tratamento de transtornos de ansiedade. 

Ainda assim, existem estudos que tentam entender a relação entre a 

ação da serotonina e hormônios sexuais na manifestação dos transtornos de 

ansiedade. Mora e colaboradores (1996) avaliaram a influência da 

luminosidade sobre a manifestação da ansiedade utilizando o LCE. Os 

resultados obtidos mostraram que ratas em Metaestro exploravam muito mais 

os braços abertos em elevada luminosidade, enquanto que os animais na fase 

de estro e proestro passavam mais tempo neste braço quando em 

luminosidade baixa. Tais evidências demonstram que há relação entre as 

atividades dos hormônios sexuais e serotonina sobre receptores 5-HT1A, já que 

estes são modulados pelas variações de iluminação do ambiente, conforme 

corroborado por Handley e colaboradores (1993). Para fortificar o ideal dessa 

relação, outros trabalhos realizados já demonstraram que a reposição de 

estrógeno afeta a sensibilidade a estressores, diminuindo a ansiedade, por 
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atuar em vias serotoninérgicas (BORROW E CAMERON, 2014; MCEWEN, 

2002; MORA et al., 1996; WALF E FRYE, 2008; WARTHON et al., 2012). 

 Receptores para estrógeno dos tipos alfa (ERα) e beta (ERβ) foram 

encontrados nos encéfalos de machos e de fêmeas em estruturas como 

amígdala, córtex cerebral, cerebelo, hipocampo e hipotálamo (SHUGHRUE E 

MERCHENTHALER, 2001), algumas delas sendo estruturas relacionadas com 

a manifestação desses transtornos conforme já mencionado. Também foram 

encontrados receptores para estrógeno em corpos celulares de neurônios no 

NDR (ALVES et al., 1998), também na SCP e NMR (NOMURA et al., 2005).  

Nomura e colaboradores (2005) ao realizar um estudo de 

imunohistoquímica de dupla-marcação de receptores de estrógeno e TPH 

observaram que os receptores ERβ estão presentes em maior quantidade no 

NDR, principalmente nas sub-regiões dorsal e ventral, e que receptores do tipo 

ERα estariam em maior abundância na SCP. Além disso, observaram que mais 

de 90% das células que apresentavam ERβ também continham a enzima TPH, 

enquanto que outras com maior concentração de ERα, esse valor caia para 

23%. Ao comparar camundongos knockout para cada tipo de receptor, 

constatou-se que em camundongos knockout para ERβ houve uma diminuição 

da expressão da enzima na porção ventral do NDR. Esse estudo suporta a 

hipótese que receptores de estrógeno beta estão de alguma forma envolvidos 

na regulação endócrina e comportamental das funções serotonérgicas do 

encéfalo (NOMURA et al., 2005). 

Krezel e colaboradores (2001), em estudo experimental utilizando 

camundongos Knockout para ERβ, demonstraram que esses animais 

apresentaram um comportamento ansiogênico durante a avaliação no LCE, 

quando comparados com o tipo selvagem e com fêmeas Knockout ERα. Isto 

sugere que o estrógeno atua, não apenas sobre os receptores serotonérgicos, 

mas também na regulação da transcrição gênica da enzima Triptofano 

Hidroxilase. 

Com base nesses achados, e conhecendo que nas diferentes fases do 

ciclo estral as fêmeas apresentam respostas distintas em relação aos 

comportamentos defensivos associados à ansiedade e ao pânico e que estes 
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são modulados por neurônios serotonérgicos originados nos Núcleos Mediano 

e Dorsal da Rafe que se projetam para estruturas prosencefálicas e 

mesencefálicas, a hipótese do presente estudo foi a de que existem diferenças 

no padrão de recrutamento de neurônios serotonérgicos e não-serotonérgicos 

no NMR e nos diferentes subnúcleos do NDR entre as fases do ciclo estral de 

ratas e após o procedimento de ovariectomia bilateral, visando testar esta 

hipótese, o objetivo deste projeto de pesquisa foi avaliar a ativação de 

neurônios serotonérgicos e não-serotonérgicos no NMR e nos subnúcleos do 

NDR através da técnica de imunohistoquímica de dupla-marcação para 

proteína c-Fos e Triptofano Hidroxilase, em cada uma das fases do ciclo estral 

das ratas e após a realização da ovariectomia bilateral.  
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Resumo 

Deakin e Graeff propuseram que a ansiedade e o pânico são regulados 

pela serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), possuindo mais de um 

mecanismo de controle. Ambos os mecanismos de controle têm sua origem no 

Núcleo Dorsal da Rafe (NDR) e no Núcleo Mediano da Rafe (NMR). O NDR 

possui ainda, cinco diferentes subnúcleos ao longo do eixo rostrocaudal: dorsal 

(DRD), ventral (DRV), lateral/asas laterais (lwDR), caudal (DRC) e 

interfascicular (DRI), sendo que os subnúcleos DRC, DRD e DRI originam a via 

modulatória do transtorno de ansiedade generalizada e o subnúcleo lwDR 

origina a via modulatória do transtorno do pânico. Sabe-se que as mulheres 

são mais suscetíveis à manifestação dos transtornos de ansiedade e de pânico 

do que os homens. Estudos com modelos animais de ansiedade mostraram 

que nas fases do ciclo hormonal onde ocorre maior liberação de estrógeno, 

proestro e estro, foi constatada ansiólise. De maneira oposta, animais na fase 

de metaestro e diestro, nas quais há baixa concentração sérica de estrógeno, 

os comportamentos defensivos observados foram no sentido da ansiogênese. 

Receptores para estrógeno, alfa (ERα) e beta (ERβ), foram encontrados em 

estruturas encefálicas relacionadas com a manifestação dos transtornos de 

ansiedade e co-localizadas em receptores serotonérgicos. Assim, esse estudo 

teve por objetivo avaliar a ativação de neurônios serotonérgicos e não-

serotonérgicos no NMR e nos diferentes subnúcleos do NDR  em relação à 

fase do ciclo estral de ratas e após a ovariectomia bilateral. As fêmeas foram 

perfundidas e os encéfalos foram processados a fim de se realizar o processo 

de imunohistoquímica de dupla-marcação para a proteína c-Fos (marcador 

indireto de ativação celular) e da enzima triptofano hidroxilase (TPH – presente 
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somente em neurônios serotonérgicos). Não se constatou qualquer diferença 

quando se analisou o NMR. Constatou-se um maior número de neurônios 

serotonérgicos e não-serotonérgicos ativados na fase de proestro, 

principalmente nos subnúcleos Dorsal (DRD) e Caudal (DRC). Enquanto que 

na fase de diestro e após ovariectomia bilateral os resultados apontaram um 

menor número na expressão de TPH nos subnúcleos DRD, Ventral (DRV) e 

DRC. Os resultados encontrados são compatíveis com achados anteriores que 

indicam que os subnúcleos dorsal e caudal são responsáveis pela modulação 

de comportamentos defensivos relacionados à ansiedade. Como houve 

diferença na ativação das estruturas ao longo do ciclo estral conclui-se que a 

presença de hormônios sexuais, principalmente o estrógeno, é responsável por 

essas alterações observadas.  

 

Introdução 

Deakin e Graeff (1991) propuseram que tanto a ansiedade como o 

pânico são regulados pela serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), ressaltando 

que esses transtornos possuem mais de um mecanismo de controle. Distúrbios 

ocorridos na via Núcleo Dorsal da Rafe (NDR)/Córtex Pré-

Frontal/Hipocampo/Amígdala/ seriam responsáveis pela manifestação do 

Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG), e na via NDR/Substância 

Cinzenta Periaquedutal dorsal (SCPd) causariam o Transtorno do Pânico (TP). 

