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RESUMO 
 

Objetivos: A influência de crises epilépticas nas respostas emocionais 

observadas em humanos e animais tem sido extensivamente investigada, 

mas poucos trabalhos têm evidenciado o perfil comportamental de 

animais que não convulsionam apesar de terem sido tratados com 

agentes convulsivantes. Com intuito de melhor caracterizar os 

mecanismos envolvidos nos efeitos induzidos pela pilocarpina (PILO) – 

um agonista não seletivo dos receptores muscarínicos -, ratos Wistar 
adultos machos foram tratados (20 a 350 mg/kg, i.p.) e aqueles que não 

desenvolveram status epilepticus ou crises recorrentes espontâneas 

foram avaliados 24 h ou 1 mês após o tratamento no teste do labirinto 

em cruz elevado (LCE). Além disso, o envolvimento dos receptores 

GABA-A (diazepam, DZP, i.p., 1 mg/kg; pentilenotetrazol, PTZ, i.p., 15 

mg/kg) e NMDA (memantina, i.p., 4 mg/kg) foram investigados para 

tentar esclarecer os mecanismos neurais implicados nos efeitos da PILO. 

Registros de eletroencefalograma (EEG) hipocampal, dosagens 

bioquímicas de corticosterona plasmática (CORT), ACTH e expressão 

de receptores NMDA foram realizados 24 h ou 1 mês após o tratamento. 

Resultados: A injeção de PILO (150 ou 350 mg/kg) promoveu efeitos 

ansiogênicos em ratos avaliados no teste do LCE, com uma diminuição 

do tempo gasto e número de entradas nos braços abertos do labirinto em 

comparação aos ratos controle. A injeção de DZP bloqueou os efeitos 

ansiogênicos observados em ratos tratados com PILO e avaliados 24 h 

ou 1 mês após o tratamento, aumentou o tempo e número de entradas 

nos braços abertos do labirinto e a incidência de comportamentos 

relacionados à avaliação de risco. Por outro lado, a injeção de PTZ não 

alterou o perfil comportamental de ratos tratados com PILO e avaliados 

no labirinto, sugerindo a promoção de uma resposta ansiogênica máxima 

observada nesse grupo. O tratamento com pilocarpina (150 e 350 

mg/kg) aumentou o ritmo teta hipocampal embora apenas a dose mais 

elevada de PILO (350 mg/kg) tenha promovido descargas do tipo ponta-

onda durante registros de EEG, mostrando que os efeitos tipo-

ansiogênicos observados com a dose de 150 mg/kg não são dependentes 

de atividade ictal. Além disso, tanto os níveis plasmáticos de CORT 

quanto ACTH aumentaram 24 h após a injeção de PILO embora apenas 

os níveis de CORT permaneceram elevados 1 mês após o tratamento, o 
que pode sugerir o envolvimento de fatores epigenéticos (e.g. alterações 

na expressão de receptores de glicocorticoides em estruturas límbicas 

relacionadas à função do eixo HPA). O pré-tratamento com memantina 

bloqueou os efeitos ansiogênicos observados em ratos tratados com 



PILO e avaliados 24 h ou 1 mês após o tratamento, havendo aumento do 

tempo e número de entradas nos braços abertos do labirinto. Os níveis 

de expressão dos receptores NMDAR1 e R2B no hipocampo foram 

diminuídos 24 h ou 1 mês (mas não a subunidade R2B) após a injeção 

de PILO. 

Conclusões: Nossos dados sugerem que a estimulação central de 

receptores colinérgicos muscarínicos, através de uma única injeção 

sistêmica de pilocarpina (em doses subconvulsivas), é capaz de induzir 

comportamentos defensivos relacionados à ansiedade durante um longo 

período em ratos, efeitos estes não dependentes de atividades epilépticas 

no hipocampo. Os efeitos ansiogênicos parecem estar associados a um 

aumento da atividade teta hipocampal, que pode desempenhar um papel 

codificador na regulação do sistema septo-hipocampal sobre o eixo 

HPA, que está ativado (conforme indicado pela maior liberação de 

glicocorticoides). Além disso, observamos uma diminuição da expressão 

de receptores do tipo NMDA no hipocampo de ratos tratados com 

pilocarpina, sugerindo que alterações na atividade neuronal hipocampal 

inibitória sobre o eixo HPA podem ser responsáveis por mediar as 

respostas ansiogênicas observadas após o tratamento com pilocarpina. 

Nossos achados são compatíveis com os preceitos da teoria de Gray e 

McNaughton (1983), que enfatiza o importante papel modulatório da 

circuitaria septo-hipocampal na regulação dos estados de medo e 

ansiedade através da ativação de aferências colinérgicas sobre estruturas 

límbicas. Levando em consideração as limitações no campo 

translacional de doenças psiquiátricas para modelos animais, os 

resultados aqui expostos podem auxiliar no refinamento de pesquisas 

pré-clínicas relacionadas aos transtornos de ansiedade, proporcionando 

um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nas respostas de 

ansiedade e estresse em roedores. 

 

Palavras-chave: Pilocarpina. Ansiedade. Comportamento. Ritmo teta. 

Receptores GABA-A. Receptores NMDA. 

 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Rationale: There is extensive evidence indicating the influence of the 
cholinergic system on emotional responses observed in human and 

animals, but so far few studies are focusing on the behavioral profile of 

animals that do not present seizures despite being treated with 
convulsant agents.  

Objectives: In order to better characterize and to shed light on the 

neural mechanisms mediating the effects induced by pilocarpine (PILO) 
– a non-selective muscarinic receptor agonist -, adult male Wistar rats 

were treated (20 to 350 mg/kg, i.p.) and those that did not develop status 
epilepticus or spontaneous recurrent seizures were evaluated 24 h or 1 

month later in the elevated plus maze (EPM) test. Additionally, GABA-A 

(diazepam, DZP, i.p., 1 mg/kg; pentylenetetrazole, PTZ, i.p., 15 mg/kg) 
and NMDA (memantine, i.p., 4 mg/kg) receptors involvement were 

investigated to clarify the neural mechanisms implicated in PILO´s 
effect. Hippocampal electroencephalographic recordings (EEG), 

biochemical dosages of plasmatic corticosterone (CORT), ACTH 

hormones and NMDA receptor expression were performed shortly (24 
h) or long-after (1 month) the treatment.  

Results: The injection of PILO (150 or 350 mg/kg) promoted 

anxiogenic-like effects in rats evaluated in the EPM test, with a decrease 

in the time spent and number of entries on the open arms of the maze in 

comparison to control rats. Acute DZP injection blocked the anxiogenic-
like effects observed in PILO-treated rats evaluated 24 h or 1 month 

after the treatment, increasing the time spent and number of entries on 

the open arms of the maze and risk-assessment behaviors incidence. On 
the other hand, the acute injection of PTZ did not alter the behavioral 

profile of PILO-treated rats evaluated in the EPM test, suggesting the 
promotion of a maximal anxiogenic response observed in this group. 

Only the highest dose of PILO (350 mg/kg) evoked spike–wave 

discharges during EEG recordings. Hippocampal theta rhythm was 

increased in the hippocampus, reflecting the cholinergic influence of the 

septo-hipocampal system over the control of anxiety. Additionally, both 

CORT and ACTH levels were impressively increased 24 h after the 
injection of PILO whereas only CORT remains elevated 1 month after 

the treatment, which may suggest the involvement of epigenetic factors 
(e.g. glucocorticoid receptors regulation) of limbic structures linked to 

the HPA axis function. Memantine pre-injection blocked the anxiogenic-

like effects observed in PILO-treated rats evaluated 24 h or 1 month 
after the treatment, increasing the time spent and number of entries on 



the open arms of the maze. Moreover, the expression of both 

hippocampal NMDAR1 and R2B receptors were decreased 24 h or 1 

month (but not R2B subunit) after the injection of PILO.  
Conclusions: Our findings reveal that a single systemic subconvulsant 

dose of pilocarpine promotes long-lasting effects on the emotional 

responses of rats, reflected by an increase of anxiogenic-like responses 
(sensitive to GABA-A and NMDA signaling), hippocampal theta rhythm 

activity and anxiety/stress hormonal mediators in rats evaluated 24 h or 

1 month after the treatment. Increased levels of CORT may reflect the 
involvement of a decreased NMDA-dependent neuronal excitability 

(possibly elicited by muscarinic receptor activation) which diminishes 
the hippocampal inhibitory transmission over the axis, leading 

consequently to an anxious profile of the evaluated rats. Altogether, 

these results give support to our previous findings and establish a new 
research strategy which could be useful as a new tool to model long-

term anxiety in rats besides highlighting the muscarinic system as a 
target to future translational studies in this field. 

 

Keywords: Pilocarpine. Anxiety. Behavior. Theta rhythm. GABA-A 
receptors. NMDA receptors. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE: SINTOMAS E 

TRATAMENTOS 

 

Transtornos como o medo e a ansiedade são conhecidos por 

apresentar um papel evolutivo, tendo como função a preservação da 

vida, sendo que em indivíduos saudáveis, o medo e a ansiedade podem 

facilitar ações que tem como objetivo manter a segurança e o bem-estar 

pessoal (Lang et al., 2000).  

O medo é comumente descrito como uma reação aversiva 

provocada pela percepção de uma ameaça específica, seja ela 

condicionada ou não, caracterizada em mamíferos pelas respostas 

comportamentais de luta, fuga ou congelamento (Gray e McNaughton, 

2000). Por sua vez, a ansiedade está comumente associada a 

comportamentos prolongados de hipervigilância que podem ocorrer em 

antecipação de (ou em resposta à) uma ameaça difusa, onde o perigo não 

é aparentemente iminente (MacLeod e Rutherford, 1992). 

De acordo com estudos experimentais desenvolvidos por 

Robert e Caroline Blanchard (1988), a percepção de um perigo 

existente, tanto nos estados de medo, como de ansiedade, é em parte 

uma construção cognitiva, sendo que a assimilação individual de 

especificidade e iminência de perigo pode modelar a experiência 

emocional. Portanto, a ansiedade relaciona-se aos comportamentos de 

avaliação de riscos observados em situações de perigo potencial - onde o 

estímulo aversivo não está presente - enquanto o medo está vinculado às 

respostas desencadeadas a partir de um estímulo aversivo real.  

McNaughton e Corr (2004) estabeleceram, baseados nos 

trabalhos de Jeffrey Gray (1982) e Blanchard e Blanchard (1990), a 

teoria comportamental do sistema defensivo, onde o medo e a ansiedade 

distinguem-se a partir das respostas defensivas. McNaughton e Corr 

postularam que os estados de medo e ansiedade podem ser distinguidos 

a partir da motivação direcional dos comportamentos desencadeados por 

um estímulo (iminente ou não). Nesse sentido, o medo foi descrito como 

uma reação defensiva associada a respostas de luta, fuga ou 

congelamento durante uma situação aversiva, enquanto a ansiedade foi 

descrita como um estado de alerta incidente durante o período de 

aproximação de uma ameaça em potencial.  

A ansiedade pode ainda ser caracterizada como um componente 

“traço”, diferenciando-se da ansiedade “estado”, onde o indivíduo 
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apresenta um aumento momentâneo da ansiedade devido a um estímulo 

ansiogênico. Em contraste, na ansiedade “traço” não há uma variação 

dos níveis de ansiedade ao longo do tempo, ocorrendo a persistência dos 

sintomas inerentes (e.g. hipervigilância, alerta) mesmo após a remoção 

da potencial ameaça (Lister, 1990). Sendo assim, baseado em critérios 

recentes que levam em consideração aspectos clínicos e experimentais, é 

possível distinguir os estados de medo e ansiedade com as seguintes 

características (quadro 1): 

 
Quadro 1 - Características experimentais do medo e da ansiedade. 

Dimensão Medo Ansiedade Referências 

Valência 

emocional 
Negativo Negativo (Epstein, 1972) 

Foco temporal Presente Futuro (Tellegen, 1982) 

Duração de 

alerta 

Fásico 

(breve) 

Tônico 

(sustentado) 
(Davis, 1998) 

Direção 

defensiva 

Evitação 

(fuga) 
Aproximação 

(Epstein, 1972; Gray e 

McNaughton, 2000; 

McNaughton e Corr, 2004; 

Öhman, 1993) 

Especificidade 

da ameaça 
Específica Difusa 

(Davis, 1998; Lang et al., 

2000; MacLeod e Rutherford, 

1992) 

Percepção de 

dor 
Atenuada Aumentada 

(Rhudy e Meagher, 2000; 

Tang e Gibson, 2005) 

Adaptado de Sylvers et al., (2011). 

 

A exemplo dos padrões observados em modelos animais, 

indivíduos ansiosos tendem a atribuir de forma precipitada, 

periculosidade a determinados ambientes, desencadeando, 

consequentemente, alterações comportamentais, fisiológicas e 

emocionais relacionadas à ansiedade e ao medo (Spielberger et al., 

1970). Embora esses transtornos emocionais tenham-se mostrado 

fundamentais ao longo dos anos nos processos de conservação e 

adaptação evolutiva (Belzung e Philippot, 2007), o excesso de ansiedade 

e dificuldades em mantê-la em níveis adequados, não patológicos, 

acarretam sintomas evidentes que necessitam da interferência 

terapêutica psicofarmacológica, como observado nos casos de ansiedade 

generalizada, transtorno de pânico e estresse pós-traumático (Hoffman 

et al., 2008), que comumente associam-se a sinais de agitação, 

preocupação persistente e irritabilidade, além de poder associar-se a 

disfunções cognitivas, fadiga, alterações do apetite, peso corporal e 
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disfunções sexuais e do sono (Alldredge, 2010). Atualmente, os 

transtornos de ansiedade são classificados clinicamente conforme a 4ª 

edição do DSM-IV-TR (do inglês Diagnostic Statistical Manual of 
Mental Disorders) da Associação Psiquiátrica Norte-Americana (quadro 

2): 

 
Quadro 2 - Classificação e descrição clínica dos transtornos de ansiedade. 

Transtornos de 

Ansiedade 
Características Clínicas 

Transtorno de ansiedade 

generalizada 

Preocupação excessiva e inapropriada que 

persiste por mais de seis meses 

Transtorno obsessivo-

compulsivo 

Obsessões (pensamentos recorrentes que causam 

ansiedade e desconfortos) e/ou compulsões  

Transtorno de pânico (com 

ou sem agorafobia) 

Apreensão intensa, medo ou terror, de início 

súbito e recorrente.  

Agorafobia sem distúrbio 

de pânico 

Presença de agorafobia e sintomas do tipo pânico, 

porém sem história de ataques de pânico 

inesperados 

Transtorno de estresse pós-

traumático 

Revivescência de acontecimento traumático 

acompanhado de hipervigilância e esquiva de 

estímulos associados ao trauma 

Transtornos de estresse 

agudo 

Sintomas semelhantes ao transtorno pós-

traumático, porém ocorrendo imediatamente após 

o trauma 

Fobias sociais 

Medo excessivo, persistente e inexplicável 

provocado pela exposição a certos tipos de 

situação social ou de desempenho, 

frequentemente levando a comportamento de 

esquiva 

Fobias específicas 

Medo excessivo de pessoas, animais, objetos ou 

situações específicas, frequentemente levando a 

comportamento de esquiva 

Transtornos de ansiedade 

devido a uma condição 

médica geral 

Sintomas proeminentes de ansiedade resultantes 

de doença orgânica 

Transtorno de ansiedade 

induzido por substância 

Sintomas proeminentes de ansiedade resultantes 

do abuso de drogas, medicamentos ou exposição 

a toxinas 

Transtornos de ansiedade 

sem causa específica 

Ansiedade intensa ou esquiva fóbica que não se 

enquadra em nenhuma das classificações 

anteriores 

  Adaptado de Baldwin et al., (2005). 

 



26 

 
 

Estudos epidemiológicos estimam uma prevalência de 

transtornos de ansiedade de aproximadamente 14 % durante um período 

de 12 meses e 21 % ao longo da vida em indivíduos com idade entre 18 

e 65 anos, ocorrendo com uma incidência 2,5 vezes maior em mulheres 

do que em homens (Wittchen e Jacobi, 2005; Wittchen et al., 2011). No 

Brasil, apesar da carência de dados epidemiológicos, estudos indicam 

que os transtornos de ansiedade estão entre os mais incidentes na 

população, com prevalência entre 4 e 18 %, dependendo da região em 

que os estudos foram conduzidos (Almeida-Filho et al., 1997; Andrade 

et al., 2002). Durante décadas, o tratamento farmacológico com drogas 

benzodiazepínicas tem sido empregado na terapia dos transtornos de 

ansiedade (Nutt, 2005). Enquanto indivíduos com ataques episódicos de 

pânico ou alguma outra fobia são comumente tratados de forma 

intermitente, pacientes diagnosticados com o transtorno de ansiedade 

generalizada e que apresentam sintomas persistentes podem necessitar 

de tratamentos contínuos (Ballenger, 2000).  

