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RESUMO 

 

 

A habilidade para distinguir entre estímulos aversivos (repulsores), 

neutros e apetitivos (atratores) é essencial para a sobrevivência. Projeções de 

neurônios orexinérgicos do hipotálamo para estruturas límbicas, como aquelas 

para diferentes regiões da parte rostromedial do lobo frontal (mPFC, do inglês 

medial prefrontal cortex), sugerem que os mecanismos orexinérgicos no córtex 

pré-límbico (PL), uma sub-região do mPFC, estão envolvidos no processamento 

do medo e da ansiedade. Investigou-se o papel de receptores orexinérgicos do 

tipo 1 (OX1R) e do tipo 2 (OX2R) no PL, nessas emoções, a partir do confronto 

entre camundongos e um besouro-robô com movimentos erráticos. O bloqueio 

seletivo de OX1R e OX2R no PL com SB 334867 (3, 30, 300 NM) e TCS OX2 29 

(3, 30, 300 NM), respectivamente, não alterou nem o comportamento 

exploratório, nem a expressão dos comportamentos defensivos, tais como a 

esquiva, salto ou imobilidade defensiva (feezing), mas aumentou 

significantemente os comportamentos de aproximação e tolerância na maior 

dose testada (300 NM) em uma arena de maior tamanho. Estes dados podem 

ser interpretados como evidência de uma avaliação cognitiva alterada do 

estímulo ameaçador. Consequentemente, o sistema orexinérgico parece estar 

relacionado com a percepção do estímulo frente ao perigo e a ameaças via OX1R 

e OX2R. 

 

Palavras-chave: Córtex “pré-frontal” medial; medo; beetle mania task; sistema 

orexinérgico 
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cortex on the expression of behaviors related to innate fear and anxiety. 
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ABSTRACT 

 

 

The ability to distinguish between threatening (repulsors), neutral and 

appetitive stimuli (attractors) stimuli is essential for survival. The orexinergic 

neurons of hypothalamus projecting to the limbic structures, such as different 

subregions of medial prefrontal cortex (mPFC), suggests that the orexinergic 

mechanism in the prelimbic cortex (PL), a subregion of mPFC, is involved in the 

processing of fear and anxiety. We investigated the role of orexin receptors type 

1 (OX1R) and type 2 (OX2R) in the PL for such processes upon confrontation with 

an erratically moving robo-beetle in mice. Selective blockade of OX1R and OX2R 

in the PL with SB 334867 (3, 30, 300 NM) and TCS OX2 29 (3, 30, 300 NM), 

respectively, did not affect general exploratory behavior or reactive fear such as 

avoidance, jumping or freezing, but significantly enhanced tolerance and 

approach behavior at the highest dose tested (300 NM) at a large arena. We 

interpreted these findings as evidence for an altered cognitive appraisal of the 

threatening stimulus. Consequently, the orexin system seems to bias the 

perception of stimuli towards danger or threat via OX1R and OX2R in the PL. 

 

Keywords: Medial prefrontal cortex; fear; beetle mania task; orexinergic system. 
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 INTRODUÇÃO 

 

1. Prólogo 

A fim de se preservar o aspecto inestimável a todos os organismos vivos, 

a vida, os animais desenvolveram comportamentos defensivos que foram 

moldados a partir de pressões ambientais e que usualmente permeiam 

emoções, como o medo e a ansiedade, frente ao perigo ao bem-estar animal 

que o mundo natural apresenta, o que se reflete na diversidade da pressão 

exercida por predadores e ataques de animais coespecíficos.  

Proposto por Darwin (1872) em seu livro “A expressão das emoções nos 

homens e animais”, comportamentos defensivos refletem estados emocionais 

internos de animais, pelo menos em mamíferos. Estados estes que 

subjetivamente são percebidos por seres humanos como medo ou ansiedade 

(LE DOUX, 2012). 

O medo e a ansiedade frequentemente estão correlacionados à presença 

de uma ameaça (GRAEFF, 2007) e são responsáveis por eliciar respostas 

comportamentais defensivas que permitem que organismos reduzam o nível da 

ameaça e, assim, aumentem as chances de sobrevivência (BLANCHARD e 

BLANCHARD, 1988) uma vez que animais silvestres e seres humanos detectam 

e respondem mais rapidamente a estímulos ameaçadores do que não 

ameaçadores no mundo natural (REN e TAO, 2020). 

De acordo com Blanchard e Blanchard (1988), o medo é associado a uma 

estratégia defensiva frente a um perigo real (situação em que a ameaça está 

presente), enquanto que a ansiedade se associa com um comportamento de 

avaliação de risco que pode ser evocado por ameaças de caráter circunstancial, 
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potencial e antecipatória. Sendo assim, são emoções fundamentais à 

sobrevivência dos diversos organismos, incluindo a dos seres humanos, uma 

vez que os preparam para enfrentar situações de perigo e ameaças, o que pode 

ser crucial para a manutenção da vida. 

No entanto, em linhas gerais, tais comportamentos podem ser mal 

adaptativos na medida em que são expressos em situações em que não há uma 

demanda ambiental ou contextual para a proteção do organismo, ocasionando, 

assim, no ser humano, uma diminuição da qualidade de vida e, 

subsequentemente o estabelecimento de um potencial gatilho para o 

desenvolvimento de transtornos psiquiátricos como, por exemplo, o transtorno 

de ansiedade generalizada (TAG) e o transtorno do pânico (TP). Diante disso, 

os estudos acerca das bases biológicas dos comportamentos defensivos são um 

importante processo de estabelecimento dos possíveis caminhos para o 

tratamento de alguns transtornos psiquiátricos. 

 

2. Aspectos evolutivos dos comportamentos defensivos 

O caráter contínuo da evolução e as teorias evolucionistas, ressaltam-se 

aqui as teorias de Charles Darwin e Lamarck (1859 e 1809, respectivamente), 

dão-nos a concepção de que comportamentos defensivos que emergiram em 

organismos mais basais no fluxo da história evolutiva conservaram-se em 

organismos mais recentes que partilham de uma mesma filogenia.  

Não obstante, quando se analisa o centro controlador de comportamentos 

sob a óptica da evolução, o sistema nervoso, não há como não assentir que o 

cérebro também não seja fruto de mudanças graduais esculpidas por pressões 

ambientais. De fato, compartilhamos de estruturas neurais filéticas com outros 
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animais e, como consequência natural, comportamentos de defesa 

(WEICKENMEIER et al., 2018; CROXSON et al., 2017; HELFRICH-FÖRSTER, 

2004). 

Proposta por Fanselow e Lester (1988), a hipótese da iminência da 

ameaça sugere quais comportamentos defensivos serão elencados em situação 

da iminência da predação baseada na proximidade espacial da ameaça (figura 

1). Na medida em que a ameaça se torna cada vez mais proximal, diferentes 

estados emocionais e comportamentos são evocados.  

Se a ameaça é próxima, o animal utiliza de determinados 

comportamentos com objetivo de maximizar sua sobrevivência como visto pelo 

comportamento de imobilidade defensiva ou “congelamento” (o animal 

permanece imóvel na crença de que não será notado pela ameaça), fuga e 

esquiva, comportamentos relacionados ao afastamento do animal em relação à 

ameaça, esta real ou ausente de perigo real, respectivamente (BLANCHARD e 

BLANCHARD, 1988). Tais comportamentos defensivos caracterizam respostas 

comportamentais relacionadas ao medo (MOBBS et al., 2020). Em suma, 

constata-se estado de pânico do animal, quando este apresenta imobilidade 

defensiva e/ou fuga (COIMBRA et al., 2017) frente ao ataque por exemplo de um 

predador. O comportamento de fuga explosivo, não mais direcionado e sim 

errático, de maneira que não se vê mais uma estratégia comportamental 

defensiva tem sido também considerado um ataque de pânico (Almada et al., 

2021). De fato, p.ex., pinguins de Humboldt são conhecidos por suas reações de 

medo frente a seres humanos e, em algumas ocasiões, fogem erraticamente em 

pânico rumo à morte por se ferirem em acidentes geográficos da região; 

FOWLER, 1999). 
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Fig. 1. Representação esquemática da hipótese da iminência da ameaça proposta por Fanselow e Lester (1988) correlacionando a probabilidade 

de ataque da ameaça (A) com seus respectivos comportamentos defensivos evocados pela proximidade espacial da ameaça e seus estados 

emocionais (B). Adaptado de Mobbs et al., 2020. 

 

A 

B 
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3. Circuitos neurais dos comportamentos defensivos 

Blanchard e Blanchard (1989) caracterizam esses comportamentos 

defensivos como não dependentes de uma experiência prévia do prejuízo do 

animal em relação à ameaça, logo, sendo independentes de um processo de 

aprendizado do perigo, da ameaça e, portanto, como comportamentos do medo 

inato, o qual teria o encéfalo como centro controlador e integrador. 

O encéfalo processa diversos tipos de comportamentos, não apenas 

comportamentos motores essenciais à manutenção da vida, como andar, comer 

e fugir, mas, também todos os tipos de comportamentos e atos cognitivos 

complexos, como o pensamento, memória, emoções e estímulos sensoriais.  

Para se compreender a maneira pela qual estímulos sensoriais estão 

vinculados a comportamentos defensivos, faz-se necessário seccionar 

diferentes regiões anatômicas encefálicas em uma primeira instância, para 

então, paulatinamente, acrescentar regiões encefálicas no panorama da 

investigação e identificar circuitos neurais envolvidos no processamento de 

diferentes comportamentos defensivos. 

Sendo assim, os diversos tipos de ameaça são percebidas pelo encéfalo 

através de diferentes modalidades sensoriais como, por exemplo, olfativas, 

visuais e auditivas, em diferentes regiões anatômicas e circuitos encefálicos. 

Enfatiza-se aqui que os dados apresentados a seguir são 

majoritariamente provenientes de estudos realizados com roedores, uma vez 

que são os modelos de organismos mais utilizados para se estudar os circuitos 

neurais do medo e, estão sumarizados na figura 2.  
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3.1. Estímulos olfativos  

Roedores possuem o bulbo olfatório (OB), uma estrutura cortical que 

transmite a informação do cheiro para outras regiões cerebrais, mais avantajado 

do que seres humanos (SHIPLEY et al., 2003). É razoável assumir que estímulos 

olfativos são de grande importância para a gênese dos comportamentos 

defensivos. 

O sistema olfatório pode ser divido em dois componentes centrais: (I) o 

sistema olfatório central (MOS) que consiste no epitélio olfatório na cavidade 

nasal onde ocorre a transdução de odores voláteis e o OB e suas conexões com  

outras regiões do cérebro; e (II) o sistema olfatório acessório (AOS) que consiste 

no órgão vomeronasal (VNO) localizado na cavidade nasal onde ocorre a 

transdução de feromônios e o bulbo olfatório acessório (AOB) e suas conexões 

com outras regiões do cérebro (ENNIS et al., 2015). 

A utilização do TMT (2,5-dihydro-2,4,5-trimethylthiazoline), um 

componente presente nas fezes de raposas, induz o comportamento de 

“congelamento” em roedores expostos ao odor, indicando, dessa maneira, que 

estímulos sensoriais olfativos podem modular respostas defensivas (RAMPIN et 

al., 2018). O TMT é detectado por neurônios do epitélio nasal que se projetam 

para o OB que, por usa vez, projeta-se para o núcleo cortical do complexo 

amigdaloide (CoA) (MIYAMICHI et al., 2011). A inativação optogenética de 

neurônios da CoA atenua respostas defensivas frente a exposição de roedores 

ao TMT, enquanto que sua ativação seletiva intensifica respostas defensivas 

(ROOT et al., 2014). 

