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Determinantes biológicos da comorbidade de transtorno de 

pânico com a ansiedade de separação e depressão. Santos JWQ, 

Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade Federal do Espírito 

Santo, Vitória, ES. Objetivo: A MCPD tem sido proposta como um substrato 

importante nos ataques de pânico. Os dados clínicos sugerem que a ansiedade 

de separação na infância e a depressão predispõem aos ataques de pânico. 

Assim, o presente estudo examinou os efeitos da privação materna (SM, um 

modelo de ansiedade de separação), o desamparo aprendido (DA, um modelo 

de depressão reativa) e a bulbectomia olfatória (BOX, um modelo de depressão 

endógena) sobre os limiares dos comportamentos de defesa induzidos pela 

estimulação elétrica da MCPD de ratos adultos. O desempenho dos ratos 

também foi avaliado nos testes de natação forçada (todos os grupos), labirinto-

em-cruz elevado (PM, DA), labirinto-em-T elevado e campo aberto (BOX). 

Métodos: BOX: Ratos machos jovens Wistar (P40) foram submetidos à 

bulbectomia olfatótia (BOX, n = 22) ou ficticiamente operados (RFO, = 28). 

Após a idade adulta (P60), os ratos foram implantados com eletrodos na MCPD 

e estimulados com pulsos senoidais (60 Hz, 30 s) com aumentos graduais na 

intensidade de 5 mA, até a obtenção das respostas de galope e/ou salto (P65). 

Em seguida, os ratos foram submetidos aos testes de campo aberto (P66), 

labirinto-em-T elevado (P67) e natação forçada (P68). Os limiares dos 

comportamentos de defesa foram registrados e tratados por meio de regressão 

logística e comparados através da razão de verossimilhanças do teste do qui-

quadrado. As respostas de esquiva do LTE foram analisadas por ANOVA para 

medidas repetidas seguida de testes-t para o critério de 5% de Bonferroni. As 

respostas do CA, NF e respostas de fuga do LTE foram analisadas por testes-t 



2 
 

 

de Student para amostras independentes. DA: Ratos machos adultos Wistar 

foram implantados com eletrodos na MCPD e mantidos em gaiolas individuais 

em um ambiente controlado. Cinco dias após a implantação, os ratos foram 

submetidos à estimulação intracraniana conforme descrito no estudo anterior. 

Os ratos que apresentaram galope com intensidades de corrente inferiores a 

55 mA foram submetidos a um treinamento pareado de desamparo aprendido 

numa caixa de vaivém (tarefa: fuga de 1 via). As sessões de treinamento foram 

realizadas ao longo de 7 dias e consistiu na apresentação de 30 choques nas 

patas (1 mA, 30 s de duração, intervalo de 1 min) ou escapável(CE, n=23) ou 

inescapável (CI, n=23). O teste de déficit de aprendizagem de fuga (sessão-

teste) foi realizado no dia após o período de treinamento na caixa de vaivém 

(tarefa: fuga de 2 vias). Os limiares das respostas de defesa induzidas pela 

estimulação elétrica da MCPD foram reavaliados 1 e 6 dias após a sessão-

teste. Em seguida, os ratos foram submetidos ao labirinto-em-cruz elevado e 

natação forçada Os limiares dos comportamentos de defesa bem como os 

demais testes seguiram os mesmos tratamentos estatísticos do grupo BOX 

PM: Ratas nulíparas Wistar prenhas foram mantidas num ambiente com luz e 

temperatura controladas durante o experimento. No dia após o parto (P1), os 

filhotes do sexo feminino foram sacrificados e os machos (4-8 por ninhada) 

foram mantidos com suas mães até o dia do desmame (P21). A separação 

materna parcial (3 h) foi realizada pela manhã em todo o período de lactação. 

Durante a separação, os ratos foram transferidos para novas caixas em que os 

ratos privados da mãe (P, n = 39) mantiveram-se sozinho e os ratos não-

privados (NP, n = 30) permaneceram com suas mães. Em P60 os ratos foram 

submetidos à implantação de eletrodo na MCPD e estimulados em P65, 
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conforme descrito nos estudos anteriores. Em seguida, os ratos foram testados 

no labirinto-em-cruz elevado e natação forçada. Os limiares dos 

comportamentos de defesa bem como os demais testes seguiram os mesmos 

tratamentos estatísticos já descritos. Resultados: BOX: Comparados com os 

ratos RFO, os limiares dos ratos BOX foram menores para as respostas de 

exoftalmia (∆I50% = I50% -32%, P <0.001), imobilidade (∆I50% = I50% -18%, P 

<0.05), trote (∆I50% = I50% -22%, P <0.005), galope (∆I50% = I50% -14%, P 

<0.005) e salto (∆I50% = I50% -19%, P <0.005). A atividade exploratória do 

campo aberto foi reduzida, sugerindo um aumento da ansiedade nos ratos 

BOX. No labirinto-em-T elevado, os efeitos da bulbectomia foram opostos aos 

da estimulação elétrica da MCPD e o teste da natação forçada confirmou o 

efeito pró-depressivo da bulbectomia olfatória. DA: Os grupos CI e CE 

apresentaram limiares basais praticamente idênticos para todas as respostas, 

exceto salto. Comparados ao grupo CE, os ratos do grupo CI apresentaram 

déficits significativos de desempenho na sessão-teste (fuga de 2 vias). 

Adicionalmente, enquanto o DA produziu apenas um aumento moderado nos 

limiares das respostas de defesa induzidas pela estimulação elétrica da MCPD 

no dia após a sessão-teste, eles foram acentuadamente aumentados seis dias 

após para os respostas de imobilidade (22%, P <0,001), trote (28%, P < 

0,0001) e galope (29%, P <0,0001). O teste da natação forçada confirmou os 

efeitos pró-depressivos do DA e no labirinto-em-cruz elevado foi observado um 

leve efeito ansiolítico. PM: Em relação aos controles, os ratos do grupo P 

mostraram uma acentuada redução nos limiares de imobilidade (-20%, P 

<0,0001), exoftalmia (-28%, P <0,0001), trote (-17%, P <0,0001), galope (-20%, 

P <0,0001) e salto (-13%, P <0,005). Não houve diferença entre os grupos nos 
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testes do labirinto-em cruz elevado e na natação forçada. Conclusões: Os 

nossos resultados mostram que a privação materna e o desamparo aprendido 

têm efeitos opostos sobre as respostas de defesa eliciadas pela estimulação 

elétrica da MCPD. Assim, os dados apóiam a influência da ansiedade de 

separação na infância nos ataques de pânico, contudo, não suportam o efeito 

da predisposição de estados depressivos agudos tipo desamparo aprendido. 

Por outro lado, observamos a influência facilitadora da bulbectomia olfatória na 

depressão endógena. 
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ABSTRACT
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Biological determinants of the comorbidity of panic attacks 

with separation anxiety and depression. Santos JWQ, Department of 

Physiological Sciences, Federal University of Espirito Santo, Vitória, ES. 

Aim: The DPAG has been proposed as an important substrate of panic attacks. 

Clinical data suggest that childhood separation anxiety and depression 

predispose panic attacks. Accordingly, the present study examined the effects 

of mother separation (MS, a model of childhood separation anxiety), learned 

helplessness (LH, a model of dysthimic or reactive depression) and olfactory 

bulbectomy (BOX, a model of endogenous depression) on the thresholds of 

defensive behaviors induced by electrical stimulation of DPAG of adult rats. Rat 

performance was also evaluated in the forced swim test (FST) in all groups, in 

the elevated plus-maze (EPM) in MS and LH groups, and in elevated T-maze 

(ETM) and open-field (OF) in BOX group. Methods: BOX: Young male Wistar 

rats (P40) were either bulbectomized (BOX, n = 22) or sham operated (RFO, n 

= 28). Rats were implanted with electrodes in the DPAG in P60 and, 5 days 

after that, stimulated with stepwise increasing senoidal pulses (0-60 µA; 60 Hz, 

30 s) in steps of 5 µA up to the production of galloping or jumping responses. 

Next, they were tested in the OF (P66), ETM (P67) and FST (P68). Defensive 

behaviors were examined through threshold logistic analysis and compared by 

likelihood ratio chi-square tests for P<0.05. LTE avoidance responses were 

analysed by repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s t-tests. OF, 

FST and LTE escape responses were evaluated by Student’s t-test for 

independent samples. LH: Male adult Wistar rats were kept in individual cages 

in a controlled environment as described. The DPAG of rats was stimulated as 

described 5 days after the electrode implantation. Rats which presented gallops 
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with currents below 60 µA were subjected to LH yoked training of one-way 

shuttle-box escape throughout a 7-day period. LH training sessions consisted of 

the presentation of 30 footshocks (1 mA, 30 s duration,1 min interval), either 

escapable (ES, n=23) or inescapable (IS, n=23), to control and LH rats, 

respectively. The escape learning deficit was examined the day after the 

training period in a new task of two-way shuttle-box escape (test-session). 

Thresholds of DPAG-induced defensive responses of both groups were 

reexamined 1 and 6 days after the test-session. Next, rats were tested in the 

EPM and FST. Responses were analysed as described. MS: Nulliparous 

pregnant Wistar rats were kept in a temperature- (23ºC) and light-controlled 

room (12 x 12 h light-dark cycle). The day after parturition (P1), female pups 

were sacrificed and males (4 to 8 per litter) were kept with their dams up to the 

weaning day (P21). The MS (3 h/day) was carried out at morning throughout the 

lactation period. During MS, rats were moved to new boxes in which mother 

deprived rats (MDR, n=39) remained alone and non-deprived rats (NDR, n=30) 

were kept with their dams. DPAG electrodes were implanted in P60 and 

thresholds of DPAG-induced defensive responses were recorded in P65. Next, 

the rats were tested in the EPM and FST. Responses were analysed as above 

described. Results: BOX: Compared with sham-operated rats, BOX rat 

thresholds were lower for the DPAG-evoked responses of exophthalmus (∆I50% 

= I50% -32%, P <0.001), immobility (∆I50% = I50% -18%, P <0.05) , trotting 

(∆I50% = I50% -22%, P <0.005), galloping (∆I50% = I50% -14%, P <0.005) and 

jumping (∆I50% = I50% -19%, P <0.005). Bulbectomy produced depression-like 

responses in the FST. On the other hand, although the bulbectomy reduced the 

exploration of the central area of OF, thereby suggesting an increase in anxiety, 
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LTE avoidance anxiety-like responses did not change. Thus, BOX rats 

presented opposite effects on panic-like escape responses of LTE and DPAG, 

which were either attenuated or facilitated, respectively. LH: IS and ES groups 

presented baseline thresholds virtually identical for all responses except 

jumping. Compared to ES group, IS rats showed significant deficits in escape 

performance in test-sessions. Moreover, whereas the LH produced only a 

moderate attenuation of DPAG-evoked defensive responses the day after the 

test-session, responses were markedly attenuated 6 days after that for 

immobility (∆I50% = 22%, P<0.001), trotting (∆I50% = 28%, P<0.0001) and 

galloping (∆I50% = 29%, P<0.0001). The FST confirmed pro-depressive effects 

of LH and the LCE test showed a mild anxiolytic trend. MS: Compared to 

controls, MS rats showed a marked reduction in the thresholds of immobility 

(∆I50% = -20%, P<0.0001), exophthalmus (∆I50% = -28%, P<0.0001), trotting 

(∆I50% = -17%, P<0.0001), galloping (∆I50% = -20%, P<0.0001) and jumping 

(∆I50% = -13%, P<0.005). There was no difference between groups in LCE and 

forced swimming tests. Conclusions: MS and LH have opposite effects on 

DPAG-evoked somatic defensive responses, either facilitating or inhibiting, 

respectively. Thus, whereas the present results support the predisposing 

influence of childhood separation anxiety in panic attacks, they do not support 

the facilitatory effect of acute depressive states. Otherwise, the effects of 

olfactory bulbectomy support the predisposing influences of endogenous 

depression in panic attacks. Support: AFIP, FAPES. 
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1. MODELOS EXPERIMENTAIS DE TRANSTORNOS DE 
ANSIEDADE E DEPRESSÃO 
 

Espera-se que os modelos de transtornos psiquiátricos satisfaçam 

3 condições: 1) validade de face: as respostas do modelo devem assemelhar-

se aos comportamentos e sintomas do paciente, 2) validade preditiva: o modelo 

deve ser capaz de prever a ação de drogas e manipulações contextuais e 

comportamentais tal como ocorrem na clínica e, 3) validade de construção: o 

modelo deve ser consistente com os aspectos etiológicos e neurofisiológicos 

da condição clínica (Willner, 1984; Jenck et al., 1995). 

Contudo, o desenvolvimento de modelos experimentais dos 

transtornos psiquiátricos é bastante complexo, tanto em vista do 

desconhecimento da etiologia e dos processos fisiológicos subjacentes quanto 

da natureza freqüentemente subjetiva dos sintomas (Bourin et al., 2001). Por 

exemplo, pacientes com depressão maior (DM) exibem humor deprimido, perda 

da autoestima, perda de interesse, anergia, anedonia, distúrbios do sono e 

apetite, sentimentos de culpa, dificuldade de concentração, retardo psicomotor, 

pensamentos recorrentes sobre a morte e tentativas de suicídio (Austin et al., 

2001; Tafet e Bernardini, 2003; Charney e Manji, 2004; Harvey et al., 2004; 

Henn e Vollmayr, 2005; Yan et al., 2010; Dinan e Scott, 2005; Hihn et al., 2006; 

Kennedy, 2008). Conseqüentemente, os modelos disponíveis de depressão 

baseiam-se em aspectos limitados da validade de face das respostas 

comportamentais, da validade preditiva dos efeitos dos antidepressivos e da 

validade de construção quanto aos fatores ambientais que predispõem à 

depressão. 
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Os transtornos psiquiátricos também podem envolver fatores 

genéticos que, estima-se, ocorram em cerca de 30% dos pacientes com 

depressão (Kendler et al., 1994; Kendler e Karkowski-Shuman, 1997; Bougarel 

et al., 2011). Os fatores ambientais também jogam um papel importante, 

podendo interagir com os fatores genéticos (Kendler e Karkowski-Shuman, 

1997; Fava e Kendler, 2000; Sullivan et al., 2000). Por exemplo, estudos 

epidemiológicos mostram que eventos estressantes desencadeiam respostas e 

sintomas semelhantes aos da depressão (Gold et al, 1988a, 1988b; Post, 1992; 

Dinan, 1994; Kendler et al., 1999; Tafet e Bernardini, 2003; Czéh et al., 2006; 

Alfonso et al., 2005; Henn e Vollmayr, 2005; Hammack et al., 2011) e 

constituem num fator de risco relevante ao desenvolvimento desta condição 

(Charney e Manji, 2004; Kendler et al., 2001; Kessler, 1997). Também existem 

evidências de que o grau de controlabilidade do estresse modula o impacto dos 

estressores sobre o indivíduo. Assim, em condições de estresse crônico, o 

desenvolvimento de depressão seria facilitado se o indivíduo não tem controle 

sobre os estressores (Maier, 1984; Maier e Watkins, 2005, 2010; Maier et al., 

2006). 

Por outro lado, os transtornos de ansiedade foram primeiramente 

classificados nos estudos pioneiros de Sigmund Freud (1896) sobre as 

“neuroses de ansiedade” (Angstneurose). Freud distinguiu estes transtornos da 

DM (melancolia) e de uma ampla gama de condições psiquiátricas 

denominadas à época de “neurastenias”. Nos “Estudos Selecionados sobre a 

Histeria” (1896), Freud identificou duas síndromes fundamentais de ansiedade, 

quais sejam, a “expectativa ansiosa“ ou “apreensão“ (Angstliche), que ele 

considerava a forma predominante do transtorno de ansiedade, e uma 
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síndrome menos freqüente, porém igualmente importante, que ele denominou 

“ataque de ansiedade” (Angstanfall). De acordo com suas descrições, a 

expectativa ansiosa consistia num “quantum de ansiedade livre e flutuante que 

controlava a escolha das idéias por antecipação”. Em contraste, nos ataques 

de ansiedade a “ansiedade irrompia repentinamente na consciência sem ter 

sido eliciada por qualquer idéia”. Freud ressaltou que estes ataques podiam 

manifestar-se tanto como “um sentimento puro de ansiedade” quanto pela 

combinação da ansiedade com “a interpretação mais próxima do término da 

vida, tal como a idéia de morte súbita ou da perda da razão” ou combinados à 

“alguma parestesia......[ou ao] distúrbio de uma ou mais funções somáticas, tais 

como a respiração, atividade cardíaca, inervação vasomotora e atividade 

glandular”. Eventualmente, Freud distinguiu estes ataques das fobias, do 

transtorno obsessivo-compulsivo (neurose obsessiva) e transtorno do estresse 

pós-traumático (neurose comum), dentre outras condições. Suas descrições 

clínicas da “expectativa ansiosa” e do “ataque de ansiedade” são bastante 

similares aos diagnósticos atuais do transtorno de ansiedade generalizada 

(TAG) e transtorno do pânico (TP), respectivamente (APA, 2000). 

Contudo, enquanto a função fisiológica do humor permanece 

obscura, a ansiedade elicia respostas que consideramos necessárias para a 

sobrevivência da espécie. Conseqüentemente, os modelos dos transtornos de 

ansiedade são, quase sempre, “naturalísticos”, consistindo na eliciação ou 

intensificação das respostas naturais às ameaças ambientais (File, 1988). Os 

modelos biológicos de ansiedade baseiam-se, portanto, na premissa que a 

ansiedade torna-se patológica quando é crônica ou desproporcional ao 
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estímulo eliciador, gerando respostas mal adaptativas que prejudicam o 

desempenho do indivíduo. 

Além da dificuldade inerente de modelagem dos fatores 

etiológicos e sintomas dos transtornos de ansiedade e depressão, os modelos 

experimentais são freqüentemente desenvolvidos para transtornos isolados. 

Portanto, descreveremos a seguir os principais modelos de depressão e 

ansiedade como introdução aos estudos subseqüentes que modelaram a 

comorbidade destes transtornos. 

 

2. MODELOS EXPERIMENTAIS DE DEPRESSÃO 

 

2.1. Separação em primatas 

Talvez o modelo animal mais convincente de depressão seja a 

síndrome do desespero em macacos jovens separados de suas mães, ou de 

seus companheiros de gaiola, ou após o confinamento em câmaras verticais 

(Kraemer et al., 1983). A síndrome consiste tipicamente de duas fases, quais 

sejam: uma fase inicial de protesto (protest phase) caracterizada por agitação e 

vocalização, seguida, alguns dias após, de uma fase de desespero (despair 

phase) com a redução acentuada nas brincadeiras e atividades sociais e o 

aumento dos comportamentos autodirigidos e de “enrodilhar-se”. Crianças 

separadas de suas mães apresentam sintomas depressivos similares às fases 

de protesto e desespero dos macacos. Contudo, após períodos prolongados de 

separação pode-se observar uma terceira fase, o desapego (detachment), na 

qual a criança desenvolve um comportamento de indiferença à figura materna 

(Bowby, 1983). Tratamentos farmacológicos com antidepressivos e choques 
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convulsivos similares aos da eletroconvulsoterapia (ECT), são eficazes para a 

reversão dos sintomas de depressão dos macacos, reproduzindo aspectos 

terapêuticos da depressão humana. 