Nos últimos 60 anos tem-se observado um grande avanço no 

desenvolvimento de novas drogas para o combate dos transtornos 

emocionais (figura 1), apesar da resistência de determinadas fobias a 

alguns tratamentos e dos efeitos colaterais (e.g. relaxamento muscular, 

tolerância, dependência, potencialização dos efeitos depressores do 

álcool, adição) observados após o uso de  alguns fármacos com ação 

sobre receptores benzodiazepínicos e serotonérgicos (Andreatini et al., 

2001; McNaughton, 2011; Nutt, 2005). Entre outras classes de fármacos 

frequentemente empregados na clínica, pode-se ainda citar: os 

antidepressivos tricíclicos ou inibidores da recaptação de serotonina 

e/ou de noradrenalina (Holmes et al., 2003); os β-bloqueadores, que 

atuam por um sistema de feedback negativo, diminuindo a influência da 

percepção de alguns sintomas periféricos (e.g. tremores, suor, 

taquicardia) e nos sintomas cognitivos da ansiedade (Tyrer, 1992); o uso 

clínico de drogas antipsicóticas, mas com efeitos adversos que 

restringem seu uso; além dos fitoterápicos (Andreatini et al., 2001; 

Faustino et al., 2010). 
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Figura 1 - Histórico do desenvolvimento das drogas ansiolíticas. Abreviações: 

ATCs, antidepressivos tricíclicos; ISRSs, inibidores seletivos da recaptação de 

serotonina; IRSs, inibidores da recaptação de serotonina; IMAOs, inibidores da 

monoamina oxidase; IRMAO; inibidores reversíveis da monoamina oxidase 

tipo A (adaptado de Nutt, 2005). 

 

1.2 MECANISMOS DE AÇÃO DOS ANSIOLÍTICOS ATUAIS 

 

 Vários sistemas de neurotransmissão estão envolvidos no 

controle da ansiedade, assim como, no seu tratamento. Os primeiros 

estudos acerca deste transtorno enfatizaram a participação do sistema 

GABAérgico - em especial o sítio benzodiazepínico do receptor GABA-

A - na modulação destes processos (Möhler, 2012). Posteriormente, foi 

observada a participação de outros sistemas, como o glutamatérgico, 

serotonérgico, noradrenérgico, dopaminérgico e também alguns 

neuropeptídios, na regulação dos transtornos de ansiedade (Bergink et 

al., 2004). Grande parte desses transtornos está relacionada à 

hiperexcitabilidade neuronal, sendo que investigações do papel de 

sistemas de neurotransmissão que alteram efetivamente esta propriedade 

celular podem esclarecer melhor os mecanismos envolvidos na 

modulação da ansiedade e promover a descoberta de novos tratamentos 

com maior potencial terapêutico (Cortese e Phan, 2005). Além disso, 

alterações dos níveis basais de transmissão excitatória para níveis 

excessivos podem causar excitotoxicidade, resultando no 

desenvolvimento de diversas patologias (e.g. transtornos de pânico, 

mania, ansiedade e epilepsias) (Bergink et al., 2004).  
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 Assim como em outras patologias neurológicas, inúmeras 

regiões encefálicas estão envolvidas na regulação dos estados de medo e 

ansiedade (e.g. córtex pré-frontal e sensorial, hipocampo, núcleo da 

estria terminal, amígdala e hipotálamo). Conforme postulado por Gray e 

McNaughton (1982) - baseados em estudos que investigaram as 

consequências comportamentais de lesões ou inativação de estruturas 

específicas -, o sistema septo-hipocampal tem função primordial na 

regulação da ansiedade. Esse sistema é responsável por engatilhar 

respostas de ansiedade frente a situações de conflito (e.g. aproximar-se 

ou esquivar-se de um estímulo potencialmente aversivo) caracterizadas 

pela interrupção de um comportamento em curso e aumentando os 

níveis de alerta e atenção. Em consequência, este conflito promove a 

inibição imediata de programas motores que estão sendo executados. 

Dessa forma, o sistema septo-hipocampal torna-se a base 

neuroanatômica desse “sistema de inibição comportamental”, sendo 

sensível à modulação de projeções noradrenérgicas, serotonérgicas e 

colinérgicas (Gray e McNaughton, 2000). O hipocampo recebe 

informações do septo medial sobre punições ou acontecimentos sem 

recompensa, ativando o sistema de inibição comportamental. Ao 

“avaliar” essa situação, o hipocampo ajusta suas eferências (via 

subiculum) sinalizando aos núcleos do septo lateral que, por sua vez, 

alteram as aferências dos núcleos do septo medial ao hipocampo, 

atenuando a inibição normal do comportamento não recompensado 

(Gray e McNaughton, 2000; Pratt, 1992). 

Células piramidais glutamatérgicas (Mcdonald, 1996) e 

colinérgicas (Acquas et al., 1996; Zhu et al., 2001) inervam ricamente 

regiões límbicas (e.g. amigdala, hipocampo, córtex cingulado anterior, 

pré-frontal medial e insular) que estão diretamente implicadas na 

modulação dos estados de medo e ansiedade, tanto em animais quanto 

em humanos (Adolphs, 2002; Davis et al., 1994; Degroot e Nomikos, 

2006; Graef et al., 2011; LeDoux, 1994).  

 

1.3 O SISTEMA COLINÉRGICO 

 

É postulado que a via colinérgica septo-hipocampal também 

está intimamente envolvida na regulação de respostas hormonais e 

comportamentais do estresse em roedores (Acquas et al., 1996; 

Ceccarelli et al., 1999; Kaufer et al., 1998; Meshorer et al., 2002; Zhu et 

al., 2001). Os neurônios colinérgicos estão esparsamente distribuídos 

pelo sistema nervoso central, localizados no tronco encefálico, se 
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projetando caudalmente para a medula espinhal e tegumento ponto-

mesencefálico, e rostralmente pelo diencéfalo até o telencéfalo (figura 2, 

Woolf, 1991). O tratamento com drogas anticolinérgicas e a lesão de 

projeções colinérgicas ascendentes promovem efeitos comportamentais 

e mudanças neurais muito similares às encontradas após manipulações 

experimentais no sistema noradrenérgico e serotonérgico (além de 

projetar seus axônios de forma similar a estes sistemas), modificando a 

sinalização neural em alvos como o hipocampo e amígdala (Gray e 

McNaughton, 2000). 

 

 
Figura 2 – Vista sagital do encéfalo de rato enfatizando as projeções 

colinérgicas. Neurônios dos núcleos basais magnocelulares (NBM) enviam 

axônios para todo o córtex e bulbo olfatório (em azul). Neurônios da área septal 

(SA) enviam axônios ao hipocampo e córtex cingular, piriforme e entorrinal até 

o bulbo olfatório e amígdala (em vermelho). Neurônios do núcleo tegumental 

dorsolateral (DTN) enviam axônios ao septo medial e banda diagonal e para o 

tronco encefálico que também recebe projeções dos núcleos tegumentais 

pedúnculo-pontinos (PTN, em verde) (Myhrer, 2007). 

 

A acetilcolina exerce suas funções fisiológicas acoplando-se a 

receptores nicotínicos (ionotrópicos) e muscarínicos (metabotrópicos) 

pré e pós-sinapticos, onde regulam a excitabilidade neuronal, 

transmissão e plasticidade sináptica (Cobb e Davies, 2005; Wess, 1996). 

A principal via hipocampal excitatória é composta por neurônios 

piramidais que são modulados principalmente por receptores 

muscarínicos (Frazier et al., 1998) e são distinguidos em cinco subtipos 

(M1-M5). Esses receptores são ainda subdivididos em duas classes 

funcionais, conforme a funcionalidade das proteínas G que estão 

acopladas ao receptor, modulando a atividade de uma vasta gama de 

fosfolipases, canais iônicos, proteínas quinases e outras moléculas de 
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sinalização (Wess et al., 2007). Receptores M1, M3 e M5 acoplam-se 

seletivamente às proteínas G da família Gq/G11, enquanto receptores 

M2 e M4 ativam preferencialmente proteínas G da família Gi/Go (figura 

3, Caulfield e Birdsall, 1998).  

 

 
Figura 3 – Classificação e função dos receptores colinérgicos muscarínicos. 

Abreviações: PLCβ, fosfolipase C β; MAP quinases, proteínas quinases ativadas 

por mitógenos; GIRK, canal de potássio sensível à proteína G (adaptado de 

Wess et al., 2007). 

 

Os receptores muscarínicos - assim como os glutamatérgicos - 

estão densamente expressos em regiões límbicas, sendo que 60 % 

daqueles localizados no hipocampo são do subtipo M1 (Dasari e 

Gulledge, 2011; Flynn et al., 1995). A ativação de receptores M1 

potencializa a transmissão excitatória de células piramidais da região 

hipocampal através de receptores do tipo NMDA que se encontram co-

localizados (Volpicelli e Levey, 2004). Os receptores NMDA são 

compostos por diferentes subunidades, classificando-se em NR1 

(ligando-se à glicina) apresentando regulação excitatória, NR2A-D 
(ligando-se ao glutamato) e NR3A ou B (ligando-se à glicina) 

apresentando regulação inibitória (Barkus et al., 2010). Grishin e 

colaboradores (2005) mostraram que a estimulação de receptores 

muscarínicos do tipo M1 reduz as correntes iônicas de receptores 

NMDA das células piramidais da região CA3 do hipocampo (Grishin et 
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al., 2004; 2005). Além disso, mostraram que o bloqueio do 

funcionamento das proteínas G ou o esgotamento dos estoques 

intracelulares de Ca
2+

 preveniu a depressão muscarínica das correntes 

iônicas dos receptores NMDA, indicando que a via que compreende o 

receptor M1, a ativação de proteína G e a liberação de Ca
2+

 representa a 

sequência inicial do mecanismo de transdução. Subsequentemente, a 

ativação dependente de Ca
2+

/calmodulina, que por sua vez ativa a 

proteína tirosina fosfatase, leva à dessensibilização (down regulation) 

dos receptores NMDA (figura 4, Grishin et al., 2005). Nesse sentido, 

alterações no funcionamento deste sistema também estão ligadas a 

distúrbios emocionais, como os transtornos de ansiedade e depressão 

(Curia et al., 2008; Graef et al., 2011; Platt e Riedel, 2011), e a 

modificações cognitivas, interferindo nos processos de aprendizado e 

memória (Micheau e Marighetto, 2011), atenção (Klinkenberg et al., 

2011), vigília (Platt e Riedel, 2011) e epilepsia (Friedman et al., 2007).  

 

 
Figura 4 - Diagrama esquemático mostrando a via dependente de Ca

2+
 

mediando a depressão induzida pela ativação do subtipo M1 dos receptores 

muscarínicos na função do receptor NMDA em células piramidais da região 

CA3 do hipocampo. Abreviações: PIP2, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PLC, 

fosfolipase C; DAG, diacilglicerol; PKC, proteína quinase C; Src, tirosina 

quinase Src; IP3, trifosfato inositol; CaM, calmodulina; PTP, proteínas tirosina 

fosfatases (adaptado de Grishin et al., 2005). 

 

Conforme já relatado em relação à teoria de Gray, o hipocampo 

e o septo agem em consonância no controle dos transtornos de ansiedade 

(Gray e McNaughton, 2000; Gray e McNaughton, 1983). Além de se 

projetar em regiões límbicas vitais para o controle da ansiedade, 

aferências colinérgicas também são responsáveis pelo controle da 

atividade teta hipocampal, um padrão de disparos de neurônios da 

formação hipocampal que originam um ritmo eletrográfico lento (5-10 

Hz) e de grande amplitude durante registros de eletroencefalograma 
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(EEG), exercendo também uma influência direta sobre a função 

hipocampal e, consequentemente, a regulação dos estados de ansiedade 

(Gray e McNaughton, 2000). A atividade teta na formação hipocampal é 

o resultado da atividade fásica de sistemas subcorticais, modulada 

principalmente pela atividade de eferências colinérgicas e serotonérgicas 

(Gray e McNaughton, 2000). Uma sincronização temporal aumentada 

desse ritmo também é observada em pacientes com epilepsia do lobo 

temporal (Babiloni et al., 2009) e está relacionada a respostas de medo 

(Lesting et al., 2011) e ansiedade (Adhikari et al., 2010; Adhikari et al., 

2011). 

Além disso, disfunções do sistema colinérgico estão vinculadas 

a alterações do estado de estresse (McEwen, 2000), uma vez que o 

mesmo pode desencadear mudanças de longo prazo sobre a expressão 

gênica colinérgica tanto no neocórtex como no hipocampo de 

camundongos (Kaufer et al., 1998). A resposta de estresse é ativada ou 

facilitada por neurônios do tronco encefálico (inclusive os colinérgicos) 

que se projetam para o núcleo paraventricular (PVN) do hipotálamo e 

ativam o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), aumentando os 

níveis de ansiedade (Bhatnagar et al., 1997; Steimer, 2002). 

 

1.4 O EIXO HIPOTÁLAMO-PITUITÁRIA-ADRENAL (HPA) E A 

MODULAÇÃO DA ANSIEDADE 

 

 Em mamíferos, as respostas fisiológicas (e.g. tremores, tensão 

muscular, sudorese, palpitações, vertigens) desencadeadas na presença 

de um estímulo estressor são mediadas primariamente pelo eixo HPA 

(O´Brien, 1997; Sapolsky et al., 2000). Os sinais neurais associados ao 

estressor são traduzidos em uma resposta endócrina no hipotálamo, mais 

precisamente pelo PVN, um centro de integração que recebe e coordena 

informações neuroendócrinas, autonômicas, cognitivas e emocionais e é 

o responsável pela iniciação da secreção dos glicocorticoides (López et 

al., 1999). Tanto o hormônio liberador de corticotrofina (CRH) quanto a 

arginina vasopressina são secretados pelo PVN no sistema portal 

hipofiseal, onde atingem a glândula hipofisária anterior e, 

sinergicamente, estimulam a liberação do hormônio adrenocorticotrófico 

(ACTH), que é transportado pela corrente sanguínea até o córtex da 

adrenal, onde estimula a liberação de glicocorticoides (Phillips et al., 

2006). 

 Os glicocorticoides possuem dois tipos de receptores, os 

mineralocorticoides (MR, tipo I), que possuem uma alta afinidade a 
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glicocorticoides endógenos como a corticosterona em roedores (cortisol 

em humanos) e estão densamente expressos no hipocampo e septo (Reul 

e de Kloet, 1985), e os receptores de glicocorticoides (GR, tipo II), que 

apresentam uma baixa afinidade a glicocorticoides endógenos porém 

alta afinidade a esteroides sintéticos, como a dexametasona (De Kloet et 

al., 1998). Os receptores MR são ativados por baixos níveis de 

corticosterona circulante e estão primariamente envolvidos na 

manutenção da atividade basal do eixo HPA. Por outro lado, receptores 

GR respondem quando os níveis de glicocorticoides elevam-se e 

receptores MR tornam-se saturados, tanto devido às oscilações naturais 

do ritmo circadiano ou em resposta ao estresse. Quando isso ocorre, 

receptores GR moderam a atividade de glicocorticoides e são 

responsáveis pela finalização das respostas de estresse através da 

inibição por feedback negativo, geralmente através do hipotálamo e da 

hipófise (Phillips et al., 2006). Além disso, a atividade do eixo HPA 

também é regulada por estruturas límbicas, incluindo o hipocampo, a 

amigdala e o córtex pré-frontal. O hipocampo possui altas concentrações 

de receptores MR e GR, e possui um importante papel inibitório na 

atividade basal do eixo HPA e na finalização das respostas de estresse 

(Jacobson e Sapolsky, 1991). 