No que diz respeito ao AOS, o VNO envia projeções de neurônios para o 

núcleo medial do complexo amigdaloide (MEA) que, por sua vez, projeta-se para 
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o sistema de defesa hipotalâmico (ENNIS et al., 2015) que recruta estruturas 

mesencefálicas sabidamente importantes para respostas defensivas proximais, 

como a substância cinzenta periaquedutal dorsal (dPAG) (CANTERAS, 2002). 

 

3.2. Estímulos visuais 

Respostas defensivas relacionadas ao medo também podem ser 

elicitadas naturalmente por estímulos de outra natureza além dos olfativos, 

como, por exemplo, a partir de estímulos visuais. A informação visual é coletada 

por fotorreceptores situados na retina nervosa, cuja atividade será processada 

por células bipolares, as quais se conectam com as células ganglionares da 

retina nervosa (RGC) (WANG, 2019). Estas se projetam para os núcleos 

geniculados laterais do metatálamo que, por meio da radiação óptica, ou 

genículo-calcarina, conectam-se com as imediações do sulco calcarino (área 17 

de Brodmann, ou área visual primária). Algumas conexões também se projetam 

para o núcleo dorsal da rafe (DRN) e, em especial, para o colículo superior (SC), 

região importante para o processamento de estímulos visuais (HUANG et al., 

2017).  

Roedores submetidos à ativação optogenética de neurônios do SC 

apresentaram comportamento de “congelamento” induzido frente a um estímulo 

iminente, enquanto que o silenciamento dessa mesma região bloqueia a 

expressão do comportamento defensivo (WEI et al., 2015). Além disso, esses 

autores demonstraram que neurônios do SC se projetam para o núcleo posterior 

lateral do tálamo (LP) que, por sua vez, projeta-se para o núcleo basolateral do 

complexo amigdaloide (BLA). A inativação quimiogenética do BLA intensificou o 
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comportamento de “congelamento” e atenuou comportamento de fuga frente à 

exposição de roedores a uma ameaça iminente, mas escapável (TERBURG et 

al., 2018). 

 

Fig. 2. Representação esquemática dos circuitos neurais do medo inato. Três diferentes 
unidades estão representadas: a unidade de detecção dos estímulos (representada 
pelos três blocos superiores), a unidade de integralização (representada pelo bloco 
inferior esquerdo) e a unidade de saída comportamental (representada pelo bloco 
inferior direito). Estímulos olfativos são captados através do sistema olfatório central 
(MOS) que modula respostas defensivas via amigdala cortical (CoA) após enviar 
projeções do bulbo olfatório (OB) e do sistema olfatório acessório (AOS) que modula 
respostas comportamentais através de suas projeções para o bulbo olfatório acessório 
(AOB) e órgão vomeronasal (VNO) que se projeta para o núcleo  medial do complexo 
amigadaloide (MEA) que, por sua vez, projeta-se para o sistema de defesa do 
hipotálamo medial (MHDS), região central para a integralização dos estímulos. O MHDS 
recebe projeções do córtex “pré-frontal” medial (mPFC), sistema septo-hipocampal, 
núcleo do leito da estria terminal (BNST) e núcleo basomedial do complexo amigdaloide 
(BMA) e se projeta para o colículo superior (SC) e substância cinzenta periaquedutal 
dorsal (dPAG), região importante para a modulação de respostas defensivas. A dPAG 
também recebe projeções do colículo inferior (IC) e da substância negra (SNr), que se 
projeta para o SC. Estímulos visuais são processados por células ganglionares da retina 
(RGC) que se projetam para o núcleo dorsal da rafe (DRN) e SC, que se projeta para 
núcleo posterior lateral do tálamo (LP). O LP se projeta para o núcleo basolateral do 
complexo amigdaloide (BLA) que se projeta para o BMA. Estímulos auditivos são 
captados pelo córtex auditivo (ACx) que se projeta para o IC. 
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A atividade do SC está relacionada com a sinalização do ácido gama-

aminobutírico (GABA), uma vez que a infusão local de um antagonista de 

receptores GABAérgicos do tipo A, a bicuculina, intensifica respostas defensivas 

na medida em que aumenta a esquiva dos roedores (BRANDÃO et al., 2005). 

Em suma, há evidência de projeção de neurônios GABAérgicos da substância 

negra (SN) para o SC (ALMADA et al., 2018) e, posteriormente à dPAG, 

caracterizando a via regulatória inibitória nigro-tectal (JAYARAMAN et al., 1977; 

ALMADA et al., 2020). Almada e colaboradores (2018) demonstraram que a 

estimulação optogenética de projeções da SNr para o SC no Beetle Mania Task 

(BMT), teste comportamental passível de analisar respostas defensivas ativas e 

passivas a partir do confronto do roedor com um besouro-robô, intensificou os 

comportamentos de tolerância e aproximação do animal frente à ameaça em um 

contexto de menor carga emocional. 

Estes dados corroboram os previamente apresentados na literatura, que 

sugerem que o colículo superior pode modular respostas defensivas 

relacionadas ao medo inato a partir de um estímulo visual. 

 

3.3. Estímulos auditivos 

Além de informações visuais, animais frequentemente dependem de sua 

audição para detectar ameaças, sobretudo em ambientes desprovidos de luz e, 

em especial, por espécies noturnas. É razoável assumir que estímulos auditivos 

podem eliciar respostas defensivas relacionadas ao medo inato. 

BLANCHARD et al (1993) demonstraram que vocalizações ultrassônicas 

servem como “grito” de alarme em roedores expostos ao odor de seu predador 
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e, portanto, podem servir como estímulo inicial para a evocação de 

comportamentos defensivos. MONGEAU et al. (2003) verificaram que 

camundongos expostos a tons ultrassônicos demonstraram ativação do colículo 

inferior (IC) vista pela alta expressão de c-Fos nesta região. 

Não obstante, a ativação optogenética dos terminais de projeção do 

córtex auditivo (ACx) para o IC é suficiente para iniciar respostas de fuga frente 

a um estímulo sonoro, enquanto que sua inibição atenua comportamentos 

defensivos induzidos pelo som (XIONG et al., 2015). Em seguida, os autores 

verificaram que a ativação optogenética das projeções do IC para a dPAG, por 

si só, é o suficiente para induzir comportamentos de defesa, sugerindo, dessa 

maneira, que este controle neural pode ser o mecanismo por trás da modulação 

de respostas defensivas nessa modalidade sensorial. 

 

3.4. Integração das informações 

Uma vez que o encéfalo tenha detectado a ameaça, é necessário que 

toda informação sensorial proveniente da ameaça, o contexto e o estado interno 

do animal sejam integrados de maneira que haja o recrutamento orquestrado de 

estruturas cerebrais com o objetivo de se tomarem as respostas defensivas mais 

adequadas para a determinada situação (CANTERAS, 2002).  

A unidade de integração para o medo pode ser descrita pela ação do 

sistema de defesa do hipotálamo medial (MHDS) que consiste na ação de 

diferentes núcleos hipotalâmicos interconectados que recebem informações de 

regiões sensoriais e que são seletivamente recrutados na presença de uma 

ameaça: o núcleo hipotalâmico anterior (AH), a porção dorso-medial do 
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hipotálamo ventro-medial (VMHdm) e o núcleo pré-mamilar dorsal (PMD) 

(CANTERAS et al., 2012) 

A estimulação elétrica do VMH, um dos núcleos do sistema de defesa do 

hipotálamo medial, induziu ataques do pânico em seres humanos (WILENT et 

al., 2010), dado que suporta a conservação evolutiva de carácteres entre grupos 

filéticos próximos. 

O MHDS recebe projeções de regiões associadas à metabolização de 

estímulos, como o MEA, que transmite informações olfatórias do VNO, e do 

núcleo basomedial do complexo amigdaloide (BMA) que recebe projeções do 

BLA. Em suma, o MHDS recebe projeções do núcleo do leito da estria terminal 

(BNST), estrutura que está implicada no processamento de situações aversivas 

(WALKER et al., 2003), do sistema septo-hipocampal que processa informações 

espaciais e temporais (CANTERAS, 2002) e da parte rostromedila do lobo frontal 

(mPFC, do inglês medial prefrontal cortex), região que participa da tomada de 

decisões, regulação das emoções e cognição social (HISER e KOENIGS, 2018). 

Portanto, o MHDS integra informações de áreas sensoriais e é um candidato 

para responder a uma variedade de informações sensoriais sobre ameaças 

ambientais. 

Esses núcleos hipotalâmicos se projetam para regiões motoras de defesa 

como a dPAG e o SC, que efetuam os comportamentos defensivos (CANTERAS, 

2002). 

Ainda sobre o PFC, vale destacar alguns aspectos anatômicos desta 

estrutura cortical localizada na porção anterior do cérebro de mamíferos que, 

predominantemente, recebe projeções oriundas do núcleo dorso-medial do 

tálamo dorsal (ROSE e WOOLSEY, 1948). Uma das dificuldades em estudar o 
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papel funcional do PFC diz respeito à controvérsia existente entre a equivalência 

das sub-regiões do PFC ao longo das espécies (DALLEY et al., 2004).  

A definição, elaboração e delimitação de critérios neuroanatômicos do 

PFC é muito complexa, pois sua variabilidade entre espécies é marcante (KOLB, 

1984). Um critério sensível muito utilizado para a definição é a distribuição das 

fibras aferentes que partem do núcleo dorsomedial do tálamo dorsal para o PFC 

(BARBAS, 1995; KOLB, 1984; MCDONALD, 1998, FUSTER, 1997). Com a 

utilização desse padrão, foram identificadas cinco regiões corticofrontais no rato: 

(i) área anterior do giro do cíngulo (Cg1, Cg2, Cg3); (ii) área pré-límbica (PL) e 

infralímbica (IL); (ii) área orbital; (iv) área insular granular, que pode ser 

subdividida nos componentes dorsal (AIAd) e ventral (AIAv); e (vi) área pré-

central (CPc) (KOLB, 1984).  

Essas cinco regiões podem ser ordenadas em três distintas porções, a 

medial, lateral e ventral, baseado em critérios funcionais e hodológicos. O mPFC, 

compreende o PL, IL, Cg, CPc e o orbital medial (MO). A porção ventral inclui o 

córtex orbital (PFCo), que pode se subdividido em orbital ventral (VO) e orbital 

ventrolateral (VLO). Além disso; a porção lateral é composta pelas áreas insular 

dorsal e ventral (AIAd, AIAv, respectivamente) e a orbital lateral (LO) (KOLB, 

1984; MCDONALD, 1998). 

 

3.5. Teorias das emoções 

Em conjunto, também proporcionado através do trabalho pioneiro de 

Charles Darwin de 1870, a ideia de que comportamentos naturais de ataque e 

comportamentos defensivos de animais são análogos e correspondentes aos 

estados emocionais de humanos foi instaurada. 
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3.5.1. James - Lange 

A teoria de James e Lange (JAMES e LANGE., 1890), indubitavelmente, 

foi uma das primeiras teorias a procurar entender a influência das mudanças 

fisiológicas nas emoções e os comportamentos relacionados a ela. 