Além disso, o mau funcionamento das projeções do Núcleo Mediano da Rafe 

(NMR) a receptores 5-HT1A localizados no Hipocampo estariam relacionadas 

com a resistência ao estresse crônico e com o surgimento de sintomas 
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depressivos, e também com a manifestação da ansiedade (Andrade et al., 

2013 para revisão).  

Sabe-se que as mulheres são mais suscetíveis à manifestação dos 

transtornos de ansiedade e de pânico do que os homens (Donner e Lowry, 

2013; Kessler et al., 2012), chegando ao dobro em alguns tipos de desordens, 

como é o caso do TAG (Bandelow & Michaelis, 2015; McLean, et al., 2011). 

Estudos recentes realizados em roedores em modelos animais de ansiedade 

mostraram que nas fases do ciclo hormonal onde ocorre maior liberação de 

estrógeno (fases de proestro e estro), ou em decorrência da própria reposição 

estrogênica após ovariectomia bilateral, constatou-se ansiólise (Díaz-Velíz et 

al., 1997; Marcondes et al., 2001; Mora et al., 1996; Walf e Frye, 2009). De 

maneira oposta, animais na fase de diestro (baixa concentração sérica de 

estrógeno) apresentaram comportamentos defensivos na direção da 

ansiogênese no Labirinto em Cruz Elevado (LCE), enquanto que nas fases de 

proestro e estro os níveis de ansiedade foram bem mais baixos (Frye et al., 

2000; Marcondes et al., 2001). Quando houve análise da influência da 

luminosidade, um fator que afeta consideravelmente o comportamento que 

envolve as vias serotonérgicas (Handley et al., 1993), ratas em metaestro 

apresentaram uma exploração maior dos braços abertos sob elevada 

intensidade luminosa. Por outro lado, ratas em proestro e estro tiveram uma 

exploração maior dos braços abertos somente em baixa luminosidade (Mora et 

al., 1996). Tais evidências sugerem que existe uma interação entre atividade 

dos hormônios sexuais e atividade serotonérgica sobre receptores 5-HT1A, já 

que estes são modulados pelas variações de iluminação do ambiente, 

conforme já ressaltado (Handley et al., 1993). No teste do Labirinto em T-
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Elevado (LTE) (Gouveia Jr et al., 2004), Interação Social  e Condicionamento 

Contextual (Frye et al., 2000) e Campo Aberto (Frye e Walf, 2002) os 

resultados encontrados foram similares, sendo que ratas em proestro 

apresentam comportamentos relacionados com a diminuição da ansiedade, 

enquanto que ratas em diestro apresentam um comportamento oposto.   

 Shughrue e Merchenthaler (2012) utilizando imunoreatividade e com 

base na análise da expressão de RNAm identificaram receptores para 

estrógeno, alfa (ERα) e beta (ERβ), em estruturas encefálicas relacionadas 

com a manifestação dos transtornos de ansiedade, como por exemplo 

amígdala, córtex cerebral e hipocampo. Também foram encontrados esses 

receptores em corpos celulares de neurônios no NDR e NMR, e também na 

Substância Cinzenta Periaquedutal (SCP) (Alves et al., 1998), verificou-se que 

os ERβ estavam mais concentrados nas subdivisões dorsal e ventral do NDR e 

no NMR (Nomura et al., 2005). 

 O Estudo morfológico in situ realizado por Nomura e colaboradores 

(2005) com marcação neuronal dupla para ERα e ERβ e também para 

triptofano hidroxilase (TPH), enzima presente em neurônios serotonérgicos 

permitindo a síntese desse neurotransmissor a partir do aminoácido triptofano, 

encontraram que mais de 90% das células que apresentavam ERβ também 

continham a TrpOH, e que quando analisadas as células que continham ERα, 

esse valor caia para 23%. Nesse âmbito, Solomon e Herman (2009), 

argumentaram que os ERβ estariam mais envolvidos com a modulação das 

emoções e que os ERα com estruturas ou sistemas relacionados à reprodução 

e metabolismo geral. Esses achados apontam que o estrógeno atua sobre 

receptores de serotonina e que há uma estreita relação de ambos na 
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manifestação de comportamentos relacionados aos transtornos de ansiedade e 

que essa influência hormonal poderia justificar as diferenças encontradas ao 

longo do ciclo estral em relação a esses comportamentos. 

 Em um aspecto molecular, além da administração central no NMR de 

Benzoato de Estradiol (BE) ter alterado a morfologia do hipocampo, levando a 

um aumento da densidade das sinapses nessa estrutura (Prange-Kiel et al., 

2003), a reposição hormonal realizada com BE aumentou a expressão de 

mRNA da enzima TPH tanto no NMR quanto no NDR. Quando comparado, 

observou-se que fêmeas ovariectomizadas bilateralmente, tratadas com 

estradiol, tiveram um aumento ainda maior na expressão de mRNA da mesma 

enzima. Isso exprime que o estrógeno é capaz de aumentar a capacidade de 

síntese de serotonina em estruturas relacionadas com a ansiedade (Hiroi et al., 

2006). Essa reposição diminuiu a expressão de mRNA de receptores do tipo 5-

HT1B no NDR de ratas ovariectomizadas, não alterando a expressão do tipo 5-

HT1A. Essa diminuição causou uma associação inversa, mostrando uma 

tendência de aumento nos níveis de mRNA da TPH nas sub-regiões ventro-

medial e dorso-medial do NDR. É possível que o acréscimo na expressão de 

TPH, levando a um aumento da disponibilidade de serotonina, tenha 

ocasionado um quadro de ansiólise (Hiroi & Neumaier, 2009). 

 Trabalhos com análise de c-Fos, uma proteína da classe das immediate 

early genes, que são capazes de alterar sua transcrição gênica rapidamente 

mediante a um estímulo (Hoffman et al., 1993), foram realizados em fêmeas. 

No trabalho de Sayin e colaboradores (2014) com a administração de 

citalopram, um antidepressivo inibidor seletivo de recaptação de serotonina 

(ISRS), a expressão da proteína c-Fos em ratas avaliadas no LCE, foi 
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suprimida em relação ao grupo controle no Córtex Cingulado, Amígdala e 

Núcleo Talâmico Paraventricular. Apesar de fêmeas em proestro apresentarem 

um comportamento do tipo ansiolítico em relação às outras fases, não houve 

diferenças na expressão da proteína entre as fases do ciclo no grupo controle. 

Diferentemente, no trabalho de Figueiredo e colaboradores (2002) verificou-se 

que ratas em proestro e estro têm uma ativação neuronal menor em regiões 

corticais e no Hipocampo que aquelas em diestro ou em machos, ao serem 

submetidas previamente a um estressor agudo. 

 Estudo com dupla-marcação neuronal realizado em machos, tanto para 

proteína c-Fos quanto para TPH foi realizado por Spiacci Jr. e colaboradores 

(2012) em machos. Os resultados encontrados demonstraram que a esquiva 

no LTE, relacionada com o TAG, aumenta a ativação serotonérgica de 

neurônios localizados nos subnúcleos dorsal, caudal e interfascicular do NDR, 

e no NMR. Também demonstraram que a fuga, relacionada com o TP, eleva a 

ativação de neurônios não-serotonérgicos nas subdivisões dorsolateral e 

dorsomedial da SCP, e nas asas laterais do NDR. 