 A ativação do eixo HPA durante o estresse agudo promove uma 

elevação transitória da concentração plasmática de corticosteroides e 

uma resistência parcial ao feedback inibitório da liberação de 

corticosterona que persiste durante e pouco tempo após o estímulo 

estressor (Charney, 2003). Esse fenômeno pode envolver uma rápida 

dessensibilização dos receptores de glicocorticoides tendo em vista que 

os seus níveis elevados (como àqueles provocados pelo estímulo 

estressor) diminuem o número dos seus receptores no hipocampo, 

resultando no aumento da secreção de corticosterona e resistência do 

feedback. Assim que o estímulo estressor não está mais presente, ocorre 

a diminuição dos níveis de glicocorticoides (provavelmente devido à 

diminuição da função límbica sobre a liberação de CRH), a densidade 

dos receptores de glicocorticoides aumenta e o feedback se normaliza 

(Sapolsky e Plotsky, 1990). Diferenças na regulação da função do CRH 

pela estimulação dos receptores de glicocorticoides e estresse podem 

promover efeitos importantes na mediação dos estados de medo e 

ansiedade (Schulkin et al., 1998). O feedback negativo da função de 

CRH pelos glicocorticoides ocorre no PVN do hipotálamo e na hipófise 

anterior (figura 5, Makino et al., 1995). 
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 Diversos estudos têm mencionado o hipocampo como 

responsável por exercer uma função inibitória sobre o eixo HPA, uma 

vez que a sua estimulação diminui a secreção de glicocorticoides tanto 

em ratos como em humanos (Dunn e Orr, 1984; Rubin et al., 1966), 

além de estar envolvida na finalização dessas respostas ao estresse 

(Herman et al., 2003; Ulrich-Lai e Herman, 2009). O hipocampo, a 

amigdala e o córtex pré-frontal recebem densas projeções colinérgicas 

do prosencéfalo basal e, em particular, do septo medial e dos núcleos 

basais (Mesulam, 1995), sendo que os níveis de acetilcolina no 

hipocampo e córtex podem aumentar consideravelmente após o estresse 

por contenção em ratos (Power e Sah, 2008). A forma na qual a função 

colinérgica converge para regular as eferências hipocampais em resposta 

ao estresse ainda é desconhecida, embora seja sugerido que os efeitos da 

ativação dos receptores muscarínicos e nicotínicos na transmissão 

excitatória e inibitória sirvam para regular a ritmicidade da atividade 

teta (Drever et al., 2011; Fisahn et al., 1998), fundamental nos processos 

de memória, transtornos de humor e ansiedade (Femenía et al., 2012). 

 

 

 

 

Figura 5 – Esquema do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA). O estímulo 

estressor aumenta a liberação do hormônio CRH no hipotálamo, ligando-se a 

receptores nas células da hipófise anterior e, consequentemente, liberando 

ACTH. O ACTH é levado via corrente sanguínea ao córtex da adrenal, 

estimulando a produção e liberação de glicocorticoides que causam alterações 

metabólicas em resposta ao estímulo estressor e fornecem feedback negativo 

para diminuir a síntese e liberação de CRH e ACTH. Abreviações: NSC, núcleo 

supra quiasmático; SNC, sistema nervoso central (adaptado de Lightman e 

Conway-Campbell, 2010; Seong et al., 2002).  
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1.5 COMORBIDADES: TRANSTORNOS DE ANSIEDADE 

ASSOCIADOS ÀS EPILEPSIAS 

 

 O termo “comorbidade” é conceituado na prática clínica pela 

coexistência de vários transtornos que acometem um paciente ao mesmo 

tempo (Feinstein, 1970). Vários estudos demonstram que a taxa de 

incidência de distúrbios emocionais é consideravelmente maior em 

pacientes epilépticos do que outras doenças crônicas (Beyenburg et al., 

2005; Devinsky, 2003; Jackson e Turkington, 2005). Embora grande 

parte desses trabalhos tenha focado seus estudos na área da depressão, 

transtornos relacionados à ansiedade têm acometido os pacientes 

epilépticos de forma similar (Marsh e Rao, 2002; Swinkels et al., 2001; 

Vazquez e Devinsky, 2003), sendo não só comum em humanos como 

também em modelos animais de epilepsia (Babu et al., 2009; Jones et 

al., 2008; Szyndler et al., 2005). Um estudo recente realizado no Brasil 

apontou que a maioria dos indivíduos epilépticos avaliados 

apresentavam algum transtorno de humor (48,2 %) ou ansiedade (30,7 

%), sendo ainda muito comum a associação entre estas duas patologias 

(20,5 %) (figura 6, Bragatti et al., 2011). 

 

 
Figura 6 – Prevalência de comorbidades em pacientes epilépticos (adaptado de 

Bragatti et al., 2011). 

 

As epilepsias são caracterizadas por um estado crônico de 

hiperexcitabilidade neuronal e hipersincronia, manifestada por crises 

parciais recorrentes, seguidas ou não por crises secundárias 

generalizadas (Cavazos et al., 2004). O tratamento farmacológico das 
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epilepsias apresenta-se ineficaz em 30 % dos pacientes, sendo a grande 

parte desses indivíduos acometidos pela epilepsia do lobo temporal 

(ELT) (Lothman et al., 1991; Löscher, 2002; Porter e Rogawski, 1992; 

Tilelli et al., 2005). 

A habilidade de reproduzir doenças humanas em modelos 

animais representa uma grande vantagem para a medicina experimental 

moderna (Russel, 1964). O modelo animal ideal deve ser homólogo, 

replicando o distúrbio humano em todos os aspectos. No entanto, o 

modelo animal pode ser isomórfico, quando replica o distúrbio mas não 

as bases etiológicas (que em várias doenças neurológicas ainda são 

desconhecidas), ou preditivo, nos casos onde não se assemelham ao 

distúrbio humano mas respondem ao tratamento com fármacos 

utilizados na clínica (van der Staay et al., 2009).  

O modelo animal da pilocarpina – um agonista colinérgico 

muscarínico não-seletivo - apresenta um alto grau isomórfico com a 

epilepsia do lobo temporal em humanos, e por isso tem sido utilizado 

por diferentes grupos de pesquisa desde seu primeiro relato há 30 anos 

(Curia et al., 2008; Turski et al., 1983a; Turski et al., 1983b), pois 

apresenta várias vantagens em relação a outros modelos como: a rápida 

indução do status epilepticus; presença de um período latente seguido 

pelo surgimento de crises espontâneas recorrentes (Cavalheiro et al., 

1991; Leite et al., 1990); promoção de lesões esparsas no encéfalo, 

sendo algumas delas localizadas nos mesmos locais afetados em 

humanos e associadas à reorganização da rede neural em regiões 

hipocampais (Wieser e Epilepsy, 2004).  

A pilocarpina é um alcalóide extraído das folhas do Pilocarpus 
jaborandi, um arbusto originário do Brasil, e foi isolada pela primeira 

vez por Hardy e Gerrard em 1875 (Davies et al., 2009). Na clínica, a 

droga é empregada no tratamento de glaucoma, aumentando o 

escoamento de fluído dos olhos e reduzindo a pressão intra-ocular 

(Wollensak e Kewitz, 1976). Doses menores são também utilizadas para 

induzir o aumento da salivação durante a coleta de amostras clínicas 

(Smith et al., 1982), além de promover suor excessivo, broncoespasmo, 

aumento da secreção da mucosa brônquica, taquicardia, hipertensão, 

diarréia e miose, quando aplicada de forma crônica nos olhos (Tang e 

Loke, 2011).  

Em modelos experimentais, quando administrada em altas doses 

(acima de 300 mg/kg), a pilocarpina promove episódios 

comportamentais de ordem epileptogênica associados a descargas 

eletrográficas (durante registros no EEG) que aumentam 
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progressivamente na sua duração e dispersão (Cavalheiro et al., 1991; 

Leite et al., 1990). A partir do esbelecimento do status epilepticus, a 

administração de atropina (um antagonista colinérgico) não é mais capaz 

de controlar as crises induzidas, sugerindo a participação de elementos 

não colinérgicos (e.g. glutamato, GABA e dopamina) na manutenção 

dessas crises - em especial o envolvimento dos receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA, que quando antagonizados 

desencadeiam efeitos anti-convulsivantes (figura 7 e quadro 3, Jope et 

al., 1986; Meurs et al., 2008; Nagao et al., 1996; Ormandy et al., 1989; 

Smolders et al., 1997). 

Aproximadamente 75 % dos animais tratados com doses 

elevadas (convulsivantes) de pilocarpina apresentam crises com clônus e 

comportamento de levantamento e/ou quedas por perda de reflexo 

postural, conforme a escala de severidade de Racine (Racine, 1972), 

havendo uma taxa de mortalidade de aproximadamente 40 % dos ratos 

tratados (Cavalheiro et al., 1991; Curia et al., 2008; Liu et al., 1994; 

Turski et al., 1983a).  

 

 
Figura 7 - Efeitos fisiológicos desencadeados pela administração sistêmica de 

pilocarpina (a partir de doses convulsivantes, acima de 300 mg/kg). A ativação 

de receptores muscarínicos promove a liberação de glutamato que, em excesso, 

induz respostas excitotóxicas (pela ativação de receptores AMPA e NMDA) e 

lesões nervosas. Abreviação: CRE, crises recorrentes espontâneas (adaptado de 

Collombet, 2011).  
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Quadro 3 – Efeitos desencadeados pela pilocarpina. 

Pilocarpina (C11H16N2O2) 

E
st

ru
tu

ra
 

 

A
lv

o
 

Receptores muscarínicos 

(agonista) 

M
ec

a
n

is
m

o
 d

e 
g

er
a

çã
o

 d
a

s 
cr

is
es

 

1) Iniciação da crise pela 

ativação do receptor 

muscarínico; 

2) Manutenção da crise pela 

modulação de glutamato, GABA 

ou dopamina; 

3) Outras moléculas como 

receptores de adenosina, 

citocinas, quimiocinas e canais 

de cálcio podem também estar 

envolvidos na manutenção do 

status epilepticus e início das 

crises recorrentes espontâneas 

P
a

to
lo

g
ia

 

A
x

ô
n

io
s 

e 
d

en
d

ri
to

s 

Brotamento axonal e 

dendritos recentemente 

brotados com espinhas 

dendríticas tipo cone de 

crescimento são encontrados 

no sistema límbico na fase 

crônica do status epilepticus 

R
es

p
o

st
a

s 
g

en
ô

m
ic

a
s 

Genes superexpressos 

Sox11, α-protimosina, receptores 

da proteína quinase C, 

neuropeptídeo Y, timosina-β-10, 

CD9, CD24, β –tubulina, T-β-15 

vimentina, proteína lingante ao 

ácido graxo 

L
es

ã
o

 n
eu

ro
n

a
l 

Perda neuronal, em particular, 

interneurônios presentes no 

hipocampo, amígdala, tálamo, 

subculum piriforme e córtex 

entorrinal, neocórtex e 

substância nigra 

Genes hipoexpressos 

GAS-7, R-esp1, NVP-2, PDK2, 

PMCA-3, hipocalcinina, receptor 

de IP3, proteina 

Ca
2+

/calmodulina II, quinase-β, 

receptor GABA-A, prodinorfina, 

dendrina, proteína de membrana 

neural 35 

N
eu

ro
g

ên
es

e
 

A neurogênese das células 

granulares é aumentada na 

fase inicial (primeiras 3 

semanas) após a indução de 

status epilepticus, mas 

diminuida logo após 

(Adaptado de www.chemspider.com e Tang e Loke, 2011). 

 

A indução de status epilepticus a partir da administração de 

cloreto de lítio e pilocarpina em ratos jovens promove déficit de 

memória quando avaliados no teste do labirinto aquático de Morris, 

além de promover uma maior incidência de comportamentos do tipo-

ansiogênicos no teste do labirinto em cruz elevado 3 meses após o 
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tratamento (Cilio et al., 2003; de Oliveira et al., 2008; Kubová et al., 

2004). Por outro lado, uma única dose de pilocarpina (300 mg/kg) 

administrada sistemicamente foi capaz de prevenir os déficits cognitivos 

de aprendizagem e memória observados em ratos idosos (21 meses) no 

labirinto aquático quando administrada aos 3 meses de idade em ratos 

que não apresentaram status epilepticus, sugerindo que as alterações 

relacionadas à idade avançada podem ser prevenidas por uma alteração a 

longo prazo do sistema colinérgico ou outra via de neurotransmissão 

(De-Mello et al., 2005). 

Camundongos que apresentaram status epilepticus e, 

posteriormente, crises espontâneas recorrentes após a administração de 

pilocarpina demonstraram um aumento dos níveis de ansiedade, 

conforme observado em diferentes testes comportamentais (e.g. campo 

aberto, caixa claro-escuro, labirinto em cruz elevado, placa perfurada), 

além de prejuízo no aprendizado espacial e memória quando avaliados 

no labirinto aquático de Morris e de lesões hipocampais (principalmente 

em células piramidais da região CA1 e CA3), refletindo várias respostas 

comportamentais e prejuízos cognitivos que se associam ao observado 

em pacientes epilépticos (Müller et al., 2009a; Müller et al., 2009b). 

Os mecanismos neurobiológicos envolvidos no binômio 

epilepsia-ansiedade são pouco compreendidos, sendo que estudos 

sistemáticos nessa área ainda são escassos (figura 8). Alguns 

pesquisadores têm focado seus estudos no comportamento de roedores 

epilépticos após o abrasamento (kindling) de estruturas límbicas 

(Adamec, 1990; Adamec e Morgan, 1994; Kalynchuk et al., 1997) ou 

crises convulsivas induzidas por drogas que modificam o balanço 

excitatório/inibitório do sistema nervoso central (Erdoğan et al., 2005; 

Gröticke et al., 2007), relacionando o perfil ansiogênico destes roedores 

às descargas ictais observadas durante registros de EEG.  
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Figura 8 - Incidência anual (dos últimos 30 anos) de trabalhos publicados em 

diferentes periódicos utilizando os termos de busca na língua inglesa “anxiety” 

(ansiedade), “epilepsy” (epilepsia) e “anxiety and epilepsy” (ansiedade e 

epilepsia), disponíveis na base de dados PubMed, desenvolvido pelo Centro 

Nacional para a Informação Biotecnológica (NCBI) e mantido pela Biblioteca 

Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América (adaptado de 

www.pubmed.com, acessado em 15/04/2013). 

 

Embora o modelo da pilocarpina tenha sido amplamente 

estudado, é evidente que um número significante de animais submetidos 

a esse tratamento não desenvolvem status epilepticus (Cavalheiro et al., 

1994; Hort et al., 1999; Mello et al., 1993; Turski et al., 1987), sendo 

estes animais geralmente descartados dos estudos. Um estudo piloto 

conduzido pelo nosso grupo de pesquisa revelou que ratos que não 

desenvolvem status epilepticus após a injeção de uma dose elevada de 

pilocarpina (350 mg/kg) apresentam um perfil ansiogênico quando 

avaliados no labirinto em cruz elevado 1 mês após o tratamento. Tais 

resultados levaram a um grande interesse em melhor entender esses 

efeitos, uma vez que grande parte dos investigadores tem focado sua 

atenção na geração e propagação das crises induzidas por agentes 

convulsivantes, minimizando ou desconsiderando as alterações 

emocionais ou cognitivas consequentes ao tratamento. Além disso, o 

atual patamar das pesquisas pré-clínicas evidencia uma série de 

limitações encontradas no campo translacional dos transtornos 

psiquiátricos para modelos animais, associadas à baixa taxa de 

implementação clínica de terapias alternativas que possam auxiliar o 

tratamento dos transtornos de ansiedade, tornando-se necessário a busca 

de novas estratégias com diferentes alvos terapêuticos (e.g. sistema 

muscarínico).  