Ambos os psicólogos propuseram, independentemente, a mesma teoria 

cujo objeto central de trabalho foi a emoção e sua relação com sua possível 

causa fisiológica. Sendo assim, a teoria James-Lange define a emoção como a 

sensação de alterações viscerais que precediam um evento de caráter 

excitatório eliciado por uma estimulação externa.  

Esta definição, inovadora para seu período, implicava diretamente no 

pressuposto de que respostas comportamentais precediam a experiência 

emocional. Em um pequeno exemplo, porém claro, é possível exemplificar um 

comportamento relacionado a uma emoção de acordo com a teoria James-

Lange: tem medo porque se foge e, não o oposto. 

No entanto, a carência de investigações fidedignas e relações desta 

definição com respostas comportamentais de reflexo frente a um estímulo 

excitatório e, em especial, a dificuldade frente à avaliações empíricas 

laboratoriais para avaliação destes pressupostos, transformaram está teoria em 

caráter árduo de aceitação para alguns pesquisadores, dentre eles, Walter 

Cannon e Phillip Bard. 

 

3.5.2. Cannon – Bard 

Cannon e Bard (CANNON., 1927; BARD, 1928) discordaram dos 

postulados da teoria de James e Lange na medida em que respostas viscerais 
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induzidas quimicamente, por si só, não eram o suficiente para produzir emoções 

e, o isolamento cirúrgico das vísceras não cessavam por completo a expressão 

das emoções. Dessa maneira, introduziu-se um novo modelo animal 

experimental para as emoções, o “gato deteriorado”, pelo qual passara por 

extração cirúrgica do centro controlador superior, o córtex. 

A ausência do centro controlador superior permitiria uma exibição 

prolongada do fenômeno emocional em situação de exposição do animal a outro 

animal, por fim, concluindo que a experiência emocional é proveniente da 

ativação de circuitos do sistema nervoso central, em especial, a nível do tálamo 

e hipotálamo, postulando, dessa maneira, a teoria talâmica das emoções. 

Isto posto, o tálamo seria a região anatômica em que residiria a organização 

neural para diferentes expressões emocionais. De fato, a teoria talâmica se 

mostrou importante para a posterior proposição da teoria emocional de Papez 

(PAPEZ, 1937). 

 

3.5.3. Teoria da ativação de Lindsey 

Utilizando as ideias de Cannon-Bard, Lindsey (LINDSEY et al, 1950) 

procurou exemplificar respostas emocionais também através da ação do sistema 

nervoso central, no entanto, a partir de regiões pontuais: através da ativação 

cortical seletiva.  

O sistema de ativação reticular ascendente (SARA) permitiu o 

pensamento de que vias ascendentes do tronco cerebral para o córtex por meio 

de regiões talâmicas, seriam responsáveis pela integralização de impulsos 

somáticos.  
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Sendo assim, de acordo com Lindsey, o hipotálamo seria a sede primária 

para a organização da expressão emocional mediada pelo reconhecimento de 

estímulos somáticos provenientes da SARA. 

 

3.5.4.. Teoria de Papez 

Macroscopicamente, o encéfalo, principalmente o dos mamíferos, é 

passível de caracterização a partir da diferenciação morfológica de seus lobos.  

Broca (1878) descreveu a existência de um sistema que circunda a borda 

dos hemisférios encefálicos e abrange, não apenas uma região, mas diversas 

regiões encefálicas. Assim, aplicou o termo límbico (limite) para a borda do 

córtex que continha o giro do cíngulo e o giro para-hipocampal. No entanto, foi 

com Papez (1937) e seu trabalho intitulado “o mecanismo proposto da emoção” 

que se propôs um papel funcional às emoções a este sistema caracterizado por 

Broca. 

O mecanismo de funcionamento das emoções de Papez adicionava 

novas regiões ao sistema límbico de Broca, incluindo, em especial, o hipotálamo, 

o hipocampo, o tálamo anterior e suas conexões encefálicas como um sistema 

harmonioso que podia elaborar as funções das emoções, bem como em sua 

expressão.  

De acordo com o esquema de Papez (figura 3), informações corticais são 

enviadas ao hipotálamo por meio de eferências do giro do cíngulo para a 

formação hipocampal. O hipocampo processa estas novas informações e as 

envia para os corpos mamilares do hipocampo através do fórnix.  
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Simultaneamente, o hipotálamo, projeta estas informações ao tálamo 

através do trato mamilo-talâmico e, posteriormente ao giro do cíngulo. Do giro 

do cíngulo, informações são enviadas a diversos substratos neurais corticais 

formando o sistema das emoções. 

Em uma tentativa de expandir a teoria de Papez, Yaklovlev (1948), propôs 

o circuito Yaklviano de controle das emoções, sistema este que levava em conta 

o córtex orbifrontal, temporal anterior, o complexo amigdaloide e o núcleo dorso-

medial do tálamo.  

Paul McLean (1949) instaurou conceito do cérebro trino, qual consistia na 

tripla divisão funcional do encéfalo, cada uma fazendo referência a um extrato 

evolutivo do sistema nervoso dos vertebrados: (i) o cérebro reptiliano, ou cérebro 

instintivo, comum a todos os vertebrados. Responsável pelas sensações 

primárias e comportamentos de sobrevivência. (ii) sistema límbico, 

frequentemente associado como a região encefálica emocional e, (iii) neocórtex, 

caracterizado, dentre as suas diversas funções, pelo envolvimento em processos 

cognitivos. 

No entanto, o sistema límbico como controlador das emoções não é 

uniforme e, sua atividade não é exclusiva a apenas às regiões anatômicas aqui 

citadas (VOGT., 2019).  Em todo o caso, regiões encefálicas podem ser 

controladas, dentre todas as diversas possibilidades, através da ação de 

neurotransmissores. 
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Fig. 3. Ilustração esquemática do encéfalo em três direções evidenciando o circuito de Papez (A) e suas conexões (B). PFC: Córtex “Pré-Frontal”; 
MMB: Corpos Mamilares; ATN: Núcleo Talâmico Anterior; RSC: Córtex Retrosplenial; LD: Núcleo Talâmico Dorso-Lateral; HPC/SUB: Formação 
Hipocampal incluindo o Subiculum; PARAHPC: Região Para-hipocampal.  Trabalho adaptado de AGGLETON et al., 2016. 
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4. Neuroquímica dos comportamentos defensivos 

Variados são os neurotransmissores capazes de modular um 

comportamento defensivo: o GABA, a serotonina e o glutamato são alguns dos 

mediadores químicos intimamente relacionados à neurofisiologia do medo e da 

ansiedade (ALMADA, COIMBRA e BRANDÃO, 2015; CALHOON e TYE, 2015). 

Por exemplo, a hipótese de Deakin e Graeff (1991) propõe que a serotonina, por 

meio de projeções para estruturas prosencefálicas e mesencefálicas, modula 

respostas a estressores agudos e crônicos e que a sua disfunção intensifica 

transtornos afetivos e de ansiedade, como o transtorno do pânico. Por 

consequência, a serotonina é capaz de modular um comportamento defensivo. 

É sabido que a ação do neurotransmissor GABA também modula respostas 

defensivas. A bicuculina, no SC, aumenta a frequência do comportamento de 

fuga em roedores (BRANDÃO et al., 2005) e a estimulação optogenética de 

terminais da SNr para o SC provoca intensificação do comportamento de 

tolerância e aproximação do roedor em relação à ameaça (Almada et al., 2018). 

Em suma, a ablação quimiogenética de neurotransmissores glutamatérgicos da 

área tegmental ventral (VTA) atenua respostas defensivas de roedores frente a 

um estímulo aversivo (BARBANO et al., 2020).  

Recentemente, alguns estudos apontaram para ação de um outro 

neurotransmissor na modulação de respostas defensivas, as orexinas 

(JOHNSON et al., 2010; VANDERHAVEN et al., 2015; SOYA e SAKURAI, 2018). 
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4.1. Sistema orexinérgico  

 

A orexina foi descrita quase que simultaneamente por dois grupos de 

pesquisa, em 1998, utilizando duas metodologias diferentes. A partir da 

farmacologia reversa, um método que modula a atividade de um alvo proteico e 

elenca possíveis componentes que se ligam com grande afinidade a esse alvo 

proteico (ARULSAMY et al., 2016), Sakurai et al. (1998) identificaram dois 

ligantes para dois receptores acoplados à proteína G que foram posteriormente 

chamados de orexina A e orexina B, uma vez que neurônios produtores de 

orexina foram observados no hipotálamo lateral (LH), região reconhecida como 

“centro” da alimentação, e a administração intracerebrovascular desses 

peptídeos intensificou o comportamento de alimentação. Sendo assim, os 

autores nomearam estes neuropeptídios de orexina a partir da palavra Grega 

orexis, que significa apetite.  

No mesmo período, De Lecea et al. (1998), isolando diferentes tipos de 

RNA mensageiro (mRNA) em diferentes tecidos cerebrais, identificaram um novo 

tipo de mRNA expresso exclusivamente no hipotálamo. Seu produto proteico foi 

denominado de acordo com a localização do mRNA e o caráter da homologia 

com a secretina, um hormônio duodenal, originando, dessa forma, a hipocretina. 

Os neuropeptídios orexina A e orexina B (também conhecidos como 

hipocretina 1 e hipocretina 2), são provenientes da clivagem de uma proteína 

precursora comum, a pré-pró-orexina. Seus receptores estão ligados à proteína 

G (receptores do tipo 1, OX1R; e receptores do tipo 2, OX2R, respectivamente). 

O OX1R possui mais afinidade para a orexina A do que para a orexina B, 

enquanto que o OX2R possui afinidade similar para ambos os neuropeptídeos 

(figura 3) (DE LECEA et al., 1998; SAKURAI et al., 1998). 
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Neurônios orexinérgicos estão presentes no LH, na área perifornical 

(PFA) e no hipotálamo dorsomedial (DMH), embora encontram-se 

majoritariamente no LH, e se projetam praticamente para toda a extensão 

encefálica (figura 4). Essa distribuição neuronial ampla sugere que a atividade 

de neurônios orexinérgicos influencia diversos sistemas cerebrais, como o 

serotonérgico (projeção para os núcleos da rafe), histaminérgico (projeção para 

o núcleo tuberomamilar) e noradrenérgico (projeção para o locus coeruleus, LC) 

(JOHNSON et al., 2012). 

 

 

 

Fig. 4. Ilustração da seção parassagital do encéfalo de rato demonstrando as aferência 
dos neurônios orexinérgicos do hipotálamo lateral com a expressão de mRNA dos 
receptores orexinérgicos nas regiões-alvo e a afinidade da orexina A e orexina B com 
seus respectivos receptores. A densidade das projeções orexinérgicas é representada 
pela espessura das linhas das projeções e a densidade da expressão de mRNA de 
receptores orexinérgicos é representada pela intensidade da color. NA:  Noradrenalina; 
mPFC: Córtéx “pré-frontal” medial; nACSh: Núcleo accumbens shell; PVN: Núcleo 
paraventricular do hipotálamo; CRH: Hormônio liberador de corticotrofina; BNT: Núcleo 
do leito da estria terminal; PVT: Núcleo paraventricular do tálamo; ac: Comissura 
anterior; ORX: Orexina; VTA: Área tegmental ventral; SN: Substância negra; TMN: 
Núcleo túbero mamilar; HÁ: Histamina; DA: Dopamina; DRN: Núcleo dorsal da rafe; 
MRN: Núcleo mediano da rafe; 5HT: Serotonina; pc: Comissura posterior; 
CA1/CA2/CA3: Regiões anatômicas do hipocampo; DG: Giro dentado; PAG: Substância 
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cinzenta periaquedutal; LC: Locus coeruleus; KF: Núcleo Kölliker-Fuse; PBN: Núcleo 
parabraquial; RVLM: bulbo rostral ventro-lateral; RPa: Núcleo pálido da rafe; nTS: 
Núcleo do trato solitário; DMX: Núcleo motor dorsal do nervo vago. Johnson et al., 2012.  