 Considerando que nas diferentes fases do ciclo estral as fêmeas 

possuem comportamentos distintos em relação à manifestação dos transtornos 

de ansiedade e do pânico e visto que não há se identificou relatos de 

pesquisas que tenham avaliado a ativação de neurônios serotonérgicos no 

NMR e nos diferentes subnúcleos do NDR, em relação às diferentes fases do 

ciclo de fêmeas e em ratas menopausadas cirurgicamente, formulou-se a 

hipótese de que existem diferenças no recrutamento de neurônios 

serotonérgicos e não-serotonérgicos no NMR e nos diferentes subnúcleos do 
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NDR entre as fases do ciclo estral de ratas e após o procedimento de 

ovariectomia bilateral. 

 Assim, esse estudo teve por objetivo analisar a ativação de neurônios 

serotonérgicos e não-serotonérgicos através do protocolo de 

Imunohistoquímica de dupla-marcação (Triptofano Hidroxilase e proteína c-

Fos) em cada uma das fases do ciclo estral e após ovariectomia bilateral no 

NMR e nas seguintes sub-regiões do NDR ao longo do eixo rostrocaudal: 

Caudal (DRC), Interfascicular (DRI), Ventral (DRV), Dorsal (DRD) e Asas 

Laterais, tendo como parâmetro o estudo realizado em machos por Spiacci Jr. 

et al. (2012). 

  

Materiais e Métodos  

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Ciências e Letras da UNESP – Assis (Registro 

001/2016). Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as 

normas da Sociedade Brasileira de Neurociência e Comportamento, visando 

minimizar o sofrimento animal. 

 

Animais 

Foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar advindas 

do biotério central da UNESP – Botucatu, com peso entre 200-250 gramas e 2 

meses de idade no início das sessões experimentais. Os animais foram 

alocados no biotério de fêmeas, 5 animais em caixas de polipropileno (38 x 32 

x 18 cm), forradas com serragem, com ciclo claro/escuro de vinte e quatro 

horas (luzes se acendendo as 7h e apagando as 19h), 50 lux no centro da sala, 
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temperatura de 23ºC ± 2ºC, recebendo comida e água ad libitum. Após a 

chegada dos animais e agrupamento dos mesmos, estes permaneceram em 

ambientação no biotério por um período mínimo de 1 semana, sendo 

submetidos à manipulação somente 3 vezes por semana durante as trocas das 

caixas.  

 

Cirurgias 

OVARIECTOMIA BILATERAL - Esse procedimento foi desenvolvido em 

ratas anestesiadas com tribromoethanol (sigma, EUA) – 250mg/Kg por via 

intraperitonial. Após tricotomia na região dorsal, entre a borda inferior das 

costelas e a porção mais alta da cintura pélvica, e anti-sepsia com 

polivinilpirrolidona-iodo a 1% (PVPI), foi feita uma incisão na linha mediana, 

separando, através de divulsão, a pele do dorso em relação ao plano muscular. 

Após divulsão da parede muscular, localizou-se o ovário na massa gordurosa 

peri-renal logo abaixo do rim. Após pinçamento da porção superior do útero, foi 

realizada uma ligadura e logo em seguida a dissecção total do ovário. O 

mesmo procedimento foi realizado do outro lado, fechando-se a seguir as 

paredes musculares e a pele. 

PERFUSÃO - Os animais foram anestesiados com Thiopental sódico 

(Thiopentax – Cristália) em dose letal. Na sequência as ratas foram perfundidas 

(perfusão intracardíaca) com Solução Salina Tamponada (PBS 0,01M, pH: 7,4; 

4ºC), seguida de solução de Paraformaldeído 4% (PFA - pH: 7,4, 1000 mL/Kg; 

4ºC). A perfusão foi realizada com o auxílio de uma bomba de perfusão, e 

mantida a uma taxa de 22 mL/min. Após a perfusão, os encéfalos foram 

cuidadosamente removidos e armazenados por 2 horas em PFA 4% para 
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fixação. Posteriormente, os encéfalos foram crioprotegidos em solução de 

sacarose 30% em tampão fosfato (PB 0,2M, 4ºC /3 dias). Após estes 

procedimentos, os encéfalos foram cuidadosamente congelados em 

Isopentano (mantido em gelo seco) e estocados em Freezer (-80°C) até serem 

processados. 

 

Histologia 

ESFREGAÇO VAGINAL - Para verificação e separação das ratas em 

suas fases do ciclo e confirmação da ausência de ciclagem em ratas 

ovariectomizadas, foi realizado o esfregaço vaginal entre as 8 e as 11 horas da 

manhã. Esse procedimento foi feito através de “swab” vaginal. Para isso, foi 

utilizado um cotonete umidificado e introduzido no canal vaginal do animal. 

Esse cotonete foi girado gentilmente dentro do canal para agregar as células 

da parede, e sequencialmente retirado de dentro do canal e passado em uma 

lâmina de vidro para microscópio para que houvesse a transferência das 

células do cotonete para a lâmina. A fixação e coloração do tecido foram feitas 

através do método de Hematoxilina-Shorr. A rotina para coloração consiste em 

deixar as lâminas mergulhadas por 5 minutos em uma solução de álcool etílico 

absoluto e éter etílico na proporção de 95:5; 5 minutos em álcool etílico 70%; 5 

minutos em álcool etílico 50%; lavagem das lâminas em água de torneira; 

lavagem das lâminas em água destilada; 3 minutos em Hematoxilina de Harris; 

lavagem durante 5 minutos em água de torneira; lavagem em água destilada; 6 

minutos em Shorr; lavagem das lâminas em água de torneira para retirar o 

excesso de corante; e deixar as lâminas secarem ao ar livre. 
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CORTES ENCEFÁLICOS - Com auxílio de um criostato (LEICA 

CM1850, Alemanha), os encéfalos foram cortados em secções coronais de 40 

μm de espessura. As secções contendo o NDR foram coletadas e 

armazenadas em solução de PBS. 

 

Imunohistoquímica – Dupla-Marcação (c-Fos e TPH) 

As reações de imunohistoquímica para detecção da proteína c-Fos e da 

enzima Triptofano Hidroxilase (TPH) foram realizadas utilizando o método de 

free-floating. 

Primeiramente, foi realizada a técnica de imunohistoquímica para 

detecção da proteína c-Fos, conforme descrito a seguir. As secções foram 

lavadas 3 vezes em solução de PBS, permaneceram imersas em solução de 

peróxido de hidrogênio 1% em PBS por 10 minutos e foram lavadas 4 vezes 

em PBS. Os tecidos foram imersos em solução de albumina bovina sérica 

(BSA 1% em PBS) por 30 minutos, seguida pela incubação “overnight” com o 

anticorpo primário anti-Fos (igG de coelho, 1:900, Santa Cruz Biotechnology, 

cat nº SC-52, Estados Unidos) diluído em solução de PBS+ (PBS 0,01M, BSA 

0,3%, triton x-100 0,2%). Após a incubação com o anticorpo primário, as 

secções foram lavadas 4 vezes em PBS e incubadas por 2 horas com 

anticorpo secundário biotinelado, anti-IgG de coelho (1:900, Vector, cat nº BA-

1000, Estados Unidos). As secções foram então lavadas 4 vezes em PBS e 

incubadas por duas horas com complexo avidina-biotina-peroxidase (1:900, 

reagente ABC elite, Vector, Estados Unidos). A reação imunohistoquímica foi 

revelada com solução de PBS contendo 3,3-diaminobenzidina (DAB 0,02%), 

peróxido de hidrogênio (0,0015%) e sulfato de níquel (0,05%). 
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Após os ensaios imunohistoquímicos para proteína c-Fos, as secções 