 

2.2. Desamparo aprendido (Learned Helplessness) 

O desamparo aprendido (DA) é um modelo cognitivo-

comportamental, o qual sugere que a ausência de controle sobre o estresse 

(desamparo) seja um fator etiológico determinante no desenvolvimento da 

depressão (Seligman e Maier, 1967). Tipicamente, os efeitos da exposição a 

um choque inescapável (CI) incluem a redução da atividade motora 

espontânea, déficits no aprendizado de uma nova tarefa e aumento do medo 

condicionado (Maier, 1984; Maier e Watkins, 2005; Amat et al., 2006; Baratta et 

al., 2009; Hammack et al., 2011). Experimentos pareados em que dois animais 

recebem os mesmos choques, mas apenas um pode desligá-los (yoked 

design), mostraram que o DA não decorre unicamente da intensidade, duração 

ou esquema de apresentação dos choques, mas da ausência de controle sobre 

os mesmos (Seligman e Maier, 1967). Seligman e colaboradores (1975) 

sugeriram que os animais aprendem que a resposta ao CI é inútil, gerando 

déficits cognitivos e motivacionais em tarefas futuras, tal como ocorre nos 

pacientes com depressão (Overmier e Seligman, 1967; Seligman e Maier, 

1967; Miller e Seligman, 1975). Contudo, conforme Maier e colaboradores 

(1993) ressaltaram, outros autores propuseram que o déficit do aprendizado de 

fuga dos ratos submetidos ao CI seja devido à mera interferência de um 

intenso medo condicionado (ao contexto) e da respectiva resposta de 

congelamento no desempenho de fuga na caixa de vaivém. Um dos sintomas 
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mais importantes da depressão é a anedonia, ou seja, a incapacidade de sentir 

prazer. De fato, Vollmayr e colaboradores (2004) mostraram que ratos com DA 

consumiram menos solução açucarada do que os controles. 

Os efeitos comportamentais do DA são “revertidos” por 

tratamentos crônicos, ou subcrônicos, com antidepressivos tricíclicos, 

antidepressivos atípicos (iprindrol e mianserina), inibidores seletivos da 

recaptação de serotonina (5-HT) e inibidores da monoaminoxidase (IMAO), 

administrados após a exposição aos choques inescapáveis, mas não por 

drogas ineficazes no tratamento da depressão, como os ansiolíticos, 

neurolépticos e estimulantes (ver Porsolt et al., 1991). Portanto, o modelo de 

DA tem uma validade preditiva (Cryan et al., 2002; Willner, 1986) e como tal 

tem sido usado para o estudo da neurobiologia da depressão e no 

desenvolvimento de antidepressivos (Velbinger et al., 2000; Maier e Watkins, 

2005). 

 

2.3. Teste da natação forçada  

O teste da natação forçada (ou desespero experimental) é um 

modelo de depressão especificamente concebido para seleção de 

antidepressivos. Um dia após uma sessão preliminar de natação, ratos ou 

camundongos forçados a nadar num cilindro do qual não podem escapar 

exibem uma postura imóvel, apresentando apenas os movimentos necessários 

para manter a cabeça fora da água. Este modelo foi desenvolvido por Porsolt e 

colaboradores (1977) e sugere que a imobilidade reflete um estado depressivo 

dos animais que perderam a esperança de encontrar uma saída e se 

resignaram à situação. 
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Conceitualmente, o teste de natação forçada é similar ao 

procedimento de DA, uma vez que ambos os modelos requerem sessões 

preliminares de treinamento nas quais o animal “aprende” que não há 

possibilidade de fuga. O teste da natação forçada também tem sido comparado 

à síndrome de separação em macacos, na qual a imobilidade (desespero) é 

precedida por um período de atividade acentuada voltada à fuga (protesto). 

Desde que foi proposto, o teste da natação forçada tem sido 

submetido à avaliação por muitos laboratórios. De acordo com Borsini e Meli 

(1988), a administração repetida da maioria dos antidepressivos clinicamente 

eficazes reduz a duração de imobilidade da natação forçada em ratos e em 

camundongos (87% e 94% dos antidepressivos testados, respectivamente). 

Portanto, no rato o tratamento parece ser mais seletivo (poucos falsos 

positivos), enquanto no camundongo o tratamento parece ser mais sensível 

(poucos falsos negativos). Contudo, um importante falso negativo é a virtual 

ausência de atividade dos inibidores seletivos da recaptação de serotonina, 

particularmente, no rato, os quais são as drogas de primeira escolha no 

tratamento atual da depressão. 

 

2.4. Teste de suspensão da cauda 

Stéru e colaboradores (1985, 1987) propuseram uma variante do 

teste comportamental de desespero, no qual a imobilidade é induzida pela 

suspensão do camundongo pela cauda. A imobilidade induzida pela suspensão 

da cauda é atenuada por um número expressivo de antidepressivos 

clinicamente ativos, típicos e atípicos. Notavelmente, os inibidores seletivos de 

recaptação de 5-HT, que não apresentaram efeitos na natação forçada, tiveram 
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efeitos manifestos neste teste. Contudo, os inibidores da monoaminoxidase 

(IMAO) que foram claramente ativos na natação forçada mostraram efeitos 

bastante fracos no teste de suspensão da cauda.  

 

2.5. Bulbectomia olfatória  

Os bulbos olfatórios são extensões bilaterais do telencéfalo rostral 

e constituem cerca de 4% do cérebro de um rato adulto (Song e Leonard, 

2005). A destruição bilateral dos bulbos olfatórios ou bulbectomia olfatória 

(BO), interrompe as conexões eferentes e produz efeitos extensos e variados 

em várias regiões do cérebro, promovendo alterações complexas 

comportamentais, neuroquímicas, e neuroimunológicas que são similares 

àquelas encontradas em pacientes com DM (Jesberger e Richardson, 1988; 

Van Rinzen e Leonard, 1990; Kelly et al., 1997; Cryan e Mombereau, 2004; 

Song e Leonard, 2005). Dentre os efeitos comportamentais similares à 

depressão destacam-se a anedonia, redução da atividade sexual, 

hipersensibilidade aos estressores e alterações do apetite. Contudo, enquanto 

as alterações do apetite podem ser secundárias à anosmia, a bulbectomia 

também produz inúmeros efeitos comportamentais que não têm relação 

claramente estabelecida com depressão, tais como o aumento do 

comportamento muricida, hiperatividade noturna, aumento da exploração do 

open-field (OF) e dos braços abertos do labirinto-em-cruz elevado (LCE), 

redução da esquiva passiva, da aversão gustatória ao LiCl e do desempenho 

dos animais em testes de memória espacial (labirinto de Morris) e operacional 

(labirinto radial) (Kelly et al., 1997; Song e Leonard, 2005). Dentre as 

alterações bioquímicas, observa-se uma redução dos níveis de serotonina e 
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noradrenalina acompanhada do aumento da densidade dos receptores 

adrenérgicos β e α2 e dos receptores serotonérgicos 5-HT2 (Kelly et al., 1997; 

Song e Leonard, 2005). Os ratos bulbectomizados também apresentam um 

número expressivo de alterações do sistema imunológico que são similares às 

encontradas em pacientes com DM. Contudo, não foram observados efeitos 

claros sobre a secreção de corticosterona (Kelly et al., 1997). Notavelmente, no 

entanto, os efeitos da bulbectomia foram em grande parte revertidos pelo 

tratamento crônico com antidepressivos (Jesberger e Richardson, 1986; Van 

Rinzen e Leonard, 1990; Kelly et al., 1997).  

 

2.6. Estresse crônico moderado (ECM)  

Este modelo foi inicialmente desenvolvido por Katz e 

colaboradores (Katz e Schmaltz, 1980; Katz et al., 1981) e modificado 

posteriormente por Wilner (1997). A depressão ocorre pela exposição crônica 

dos animais, por períodos de cerca de 1 a 3 meses, a estressores de 

intensidade moderada apresentados de forma aleatória e intermitente 

(contenção, suspensão pela cauda, exposição de camundongos a ratos, 

privação de água ou comida, iluminação contínua, etc.). O modelo implica o 

estresse crônico como causa principal da depressão (Wilner e Papp, 1997). Os 

animais expostos ao ECM reduzem o consumo de sacarose e apresentam 

limiares de autoestimulação intracraniana mais elevados, sugerindo o 

desenvolvimento de anedonia, um sintoma central da depressão. Além disto, o 

ECM produz distúrbios do ciclo circadiano, aumento dos comportamentos de 

submissão no teste residente-intruso e redução do comportamento sexual em 

machos, dentre outros efeitos que persistem por várias semanas após o fim da 
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exposição aos estressores e que são similares aos sintomas encontrados na 

depressão (Gorka et al., 1996; D’Aquila et al., 1994). Em contraste, o ECM não 

teve efeitos significantes em testes de detecção de ansiedade, como a 

interação social e o LCE. O modelo responde seletivamente para drogas 

antidepressivas, as quais, por outro lado, não têm efeitos nos animais não 

estressados (D’Aquila et al., 1997). Adicionalmente, os comportamentos 

similares à depressão somente são revertidos com os antidepressivos após 3 a 

4 semanas de tratamento, tal como ocorre na clínica (Bourin et al., 2001). 

  
 

3. MODELOS EXPERIMENTAIS DE ANSIEDADE 

O desenvolvimento de modelos animais de ansiedade é 

particularmente importante. Na década passada, ansiedade e depressão eram 

consideradas entidades claramente distintas que deviam ser tratadas por 

ansiolíticos e antidepressivos, respectivamente. Contudo, estes transtornos 

ocorrem freqüentemente juntos e existem evidências bastante fortes da ação 

ansiolítica de várias drogas antidepressivas, tanto que elas têm sido 

amplamente empregadas na terapia da ansiedade. Embora esta situação 

dificulte o desenvolvimento dos modelos experimentais de ansiedade, a 

situação clínica é, de certa forma, mais simples que aquela do laboratório uma 

vez que os pacientes com DM apresentam sintomas típicos como idéias de 

morte ou tentativas de suicídio, retardo psicomotor e uma avaliação negativa 

global de sua existência, tanto passada quanto presente, ou futura, os quais 

são incomuns nos pacientes ansiosos. O desenvolvimento dos modelos 

experimentais também é dificultado pela heterogeneidade dos quadros clínicos 

de ansiedade, dentre os quais destacam-se os transtonos de ansiedade 
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generalizada, pânico, fobias, estresse pós-traumático, transtorno obsessivo-

compulsivo e ansiedade de separação da infância. Não obstante, os modelos 

experimentais de ansiedade podem ser classificados em cinco categorias: 1) 

modelos baseados em punição, 2) modelos baseados na remoção ou redução 

da recompensa, 3) modelos etológicos de ansiedade, 4) modelos baseados em 

estimulação intracraniana, 5) modelos de ansiedade experimental em 

humanos. 

 

3.1. Modelos baseados em punição  

Freqüentemente, estes modelos utilizam um choque elétrico para 

suprimir uma resposta mantida por reforço positivo (Howard e Pollard, 1991), 

ou utilizam a antecipação da punição, por meio de um estímulo condicionado, 

após um período prévio de condicionamento (Davis, 1991). Estes modelos são 

sensíveis aos ansiolíticos benzodiazepíncos, barbitúricos e etanol, mas não 

respondem aos antidepressivos tricíclicos. 

 

3.2. Modelos baseados na remoção ou redução da recompensa  

Nestes modelos os animais são treinados a executar uma 

resposta (pressionar uma barra, correr até o final de um corredor, mover uma 

alavanca, etc) para receber uma recompensa. A seguir, a recompensa é 

removida (ou reduzida), gerando a extinção da resposta aprendida. A remoção 

do reforço foi associada à “frustração” de humanos. Como os 

benzodiazepínicos retardam a extinção da resposta e os antidepressivos não 
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têm efeito, a resistência à extinção foi relacionada ao efeito ansiolítico dos 

primeiros (Gray, 1987; Gray e McNaughton, 2000). 

 

3.3. Modelos etológicos de ansiedade  

Nos modelos de origem etológica, a ansiedade é produzida por 

situações ou estímulos etologicamente relevantes para o animal, como nos 

modelos baseados em comportamento exploratório (exploração da arena, 

transição claro-escuro, labirintos, etc) e em comportamento social (interação 

social, comportamentos agonísticos, comportamentos de 

dominância/submissão, etc). 

 

3.3.1. Transição claro-escuro  

Este modelo foi desenvolvido por Crawley (1981) e baseia-se no 

número de transições realizadas pelo camundongo entre os 

compartimentos claro e escuro de uma caixa, sendo usado como uma 

medida de ansiedade. Os animais são colocados numa situação de 

conflito entre explorar um ambiente novo e a aversão à luz intensa do 

ambiente. O aumento de transições, sem alteração na atividade 

locomotora global, é considerado um indicador de atividade ansiolítica. 

Contudo, somente algumas linhagens de camundongos com um número 

elevado de transições espontâneas são sensíveis aos ansiolíticos, 

sugerindo que o modelo detecta predisposições genéticas. 

 



22 
 

 

3.3.2. Labirinto-em-cruz elevado (LCE)  

Este teste usa um labirinto em formato de cruz, montado cerca de 

50 a 70 cm acima do assoalho, no qual 2 braços opostos são 

circundados por paredes com cerca de 30 cm de altura (braços fechados 

ou seguros) e os outros 2 somente são circundados por um pequeno 

anteparo com cerca de 1 cm de altura (braços abertos ou inseguros). Os 

braços têm 50 cm de comprimento e se comunicam por uma plataforma 

central. A ansiedade é gerada pelo conflito entre a motivação de explorar 

e a aversão aos braços abertos (Zangrossi e Graeff, 1997; Carobrez e 

Bertoglio, 2005). De fato, ratos confinados nos braços abertos 

apresentam indícios comportamentais e fisiológicos de medo como 

redução da locomoção, reações de congelamento, defecação e aumento 

da concentração de corticosterona plasmática em relação aos ratos que 

foram confinados nos braços fechados. Não obstante, os ratos 

confinados nos braços fechados também apresentam niveis mais 

elevados de corticosterona que os controles mantidos na gaiola. 

Estudos farmacológicos mostraram que a exploração dos braços 

abertos é aumentada por doses baixas de benzodiazepínicos (por 

exemplo, 1 mg/kg de diazepam, i.p.) e reduzida por substâncias 

ansiogências como a ioimbina, cafeína, pentilenotetrazol, e até mesmo 

psicoestimulantes como a anfetamina. Drogas sedativas e 

antidepressivas não afetaram a preferência aos braços fechados (Pellow 

et al., 1985). A validação farmacológica deste modelo foi revisada por 

Handley e McBlane (1993). Segundo os autores, embora alguns 

ansiolíticos clássicos, como os benzodiazepínicos, causem o aumento 
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consistente da exploração dos braços abertos, as ansiolíticos 

serotonérgicos (buspirona) produzem resultados altamente variáveis, 

sugerindo mecanismos distintos de ação (Handley e McBlane, 1993). O 

LCE também foi validado em camundongos (Lister, 1987). É importante 

notar que os efeitos ansiolíticos dos benzodiazepínicos somente são 

observados na primeira exposição ao LCE, um efeito denominado 

tolerância de uma tentativa (one-trial tolerance) (Carobrez e Bertoglio, 

2005). Embora este efeito tenha sido associado à alteração da natureza 

do estado emocional de medo inato para medo aprendido (Bertoglio e 

Carobrez, 2004), o medo aprendido também deveria ser sensível aos 

benzodiazepínicos. File e colaboradores analisaram o problema da 

natureza da aversão em 3 exposições sucessivas ao LCE, com e sem 

anteparo dos braços abertos (File e Zangrossi, 1993; Fernandes e File, 

1996). A análise de fator revelou 3 componentes principais: 1) uma 

ansiedade sensível aos benzodiazepínicos similar à ansiedade 

generalizada ou ao medo de espaços abertos (Exposição 1, com ou sem 

anteparo), 2) uma ansiedade insensível aos benzodiazepínicos similar à 

fobia ou medo de altura (Exposição 2 sem anteparo) e 3) 2 tipos de 

ansiedade que não puderam ser identificados (Exposições 2 e 3 com 

anteparo). Portanto, a simplicidade do LCE é apenas ilusória. 

 

3.3.3. Labirinto-em-T elevado (LTE)  

Este modelo é uma variação do LCE que possibilita o teste das 

respostas de medo inato e adquirido no mesmo animal (Graeff et al., 

1993; Viana et al., 1994). O equipamento foi desenvolvido pela remoção 
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de um dos braços fechados do LCE. Contudo, as principais modificações 

residem num procedimento que avalia a aquisição da esquiva inibitória e 

a resposta inata de fuga, consecutivamente. Na aquisição da esquiva 

inibitória, registra-se a latência de saída do braço fechado (ou seja, a 

duração da esquiva ao braço aberto) em 3 tentativas consecutivas. 

Usualmente, a duração da esquiva aumenta significativamente a cada 

exposição, indicando a aquisição gradual da resposta. Na avaliação da 

resposta de fuga, o animal é colocado na extremidade de um dos braços 

abertos e registra-se a latência de entrada no braço fechado (latência de 

fuga do braço aberto). Presumivelmente, a esquiva ao braço aberto é um 

modelo de ansiedade generalizada, ou antecipatória, e a fuga do braço 

aberto um modelo de pânico. 

O modelo foi validado para os ansiolíticos benzodiazepínicos 

(diazepam) e agonistas parciais de receptores 5-HT1A (buspirona, 

ipsapirona), os quais prejudicaram a aquisição da esquiva inibitória sem 

alterar a resposta de fuga (Graeff et al., 1993, 1998). De forma similar ao 

observado na clínica, a administração crônica (21 dias) do inibidor 

seletivo de recaptação de serotonina (ISRS), escitalopram, também teve 

efeitos ansiolíticos (Pinheiro et al., 2008). Contrariamente, a esquiva 

inibitória foi facilitada por agentes ansiogênicos (ioimbina, TFMPP, 

mCPP) (Graeff et al., 1998). Corroborando os dados clínicos, a 

administração crônica do antidepressivo tricíclico imipramina atenuou 

tanto a esquiva quanto a fuga do braço aberto, reproduzindo os efeitos 

ansiolíticos e panicolíticos do tratamento crônico, respectivamente. No 

mesmo sentido, a administração aguda facilitou a esquiva ao braço 
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aberto, reproduzindo os efeitos ansiogênicos que podem ocorrer no 

início do tratamento clínico. Contudo, o tratamento agudo também 

atenuou a resposta de fuga, simulando efeitos panicolíticos que só são 

observados em humanos após 4 ou 6 semanas de tratamento com 

imipramina (Teixeira et al., 2000). Não obstante, enquanto os 

tratamentos crônicos (21 dias) com ISRS (clomipramina, fluoxetina) não 

afetaram a esquiva ao braço aberto do LTE, eles produziram uma 

atenuação significante da resposta de fuga, fornecendo uma validação 

consistente desta resposta como um modelo de ataque de pânico 

(Poltronieri et al., 2003). Por outro lado, nem os tratamentos agudos com 

ISRS, nem a buspirona tiveram qualquer efeito sobre a resposta de fuga. 

Contrariamente, a buspirona atenuou a resposta de esquiva, 

reproduzindo seus efeitos ansiolíticos. Por fim, um estudo recente de 

Pinheiro e colaboradores (2008) mostraram que o tratamento crônico 

com o ISRS escitalopram teve efeitos tanto ansiolíticos como 

panicolíticos no LTE. Contudo, a administração aguda teve efeitos 

apenas ansiolíticos. 