 

A distribuição de receptores orexinérgicos também é consistente com a 

distribuição de neurônios de orexina; no entanto, existem predominância de tipos 

de receptores em determinadas áreas anatômicas, o que sugere que os 

receptores orexinérgicos provavelmente influenciam na regulação do sistema 

nervoso e outras diversas funções somáticas (JOHNSON et al., 2012).  

Em especial, neurônios orexinérgicos se projetam fortemente para o 

mPFC, sobretudo no córtex pré-límbico (PL), uma sub-região do mPFC (JIN et 

al., 2016) que possui ambos os receptores de orexina (JOHNSON et al., 2012), 

mas em densidades diferentes (LI et al., 2009; CHEN et al., 2006; Marcus et al., 

2001): OX1R expresso em maiores quantidades do que OX2R.  

O mPFC é uma região anatômica prosencefálica que participa da 

integração das informações e do sistema límbico; sendo assim, contribui para a 

tomada de decisão, atenção, medo, aprendizado e memória (MATOS et al., 

2019). Naturalmente, cada vez mais o mPFC está sendo associado com o 

processamento das emoções na medida em que modula respostas defensivas a 

ameaças distais (MOBBS et al., 2018). Considerando-se tais aspectos, o mPFC 

é a região neural-alvo deste trabalho. 

 

5. Orexina e modulação de funções autonômicas e comportamentais 

Em vista da ampla distribuição de projeções de neurônios orexinérgicos 

no encéfalo, bem como a ampla distribuição de seus receptores (JOHNSON et 

al., 2012), é seguro presumir que este sistema influencia diversas funções 

autonômicas e comportamentais.  
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5.1. Comportamento alimentar 

É natural que se associe o sistema orexinérgico com o comportamento 

alimentar, visto que a nomenclatura do termo deste sistema é proveniente da 

consequência fisiológica da aplicação de seus neuropeptídeos no líquido 

intracerebrovascular, o que, como resultado, intensificou o comportamento 

alimentar em camundongos (SAKURAI et al., 1998). 

A administração intraperitoneal do antagonista específico de receptores 

orexinérgicos do tipo 1, o SB 334867, diminuiu o consumo alimentar em ratos 

por um período de 4h após o tratamento, enquanto que a administração 

intracerebrovascular de orexina A promoveu o consumo de alimentos (HAYNES 

et al., 2000). Corroborando os achados de que o sistema orexinérgico participa 

na regulação do comportamento alimentar, Matsuo et al. (2010) demonstraram 

que animais knockout para orexina apresentaram o consumo de soluções de 

sucrose em menor quantidade do que animais não knockout para orexina. 

Digno de nota, seres humanos que possuem narcolepsia (distúrbio do 

sono) geralmente apresentam menor concentração nos níveis de orexina A no 

líquido intracerebrovascular e demonstram, da mesma maneira, ingestão de 

alimentos em menor quantidade do que indivíduos que não apresentam a 

narcolepsia (NISHINO et al., 2000; LAMMERS et al., 1996).  

Estes achados nos permitem observar o caráter amplo da participação do 

sistema orexinérgico em relação à regulação de funções autonômicas e 

comportamentais, em exemplo, a participação do sistema orexinérgico na 

regulação do comportamento alimentar e do comportamento do sono e vigília.  
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5.2. Sono e Vigília 

Sabe-se que a deficiência de orexina contribui para o entendimento da 

etiologia da narcolepsia, uma vez que é visto que a deficiência de orexina está 

presente na maioria dos casos de narcolepsia (NISHINO et al., 2000; 

THANNICKAL et al., 2000). A narcolepsia é definida como um distúrbio do sono 

e pode ser caracterizada por episódios abruptos de sono durante o período ativo 

de vigília, sono excessivo durante o período de dia, episódios de rapid-eye-

movement (REM) que podem ocorrer durante período consciente e, por fim, pela 

ocorrência intermitente de sono noturno (DE LECEA, 2014).  

Alguns estudos demonstraram que a manipulação optogenética de 

neurônios liberadores de orexina é capaz de alterar o período de sono e vigília 

em camundongos, na medida em que a ativação optogenética dessas 

populações de neurônios induziu a transição do sono para a vigília e a inativação 

dessas populações promoveu a transição de vigília para o sono (ADAMANTIDIS 

et al., 2007). Adicionalmente, a estimulação quimiogenética de neurônios 

produtores de orexina também promoveu a transição de sono para a vigília em 

camundongos, enquanto que a inibição quimiogenética dessas populações de 

neurônios promoveu a transição de vigília para o sono (SASAKI et al., 2011). 

Sendo assim, é possível sugerir que a orexina faça parte da regulação da 

transição entre o sono e a vigília; contudo, seus diversos efeitos nestes 

processos são regulados por diversas regiões encefálicas e neurotransmissores, 

com os quais este sistema interage.  
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5.3. Memória  

A alteração na sinalização de neurônios orexinérgicos leva à perturbação 

do sono e do comportamento alimentar. Alguns estudos têm demonstrado que a 

orexina também é capaz de modular o aprendizado e a memória (MAVANJI et 

al., 2017; SHI et al., 2018). 

Utilizando modelo animal modificado geneticamente para a extinção 

gradual de neurônios orexinérgicos, Mavanji et al. (2017) demonstraram que a 

administração de orexina A no hipocampo, uma região anatômica diencéfalica 

importante para a organização e expressão dos processos, foi capaz de reverter 

o prejuízo cognitivo em animais senis no teste da esquiva ativa de duas vias, 

indicando, dessa maneira, que a orexina está envolvida na consolidação da 

memória. 

Ainda, a estimulação optogenética de terminais orexinérgicos no LC 

associada a um som seguido de choque aprimorou a efetividade da memória 

aversiva de longo termo em ratos submetidos ao condicionamento, enquanto 

que a inibição optogenética de terminais orexinérgicos no LC prejudicou a 

efetividade da memória aversiva (SEARS et al., 2013).  

Estes são alguns recentes dados sugerem o papel modulatório do sistema 

orexinérgico em diferentes regiões e sistemas encefálicos durante o 

processamento e expressão das memórias aversivas.  
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6. Orexina e emoções 

Dentre todas as semelhanças dos processos autonômicos aqui 

exemplificados, destaca-se uma semelhança fundamental à sobrevivência dos 

animais: as emoções. 

Emoções surgem em situações em que algo importante para o indivíduo 

está em jogo. Algumas vezes, podem ser acionadas automaticamente por meio 

de ocasiões em que exigem alto grau de responsividade (LE DOUX, 1995), 

como, por exemplo, na medida em que um roedor foge com medo de uma 

serpente, seu possível predador. Em outras ocasiões, emoções são 

manifestadas após certa interpretação do significado do determinado estímulo 

(LE DOUX, 1995), como, por exemplo, em situação em que o experimentador 

reconhece tristemente que seu protocolo experimental resultou em falha. 

Em ambas as ocasiões, as emoções dão início a um conjunto de medidas 

coordenadas que influenciam comportamentos e respostas fisiológicas que, em 

conjunto, influenciam como um indivíduo responde a um determinado estímulo. 

 

6.1. Medo 

Por mais que projeções orexinérgicas sejam presentes ao longo de toda 

extensão encefálica, há projeções particularmente densas para regiões que 

modulam comportamentos relacionados ao medo, como, por exemplo, o mPFC, 

núcleos hipotalâmicos, o complexo amigdaloide, o hipocampo, os núcleos da 

rafe, os corpos quadrigêmeos, a substância cinzenta periaquedutal, o locus 

coeruleus, entre outras estruturas límbicas (JOHNSON et al., 2012). Tais 

projeções nos permitem sugerir um possível papel regulatório do sistema 
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orexinérgico sobre a organização e expressão comportamentos defensivos 

relacionados ao medo, à ansiedade e ao pânico. 

Sustentando este pressuposto, observa-se a ativação de neurônios 

orexinérgicos em situações aversivas (SOYA e SAKURAI, 2018) que podem 

resultar em aprendizado do indivíduo a partir da exposição a situações aversivas. 

Uma vez que uma memória de medo é formada, os indivíduos exibem 

comportamentos defensivos relacionados a esta emoção quando expostos a 

pistas e a contextos que previamente foram associados ao estímulo aversivo 

(SOYA e SAKURAI., 2018). 

O bloqueio farmacológico de OX1R por um antagonista seletivo (SB 

334867) no LC atenua o comportamento de “congelamento” de roedores frente 

a um estímulo incondicionado, enquanto que a ativação optogenética dessa 

região intensifica este comportamento de defesa (SOYA et al., 2017). Não 

obstante, o silenciamento do gene produtor de orexina e o bloqueio sistêmico de 

OX1R bloqueia respostas defensivas relacionados ao pânico em ratos 

(JOHNSON et al., 2010).  

Em seres humanos, pacientes acometidos pelo transtorno do pânico 

demonstraram maior índice de orexina A no líquido cefalorraquidiano comparado 

com pacientes que não são acometidos pelo transtorno (JOHNSON et al., 2010). 

Ainda assim, a administração intraperitoneal de SB 334867 em roedores 

estimula a aproximação dos animais em direção ao odor de seu predador.  

. 



45 
 

6.1. Ansiedade 

Além de modular respostas defensivas relacionadas ao medo, o sistema 

orexinérgico parece modular comportamentos relacionados também à 

ansiedade (VANDERHAVEN et al., 2015). 

Animais knockout para OX2R no BLA apresentaram comportamentos 

relacionados à ansiedade mais intensificados do que animais knockout para 

OX1R na medida em que diminuíram sua preferência social no teste de defesa 

social e diminuição do tempo gasto no centro da arena no teste de campo aberto 

(ARENDT et al., 2014), indicando, dessa maneira, que a ativação de receptores 

orexinérgicos do tipo 2 na BLA tem função ansiolítica . 

Somando-se a isso, animais tratados com SB 334867 se aproximam e se 

escondem menos do odor de seu predador quando comparados com animais 

que foram tratados com solução veículo (VANDERHAVEN et al., 2015). Algo 

similar viu-se em modelo animal modificado geneticamente para a extinção de 

neurônios orexinérgicos (KHALIL e FENDT, 2017). 

Corroborando estes achados, em seres humanos, Akça et al. (2020) 

demonstraram que o nível de orexina A no plasma sanguíneo de indivíduos 

acometidos por algum transtorno de ansiedade é maior quando comparados com 

indivíduos sem algum transtorno de ansiedade. 

Estes dados nos permitem verificar, a partir de evidências 

comportamentais e anatômicas, a participação e a influência do sistema 

orexinérgico nos sistemas que permeiam a ansiedade. 

Assim, diante de tais evidências e considerando que ainda pouco se sabe 

sobre o papel dos receptores orexinérgicos no mPFC na expressão dos 

comportamentos defensivos associados ao medo inato e a ansiedade, o objetivo 
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do presente estudo foi avaliar os efeitos comportamentais do bloqueio 

farmacológico do OX1R e OX2R no mPFC (figura 5), visando investigar o papel 

dos mecanismos orexinérgicos durante a organização e expressão das 

respostas comportamentais associados ao medo em camundongos submetidos 

ao teste comportamental Beetle Mania Task. Hipoteticamente, acredita-se que 

os mecanismos orexinérgicos no mPFC, atuem na modulação das respostas 

defensivas associadas ao medo e a ansiedade. 