foram lavadas 4 vezes em PBS, seguido pelo ensaio imunohistoquímico para 

detecção da enzima TPH, conforme descrito adiante. Inicialmente, os tecidos 

foram encubados “overnight” com o anticorpo primário anti-TPH (IgG de ovelha, 

1:1000, Santa Cruz Biotechnology, cat. nº SC-52, Estados Unidos) diluído em 

solução de PBS+ (PBS 0,01M, BSA 0,3%, triton x-100 0,2%). Após a 

incubação com o anticorpo primário, as secções foram lavadas quatro vezes 

em PBS e incubadas por duas horas com o anticorpo secundário biotinelado, 

anti-IgG de ovelha (1:1000, Vector, cat nº BA-6000, Estados Unidos). A reação 

de imunohistoquímica foi revelada com solução de PBS contendo 3,3-

diaminobenzidina (DAB 0,02%) e peróxido de hidrogênio (0,0015%). 

As secções coronais foram montadas em lâminas brancas (Knittel 

Glaser, Alemanha), desidratadas, diafanizadas e cobertas com lamínulas 

(Knittel Glaser, Alemanha) usando-se Permount ® (Fisher Scientific, UK). 

 

Análise e Quantificação Neuronal 

As reações imunohistoquímicas foram visualizadas com o auxílio de 

microscópio (Olympus DX50). O NMR e o NDR foram fotografados e as 

imagens foram analisadas através do software Image Pro Plus 6.0 (Media 

Cybernetics, USA). 

Os neurônios Fos positivos puderam ser identificados pela presença de 

pigmentação preta restrita ao núcleo neuronal, enquanto que os neurônios TPH 

positivos foram identificados pela presença de pigmentação marrom-alaranjada 

restrita ao citoplasma neuronal (Ver Fig 1). Foram mensurados o número total 

de células Fos-imunorreativas (Fos-IR), o número total de neurônios TPH-



 

 

imunorreativos (TPH-IR) e o número to

em apenas um nível do eixo rostro

NMR, de acordo com Silveira 

realizadas no NDR em suas 

do eixo rostro-caudal, de acordo com Gardner 

avaliadas foram: no nível rostral (

DRD. Nos níveis médio-rostral (

7.92 a -8.28mm bregma) foram analisad

laterais. Ao nível caudal (

DRI. 

Fig 1. Fotomicrografia em microscópio com aumento de 40x de uma subregião do NDR 
processada pelo método imunoistoquímico para detecção da proteína c
observa-se células c-Fos imunorreativas (setas azuis), células TPH imunorreativas (setas 
vermelhas) e duplas-marcações (neurônios c

 

Análise Estatística

 O número de neurônios 

marcados (c-Fos + / TPH

IR) e o número total de dupla-marcações (Fos/TP

um nível do eixo rostro-caudal (-7,92 e -8,28mm do bregma) do 

NMR, de acordo com Silveira et al. (2001). As mesmas quantificações foram 

em suas diferentes sub-regiões, em quatro diferentes níveis 

caudal, de acordo com Gardner et al (2005). As sub

ível rostral (-6.84 a -7.08mm bregma) foi analisado o 

rostral (-7.20 a -7.80mm bregma) e médio

8.28mm bregma) foram analisadas as sub-regiões DRD, DRV

laterais. Ao nível caudal (-8.52 a -9.00mm bregma) foram analisados o DRC e o 

 
Fotomicrografia em microscópio com aumento de 40x de uma subregião do NDR 

elo método imunoistoquímico para detecção da proteína c-Fos e TPH. Na figura 
Fos imunorreativas (setas azuis), células TPH imunorreativas (setas 

marcações (neurônios c-Fos e TPH imunorreativos, setas 

e Estatística 

O número de neurônios c-Fos-imunorreativos (c-Fos+), duplamente 

TPH +) e células TPH-imunorreativas (TPH +) medidos 
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8,28mm do bregma) do 

cações foram 

regiões, em quatro diferentes níveis 

As sub-regiões 

oi analisado o 

7.80mm bregma) e médio-caudal (-

regiões DRD, DRV e asas 

9.00mm bregma) foram analisados o DRC e o 

 

Fotomicrografia em microscópio com aumento de 40x de uma subregião do NDR 
Fos e TPH. Na figura 

Fos imunorreativas (setas azuis), células TPH imunorreativas (setas 
Fos e TPH imunorreativos, setas verdes) 

duplamente 

imunorreativas (TPH +) medidos no 
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NMR e nas diferentes subdivisões do NDR foram analisados separadamente 

usando Análise de Variância (ANOVA) de uma via. Foi aplicado o teste post 

hoc de Duncan para comparação entre as fases do ciclo. As diferenças nos 

resultados foram consideradas significativas quando o valor de p foi menor que 

0,05. 

 

Resultados 

 Foram avaliadas fêmeas nas diferentes fases: Proestro (n=3), Estro 

(n=7), Metaestro (n=5) e Diestro (n=4) e após ovariectomia bilateral (n=4). As 

fases do ciclo foram constatadas através do esfregaço vaginal. Nesta avaliação 

foi analisada a presença de três tipos celulares: células nucleadas, células 

queratinizadas e leucócitos. O proestro foi definido por conter os 3 tipos 

celulares, porém com maior presença de células nucleadas; no estro há 

predominância de células queratinizadas e ausência de leucócitos; no 

metaestro também há presença das três tipos celulares porém em proporções 

iguais. Já o diestro foi caracterizado por conter predominantemente leucócitos. 

Para constatação do sucesso da ovariectomia, foi observada a fase de anestro, 

na qual não há nenhum dos três tipos celulares, apenas muco vaginal.  

 

Núcleo Mediano da Rafe (NMR) 

A ANOVA de uma via mostrou não haver diferenças no efeito dos grupos 

e a expressão de c-Fos [F(4,18) = 0,29; p = 0,880], TPH [F(4,18) = 1,23; p = 

0,335] e dupla-marcação [F(4,18) = 0,95; p = 0,460] neste núcleo. Em nenhum 



 

 

dos casos houve diferença estatística entre as fases do ciclo, mostrado pelo 

teste post-hoc de Duncan 

Fig 2. Média + EPM da presença de dupla
da enzima triptofano hidroxilase 
ovariectomizadas. ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan

 

Núcleo Dorsal da Rafe (NDR)

Eixo Rostral 

 A ANOVA apontou 

quanto à dupla-marcação 

quanto à ativação da TPH

Fos [F(4,18) = 10,31; p < 0,001] 

post hoc de Duncan mostrou que em relação à

(pela ativação da proteína c

uma maior expressão da proteína c

(p<0,001), na fase de diestro 

relação as as fases de estro e me

dos casos houve diferença estatística entre as fases do ciclo, mostrado pelo 

hoc de Duncan (Fig 2). 