 

3.3.4. Campo aberto (open field)  

O campo aberto tem sido utilizado desde as primeiras décadas do 

século passado como um equipamento útil para a medida de reatividade 

de ratos aos ambientes estranhos (Hall, 1941). Estes estudos foram 

ampliados por Broadhurst (1960a,b; 1975) que utilizou uma arena com 

cerca de 1 m de diâmetro, cujo assoalho foi subdividido em um círculo 

central e 2 anéis mais periféricos. Embora estes estudos pioneiros 
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tenham dado uma importância especial à “defecação emocional”, os 

trabalhos mais recentes avaliaram o comportamento exploratório do 

animal separadamente nas áreas central e periférica (Ossenkopp et al., 

1994; Ramos e Mormède, 1998). Segundo estes autores, enquanto o 

aumento da exploração da área periférica (peritaxia) refletiria um efeito 

psicoestimulante, a redução seria indicativa de um efeito sedativo sobre 

o comportamento. Por outro lado, aumentos ou reduções da centrotaxia 

(exploração ou número de cruzamentos da área central) seriam índices 

de efeitos ansiolíticos ou ansiogênicos, respectivamente. De fato, 

Ossenkopp e colaboradores (1994) mostraram que a exposição repetida 

ao campo aberto produz um aumento da exploração da área central 

enquanto reduz a defecação, possivelmente, devido à diminuição da 

ansiedade pela habituação ao ambiente. Estudos com análise de fator 

também mostraram que a centrotaxia correlaciona-se positivamente com 

a exploração dos braços abertos do LCE, mas negativamente com a 

permanência no ambiente escuro, sugerindo que a centrotaxia reflete a 

redução da ansiedade (Ramos e Mormède, 1998). Assim, a despeito de 

alguns resultados contraditórios, o registro separado da locomoção nas 

áreas central e periférica do campo aberto pode ser útil para a detecção 

dos efeitos de manipulações genéticas, ambientais ou farmacológicas 

sobre a ansiedade. De fato, Gentsch e colaboradores (1987) mostraram 

que a administração do benzodiazepínico clordiazepóxido aumentou a 

locomoção na área central, tanto em ratos com níveis reduzidos de 

ansiedade (SHR) quanto nos Wistar-Kyoto (WKY) que são 

presumivelmente mais ansiosos. 
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3.3.5. Modelo da interação social  

Este modelo explora os efeitos ansiedade gerada por ambientes 

estranhos sobre a interação social de ratos. O teste baseia-se na 

observação de que o tempo que os pares de ratos gastam em atividades 

sociais (seguir, cheirar, heterolimpeza, passar sobre, passar sob, etc) é 

inversamente proporcional ao nível de ansiedade. Este modelo foi 

validado do ponto de vista comportamental, fisiológico e farmacológico 

(File e Hyde, 1978; File, 1980, 1985; File e Seth, 2003). Por exemplo, 

File e Hyde (1978) mostraram que a exposição a uma arena estranha, 

ou iluminada, reduz os comportamentos de interação social, 

independentemente de pistas olfatórias, uma vez que o efeito também 

foi observado em ratos anósmicos. Também foi demonstrado que a 

redução da interação social não resulta do aumento do tempo gasto com 

atividades não sociais. Contudo, a redução da interação social aumenta 

índices comportamentais de emocionalidade, tais como o congelamento 

e a defecação. 

O teste de interação social é sensível aos ansiolíticos 

benzodiazepínicos e foi o primeiro a mostrar que antagonistas ou 

agonistas inversos destes receptores são ansiogênicos (File e Seth 

2003). Dentre os últimos, o teste foi validado para o antagonista 

benzodiazepínico flumazenil e para os respectivos agonistas inversos 

ZK93426, ß-CCE, ß-CCP e FG7142 (File et al., 1982, 1984, 1985, 1986; 

File e Lister, 1983; File e Pellow, 1984, 1985). O modelo também 

detectou efeitos ansiogênicos do fator liberador de corticotrofina (CRF) e 

da corticotrofina (ACTH), e efeitos ansiolíticos dos antagonistas dos 
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receptores para neuropeptídeo Y e substância P. Em contraste, o 

ansiolítico buspirona, um agonista parcial de receptores 5HT-1A, não 

apresentou efeitos consistentes, tal como ocorre em vários modelos de 

ansiedade em animais (File e Seth, 2003). O modelo também não pode 

ser validado em ratas, possivelmente, porque estas apresentam 

respostas menos intensas que os machos aos ambientes estranhos. Por 

outro lado, a predominância do comportamento agressivo em 

camundongos parece ser o fator impeditivo para o uso deste modelo 

nesta espécie (De Angelis e File, 1979; Lister e Hilakivi, 1988). 

Por fim, é importante ressaltar que embora este teste seja 

apresentado como o primeiro modelo “etológico” de ansiedade e baseie-

se na redução da interação social pela ansiedade (File e Seth, 2003), a 

etologia nos ensina que o medo foi um dos principais fatores na 

evolução dos laços sociais, tal como podemos observar no papel 

defensivo dos cardumes de peixes, rebanhos, ou da formação de laços 

grupais no homem. De fato, o homem busca a companhia até mesmo de 

estranhos na presença de uma ameaça (Eibl-Eibesfeldt, 1975). 

Adicionalmente, o medo também favorece formas de “interação social” 

na presença de ameaças contextuais. Assim, uma criança amedrontada 

sempre foge em direção à mãe e, em diversas espécies, o alvo da fuga 

é freqüentemente o animal dominante do grupo. Talvez por esta razão, o 

modelo não considera o “contato passivo” (coesão social?) como um 

comportamento de interação social, uma vez que este pode até mesmo 

aumentar em situações de perigo. 

 



29 
 

 

3.3.6. Encontros sociais e agressivos em camundongos  

Krsiak e colaboradores (1984) estudaram os efeitos de drogas no 

comportamento social entre camundongos que foram isolados por várias 

semanas e aqueles mantidos em grupo. Neste modelo, o tratamento foi 

direcionado aos animais isolados e as drogas ansiolíticas tenderam a 

aumentar o comportamento de investigação e reduzir o comportamento 

defensivo. Contudo, em vários casos os efeitos foram observados 

somente em subpopulações de camundongos previamente classificados 

como “tímidos” ou “agressivos”. É possível que estudos mais detalhados 

no comportamento destas subpopulações possam revelar os efeitos de 

drogas relacionadas à ansiedade mais do que numa população normal. 

 

3.3.7. Comportamento social em primatas  

Há evidências, a partir de estudos em primatas, que a posição 

social pode influenciar respostas às drogas. Em macacos nos quais o 

comportamento de dominância é mais sensível às drogas ansiolíticas, os 

subordinados são sensíveis aos antidepressivos (Vellucci, 1991). Assim, 

dentro do mesmo grupo social é possivel usar as respostas 

comportamentais para detectar tanto a ação de ansiolíticos quanto de 

antidepresivos. Estudos etológicos de fatores que levam ao 

desenvolvimento de hierarquias poderiam fornecer dados importantes na 

etiologia da ansiedade e depressão. Por exemplo, enquanto fatores 

como o estresse social e superpopulação têm efeitos importantes nos 

animais subordinados, a exposição à novidade produz efeitos mais 

marcantes nos dominantes. 
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3.3.8. Vocalização induzida pela separação materna  

Existem vários estudos que tentaram usar a vocalização induzida 

pela separação para detectar atividade ansiolítica. Em particular, as 

chamadas ultrasônicas emitidas por filhotes de ratos separados de suas 

mães podem ser um índice adequado para detecção dos efeitos de 

drogas ansiolíticas (Insel et. al., 1986; Gardner, 1985a,b). Contudo, é 

necessário cuidado na interpretação dos resultados. A redução na 

vocalização ultrasônica induzida por benzodiazepínicos pode tanto 

refletir a ação ansiolítica da droga quanto a sua ação sedativa, 

relaxamento muscular, efeitos de hipotermia ou depressão respiratória. 

Recentemente, Blumberg e Alberts (1990) discutiram a função 

evolucionária do ultrasom em roedores, sugerindo interpretações 

improváveis em termos de respostas ansiolíticas. Várias espécies 

emitem vocalização induzida pela separação (Newman, 1991). Embora 

estas respostas sejam modificadas por ansiolíticos e antidepressivos, o 

modelo tem sido criticado em vista do papel fundamental do sistema 

opioidérgico nestas respostas. Notavelmente, no entanto, Preter e 

colaboradores sugeriram uma função central dos opióides nos ataques 

de pânico, uma vez que este sistema é o elo comum entre controle 

respiratório/sufocamento e relações parentais/ansiedade de separação, 

fundamentando a comorbidade clínica do transtorno de pânico e 

ansiedade de separação na infância (Preter e Klein, 2008). De fato, 

voluntários sadios pré-tratados com doses elevadas de naloxona 

exibiram respostas comportamentais e respiratórias ao lactato de sódio 

similares às observadas em pacientes de pânico (Preter et al., 2011). 
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Contudo, o modelo de vocalização ainda não foi validado em relação ao 

pânico. 

 

3.3.9. Privação materna na infância  

 A privação materna é um modelo manifesto de separação 

parental. A perda dos cuidados maternais em animais e humanos 

significa a morte quase certa por fome ou predação (Kuhn e Schanberg, 

1998). Conseqüentemente, o ambiente proporcionado pela mãe no 

período neonatal tem impactos psicológicos e neurobiológicos 

fundamentais no desenvolvimento de várias espécies, principalmente, 

mamíferos (Kuhn e Schanberg, 1998; De Bellis et al., 1999; Pryce e 

Feldon, 2003). Vários estudos indicam a existência de uma forte 

correlação entre eventos traumáticos da infância e anormalidades 

comportamentais e neuroendócrinas na vida adulta (Kendler et al., 1992; 

Furukawa et al., 1999; Teicher et al., 2003). 

 No modelo da privação materna, os animais são separados de 

suas mães por intervalos determinados antes do desmame. O modelo é 

bastante utilizado para o estudo dos efeitos da separação, tanto nos 

filhotes quanto nos pais, em vários sistemas fisiológicos e 

comportamentais. Como a mãe é a primeira ligação entre o filhote e o 

meio ambiente e a amamentação é um período de intenso 

desenvolvimento do cérebro, períodos longos de privação materna 

produzem alterações significativas das respostas ao estresse (Meaney 

et al., 1993; Cirulli et al., 1994; Francis e Meaney, 1999; Giovenardi et 

al., 2000). Além da nutrição, os estímulos tácteis, olfatórios, auditivos e o 
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calor da mãe nos primeiros dias de vida são os estímulos mais 

importantes no desenvolvimento do sistema nervoso dos filhotes (Field 

et al., 1988; Caldji et al., 1998; Kuhn e Schanberg, 1998; De Bellis et al., 

1999; Gunnar, 2003; Newport et al., 2002; Gluckman et al., 2005). O 

tempo de separação também é um fator importante no tipo de resposta 

que será observada no rato adulto (Newport et al., 2002). Segundo 

Zimmerberg e colaboradores (2003), a privação materna se assemelha à 

negligência materna na infância, correspondendo, portanto, ao 

transtorno clínico de ansiedade de separação na infância (ASI, childhood 

separation anxiety). 

 De acordo com o Manual de Estatística e diagnóstico da 

Sociedade Americana de Psiquiatria (DSM IV-TR, APA, 2000), a ASI é 

um transtorno no qual a separação da criança da figura de apego, 

geralmente a mãe, é acompanhada de ansiedade excessiva. Klein 

(1980, 1995) descreve a ASI como um conjunto de sintomas e 

comportamentos de ansiedade que refletem a ativação de um sistema 

específico de alarme que protege o jovem de rupturas reais, ou 

potenciais, dos laços familiares. No mesmo sentido, a Teoria do Apego 

de John Bowlby (1983) sugere que o relacionamento afetuoso, íntimo e 

próximo, da mãe, ou figura materna, na primeira infância (1 a 3 anos de 

idade) é um fator fundamental para o desenvolvimento de uma 

personalidade segura. Ao contrário, a ausência do cuidado materno 

resultaria no desenvolvimento de “apego ansioso” (anxious attachment) 

e “personalidade insegura” no adulto, os quais seriam fatores 
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predisponentes de fobia, pânico e depressão (Bowby, 1982; Ainsworth e 

Bowlby, 1991; Bretherton, 1992). 

 

3.4. Modelos baseados em estimulação intracraniana 

3.3.1. Modelo de ataque de pânico por estimulação da matéria 

cinzenta periaquedutal  

 A estimulação intracraniana de voluntários com eletrodos crônicos 

na matéria cinzenta periaquedutal produz ansiedade, pânico, terror e 

sentimentos de morte iminente acompanhados por sinais neurológicos e 

respostas viscerais que reproduzem os sintomas cardinais dos ataques 

de pânico (AP). A localização dos eletrodos por raios-X mostrou que os 

sítios eficazes encontravam-se na metade dorsal da matéria cinzenta 

periaquedutal (MCPD) (Nashold et al., 1969, 1974). Estudos mais 

recentes com tomografia por emissão positrônica de ataques de pânico 

induzidos por infusão de lactato de sódio (ver item 3.4.1) corroboraram a 

possível participação da MCPD nos ataques de pânico (Reiman et al., 

1989). A MCPD de humanos também é ativada em resposta a ameaças 

próximas ou iminentes, um estado emocional que tem sido relacionado 

aos AP (Maren et al., 2007; Mobbs et al., 2007). De forma similar, a 

estimulação elétrica ou química da MCPD em animais tem sido proposta 

como um modelo consistente de AP (Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; 

Deakin and Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001; Schenberg, 2010). Em 

ratos, enquanto a estimulação da MCPD com estímulos de baixa 

magnitude produz a “reação de congelamento” caracterizada por 

imobilidade tensa e exoftalmia (protrusão do globo ocular e abertura 
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máxima das pálpebras), estímulos mais intensos dão origem a um 

comportamento vigoroso de fuga caracterizado por galopes e saltos que 

alcançam 1 m/s e 50 cm de altura, respectivamente (Bittencourt et al., 

2004; Schenberg et al., 2005). Estes comportamentos são 

acompanhados por padrões distintos de respostas cardiovasculares e 

respiratórias e, menos freqüentemente, micção e defecação (Schenberg 

et al., 1993; Bittencourt et al., 2004). Estudos farmacológicos mostraram 

que a resposta de galope induzida pela estimulação da MCPD do rato foi 

seletivamente atenuada por panicolíticos administrados em doses e 

regimes similares aos empregados na clínica (Schenberg et al., 2001, 

2002; Vargas e Schenberg, 2001). Em contraste, os comportamentos de 

defesa induzidos por estimulação elétrica da MCPD não foram afetados 

por tratamentos ineficazes no TP, incluindo a administração aguda de 

antidepressivos e benzodiazepínicos (Schenberg et al., 2001; Vargas e 

Schenberg, 2001) e os tratamentos agudos e subcrônicos (10 dias) com 

buspirona (Schenberg e Vargas, resultados não publicados). 

 

3.4. Modelos experimentais em humanos 

3.4.1. Lactato  

Pitts e McClure (1967) mostraram que os AP têm “marcadores 

fisiológicos” na medida em que eles podem ser precipitados pela infusão 

endovenosa de lactato de sódio (0,5 M) em pacientes predispostos. De 

fato, Cohen e White (1951) já haviam mostrado que os AP podiam ser 

precipitados por hiperventilação em 5% de dióxido de carbono (CO2), 

mas não no exercício ou na atmosfera ambiente (apud Klein, 1993a). 
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Estudos posteriores forneceram numerosas evidências das propriedades 

panicogênicas do lactato de sódio e CO2. De fato, Klein (1993) sugere 

que os ataques de pânico induzidos por estes agentes permanecem 

como os melhores modelos de pânico clínico, na medida em que eles 

não são precipitados em indivíduos saudáveis (Pitts e McClure, 1967; 

Klein, 1993a; Liebowitz et al., 1985a) ou pacientes com transtorno 

obsessivo compulsivo (Gorman et al., 1985) e fobia social (Liebowitz et 

al., 1985b). 

Os AP produzidos por infusão de lactato ou inalação de CO2 

também são bloqueados por tratamento crônico com antidepressivos 

tricíclicos (Liebowitz et al., 1985c; Rifkin et al., 1981; Woods et al., 1990; 

Yeragani et al., 1988), enquanto o pânico induzido por fármacos (ver 

item 3.4.2) não responde a estes agentes (Dorow et al., 1983; Klein, 

1993a). Contudo, pacientes com TAG e, mais notadamente, com 

transtorno pré-menstrual também são altamente sensíveis ao CO2 

(Lapierre et al., 1984; Kent et al., 2001). A sensibilidade dos pacientes 

com TP ao lactato e CO2, bem como os sintomas respiratórios 

acentuados dos AP, levou Klein e colaboradores a propor que os AP 

sejam alarmes falsos de sufocamento (Klein, 1993a,b; Preter e Klein, 

2008; Shavitt et al., 1992).  

 

3.4.2. Ataques de pânico induzidos por fármacos  

Foram propostos 7 critérios para um agente farmacológico ser 

aceito como um panicogênico ideal (Guttmacher et at., 1983; Gorman 

et al., 1987): 1) o agente na dose panicogênica deve ser seguro para 
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administração de rotina em humanos, 2) os AP induzidos devem ser 

acompanhados por sintomas físicos e subjetivos de ansiedade, terror, 

medo, etc., 3) os pacientes devem julgar o ataque induzido como 

sintomaticamente idêntico, ou muito similar, aos AP espontâneos, 4) a 

indução de AP deve ser específica para pacientes com história de AP 

espontâneos (especificidade absoluta) ou os ataques devem ser 

induzidos em freqüência maior nos pacientes que em indivíduos sadios 

(especificidade de limiar), 5) os efeitos do agente panicogênico devem 

ser consistentes em administrações repetidas no mesmo paciente (se 

houver dessensibilização, esta deve ser previsível com base nos dados 

da clínica), 6) drogas que bloqueiam os AP espontâneos, tais como os 

antidepressivos tricíclicos, inibidores da monoamina oxidase ou 

benzodiazepínicos de alta potência, também devem bloquear o AP 

induzidos farmacologicamente, 7) agentes que não bloqueiam o AP 

clínico não devem bloquear o AP induzido farmacologicamente. 

Segundo Bradwejn e colaboradores (1993), a colecistocinina 

(CCK) satisfaz a maioria dos critérios para um panicogênico ideal e os 

dados pré-clínicos sugerem o seu envolvimento na neurobiologia da 

ansiedade. Em adição, enquanto a CCK tem efeito ansiogênico em 

modelos animais de ansiedade, seus antagonistas exercem efeitos 

ansiolíticos (Deupree e Hsiao, 1987; Hendrie e Dourish, 1990; Hughes 

et al., 1990; Griez e Schruers, 1998). 