 

 

Fig. 5. Seção sagital esquemática do encefálo de camundongo ilustrando a via LH-PL, 
sugerindo a participação de tal via na organização das respostas comportamentais 
associadas ao medo e à ansiedade. LH: Hipotálamo lateral; PL: Córtex pré-límbico. 
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Abstract 

Rationale: 

The ability to distinguish between threatening (repulsors), neutral and appetitive 

stimuli (attractors) stimuli is essential for survival. The orexinergic neurons of 

hypothalamus projecting to the limbic structures, such as different subregions of 

medial prefrontal cortex (mPFC), suggests that the orexinergic mechanism in the 

prelimbic cortex (PL), subregion of mPFC, is involved in the processing of fear 

and anxiety. 

 

Objectives and methods: 

We investigated the role of orexin receptors type 1 (OX1R) and type 2 (OX2R) in 

the PL for such processes upon confrontation with an erratically moving robo-

beetle in mice. 

 

Results: 

Selective blockade of OX1R and OX2R in the PL with SB 334867 (3, 30, 300 nM) 

and TCS OX2 29 (3, 30, 300 nM), respectively, did not affect general exploratory 

behavior or reactive fear such as avoidance, jumping or freezing, but significantly 

enhanced tolerance and approach behavior at the highest dose tested (300 nM) 

at the large arena. 

 

Conclusion: 

We interpret these findings as evidence for an altered cognitive appraisal of the 

threatening stimulus. Consequently, the orexin system seems to bias the 

perception of stimuli towards danger or threat via OX1R and OX2R in the PL. 

 

Keywords: medial prefrontal cortex; fear; threat; beetle mania task; cognitive 

judgement bias; anxiety 
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Introduction 

The confrontation with novel stimuli and test situations drives decision-

making processes to resolve the emerging approach/avoidance conflicts (Paul et 

al. 2020; Mobbs et al. 2020). Various internal and external factors (Fendt et al. 

2020), including proximity to the stimuli (e.g., threat imminence hypothesis; 

Fanselow & Lester), determine the appraisal of a given situation (Mobbs et al. 

2020). Direct confrontation with a real threat such as a venous snake (Almada et 

al. 2015b; Coimbra et al. 2017; Paschoalin-Maurin et al. 2018) leaves little space 

for decision-making. Instead, it activates a set of reflexive defensive responses 

(e.g., freezing, flight or fight behavior (Blanchard and Blanchard, 1988; Gross and 

Canteras, 2012), summed up as reactive fear (Mobbs et al. 2020). More 

ambivalent situations, in contrast, with the simultaneous presence of attractors 

and repulsors (McNaughton and Corr 2004) may trigger decision making 

between approach vs. avoidance behavior. With the beetle mania task (BMT), we 

have recently developed a novel test paradigm, which is based on the 

confrontation of mice with an erratically moving robo-beetle. Since the robo-

beetle might be seen as both predator (repulsors; Almada et al., 2018; Heinz et 

al., 2017) and prey (attractor; Han et al., 2017), depending on the internal state 

of the animals (Heinz et al. 2017; Almada et al. 2018), the BMT offers a unique 

test platform for the pharmacological modification of valuation biases. 

According to Jeffrey A. Gray’s original reinforcement sensitivity theory 

(Gray and McNaughton 2000), three neural systems control approach vs. 

avoidance behavior: the Fight, Flight an Freeze System (FFFS), the Behavioral 

Approach System (BAS) and the Behavioral Inhibition System (BIS) 

(McNaughton and Corr 2004). According to the authors, the FFFS regulates 
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avoidance from repellent (i.e., threatening) stimuli in a rather reflexive manner, 

and the BAS the approach of attractive stimuli. The BIS, in turn, handles conflicts 

between repellent and attractive stimuli and orchestrates goal-directed behavior 

under threatening situations. More recently, this theoretical framework has been 

extended by the Constraint system, which is implicated in effortful control and 

suppresses impulses, thoughts and emotions (Carver 2005; Kennis et al. 2013). 

Interestingly, despite the diverse neuronal circuitries comprising the four systems, 

all four systems share the potential involvement of the prefrontal cortex (Kennis 

et al. 2013), rendering this brain structure an interesting site for pharmacological 

interventions. 

The orexin system of the brain represents an emerging target for such 

interventions. The orexins A and B are hypothalamic peptides (also called 

hypocretins) and bind to orexin receptor type 1(OX1R) and type 2( OX2R) (de 

Lecea et al. 1998; Sakurai et al. 1998). They affect both the positive and the 

negative valence systems, such as addictive behavior (Hopf 2020), wakefulness 

(Sakurai 2007; Adamantidis et al. 2007), arousal (Sutcliffe and de Lecea 2002; 

Sakurai 2014), feeding (Tsujino and Sakurai 2013), emotion and social 

interaction (Johnson et al. 2010, 2012a; Blouin et al. 2013). Their therapeutic 

potential is illustrated best by the panicolytic and anxiolytic effects of OX1R 

antagonists in preclinical studies (Summers et al. 2020). 

In recent years, the orexin system has been implicated in stress, anxiety, 

fear, and panic-related behavior in rodents (Berridge et al. 2010; Li et al. 2010; 

Flores et al. 2017) and humans (Strawn et al. 2010; Johnson et al. 2012a). 

Interestingly, it has been demonstrated that patients with panic anxiety have 

higher levels of orexin-A in the cerebrospinal fluid compared to people without 
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panic anxiety (Johnson et al. 2010). Silencing the hypothalamic orexin gene 

product or systemic OX1R antagonists blocks the panic responses in rats 

(Johnson et al. 2010). The intraperitoneal injection OX1R antagonist SB 334867 

reduced cued and contextual fear memory retrieval (Flores et al. 2014). Thus, 

recent studies have raised the possibility of OXRs antagonists for therapeutic use 

to treat anxiety, panic, post-traumatic stress disorder (PTSD) and depression 

(Sears et al. 2013; Merlo Pich and Melotto 2014; Staton et al. 2018). The function 

of OXRs is required during the evoking of defensive behaviors and their 

antagonists act promoting the reduction of excessive such fear responses. 

Although orexin neurons are strictly located in the lateral hypothalamus 

(LH), perifornical area (PFA), dorsomedial hypothalamus (DMH), and posterior 

hypothalamus (Peyron et al. 1998; Nambu et al. 1999), they send prominent 

projections to autonomic, neuroendocrine and limbic systems (Johnson et al. 

2012a; Sakurai 2014; Li and de Lecea 2020), including the medial prefrontal 

cortex (mPFC), where both OX1R and OX2R are expressed (Johnson et al. 

2012a; Jin et al. 2016). The mPFC can be divided into the anterior cingulate (AC), 

prelimbic (PL) and infralimbic (IL) cortices and, as stated before, plays an 

important role in decision making, attention, fear, learning, and memory (Almada 

et al., 2015b; Carlén, 2017; Matos et al., 2019). Therefore, the mPFC has been 

implicated in the processing of emotion, and emerged as a central hub the 

orchestration of avoidance vs. approach behavior and fear responses to distal 

threats (Mobbs et al. 2007; Mobbs 2018). Despite the anatomical and 

physiological evidence for a potential involvement of orexins in such processes, 

surprisingly little is known about the behavioral consequences of orexins at level 

of the mPFC. Therefore, we studied the effects of pharmacological blockade of 



63 
 

OX1R and OX2R within the PL in the BMT to disentangle consequences on 

approach/avoidance conflicts and the underlying neural systems FFFS, BAS and 

BIS in two different contexts with differential emotional loads.  

 

Material and methods 

Animals 

Experiments were performed with male C57BL/6N mice purchased from 

the Central Animal Facility of Ribeirão Preto Medical School of the University of 

São Paulo. After arriving at the Laboratory of Physiology of Department of 

Biological Science of  São Paulo State University (UNESP) – Campus Assis, mice 

were group housed (four mice per cage) under standard laboratory conditions 

(23°C ± 1°C) with a 12:12 light cycle schedule with food and water provided ad 

libitum. All experiments were performed at an age of 8- to 12-week. 

The experiments and protocols were approved by the Local Ethics 

Committee in Animal Experimentation of the UNESP - Campus Assis (CEUA,  

process number: 002/2019), which is in agreement with the ethical principles in 

animal research adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation 

(COBEA) and by National Council for Animal Experimentation Control 

(CONCEA). All efforts were made to reduce the number of used animals and to 

diminish animal suffering. A total number of 59 animals were used in this study. 

 

Stereotactic surgery 

Mice were anesthetized with 100 mg/kg ketamine (Ketamine Agener, 

União Química Farmacêutica Nacional, São Paulo, Brazil) and 10 mg/kg xylazine 

(Calmiun, União Química Farmacêutica Nacional, São Paulo, Brazil) and placed 
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in a stereotaxic frame (Stoelting, IL, USA Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA) 

for implantation of guide cannulae in the PL. Cannulae (24 gauge, 5 mm lengths) 

were implanted bilaterally targeting the PL: +1.78 mm anterior-posterior, ± 0.30 

mm medial-lateral, −1.50 mm dorsal-ventral, relative to bregma, accordingly 

Franklin and Paxinos mouse brain in stereotaxic coordinates atlas (2008). At the 

end of the surgery, each mouse was treated with an intramuscular injection of 

penicillin G-Benzatine (120,000 UI; 0.1 ml). The mice were given a 5-day 

recovery period before the behavioral test. 

 

Drugs and injections  

The OX1R antagonist SB 334867 (3, 30, 300 NM; Tocris, Bristol, UK) and 

OX2R antagonist TCS OX2 29 (3, 30, 300 nM; Tocris, Bristol, UK), were dissolved 

with 20% DMSO in sterile saline (0.9% NaCl). Concentrations utilized on 

experimental procedures were based on previous studies (Farahimanesh et al. 

2018; Karimi et al. 2019). The vehicle (veh) was composed of 20% DMSO diluted 

in sterile saline. 

For local injections, a needle (outer diameter, 0.3 mm) attached by a 

polyethylene tube (PE-10) to a 5 μl syringe (Hamilton, Reno, Nevada, USA) was 

introduced through the guide cannulae and used to deliver the drugs into the PL 

using an injector pump (Stoelting, Wood Dale, IL, USA). Each drug and vehicle 

were injected in a volume of 0.1 μl into the PL bilaterally at the rate of 0.5 μl / min 

10 min before the behavioral test.  

 

Beetle mania task (BMT) 

The beetle mania task (BMT) enables the assessment of active and  
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passive fear responses as well as appetence behavior (Heinz et al. 2017; Almada 

et al. 2018). The setup (L150 x W15 x H37 cm, grey polyethylene with rounded 

end walls, Fig. 1) was evenly illuminated with 50 lux white light. The floor was 

demarcated into six sectors of 25 cm each and a removable wall also made of 

grey polyethylene (L0,02 x W15 x H37 cm) sectioned the total length of the arena 

in half of its size when necessary. The BMT was performed in three consecutives 

phases of five minutes each, the habituation phase without the robo-beetle, the 

first test phase in the large arena where mice were confronted with the robo-

beetle and the test phase in the minor arena, half of the size of the large arena. 