Média + EPM da presença de dupla-marcação, ativação da proteína c
da enzima triptofano hidroxilase no NMR, nas 4 fases do ciclo estral e no grupo de ratas 

. ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan 

Núcleo Dorsal da Rafe (NDR) 

A ANOVA apontou que não houve diferença entre as fases do ciclo

marcação [F(4,18) = 1,71; p = 0,192], porém houve diferenças 

ativação da TPH [F(4,18) = 1,67; p < 0,001] e ativação da proteína c

; p < 0,001] no subnúcleo dorsal do eixo rostral. 

de Duncan mostrou que em relação à ativação não-serotonérgica

(pela ativação da proteína c-Fos, apenas), ratas na fase do proestro 

uma maior expressão da proteína c-Fos em comparação aos outros grupos 

estro houve  maior expressão da proteína c

relação as as fases de estro e metaestro (p<0,01), não diferindo em relação ao 
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marcação, ativação da proteína c-Fos e presença 
e no grupo de ratas 

não houve diferença entre as fases do ciclo 

orém houve diferenças 

da proteína c-

o eixo rostral. O teste 

serotonérgica 

, ratas na fase do proestro obtiveram 

Fos em comparação aos outros grupos 

expressão da proteína c-Fos em 

, não diferindo em relação ao 



 

 

grupo de ratas ovariectomizadas

expressão de c-Fos que ratas em estro (p<0,05

ratas em proestro obtiveram maior número de células imunorreati

comparação a fase de diestro (p<0,05

(p<0,05), podendo ser observado na F

Fig 2. Média + EPM da presença de dupla
triptofano hidroxilase no eixo r
ovariectomizadas. ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan: 
os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 em relação ao grupo de ovariectomia; @p
em relação à fase de estro; &p<0,05

 

Eixo Médio-Rostral 

Quanto ao DRD do eixo Médio

diferença entre as fases do ciclo quanto 

0,505] tendo diferenças tanto

1,01; p = 0,042] quanto par

grupo de ratas ovariectomizadas (p= 0,25), e este último grupo com maior 

Fos que ratas em estro (p<0,05). Quanto à presença da TPH, 

ratas em proestro obtiveram maior número de células imunorreati

comparação a fase de diestro (p<0,05) e ao grupo de ratas ovariectomizadas 

r observado na Fig 3. 

Média + EPM da presença de dupla-marcação, ativação da proteína c
no eixo rostral do NDR nas 4 fases do ciclo estral

. ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan: ***p<0,001
os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 em relação ao grupo de ovariectomia; @p
em relação à fase de estro; &p<0,05 em relação à fase de metaestro 

 

do eixo Médio-rostral, a ANOVA mostrou não haver 

diferença entre as fases do ciclo quanto à dupla-marcação [F(4,18

tanto para células imunorreativas para TPH

para ativação de c-Fos [F(4,18) = 8,77; p < 0,001]. O 
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(p= 0,25), e este último grupo com maior 

presença da TPH, 

ratas em proestro obtiveram maior número de células imunorreativas em 

po de ratas ovariectomizadas 

 

marcação, ativação da proteína c-Fos e presença da enzima 
ostral do NDR nas 4 fases do ciclo estral e no grupo de ratas 

p<0,001 em comparação a todos 
os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 em relação ao grupo de ovariectomia; @p<0,05 

a ANOVA mostrou não haver 

marcação [F(4,18) = 0,86; p = 

TPH [F(4,18) = 

; p < 0,001]. O 
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teste post hoc de Duncan apontou uma maior ativação da c-Fos na fase de 

proestro em comparação as outras fases (p<0,001) e um menor valor dessa 

mesma expressão na fase de metaestro em comparação a fase de diestro 

(p<0,001) e à ratas ovariectomizadas (p<0,05). 

 A ANOVA de uma via apontou diferenças das fases do ciclo em relação 

à ativação da c-Fos [F(4,18) = 27,90; p < 0,001] e da TPH [F(4,18) = 6,64; p < 

0,001], não demonstrando diferença quanto as duplas-marcações [F(4,18) = 

0,95; p = 0,456] em relação ao subnúcleo DRV. O teste post-hoc de Duncan 

mostrou um maior valor na expressão de c-Fos (p<0,001) e menor valor 

(p<0,001) dessa mesma expressão nas fases de proestro e metaestro, 

respectivamente. Na fase de Diestro foi observada uma diminuição em relação 

as células imunorreativas para TPH entre as outras fases(p<0,001), não 

mostrando diferença em relação ao grupo ovariectomizado (p=0,064). 

 Os resultados da última subregião analisada deste eixo, as asas laterais, 

A ANOVA demonstrou não haver diferenças na dupla-marcação [F(4,18) = 

0,84; p = 0,51] em relação os grupos. Opostamente, houve diferença na 

expressão de c-Fos [F(4,18) = 29,62; p < 0,001] e TPH [F(4,18) = 10,96; p < 

0,001]. Nessa estrutura, o post-hoc de Duncan demonstrou uma maior 

expressão de c-Fos em ratas no proestro (p<0,001) e diestro (p<0,001), esta 

última não diferenciando do grupo de ratas ovariectomizadas (p=0,103), além 

uma menor expressão na fase de metaestro comparada ao grupo ovariectomia 

(p<0,01) e maior expressão de TPH na fase de estro em comparação aos 

outros grupos (p<0,001), além de maior expressão no grupo de ratas no 

metaestro em comparação ao diestro (p<0,001). Os resultados para o eixo 

médio-rostral podem ser visualizados na Fig 4. 



 

 

Fig 4. Média + EPM da presença de dupla
triptofano hidroxilase no eixo 
fases do ciclo estral e no grupo de ratas ovariectomizadas
Duncan: ***p<0,001 em relação a todos os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 em 
relação ao grupo de ovariectomia; @p<0,05 em relação à fase de estro; &p<0,05 em relação à fase de 
metaestro; $<0,05 em relação 

 

 

Média + EPM da presença de dupla-marcação, ativação da proteína c
triptofano hidroxilase no eixo médio-rostral do NDR, nos subnúcleos dorsal, ventral e asas laterais, 

e no grupo de ratas ovariectomizadas. ANOVA de uma via seguida pelo teste de 
em relação a todos os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 em 

variectomia; @p<0,05 em relação à fase de estro; &p<0,05 em relação à fase de 
metaestro; $<0,05 em relação à fase de proestro 
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ativação da proteína c-Fos e presença da enzima 
orsal, ventral e asas laterais, nas 4 

. ANOVA de uma via seguida pelo teste de 
em relação a todos os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 em 

variectomia; @p<0,05 em relação à fase de estro; &p<0,05 em relação à fase de 
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Eixo Médio-Caudal 

A ANOVA de uma via mostrou que, para o subnúcleo DRD (Fig 5), não 

houve diferença entre as fases do ciclo quanto à dupla-marcação [F(4,18) = 

0,81; p = 0,533], porém mostrou haver diferenças tanto para ativação da TPH 

[F(4,18) = 5,75; p = 0,003] quanto para ativação de c-Fos [F(4,18) = 3,96; p = 

0,018]. O post-hoc de Duncan apontou uma menor expressão de c-Fos na fase 

de metaestro (p< 0,05) em comparação a todos os outros grupos. Quanto à 

presença de células imunorreativas para TPH, na fase de diestro (p<0,05) e no 

grupo de ratas ovariectomizadas (p<0,01) houve um menor número em relação 

aos outros grupos, não diferindo entre si (p=0,664). 

Quanto ao DRV, novamente a ANOVA mostrou não haver diferença dos 

grupos quanto à dupla-marcação [F(4,18) = 0,60; p = 0,671], porém havendo 

diferenças tanto para ativação da c-Fos [F(4,18) = 5,93; p = 0,003] quanto para 

ativação da TPH [F(4,18) = 2,97; p = 0,048]. O teste post-hoc de Duncan 

mostrou que na fase de proestro há uma maior expressão de c-Fos em 

comparação as fases de estro (p<0,01) e metaestro (p<0,001) e ao grupo 

ovariectomizado (p<0,05), enquanto que na fase de metaestro há uma menor 

expressão dessa mesma ativação em comparação ao diestro (p<0,01). O teste 

mostrou que na fase de diestro há uma menor expressão de células 

imunorreativas para TPH em relação à fase de estro (p<0,05). 