  

http://www.pubmed.com/
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

  

O presente trabalho teve como objetivo investigar o 

comportamento de ratos que não convulsionam frente ao tratamento 

com pilocarpina – um agonista colinérgico não seletivo dos receptores 

muscarínicos – e os possíveis mecanismos celulares adaptativos 

envolvidos nessas respostas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Caracterizar as respostas emocionais de longo prazo observadas 

em ratos tratados com doses subconvulsivantes de pilocarpina; 

 Quantificar as atividades hipocampal e cortical observadas em 

ratos tratados com doses subconvulsivantes de pilocarpina;  

 Investigar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo 

tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina e o 

envolvimento dos receptores do tipo GABA-A na modulação 

dessas respostas; 

 Quantificar as atividades hipocampal e cortical observadas em 

ratos tratados com uma dose subconvulsivante de pilocarpina e 

o envolvimento dos receptores do tipo GABA-A na modulação 

dessas respostas; 

 Estudar as possíveis alterações da atividade da enzima 

acetilcolinesterase no hipocampo e córtex pré-frontal de ratos 

após o tratamento com uma dose subconvulsivante de 

pilocarpina e o envolvimento dos receptores do tipo GABA-A 

na modulação dessas respostas; 

 Averiguar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo 

tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina 

sobre as respostas de medo condicionado; 

 Determinar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo 

tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina 

sobre a plasticidade sináptica; 

 Investigar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo 

tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina 

sobre o funcionamento do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA);  
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 Determinar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo 

tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina 

sobre a expressão de proteína FOS na região do hipocampo; 
 Caracterizar a participação de receptores do tipo NMDA nas 

respostas comportamentais de curto e longo prazo promovidas 

pelo tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina; 

 Investigar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo 

tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina 

sobre a expressão de receptores do tipo NMDA na região do 

hipocampo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Todos os experimentos foram conduzidos conforme os padrões 

internacionais do bem-estar animal e recomendados pela Sociedade 

Brasileira de Neurociências e Comportamento (SBNeC). Os 

procedimentos experimentais envolvidos neste estudo foram delineados 

de tal maneira a minimizar o sofrimento dos animais. Além disso, foi 

utilizado um tamanho de amostras mínimo e adequado para as análises 

estatísticas e extraído o máximo de informações relevantes para o 

cumprimento dos objetivos propostos, de acordo com os protocolos 

experimentais previamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o 

número 23080.025621/2009-03 (anexo A), e pelo Ato de Animais 

(Procedimentos Científicos) - Animals (Scientific Procedures) Act - de 

1986, sob o número 30/2512 (anexo B), licença pessoal 30/9626. 

 

3.2 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, com idade 

aproximada de 2 a 3 meses e pesando entre 200 e 300 gramas. Os 

animais foram alojados em grupos de 4 – 5 por caixa e mantidos em um 

ambiente com temperatura controlada (22  2°C) e em um ciclo claro-

escuro de 12 h (7 h – 19 h, claro sob luz artificial), com livre acesso à 

água e ração, exceto durante os experimentos.  

Os experimentos conduzidos na Universidade Federal de Santa 

Catarina foram realizados com animais provenientes do Biotério Central 

da própria universidade, enquanto os experimentos conduzidos na 

Universidade de Bristol foram realizados com animais provenientes dos 

Laboratórios Charles River (Inglaterra). Ratos foram transferidos e 

permaneceram alojados por, pelo menos, 5 dias antes da realização dos 

experimentos para habituação às condições laboratoriais, sendo 

conduzidos durante a fase claro do ciclo (entre 13 h e 18 h). 
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

3.3.1 Testes comportamentais 
 

3.3.1.1 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

 

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um teste utilizado para 

mensurar respostas vinculadas à ansiedade em animais. O aparato surgiu 

a partir da adaptação do labirinto em Y, criado por Montgomery em 

1955, sendo desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e  validado 

inicialmente para ratos por Pellow et al. (1985). O LCE (EP151, Insight 

Ltda., Ribeirão Preto, SP, Brasil) consiste de dois braços abertos (50 x 

10 cm) e dois fechados (50 x 10 cm) de madeira, opostos em forma de 

cruz e elevados a 40 cm do chão. Os braços estão conectados por uma 

plataforma central (10 x 10 cm). Com intuito de prevenir a queda dos 

animais, os braços abertos são circundados por barras laterais de 1 cm 

de altura. O aparato foi alocado em uma sala iluminada com luz 

vermelha (15 W) com intensidade de 3 lux no assoalho do equipamento.  

 

 
Figura 9 – Labirinto em cruz elevado (adaptado de http://insightltda.com.br). 

 

Ao início do teste, os animais foram colocados individualmente 
na plataforma central com a cabeça voltada para um dos braços fechados 

e o seu comportamento avaliado durante 5 min (Pellow et al., 1985). As 

medidas comportamentais registradas neste teste foram: tempo de 

permanência e número de entradas nos braços abertos e fechados 
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(considerou-se a entrada em um dos braços quando a maior parte do 

corpo do animal estava dentro do respectivo braço), parâmetros 

etológicos de avaliação de risco como imersões de cabeça desprotegidas 

(unprotected head-dipping), estiramentos corporais protegidos 

(protected stretch-attend postures), exploração da região distal dos 

braços abertos e comportamento de levantar, para aumentar a 

sensibilidade do teste (Rodgers e Cole, 1994; Rodgers e Dalvi, 1997). O 

aparato foi limpo com solução de etanol 10 % entre cada sessão. 

Para análise estatística dos dados e confecção dos gráficos, a 

porcentagem de entradas nos braços abertos foi calculada dividindo-se a 

frequência de entradas nos braços abertos pela frequência total de 

entradas, e esse índice multiplicado por 100. De maneira semelhante, foi 

calculada a porcentagem do tempo em que os animais permaneceram 

nos braços abertos em relação ao somatório do tempo de permanência 

nos braços abertos e fechados, sendo o quociente obtido multiplicado 

por 100. Para os demais parâmetros observados, fez-se a soma simples 

das frequências obtidas. 

 

3.3.1.2 Teste de condicionamento aversivo contextual (CAC) 

 

 O teste de condicionamento aversivo contextual (CAC) é 

baseado no modelo de Pavlov (1927) e é acreditado por ter um grande 

potencial translacional em relação a testes tradicionalmente empregados 

na investigação dos transtornos de ansiedade, servindo como ferramenta 

no estudo das bases neurais (Garakani et al., 2006; Grillon e Baas, 

2003). O teste consiste em uma caixa de condicionamento ao contexto 

(Insight Ltda., Ribeirão Preto, SP, Brasil) com dimensões de 22 x 22 x 

25 cm, dotada de chão gradeado conectado a um gerador de choques 

elétricos. Os animais foram colocados na caixa e após 3 min receberam 

choque nas patas (1,5 mA/1 s), permanecendo por mais 1 min na caixa 

de condicionamento para contextualização. Após 24 h, os animais foram 

reexpostos ao aparato por 5 min e o tempo do comportamento de 

congelamento (freezing) quantificado, conforme previamente descrito 

por Pamplona e Takahashi (2006). O comportamento de congelamento é 

definido como um estado de imobilidade em uma posição estereotipada 

de agachamento, associado a respostas como pilo-ereção, aumento da 

frequência cardíaca e liberação de hormônios de estresse (Fanselow, 

1980). A sala de experimentação foi iluminada com uma luz vermelha 

(15 W) com intensidade aproximada de 3 Lux no ambiente.  
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Figura 10 – Caixa de condicionamento ao contexto (adaptado de 

http://insightltda.com.br). 

 

3.3.2 Registros eletrofisiológicos 
 

3.3.2.1 Cirurgia estereotáxica 

 

 Os ratos foram submetidos à cirurgia estereotáxica sob 

anestesia geral para a implantação de eletrodos bipolares em regiões 

encefálicas para o registro de eletroencefalograma (EEG). A anestesia 

foi realizada com quetamina (Dopalen®, Sespo Indústria e Comércio 

Ltda, SP, Brasil, 100 mg/kg) e xilazina (Anasedan®, Sespo Indústria e 

Comércio Ltda, SP, Brasil, 20 mg/kg) e, após constatação da perda de 

reflexos álgicos (retirada da pata frente a compressão da pata), foi 

realizada tricotomia da região cefálica e o animal posicionado no 

aparelho estereotáxico (Stoelting®, mod. 300, EUA), sendo fixados por 

duas barras auriculares e uma presilha nasal. Após administração 

subcutânea de cloridrato de lidocaína (Lidostesim®, 2 % com 

vasoconstritor, DLA Pharmaceutical Ltda., SP, Brasil) na região 

posterior da cabeça para anestesia local e redução do extravasamento 

sanguíneo após a incisão no tecido, o periósteo foi raspado, expondo a 

superfície do crânio. A calota foi limpa com algodão e água oxigenada 

com intuito de facilitar a visualização dos pontos antropométricos 

lambda e bregma, utilizados como referência para marcação das 

coordenadas estereotáxicas. Ato contínuo, a calota foi perfurada com 

uma broca odontológica para a fixação dos eletrodos de implante 

subcortical e cortical.  
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Figura 11 - Cirurgia estereotáxica para o implante dos eletrodos (foto do autor).  

 

Os eletrodos bipolares eram constituídos por dois fios 

entrelaçados de NiCr (150 μm de diâmetro) revestidos por uma fina 

camada de teflon (7 μm) em toda a sua extensão (raspados nas 

extremidades) e implantados na região CA3 do hipocampo (AP = −3.3; 

ML = +2.5; DV = −3.8), enquanto os eletrodos corticais foram 

posicionados manualmente na região A3 (AP = −1.5; ML = −3.0), 

conforme o atlas estereotáxico de ratos de Paxinos e Watson (1997). Um 

micro parafuso foi também implantado próximo ao seio frontal do 

crânio, servindo como aterramento do sistema. Os eletrodos foram 

soldados a um micro conector de saída e fixados ao crânio com acrílico 

autopolimerizante (JET Artigos Odontológicos Clássico Ltda., SP, 

Brasil). 

Após o término das cirurgias, os animais ficaram sob 

observação e aquecidos por uma lâmpada de 40 W, a fim de amenizar a 

hipotermia induzida pela anestesia geral e, depois de recuperados, foram 

alojados aos pares em suas caixas recebendo água e ração à vontade, 

por, pelo menos, 5 dias até o início dos experimentos.  

 

3.3.2.2 Registros de eletroencefalograma (EEG) 
 

 Os registros de eletroencefalograma (EEG) foram obtidos 

através do sistema poligráfico digital BIOPAC (MP-100/WSW, Inc). Os 

sinais foram amplificados 20.000 x e filtrados por um filtro notch de 60 



48 

 
 

Hz, digitalizados com uma taxa de amostragem de 256 Hz e registrados 

através do programa ACQ Knowledge®, versão 3.2. 

 Aproximadamente cinco dias após a cirurgia estereotáxica, cada 

animal foi individualmente colocado em uma caixa de vidro (0,3 x 0,5 x 

0,4 m) com serragem no assoalho, e esta caixa inserida dentro de uma 

gaiola de Faraday (1,0 x 0,6 x 0,7 m). O cabo de registro foi conectado 

ao micro conector fixado ao animal e, após um período de habituação de 

30 min, iniciou-se o registro eletrográfico basal de 20 min seguido pelos 

tratamentos. 

 

 
Figura 12 - Ambiente experimental (interior da gaiola de Faraday) para registro 

do EEG (foto do autor).  

 

3.3.2.3 Registro extracelular in vitro 

 

 Registros eletrofisiológicos foram realizados em fatias 

parasagitais do hipocampo (400 µm de espessura) de ratos Wistar 

machos. Animais foram anestesiados com isoflurano, decapitados e o 

cérebro colocado em fluído cefalorraquidiano artificial (aCSF) resfriado 
e oxigenado (5 % CO2 95 % O2), contendo (em mM) NaCl, 124; KCl, 

3; NaHCO3, 26; NaH2PO4, 1.25; MgSO4, 10; Glicose, 10; CaCl2, 1. 

Fatias foram cortadas usando um vibrátomo (Leica® Biosystems, 

VT1000S). O hipocampo foi dissecado, permanecendo em repouso por, 

pelo menos, 2 h em aCSF oxigenado, mantendo em temperatura 
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ambiente. Ato contínuo, algumas fatias foram posicionadas em uma 

câmara com interface umidificada à temperatura de 30º C, sendo 

continuamente perfundidas por aCSF (2 ml/min) com (em mM) NaCl, 

124; KCl, 3; NaHCO3, 26; NaH2PO4, 1.25; MgSO4 1, glicose, 10; CaCl2 

2. Técnicas de registro extracelular padrão foram empregadas para 

monitorar as respostas de campo emitidas na região CA1 do hipocampo 

(Bortolotto et al., 2001).  

 

 
Figura 13 – Câmara de registro extracelular (foto do autor). 

 

Os estímulos foram liberados por um eletrodo de estímulo 

(0,033 Hz). A decaída (slope) dos potenciais pós-sinápticos excitatórios 

de campo (PPSEs) foram mensurados e expressos em relação ao registro 

de base (baseline). As respostas durante o registro de base foram 

ajustadas para aproximadamente 50 % da resposta máxima obtida. Os 

efeitos da estimulação de alta frequência (HFS, estimulação de 100 Hz, 

1 s) foram mensurados em períodos (média durante 2 min) após a 

indução da potenciação de longo prazo (LTP). Os resultados obtidos 

correspondem aos dados de uma fatia de hipocampo por rato. Os 

registros foram realizados utilizando um amplificador Axoclamp 2A 

(Axon Instruments, Foster City, CA), sendo monitorados e analisados 

pelo programa WinLTP versão 1.11 (Anderson e Collingridge, 2001, 

disponível em http://www.winltp.com). 
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3.3.3 Ensaios bioquímicos 

 

3.3.3.1 Obtenção do material biológico 

 

Para a mensuração de corticosterona e de ACTH, os animais 

foram alojados em uma sala com isolamento acústico e, após 24 h de 

habituação, anestesiados em uma câmara saturada com isoflurano e 

decapitados com uma guilhotina. O sangue foi coletado do tronco do 

animal e armazenado em tubos refrigerados contendo 50 µl de EDTA 

(0,5 m; pH 7,4) e 50 µl de aprotinina (5.000 KIU/ml, Trasylol; Bayer, 

EDTA, Newbury, UK). Em seguida, o plasma foi centrifugado, 

separado e armazenado a -80º C até o período de mensuração da 

corticosterona e do ACTH. 

Para a realização dos experimentos de Western blot ou a 

determinação da atividade da enzima acetilcolinesterase, os animais 

foram anestesiados em uma câmara saturada com éter e decapitados 

com uma guilhotina para a coleta de tecido cerebral, imediatamente após 

o término dos testes comportamentais. Os encéfalos removidos foram 

lavados com solução salina (NaCl 0,9 %) resfriada à 4º C e, 

imediatamente após, dissecados sobre uma placa de Petri sobreposta em 

gelo seco. Os hipocampos e a porção pré-frontal do córtex foram 

depositados em eppendorfs® siliconizados e armazenados em freezer à -

80º C até o período da utilização para cada ensaio planejado. 

 

3.3.3.2 Dosagem plasmática de corticosterona e hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH)  

 

 Os níveis de corticosterona plasmática foram mensurados por 

radioimunoensaio, usando diluição 1:100 em um tampão de citrato (pH 

3,0) para desnaturar a globulina ligante conforme descrito por (Spiga et 

al., 2011). O antisoro foi gentilmente cedido pelo Prof. Gabor Makara 

(Instituto de Medicina Experimental, Budapest, Hungria) e a 

corticosterona [
125

I] comprada da Izotop® (Budapest, Hungria). Os 

coeficientes de variação do ensaio de corticosterona foram de 14,1 % 

(intra-ensaios) e 15,3 % (inter-ensaios) respectivamente. O ACTH 

plasmático foi mensurado usando 100 µl plasma e reagentes (DiaSorin, 

Stillwater, MN), conforme o protocolo estipulado pelo fabricante. Os 

coeficientes de variação do ensaio de ACTH foram de 2,2 % (intra-

ensaios) e 7,8 % (inter-ensaios) respectivamente. 

 



51 

 
 

3.3.3.3 Determinação da Concentração de Proteínas 

 

A determinação da concentração de proteínas foi utilizada para a 

realização dos ensaios da atividade da enzima acetilcolinesterase 

(AChE) e para o Western blot. A quantificação de proteína foi feita pelo 

método de Lowry (1951). Resumidamente, 4,9 ml de reativo A (Na2CO3 

2 % em NaOH 0,1N) foram misturados a 0,1 ml de reativo B, que 

consiste na união de duas partes iguais de solução de tartarato de sódio e 

potássio (C4H4KNaO6.4H2O) 2 % e solução alcalina de sulfato de cobre 

(CuSO4.5H2O) 1 %, formando desta maneira o reativo C (reativo A + 

reativo B). Um volume de 200 μl de reativo C foi adicionado a 20 μl de 

cada amostra e estas foram incubadas durante 10 min. Em seguida, foi 

acrescentado o reagente de titulação FOLIN-Ciocalteu Fenol (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluído duas vezes em água destilada a 

fim de conseguir uma solução final de 1 N. As amostras foram 

novamente incubadas, durante 20 min em ambiente escuro. Em seguida, 

as absorbâncias foram lidas em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 650 nm. A curva padrão (0,1; 0,2; 0,4 e 0,6 mg/ml) foi 

preparada a partir de diluições de uma solução estoque de albumina 

bovina fração V (10 mg/ml) (pH 7,0) (AppliChem, St. Louis, MO, 

EUA). 