First, we habituated the animals to the setup and measured vertical (number of 

rearings) and horizontal exploration (number of sections crossings). 

Subsequently, we placed an erratically moving robo-beetle (Hexbug Nano, 

www.hexbug.com/nano, Innovation First Labs, Inc, TX, USA; L4.5 x W1.5 x H1.8 

cm, weight: 7.3 g, mean speed: 25 cm/s) far most distant from the mouse (Fig. 1) 

and the following behaviors were measured: contacts (number of physical 

contacts between the mice and the robo-beetle), tolerance (number of times the 

robo-beetle approaches the mouse without exerting a behavioral response 

normalized to the number of contacts), approach (number or sections the mice 

followed the robo-beetle in close vicinity), avoidance behavior as the sum of 

escape response (number of withdrawals with accelerated speed in the direction 

opposite from the robo-beetle) and flight response (number of withdrawals with 

the accelerated speed in the same direction as the robo-beetle), freezing duration 

and number of jumps (Heinz et al. 2017; Almada et al. 2018). Past 5 minutes of 

the first test phase, the arena was sectioned in half of its size by a removable wall 

of polyethylene and the same behavioral responses accounted in the first test 
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phase were measured. The entire task was recorded by a video camera (Sony 

Handycam, HDR-SR10, Tokyo, Japan) for subsequent offline ethological 

analysis by a trained observer who was unaware of the treatment. 

Experiments were performed in independent runs with studying behavioral 

consequences of intra-PL infusion of the OX1R antagonist SB 334867 at 3 nM (n 

= 7), 30 nM (n = 7) or 300 nM (n = 8) vs. vehicle (n = 8; veh) in Experiment 1, and 

of the OX2R antagonist TCS OX2 29  at  3 nM (n = 6), 30 nM (n = 6) or 300 nM 

(n = 10) vs. vehicle (n = 6; veh) in Experiment 2. 

 

Fig. 1. The BMT consisted of three consecutive 5 min phases. In the habituation 

phase, mice were allowed to habituate to the arena without the robo-beetle. After 

5 minutes of habituation, the test phases initiated. Mice were confrontated with 

an erratically moving robo-beetle, which ended with confrontations in a minor 

arena post 5 minutes of the first test phase. 
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Histology 

At the end of the experiments, mice were deeply anesthetized with 

urethane (1.5 g/kg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and transcardially 

perfused with 0.9% saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA; pH 7.4; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Brains were removed, post-fixed in 4% PFA 

overnight, and then immersed in 30% sucrose for cryoprotection. After that, they 

were sectioned (40 μ m) a cryostat (CM 1950 Leica, Wetzlar, Germany). The 

accurate placement of injection cannulas was verified using a photomicroscope 

(Axioscope 5, Zeiss, Oberkochen, Germany) and injection sites were compared 

with the atlas Franklin and Paxinos (Keith Franklin and George Paxinos 2008). 

We excluded all animals with misplaced injection sites from further analysis by 

experimenters blind to treatment.  

 

Statistics 

All results are presented as mean ± standard error of the mean (S.E.M) 

and were analyzed by the GraphPad Prism software (version 7.0; GraphPad 

Software Inc.; San Diego, CA, USA). Statistical significance was defined as p ≤ 

0.05. Normality and homogeneity in the sampled distributions were confirmed 

with the Shapiro-Wilk’s test of normality and Bartlett`s test of homogeneity of 

variances. Based on the results of these tests, appropriate parametric tests, one 

way ANOVA was performed, and Tukey's comparison post hoc test was used to 

detect significant differences. 
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Results 

Histological verification of the injection sites confirmed the comparability 

of the different treatments in terms of engagement of the PL (Fig. 2).  

 

 

Fig. 2. Drawings of cerebrum transverse section across rostro-caudal extensions 

of the medial prefrontal cortex (mPFC), depicting the representation of the 

injection sites of the vehicle (○) and SB 334867 (●) (A), vehicle (□) and TCS OX2 

29 (■) (B) in the PL. The number of points in the figure is fewer than the total 

number of mice because of overlapping injection sites. 

 

 

Experiment 1.1: OX1R antagonist in the PL reduces threat valuation in the 

large arena 

To study consequences of the blockade of OX1R in the PL on the 

expression of defensive or appetitive behaviors, we bilaterally injected different 

doses of SB 334867 into the PL 10 min before exposure to the setup. As shown 

in Table 1, there were no general effects on exploratory behavior during 

habituation (i.e., prior to confrontation with the robo-beetle). 
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Table 1. Exploratory behavior during the 5-min habituation phase, assessed by 

the number of crossings and rearings after treatment with the OX1R antagonist 

SB 334867 or the OX2R antagonist TCS OX2 29 at the doses of 3, 30, and 300 

NM into the PL. Data were analyzed by one-way ANOVA (n = 6-10 per group). 

 

During the subsequent test phase, we confronted the animals with the 

robo-beetle. All treatment groups had the same number of contacts between 

robo-beetle and mice (F3,26 = 2.73, p = 0.064; Fig. 3A). The highest dose of the 

OX1R antagonist SB 334867 (300 nM) significantly increased tolerance (F3,26 = 

10.31; p = 0.0001; Fig.3B) and approach behavior (F3,26 = 27.78; p < 0.0001; Fig. 

3C). No significant effects were observed on freezing (F3,26 = 1.219; p = 0.323; 

data not shown), jumping (F3,26 = 0.371; p = 0.774; data not shown) and avoidance 

behavior (F3,26 = 2.658; p = 0.069; Fig. 3D).  
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Fig. 3. Effects of SB 334867 (3, 30, 300 NM) injections in the PL on (A) number 

of contacts, (B) tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon 

confrontation with the robo-beetle in the major arena. Data are expressed as 

mean ± S.E.M. * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (one-way ANOVA followed by 

Tukey's post-hoc test).  

 

Experiment 1.2: OX1R antagonist in the PL does not modulates defensive 

behaviors in the minor arena 

 

Following the exposition of mice to the robo-beetle in the large arena, we 

further tested if the blockade of OX1R could modulate behavioral responses upon 

a context with more emotional load and looming threat by shortening the size of 

the large arena, resulting in a context with more exposure of the mice to the robo-



71 
 

beetle. All treatment groups also had the same number of contacts between robo-

beetle and mice (F3, 26 = 2.61, p = 0.072; Fig. 4A) as seen with SB 334867 

treatment in the large arena. However, the treatment did not alter the tolerance 

behavior (F3, 26 = 0.127, p = 0.943; Fig. 4B) and approach behavior (F3, 26 = 0.628, 

p = 0.603; Fig. 4C). No significant effects were seen on avoidance behavior (F3, 

26 = 3.567, p = 0.075; Fig. 4D) freezing duration (F3, 26 = 2.567, p = 0.076; not 

shown) and jumping (F3, 26 = 0.324, p = 0.807; not shown). 

 

Fig. 4. Effects of SB 334867 (3, 30, 300 NM) injections in the PL on (A) number 

of contacts, (B) tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon 

confrontation with the robo-beetle in the minor arena. Data are expressed as 

mean ± S.E.M.  
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Experiment 2.1: OX2R antagonist in the PL reduces threat valuation in the 

large arena 

To study consequences of the blockade of OX2R, we bilaterally injected 

different doses of TCS OX2 29 into the PL before the behavioral test. As for the 

OX1R antagonist, there were no differences in exploratory behavior in the 

habituation phase (Table 1). Upon the subsequent confrontation with the robo-

beetle, treatment with the OX2R revealed essentially the same findings as 

treatment with the OX1R in the large arena with mice showing increased tolerance 

(F3, 24 = 9.649, p = 0.0002; Fig. 5B) and approach behavior (F3.24 = 10.81, p = 

0.0001; Fig. 5C) and no significant effects on the number of contacts (F3, 24 = 

1.173, p = 0.340; Fig. 5A), freezing duration (F3,24 = 2.31; p = 0.101; not shown), 

jumping (F3,24 = 2.089; p = 0.128; not shown) and avoidance (F3,24 = 1.306, p = 

0.295; Fig. 5D). 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 

 

 

Fig. 5. Effects of TCS OX2 29 (3, 30, 300 NM) injections in the PL on (A) number 

of contacts, (B) tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon 

confrontation with the robo-beetle. Data are expressed as mean ± S.E.M. * p < 

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (one-way ANOVA followed by Tukey's post-hoc 

test).  

 

Experiment 2.2: OX2R antagonist in the PL does not modulates defensive 

behaviors in the minor arena 

 

We aimed to see if the blockade of OX2R in the PL would modulate 

defensive responses in a context of more emotional load to mice by segmenting 

the large arena, and therefore, creating a context of more imminent contact 

between the mice and the robo-beetle.  
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Treatment with OX2R antagonist had the same findings as the treatment 

with the OX1R antagonist in the minor arena with mice showing no statistical 

difference of the number of contacts (F3.24 = 0.100, p = 0.958; Fig. 5A), tolerance 

(F3.24 = 0.282, p = 0.837; Fig. 5B), approach (F3.24 = 2.091, p = 0.128; Fig. 5C), 

avoidance (F3.24 = 0.054, p = 0.982; Fig. 5D), jumping (F3.24 = 0.079, p = 0.970; 

not shown) and freezing behavior (F3.24 = 1,355 p = 0.280; not shown),  

 

Fig. 6. Effects of TCS OX2 29 (3, 30, 300 NM) injections in the PL on (A) number 

of contacts, (B) tolerance, (C) approach and (D) avoidance behavior upon 

confrontation with the robo-beetle in the minor arena. Data are expressed as 

mean ± S.E.M.  
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Discussion 

The present study showed that intra-PL injection of either OX1R or OX2R 

antagonists increased the tolerance of the approaching and close following of the 

bypassing robo-beetle. Other behavioral measures, in contrast, such as basal 

exploratory activity, number of contacts or active (i.e., avoidance, jumping) and 

passive defensive responses (i.e., freezing) remained unaffected.  

We employed local infusion of OX1R or OX2R antagonists to selectively 

interfere with orexinergic signaling at level of the PL. Despite histological 

confirmation of the correct placement of the injection sites and the small injection 

volume, it is highly unlikely that the action of the antagonist was restricted to the 

PL (Wanisch and Wotjak 2008). Instead, we have to assume that the antagonists 

diffused along the guide cannulas to other parts of the mPFC, such as the anterior 

cingulate cortex. With this in mind, we refrain from ascribing the behavioral 

consequences of the treatment to the specific engagement of the PL.  

The fear responses are a natural behavior reaction to threats and 

unpredictable occurrences in the environment that increases arousal, 

wakefulness, and prepares the individual to cope in a dangerous situation. It is 

reasonable to hypothesize that threatening stimuli increase the activity on orexin 

neurons, consequently will release more orexin in their terminal axons located in 

brain limbic regions, such as mPFC that regulate the expression of fear-related 

responses. Contrary to the well-described anxiolytic and panicolytic effects of 

OX1R antagonists after systemic treatment (Johnson et al. 2012b; Merlo Pich and 

Melotto 2014), intra-PL injections failed to affect defensive avoidance (as the sum 

of flight or escape behavior) and freezing in both the arenas. We see this as 

evidence that the regulation of the FFFS by orexins occurs at subcortical levels, 
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such as the amygdala, hypothalamus or midbrain (Johnson et al. 2012a). In 

support of this conclusion and in accordance to the predator imminence 

hypothesis (Mobbs et al. 2020), the mPFC seems to get engaged during the 

confrontation with distal, less explicit threatening stimuli (Mobbs et al. 2007). 