 As asas laterais do eixo rostro-caudal foram analisadas pela ANOVA de 

uma via e os resultados encontrados mostram que não houve diferenças dos 

grupos em relação à dupla-marcação [F(4,18) = 0,84; p = 0,515], mostrando 

diferença em relação à ativação de c-Fos [F(4,18) = 29,62; p < 0,001] e da TPH 
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[F(4,18) = 10,96; p < 0,001]. O teste post-hoc de Duncan indicou maior 

expressão de TPH na fase de estro (p<0,05) em comparação aos outros 

grupos e uma menor expressão dessa mesma enzima na fase de diestro 

comparada ao metaestro (p<0,05). Quanto à ativação de proteína c-Fos, houve 

maior expressão na fase de proestro em comparação aos outros grupos 

(p<0,05), havendo também uma maior expressão na fase de diestro em 

comparação as fases de estro (p<0,05) e metaestro (p<0,001). O grupo 

ovariectomizado mostrou também um maior número de células TPH reativas 

em comparação ao grupo de ratas em metaestro (p<0,01). 



 

 

Fig 5. Média + EPM da presença de dupla
triptofano hidroxilase no eixo médio
fases do ciclo estral e no grupo de ratas ovariectomizadas
Duncan: *p<0,05 e **p<0,01 em relação a todos os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 
em relação ao grupo de ovariectomia; &p<0,05 em relação à fase de metaestro; $<0,0
de proestro 

 

Média + EPM da presença de dupla-marcação, ativação da proteína c
triptofano hidroxilase no eixo médio-caudal do NDR, nos subnúcleos dorsal, ventral e asas laterais, nas 4 

e no grupo de ratas ovariectomizadas. ANOVA de uma via seguida pelo teste de 
p<0,01 em relação a todos os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 

relação ao grupo de ovariectomia; &p<0,05 em relação à fase de metaestro; $<0,0
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marcação, ativação da proteína c-Fos e presença da enzima 
subnúcleos dorsal, ventral e asas laterais, nas 4 

. ANOVA de uma via seguida pelo teste de 
p<0,01 em relação a todos os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 

relação ao grupo de ovariectomia; &p<0,05 em relação à fase de metaestro; $<0,05 em relação à fase 
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Eixo Caudal 

 Os resultados para o eixo caudal podem ser observados na Fig 6. 

A ANOVA de uma via apontou diferenças no efeito dos grupos e a 

expressão de TPH [F(4,18) = 17,11; p < 0,001] e c-Fos [F(4,18) = 11,69; p < 

0,001] no subnúcleo DRC. De maneira oposta, não constatou-se essa 

diferença quanto a dupla-marcação [F(4,18) = 1,31; p = 0,302]. Sobre o número 

de células imunorreativas para TPH, o teste post-hoc de Duncan apontou uma 

maior expressão na fase de proestro (p<0,05) em relação a todos os grupos e 

maior expressão na fase de estro em comparação aos grupos de diestro 

(p<0,05) e ovariectomizados (p<0,05). Na fase de metaestro houve uma menor 

expressão de c-Fos (p<0,05) quando comparada as outras fases e maior 

(p<0,05) quando comparada ao grupo de ratas ovariectomizadas, tendo este 

último grupo menor expressão da proteína (p<0,01) quando comparada aos 

outros grupos. 

 Para o DRI, a ANOVA indicou diferenças entre os grupos e a expressão 

de TPH [F(4,18) = 3,06; p = 0,043], duplas-marcações [F(4,18) = 1,97; p = 

0,014] e células imunorreativas para c-Fos [F(4,18) = 7,70; p = 0,008]. O teste 

post-hoc de Duncan demonstrou uma maior número de duplas-marcações na 

fase de proestro em comparação ao diestro (p<0,05) e metaestro (p<0,05). Da 

mesma maneira, neste subnúcleo, há uma maior expressão de células 

imunorreativas para c-Fos (p<0,001) na fase de proestro em relação a todos os 

grupos. Em relação à TPH+, as fêmeas na fase de metaestro mostraram um 

número menor na expressão da enzima em comparação ao grupo de fêmeas 

em diestro (p<0,05) e ovariectomizadas (p<0,05). 



 

 

  

Fig 5. Média + EPM da presença de dupla
triptofano hidroxilase no eixo cauda
estral e no grupo de ratas ovariectomizadas
**p<0,01 e ***p<0,001 em relação a tod
relação ao grupo de ovariectomia; &p<0,05

  

  

 Visando compreender melhor a expressão d

dupla-marcação ao longo 

Média + EPM da presença de dupla-marcação, ativação da proteína c
ofano hidroxilase no eixo caudal do NDR, nos subnúcleos caudal e interfascicular

e no grupo de ratas ovariectomizadas. ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan:
p<0,01 e ***p<0,001 em relação a todos os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 em 

relação ao grupo de ovariectomia; &p<0,05 em relação à fase de metaestro 

ompreender melhor a expressão da proteína 

marcação ao longo do eixo rostro-caudal do NDR, foi idealizada
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marcação, ativação da proteína c-Fos e presença da enzima 
interfascicular, nas 4 fases do ciclo 

. ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan: *p<0,05, 
os os grupos; +p<0,05 em relação à fase de diestro; #p<0,05 em 

 c-Fos, TPH e 

foi idealizada uma 
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figura que ilustra a disposição dessa ativação nas várias fases do ciclo e em 

ratas ovariectomizadas (Fig 7). É possível observar que há um maior número 

de duplas-marcações e ativação da proteína c-Fos na fase de Proestro, sendo 

que a c-Fos é ativada em maior número no subnúcleo asas laterais do NDR. 

Houve um número menor de células imunorreativas para a enzima Triptofano 

Hidroxilase, especialmente nos subnúcleos DRD, DRV e DRC nas ratas que 

estavam na fase de diestro e nas que passaram pelo procedimento de 

ovariectomia bilateral. 

 



 

 

Fig 7. Número de células imunorreativas para dupla
rostro-caudal no NDR, em cada uma das fases do ciclo e no grupo de ratas ovariectomizadas

Número de células imunorreativas para dupla-marcação, c-Fos e TPH ao longo do eixo 
caudal no NDR, em cada uma das fases do ciclo e no grupo de ratas ovariectomizadas
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Fos e TPH ao longo do eixo 
caudal no NDR, em cada uma das fases do ciclo e no grupo de ratas ovariectomizadas 



 

 

Na Tabela 1 são sintetiza

proteína c-Fos, TPH e das duplas

NDR das fases do ciclo estral 

Tabela 1: Comparação da expressão de duplas

de ratas ovariectomizadas 

 ↑ = maior expressão em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizadas
menor expressão em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizadas
há diferenças em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizada

 

Observa-se que ao comparar ratas em proestro com o grupo de animais 

ovariectomizados, há uma maior ativação em praticamente todos os 

subnúcleos do NDR da proteína c

células imunorreativas para a enzima TPH nos subnúcleos DRD e DRC. De 

maneira oposta, quando se compara ratas em metaestro, há uma menor 

ativação quando comparado ao grupo ovariectomia, nos subnúcleos do eixo 

médio-rostral e no subnú

se comparar os grupos ovariectomia e ratas na fase de diestro, com exceção 

sintetizados os achados significativos da expressão da 

Fos, TPH e das duplas-marcações no NMR e nos subnúcleos do 

das fases do ciclo estral em relação às ratas ovariectomizadas.