Os AP também podem ser deflagrados por ioimbina, flumazenil, 

ß-carbolina, cafeína, etc. (Graeff et al., 2005). O estudo do mecanismo 

de ação de drogas panicogênicas pode ajudar a elucidar as bases 
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neuroquímicas dos AP e transtornos relacionados. Em particular, a 

infusão intravenosa de ioimbina produz AP em 63% dos pacientes com 

TP e em apenas 7% dos indivíduos saudáveis. Estes efeitos foram 

correlacionados ao aumento dos níveis de MHPG, o principal 

metabólito da NA, em pacientes de pânico, e com os aumentos dos 

níveis de cortisol tanto em pacientes quanto voluntários (Charney et al., 

1992). Os AP induzidos pelo antagonista α2-adrenérgico ioimbina têm 

sido relacionados à supressão do feedback negativo mediado por estes 

receptores em terminais e corpos neuronais, aumentando a liberação 

de noradrenalina e a taxa de disparos do lócus cerúleo, 

respectivamente (Grant e Redmond, 1981; Maas et al., 1977). 

Os agonistas inversos dos receptores benzodiazepínicos (ß-

carbolina) também produzem ansiedade em homens (Dorow et al., 

1983; Gentil et al., 1990) e animais (Pellow e File, 1986). Em adição, 

Nutt e colaboradores (1990) observaram que até mesmo o flumazenil, 

um antagonista competitivo dos receptores benzodiazepínicos, 

precipitou AP em 8 de 10 pacientes administrados, mas não teve 

efeitos nos indivíduos sadios. Estes autores utilizaram o flumazenil para 

testar as hipóteses de que os transtornos de ansiedade possam ser 

devidos, de um lado, ao excesso de um agonista inverso endógeno ou, 

de outro, à deficiência de um ansiolítico endógeno. Assim, se a 

ansiedade for devida à presença de um agonista inverso endógeno, o 

flumazenil teria efeitos ansiolíticos em pacientes e neutros nos 

controles. Contrariamente, se o transtorno de ansiedade for devido a 

um déficit de um ansiolítico endógeno, então o flumazenil teria efeitos 
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ansiogênicos tanto em pacientes quanto nos controles. Os resultados 

mostraram que o flumazenil tem efeitos ansiogênicos nos pacientes de 

pânico, corroborando a possibilidade da existência de um ansiolítico 

endógeno. De fato, os ligantes endógenos do receptor 

benzodiazepínico têm sido propostos há várias décadas (Costa et al., 

1983; Guidotti et al., 1983). Alternativamente, Nutt e colaboradores 

(1990) propõem que os receptores benzodiazepínicos dos pacientes de 

pânico podem apresentar um set-point alterado, qual seja, uma 

configuração anormal na qual o receptor seria menos sensível aos 

benzodiazepínicos e o flumazenil agiria como agonista inverso. 

 

3.4.3. Falar em público  

Estudos epidemiológicos revelam que o temor de falar em 

público seja prevalente em estudantes (Geer, 1965) e independente de 

gênero, idade ou etnia (Phillips et al., 1997). Além disso, o medo de 

falar em público é similar à fobia social, uma das formas predominantes 

de fobia (Furmark et al., 1999; Stein et al., 1994; Stein et al., 1996; 

Brunello et al., 2000). Um estudo comparativo mostrou que falar em 

público aumenta a ansiedade em voluntários saudáveis independente 

do traço de ansiedade (predisposição genética), enquanto o teste do 

conflito palavra-cor (Stroop color-word test), que foi proposto 

originalmente como um modelo de atenção, somente é ansiogênico em 

indivíduos com traço acentuado de ansiedade (Palma et al., 1994). 

A simulação de falar em público (SFP) foi originalmente 

desenvolvida por McNair e colaboradores (1982) para indução de 
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ansiedade experimental em humanos. Neste teste, um indivíduo é 

solicitado a proferir um discurso perante uma câmera de vídeo, a qual 

pode ser acionada para gravar seu desempenho. O teste também pode 

incluir medidas fisiológicas, tais como pressão arterial, freqüência 

cardíaca, condutância elétrica da pele, respiração, etc. Em diferentes 

fases da sessão experimental, o indivíduo faz uma autoavaliação 

preenchendo escalas analógicas de quantificação de ansiedade e 

outros estados subjetivos. 

Estudos farmacológicos mostraram que nem os ansiolíticos 

benzodiazepínicos, nem a buspirona afetam a ansiedade induzida no 

SFP, sugerindo sua similaridade ao pânico. Ao contrário, estes agentes 

reduziram a ansiedade medida antes e após o teste, sugerindo que 

esta seja similar à ansiedade generalizada ou à ansiedade 

antecipatória dos pacientes de pânico (Graeff et al., 1985; Guimarães et 

al., 1987, 1989; Zuardi et al., 1993). 

 

4. COMORBIDADE DOS TRANSTORNOS ANSIOSOS E 

DEPRESSIVOS 

Pesquisas epidemiológicas das últimas décadas revelaram que os 

transtornos do humor e da ansiedade apresentam alta comorbidade. Estes 

estudos proporcionaram uma compreensão mais profunda da correlação e 

curso destes transtornos, bem como do seu prognóstico (Brown e Barlow, 

1992; Kessler et al., 1994; Dunner, 2001; Goodwin, 2002). Por exemplo, a ASI 

parece predispor o indivíduo ao desenvolvimento de diversas psicopatologias 

na vida adulta, em particular, a DM e o TP (Klein, 1993b; Blandim et al, 1994; 
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Lipsitz et al., 1994; Canetti et al., 1997; Manicavasagar, 1998; Fava e Kendler, 

2000; Heim e Nemeroff, 2001; Biederman et al., 2004; Doerfler et al, 2008; 

Klauke et al., 2010; Mroczkowski et al., 2011). Por exemplo, num estudo 

epidemiológico de follow-up, 41% dos pacientes com TP apresentaram crises 

depressivas no mesmo ano e 79% nos 10 anos seguintes (Angst e Wicki, 

1993). Pacientes com transtornos comórbidos de depressão e ansiedade 

também apresentam sintomas mais severos e prognósticos menos favoráveis, 

exigindo tratamentos mais precoces e um número maior de hospitalizações. 

Estes pacientes também apresentam um risco maior de suicídio que aqueles 

com transtornos isolados (Coryell et al., 1988; Fawcett, 1992; Lecrubier, 1998; 

Lecrubier e Ustün, 1998; Johnson e Lydiard, 1998; Kaufman e Charney, 2000; 

Kinley et al., 2011).  

Contudo, existem poucos estudos experimentais dedicados à 

modelagem da comorbidade dos transtornos psiquiátricos. Os estudos que 

se seguem buscaram modelar algumas destas condições, em particular, a 

comorbidade de transtornos depressivos e ansiosos com o TP. Para isto, 

combinamos o modelo de ASI por privação materna, bem como os modelos 

de depressão por bulbectomia e DA, com o modelo de ataques de pânico 

por estimulação elétrica da MCPD. 
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OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver modelos experimentais, em animais, da 

comorbidade de transtorno de pânico com depressão e ansiedade de 

separação. 

  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Verificar os efeitos da depressão por bulbectomia olfatória de ratos jovens 

nos comportamentos de pânico experimental induzidos pela estimulação 

elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal na vida adulta. 

 

2. Verificar os efeitos da depressão por desamparo aprendido (learned 

helplessness) de ratos adultos nos comportamentos de pânico experimental 

induzidos pela estimulação elétrica da matéria cinzenta periaquedutal 

dorsal. 

 

3. Verificar os efeitos da privação materna parcial ao longo da amamentação 

nos comportamentos de pânico experimental induzidos pela estimulação 

elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal dos ratos na idade adulta. 
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ESTUDO I: 

 

EFEITOS DA BULBECTOMIA DE RATOS JOVENS NOS 

COMPORTAMENTOS DE DEFESA INDUZIDOS PELA 

ESTIMULAÇÃO ELÉTRICA DA MATÉRIA CINZENTA 

PERIAQUEDUTAL DORSAL NA VIDA ADULTA  
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INTRODUÇÃO
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O transtorno do pânico (TP) é um transtorno de ansiedade 

relativamente comum, com prevalência estimada entre 1% e 3% da população 

em geral (Brown and Barlow, 1992; Frank et al., 2002; Kaufman and Charney, 

2000). Estudos epidemiológicos demonstram que a ocorrência deste transtorno 

é 2 a 4 vezes maior em mulheres (Eaton et al.,1994; Joyce et. al., 1989). O 

sintoma central desta condição é o ataque espontâneo de pânico (AP), que 

pode ocorrer várias vezes ao dia ou somente algumas vezes ao ano 

(Mezzasalma et al., 2004). Os AP são definidos no DSM-IV como um período 

discreto de desconforto ou medo intensos acompanhados por pelo menos 4 

dos seguintes sintomas: palpitações, tremores, suores, aumento da freqüência 

respiratória, sensação de sufocamento, medo de morrer e medo de perder a 

razão. Contudo, Klein (1993a,b) sugere que os sintomas cardinais dos AP 

sejam dispnéia repentina, hiperventilação, pânico e desejo de fuga. 

Atualmente, o TP é considerado como uma síndrome distinta 

tanto do transtorno de ansiedade generalizada (TAG) quanto dos outros 

transtornos de ansiedade (APA, 1994). Contudo, os pacientes com TP também 

se queixam freqüentemente de “ansiedade antecipatória”, isto é, do medo 

antecipado de desamparo na eventualidade de um AP, uma condição que pode 

agravar-se em “agorafobia” incapacitante. Adicionalmente, os AP apresentam 

alta comorbidade com depressão e ansiedade de separação, estados 

relacionados à sensação de desamparo e, indiretamente, à agorafobia 

(Cassano et al., 1989; Klein, 1993b; Blandin et al., 1994; Gorman, 1996; 

Gorman e Coplan, 1996; Johnson e Lydiard, 1998; Ballenger, 1998; Dunner, 

1998, 2001; Kaufman e Charney, 2000).  
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Por outro lado, as respostas de defesa produzidas pela 

estimulação elétrica ou química da metade dorsal da matéria cinzenta 

periaquedutal (MCPD) têm sido propostas como um modelo de AP (Gentil, 

1988; Jenck et al., 1995; Deakin and Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001). 

Assim, enquanto a estimulação da MCPD com intensidades baixas produz a 

“reação de congelamento” (exoftalmia e imobilidade tensa), as intensidades 

mais elevadas desencadeiam respostas de fuga (trotes, galopes e saltos). 

Embora com menor freqüência, a micção e defecação também são observadas 

em resposta à estimulação da MCPD (Schenberg et al., 1993; Bittencourt et al., 

2004). Estudos farmacológicos mostraram que o galope induzido por 

estimulação elétrica da MCPD é seletivamente atenuado por panicolíticos 

administrados em doses e regimes similares aos da terapia do pânico 

(Schenberg et al., 2001, 2002; Vargas e Schenberg, 2001). Embora estes 

resultados sejam indícios convincentes do envolvimento da MCPD nos AP, as 

causas da ocorrência espontânea destes ataques permanecem obscuras. 

Contudo, como o TP tem alta comorbidade com depressão e ansiedade de 

separação, estas condições podem ser fatores predisponentes importantes na 

maior vulnerabilidade dos indivíduos predispostos a estes ataques. Em 

particular, a depressão parece ser a condição mais freqüentemente associada 

ao TP (Lecrubier, 1998; Lecrubier e Üstun, 1998). Num estudo epidemiológico, 

41% dos sujeitos que tiveram AP sofreram depressão no mesmo ano e a taxa 

aumentou para 79% ao longo de 10 anos (Angst e Wicki, 1993). 

Adicionalmente, pacientes com TP e depressão apresentam ataques mais 

severos de pânico e um risco maior de suicídio (Jonhson e Lyard, 1998; 

Lecrubier, 1998; Lecrubier e Ustün, 1998; Kaufman e Charney, 2000).  
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Dentre os vários modelos de depressão em animais (Van Riezen 

and Leonard, 1990; Overstreet, 1993; Kelly et al., 1997; Palanza, 2001), a 

remoção bilateral do bulbo olfatório, ou bulbectomia (BO), modifica o cérebro 

cronicamente e promove alterações complexas de parâmetros 

comportamentais, neuroquímicos, neuroendocrinológicos e neuroimunológicos, 

que são similares àquelas encontradas em pacientes com depressão maior 

(Jesberger e Richardson, 1988; Van Rinzen e Leonard, 1990; Kelly et al., 1997; 

Cryan e Mombereau, 2004; Song e Leonard, 2005). Por sua vez, a maioria das 

mudanças comportamentais e bioquímicas observadas nos ratos 

bulbectomizados (BOX) são atenuadas ou revertidas por tratamentos crônicos 

com antidepressivos (Jesberger e Richardson, 1986; Van Rinzen e Leonard, 

1990; Kelly et al., 1997). Assim, o modelo de bulbectomia olfatória proposto 

como modelo de depressão, apresenta uma fundamentação teórica consistente 

e validade preditiva, mostrando ser sensível em detectar sintomas que são 

fundamentais na patologia da depressão (Bourin et al., 2001).  

Portanto, para avaliar as bases biológicas da comorbidade de 

depressão e TP, o presente estudo examinou os efeitos da bulbectomia 

bilateral de ratos jovens nos limiares das respostas de defesa produzidas pela 

estimulação elétrica da MCPD na vida adulta. 
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MATERIAL E MÉTODOS
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ANIMAIS 

 
 Ratos Wistar machos nascidos no nosso laboratório, foram 

criados com suas mães em caixas de polietileno (49 cm X 34 cm X16 cm). 

Após o desmame, os filhotes foram acomodados em grupos de 4 animais até o 

40º dia pós-natal (P40). Em seguida, os ratos foram submetidos aos 

procedimentos cirúrgicos e alojados em caixas individuais com paredes de 

vidro e assoalho coberto com serragem. Os animais foram mantidos numa sala 

com temperatura controlada (23 ºC) e ciclo claro-escuro (12 X 12 h, luzes 

acesas às 6:00 h), com água e ração ad libitum. 

Os procedimentos foram aprovados e realizados estritamente de 

acordo com.o comitê de ética no uso de animais desta Universidade (CEUA-

UFES). 

 

PROCEDIMENTOS 

 

 Os ratos foram divididos em dois grupos, bulbectomizados (BOX, 

n=22) e ficticiamente operados (RFO, n=28), os quais foram submetidos à 

bulbectomia ou à cirurgia fictícia aos 40 dias de idade, respectivamente. 

Posteriormente, os ratos foram implantados com um eletrodo na MCPD (P60) e 

submetidos à estimulação intracraniana (P65) e aos testes de campo aberto 

(P66), labirinto-em-T elevado (P67) e natação forçada (P68), conforme na 

Tabela 1. Os pesos corporais foram registrados em P40 e ao término do 

experimento.  
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Bulbectomia olfatória 

 

O procedimento cirúrgico para realização da bulbectomia bilateral 

foi descrito por Van Rizen e Leonard (1990). Conforme salientado por estes 

autores, tomou-se o cuidado para que houvesse a remoção completa dos 

bulbos olfatórios, sem causar danos às áreas vizinhas. Somente ratos que 

apresentaram bulbectomia completa foram utilizados no experimento (Figura 

1). 

Tabela 1. Principais etapas do experimento de depressão por bulbectomia 
(EIC: estimulação intracraniana, CA: teste de campo aberto, LTE: labirinto-em-
T elevado, NF: natação forçada, PTC: perfusão transcardíaca). 

Grupos P40 P60 P65 P66 P67 P68 P69 

BOX Bulbectomia 
Implantação 
do eletrodo 

EIC CA LTE NF PTC 

RFO 
Operação 

fictícia 
Implantação 
do eletrodo 

EIC CA LTE NF PTC 

 

 

Figura 1. Cérebro do rato bulbectomizado (acima) ou intacto (abaixo). 
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Os animais eram administrados com ceftriaxona sódica (30 mg/kg 

I.M.) e diclofenaco sódico (1 mg/kg, I.M.), anestesiados com hidrato de cloral 

(400 mg/kg, I.P.) e fixados ao aparelho estereotáxico (David Kopf, EUA). Após 

a exposição do crânio, o osso frontal era trepanado cerca de 6 mm anterior ao 

bregma com uma broca odontológica diamantada (KG Sorensen 1016, São 

Paulo, SP). Em seguida, os bulbos olfatórios eram seccionados e aspirados 

com um escalpe® (calibre 16, Mallen, Rio de Janeiro, Brasil) acoplado a um 

aspirador hospitalar (DIA-PUMP® Modelo CA, Fanem, SP). A incisão era então 

suturada e tratada topicamente com antisséptico e rifamicina. Os RFOs eram 

submetidos aos mesmos procedimentos, todavia, sem secção e aspiração dos 

bulbos olfatórios. Ao final da cirurgia, os animais eram mantidos numa placa 

aquecida a 30 ºC até a total recuperação da anestesia. 

 

Confecção dos eletrodos 

 

Os eletrodos eram confeccionados com um fio de aço inoxidável 

(Califórnia Fine Wire Company, Grover City, CA, EUA) de 250 µm de diâmetro, 

isolado em toda a sua extensão, com exceção da sua extremidade livre. Um 

outro fio de aço inoxidável, não isolado, servia como eletrodo indiferente. Os 

eletrodos eram soldados a um soquete de circuito integrado (Celis, BCPT 50, 

São Paulo, SP, Brasil). 
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Implantação do eletrodo na MCPD 

 

Em P60, os ratos eram anestesiados com hidrato de cloral 

(400mg/kg, I.P.) e fixados ao aparelho estereotáxico (David Kopf, EUA) com o 

bregma e o lambda no mesmo plano horizontal. Em seguida, realizava-se uma 

tricotomia da parte superior da cabeça e uma pequena área oval da pele e 

tecidos subcutâneos eram removidos, expondo-se a calota craniana à altura do 

lambda. Após a limpeza e secagem do campo, fazia-se 4 orifícios com o auxílio 

de uma broca odontológica, 2 em cada osso parietal e 2 nos interparietais, que 

serviam para a introdução de parafusos de aço inoxidável para fixação da 

prótese cirúrgica. A seguir, realizava-se a trepanação da região do lambda com 

uma broca adiamantada (KG Sorensen 1016), expondo-se o cérebro à altura 

do seio venoso. O centro da confluência dos seios era utilizado como 

referência para a implantação do eletrodo. Com o auxílio de uma agulha 

hipodérmica perfurava-se a dura-máter, afastava-se o seio venoso e introduzia-

se o eletrodo em direção à região dorsolateral da MCPA de acordo com as 

coordenadas: 7,5 mm posterior ao bregma, 0,4 mm lateral ao plano sagital e 

4,3 mm a partir da superfície do seio venoso. Em seguida, o fio indiferente era 

soldado a um dos parafusos fixados e o campo cirúrgico era preenchido com 

resina autopolimerizável (JET, São Paulo, Brasil), formando uma prótese 

sólida. Por fim, um tubo de plástico de 1 cm de altura e diâmetro era fixado 

sobre a prótese para a proteção do eletrodo e fixação do cabo de estimulação. 

Ao término da cirurgia os animais eram mantidos numa placa aquecida (30 ºC) 

até a recuperação. 
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Estimulação intracraniana 

 

Cinco dias após a cirurgia, os ratos eram conectados a um 

estimulador de corrente constante de pulso senoidal (FDV, Ribeirão Preto, SP, 

Brasil) por meio de um cabo leve e flexível acoplado a um conector giratório de 

mercúrio e colocados numa arena de acrílico transparente (open-field) de 60 

cm de diâmetro e altura. Após um período entre 10 a 30 min de habituação, os 

ratos eram estimulados com pulsos senoidais (0-70 µA, 60 Hz, 30 s) de 

intensidades crescentes em passos de 5 µA, aplicados em intervalos de 3 a 5 

min e monitorados por um osciloscópio (V-121 Hitachi-Denshi, Malásia). Os 

comportamentos eram registrados de acordo com um etograma descrito em 

estudos anteriores (Schenberg et al., 2001, 2002, 2005; Vargas e Schenberg, 

2001; Bittencourt et al., 2004). Os comportamentos foram registrados de modo 

binário, ou seja, como ‘emitidos’ ou ‘não’, independentemente de sua 

freqüência ou duração durante o período de estimulação. Os experimentos 

foram conduzidos num ambiente com som atenuado e temperatura controlada 

(23-25 ºC). 