Direct confrontation with the stimuli such as the robo-beetle, in contrast, reactive 

fear responses without negligible engagement of the mPFC (Kennis et al. 2013; 

Mobbs et al. 2020).  

However, local administration of the OX1R antagonist into the PL 

increased the tolerance upon contact with the robo-beetle. We cannot explain this 

effect by reduced locomotor activity, which remained unaffected by the treatment. 

Moreover, it does not simply reflect an increase in passive fear, since freezing 

behavior remained unaffected, or impaired sensory perception, which would have 

caused an increase in contacts (Almada et al. 2018). Instead, the increased 

tolerance seems to result from altered appraisal of the robo-beetle with a shift 

from threatening (repulsive) to neutral and even rewarding (attractive) valuation. 

The latter conclusion finds its support in the increased approach behavior, which 

may not only reflect curiosity, but also the initiation of hunting behavior (Butler 

1973; Hoy et al. 2016; Han et al. 2017). It is unlikely that this re-valuation results 

from increased appetite (i.e., activation of the BAS), since orexin antagonists are 

expected to reduce rather than increase food intake (Sakurai et al. 1998; Rodgers 

et al. 2001; Li and de Lecea 2020). Instead, we hypothesize that orexins bias 

cognitive judgement towards threat perception at level of the mPFC as part of the 

BIS. At the same time, orexins may reduce the impulse to hunt for the potential 

prey. 
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Local infusion of an OX2R antagonist into the PL revealed essentially the 

same phenotype as the OX1R antagonist. This finding confirms the importance 

of orexin for valuation of the robo-beetle. However, the similar direction of effects 

was rather unexpected, given that activation of OX2R may have anxiogenic or 

anxiolytic effects (Furlong et al. 2009; Steiner et al. 2012; Viviani et al. 2014; Chen 

et al. 2014; Soya and Sakurai 2020). For instance, OX2R knockout mice exhibited 

a decrease in freezing behavior during contextual fear conditioning (Tsujino and 

Sakurai 2013; Soya and Sakurai 2020). On the contrary, recent works suggest 

that activation of OX2R receptors has anxiolytic and antidepressive consequence, 

at least in the amygdala or hippocampus, and may exert opposite effects to OX1R 

(Arendt et al. 2013, 2014; Staton et al. 2018). There is evidence indicating that 

OX1R expressed in several regions of the brain plays different roles in fear-related 

behavior through independent mechanisms, and OX2R may also be involved in 

establishing contextual fear memory, suggesting a further complex mechanism 

involving the mPFC or other OX2R-expressing regions (Soya et al. 2013). 

 We hypothesize that the defensive circuitry allows an individual to adapt 

its behavior flexibly based on the level of threat imminence since we observed 

orexin modulation only in the approach and tolerance behavior in the large arena. 

Several lines of evidence have shown that distal threat elicits activity in the PFC 

(Fanselow 1994; McNaughton and Corr 2004; Mobbs et al. 2007, 2009; Mobbs 

2018), suggesting that the PFC [PL/IL cortex in rodents and the ventromedial 

PFC (vmPFC) in humans] is involved in deliberative strategizing and 

distinguishes between safe and aversive locations (Bach and Dayan 2017). 

Although when the threat becomes proximal, the brain activity shifted from the 

vmPFC to midbrain structures such as PAG (Mobbs et al. 2007; Tovote et al. 
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2016; Motta et al. 2017). Thus, the PL neurons are recruited during the exposition 

to robo-beetle, consequently the orexin mechanism acts as a modulatory system 

in such cortical structure. It is worth considering that the PFC contains specific 

cells that are involved in eliciting and inhibiting defensive behaviors, such as 

freezing or flight, depends on the threatening situation, mainly via interaction with 

the amygdala and PAG (Halladay and Blair 2015). 

On the other hand, we can not be sure if the antiaversive effects of OXRs 

antagonists on PL in the large arena was due to: (I) the emotional load of the test 

situation, once we indeed provoked a context with more imminent contacts 

among the mice and the robo-beetle; (II) the balance between forebrain and 

midbrain responses to threat and (III) the familiarity of mice with the test 

procedure.  

Taken together, the results from this study demonstrate that 

pharmacological blockade of OX1R or OX2R at level of the mPFC leaves reactive 

fear responses to a robo-beetle unaffected. At the same time, it diminishes the 

cognitive judgement bias, resulting in tolerance of the erratically moving object 

and the emergence of proactive approach behavior.  This mode of action is 

unique compared to consequence of the classical anxiolytic diazepam, which 

also increased tolerance, but failed to increase approach behavior at all (Heinz 

et al. 2017). Therefore, pharmacological blockade of OX1R and/or OX2R may 

represent an innovative approach for the treatment of cognitive judgement bias, 

which underlies many anxiety disorders. 
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ANEXO I – INFLUÊNCIA DE RECEPTORES OREXINÉRGICOS NO CÓRTEX 

“PRÉ-FRONTAL” NA EXPRESSÃO DE COMPORTAMENTOS 

RELACIONADOS À ANSIEDADE  

 

1. Introdução 

Embora a relação entre estresse fisiológico e ansiedade pareça intuitivo, 

é de extrema complexidade a diferenciação biológica entre estes dois estados.         

De fato, é possível que um determinado estímulo estressante ocasione 

respostas comportamentais relacionadas à ansiedade (XUE et al., 2020; 

JANCZAREK et al., 2020): Xue et al. (2020) demonstraram que a exposição ao 

odor de um dentre vários os tipos de predadores era capaz de acentuar 

comportamentos relacionados à ansiedade em roedores submetidos ao teste do 

labirinto em cruz elevado (LCE). Esses animais apresentaram diminuição 

significativa da atividade motora e aumento do período em que permaneceram 

no braço fechado do LCE.  Da mesma maneira, Janczarek et al. (2020) 

demonstraram que a exposição de cavalos domesticados a sons de 

vocalizações de seus predadores acentuou a taxa de batimentos cardíacos e 

cortisol na saliva, hormônio este que é associado a respostas fisiológicas 

relacionadas à ansiedade (FIKSIDAL et al., 2020). Estes dados, embora que 

breves, demonstram o caráter evolutivo dos comportamentos defensivos 

relacionados à ansiedade.  

O neuropeptídio orexina é importante na regulação de sistemas 

neurobiológicos que respondem a um estímulo estressante (GRAFE e 

BHATNAGAR, 2018). Não obstante, é sabido que diversos neurotransmissores 

são capazes de modular um comportamento defensivo (ALMADA et al., 2015; 

CALHOON e TYE, 2015; DEAKIN e GRAEFF, 1991) e não seria diferente com 
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a orexina (JOHNSON et al., 2010; VANDERHAVEN et al., 2015; SOYA e 

SAKURAI, 2018). 

A administração de orexina A no núcleo central do complexo amigdaloide 

atenuou em roedores o tempo despendido nos braços abertos do LCE (AVOLIO 

et al., 2011). Corroborando evidências de que a orexina A poderia modular 

comportamentos defensivos relacionados à ansiedade, VANDERHAVEN et al., 

2015, demonstraram que animais tratados com um antagonista seletivo de 

receptores orexinérgicos do tipo 1, o SB 334867, aproximavam-se em maior 

frequência ao odor de seu predador. Algo similar foi observado em um modelo 

animal modificado geneticamente para a extinção de neurônios orexinérgicos 

(KHALIL e FENDT, 2017). 

A administração de um antagonista seletivo de receptores orexinérgicos 

do tipo 2, o TCS OX2 29, no ventrículo lateral de roedores, não foi o suficiente 

para alterar comportamentos defensivos relacionados à ansiedade no LCE 

(ASADI et al., 2018). Interessantemente, animais knockout para OX2R no BLA 

apresentaram comportamentos relacionados à ansiedade mais intensificados do 

que animais knockout para OX1R na medida em que diminuíram sua preferência 

social no teste de defesa social e diminuição do tempo gasto no centro da arena 

no teste de campo aberto (ARENDT et al., 2014). 

Em especial, o córtex “pré-frontal” medial (mPFC) participa ativamente em 

papeis relacionados à tomada de decisões, atenção, medo, aprendizado e 

memória (ALMADA ET AL., 2015; CARLÉN, 2017; MATOS et al., 2019) e recebe, 

maciçamente, projeções hipotalâmicas de neurônios orexinérgicos (JOHNSON 

et al., 2012), embora com expressão desigual de receptores orexinérgicos (LI et 
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al., 2009; CHEN et al., 2006; Marcus et al., 2001): OX1R expresso em maiores 

quantidades do que OX2R. 

Dessa maneira, o mPFC tem sido associado ao processamento das 

emoções e como centro controlador de comportamentos vinculados às respostas 

defensivas relacionadas a ameaças distais (MOBBS et al. 2007; MOBBS, 2018). 

No entanto, apesar de evidências anatômicas e fisiológicas do envolvimento do 

mPFC nestes processos, pouco se sabe sobre as influências da orexina em nível 

de mPFC nos comportamentos defensivos relacionados à ansiedade. Sendo 

assim, estudamos os efeitos do bloqueio farmacológico de receptores 

orexinérgicos no mPFC na manifestação de comportamentos defensivos 

relacionados à ansiedade a partir da exposição de roedores ao teste 

comportamental do labirinto em cruz elevado que passaram por exposição prévia 

ao estresse de restrição e posterior bloqueio farmacológico de receptores 

orexinérgicos. Por fim, a nossa hipótese é que o bloqueio farmacológico de 

receptores orexinérgicos, principalmente, do tipo 1, no mPFC, atenuará 

comportamentos relacionados à ansiedade no teste comportamental LCE. 

 

2. Material e métodos 

2.1. Animais 

Os experimentos foram realizados com camundongos da linhagem 

C57BL/6N provenientes da instalação central de animais da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Após a chegada dos 

animais no Laboratório de Fisiologia da Universidade Estadual de São Paulo 

(UNESP), Campus de Assis, foram agrupados no biotério do laboratório na 

quantidade de 4 camundongos por gaiola sobre condições padrões laboratoriais 



89 
 

(23ºC ± 1ºC), com um ciclo de luz 12:12 com início às 7h e, comida e água ad 

libitum. Todos os experimentos foram realizados nos animais com um intervalo 

etário de 8 a 12 semanas de idade. 

Todos os experimentos e protocolos foram aprovados pela comissão local 

de ética de experimentação animal da UNESP, Campus de Assis (número do 

processo: 002/2019) que se harmoniza com os princípios de pesquisa animal 

adotados pela comissão nacional do bem estar animal (COBEA) e pelo conselho 

nacional de controle de experimentação animal (CONCEA). 