 

3.3.3.4 Determinação da atividade da enzima de acetilcolinesterase 

(AChE) 

 

As amostras de hipocampo e córtex pré-frontal foram 

homogeneizadas 1:10 (w/v) em HEPES 20 mM, tampão pH 7,4. Os 

tecidos homogeneizados foram centrifugados a 3.000 g à 4º C por 5 min 

e o sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade de AChE. A 

concentração de proteínas foi mensurada conforme o item 3.3.3.3 

anteriormente descrito. A determinação da atividade da 

acetilcolinesterase (AChE) foi estimada pelo método descrito por 

Ellman e colaboradores (1961), utilizando o iodeto de acetilcolina como 

substrato. A taxa de hidrólise deste composto é medida através da 

liberação de compostos tióis que, quando reagem com o 

ditiobisnitrobenzoato (DTNB), produzem um composto colorido 

denominado ácido 5-tio-2-nitro-benzóico (TNB), lido em um 

espectrofotômetro (TECAN
©
 – Infinit M200) no comprimento de onda 

de 412 nm. As amostras foram retiradas de diferentes animais e 

avaliadas em duplicata.  
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3.3.3.5 Imunodetecção de proteínas por Western blot 

 

As amostras de hipocampo e córtex pré-frontal foram 

homogeneizadas manualmente (com auxílio de micro pistilos) em 

tampão RIPA gelado composto por Nonidet P-40 1 % (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA), deoxicolato de sódio 0,5 %, dodecil sulfato de 

sódio (SDS) 0,1 %, tampão PBS (pH 7,4) na presença dos seguintes 

inibidores enzimáticos: leupeptina 20 μg/ml, aprotinina 10 μg/ml, 

pepstatina A 20 μg/ml e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 1 mM. Após 

a homogeneização, as amostras foram incubadas em gelo por 30 min e 

em seguida centrifugadas (10.000 g, 4º C, durante 10 min). O 

sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado sob as mesmas 

condições. Após a segunda centrifugação, o sobrenadante foi coletado, 

sendo este o extrato celular total contendo as proteínas dissolvidas no 

meio. Os extratos celulares totais foram armazenados em freezer a -80º 

C até o momento da quantificação das proteínas.  

 Os experimentos de Western blot foram realizados conforme 

descrito por Dutra (2012). Os extratos dos tecidos previamente 

preparados foram diluídos de modo a apresentar a mesma concentração 

de proteína (5,56 mg/ml), foram misturados em volumes iguais ao 

tampão de amostra 5 vezes concentrado (Tris-HCl 150 mM (pH 6,8), β-

mercaptoetanol 15 %, dodecil sulfato de sódio (SDS) 6 %, azul de 

bromofenol 0,3 %, glicerol 25 %) e fervidas por 5 min a 100º C. 

Quantidades iguais de proteínas para cada amostra (30 μg) foram 

separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS (8-12 %). A 

etapa seguinte consistiu na transferência das proteínas contidas no gel 

para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) 

sob as seguintes condições: 100 V e 30 mA durante 1 h. Após a 

transferência, as membranas foram saturadas em solução de TBS-T 

(Tris 1,2 g; NaCl 8,76 g e Tween 0,05 % em água destilada) contendo 

leite desnatado (5 %) por, no mínimo, 1 h, à temperatura ambiente. 

Após a lavagem em TBS-T (4 vezes), as membranas foram incubadas 

em tempo e condições apropriadas para cada anticorpo primário contra 

as seguintes proteínas de interesse para o estudo: anti-β-actina (#3700, 

1:500, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA), anti-proteína c-

FOS (#sc52, 1:1000, Santa Cruz Biotech Inc, CA, EUA), anti-proteína 

NMDAR1 (#4204, 1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 

EUA) e anti-proteína NMDAR2B (#MAB5220, 1:1000, EMD Millipore 

Corporation, Billerica, MA, EUA). Após a incubação com o anticorpo 

primário as membranas foram lavadas em TBS- T (4 vezes) e incubadas 



53 

 
 

com anticorpo secundário específico (coelho, #7074, ou camundongo, 

#7076) conjugado à peroxidase (1:25.000, Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, EUA) durante 2 h à temperatura ambiente. Os imuno-

complexos foram visualizados usando o sistema de detecção de 

substrato quimioluminescente SuperSignal West Femto (Thermo Fischer 

Scientific, Rockford, IL, EUA) e filme radiográfico (Hyperfilm ECL, GE 
Healthcare, São Paulo, SP, Brasil), segundo as recomendações do 

fabricante. Os valores densitométricos foram normalizados utilizando 

como controle as bandas imunorreativas contra o anticorpo anti-β-

actina. Os filmes foram digitalizados e os níveis de proteína foram 

quantificados por densidade óptica utilizando o programa NIH ImageJ 

1.36B (NIH, Bethesda, MD, USA) e os valores foram expressos como 

unidades arbitrárias em relação a β-actina. 
 

3.4 DROGAS, INJEÇÕES E PROTOCOLOS DE TRATAMENTO 

 

Todas as drogas foram dissolvidas em salina (0,9 %) e injetadas 

em um volume de 1 ml/kg. As doses utilizadas para a realização deste 

trabalho foram baseadas na literatura ou em padronizações prévias do 

laboratório (Cavalli et al., 2009; Duarte et al., 2010; Duarte et al., 2013; 

Duzzioni et al., 2008; Hoeller et al., 2011; Pellow e File, 1987). 

 

 Solução Salina (NaCl 0,9 %) - Sigma-Adrich Co., St. Louis, 

MO, EUA. Injetada via intraperitoneal para o tratamento dos 

grupos controle; 

 Hidrocloreto de Pilocarpina (agonista muscarínico não-seletivo) 

– Sigma-Adrich Co., St. Louis, MO, EUA. Injetado via 

intraperitoneal nas doses de 20, 150 e 350 mg/kg. 

 Brometo de Metil-escopolamina (antagonista muscarínico que 

não cruza a barreira hemato-encefálica) – RBI, EUA. Injetado 

via subcutânea na dose de 1 mg/kg. 

 Hidrocloreto de Pentilenotetrazol (antagonista do receptor 

GABA-A) - Sigma-Adrich Co., St. Louis, MO, EUA. Injetado 

via intraperitoneal na dose de 15 mg/kg. 

 Diazepam (agonista do sítio benzodiazepínico do receptor 

GABA-A) – Dienpax®, Sanofi-Winthrop Lab., São Paulo, SP, 

Brasil. Injetado via intraperitoneal na dose de 15 mg/kg. 

 Cloridrato de Memantina (antagonista do receptor NMDA) – 

Ebix®, Merz Pharma GmbH & Co. KgaA, Frankfurt, 

Alemanha. Injetado via intraperitoneal na dose de 4 mg/kg.  
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Todos os animais utilizados nesse estudo foram tratados com 

metil-escopolamina (1 mg/kg, s.c.) 30 min antes da injeção de 

pilocarpina, ou salina (NaCl 0,9 %), com o intuito de prevenir os efeitos 

colinomiméticos periféricos (figura 14). 

 

 
Figura 14 – Esquema representativo do protocolo de tratamento adotado ao 

longo do estudo. Ratos avaliados 24 h após a administração de pilocarpina 

foram tratados com 3 meses de idade, enquanto ratos avaliados 1 mês após a 

administração de pilocarpina foram tratados com 2 meses de idade. O protocolo 

de tratamento diferiu conforme o desenho experimental, sendo o período de 

“teste” caracterizado pelas diferentes técnicas abordadas nesse trabalho (e.g. 

comportamento, eletrofisiologia, bioquímica). Abreviações: PT, protocolo 

experimental; M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Pilo, pilocarpina (20, 

150 ou 350 mg/kg); DZP, diazepam (1 mg/kg); PTZ, pentilenotetrazol (15 

mg/kg); Memantina (4 mg/kg); s.c., injeção subcutânea; i.p., injeção 

intraperitoneal.  

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Dados dos testes comportamentais (labirinto em cruz elevado e 

medo condicionado ao contexto), análises quantitativas do EEG e 

parâmetros bioquímicos foram expressos como média ± E.P.M. e 

avaliados por análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias, 
seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls para múltiplas 

comparações, tendo como variáveis independentes os fatores “pré-

tratamento” e/ou “tratamento”. Foram utilizados para as análises 

estatísticas e confecção dos gráficos os programas Statistica® versão 8.0 

(StaSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e GraphPad Prism® versão 5.0 
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(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Uma análise espectral de 

tempo-frequência utilizando a transformada de wavelet foi realizada nos 

traçados de EEG para avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos em 

ratos registrados 24 h ou 1 mês após as injeções de salina ou 

pilocarpina. Frequências entre 3 e 30 Hz foram analisadas em períodos 

de 10 segundos (30 amostras selecionadas durante o período de 1 h, em 

momentos em que o animal mostrava-se imóvel). Nesses períodos, o 

valor das frequências mais proeminentes foi calculado (F1, a frequência 

com a potência mais elevada - µV
2
/Hz – presente em pelo menos 30 % 

do período selecionado). A análise de wavelet foi conduzida nos sinais 

de EEG exportados do programa de aquisição ACQKnowledge® versão 

3.3 (BIOPAC Systems, Inc., EUA) para uma rotina de Matlab® versão 

6.5 R13 (Mathworks Inc., MA, EUA) (Romcy-Pereira et al., 2008; 

Rossetti et al., 2006; Rossetti et al., 2012). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Perfil ansiogênico de ratos tratados com doses subconvulsivantes de 

pilocarpina: abordagem comportamental e eletrofisiológica 

 

 Conforme demonstrado na figura 15A, ratos foram tratados 

com doses subconvulsivantes de pilocarpina e avaliados no labirinto em 

cruz elevado 1 mês após o tratamento. ANOVA de uma via dos dados 

obtidos revelou que a administração de pilocarpina nas doses de 150 ou 

350 mg/kg, mas não 20 mg/kg, reduziu significantemente o tempo gasto 

[F(3,53)=14,09; p<0,01] e o número de entradas nos braços abertos 

[F(3,53)=16,04; p<0,01], assim como o número de imersões 

desprotegidas de cabeça [F(3,53)=7,22; p<0,01] e a exploração na 

região distal dos braços abertos [F(3,53)=29,55; p<0,01] do labirinto, 

além de aumentar o número de estiramentos corporais protegidos 

[F(3,53)=19,39; p<0,01] quando comparado ao grupo controle (figura 

15B). O número de entradas nos braços fechados (figura 15B) e de 

levantamentos (dados não mostrados) não foi alterado pelo tratamento. 

Não foram observadas alterações comportamentais ou 

anormalidades no EEG de ratos tratados com a menor dose de 

pilocarpina (20 mg/kg). A dose de 150 mg/kg de pilocarpina promoveu 

leve salivação e piloereção após a injeção, havendo o desaparecimento 

gradativo destes efeitos após 30-45 min, caracterizando então um 

comportamento indistinguível do observado nos animais controle 

(tratados com salina). O padrão eletrográfico induzido pela pilocarpina 

nas doses de 20 ou 150 mg/kg foi composto por atividade cortical 

dessincronizada e maior incidência de ritmo teta hipocampal,  durante 

grande parte do experimento. Imediatamente após a injeção da maior 

dose de pilocarpina (350 mg/kg), os animais apresentaram acinesia, 

marcha atáxica, movimentos de automatismos da boca, autolimpeza, 

maior atividade das vibrissas e salivação. Esses sintomas persistiram por 

até 1 h após o tratamento, desaparecendo gradativamente nas 2 h 

seguintes. Os traçados eletrográficos mostraram maior atividade teta no 

hipocampo, associada a descargas com espículas isoladas que se 

disseminaram progressivamente para a área cortical. A atividade no 

EEG com ondas de grande amplitude no hipocampo e córtex tornaram-

se sincronizadas, com o aparecimento de bursts intermitentes de grande 

amplitude e eventos com poli espículas durante grande parte do registro 

(figura 16). 
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Figura 15 – Efeitos da administração de doses subconvulsivantes de pilocarpina 

em ratos avaliados 1 mês após o tratamento no labirinto em cruz elevado. A) 

Desenho experimental do protocolo de tratamento: M-Escop, metil-

escopolamina (1 mg/kg); Sal, salina (0,9 %); Pilo, pilocarpina (20, 150 ou 350 

mg/kg). B) Efeitos da pilocarpina sobre o comportamento de ratos avaliados no 

labirinto em cruz elevado um mês após a administração da droga. Valores são 

representados pela média  E.P.M. (n=11-17 animais/grupo) *p<0,05 ou 

**p<0,001 em relação ao grupo controle (salina) e #p<0,05 em relação ao grupo 

Pilo 150 mg/kg. Todas as comparações foram realizadas por ANOVA seguida 

do teste post-hoc de Newman-Keuls. 
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Embora os animais tratados com a maior dose de pilocarpina 

(350 mg/kg) tenham apresentado crises eletrográficas típicas no EEG, 

nenhum deles desenvolveu status epilepticus ou crises recorrentes 

espontâneas durante o período em que foram avaliados. Um mês após o 

tratamento, apenas os animais injetados com a maior dose de pilocarpina 

apresentaram descargas com espículas de grande amplitude nos traçados 

de EEG (figura 16), sem a associação com comportamentos comuns às 

crises epilépticas (e.g. crises mioclônicas, espasmos) durante as 

inspeções visuais diárias, observando-se um perfil comportamental 

inalterado (e.g. comportamentos exploratórios, autolimpeza, 

levantamentos e atividades locomotoras). Em contraste, animais tratados 

com a dose intermediária de pilocarpina (150 mg/kg) não apresentaram 

alterações de ordem epiléptica nos traçados de EEG (figura 16). 

A análise quantitativa do EEG revelou, conforme a ANOVA de 

uma via, que ambas as doses de pilocarpina (150 ou 350 mg/kg) 

aumentaram a incidência de atividade teta (oscilação F1) no hipocampo 

[F(2,357)=35,22; p<0,0001], quando comparadas aos animais controle 

(injetados com salina) e entre os grupos tratados com pilocarpina. 

Nenhuma diferença foi observada durante análise quantitativa dos 

registros da região cortical (figura 17A e B). De forma conjunta, esses 

dados iniciais demonstram que a administração de uma dose 

subconvulsiva de pilocarpina (150 mg/kg) promove alterações efetivas 

na circuitaria neuronal de ratos, independentemente da incidência de 

atividade epiléptica eletrográfica, com uma maior incidência de 

atividade teta, um fator determinante da função hipocampal sobre o 

controle dos estados de ansiedade.  



60 

 
 

 

 
Figura 16 – Efeitos de doses ansiogênicas de pilocarpina sobre a atividade eletroencefalográfica (EEG) de ratos. (n=3-4 

animais/grupo). Registros representativos (épocas de 8 s) da região cortical (Cx) e hipocampal (Hp).  
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Figura 17 – Atividade teta hipocampal observada 1 mês após a administração 

de doses ansiogênicas de pilocarpina. A) Análise de wavelet representativa da 

atividade eletrográfica do hipocampo e córtex em períodos selecionados durante 

o estado de vigília imóvel, sem a presença de atividade epiléptica. B) 

Quantificação das frequências mais proeminentes (F1) durante registros do 

hipocampo e córtex de ratos tratados com pilocarpina (150 ou 350 mg/kg). 

Cores quentes correspondem às intensidades com maior valor em cada 

frequência. Valores são representados pela média  E.P.M. (n=3-4 

animais/grupo). **p<0,0001 em relação ao grupo controle (salina) e 

##p<0,0001 em relação ao grupo Pilo 150 mg/kg. Todas as comparações foram 

realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls. 