 

Teste de campo aberto 

 

 Neste teste o rato era colocado numa arena de acrílico 

transparente (open-field) de 60 cm de diâmetro e altura, com o assoalho 

dividido em 12 espaços, dos quais 4 compunham um círculo central e 8 

compunham um anel periférico. O rato era filmado por 10 minutos com uma 

câmera digital SONY (Modelo DSC-W70). Os comportamentos de micção, 
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defecação, cruzamentos, locomoção periférica (peritaxia) e central (centrotaxia) 

foram quantificados off-line pela análise dos filmes. 

 

Teste do labirinto-em-T elevado 

 

 O LTE é um equipamento obtido pelo fechamento de um dos 

braços fechados do LCE. Os ratos são avaliados quanto ao aprendizado da 

esquiva inibitória ou no desempenho numa resposta inata de fuga. 

 No treino da esquiva inibitória, o rato era colocado na extremidade 

do braço fechado por três vezes sucessivas (esquivas 1-3), em intervalos de 30 

segundos, registrando-se o tempo de permanência no braço fechado para cada 

tentativa. A aprendizagem da esquiva inibitória era expressa pelo aumento da 

duração da esquiva ao longo das tentativas. Após o treino de esquiva, o animal 

era colocado na extremidade do braço aberto, registrando-se a latência da 

fuga. O tempo de 300 segundos foi estabelecido como limite tanto para a 

duração da esquiva como para a latência de fuga. Os testes eram realizados 

numa sala com iluminação de 44 lux.  

 

Teste da natação forçada 

 

 O teste da natação forçada (NF) foi conduzido num cilindro de 

acrílico de 28,5 cm de diâmetro por 62 cm de altura, e coluna dágua de 54 cm. 

Na sessão pré-teste (PNF) os ratos eram colocados no cilindro por 15 min. No 

dia seguinte (NF), os ratos eram filmados com uma câmera digital SONY 

(Modelo DSC-W70) durante 5 minutos. O comportamento de natação foi 
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definido como o nado propriamente dito, mergulhos ou tentativas de escalar as 

paredes do cilindro. Na imobilidade o animal permanecia praticamente imóvel, 

apresentando apenas pequenos movimentos para manter a cabeça fora da 

água. O tempo de imobilidade foi quantificado posteriormente pela análise dos 

filmes. 

 

Histologia 

 

 Ao término do experimento os ratos eram anestesiados com 

hidrato de cloral (400 mg/kg, I.P.), fixados a uma plataforma de perfusão e 

submetidos a uma toracotomia. Após a exposição do coração e da ligadura da 

aorta descendente, introduzia-se uma agulha no ventrículo esquerdo. Em 

seguida, o átrio direito era seccionado e realizava-se a perfusão com 200 ml de 

solução salina (NaCl 0,9 %) e 250 ml de solução de formaldeído (10 %) com o 

auxílio de uma bomba peristáltica (Masterflex CE 77120-70, Barrington, EUA). 

As cabeças eram mantidas por cerca de 10 dias em solução de formaldeído 

(10 %) para “molda”’ o trato do eletrodo e, em seguida, os cérebros eram 

retirados das caixas cranianas e mantidos por 2 dias adicionais em 

formaldeído. Por fim, os cérebros eram preparados em blocos do mesencéfalo 

e seccionados num micrótomo de congelamento (Jung AG, Heidelberg, 

Alemanha) em cortes de 40 µm de espessura. Os cortes eram estendidos em 

lâminas gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho neutro (Sigma, 

EUA) e montados com DPX (Aldrich Chemical Company, EUA). Os sítios das 

estimulações foram identificados por lupa (Olympus Optical-SZ40, Japão), 
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fotografados (Sansung-SDC415ND, Coréia), e registrados em diagramas 

coronais do atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson (1998). 

 

Análise estatística 

 

Variáveis binárias: As curvas de probabilidade das respostas à estimulação 

elétrica da MCPD foram obtidas pelo ajuste logístico das proporções das 

respostas limiares em função do logarítimo da intensidade de corrente, de 

acordo com o modelo: 

P (yij|xij) = [1+exp-(αj+βjxij)]
-1  

Onde: P é a probabilidade esperada da resposta yij para um dado 

estímulo xij, αj é o intercepto e βj a inclinação da jésima curva de intensidade-

resposta (isto é, grupos BOX e RFO). Ajustes logísticos significantes foram 

avaliados pelo χ2 de Wald (χ 2
w = [β/EP]2), onde EP é o erro padrão de βj. 

As curvas intensidade-resposta dos grupos BOX e RFO foram 

parametrizadas por meio de variáveis indicadoras (0 e 1) e comparadas pela 

diferença dos desvios de verossimilhança do modelo completo (4 parâmetros) 

e dos modelos reduzidos (3 parâmetros), proporcionando valores de χ 2 com 1 

graus de liberdade para comparações de locação ou paralelismo das 

regressões. Os χ2 dos testes gerais de locação e paralelismo. O ajuste por 

máxima verossimilhança foi realizado pelo procedimento “Logistic” do programa 

SAS (SAS®, Cary, EUA). Os resultados foram descritos pelos limiares 

medianos (I50), bem como sua variação percentual (∆I50%), e pelos respectivos 

erros padrões (EP) e intervalos de confianças (IC 95%) computados pelas 

fórmulas que se seguem: 
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Log(I50) = -α/β 

I50 = 10-α/β 

EP{Log (I50)} = {[Var(α) -2(α/β)Cov(α,β) + (α/β)2Var(β)]/β2}1/2 

EP(I50) = I50{EP[Log(I50)]} 

IC95% (I50) = I50 ± 1,96{EP(I50)} 

Onde, as variâncias (Var) e covariâncias (Cov) dos parâmetros 

foram obtidas pela matriz estimada de covariância do procedimento Logistic. A 

descrição detalhada destes métodos pode ser encontrada em Collett (2003). 

 

Variáveis contínuas: Os efeitos da bulbectomia nas latências de fuga do LTE e 

nos comportamentos do CA e NF foram avaliados por testes-t de Student para 

amostras independentes. As respostas de esquiva do LTE foram avaliadas por 

ANOVA para medidas repetidas seguida por teste-t. As diferenças foram 

consideradas significantes para o nível descritivo de 5% (amostras pareadas) 

ou para o critério de 5% de Bonferroni (comparações múltiplas).  
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RESULTADOS
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Sítios estimulados. Os sítios estimulados localizaram-se predominantemente 

nas colunas dorsolateral e dorsomedial da MCPA (BOX= 90%, RFO= 65%). Os 

restantes localizaram-se em áreas contíguas da coluna lateral (RFO= 8%) e 

das camadas profundas do colículo sup erior (BOX= 10%, RFO= 27%) (Fig. 2). 

 

-7.64-7.30 

-8.00 

-7.80

-8,72

-6.30

-8.80 

-8.30 

-6.80-6.04

 

Figura 2. Sítios estimulados nos ratos bulbectomizados (círculos cheios) e ratos 
com operação fictícia (círculos vazios). Embora todos os eletrodos tenham sido 
implantados no lado direito do cérebro, eles foram representados em lados 
distintos para melhor visualização Os números representam as coordenadas 
ântero-posteriores em relação ao bregma de cortes coronais do atlas do 
cérebro do rato de Paxinos e Watson (1998). 
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Figura 3. Efeitos da bulbectomia sobre os limiares das respostas de defesa 
induzidas por estimulação elétrica da MCPD. As curvas intensidade-resposta 
representam o ajuste logístico das freqüências acumuladas das respostas 
limiares. r -número de animais que apresentaram a resposta, n -número total 
de ratos estimulados. As linhas vermelhas indicam diferenças significantes em 
relação ao grupo RFO (P<0,05, teste do χ2 da razão de verossimilhanças para 
a locação das curvas). 
 

Efeitos da bulbectomia sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por 

estimulação da MCPA. Comparados aos limiares das respostas de defesa dos 

ratos ficticiamente operados, os ratos bulbectomizados apresentaram uma 

redução significativa dos limiares de imobilidade (∆I50%= -18%; χ2= 4,2; 1 g.l.; 

P<0,05), exoftalmia (∆I50%= -32%; χ2= 11,8 ; 1 g.l.; P<0,001), trote (∆I50%= -

22%; χ2=9,3; 1 g.l.; P<0,005), galope (∆I50%= -14%; χ2=8,2; 1 g.l.; P<0,005) e 
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salto (∆I50%= -19%; χ2=9,7; 1 g.l.; P<0,005). Contrariamente, os limiares de 

micção não foram alterados e os da defecação sofreram um aumento 

significativo (∆I50%= 119%; χ2=13,2; 1 g.l.; P<0,0005) (Fig.3). 

 

Efeitos da bulbectomia sobre a natação forçada. Os ratos bulbectomizados 

apresentaram um tempo maior de imobilidade que os ficticiamente operados 

(163,1±7,5 s versus 129,1±9,6 s, P<0,01). 

 

Efeitos da bulbectomia sobre o desempenho no LTE. As latências de 

exploração dos braços abertos apresentaram aumentos significativos ao longo 

das 3 exposições ao LTE (F2,62=18,07; P<0,0001). Contudo, não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos BOX e RFO (Tabela 2). 

Adicionalmente, a latência de fuga do braço aberto do grupo BOX foi 

estatisticamente maior que a do grupo RFO (98±26,1 s e 38,9±7,3 s, 

respectivamente, P<0,03). 

 

Tabela 2. Duração da esquiva inibitória em 3 exposições sucessivas ao 
labirinto-em-T elevado de ratos bulbectomizados (BOX) ou ficticiamente 
operados (RFO). Os valores representam as durações em segundos 
(média±EPM). * e + P<0,05, estatisticamente diferente da Esquiva 1 e Esquiva 
2, respectivamente (critério de 5% de Bonferroni). 

Grupos Esquiva 1 Esquiva 2 Esquiva 3 

BOX 27,5± 18,3 99,7± 34,9* 136,9± 37,2* 

RFO 37,6± 17,0 97,1± 28,4* 212,0± 28,9*+ 

 
 
 
Efeitos da bulbectomia sobre a exploração da arena. Os ratos BOX 

apresentaram atividade exploratória (periférica e central) e número de 
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cruzamentos da área central ligeiramente inferiores aos RFO (P<0,05). Não 

foram observadas diferenças significantes para micção e defecação. 

 

Tabela 3. Efeitos da bulbectomia sobre a exploração da arena. Os valores 
representam as médias±EPM. * P<0,05, estatisticamente diferente do grupo 
RFO (testes-t para duas amostras). 

Grupos Peritaxia Centrotaxia Cruzamentos Micção Defecação 

BOX 31,1±7,2* 3,2±0,8* 1,0±0,4* 0,1±0,1 1,4±0,5 

RFO 48,4±7,1 7,2±2,1 2,9±0,9 0,1±0,1 1,1±0,3 

 

 

Efeitos da bulbectomia sobre o peso corporal. Os pesos corporais 

(média±DPA) dos ratos BOX e RFO no momento da bulbectomia foram 

virtualmente idênticos (185,1±23,4 g e 184,4±25,0 g, respectivamente). 

Contudo, os ratos BOX apresentaram pesos significativamente inferiores aos 

RFO em P60, no momento da implantação do eletrodo (298,0±51,9 e 

342,3±45,1 g, respectivamente, P<0,002). 
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DISCUSSÃO
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Somente ratos com bulbectomia bilateral completa e sem lesão do 

córtex prefrontal foram utilizados neste estudo. Observações não sistemáticas 

durante o manuseio destes animais corroboraram o desenvolvimento de 

“irritabilidade” e resistência à captura sem, no entanto, atacar ou morder o 

experimentador. De fato, os relatos de alta agressividade de ratos 

bulbectomizados parecem ser devidos às lesões adicionais do córtex 

prefrontal, dentre outros fatores (Song e Leonard, 2005). Em todo caso, é 

importante notar que a irritabilidade é um sintoma encontrado em alguns 

pacientes com depressão (APA, 1994). 

Confirmando observações anteriores (Kelly et al., 1997), os ratos 

BOX apresentaram pesos inferiores ao término do experimento. Embora 

anósmicos, os ratos BOX tiveram contato oral permanente com os alimentos. 

Portanto, o menor ganho de peso pode ter sido devido à anedonia, uma 

característica central da bulbectomia em ratos (Romeas et al., 2009) e da 

depressão humana (APA, 1994; Kennedy, 2008). 

Os ratos BOX também apresentaram um tempo maior de 

imobilidade no teste de natação forçada, confirmando os efeitos pró-

depressivos da bulbectomia verificados em outros testes comportamentais 

(Jesberger and Richardson, 1988; Song and Leonard, 2005; Kelly et al., 1997). 

No teste de campo aberto, os ratos do grupo BOX apresentaram 

atividade exploratória (periférica e central) e número de cruzamentos da área 

central ligeiramente inferiores aos RFO. Enquanto a redução da atividade 

exploratória periférica pode estar associada à redução dos comportamentos 

motivados por alimento (Leonard et al., 1979) e sexual (Larsson, 1971; Lumia 

et al., 1992), a redução dos cruzamentos da área central tem sido associada ao 
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aumento da ansiedade (Ramos et al., 1997; Ramos e Mormède, 1998). Embora 

os nossos resultados corroborem o modelo de depressão por bulbectomia, 

outros autores relataram resultados opostos, com aumento da atividade 

exploratória no campo aberto (Klein e Brown, 1969; Van Riezen and Leonard, 

1990) e redução da ansiedade em ratos bulbectomizados expostos ao LCE 

(Song et al., 1996). Os resultados contraditórios podem ter sido devidos à 

realização da bulbectomia em ratos mais jovens (P40), ao diâmetro menor da 

nossa arena (60 cm), ou outras diferenças metodológicas (iluminação, etc). 

No teste do LTE, ansiedade e pânico estão relacionados à 

esquiva e fuga dos braços abertos, respectivamente (Viana et al., 1994; 

Zangrossi e Graeff, 1997; Graeff et al., 1998). No presente experimento, não 

foram observadas diferenças entre os grupos BOX e RFO quanto à aquisição 

da resposta de esquiva, descartando efeitos tanto ansiolíticos quanto 

ansiogênicos. Por outro lado, a latência de fuga do braço aberto foi maior no 

grupo BOX, sugerindo um efeito panicolítico da bulbectomia. Contudo, não 

houve a exposição prévia dos ratos aos braços abertos do LTE, tal como têm 

sido usado nos experimentos mais recentes com este equipamento 

(Nascimento et al., 2010). 

Contrariamente, a bulbectomia teve efeitos panicogênicos no 

modelo de AP por estimulação da MCPD, produzindo uma redução expressiva, 

entre 14% e 22%, dos limiares das respostas de imobilidade, trote, galope, 

salto e, principalmente, exoftalmia, cujos limiares foram reduzidos em 32%. 

Estes resultados são dignos de nota uma vez que os sítios de estimulação dos 

ratos BOX e RFO foram bastante similares, localizando-se majoritariamente 

nas colunas dorsolateral e dorsomedial da MCPA. 
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Adicionalmente, é importante notar que os limiares de micção não 

foram alterados e os da defecação sofreram um aumento expressivo (119%). 

Assim, embora a defecação e a micção sejam usualmente associadas ao 

medo, o presente estudo e os anteriores sugerem que estas respostas sejam 

devidas à ativação concomitante de sistemas independentes daqueles que 

medeiam as respostas de exoftalmia, imobilidade, trote, galope e salto. De fato, 

além da defecação e micção apresentarem limiares mais elevados que as 

últimas respostas, a defecação não foi induzida pela estimulação da coluna 

dorsolateral da MCPA com ácido N-metil-D-aspártico (Bittencourt et al., 2004; 

Schenberg et al., 2005). Além disto, enquanto os tratamentos locais com 

bloqueadores de canais de cálcio (Schenberg et al., 2000) e hormônio liberador 

da tireotrofina (Siqueira et al., 2010) produziram uma atenuação acentuada da 

exoftalmia e respostas somáticas de defesa, eles não tiveram efeito algum 

sobre a micção e defecação. Contrariamente, a administração sistêmica de 

diazepam atenuou a micção e a defecação, mas não teve efeitos sobre as 

demais respostas de defesa (Schenberg et al., 2001). Por fim, resultados 

recentes do nosso laboratório também mostraram que a tiroxina, o dióxido de 

carbono e o cianeto de potássio têm efeitos opostos sobre os dois conjuntos de 

respostas. Por outro lado, Blok e colaboradores (1997, 1998) mostraram que a 

MCPA também é ativada durante a resposta fisiológica de micção de humanos. 

Assim, embora as respostas de micção e defecação também possam ser 

elementos da resposta fisiológica de medo, as evidências acima sugerem que 

estas respostas são independentes das demais respostas de defesa induzidas 

por estimulação da MCPD. Este fato tem relevância clínica na medida que os 
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AP de humanos não são acompanhados por urgências de defecação ou 

micção (APA, 1994). 

As respostas defensivas induzidas por estimulação da MCPD têm 

sido indistintamente propostas como um modelo experimental de AP (Gentil, 

1988; Jenck et al., 1995; Deakin e Graeff, 1991). Contudo, a bulbectomia não 

facilitou a micção e a defecação. Por outro lado, as evidências farmacológicas 

sugerem que o galope seja a resposta mais representativa do AP (Schenberg 

et al., 2001). De fato, o galope induzido por estimulação da MCPD do rato foi 

seletivamente atenuado pela administração de fluoxetina em regime e doses 

similares aos empregados na terapia do TP (Schenberg et al., 2001, 2002; 

Vargas e Schenberg, 2001). Ao contrário, enquanto o galope não foi afetado 

por drogas ineficazes na terapia do pânico, ele foi facilitado pelos panicógenos 

pentilenotetrazol, ioimbina e colecistocinina (Schenberg et al., 2001; Jenck et 

al., 1995; Bertoglio et al., 2007). No mesmo sentido, a resposta natural de fuga 

dos roedores também apresenta perfil farmacológico compatível com o dos AP 

(Blanchard et al., 2003). Em realidade, a bulbectomia teve efeitos facilitadores 

ainda maiores na imobilidade e, principalmente, exoftalmia. Estes efeitos são 

significativos uma vez que estas respostas apresentam os menores limiares de 

defesa tanto nos RFO do presente estudo quanto em ratos intactos de estudos 

anteriores (Bittencourt et al., 2004). É possível, portanto, que enquanto o 

galope seja o estado mais representativo dos AP, a imobilidade e a exoftalmia 

possam estar relacionadas à ansiedade antecipatória. 