 

2.2. Cirurgia estereotáxica 

Os camundongos foram anestesiados com cetamina na dose de 100 

mg/kg (cetamina Agener, União química Farmacêutica Nacional, São Paulo, 

Brasil) e 10 mg/kg de xilazina (Calmiun, União química Farmacêutica Nacional, 

São Paulo, Brasil) e postos no aparato estereotáxico (Stoelting, IL, USA, Kopf 

Instruments, Tujunga, CA, USA) com o objetivo da implantação bilateral da 

cânula-guia (24  x 5 mm)  no PL, segundo as seguintes coordenadas: 1,78 mm 

ântero - posterior, ± 0.30 mm médio - lateral, -1.50 mm dorso - ventral relativo ao 

Bregma, de acordo com o atlas estereotáxico do encéfalo de camundongo 

Paxinos e Watson (2008). No final da cirurgia, cada animal recebeu uma injeção 

intramuscular de penicilina G benzatina (0.1 ml). Os animais foram submetidos 

a período de 5 dias de recuperação após a cirurgia estereotáxica e início dos 

testes comportamentais. 
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2.3. Drogas e injeções 

O antagonista seletivo de receptores orexinérgicos do tipo 1 SB 334869 

(300 NM; Tocris, Bristol, UK) e o antagonista seletivo de receptores do tipo 2 

TCS OX2 29 (300 NM; Tocris, Bristol, UK) foram dissolvidos em DMSO a 20% 

em salina (0.9% NaCL). As concentrações aqui utilizadas foram baseadas em 

estudos prévios (FARAHIMANESH et al. 2018; KARIMI et al. 2019) e o veículo 

(veh) foi composto a partir da solução de 20% de DMSO  diluído em salina. 

Para injeções locais, uma agulha (diâmetro externo de 0.3mm) fixada a 

um tubo de polietileno (PE-10) a uma seringa de 5 μL (Hamilton, Reno, Nevada, 

USA) foi introduzida através da cânula-guia e usada para administrar as drogas 

utilizadas neste trabalho ao PL a partir de uma bomba injetora (Stoelting, Wood 

Dale, IL, USA). As drogas e o veículo foram injetados no PL bilateralmente em 

um volume de 0.1 μL em uma faixa de 0.5 μL/min 10 minutos antes do teste 

comportamental, após 30 min do procedimento do estresse de restrição. 

 

2.4. Labirinto em cruz elevado 

O aparato é feito de polietileno cinza e consiste de dois braços abertos 

opostos (30 x 5 cm) cercados por barreiras de acrílico de 1 cm de altura, dois 

braços fechados cercados por paredes altas (30 x 5 x 14 cm), conectados a uma 

plataforma central (5 x 5 cm) formando uma cruz, sendo EPM 50 cm elevado do 

chão (Master-One Suprimentos e Equipamentos para laboratório LTDS, Ribeirão 

Preto, SP, Brasil). 
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2.5. Estresse de restrição 

 O aparato consiste em um tubo de acrílico transparente (11 cm de 

comprimento x 2 cm de diâmetro interno e 5 furos laterais de 0,5 cm de diâmetro 

para ventilação) (Master-One Suprimentos e Equipamentos para laboratório 

LTDS, Ribeirão Preto, SP, Brasil).  

 

2.6. Histologia 

No final dos experimentos, os camundongos foram anestesiados com 

uretana (1,5 g/kg, Sigma – Aldrich, St. Louis, MO, USA) e perfundidos 

transcardicamente com solução salina de 0,9% de concentração, seguido por 

paraformaldeído a 4% (PFA; pH 7,4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os 

encéfalos foram removidos e armazenados em solução de paraformaldeído a 

4% por um período de dois dias e, posteriormente, inseridos em de sacarose a 

a 30% para crioproteção. Após estes procedimentos, os encéfalos foram 

seccionados em fatias de 40 μm utilizando um criostato (CM 1950 Leica, Wetzlar, 

Germany). As posições das injeções no PL foram mensuradas utilizando um 

microscópico óptico (Axioscope 5, Zeiss, Oberkochen, Germany) e comparadas 

com o atlas anatômico encefálico Franklin and Paxinos (FRANKLIN e PAXINOS, 

2008). Todos os animais que apresentaram injeções em outras estruturas 

anatômicas que não o PL foram excluídos da análise estatística. 

 

2.7. Estatística 

Todos os resultados foram apresentados como média e ± erro padrão da 

media (E.P.M) e foram analisados pelo software GraphPad Prism (versão 7; 
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GraphPad Software Inc.; San Diego, Califórnia, EEUU). Diferenças estatísticas 

foram definidas como p ≤ 0,05. A normalidade e homogeneidade dos dados 

foram confirmadas com os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. 

Os dados foram, pois, submetidos a uma análise de variância (ANOVA) de uma 

via, seguida pelo teste post hoc de Tukey.  

 

2.8. Procedimento experimental 

Cinco dias após a cirurgia estereotáxica, os animais foram divididos em 

grupos independentes: (i) sem estresse de restrição e (ii) com estresse de 

restrição. Vinte quatro horas antes de serem submetidos ao labirinto em cruz 

elevado (EPM), grupos independentes de animais foram submetidos a um 

episódio de 4h de estresse de restrição. Vinte quatro horas após o estresse de 

restrição os camundongos foram inseridos no aparato em sua região central de 

compartilhamento mútuo após dez minutos da injeção dos antagonistas de 

orexina no PL em suas respectivas concentrações e foi mensurado o número de 

entradas nos braços fechados, isto é, quando o animal adentrava com os quatros 

membros no braço fechado, número de entradas no braço aberto, quando o 

animal adentrava com os quatros membros no braço aberto, o tempo gastos 

nestes segmentos do aparato e, o tempo que passou imóvel com um limiar de 

início de 2 segundos, durante o período de 5 minutos.  

Os animais passaram por um período de 30 minutos no aparato com o 

objetivo de habituação, um dia antes da exposição ao teste e estresse de 

restrição. Todos os testes foram gravados para posterior análise de maneira 

mais fidedigna. 
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3. Resultados 

3.1. Papel do bloqueio farmacológico de receptores orexinérgicos no PL na 

ansiedade 

Para se avaliar as consequências do bloqueio farmacológico de 

receptores orexinérgicos do tipo 1 e 2 na manifestação de comportamentos 

defensivos relacionados à ansiedade, injetaram-se, bilateralmente, diferentes 

doses de SB 334867 e TCS OX2 29 no PL, 10 min antes da exposição dos 

animais ao teste comportamental do labirinto em cruz elevado.  

Durante a fase de testes, não se observou diferença estatisticamente 

significativa do bloqueio farmacológico de receptores orexinérgicos do tipo 1 e 

tipo 2 nas diferentes concentrações de SB 334867 e TCS OX2 29, 

respectivamente, no PL no tempo despendido pelos animais nos braços abertos 

(p = 0.634, figura 1A) e no número de entrada dos animais nos braços abertos 

(p = 0.1816, figura 1B). De maneira semelhante, não se observou diferença 

estatística significativa para o tempo despendido pelos animais nos braços 

fechados (p = 0.1517, figura 1C) e no número de entrada dos animais nos braços 

fechados (p = 0.9591, figura 1D).  
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Fig.1. Efeitos do tratamento do córtex pré-límbico, uma sub-região do córtex “pré-frontal” 

medial, com o antagonista de receptores orexinérgicos do tipo 1 (SB 334867; 300 

NM/0,1 μl/lado) e do tipo 2 (TCS OX2 29; 300 NM/0,1 μl/lado) de camundongos 

previamente expostos a 4 horas de estresse de restrição e vinte quatro horas depois 

submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE). (A) Tempo de permanência nos braços 

abertos, (B) número de entradas nos braços aberto do LCE, (C) tempo de permanência 

nos braços fechados, (D) número de entradas nos braços fechados do LCE. As colunas 

representam médias e as barras o EPM. Os resultados foram submetidos à ANOVA de 

uma via, seguido pelo teste post hoc de Tukey. N = 6 por grupo. (s): segundos. 

 



95 
 

4. Discussão 

O teste do labirinto em cruz elevado é utilizado como medida para 

mensuração de comportamentos relacionados à ansiedade em roedores, na 

medida em que é baseado à aversão inata destes animais a lugares abertos e 

elevados. Em teoria, animais menos ansiosos tendem a passar um maior período 

e adentrar nos braço abertos com maior frequência, enquanto que animais mais 

ansiosos tendem a passar maior período nos braços fechados (KRAEUTER et 

al., 2018) 

Animais submetidos aos diferentes tratamentos aqui utilizados 

demonstraram maior preferência aos braços fechados, indicando, dessa 

maneira, ótima funcionalidade do modelo experimental, assim como evidenciam 

diversos outros trabalhos (KRAEUTER et al., 2018; ARI et al., 2019; YOSHIZAKI 

et al., 2020). No entanto, o protocolo de estresse de restrição falhou em provocar 

estado emocional de ansiedade mais elevado. 

De fato, o estresse de restrição motora agudo é suficiente para acentuar 

estado de ansiedade em animais submetidos a este protocolo experimental 

(SOUSA et al., 2018; CIOATO et al., 2010; RAVIZZONI et al., 2007). Souza et al 

(2018) demonstraram que o estresse de restrição por um período de 4h foi capaz 

de acentuar o estado emocional de ansiedade em camundongos quando 

submetidos ao LCE, uma vez que o número de entradas e tempo despendido 

pelos animais nos braços fechados aumentou. De maneira semelhante, Cioato 

et al (2010) e Ravizzoni et al (2007) verificaram que a restrição motora de apenas 

1h em animais submetidos ao estresse de restrição motora é capaz de acentuar 

o estado emocional de animais no LCE. 
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Estas evidências nos levam a crer que a incapacidade de acentuar o 

estado emocional de ansiedade do modelo animal empregado neste estudo seja 

proveniente da linhagem animal utilizada. Animais da linhagem C57BL/6N são 

utilizados com frequência alta em trabalhos cujo foco é a investigação de 

comportamentos relacionados à ansiedade (MARTIN e BROWN, 2010; COSTA 

et al., 2013; ZHU et al., 2014; MARCHETTE et al., 2018); no entanto, diversos 

autores comparam a linhagem C57BL/6N com outras linhagens (BROOKS et al., 

2005; XUE-LEN et al., 2011; MEZIANE et al., 2007; MARCHETTE et al., 2018) 

e concluíram que esta linhagem apresenta menos fenótipos relacionados à 

ansiedade no teste do LCE e do campo aberto. 

Em uma outra linha de pensamento, é possível que o protocolo 

experimental do estresse de restrição motora agudo fosse alterado para a 

exposição do animal ao LCE imediatamente após o término do período de 

restrição. Em todo o caso, novas investigações serão necessárias para se 

identificar a relação entre o resultado obtido e o protocolo experimental aqui 

empregado. 

O córtex “pré-frontal” participa do processamento das emoções e da 

cognição. Neste trabalho, injetaram-se diversas concentrações de antagonistas 

de receptores orexinérgicos do tipo 1 e 2, o SB 334867 e o TCS OX2 29, 

respectivamente, bilateralmente no mPFC. Embora não tenham se observado 

alterações nos comportamentos relacionados à ansiedade no LCE, 

principalmente em decorrência da incapacidade de acentuar a ansiedade nos 

animais submetidos ao estresse de restrição,  utilizando o modelo animal de 

estresse único prolongado (SPS) para estresse pós-traumático, modelo animal 

que apresenta altos níveis de ansiedade (LISIESKI et al., 2018) e, concentração 
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de receptores orexinérgicos do tipo 1 no mPFC mais elevada (HAN et al., 2021), 

Han et al (2021) demonstraram que a administração de orexina A por via 

intracerebroventricular reinstaurou a homeostase, a concentração de receptores 

orexinérgicos do tipo 1 no mPFC e atenuou comportamentos relacionados à 

ansiedade no LCE, indicando que o sistema orexinérgico do mPFC participa da 

regulação da ansiedade. 

Nesta direção, novas investigações deverão ser realizadas acerca do 

papel dos mecanismos orexinérgicos no mPFC na expressão da ansiedade. 
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ANEXO II – ARTIGO PUBLICADO NA NEUROSCEIENCE 
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ANEXO III – PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

(CEUA) 

 

 