: Comparação da expressão de duplas-marcações, c-Fos e TPH nos subnúcleos do NDR e no NMR com o grupo 

em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizadas
expressão em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizadas

em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizada

se que ao comparar ratas em proestro com o grupo de animais 

ovariectomizados, há uma maior ativação em praticamente todos os 

subnúcleos do NDR da proteína c-Fos, havendo também um aumento de 

células imunorreativas para a enzima TPH nos subnúcleos DRD e DRC. De 

maneira oposta, quando se compara ratas em metaestro, há uma menor 

ativação quando comparado ao grupo ovariectomia, nos subnúcleos do eixo 

rostral e no subnúcleo DRD do eixo médio-caudal. Não há diferença ao 

se comparar os grupos ovariectomia e ratas na fase de diestro, com exceção 
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da expressão da 

no NMR e nos subnúcleos do 

em relação às ratas ovariectomizadas.  

ubnúcleos do NDR e no NMR com o grupo 

em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizadas; ↓ = 
expressão em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizadas; − = Não 

em comparação ao mesmo subnúcleo do grupo de ratas ovariectomizadas. 

se que ao comparar ratas em proestro com o grupo de animais 

ovariectomizados, há uma maior ativação em praticamente todos os 

o também um aumento de 

células imunorreativas para a enzima TPH nos subnúcleos DRD e DRC. De 

maneira oposta, quando se compara ratas em metaestro, há uma menor 

ativação quando comparado ao grupo ovariectomia, nos subnúcleos do eixo 

caudal. Não há diferença ao 

se comparar os grupos ovariectomia e ratas na fase de diestro, com exceção 
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do subnúcleo DRC. Não se constatou qualquer diferença no NMR ao se 

comparar as fases do ciclo com o grupo de ratas ovariectomizadas. 

 

Discussão 

 De acordo com os resultados obtidos, sintetizados no parágrafo anterior 

na seção dos resultados, a hipótese de haver diferenças entre as fases do ciclo 

estral em relação à ativação serotonérgica e não-serotonérgica no NMR e nos 

diferentes subnúcleos do NDR foi parcialmente corroborada.  

 

Núcleo Mediano da Rafe 

Como não se constatou diferenças em relação a ativação de neurônios 

serotonérgicos e não serotonérgicos ao longo do ciclo estral e em ratas 

ovariectomizadas restou o questionamento sobre a possível explicação para 

esta observação. Para isto foram tecidas algumas considerações sobre esta 

estrutura mesencefálica.  

O Núcleo Mediano da Rafe envia projeções serotonérgicas para o 

Hipocampo Dorsal, sendo essa via responsável pelo “Sistema de Inibição 

Comportamental” e consequentemente sendo um substrato-chave neural 

relacionado com a manifestação da ansiedade (Gray, 1982, 1987; Gray e 

McNaughton, 2000). O hipocampo, nesta via, funcionaria como um comparador 

entre estímulos ambientais esperados e reais. Ao ocorrer, uma perturbação 

entre essas duas representações, o Sistema de Inibição Comportamental seria 

ativado (Gray, 1987). 
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Estudos com lesões eletrolíticas no NMR mostram uma diminuição dos 

índices de ansiedade em diferentes modelos animais de ansiedade, como o 

labirinto em cruz elevado (Andrade e Graeff, 2001), o teste de transição luz-

escuro (Andrade et al., 1999; Andrade e Graeff, 2001) e condicionamento 

contextual (Avanzi et al., 1998; Silva et al., 2002, 2004). De maneira oposta, 

quando se estimula este mesmo núcleo eletricamente, os resultados apontam 

para uma resposta angiogênica, quando testado no Paradigma de supressão 

condicionada de Estes-Skinner (Graeff e Silveira Filho, 1978). É descrito na 

literatura que a ativação da via NMR-hipocampo acontece em resposta ao 

estresse, tanto agudo (retirada de diazepam) quanto crônico (14 dias de 

separação social), e que ambos os procedimentos aumentam seletivamente o 

turnover da serotonina no hipocampo e no núcleo mediano da rafe (Andrade et 

al., 2013).  

Os achados do presente estudo demonstram não haver diferença 

quando se compara as fases do ciclo estral entre si e o grupo de ratas 

ovariectomizadas, em relação aos três tipos de células imunorreativas (Fig 2). 

De fato, como as ratas testadas não foram expostas a nenhum tipo de 

estressor, tenha sido ele agudo ou crônico, não houve nenhuma estimulação 

diferenciada do NMR, e consequentemente não havendo diferenças entre os 

grupos estudados.  
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Núcleo Dorsal da Rafe 

 Ao comparar o grupo de ratas ovariectomizadas com ratas em diestro, 

observa-se uma similaridade nos achados em quase todos os subnúcleos, com 

exceção da expressão de c-Fos no DRC (ver Tabela 1). Essa semelhança 

ocorre, pois os animais ovariectomizados bilateralmente passam pela retirada 

dos ovários e consequentemente perdem a sua ciclagem hormonal, tendo 

ínfimas quantidades séricas dos hormônios sexuais, da mesma maneira que 

ocorre quando os animais estão na fase de diestro.  

 

Subnúcleos Dorsal, Caudal e Interfascicular 

Com exceção do subnúcleo interfascicular, nos outros subnúcleos não 

houve diferenças estatísticas entre os grupos quanto as duplas-marcações, 

que representam a ativação dos neurônios serotonérgicos (pelo marcador 

indireto – a proteína c-Fos). No entanto, constatou-se tendência ao aumento no 

número de células serotonérgicas ativas na fase de proestro, principalmente no 

DRD do eixo médio-rostral (Fig 4) e médio-caudal (Fig 5). No subnúcleo 

interfascicular (Fig 6) é observado aumento nessa ativação sertonérgica na 

fase de proestro em comparação as fases de metaestro e diestro.  

 Quanto à ativação da enzima TPH, é observado uma maior ativação no 

proestro nos subnúcleos DRD no eixo rostral (Fig 3) e no DRC (Fig 6). Já a 

fase de Diestro tem menor ativação de TPH no DRD do eixo médio-caudal. No 

DRI ratas na fase de Metaestro possuem uma menor ativação da enzima em 

comparação ao grupo ovariectomia e ratas em diestro (Fig 6). Já a ativação da 
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proteína c-Fos acontece majoritariamente nos subnúcleos DRD do eixo rostral 

(Fig 3) e médio-rostral (Fig 4) e no DRI (Fig 6) na fase de proestro. 

Spiacci Jr. e colaboradores (2012) expuseram ratos machos ao Labirinto 

em T-Elevado, avaliando separadamente os dois comportamentos operantes 

neste aparato, a esquiva inibitória e a fuga. Ao se realizar o procedimento de 

imunohistoquímica de dupla-marcação (C-fos e TPH) com esses animais após 

a esquiva inibitória, pôde-se observar que houve um aumento na ativação de 

neurônios serotonérgicos nos subnúcleos dorsal e caudal, sendo mostrado o 

envolvimento dessas duas estruturas com a gênese de comportamentos 

defensivos relacionados à ansiedade. Da mesma maneira, Lowry e 

colaboradores (2005), descrevem que os subnúcleos DRC e DRD são fonte de 

projeções serotonérgicas que ascendem para estruturas límbicas relacionadas 

à regulação de reações comportamentais ligadas à ansiedade. Como 

demonstrado, há uma maior ativação serotonérgica e não-serotonérgica nos 

subnúcleos dorsal e caudal  na fase de proestro, demonstrando uma maior 

resposta nessa fase em relação as outras associadas à ansiedade. 