A bulbectomia olfatória resulta em degeneração retrógrada de 

neurônios que se projetam para e a partir do bulbo olfatório, incluindo o 

hipocampo, amígdala, locus coeruleus, núcleo dorsal da rafe (NDR) e núcleo 
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central mediano da rafe (NCMR) (Song e Leonard, 2005; Jancsar e Leonard, 

1983; Nesterova et al.,1997; Watanabe et al., 2003). As alterações no sistema 

serotonérgico observadas em ratos bulbectomizados (Jancsar e Leonard, 1984; 

Lumia et al., 1992, Kelly et al., 1997; Watanabe et al., 2003; Song e Leonard, 

2005) são similares àquelas dos pacientes com depressão maior (Mann, 1999). 

Notavelmente, a bulbectomia reduz a síntese de serotonina (5-HT) no NDR e 

NCMR, mas não em outras áreas do cérebro (Watanabe et al., 2003). Estas 

alterações são revertidas por tratamentos crônicos com antidepressivos (Song 

e Leonard, 1995). Portanto, de acordo com o modelo proposto por Graeff e 

colaboradores (Deakin e Graeff, 1991, Graeff, 2004), a degeneração dos 

neurônios do NDR pode ser responsável pela facilitação dos comportamentos 

tipo-pânico da estimulação da MCPD, enquanto a degeneração dos neurônios 

do NCMR seria responsável pelos efeitos pró-depressivos da bulbectomia. 

Portanto, a despeito dos resultados inconsistentes no LTE, a 

bulbectomia facilitou a imobilidade no teste da natação forçada, corroborando 

os efeitos pró-depressivos deste procedimento, reduziu a exploração da área 

central do campo aberto, sugerindo efeitos ansiogênicos, e facilitou os 

comportamentos de defesa produzidos pela estimulação da MCPD, 

reproduzindo os dados clínicos da alta comorbidade do pânico e depressão. 
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ESTUDO II: 

 

EFEITOS DO DESAMPARO APRENDIDO (LEARNED 

HELPLESSNESS) NOS COMPORTAMENTOS DE 

DEFESA INDUZIDOS PELA ESTIMULAÇÃO ELÉTRICA 

DA MATÉRIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSAL 

DE RATOS 
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INTRODUÇÃO
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Os transtornos de humor englobam um grande grupo de 

condições psiquiátricas nas quais o humor patológico e perturbações 

associadas dominam o quadro clínico. Dentre estes, a depressão maior (DM) é 

um dos transtornos mais incapacitantes da psiquiatria (Fava e Kendler, 2000; 

Kulkarni e Dhir, 2007). Pacientes com DM exibem perda de energia e interesse, 

anedonia, distúrbio do sono e apetite, sentimentos de culpa, dificuldade de 

concentração, retardo psicomotor, pensamentos recorrentes sobre a morte e, 

inclusive, tentativas freqüentes de suicídio (Austin et al., 2001; Tafet e 

Bernardini, 2003; Charney e Manji, 2004; Harvey et al., 2004; Dinan e Scott, 

2005; Hihn et al., 2006; Kennedy, 2008). Um estudo da Organização Mundial 

de Saúde relatou que a depressão é a principal causa de incapacitação e a 

quarta causa na redução da vida produtiva do indivíduo, incluindo a morte 

prematura (Charney e Manji, 2004). 

Por outro lado, indivíduos expostos a eventos estressantes podem 

desenvolver sintomas depressivos (Dolan et al., 1985; Gold et al, 1988a, 

1988b; Post, 1992; Dinan, 1994; Kendler et al., 1999; Tafet e Bernardini, 2003; 

Czéh et al., 2006; Alfonso et al., 2005; Henn e Vollmayr, 2005; Hammack et al., 

2011). Também há evidências de que o grau de controlabilidade do estresse 

modula o impacto dos estressores ambientais (Maier 1984; Maier e Watkins, 

2010). Contudo, a depressão também pode envolver fatores predisponentes de 

natureza genética (Kendler e Karkowski-Shuman, 1997; Bougarel et al., 2011). 

Existem, no entanto, provas convincentes de que as experiências 

estressantes na infância como negligência ou perda dos pais, ou abuso físico 

ou sexual da criança, são fatores de risco importantes para o desenvolvimento 

da depressão na vida adulta (Cannetti et al., 1997; McCauley et al., 1997; 
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Repetti et al., 2002; Heim e Nemeroff, 2001; Widom et al., 2007). Uma 

abordagem amplamente aceita sugere, portanto, que a combinação de fatores 

genéticos, experiências estressantes da infância e estresse por períodos 

prolongados determinam a resposta do indivíduo a situações novas de estresse 

e sua vulnerabilidade aos transtornos psiquiátricos, incluindo a depressão 

(Charney e Manji, 2004). 

Dentre os vários modelos experimentais de depressão (Porsolt et 

al., 1991), o desamparo aprendido (DA) (learned helplessness) foi descrito 

originalmente por Seligman e Maier (1967) e baseia-se nos efeitos 

comportamentais da ausência de controle sobre o estresse. Estes efeitos 

incluem redução da atividade motora espontânea, déficits no aprendizado de 

uma nova tarefa e aumento do medo condicionado, dentre outros (Maier, 1984; 

Maier e Watkins, 2005; Amat et al., 2006; Baratta et al., 2009; Hammack et al., 

2011). Experimentos pareados em que dois animais recebem os mesmos 

choques, mas apenas um pode desligá-los (yoked design), mostraram que o 

DA não decorre dos choques em si, mas da ausência de controle sobre os 

mesmos (Seligman e Maier, 1967). Seligman e colaboradores sugeriram que 

os animais aprendem que a resposta ao choque inescapável é inútil, gerando 

déficits cognitivos e motivacionais em tarefas futuras, tal como ocorre na clínica 

(Overmier e Seligman, 1967; Seligman e Maier, 1967; Miller e Seligman, 1975). 

Notavelmente, os efeitos comportamentais do DA também foram “revertidos” 

por tratamentos crônicos, ou subcrônicos, com antidepressivos tricíclicos, 

antidepressivos atípicos (iprindrol e mianserina), inibidores seletivos da 

recaptação de 5-HT e inibidores da monoaminoxidase (IMAO), administrados 

após a exposição aos choques inescapáveis, mas não por drogas ineficazes no 
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tratamento da depressão, como os ansiolíticos, neurolépticos e estimulantes 

(Porsolt et al., 1991). Portanto, o modelo de DA tem uma validade preditiva 

(Cryan et al., 2002; Willner, 1986) e como tal tem sido usado para o estudo da 

neurobiologia da depressão e no desenvolvimento de antidepressivos (Maier e 

Watkins, 2005). 

Por outro lado, o transtorno do pânico (TP) é um transtorno de 

ansiedade relativamente comum, com prevalência estimada entre 1% e 3% da 

população (Brown and Barlow, 1992; Frank et al., 2002; Kaufman and Charney, 

2000), sendo 2 a 4 vezes mais freqüente em mulheres (Eaton et al.,1994; 

Joyce et. al., 1989 ). O sintoma central desta condição é o ataque espontâneo 

de pânico (AP), que pode ocorrer várias vezes ao dia ou somente algumas 

vezes ao ano (Mezzasalma et al., 2004). Os AP são definidos no DSM-IV como 

um período discreto de desconforto ou medo intensos acompanhados por pelo 

menos 4 dos seguintes sintomas: palpitações, tremores, suores, aumento da 

freqüência respiratória, sensação de sufocamento, medo de morrer e medo de 

perder a razão. Contudo, os pacientes com TP também se queixam de 

“ansiedade antecipatória”, isto é, do medo antecipado de desamparo na 

eventualidade de um AP, uma condição que pode agravar-se numa 

“agorafobia” incapacitante. Adicionalmente, os AP apresentam alta 

comorbidade com, depressão e ansiedade de separação, estados relacionados 

à sensação de desamparo e, indiretamente, à agorafobia (Cassano et al., 1989; 

Klein, 1993b; Blandin et al., 1994; Gorman 1996; Gorman e Coplan, 1996; 

Johnson e Lydiard, 1998; Ballenger, 1998; Dunner, 1998, 2001; Kaufman e 

Charney, 2000).  



73 
 

 

Um modelo proposto para o estudo dos AP é a estimulação 

elétrica ou química da metade dorsal da matéria cinzenta periaquedutal (MPD) 

que elicia respostas de reação de defesa (Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; 

Deakin and Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001). Assim, enquanto a 

estimulação da MCPD com intensidades baixas produz a “reação de 

congelamento” (exoftalmia e imobilidade tensa), as intensidades mais elevadas 

desencadeiam respostas de fuga (trotes, galopes e saltos) (Schenberg et al., 

1993; Bittencourt et al., 2004). 

Estudos farmacológicos mostraram que o galope induzido por 

estimulação elétrica da MCPD é seletivamente atenuado por panicolíticos 

administrados em doses e regimes similares aos da terapia do pânico 

(Schenberg et al., 2001, 2002; Vargas e Schenberg, 2001). Embora estes 

resultados sejam indícios convincentes do envolvimento da MCPD nos AP, as 

causas da ocorrência espontânea destes ataques permanecem obscuras. 

Contudo, vários estudos mostram que o TP é freqüentemente comórbido com 

depressão, agravando a condição clínica do paciente. De fato, Angst e Wicki, 

(1993) mostraram que 41% dos pacientes com TP sofreram de depressão ao 

longo de um ano, taxa que aumentou para 79% ao longo de 10 anos. 

Adicionalmente, pacientes com TP e depressão apresentam ataques mais 

severos de pânico e um risco maior de suicídio (Jonhson e Lyard, 1998; 

Lecrubier, 1998; Lecrubier e Ustün, 1998; Kaufman e Charney, 2000). 

Portanto, para avaliar as bases biológicas da comorbidade da 

depressão e TP, o presente estudo examinou os efeitos do DA (um modelo de 

depressão) nos limiares das respostas de defesa produzidas pela estimulação 

elétrica da MCPD (um modelo de AP). 
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MATERIAL E MÉTODOS
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ANIMAIS 

 

 Ratos Wistar machos, pesando entre 250 e 280 g, fornecidos pelo 

biotério do Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas, foram 

mantidos numa sala com temperatura controlada (23 ºC) e ciclo claro-escuro 

(12 h X 12 h, luzes acesas às 6:00 h). Os animais foram alojados em gaiolas 

individuais com paredes de vidro (25 cm x 15 cm x 30 cm) e assoalho coberto 

com serragem com livre acesso à água e comida. Os procedimentos foram 

aprovados e realizados estritamente de acordo com.o comitê de ética no uso 

de animais desta Universidade (CEUA-UFES).  

 

PROCEDIMENTOS 

 

 Os ratos foram implantados com eletrodos dirigidos à MCPD (ver 

Estudo I) e estimulados eletricamente, registrando-se as intensidades limiares 

de galope. Em seguida, ratos que apresentaram galopes com intensidades 

inferiores a 50 µA (intensidade pico-a-pico, c.a., 60 Hz) foram divididos nos 

grupos choque-escapável (CE, n=23) e choque-inescapável (CI, n=23) e 

submetidos ao procedimento de aprendizado de desamparo (PAD) (ver 

abaixo). Os ratos foram submetidos a novas sessões de estimulação 

intracraniana no primeiro e no sexto dias após o término do PAD. Nos dias 

consecutivos, os animais foram submetidos aos testes de labirinto-em-cruz 

elevado (LTE) e natação forçada (NF) (Tabela 1). Os pesos corporais foram 

registrados no início e no término do experimento.  
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Tabela 1. Protocolo dos grupos choque-escapável e choque-inescapável. EIC -
estimulação intracraniana, PAD – procedimento de aprendizado de desamparo, 
Fuga-1V – fuga de 1 via, Fuga-2V – fuga de 2 vias, LCE -labirinto-em-cruz 
elevado, NF -natação forçada, S -sacrifício. 
 

PAD 

Dia 1 Dia 5 

Dias 6-12 Dia 13 

Dia 14 Dia 19 Dia 20 Dia 21 Dia 22 

Cirurgia EIC-I Fuga-1V Fuga-2V EIC-II EIC-III LCE NF S 

 

 Os procedimentos de confecção e implantação dos eletrodos, 

estimulação intracraniana, teste de natação forçada, histologia e análise 

estatística foram detalhados no Estudo I. 

 

Procedimento de aprendizado de desamparo (PAD) 

 

 O desamparo foi induzido segundo o procedimento conjugado 

(yoked) de Seligman e Maier (1967). Para isto, foram utilizadas duas caixas de 

vaivém (shuttle box), sendo a caixa ativa e a caixa clone (Insight, Ribeirão 

Preto, Brasil). As caixas tinham 46 cm de largura, 25 cm de altura e 24 cm de 

profundidade e eram divididas por uma porta em compartimentos iguais. Além 

disto, elas possuíam tampas superiores e paredes anteriores de acrílico 

transparente e um assoalho com grades de aço inoxidável eletrificadas “em 

paralelo”, de forma que ambos os ratos recebiam choques de mesma 

intensidade, duração e programação. Os choques eram aplicados por meio de 

software específico e um gerador munido de dispositivo para alternância 

aleatória da polaridade das barras (scrambler). Contudo, somente a caixa ativa 

possuía sensores de infravermelho que desligavam o choque de ambas as 
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caixas (ativa e clone) quando o rato controle corria para o compartimento 

oposto. 

 Para o aprendizado do desamparo, os ratos CE e CI eram 

colocados nas respectivas caixas onde permaneciam por 1 minuto para 

habituação. Em seguida, eram aplicados 30 choques de 1 mA e 30 s de 

duração, em intervalos de 1 minuto e os ratos controles tinham de passar uma 

única vez pela porta para que o choque fosse desligado, a fuga de 1 via. Estas 

sessões eram conduzidas ao longo de 7 dias consecutivos (treino). No 8º dia, 

os grupos CE e CI eram testados individualmente em uma nova tarefa, a fuga 

de 2 vias. Nestas sessões, os ratos recebiam 30 choques de 1 mA e 10 s de 

duração (latência máxima da fuga de 2 vias), aplicados em intervalos de 1 

minuto, e tinham que passar pela porta duas vezes para que o choque fosse 

desligado (sessão-teste) (Dalla et al., 2008). Na sessão-teste o contexto era 

alterado com a fixação de fitas adesivas pretas nas paredes internas e 

colocação de um chumaço de algodão, embebido em essência de menta, sob o 

assoalho. A freqüência e as latências médias das fugas acumuladas (1 e 2 

vias) e a freqüência média das fugas de 2 vias eram calculadas online pelo 

software do equipamento. Ao término de cada sessão, as caixas eram limpas 

com um pano umedecido com água e, em seguida, álcool.  

 

Labirinto-em-cruz elevado 

 

O LCE baseia-se na aversão natural dos roedores aos espaços 

abertos. O equipamento é feito de madeira com revestimento de fórmica e 

situa-se a 70 cm do assoalho. O LCE é formado por 4 braços perpendiculares 
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de 50 cm de comprimento e 10 cm de largura, dos quais 2 braços opostos 

apresentam paredes de 40 cm de altura (braços fechados) e os outros 2 uma 

borda de apenas 1 cm de altura (braços abertos). Os braços comunicam-se por 

uma plataforma central (10 x10 cm).  

 Os ratos eram colocados na plataforma central voltados para o 

braço fechado e eram observados durante 5 minutos, registrando-se os tempos 

de exploração no braço aberto (TBA) e no braço fechado (TBF) e tempo na 

plataforma central (TPC) e o número de entradas nos braços abertos (EBA) e 

braços fechados (EBF). A porcentagem de entradas no braço aberto (%EBA) e 

porcentagem de tempo no braço aberto (%TBA) foram calculados como 

EBA/(EBA+EBF) e TBA/(TBA+TBF), respectivamente. Os testes foram 

realizados numa sala com iluminação de 44 lux e filmados com uma câmara 

digital SONY (Modelo DSC-W70). 
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RESULTADOS
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Sítios estimulados. A localização dos eletrodos dos grupos CI e CE foi bastante 

similar. Assim, com exceção de 4 eletrodos do grupo CI (18%) e 4 do grupo CE 

(17%) situados em áreas adjacentes das camadas profundas do colículo 

superior, os demais localizaram-se nas colunas dorsolateral (CI – 77%, CE -

70%) e lateral (CI – 5%, CE -13%) da MCPA. Os eletrodos da coluna lateral de 

ambos os grupos localizaram-se nas áreas mais caudais da MCPA (-8,0 a -8,3 

mm posteriores ao bregma). 

-6.80-6.72

-5.80 -6.04 -6.30

-7.30 

-8.00 -7.80 -8.30 

 

Figura 1. Sítios estimulados nos ratos submetidos ao choque inescapável 
(círculos cheios) e choque escapável (círculos vazios). Embora todos os 
eletrodos tenham sido implantados no lado direito do cérebro, eles foram 
representados em lados distintos para melhor visualização. Os números 
representam as coordenadas ântero-posteriores em relação ao bregma de 
cortes coronais do atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson (1998). 
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Aprendizagem do Desamparo. Os ratos submetidos ao choque inescapável nas 

sessões de treinamento (Dias 6-12) apresentaram déficits significantes do 

aprendizado da fuga de 2-vias na sessão-teste (Dia 13) (Tabela 2). 

Tabela 2. Número médio (±EPM) de travessias e fugas de 2-vias e latência 
média das fugas de 2-vias (±EPM) dos grupos CI e CE na sessão-teste (8º dia). 
**, P<0,001; ***, P< 0,0001, diferenças significantes em relação ao grupo CE 
(teste-t para amostras independentes). 

Fugas de 2 vias 
Grupos Nº de Travessias 

Número Latência 

CI 13,5±2,5***  3,6±0,9 *** 4,2±0,4** 

CE 33,5±2,3 10,4±1,3  2,8±0,2 

 
Efeitos da exposição ao choque inescapável sobre os limiares das respostas 

defensivas produzidas por estimulação da MCPD. Exceto para a resposta de 

salto, cujos limiares foram ligeiramente inferiores para o grupo CI (∆I50%= -

11%; χ2= 4,14; 1 g.l.; P<0,05), não foram observadas diferenças significantes 

dos limiares basais das respostas de defesa de ambos os grupos (Fig.2). 

Comparados aos limiares do grupo controle, o grupo CI 

apresentou aumentos pequenos, porém, significantes, no dia seguinte à 

sessão-teste, nos limiares de imobilidade (∆I50%= 11,6%; χ2= 4,7; 1 g.l.; 

P<0,03), trote (∆I50%= 11,4%; χ2= 6,9; 1 g.l.; P<0,01) e galope (∆I50%= 8,8%; 

χ
2= 4,9; 1 g.l.; P<0,05). Em contraste, houve uma redução acentuada dos 

limiares de micção (∆I50%= -40,4%; χ2= 29,0; 1 g.l.; P<0,0001) (Fig.3). Não 

foram observadas diferenças significantes entre grupos para exoftalmia, 

defecação e salto. 
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Figura 2. Limiares basais das respostas de defesa induzidas por estimulação 
elétrica da MCPD dos grupos CI (desamparo) e CE (controle). As curvas 
representam o ajuste logístico das freqüências acumuladas das respostas 
limiares. r -número de animais que apresentaram a resposta, n -número total 
de ratos estimulados. As linhas vermelhas indicam diferenças significantes em 
relação ao grupo CE (P<0,05, teste do χ2 da razão de verossimilhanças para a 
locação das curvas). 
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Figura 3. Limiares das respostas de defesa induzidas por estimulação elétrica 
da MCPD dos grupos CI (desamparo) e CE (controle) 1 dia após a sessão-
teste (demais detalhes como na Fig. 2). 
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Figura 4. Limiares das respostas de defesa induzidas por estimulação elétrica 
da MCPD dos grupos CI (desamparo) e CE (controle) 6 dias após a sessão-
teste (demais detalhes como na Fig. 2). 