 

4.2 Envolvimento do receptor GABA-A nas respostas ansiogênicas de 

ratos tratados com pilocarpina 

 

 A sensibilidade de ratos tratados com uma dose 

subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/kg) foi avaliada a partir da 

administração de uma droga-padrão ansiolítica (diazepam) ou 

ansiogênica (pentilenotetrazol). As figuras 18 e 19 apresentam os efeitos 
agudos promovidos por uma única injeção de diazepam ou 

pentilenotetrazol sobre parâmetros comportamentais clássicos e 

etológicos de ratos avaliados no labirinto em cruz elevado 24 h ou 1 mês 

após o tratamento com pilocarpina (ver protocolo de tratamento nas 

figuras 18A e 19A). Conforme mostrado pela ANOVA de duas vias, 
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tendo como fatores as variáveis “pré-tratamento (PT)” e “tratamento 

(T)”, a injeção de diazepam, como esperado, aumentou o tempo gasto 

nos braços abertos do aparato, enquanto o pentilenotetrazol diminuiu o 

tempo deste parâmetro em ratos previamente tratados com salina 24 h 

[T:F(2,42)=59,52; p<0,000001; PTxT:F(2,42)=9,37; p<0,001] e 1 mês 

[PT:F(1,42)=6,69; p<0,05; T:F(2,42)=26,58; p<0,000001; 

PTxT:F(2,42)=6,18; p<0,01) após o tratamento. Além disso, a injeção 

de pentilenotetrazol diminuiu os números de entradas nos braços abertos 

24 h [T:F(2,42)=15,43; p<0,00001; PTxT:F(2,42)=3,25; p<0,05], 

entradas nos braços fechados 24 h [T:F(2,42)=5,17; p<0,01] e o 

comportamento de imersões de cabeça desprotegidas 24 h 

[T:F(2,42)=27,56; p<0,000001] após o tratamento. A injeção de 

diazepam aumentou o número de imersões de cabeça desprotegidas 1 

mês após [PT:F(1,42)=6,34; p<0,05; T:F(2,42)=19,58; p<0,000001; 

PTxT:F(2,42)=4,42; p<0,05], além de aumentar o número de vezes em 

que a região distal dos braços abertos foi explorada enquanto o 

pentilenotetrazol reduziu este parâmetro 24 h [T:F(2,42)=59,24; 

p<0,000001; PTxT:F(2,42)=11,01; p<0,001] e 1 mês 

[PT:F(1,42)=11,41; p<0,001; T:F(2,42)=24,80; p<0,000001; 

PTxT:F(2,42)=5,77; p<0,01] após a injeção de salina (figuras 18 e 19). 

A injeção de salina em ratos pré-tratados com pilocarpina 

diminuiu o tempo gasto e o número de entradas nos braços abertos 24 h 

e 1 mês [T:F(2,42)=16,28; p<0,00001; PTxT:F(2,42)=4,01; p<0,05] 

após o tratamento, assim como o comportamento de imersões de cabeça 

e a exploração da região distal dos braços abertos, além de ter 

aumentado o número de estiramentos corporais protegidos 24 h 

[PT:F(1,42)=7,57; p<0,01; T:F(2,42)=8,19; p<0,001; 

PTxT:F(2,42)=3,65; p<0,05] e 1 mês [PT:F(1,42)=22,22; p<0,0001; 

T:F(2,42)=8,85; p<0,001] após o tratamento quando comparado ao 

grupo controle. Além disso, ratos pré-tratados com pilocarpina não 

apresentaram diferenças no número de entradas nos braços fechados do 

labirinto (figuras 18 e 19). 



63 

 
 

B

A

C24 h 1 mês

S
al

+S
al

S
al

+D
ZP

S
al

+P
TZ

P
ilo

+S
al

P
ilo

+D
ZP

P
ilo

+P
TZ

0

20

40

60

80

*

**

**

##

T
e
m

p
o

 n
o

s
 b

ra
ç
o

s
 a

b
e
rt

o
s
/

T
e
m

p
o

 t
o

ta
l 

(%
)

S
al

+S
al

S
al

+D
ZP

S
al

+P
TZ

P
ilo

+S
al

P
ilo

+D
ZP

P
ilo

+P
TZ

0

20

40

60

80

**

**

*

#

T
e
m

p
o

 n
o

s
 b

ra
ç
o

s
 a

b
e
rt

o
s
/

T
e
m

p
o

 t
o

ta
l 

(%
)

S
al

+S
al

S
al

+D
ZP

S
al

+P
TZ

P
ilo

+S
al

P
ilo

+D
ZP

P
ilo

+P
TZ

0

20

40

60

80

#
*

*

E
n

tr
a
d

a
s
 n

o
s
 b

ra
ç
o

s
 a

b
e
rt

o
s
/

E
n

tr
a
d

a
s
 T

o
ta

is
 (

%
)

S
al

+S
al

S
al

+D
ZP

S
al

+P
TZ

P
ilo

+S
al

P
ilo

+D
ZP

P
ilo

+P
TZ

0

20

40

60

80

*
*

#

E
n

tr
a
d

a
s
 n

o
s
 b

ra
ç
o

s
 a

b
e
rt

o
s
/

E
n

tr
a
d

a
s
 T

o
ta

is
 (

%
)

S
al

+S
al

S
al

+D
ZP

S
al

+P
TZ

P
ilo

+S
al

P
ilo

+D
ZP

P
ilo

+P
TZ

0

5

10

15

*

E
n

tr
a
d

a
s
 n

o
s
 b

ra
ç
o

s

fe
c
h

a
d

o
s

S
al

+S
al

S
al

+D
ZP

S
al

+P
TZ

P
ilo

+S
al

P
ilo

+D
ZP

P
ilo

+P
TZ

0

2

4

6

8

10

E
n

tr
a
d

a
s
 n

o
s
 b

ra
ç
o

s

fe
c
h

a
d

o
s

 
Figura 18 – Avaliação de parâmetros comportamentais clássicos de ratos pré-

tratados com uma dose ansiogênica de pilocarpina e posteriormente tratados 

com uma droga-padrão ansiolítica ou ansiogênica. A) Desenho experimental do 

protocolo de tratamento: M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Sal, salina 

(0,9 %); Pilo, pilocarpina (150 mg/kg); DZP, diazepam (1 mg/kg); PTZ, 

pentilenotetrazol, 15 mg/kg). B-C) Efeitos da injeção de diazepam ou 

pentilenotetrazol 24 h ou 1 mês após o tratamento com salina ou pilocarpina em 

ratos avaliados no labirinto em cruz elevado. Os valores são representados pela 

média  E.P.M. (n=8 animais/grupo). *p<0,05 ou **p≤0,001 em relação ao 

grupo controle (injetados com salina). #p≤0,05 ou ##p≤0,001 em relação ao 

grupo salina (injetado com salina). Todas as comparações foram realizadas por 

ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls. 
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Figura 19 - Avaliação de parâmetros comportamentais etológicos de ratos pré-

tratados com uma dose ansiogênica de pilocarpina e posteriormente tratados 

com uma droga-padrão ansiolítica ou ansiogênica. A) Desenho experimental do 

protocolo de tratamento: M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Sal, salina 

(0,9 %); Pilo, pilocarpina (150 mg/kg); DZP, diazepam (1 mg/kg); PTZ, 

pentilenotetrazol, 15 mg/kg). B-C) Efeitos da injeção de diazepam ou 

pentilenotetrazol 24 h ou 1 mês após o tratamento com salina ou pilocarpina em 

ratos avaliados no labirinto em cruz elevado.  Valores são representados pela 

média  E.P.M. (n=8 animais/grupo). *p<0,05 ou ** p≤0,001 em relação ao 

grupo controle (injetado com salina). Todas as comparações foram realizadas 

por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls. 
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Quando administrada 24 h ou 1 mês após o tratamento com 

pilocarpina, a injeção de diazepam reverteu o efeito ansiogênico 

promovido pela pilocarpina nos seguintes parâmetros: tempo gasto e o 

número de entradas nos braços abertos, diminuição do comportamento 

de estiramento corporal e aumento do comportamento de imersão de 

cabeça e número de explorações na região distal dos braços abertos, 

quando comparados aos ratos injetados com salina após o tratamento 

com pilocarpina (figuras 18 e 19). A administração de pentilenotetrazol 

em ratos tratados com pilocarpina apenas diminuiu o número de 

estiramentos corporais. Além disso, as injeções de diazepam ou 

pentilenotetrazol em ratos tratados com pilocarpina não alteraram o 

número de entradas nos braços fechados do labirinto (figuras 18 e 19). 

 Conforme observado na tabela 1, a injeção de pilocarpina per 
se, assim como o tratamento com diazepam ou pentilenotetrazol, não 

alterou a atividade da enzima acetilcolinesterase no córtex pré-frontal e 

hipocampo 24 h ou 1 mês após o tratamento com o agonista colinérgico, 

indicando a ausência de correlação entre a atividade colinérgica nessas 

estruturas e as respostas ansiogênicas observadas nos testes 

comportamentais e eletrofisiológicos. 

 

Tabela 1 – Efeitos do tratamento com diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou 

pentilenotetrazol (PTZ, 15 mg/kg, i.p.) 24 h ou 1 mês após o tratamento 

com pilocarpina (Pilo, 150 mg/kg, i.p.), sobre a atividade da enzima 

acetilcolinesterase (AChE, nmol/min/mg de proteína) no hipocampo e 

córtex pré-frontal de ratos. 

Tratamentos 
Hipocampo Córtex 

24 horas 1 mês 24 horas 1 mês 

Sal+Sal 5,78±0,35 2,98±0,51 2,98±0,51 2,80±0,58 

Pilo+Sal 5,87±0,29 5,53±0,19 3,11±0,61 2,06±0,44 

Sal+Dzp 7,06±0,86 6,09±0,46 4,00±0,85 3,85±0,91 

Pilo+Dzp 6,12±0,50 5,85±0,34 3,74±0,60 2,11±0,43 

Sal+Ptz 7,40±0,39 6,72±0,26 2,98±0,61 3,04±0,59 

Pilo+Ptz 6,33±0,56 5,61±0,21 3,55±0,50 2,40±0,57 

Valores são expressos como média ± E.P.M. (n=8 animais/grupo). 

 

Conforme ilustrado na figura 20, os registros basais do EEG da 

região do córtex pré-frontal e hipocampo foram realizados previamente 

às injeções, não havendo qualquer anormalidade no traçado após a 

administração de metil-escopolamina (dados não mostrados), ou da 
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injeção de salina em ratos pré-tratados com salina e registrados 24 h ou 

1 mês após os tratamentos (figura 20A). Conforme também observado 

previamente (figura 16), não foram notadas atividades de ordem 

epileptogênica (e.g. descargas ponta-onda ou poli espículas) após a 

injeção de pilocarpina (150 mg/kg), havendo predominância de 

atividades rápidas e de baixa amplitude tanto no córtex pré-frontal como 

nas regiões do hipocampo. 

A injeção de pentilenotetrazol em ratos pré-tratados com salina 

ou pilocarpina induziu rapidamente um efeito hipo-responsivo sobre o 

comportamento (e.g. imobilidade), associado a descargas de baixa 

frequência e grande amplitude no hipocampo e córtex (figura 20). 

Embora sejam observadas atividades de ordem epileptogênica durante 

os registros de EEG, esses eventos não foram associados com 

comportamentos convulsivos, uma vez que não foram observadas 

manifestações motoras generalizadas ou mioclonias em nenhum dos 

grupos avaliados. Além disso, a injeção de diazepam promoveu poucas 

alterações no EEG, havendo maior incidência de ondas lentas tanto 24 h 

quanto 1 mês após os tratamentos (figura 20). 

Com intuito de visualizar e quantificar as frequências cerebrais 

incidentes após o tratamento com pilocarpina e as drogas com 

propriedades ansiolíticas ou ansiogênicas, foi conduzida a análise de 

wavelet nos traçados eletrográficos obtidos. Conforme se observa na 

figura 21 (A-C), a análise de wavelet mostra uma visão representativa 

do EEG hipocampal e cortical após a injeção de diazepam ou 

pentilenotetrazol em ratos pré-tratados com salina ou pilocarpina. 

Embora a injeção de pentilenotetrazol não tenha promovido 

comportamentos de ordem epileptogênica, a incidência de descargas de 

grande amplitude com baixas frequências no EEG hipocampal foi 

observada quando a droga foi injetada 24 h ou 1 mês após em ratos pré-

tratados com salina ou pilocarpina (figura 21A-C). A análise 

quantitativa do EEG revelou que ratos tratados com pilocarpina 

apresentam um aumento significante na incidência de atividade teta (4-8 

Hz, oscilação F1) no hipocampo 24 h [PT:F(1,654)=15,72; p<0,0001; 

T:F(2,654)=80,29; p<0,000001; PTxT:F(2,654)=3,93; p<0,05] e 1 mês 

[PT:F(1,684)=11,59; T:F(2,684)=6,90; p<0,01; PTxT:F(2,684)=41,90; 

p<0,000001] após os tratamentos e no córtex pré-frontal 24 h 

[PT:F(1,654)=8,58; p<0,01; PTxT:F(2,654)=11,96; p<0,00001] e 1 mês 

[PT:F(1,684)=16,21; p<0,0001; T:F(2,684)=15,42; p<0,000001; 

PTxT:F(2,684)=11,72; p<0,00001] após os tratamentos (figura 21D).  
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Figura 20 – Atividade eletroencefalográfica (EEG) após a administração de diazepam (DZP, 1 mg/kg) ou pentilenotetrazol (PTZ, 

15 mg/kg) em ratos registrados 24 h ou 1 mês após o tratamento com salina (Sal, 0,9 %) ou pilocarpina (Pilo, 150 mg/kg). 

Registros representativos (períodos de 15 a 25 s) da região cortical (Cx) e hipocampal (Hp, n=8 animais/grupo). 

6
7
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Figura 21 – Incidência de atividade teta hipocampal após a administração de 

diazepam ou pentilenotetrazol em ratos registrados 24 h ou 1 mês após o 

tratamento com salina ou pilocarpina. A) Análise de wavelet representativa da 

atividade eletrográfica do hipocampo e córtex durante o estado de imobilidade. 

Cores quentes correspondem às intensidades com maior valor em cada 

frequência. B) Quantificação das frequências mais proeminentes (F1) durante 

registros do hipocampo e córtex após a administração de diazepam ou 

pentilenotetrazol em ratos 24 horas ou 1 mês após o tratamento com salina ou 

pilocarpina (150 mg/kg). Valores são representados pela média  E.P.M. (n=3-4 

animais/grupo).*p<0,05 ou **p<0,0001 quando comparado ao grupo controle 

(injeção de salina em ambos os grupos) e ##p<0,0001 quando comparado ao 

grupo (injeção de salina) em animais pré-tratados com salina. Todas 

comparações foram feitas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-

Keuls. 
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A injeção de diazepam não alterou per se a incidência de 

atividade teta no hipocampo ou córtex em ratos pré-tratados com salina, 

mas diminuiu o ritmo teta hipocampal 24 h e 1 mês após o tratamento 

com pilocarpina quando comparado ao grupo controle. A injeção de 

pentilenotetrazol aumentou significantemente a incidência de atividade 

teta hipocampal em animais pré-tratados com salina, apresentando um 

efeito bifásico naqueles pré-tratados com pilocarpina (aumentou 24 h 

após, mas diminuiu 1 mês após o tratamento). Além disso, o ritmo teta 

da região cortical diminuiu pela administração de pentilenotetrazol em 

ratos pré-tratados com salina e aumentou 24 h após o tratamento com 

pilocarpina (figura 21D). 