O trabalho de Nomura e Colaboradores (2005) mostrou que 90% de 

neurônios que possuem a enzima triptofano hidroxilase (TPH), que é somente 

encontrada em neurônios serotonérgicos, também possuem receptores para 

estrógeno do tipo β. Freeman (1988) descreve sobre a secreção de hormônios 

sexuais ao longo do ciclo estral, mostrando que o maior pico na concentração 

sérica do estrógeno acontece na fase de proestro. A diminuição desse 

esteróide propicia uma diminuição na ação do gene ER- β que tem a 

capacidade de alterar a transcrição da TPH, diminuindo pouco, porém 

signitivamente os valores do mRNA da TPH (Nomura et al., 2005). Dessa 
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maneira, quando há o aumento na concentração de estrógeno, que ocorre na 

fase de proestro, há aumento da enzima triptofano hidroxilase e serotonina e 

consequentemente aumento na ativação de neurônios serotonérgicos, podendo 

explicar os resultados encontrados nestes subnúcleos. 

 Ratas e fêmeas de macacos que passaram por ovariectomia bilateral, ou 

seja, retirada de ambos os ovários e consequentemente perda do ciclo 

hormonal, quando feita à reposição com estrógeno, constatou-se um aumento 

na expressão da TPH no NDR através da técnica de hibridização in situ (Hiroi 

et al., 2006; Sanchez et al., 2005). Particularmente, no trabalho de Hiroi e 

colaboradores (2006) foi mostrado que o aumento na expressão dessa enzima 

em ratas ocorreu apenas no eixo caudal do NDR e essa expressão foi 

acompanhada por um efeito ansiolítico obtido no teste do campo aberto. 

Diversos estudos mostram que em modelos comportamentais de ansiedade, 

ratas em diestro apresentam um comportamento defensivo no sentido da 

ansiogênese, enquanto que fêmeas em proestro demonstram um efeito oposto, 

no sentido da ansiólise (Díaz-Velíz et al., 1997; Frye et al., 2000; Gouveia Jr. et 

al., 2004; Marcondes et al., 2001; Mora et al., 1996). 

 

Subnúcleos Ventral e Asas Laterais 

Ao se analisar as o subnúcleo ventral do NDR observou-se aumento da 

ativação de c-Fos no grupo de ratas na fase de proestro tanto no eixo médio-

rostral (Fig 4) quanto no eixo médio-caudal (Fig 5), não havendo diferenças 

tanto na expressão da TPH ou de duplas-marcações. No caso do subnúcleo 

asas laterais foi possível observar um aumento da TPH na fase de estro em 
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relação aos outros grupos (Figs 4 e 5). Quanto à ativação da proteína c-Fos 

nesse subnúcleo, em ambos os eixos houve um aumento exacerbado das 

células imunorreativas na fase de proestro em comparação aos outros grupos 

(Figs 4 e 5). 

Quando machos foram expostos às fugas do LTE, observou-se um 

aumento de neurônios não serotonérgicos (medidos pela ativação somente da 

proteína c-Fos) nas asas laterais, demostrando que esse subnúcleo é 

primordial para a neurobiologia das respostas defensivas relacionadas ao 

transtorno do pânico (Spiacci Jr. et al., 2012). No presente estudo observou-se 

nas fêmeas um aumento similar na fase de proestro (Ver Fig 7).  

 O NDR é uma estrutura mesencefálica com grande densidade de corpos 

celulares de neurônios serotonérgicos (Joh et al., 1975; Steinbusch et al., 1978) 

e também não-serotonérgicos (Calizo et al., 2011). Dentre estes últimos 

neurônios estão presentes os de ácido gama-aminobutírico (GABAérgicos), de 

dopamina (dopaminérgicos), de glutamato (glutamatérgicos), de óxido nítrico e 

peptídeos transmissores (Michelsen et al., 2007). A maior ativação não-

serotonérgica acontece no proestro, em comparação às outras fases na 

maioria dos subnúcleos, com exceção do DRD no eixo caudal e o DRC. A 

expressão de c-Fos demonstra uma ativação de neurônios não-serotonérgicos, 

uma vez que nestes neurônios não havia a presença de marcação para TPH. O 

aumento que ocorre na fase de proestro também pode estar relacionado à 

ação do estrógeno. Alves e colaboradores (2000) demonstraram através da 

técnica de imunohistoquímica, que ratas tratadas com estrógeno após 

ovariectomia bilateral, tiveram um aumento no número de receptores para 

progesterona em células tanto no NDR quando no NMR. A progesterona é um 
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hormônio presente em altas concentrações séricas na fase de proestro 

(Freeman, 1988), e mais especificamente, Lovick (2014) ressalta que o seu 

metabólito neuroativo, a alopregnanolona (allo), é o responsável pelo papel na 

regulação de comportamentos relacionados à ansiedade. Trabalhos mostraram 

que o aumento de allo através da sua administração exógenamente, altera a 

neurotransmissão relacionada ao GABA, o principal neurotransmissor inibitório 

do sistema nervoso central (Griffiths e Lovick, 2005; Kaura et al., 2007; Lovick 

et al., 2005; Lovick, 2006). Dessa maneira, o número alto na expressão de 

células não-serotonérgicas obtidas nessa fase do ciclo, pode estar sendo 

representada por neurônios GABAérgicos que foram alterados devido ao 

aumento de receptores de progesterona e consequentemente da allo que está 

presente em altas concentrações nessa fase, após a estimulação pelo 

estrógeno. No entanto, a especificidade da ativação não-serotonérgica é 

inconclusiva, já que não foram realizadas outras marcações na 

imunohistoquímica.    

 Apesar de não haver estímulos externos para alteração dessa 

neurobiologia entre as fases do ciclo, existe o estímulo endógeno responsável 

por essa modificação, o ciclo hormonal sexual. Mais específicamente, é 

possível devido ao estrógeno, que está em altas concentrações séricas na fase 

de proestro e também devido à presença de seus receptores em estruturas 

relacionadas à neurogênese dos transtornos de ansiedade e pânico co-

localizados em neurônios serotonérgicos. 
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Conclusões 

A hipótese foi parcialmente corroborada. Não se identificou nenhuma 

modificação no NMR ao se comparar as fases do ciclo ou o grupo de ratas 

ovariectomizadas, pois essa via é responsável por respostas ao estresse tanto 

agudo como crônico e no presente trabalho os animais não passaram por 

nenhum tipo de estressor. O maior recrutamento de neurônios serotonérgicos e 

não-serotonérgicos ocorreu na fase de proestro. O aumento na ativação de 

neurônios serotonérgicos foi identificado principalmente nos subnúcleos dorsal 

e caudal, que são responsáveis pela modulação de comportamentos 

defensivos relacionados à ansiedade. Enquanto que o aumento na ativação de 

neurônios não-serotonérgicos aconteceu nas asas laterais, uma região que tem 

sido apontada como responsável pela modulação de comportamentos 

defensivos relacionados ao transtorno no pânico. Esse aumento de células 

imunorreativas evidenciada no proestro se deveu ao hormônio sexual 

estrógeno, que se apresenta em altas concentrações séricas durante essa 

fase. 
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ANEXO II – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

 