 

Seis dias após a sessão-teste, os ratos submetidos ao CI 

apresentaram diferenças ainda mais acentuadas em relação aos limiares do 

grupo CE para as respostas de imobilidade (∆I50%= 22,4%; χ2= 9,8; 1 g.l.; 

P<0,001), trote (∆I50%= 27,7%; χ2= 21,2; 1 g.l.; P<0,0001) e galope (∆I50%= 

28,6%; χ2= 26,7; 1 g.l.; P<0,0001). Em contraste, os limiares de exoftalmia 

apresentaram diferenças apenas marginais (∆I50%= 11,9%; χ2= 2,9; 1 g.l.; 

P<0,08) e não foram observadas diferenças significantes para os limiares de 

micção e defecação (Fig.4). 
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As variações percentuais da I50, de ambos os grupos, em relação 

aos limiares basais, estão apresentadas na Fig.5. Note-se que, ao contrário 

das outras respostas, os limiares da defecação e micção foram maiores no 

grupo CE. 
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Figura 5. Variação percentual dos limiares medianos (I50%) das respostas de 
defesa induzidas por estimulação elétrica da MCPD dos grupos CI (desamparo) 
e CE (controle). PRÉ – valores anteriores ao treinamento do desamparo, 1D – 
um dia após a sessão-teste, 6D -6 dias após a sessão-teste. * e + P<0,05, 
diferenças significantes em relação à sessão anterior ao treino (PRÉ) e ao 
grupo controle, respectivamente (critério de Bonferroni do teste do χ2 da razão 
de verossimilhanças para a locação das curvas). 
 

Em 2 animais, os limiares da reação de defesa também foram 

determinados no 13º e 20º dias após a sessão-teste. Em particular, num animal 
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os limiares de galope foram progressivamente aumentados (em 50% e 137% 

no 1º e 6º dias pós-teste, respectivamente) até o bloqueio completo da 

resposta na sessão de estimulação do 13º dia. No outro animal, o galope foi 

abolido no 1º dia após a sessão-teste, retornando nas sessões do 13º e 20º 

dias, contudo, com limiares 100% e 70% acima dos valores basais, 

respectivamente. 

 

Efeitos do desamparo sobre a natação forçada. O tempo de imobilidade na 

natação forçada dos ratos submetidos ao CI foi significativamente maior que 

aquele do grupo CE (129,1±6,7 s versus 107±9 s, respectivamente, P<0,03). 

 

Efeitos do desamparo sobre a natação forçada. O tempo de imobilidade na 

natação forçada dos ratos submetidos ao CI foi significativamente maior que 

aquele do grupo CE (129,1±6,7 s versus 107±9 s, respectivamente, P<0,03). 

 

Tabela 3. Efeitos do desamparo sobre o desempenho no LCE. TBA% e EBA% 
-porcentagens de tempo e entradas no braço aberto, respectivamente, EBF – 
número de entradas no braço fechado (média±EPM).  

Grupos TBA% EBA% EBF 

CI 21,3± 7,7 29,3± 5,6 3,4± 0,6 

CE 7,9± 2,5 18,6± 4,5 4,2± 0,6 

 
 

Efeitos do desamparo sobre o desempenho no LCE. Os ratos submetidos ao CI 

apresentaram aumentos marginais nas porcentagens de tempo (P<0,06) e do 

número de entradas (P<0,07) no braço aberto do LCE. Contudo, não houve 
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diferença alguma no número de entradas no braço fechado dos grupos CI e CE 

(Tabela 3). 

Efeito do desamparo sobre o peso corporal. Os pesos corporais (média±DPA) 

dos grupos CI e CE foram idênticos no início do experimento (295±17 g e 

295±14 g). Contudo, os ratos do grupo CI apresentaram pesos finais 

marginalmente superiores aos do grupo CE (361±27 g versus 295±14 g, 

respectivamente, P<0,10). 
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DISCUSSÃO
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Comparados aos ratos do grupo CE, os ratos submetidos ao CI 

apresentaram déficits significativos de aprendizagem de uma nova tarefa de 

fuga -a fuga de 2 vias -confirmando o desenvolvimento do desamparo. De 

acordo com Seligman e colaboradores (1975), os déficits cognitivos e 

emocionais produzidos neste modelo são similares à depressão em humanos, 

uma vez que os animais “aprendem que as respostas ao CI são inúteis” 

(Seligman et al., 1975). De fato, embora o labirinto aquático de Morris também 

seja baseado numa resposta de fuga, ratos previamente submetidos ao CI não 

apresentaram diferenças significantes de desempenho (Vollmayr et al., 2004), 

mostrando que não há desenvolvimento de desamparo quando a fuga é viável. 

Contrariamente, a remoção da plataforma do labirinto de Morris produz 

respostas de imobilidade que foram atenuadas pelo tratamento subcrônico com 

desipramina (Schulz et al., 2007; Huston et al., 2009), tal como se observa no 

teste da natação forçada. No mesmo sentido, o grupo CI também apresentou 

tempos maiores de imobilidade no teste da natação forçada. Portanto, o déficit 

de aprendizagem da fuga de 2 vias e o aumento do tempo de imobilidade no 

teste da natação forçada sugerem o desenvolvimento efetivo do DA. 

 Por outro lado, a exposição a eventos estressantes resulta na 

intensificação de comportamentos relacionados à ansiedade (Grahn, 1995). 

Por exemplo, derrota em confrontos (social defeat) (Heinrichs et al., 1992; 

Rodgers e Cole, 1993), estresse de natação (Britton et al., 1992) e exposição 

ao odor de gato (Zangrossi e File, 1992) reduzem a exploração dos braços 

abertos do LCE, um modelo amplamente aceito de ansiedade generalizada. 

 Contudo, embora Steenbergen e colaboradores (1990) tenham 

relatado que a exposição prévia ao CI promove efeitos ansiogênicos no LCE, 
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estes resultados não foram replicados (Steenbergen et al., 1991; Grahn et al., 

1995). Em particular, Grahn e colaboradores (1995) conduziram experimentos 

conjugados (yoked) mostrando que os efeitos dos choques no LCE não 

dependem da controlabilidade do estressor. No presente estudo, os ratos 

submetidos ao CI apresentaram aumentos apenas marginais do tempo e 

número de entradas nos braços abertos do LCE, mas não diferiram quanto à 

exploração dos braços fechados. Portanto, podemos afirmar com segurança 

que o CI não produziu efeitos ansiogênicos neste modelo.  

Os limiares basais das respostas de defesa produzidas pela 

estimulação da MCPD dos grupos CE e CI foram virtualmente idênticos, 

reafirmando o critério de seleção dos ratos que apresentaram limiares de 

galope inferiores a 50 µA. A única exceção foi a resposta de salto, cujos 

limiares foram ligeiramente inferiores no grupo CI. A homogeneidade dos 

grupos foi confirmada pela localização bastante similar dos sítios de 

estimulação, os quais situaram-se majoritariamente na coluna dorsolateral da 

MCPD. 

Após a sessão-teste, os limiares das respostas de defesa foram 

aumentados em ambos os grupos. Não obstante, os aumentos dos limiares do 

grupo CI foram significativamente maiores que aqueles do grupo CE, 

principalmente, para as respostas de imobilidade, trote e galope. Por sua vez, 

os limiares de exoftalmia apresentaram aumentos apenas marginais em 

relação àqueles do grupo CE. 

Contrariamente, os grupos CE e CI não diferiram quanto aos 

limiares de salto no 1º e 6º dias após a sessão-teste. A ausência de efeitos 

inibitórios do DA nos limiares de salto é, no entanto, aparente. De fato, 
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comparados aos valores basais, enquanto os limiares de salto do 6º dia pós-

teste aumentaram apenas 17% no grupo CE, eles aumentaram 30% no grupo 

CI, corroborando o efeito atenuante do DA nesta resposta. 

Por outro lado, os limiares de defecação e micção do grupo CI 

não diferiram ou foram até mesmo menores que aqueles do grupo CE, tal como 

ocorreu na resposta de micção no 1º dia pós-teste, mostrando mais uma vez 

que estas respostas não são componentes integrais da reação de defesa da 

MCPD (ver Estudo I).  

O modelo de depressão por DA é usualmente criticado pela curta 

duração de seus efeitos. De fato, exceto pela depressão da corrida numa roda 

de atividade, a qual perdura por várias semanas (Maier et al., 1990); os efeitos 

do DA dissipam-se 3 dias após a sessão-teste (Maier et al., 1990; Maier, 2001; 

Hammack et al., 2011). Contudo, os efeitos inibitórios sobre os limiares da 

reação de defesa puderam ser observados por até 20 dias em alguns animais, 

sugerindo que eles possam ser mais duradouros que o déficit de aprendizagem 

de fuga ou a facilitação do medo condicionado. No conjunto, nossos dados 

indicam que o DA produz aumentos duradouros dos limiares de todas as 

respostas de defesa da MCPD, exceto a defecação e a micção. 

Assim como na depressão humana, o modelo de DA tem sido 

associado a alterações da função serotonérgica. Em particular, Maier e 

colaboradores (1993) relataram que lesões eletrolíticas do NDR preveniram o 

deficit de aprendizado de fuga e a facilitação do medo condicionado no grupo 

exposto ao CI, mas não tiveram efeitos no grupo CE. Com base nesses dados, 

Maier e colaboradores (1993) sugeriram que as seqüelas da exposição ao CI 

devem-se à atividade excessiva do NDR durante o estresse inescapável. No 
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mesmo sentido, eles mostraram que a inibição do NDR pela microinjeção de 8-

OH-DPAT (um agonista parcial do receptor 5-HT1A) preveniu as conseqüências 

do CI (Maier et al., 1995). Surpreendentemente, no entanto, os estudos 

subseqüentes deste grupo mostraram que os níveis de 5-HT da MCPD só 

foram aumentados nos ratos expostos ao CE (Amat et al., 1998), sugerindo 

uma correlação positiva entre níveis de 5HT na MCPD e “controlabilidade” do 

estresse. Não obstante, estudos ainda mais recentes do mesmo grupo 

retomaram a hipótese original de que o CI promove a hiperativação do NDR e, 

podemos adicionar, o aumento da liberação de 5-HT na MCPD (Amat et al., 

2005, 2006, 2008; Baratta et al., 2009; Maier and Watkins, 2010). Estes 

estudos também sugeriram que a ativação do NDR durante o CI seja mediada 

pelas áreas pré-límbica e infra-límbica do córtex prefrontal ventromedial. De 

fato, Floyd e colaboradores (2000) descreveram projeções abundantes das 

últimas áreas para as colunas ventrolateral e dorsolateral da MCPA. Embora o 

último estudo tenha sido dedicado às conexões das áreas prefronto-mediais e 

orbitofrontais com as colunas dorsolateral e ventrolateral da MCPA, os autores 

também verificaram densas projeções da área pré-limbica rostral para o NDR 

(ver Fig.9 de Floyd et al., 2000). Embora os estudos acima sugiram a 

hyperatividade do NDR durante e após a aquisição do DA, deve ser notado que 

existem evidências indicando que tanto o aumento (Brown et al., 1982; 

Edwards et al., 1986) quanto a redução da 5-HT (Sherman e Petty, 1980; Petty 

e Sherman, 1983) sejam críticos, ou ainda, que a 5-HT não está sequer 

envolvida nos efeitos do DA (Anisman et al., 1979; Hamilton et al., 1986). 

Graeff e colaboradores (Deakin e Graeff, 1991; Graeff, 2004) 

propuseram que os AP são inibidos pela neurotransmissão serotonérgica na 
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MCPD. Esta hipótese é compatível com resultados anteriores mostrando que a 

administração crônica dos ISRS atenuam as respostas de defesa da MCPD 

(Vargas e Schenberg, 2001; Schenberg et al., 2002). A hipótese de Deakin e 

Graeff (1991) também é consistente com o estudo original de Amat e 

colaboradores (1998), no qual os níveis de 5-HT da MCPD foram 

correlacionados à “controlabilidade” do estresse e, portanto, com o bloqueio 

das respostas de pânico. Contudo, embora os últimos resultados possam 

fornecer o fundamento da alta comorbidade dos AP com depressão e estresse 

pós-traumático, o presente estudo mostrou que os comportamentos de defesa 

da MCPD são fortemente inibidos no 1º e, principalmente, no 6º dia após a 

sessão-teste do DA. Não obstante, como os níveis aumentados de 5-HT no 

grupo CE foram observados durante a aquisição do DA (Amat et al., 1998), os 

efeitos tardios do DA sobre os limiares da reação de defesa da MCPD podem 

envolver mecanismos diferentes, ou mesmo opostos, como um aumento tardio 

da atividade do NDR e da liberação de 5-HT na MCPD, ou outro mecanismo 

neuroquímico. 

Alternativamente, se os comportamentos de defesa da MCPD são 

um modelo válido de AP, o presente estudo sugere que o DA não é equivalente 

nem à depressão maior nem ao estresse pós-traumático, condições associadas 

à facilitação dos AP. De fato, a curta duração dos efeitos do DA e a inibição 

dos comportamentos tipo-pânico da MCPD sugerem que o DA seja um modelo 

mais apropriado de reação aguda de estresse ou depressão reativa (distimia). 

Em todo caso, não deixa de ser memorável que o deficit da fuga na caixa de 

vaivém tenha sido acompanhado da inibição da fuga na natação forçada e da 

inibição da fuga pela estimulação da MCPD, sugerindo que a última estrutura 
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seja o substrato comum dos déficits de fuga dos animais submetidos ao 

estresse inescapável. 
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ESTUDO III: 

 

EFEITOS DA PRIVAÇÃO MATERNA PARCIAL AO 

LONGO DA AMAMENTAÇÃO NOS COMPORTAMENTOS 

DE DEFESA INDUZIDOS PELA ESTIMULAÇÃO 

ELÉTRICA DA MATÉRIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL 

DORSAL NA IDADE ADULTA. 
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INTRODUÇÃO
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Vários estudos indicam a existência de uma forte correlação entre 

eventos traumáticos da infância e anormalidades comportamentais e 

neuroendócrinas na vida adulta (Kendler et al., 1992; Furukawa et al., 1999). 

Crianças que sofreram abusos físicos ou sexuais, ou que foram negligenciadas 

pelos pais, ou ainda, que vivenciaram experiências de divórcio ou privação dos 

cuidados maternos, podem tornar-se mais susceptíveis às psicopatologias 

(Bowby, 1973; Manicavasagar et al., 1998; Rinne et al., 2000; Heim e 

Nemeroff, 2001; Teicher et al., 2003; Preter e Klein, 2008).  

Experimentos com ratos recém nascidos mostram que o sistema 

nervoso é sensível a alterações ambientais. O desenvolvimento de respostas 

adaptativas ao estresse pode ser modificado por eventos que ocorreram 

período neonatal (Meaney et al., 1993; Faure et al., 2007). As evidências 

mostram que intervenções neste período alteram a relação mãe-filhote e que o 

comportamento da mãe tem efeitos no desenvolvimento do sistema nervoso do 

filhote (Cirulli et al., 1994; Giovenardi et al., 2000). Os estímulos tácteis, 

olfatórios e auditivos da mãe nos primeiros dias de vida são os estímulos mais 

importantes no desenvolvimento do sistema nervoso dos filhotes (Caldji et al., 

1998; Field et al., 1988; Gunnar, 2003; Kuhn e Schanberg, 1998; Newport et 

al., 2002). 

No mesmo sentido, a teoria do apego de John Bowlby (1983) 

sugere que o relacionamento afetuoso, íntimo e próximo, da mãe, ou figura-

materna, na primeira infância (1 a 3 anos de idade) favorece o desenvolvimento 

de uma personalidade saudável. Ao contrário, a ausência do cuidado materno 

resultaria em ansiedade de separação da infância (childhood separation 

anxiety), levando ao desenvolvimento de apego ansioso (anxious attachment) e 
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“personalidade insegura” no adulto (Ainsworth e Bowlby, 1991; Bowby, 1983; 

Bretherton, 1992), os quais seriam fatores predisponentes de fobia, pânico e 

depressão (Klein, 1983b). 

A ansiedade de separação da infância (ASI) é um transtorno no 

qual a separação da criança da figura de apego, geralmente a mãe, é 

acompanhada de ansiedade excessiva (DSM IV-TR- APA, 2000). Klein (1980, 

1995) descreve a ASI como um conjunto de sintomas e comportamentos de 

ansiedade que refletem a ativação de um sistema de alarme neurofisiológico 

que protege o jovem de rupturas reais, ou potenciais, dos laços familiares.  

Embora a etiologia dos transtornos da ansiedade e, em particular, 

do transtorno do pânico (TP), seja complexa e envolva as interação de fatores 

biológicos e ambientais (Klauke et al. 2010), a ASI parece predispor os 

indivíduos ao TP e à agorafobia subseqüente (Klein e Fink, 1962; Mattis e 

Ollendick, 1997; Preter e Klein, 2008). De fato, segundo Preter e Klein (2008), o 

aumento da freqüência de TP na idade adulta foi o único achado significante no 

único estudo controlado de follow-up com entrevistas clínicas de crianças com 

ASI e fobia escolar. O TP é uma doença crônica que acarreta um prejuízo 

acentuado do desempenho social dos pacientes, limitando suas atividades 

sociais e profissionais de forma completa ou parcial, principalmente, se for 

acompanhado de agorafobia (Candilis et al., 1999, Mendlowicz e Stein, 2000). 

De acordo com Candilis e colaboradores (1999), o prejuízo da qualidade de 

vida dos pacientes com TP é similar ao dos pacientes com depressão maior. O 

TP apresenta uma prevalência estimada entre 1% e 3% da população (Brown 

and Barlow, 1992; Frank et al., 2002; Kaufman and Charney, 2000), sendo 2 a 

4 vezes mais freqüente em mulheres (Eaton et al.,1994, Joyce et. al., 1989). 
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Clinicamente, o TP consiste numa síndrome de ansiedade que foi 

reconhecida como entidade nosológica a partir de 1980 (APA, 1980). O 

sintoma central desta condição é o ataque espontâneo de pânico (AP), que 

pode ocorrer várias vezes ao dia ou somente algumas vezes ao ano 

(Mezzasalma et al., 2004). Os AP são definidos no DSM-IV como um período 

discreto de desconforto ou medo intensos, acompanhados por pelo menos 4 

dos seguintes sintomas: palpitações, tremores, suores, aumento da freqüência 

respiratória, sensação de sufocamento, medo de morrer e medo de perder a 

razão. Contudo, Klein (1993b) sugere que o AP seja caracterizado por uma 

dispnéia repentina seguida de hiperventilação, pânico e desejo de fuga. 