 

4.3 Respostas de medo condicionado em ratos tratados com pilocarpina 

e avaliados no teste do condicionamento aversivo contextual (CAC) 

 

 Os efeitos de uma única administração de pilocarpina (150 

mg/kg) sobre a aquisição de memória aversiva contextual são 

representados na figura 22 (ver representação esquemática do 

procedimento experimental abaixo). Conforme ANOVA de medidas 

repetidas (R1), não há diferença entre os grupos tratados na duração do 

comportamento de congelamento durante o período de teste (24 h após o 

tratamento), embora este comportamento esteja significativamente 

reduzido durante o período de re-teste [R1:F(1,22)=24,40; p<0,0001] 1 

mês após o tratamento (figura 22A). De forma similar, a ANOVA de 

uma via não revelou diferenças no comportamento de congelamento de 

ratos tratados com pilocarpina, submetidos, 24 h após, ao processo de 

condicionamento aversivo e testados 1 mês após o tratamento (figura 

22B). 
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Figura 22 – Comportamento de ratos submetidos ao teste de condicionamento 

aversivo contextual após a administração de pilocarpina. A) Procedimentos 

comportamentais de aquisição (habituação de 3 min + estímulo com choque, 1,5 

mA / 1 s. Animais foram submetidos ao teste 24 h após o condicionamento, com 

duração de 5 min, e re-teste 1 mês após o condicionamento. B) Animais foram 

submetidos ao teste 1 mês após o condicionamento, com duração de 5 min. Os 

valores são representados pela média  E.P.M. de tempo de congelamento 

expresso pelos ratos. (n=12 animais/grupo). #p<0,05 em relação ao respectivo 

grupo controle (injetado com salina ou pilocarpina). Todas as comparações 

foram realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls. 
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4.4 Efeitos sobre a plasticidade sináptica no hipocampo de ratos tratados 

com pilocarpina: registros in vitro 

 

Conforme o teste de ANOVA, não foi possível observar 

diferenças estatísticas entre potenciais sinápticos excitatórios de fatias 

de hipocampo da região CA1 de ratos tratados com uma dose 

ansiogênica de pilocarpina (150 mg/kg) em relação ao grupo controle, 

assim como não houveram diferenças dos potenciais evocados após a 

indução de potenciação de longa duração (LTP) por um estímulo 

tetânico, indicando que a pilocarpina não é capaz de alterar mecanismos 

celulares da região CA1 do hipocampo envolvidos na formação da 

memória (figura 23). 
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Figura 23 - Efeitos da injeção de pilocarpina sobre a plasticidade sináptica em 

fatias do hipocampo. Ratos foram sacrificados 24 h ou 1 mês após o tratamento 

com salina ou pilocarpina. Traçados na porção superior do gráfico representam 

as respostas de potenciais pós-sinápticos excitatórios de campo extraído no 

período indicado (a, basal; b, após estimulação de alta frequência). A seta indica 

o período em que o estímulo tetânico (100 Hz, 1 s) é aplicado. Valores são 

representados pela média  E.P.M. (n=5 animais/grupo). Abreviações: M-

Escop, metil-escopolamina; Sal, salina; Pilo, pilocarpina (150 mg/kg). 
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4.5 Envolvimento do eixo HPA nas respostas ansiogênicas de ratos 

tratados com pilocarpina 

 

 Dando continuidade à caracterização das respostas ansiogênicas 

promovidas pela pilocarpina e sua provável relação com a indução de 

estresse e modulação do eixo HPA, ratos foram tratados com o intuito 

de quantificar os níveis plasmáticos de corticosterona e do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH, ver protocolo de tratamento na figura 

15A). Conforme análise do teste t, a administração de pilocarpina 

aumentou significativamente os níveis de corticosterona plasmática 24 h 

após a administração da droga (t(9)=3,43; p<0,01), persistindo este 

efeito até 1 mês após o tratamento (t(6)=2,91; p<0,05) quando 

relacionado ao grupo controle (figura 24B). A administração de 

pilocarpina promoveu o aumento dos níveis plasmáticos do hormônio 

ACTH 24 h após a injeção da droga (t(9)=2,58; p<0,05) em relação aos 

animais tratados com salina, mas esta resposta não foi observada 1 mês 

após o tratamento (figura 24C).  
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Figura 24 – Efeitos da pilocarpina sobre os níveis plasmáticos de corticosterona 

e hormônio adrenocorticotrófico. A) Ratos foram sacrificados 24 h ou 1 mês 

após o tratamento com salina ou pilocarpina. B) Efeitos da injeção de 

pilocarpina (150 mg/kg) sobre a concentração de corticosterona plasmática  

(ng/ml) e hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) plasmático (pg/ml). Os 

valores são representados pela média  E.P.M. (n=3-6 animais/grupo). *p<0,05 

ou **p<0,001 em relação ao grupo salina. Todas as comparações foram 

realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls. 

 

Com intuito de investigar o possível aumento na atividade 

celular de estruturas límbicas envolvidas na modulação de respostas de 
ansiedade, foi avaliado, pela análise de teste t, os efeitos da pilocarpina 

sobre a expressão da proteína FOS no hipocampo de ratos através da 

técnica de Western blot. Conforme demonstrado na figura 25, a 

administração de pilocarpina não altera a expressão dessa proteína no 

tecido hipocampal 24 h após o tratamento. Contudo, os níveis dessa 
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proteína encontram-se aumentados de maneira significativa 1 mês após 

a única injeção de pilocarpina (t(28)=2,16; p<0,05), quando comparado 

ao grupo controle (figura 25B). 
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Figura 25 – Efeitos administração de pilocarpina na expressão de proteína FOS 

no hipocampo de ratos. A) Ratos foram sacrificados 24 h ou 1 mês após o 

tratamento com salina ou pilocarpina. B) O gráfico representa a razão entre 

valores médios de três quantificações distintas, expressos em unidades 

arbitrárias, do Western blot para a proteína FOS, corrigidos pelo valor do 

controle genômico β-actina. Imagens ilustrativas das bandas obtidas por 

Western blot são expressas para a proteína FOS (62 KDa) e para o controle 

genômico β-actina (43 KDa). Os valores são representados pela média  E.P.M. 

(n=4-6 animais/grupo). *p<0,05 em relação ao grupo especificado. Todas as 

comparações foram realizadas pelo teste t de Student. 
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4.6 Participação de receptores do tipo NMDA nas respostas 

ansiogênicas de ratos tratados com pilocarpina 

 

Levando em consideração o envolvimento de receptores do tipo 

NMDA na excitabilidade neuronal e, consequentemente, nos processos 

emocionais e cognitivos, ratos foram pré-tratados com o antagonista do 

receptor NMDA memantina, associado a uma dose subconvulsiva de 

pilocarpina, e avaliados no labirinto em cruz elevado 24 h ou 1 mês após 

o tratamento. Conforme esperado, animais tratados com metil-

escopolamina e pilocarpina mostraram um perfil ansiogênico nos 

parâmetros comportamentais clássicos e etológicos quando avaliados no 

labirinto em cruz elevado, com redução do tempo gasto 24 h 

[PT:F(1,28)=7,01; p<0,05; PTxT:F(1,28)=6,17; p<0,05] e 1 mês após 

[T:F(1,28)=13,4; p<0,01], número de entradas nos braços abertos 24 h 

[PT:F(1,28)=5,35; p<0,05; T:F(1,28)=5,17; p<0,05; PTxT:F(1,28)=6,49; 

p<0,05] e 1 mês após [T:F(1,28)=18,47; p<0,001] e o número de 

explorações na região distal dos braços abertos do labirinto 1 mês após 

[T:F(1,28)=13,02; p<0,01], assim como um aumento do comportamento 

de estiramentos corporais 1 mês após os tratamentos [T:F(1,28)=10,76; 

p<0,01] (figuras 26 e 27).  

De forma oposta, o pré-tratamento com memantina nos animais 

que receberam pilocarpina bloqueou os efeitos ansiogênicos quando 

comparados aos ratos avaliados 24 h ou 1 mês após o pré-tratamento 

com metil-escopolamina e pilocarpina, enquanto animais que receberam 

memantina e salina mostraram desempenho similar aos animais 

controle, injetados com metil-escopolamina e salina (figuras 26 e 27). 
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Figura 26 – Avaliação de parâmetros comportamentais clássicos de ratos 

tratados com o antagonista do receptor NMDA memantina e uma dose 

ansiogênica de pilocarpina. A) Desenho experimental do protocolo de 

tratamento: M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Memantina (4 mg/kg); 

Sal, salina (0,9 %); Pilo, pilocarpina (150 mg/kg). B-C) Efeitos do pré-

tratamento com memantina em ratos tratados com salina ou pilocarpina e 

avaliados 24 h ou 1 mês após no labirinto em cruz elevado. Valores são 

representados pela média  E.P.M. (n=8 animais/grupo). * p≤0,05 em relação 

ao grupo controle (metil-escopolamina e salina). Todas as comparações foram 

realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls. 
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Figura 27 – Avaliação de parâmetros comportamentais etológicos de ratos 

tratados com o antagonista do receptor NMDA memantina e uma dose 

ansiogênica de pilocarpina. A) Desenho experimental do protocolo de 

tratamento: M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Memantina (4 mg/kg); 

Sal, salina (0,9 %); Pilo, pilocarpina (150 mg/kg). B-C) Efeitos do pré-

tratamento com memantina em ratos tratados com salina ou pilocarpina e 

avaliados 24 h ou 1 mês após no labirinto em cruz elevado. Valores são 

representados pela média  E.P.M. (n=8 animais/grupo). * p≤0,05 em relação 

ao grupo controle (com metil-escopolamina e salina). Todas as comparações 

foram realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls. 
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Objetivando elucidar de maneira mais concreta a participação 

dos receptores do tipo NMDA nas respostas ansiogênicas observadas em 

ratos tratados com pilocarpina, animais foram tratados e o nível de 

expressão das duas principais subunidades excitatórias do receptor 

NMDA foram avaliadas: as subunidades NMDAR1 e NMDAR2B. De 

maneira relevante, o tratamento com pilocarpina diminuiu 

significativamente a expressão da subunidade NMDAR1 tanto 24 h 

(t(31)=5,20; p<0,0001) quanto 1 mês (t(28)=3,45; p<0,01) após a 

administração da droga, conforme análise pelo teste t (figura 28). 
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Figura 28 – Efeitos da pilocarpina na expressão da subunidade NMDAR1 no 

hipocampo de ratos após o tratamento. Os animais foram sacrificados 24 h ou 1 

mês após o tratamento com salina ou pilocarpina. O gráfico representa a razão 

entre valores médios de três quantificações distintas, expressos em unidades 

arbitrárias, do Western blot para o receptor NMDAR1, corrigidos pelo valor do 

controle genômico β-actina. Imagens ilustrativas das bandas obtidas por 

Western blot são expressas para o receptor NMDAR1 (120 KDa) e para o 

controle genômico β-actina (43 kDa). Os valores são representados pela média 

 E.P.M. (n=4-6 animais/grupo). **p<0,001 em relação ao grupo especificado. 

Todas as comparações foram realizadas pelo teste t de Student. 

  

Ademais, a análise por teste t revelou que o tratamento com 

pilocarpina também foi capaz de induzir a diminuição da expressão da 
subunidade NMDAR2B 24 h (t(31)=3,10; p<0,01), resultado este que 

não foi observado 1 mês após a administração da droga (figura 29). 
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Figura 29 – Efeitos da pilocarpina na expressão da subunidade NMDAR2B no 

hipocampo de ratos após o tratamento. Os animais foram sacrificados 24 h ou 1 

mês após o tratamento com salina ou pilocarpina. O gráfico representa a razão 

entre valores médios de três quantificações distintas, expressos em unidades 

arbitrárias, do Western blot para o receptor NMDAR2B, corrigidos pelo valor do 

controle genômico β-actina. Imagens ilustrativas das bandas obtidas por Western 

blot são expressas para o receptor NMDAR2B (180 KDa) e para o controle 

genômico β-actina (43 kDa). Os valores são representados pela média  E.P.M. 

(n=4-6 animais/grupo). **p<0,001 em relação ao grupo especificado. Todas as 

comparações foram realizadas pelo teste t de Student. 
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5 DISCUSSAO 

 

O quadro abaixo representa o resumo dos principais resultados 

encontrados no presente estudo e que serão discutidos ao longo dessa 

seção: 

 
Quadro 4 – Principais resultados obtidos nos diferentes testes empregados na 

investigação das respostas ansiogênicas promovidas por diferentes doses de 

pilocarpina. 

Teste Tratamento 
Período 

24 h 1 mês 

Ansiedade (LCE) 

Pilo 150 mg/kg ↑ ↑ 

Pilo 350 mg/kg ↑ ↑ 

Pilo 150 mg/kg + DZP 1 mg/kg ↓ ↓ 

Pilo 150 mg/kg + PTZ 15 mg/kg n.s. n.s. 

Memantina 4 mg/kg + Pilo 150 

mg/kg 
n.s. n.s. 

Atividade Epiléptica (EEG) 

Pilo 150 mg/kg n.s. n.s. 

Pilo 350 mg/kg ↑ ↑ 

Pilo 150 mg/kg + DZP 1 mg/kg n.s. n.s. 

Pilo 150 mg/kg + PTZ 15 mg/kg ↑ ↑ 

Atividade Epiléptica 

(comportamento) 

Pilo 150 mg/kg n.s. n.s. 

Pilo 350 mg/kg n.s. n.s. 

Ritmo teta hipocampal 

(EEG) 

Pilo 150 mg/kg ↑ ↑ 

Pilo 350 mg/kg - ↑ 

Pilo 150 mg/kg + DZP 1 mg/kg ↓ ↓ 

Pilo 150 mg/kg + PTZ 15 mg/kg ↑ ↓ 

Medo Condicionado (CAC) Pilo 150 mg/kg n.s. n.s. 

Marcadores 

Bioquímicos 

AChE 

Pilo 150 mg/kg 

n.s. n.s. 

CORT ↑ ↑ 

ACTH ↑ n.s. 

Expressão 

Proteica 

c-FOS 

Pilo 150 mg/kg 

n.s. ↑ 

NMDAR1 ↓ ↓ 

NMDAR2B ↓ n.s. 

Plasticidade Sináptica 

(LTP) 
Pilo 150 mg/kg n.s. n.s. 

Abreviações: ↑, aumento; ↓, diminuição; n.s., alterações não significantes; -, 

teste não realizado. 

 

Ao longo das últimas décadas, um relativo avanço nas pesquisas 

científicas sobre os conceitos terapêuticos dos transtornos de ansiedade 

tem permitido um melhor entendimento dos mecanismos 

neurobiológicos dessas doenças (Farach et al., 2012). Apesar do quadro 
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evolutivo observado no último meio século, novas abordagens ainda são 

necessárias, levando em consideração a resistência de alguns transtornos 

às terapias atualmente empregadas, assim como seus efeitos colaterais, e 

tendo em vista que um terço dos pacientes tratados na clínica não atinge 

uma remissão sustentada dos sintomas da ansiedade (Pollack et al., 

2008). Diversos estudos pré-clínicos têm evidenciado o papel do sistema 

colinérgico sobre a regulação de estruturas límbicas e as diferentes 

respostas comportamentais envolvidas nos estados de medo e ansiedade 

(Acquas et al., 1996; Degroot e Treit, 2003; Graef et al., 2011). Neste 

contexto, o grupo de pesquisa em Neurofarmacologia da UFSC tem 

recentemente investigado os efeitos a curto e longo prazo causados pela 

administração de doses subconvulsivantes de pilocarpina - um agonista 

dos receptores muscarínicos colinérgicos - em ratos avaliados em 

diferentes testes comportamentais (Duarte et al., 2010; Duarte et al., 

2013; Hoeller et al., 2011; Hoeller et al., 2013a; Hoeller et al., 2013b).  

No presente estudo observamos que ratos tratados com uma 

única injeção sistêmica de pilocarpina (150 ou 350 mg/kg, mas não 20 

mg/kg) e que não apresentaram comportamentos convulsivos após a 

injeção (e.g. mioclonias ou crises generalizadas) reduziram 

significativamente o tempo gasto e o número de entradas nos braços 

abertos do labirinto em cruz elevado, além de alterar alguns 

comportamentos relacionados à avaliação de risco (i.e.  aumento do 

número de estiramentos corporais desprotegidos e diminuição das 

imersões desprotegidas de cabeça e exploração da região distal dos 

braços abertos), quando comparados aos animais controle, apresentando 

um perfil do tipo-ansiogênico, quando avaliados 24 h ou 1 mês após o 

tratamento. Não foram detectadas quaisquer alterações locomotoras nos 

animais avaliados, uma vez que o número de entradas nos braços 

fechados do labirinto - um parâmetro vinculado à mobilidade (Cruz et 

al., 1994; Rodgers e Johnson, 1995) - assim como o número total de 

quadrantes cruzados no teste do campo aberto (dados não mostrados, 

Hall, 1936; Ramos et al., 1997) não apresentaram diferenças dos valores 

observados no grupo controle. 