Por outro lado, a estimulação elétrica ou química da matéria 

cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) produz comportamentos defensivos que 

têm sido propostos como um modelo de AP (Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; 

Deakin and Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001). Enquanto a estimulação da 

MCPD com intensidades baixas produz a “reação de congelamento” 

(exoftalmia e imobilidade tensa), as intensidades mais elevadas desencadeiam 

respostas de fuga (trotes, galopes e saltos). Embora com menor freqüência, as 

respostas de micção e defecação também são observadas (Schenberg et al., 

1993; Bittencourt et al., 2004). Estudos farmacológicos anteriores, mostraram 

que a resposta de galope parece ser o melhor representante dos AP, uma vez 

que foi seletiva e acentuadamente atenuada por inibidores da recaptação de 

serotonina (5-HT) (clomipramina e fluoxetina) administrados em doses e 

regimes similares aos da terapia do TP (Schenberg et al., 2001; 2002; Vargas e 

Schenberg, 2001). Em humanos, estudos conduzidos por Nashold e 

colaboradores (1969), mostraram que a estimulaçao elétrica da MCPD de 
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voluntários sadios provoca reações emocionais de ansiedade, terror, sudorese, 

tremores e sensação de morte iminente, dentre outros sintomas associados 

aos AP. 

Embora os últimos resultados sejam indícios convincentes do 

envolvimento da MCPD nos AP, as causas da ocorrência espontânea destes 

ataques permanecem obscuras. Não obstante, as evidências mencionadas 

sugerem que o TP esteja relacionado à ASI. Portanto, o presente estudo 

examinou os efeitos da privação materna parcial (3 h) durante o período de 

amamentação nos limiares das respostas de defesa produzidas pela 

estimulação elétrica da MCPD na vida adulta. 
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MATERIAL E MÉTODOS
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ANIMAIS 

 

Ratas Wistar prenhas, primíparas, fornecidas pelo biotério do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas foram mantidas numa 

sala com temperatura controlada de aproximadamente 23 ºC e ciclo claro-

escuro (12 X 12 h, luzes acesas às 6:00 h). As ratas foram alojadas 

individualmente em gaiolas de polietileno medindo 49 cm x 34 cm x 16 cm 

(caixa ninho), com água e comida à vontade. No 1º dia pós-natal (P1) foi feita a 

sexagem para a padronização das ninhadas (máximo de 8 animais), 

permanecendo somente os machos com suas respectivas mães até o 

desmame (P21). Os procedimentos foram aprovados e realizados de acordo 

com.o comitê de ética no uso de animais desta Universidade (CEUA-UFES). 

 

PROCEDIMENTOS 

 

 Neste estudo foram utilizados 69 animais, dos quais 39 foram 

submetidos à privação materna (P) e 30 permaneceram com as mães (NP), de 

P2 até P21. Em P60, os animais foram submetidos à cirurgia de implantação 

de eletrodo na MCPD. Os ratos foram estimulados eletricamente e submetidos 

aos testes de labirinto-em-cruz elevado (LCE) e natação forçada (NF) em P65, 

P66 e P67, respectivamente (Tabela 1). Os pesos corporais foram registrados 

em P60. Por fim, os ratos foram sacrificados e os cérebros processados para a 

análise histológica. 
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Tabela 1. LCE -labirinto-em-cruz elevado, NF -natação forçada, S -sacrifício. 
 

P1 P2-P21 P60 P65 P66 P67 P68 

Sexagem Privação Materna 
Cirurgia 

e 
Pesagem 

EIC LCE NF S 

 

 

Os procedimentos de confecção de eletrodos, neurocirurgia, 

estimulação intracraniana, testes de NF e LCE, perfusão, histologia e análise 

estatística foram descritos nos Estudos I e II. 

 

Privação materna 

 
 Em P2 os filhotes eram marcados no dorso com uma caneta 

dermográfica (Texta Fineline 700) para a distinção dos grupos P e NP. Durante 

procedimento de privação materna, os ratos P eram acomodados 

individualmente em caixas de separação (30 cm x 20 cm x 13 cm) e os ratos 

NP eram transportados com a mãe para uma nova caixa ninho, doravante 

chamada caixa controle. Adicionalmente, o cheiro e a comunicação com a mãe 

eram atenuados colocando-se as caixas de separação num compartimento 

fechado (49 cm x 66 cm x 96 cm) com uma pequena abertura para ventilação 

(10 cm x 10 cm). 

 A privação materna foi realizada pela separação dos filhotes por 3 

horas, entre 7:30 h e 11:30 h, de P2 a P21. Ao término das sessões de 

privação, os animais retornavam para a caixa ninho. O grupo NP foi 

manipulado de forma similar durante o transporte com as mães para a caixa 
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controle e o retorno para a caixa ninho. Após o desmame, os ratos P e NP 

eram alojados em suas respectivas gaiolas, em grupos de 2 a 4 animais, com 

água e comida ad libitum. Os animais eram manipulados por um único 

pesquisador que também realizava a limpeza das caixas a cada 5 dias.
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RESULTADOS
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Sítios estimulados. A localização dos eletrodos nos grupos privado e não-

privado foi bastante similar. Assim, com exceção de 3 eletrodos (11%) situados 

nas camadas profundas do colículo superior do grupo privado, os demais 

localizaram-se nas colunas dorsolateral (P – 61%, NP -74%) e lateral (P – 28%, 

NP -26%) da MCPA. Os eletrodos da coluna lateral de ambos os grupos 

localizaram-se nas áreas mais caudais da MCPA (-7,8 a -8,3 mm posteriores 

ao bregma). 

-6.80 -7.04

-7.64

-6.72-6.04 -6.30

-7.30 

-8.00 

-7.80

-8.30 

 

Figura 1. Sítios estimulados nos ratos submetidos à privação materna (círculos 
cheios) e controles não-privados (círculos vazios). Embora todos os eletrodos 
tenham sido implantados no lado direito do cérebro, eles foram representados 
em lados distintos para melhor visualização. Os números representam as 
coordenadas ântero-posteriores em relação ao bregma de cortes coronais do 
atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson (1998). 
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Efeitos da privação materna sobre os limiares das respostas defensivas 

produzidas por estimulação da MCPD. A privação materna causou uma 

redução significante dos limiares de imobilidade (∆I50%= -20%; χ2=22,7; 1 g.l.; 

P<0,0001), exoftalmia (∆I50%= -28%; χ2=19,3; 1 g.l.; P<0,0001), trote (∆I50%= -

17%; χ2=20,6; 1 g.l.; P<0,0001), galope (∆I50%= -20%; χ2=33,6; 1 g.l.; 

P<0,0001), salto (∆I50%= -13%; χ2=7,7; 1 g.l.; P<0,005). Não foram observados 

efeitos significantes para as respostas de defecação e micção. 
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Figura 2. Efeitos da privação materna sobre os limiares das respostas de 
defesa induzidas por estimulação elétrica da MCPD. As curvas representam o 
ajuste logístico das freqüências acumuladas das respostas limiares. r -número 
de animais que apresentaram a resposta, n -número total de ratos estimulados. 
As linhas vermelhas indicam diferenças significantes em relação ao grupo NP 
(P<0,05, teste do χ2 da razão de verossimilhanças para a locação das curvas). 
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Efeitos da privação materna sobre a natação forçada. O tempo de imobilidade 

na natação forçada foi virtualmente idêntico para os grupos privado (87±12 s) e 

não-privado (93±12 s). 

 

Efeitos da privação materna sobre o desempenho no LCE. Não houve 

diferenças significantes entre grupos privado e não-privado para nenhuma 

variável do LCE (Tabela 2). 

Tabela 2. Efeitos da privação materna sobre o desempenho no LCE. TBA% e 
EBA% -porcentagens respectivas de tempo e entradas no braço aberto, EBF – 
número de entradas no braço fechado (média±EPM).  

Grupos TBA% EBA% EBF 

Privado 22,8± 4,7 28,3± 4,25 4,7± 0,5 

Não-privado 18,6± 3,7 27,8± 4,5 3,9± 0,4 

 
 

 

Efeito da privação materna sobre o peso corporal. Em P60, não houve 

diferença significante no peso corporal dos ratos privados (344±35 g) e não-

privados (350±39 g) (média±DPA). 
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DISCUSSÃO



110 
 

 

Existem evidências de que a privação materna diária de ratos 

recém-nascidos, por cerca de 3 horas, ao longo das 2 primeiras semanas de 

vida produz comportamentos de ansiedade e depressão na idade adulta 

(Plotsky e Meaney, 1993; Huot et al, 2001; Meaney, 2001; Pryce e Felden, 

2003; El Khoury et al., 2006; Lee et al., 2007; Aisa et al., 2008; Marais et al., 

2008; Lambás-Senas et al, 2009). Contudo, no presente estudo não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos P e NP em nenhuma das 

variáveis relacionadas à ansiedade ou depressão, tanto no LCE quanto na NF, 

corroborando observações similares de outros autores (Lehmann e Feldon 

2000; Shalev e Kafkafi, 2002). Os resultados inconsistentes da literatura podem 

ter sido devidos às diferenças procedurais. De fato, enquanto períodos curtos 

(3-15 min) de separação materna reduziram as respostas comportamentais e 

endócrinas aos estressores na idade adulta (Meaney et al., 1992; 1996), 

períodos prolongados (3-6 h) aumentaram estas respostas (Plotsky e Meaney, 

1993; Van Oers et al., 1998; Francis e Meaney, 1999). Além do tempo de 

contacto entre mãe e filhote (Meaney, 2001), existem outros fatores que podem 

influir nos resultados. Por exemplo, Hofer (1996) relatou que dentre inúmeras 

variáveis que foram combinadas em complexidade crescente (textura, 

temperatura dos filhotes, do ambiente ou da mãe, propriedades de objeto 

substitutivo da mãe, etc), um pequeno “tapete” de pêlo sintético foi a única 

variável que, isoladamente, reduziu a vocalização dos filhotes privados (Hofer, 

1996). Por outro lado, embora a teoria do apego (Bowlby, 1983) postule que as 

respostas comportamentais e endócrinas à separação materna sejam 

controladas por um mecanismo unitário, Levine e colaboradores (Levine et al., 

1985; Bayart et al., 1990) mostraram que os filhotes de macacos vocalizam 
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mais quando mantêm contato visual com a mãe, mas têm respostas endócrinas 

mais acentuadas no isolamento completo. Assim, embora os filhotes separados 

não tenham tido contato visual com a mãe, a influência da comunicação 

ultrasônica entre mãe e filhote não pode ser descartada uma vez que os 

animais permaneceram na mesma sala.  

Por outro lado, é importante notar que a privação materna por 3 h 

diárias não foi um “estresse alimentar” suficientemente severo a ponto de gerar 

um distúrbio nutricional. Assim, embora o peso dos animais não tenha sido 

acomanhado ao longo do experimento e, em particular, durante o período de 

privação, os pesos finais dos grupos P e NP foram virtualmente idênticos. 

Notavelmente, no entanto, os ratos privados apresentaram 

reduções acentuadas dos limiares dos comportamentos de defesa de 

imobilidade, exoftalmia, trote, galope e salto. Contudo, as respostas de micção 

e defecação não foram facilitadas, sugerindo, mais uma vez, que estas 

baseiam-se em mecanismos neurais distintos da exoftalmia e respostas 

somáticas de defesa (ver Estudo I). De fato, urgências de micção e defecação 

não são sintomas clínicos dos ataques de pânico (APA, 2000). Em todo caso, 

como os sítios de estimulação dos ratos P e NP foram bastante similares, as 

diferenças de limiares dos mesmos não podem ser atribuídas à localização dos 

eletrodos, os quais situaram-se majoritariamente nas colunas dorsolateral e 

lateral da MCPD. Adicionalmente, estudos anteriores mostraram que as últimas 

colunas são indistinguíveis do ponto de vista dos limiares das respostas de 

defesa eliciadas por estimulação elétrica senoidal (Bittencourt et al., 2004). 

Assim, a redução dos limiares deve ser atribuída ao procedimento específico 

de privação materna. 
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Dados clínicos sugerem que a ASI pode estar relacionada a um 

aumento do risco de desenvolvimento de vários transtornos psiquiátricos na 

idade adulta, tais como fobia social, depressão maior e TP, com e sem 

agorafobia (Breier et al., 1986; Deltito et al., 1986; Blandin et al., 1994; Lipsitz 

et al., 1994; Mattis e Ollendick, 1997). Dentre estas, merece destaque a maior 

incidência de TP em adultos que sofreram ASI. Assim, Souza (1996) relatou 

que de 68 pacientes com TP, 32% preecheram os critérios para o diagnóstico 

de ansiedade de separação na infância ou adolescência. Gittelman e Klein 

(1985) também observaram que uma taxa elevada de pacientes adultos com 

TP apresentou ASI e fobia escolar (school refusal) na sua juventude. Estes 

autores também propuseram que a ASI é um precursor tanto do TP quanto 

agorafobia (Klein 1980; Gittelman e Klein 1985). Contudo, Silove e 

colaboradores (1996) concluíram que a maior parte das evidências relacionam 

ASI preferencialmente ao pânico, mas não à agorafobia. Estes autores também 

ressaltaram que a relação da ASI com outros transtornos de ansiedade e 

depressão permanece obscura. Por fim, Gutierrez (1996) sugeriu que a reação 

das crianças com ASI quando são separadas de seus pais é indistingüível de 

um ataque de pânico.  

Klein e Fink (1962) propuseram uma patofisiologia de 

desenvolvimento individual que relaciona ASI com TP e agorafobia na vida 

adulta, uma vez que 50% dos pacientes agorafóbicos relataram ASI severa que 

muitas vezes impediu o comparecimento à escola. De fato, Kagan e 

colaboradores (1988) observaram que ao longo da vida dos pacientes com TP 

desenvolvem-se, primeiro, a ASI, seguida de fobia social na adolescência e TP 

na idade adulta. A eficácia do panicolítico imipramina na terapia da ASI 
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confirmou estas proposições (Bernstein et al., 2000; Gittelman-Klein and Klein, 

1973). Estas observações, juntamente com a teoria de apego e abordagens 

etológicas de ansiedade (Bowlby, 1983), impulsionaram o desenvolvimento da 

classificação contemporânea dos transtornos de ansiedade. 

A ansiedade de separação também parece estar relacionada ao 

estresse familiar e início precoce do TP (Battaglia et al., 1995). Pacientes 

comórbidos para vários transtornos de ansiedade também fazem relatos 

freqüentes de ASI (Lipsitz et al., 1994). Contudo, as afirmações de que a ASI 

predispõe vários transtornos de ansiedade com a mesma probabilidade (Van 

der Molen et al., 1989) pode ser devida a um diagnóstico ambíguo de ataques 

de pânico com sintomas limitados ou à inconsistência dos métodos de 

entrevista (Preter e Klein, 2008). Não obstante, o aumento da incidência TP foi 

o único achado significativo no único estudo controlado de longo prazo, duplo-

cego, com entrevistas clínicas de crianças com ASI e fobia escolar (Klein, 

1995). O início dos ataques de pânico também é freqüentemente precipitado 

pela separação, perda social ou luto (Klein e Fink, 1962; Faravelli and Pallanti, 

1989; Kaunonen et al., 2000; Klein, 1993b; Milrod et al., 2004). 

Por outro lado, Pine e colaboradores (2000; 2005) observaram 

uma relação entre a desregulação respiratória e os transtornos de ansiedade 

na infância. A hipersensibilidade respiratória à inalação de uma mistura de 5% 

de CO2 foi significativamente maior nas crianças com ASI e, em menor grau, 

TAG, que naquelas com fobia social. Estes dados estão de acordo com a 

hipótese ampliada do alarme falso de sufocamento (Preter e Klein, 2008; Preter 

et al., 2011), na qual o TP e a ASI estão relacionados a uma anormalidade dos 
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mecanismos opióides que regularia tanto os mecanismos respiratórios quanto 

as relações parentais, respectivamente. 

De fato, Genest e colaboradores (2003, 2007a) mostraram que 

ratos machos adultos (mas não fêmeas) que foram submetidos à privação 

materna na infância apresentam respostas ventilatórias à hipóxia 23% maiores 

que as dos controles não privados. Contrariamente, as respostas ventilatórias à 

hipercapnia (CO2 5%) foram 47% menores nos ratos machos privados, mas 

63% maiores nas fêmeas (Genest et al., 2007b). Estudos recentes do nosso 

laboratório (Schimitel et al., 2011) mostraram que a hipóxia citotóxica por doses 

subletais de cianeto de potássio (KCN) produz comportamentos de defesa 

similares aos da estimulação da MCPD. Adicionalmente, o KCN potenciou as 

respostas de defesa à estimulação elétrica da MCPD e, vice-versa, a lesão da 

última estrutura aboliu as respostas de defesa à administração isolada do KCN. 

No mesmo sentido dos estudos de Genest e colaboradores (2003, 2007a), as 

respostas de defesa dos ratos machos à estimulação da MCPD só foram 

facilitadas pela hipóxia (KCN), sendo atenuadas pela hipercapnia. Não 

obstante, a hipercapnia potenciou as respostas de defesa à administração de 

KCN, sugerindo que o mecanismo fundamental do alarme de sufocamento nos 

ratos machos esteja relacionado à hipóxia. Assim, como os pacientes de 

pânico têm sensibilidade aumentada ao CO2 e as mulheres apresentam 

freqüência aumentada de TP, os resultados acima e os do presente estudo 

corroboram a hipótese de uma fisiopatologia do desenvolvimento que envolve 

ansiedade de separação e alarmes falsos de sufocamento (Klein, 1993b; Preter 

e Klein, 2008). 
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Portanto, se a privação materna e a estimulação elétrica da 

MCPD forem modelos consistentes de ASI e TP, nossos dados indicam que a 

ASI é um fator predisponente do TP, mas não do TAG ou depressão. Em 

realidade, os resultados do presente estudo foram opostos aos observados no 

modelo de depressão reativa (ver Estudo II), no qual as respostas à 

estimulação da MCPD foram fortemente atenuadas por períodos de até 20 dias 

após a aquisição do comportamento de desamparo. As alterações 

neurobiológicas do presente estudo foram ainda mais persistentes e, 

possivelmente, permanentes, uma vez que foram observadas 45 dias após o 

período de privação materna. De fato, váiros estudos sugerem que os sintomas 

da ASI persistem em adultos (Gittleman e Klein, 1984; Manicavasagar et al., 

2000, 2001; 2003; Annicchino e Matos, 2007). Assim, a despeito de relatos 

inconsistentes da clínica (Doerfler et al., 2007), os resultados do presente 

estudo fornecem uma base biológica da alta comorbidade da ASI e TP. 
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CONCLUSÕES 

 

1. A inibição da resposta de fuga dos ratos submetidos aos choques 

inescapáveis foi transferida para as fugas do teste da natação 

forçada e da estimulação elétrica da MCPD, sugerindo que a última 

estrutura seja o substrato comum dos comportamentos de fuga dos 

primeiros procedimentos. 

2. Nenhum dos modelos apresentou efeitos consistentes de aumento 

da ansiedade, descartando sua utilização como modelo adequado 

de TAG. 

3. Enquanto os efeitos pró-depressivos da bulbectomia olfatória e DA 

foram corroborados no teste da natação forçada, eles não o foram 

para a privação materna, sugerindo que esta seja um modelo mais 

apropriado de vulnerabilidade a transtornos psiquiátricos do que de 

ansiedade ou depressão propriamente ditos. 

4. O DA inibiu os comportamentos de defesa produzidos pela 

estimulação elétrica da MCPD, sugerindo que este difere dos 

quadros de depressão maior usualmente associados ao TP. 

5. A bulbectomia olfatória e a ASI facilitaram os comportamentos de 

defesa produzidos pela estimulação da MCPD, reproduzindo os 

dados clínicos de alta comorbidade da depressão e ASI com o TP. 
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