Esses achados vão ao encontro de dados recentes do nosso 

grupo de pesquisa que relatam um efeito ansiogênico duradouro (de até 

3 meses) promovido pela administração de pilocarpina (150 mg/kg) em 

ratos (Duarte et al., 2010). Além disso, a inativação temporária da 

fímbria-fórnix - a principal via eferente hipocampal para a área septal e 

diencefálica (Swanson et al., 1987) - promoveu per se um efeito do tipo-

ansiolítico - sugerindo um controle tônico desta via na modulação de 



83 

 
 

comportamentos relacionados à ansiedade - e atenuou o perfil do tipo-

ansiogênico de animais avaliados 1 mês após a injeção de pilocarpina 

(Duarte et al., 2010). Respostas ansiogênicas também foram observadas 

quando os ratos foram avaliados em diferentes testes de ansiedade/medo 

incondicionada/o como o labirinto em T e o campo aberto, um mês após 

a administração de doses subconvulsivantes de pilocarpina (Duarte et 

al., 2013).  

Embora a maior dose empregada de pilocarpina (350 mg/kg) 

não tenha promovido atividade convulsiva em 35 % dos animais 

tratados, fenômeno este já relatado anteriormente (Cavalheiro et al., 

1991; Covolan e Mello, 2000; De-Mello et al., 2005), foi possível 

observar alterações comportamentais como imobilidade, marcha atáxica, 

automatismos e salivação excessiva nos primeiros minutos após a 

injeção sistêmica, havendo persistência desses sintomas por 

aproximadamente 1 h. Além disso, observou-se durante os registros de 

EEG a presença de descargas ictais de grande amplitude na região do 

hipocampo que, progressivamente estenderam-se para o córtex frontal, 

tornando-se sincronizadas e intermitentes durante horas. Mesmo não 

havendo incidência de status epilepticus ou crises espontâneas 

recorrentes nos animais tratados, crises eletrográficas nos traçados de 

EEG com grande incidência de descargas do tipo ponta-onda foram 

registradas até 1 mês após a injeção da dose elevada de pilocarpina. A 

mesma dose (350 mg/kg) também foi capaz de reduzir a captação de L-

[3H]-glutamato e viabilidade celular em fatias de hipocampo 1 mês após 

o tratamento (Duarte et al., 2013), evidenciando que além de estarem 

associados a eventos ictais – conforme observado durante os registros de 

EEG - os efeitos ansiogênicos observados nesses animais poderiam ser 

resultantes de lesões hipocampais, de maneira oposta a animais que 

também apresentaram o mesmo perfil ansiogênico após o tratamento 

com uma dose menor (150 mg/kg) de pilocarpina, mas que não 

desenvolveram características epileptogênicas. Nesse sentido, nossos 

resultados mostram que a administração de uma dose subconvulsivante 

de pilocarpina (150 mg/kg) pode promover alterações efetivas de longo 

prazo na circuitaria neuronal de ratos, independente de atividade 

epiléptica eletrográfica, sugerindo esta preparação experimental como 

de grande potencial na investigação do traço de ansiedade.  

Apesar da existência de poucos trabalhos acerca do papel dos 

receptores muscarínicos nas respostas e regulação dos transtornos de 

ansiedade, dados da literatura confirmam nossos achados. Wall e 

colegas (2001) mostraram que o aumento da transmissão colinérgica na 
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região infra límbica do córtex pré-frontal medial induz respostas de 

ansiedade, como observamos, e melhora a memória de trabalho em 

camundongos, como relatado por De Mello e colegas (2005) em ratos. 

Além disso, a injeção de pirenzepina (um antagonista do subtipo M1 do 

receptor muscarínico) promoveu respostas ansiolíticas enquanto o McN-

A-343 (um agonista do subtipo M1 do receptor muscarínico) apresentou 

respostas ansiogênicas, sugerindo que a atividade colinérgica no córtex 

pré-frontal medial e no prosencéfalo (especialmente pela mediação do 

subtipo M1 dos receptores muscarínicos) pode exercer funções 

relevantes na regulação da ansiedade (Wall et al., 2001).  

O teste do labirinto em cruz elevado é amplamente empregado 

em experimentos de screening de drogas (Pellow, 1985; Pellow e File, 

1986) e no estudo de mecanismos celulares envolvidos nos fenômenos 

de medo e ansiedade (Carobrez e Bertoglio, 2005; File et al., 1998; Jinks 

e McGregor, 1997; Lacroix et al., 2000). Nesse teste, drogas que 

aumentam a neurotransmissão inibitória (e.g. GABAérgica) estão 

propensas a aumentar o tempo gasto e o número de entradas nos braços 

abertos do labirinto (Cruz et al., 1994; Pellow e File, 1986), enquanto 

drogas que diminuem a transmissão inibitória reduzem o tempo gasto 

nos braços abertos (Cruz et al., 1994; File e Lister, 1984; Jung et al., 

2002; Pellow e File, 1986). Além disso, o bloqueio ou estimulação de 

receptores GABAérgicos é uma ferramenta validada na investigação de 

respostas ansiogênicas ou ansiolíticas em modelos experimentais de 

ansiedade, e.g. tratamentos com pentilenotetrazol (Cavalli et al., 2009; 

Jung et al., 2002) ou diazepam (Duarte et al., 2008; Griebel et al., 1999; 

Mohler, 2006), respectivamente. 

Por outro lado, vários pesquisadores têm investigado a relação 

entre a ativação de receptores muscarínicos e o ritmo teta em estruturas 

límbicas que recebem aferências colinérgicas (Richter et al., 1999). O 

ritmo teta está envolvido em diversas funções fisiológicas como o 

aprendizado, memória, atenção e plasticidade neural  (Klimesch, 1999; 

Quintero et al., 1985; Vertes, 2005). Gray e McNaughton propuseram 

que o ritmo teta no sistema septo-hipocampal está envolvido na 

modulação dos estados de ansiedade, sendo que lesões desse sistema ou 

a administração de drogas ansiolíticas nessa área inibe a atividade teta 

hipocampal de ratos (Gray e McNaughton, 2000; Gray e McNaughton, 

1983). No presente estudo, nós demonstramos que o tratamento com 

pilocarpina (150 ou 350 mg/kg) aumentou a incidência de oscilações na 

frequência teta (F1) na região hipocampal tanto 24 h quanto 1 mês após 

o tratamento quando comparado aos registros do grupo controle. Nossos 
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resultados mostram que, na verdade, a oscilação aumentada na banda 

teta foi mais evidente em ratos tratados com a dose de 150 mg/kg do que 

350 mg/kg, sugerindo que eventos epilépticos observados após o 

tratamento com a maior dose de pilocarpina podem modificar 

diferentemente a função septo-hipocampal, alterando, 

consequentemente, a atividade teta e a regulação dos estados de 

ansiedade. 

Em consonância com os nossos resultados, uma sincronização 

temporal aumentada desse ritmo é também observada em pacientes com 

epilepsia do lobo temporal (Babiloni et al., 2009), estando relacionada a 

respostas de medo (Lesting et al., 2011) e ansiedade (Adhikari et al., 

2010; Adhikari et al., 2011). Estes achados apontam para um papel 

importante na sincronia da atividade teta na modulação dessas 

comorbidades. Informações sobre o padrão eletrográfico (ritmo teta) de 

neurônios diretamente ligados à modulação dos estados de ansiedade 

poderiam melhor evidenciar o papel do sistema colinérgico no controle 

das respostas emocionais observadas em roedores, uma vez que o ritmo 

teta hipocampal, modulado por vias colinérgicas, exerce funções de 

“marca-passo” sobre o sistema septo-hipocampal no controle da 

ansiedade (Gray e McNaughton, 2000). Nesse sentido, é possível sugerir 

a partir dos nossos dados que as alterações temporárias no ritmo 

hipocampal desencadeadas pela administração de pilocarpina podem 

estar envolvidas nas respostas ansiogênicas, assemelhando-se às 

respostas observadas em humanos que relatam “sensações de ansiedade” 

durante uma “ameaça” e que, consequentemente, apresentam um 

aumento da atividade teta hipocampal durante este estímulo (Cornwell 

et al., 2012). 

Algumas hipóteses levantadas em relação à função do complexo 

receptor GABA-A/sítio benzodiazepínico nos transtornos de ansiedade 

tem aventado que mudanças na conformação deste receptor ou 

alterações da concentração ou propriedades de um ligante endógeno, 

poderiam contribuir para os sintomas patológicos da ansiedade 

(Charney, 2003). Conforme relatado previamente, os receptores 

GABAérgicos estão intimamente envolvidos nos transtornos de 

ansiedade em função das propriedades ansiolíticas e ansiogênicas de 

moduladores do sítio benzodiazepínico, havendo uma redução da 

sensibilidade desse sítio a agonistas benzodiazepínicos em pacientes 

com transtornos de ansiedade (Gray e McNaughton, 2000; Nutt et al., 

1990; Roy-Byrne et al., 1996). A administração oral (Woods et al., 

1991) ou intravenosa (Nutt et al., 1990) de flumazenil – um antagonista 
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do sítio benzodiazepínico do receptor GABA-A (Duarte et al., 2008) – 

promove ataques de pânico e aumenta a ansiedade antecipatória em 

alguns pacientes com diagnóstico de transtorno de pânico, mas não em 

indivíduos saudáveis. Além disso, a sensibilidade aos efeitos do 

diazepam na velocidade dos movimentos sacádicos – deslocamento 

frequente dos olhos para o controle ocular fino (Zwanzger et al., 2012) - 

é reduzida de forma anormal, implicando que a sensibilidade funcional 

do complexo receptor GABA-A/sítio benzodiazepínico está atenuada 

em regiões que controlam os movimentos sacádicos, tais como o córtex 

frontal, os colículos superiores, cerebelo e a formação reticular do 

tronco encefálico (Roy-Byrne et al., 1996).  

Com intuito de investigar a participação do complexo GABA-

A/benzodiazepínico no perfil ansiogênico promovido pela pilocarpina, 

investigamos o comportamento de ratos tratados com uma dose 

subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/kg) e testados 24 h ou 1 mês 

após no labirinto em cruz elevado imediatamente após novo tratamento 

com uma droga-padrão ansiolítica [diazepam, um agonista do sítio 

benzodiazepínico do receptor GABA-A (Little, 1991)] ou ansiogênica 

[pentilenotetrazol, um antagonista do receptor GABA-A (Jung et al., 

2002)]. A administração de diazepam inibiu o efeito ansiogênico da 

pilocarpina tanto nos animais avaliados 24 h como 1 mês após o 

tratamento, revertendo a redução no número de entradas, no tempo de 

permanência dos ratos nos braços abertos do labirinto, e a incidência de 

comportamentos relacionados à avaliação de risco. Em contrapartida, o 

tratamento com PTZ 24 h ou 1 mês após o tratamento com pilocarpina 

não modificou o perfil comportamental de ratos testados no labirinto em 

cruz elevado, talvez pela promoção de uma resposta ansiogênica 

máxima ou uma resposta falso-negativa associada à atividade ictal 

presente em animais que receberam uma dose subconvulsivante de 

pilocarpina e tratados 24 h ou um mês após com PTZ.  

Ao contrário do observado após a administração de uma dose 

ansiogênica de pilocarpina, a administração de PTZ per se rapidamente 

promoveu descargas de grande amplitude nos primeiros minutos após a 

injeção durante o registro da atividade eletrográfica (EEG) do 

hipocampo e córtex pré-frontal, sugerindo que as respostas ligadas à 

ansiedade observadas em ratos tratados com pilocarpina são 

independentes de atividade epiléptica eletrográfica, ao contrário de 

modelos de abrasamento (kindling) ou PTZ (em doses epileptogênicas 

baixas ou elevadas) que são frequentemente empregados no estudo de 



87 

 
 

transtornos emocionais em animais (Adamec, 1990; Adamec e Morgan, 

1994; Cavalli et al., 2009; Cruz et al., 1994). 

Ao quantificar as frequências predominantes nos traçados de 

EEG após a administração de drogas que modulam o receptor GABA-A, 

observamos que a atividade teta não foi modificada após a injeção de 

diazepam em ratos pré-tratados com salina, em divergência com estudos 

pioneiros nessa área que reportam os efeitos de várias drogas 

ansiolíticas na diminuição da atividade teta hipocampal (Gray et al., 

1975; McNaughton e Sedgwick, 1978; Mellanby et al., 1981; Quintero 

et al., 1985). Nossos achados podem ser devido ao fato da análise da 

atividade teta ter sido feita durante um estado comportamental de alerta 

imóvel, que também favorece a diminuição desse ritmo em ratos 

injetados com salina. Por outro lado, a injeção de diazepam diminuiu 

significativamente a atividade teta hipocampal de ratos registrados 24 h 

ou 1 mês após o tratamento com pilocarpina. Além disso, a injeção de 

PTZ aumentou a atividade teta no hipocampo em ratos pré-tratados com 

salina ou pilocarpina, enquanto efeitos contrastantes foram observados 

em registros da região cortical (i.e. diminuição e aumento dessa 

atividade em ratos tratados com salina e pilocarpina, respectivamente). 

Pouco é conhecido sobre os efeitos causados por antagonistas 

do receptor GABA-A na atividade teta de ratos, embora a administração 

de GF 7142 – um agonista parcial inverso do sítio benzodiazepínico do 

receptor GABA-A – aumente a oscilação teta de neurônios do septo e do 

hipocampo (Hajós et al., 2004), enquanto o bloqueio dos receptores 

GABA-A e GABA-B facilitem a atividade teta induzida por carbacol – 

um agonista do receptor colinérgico muscarínico (Konopacki et al., 

1997). Nesse sentido, confirmamos a importância dos receptores 

GABAérgicos na regulação dessa rede neural. Essa regulação se dá 

possivelmente através de interneurônios inibitórios que atuam sobre as 

oscilações teta (Buzsáki et al., 1983; Leung, 1998; Leung e Shen, 2007) 

e sua importante interação com neurônios colinérgicos (muscarínicos) 

envolvidos na gênese do ritmo teta. 

A respeito da atividade colinérgica, a acetilcolinesterase 

(AChE) tem um importante papel na regulação da concentração de 

acetilcolina nas sinapses (Soreq e Seidman, 2001; Zimmerman e Soreq, 

2006). A avaliação clínica de indivíduos ansiosos mostrou que a 

atividade sérica de AChE é inversamente correlacionada com a 

ansiedade traço, mas não com a ansiedade estado, sugerindo uma função 

preditiva da atividade sérica de AChE na ansiedade traço (Sklan et al., 

2004). Desta forma, seus níveis podem ser usados para o entendimento 
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dos comportamentos relacionados à ansiedade em modelos animais 

(Dori et al., 2011). Assim, a mensuração da atividade de AChE no 

hipocampo e córtex pré-frontal foi realizada com intuito de detectar 

alterações na concentração dessa enzima nessas estruturas vitais na 

regulação da ansiedade. No entanto, nenhuma alteração foi encontrada 

24 h ou um mês após o tratamento com pilocarpina. Em relação aos 

nossos resultados, a avaliação da atividade de AChE no hipocampo e 

córtex parece não ser vinculadas ao perfil ansiogênico promovido pela 

pilocarpina. Em contraste, Schetinger e colaboradores (2000) mostraram 

que a atividade de AChE no córtex cerebral de ratos está diminuída após 

a administração de diazepam, enquanto níveis aumentados dessa 

atividade no hipocampo foram observados após a administração de FG 

7142 em camundongos (Appleyard et al., 1990). Nesse sentido, é 

possível que o protocolo experimental utilizado em nosso estudo não 

seja sensível à análise da atividade de AChE ou que as respostas 

ansiogênicas induzidas pela administração de pilocarpina possam ser 

independentes dessa atividade no hipocampo ou córtex pré-frontal. A 

este respeito, a injeção intra-septal da imunotoxina colinérgica 192-IgG-

saporina diminuiu a atividade de AChE no hipocampo, septo e córtex 

frontal sem alterar o comportamento de ratos avaliados no labirinto em 

cruz elevado (Lamprea et al., 2000), mostrando que aferências 

colinérgicas lesionadas em estruturas prosencefálicas podem alterar o 

conteúdo colinérgico nessas áreas mas não prejudicar diretamente as 

respostas de ansiedade de ratos durante testes experimentais de 

ansiedade.  

Testes relacionados ao condicionamento aversivo são 

considerados modelos ideais para o estudo de efeitos colinérgicos nos 

processos de aprendizado e memória por diversas razões: as lesões 

seletivas de estruturas límbicas (e.g. amígdala e hipocampo) mostraram-

se capitais em testes de condicionamento Pavloviano e esquiva 

inibitória, assemelhando-se aos déficits observados em humanos que 

apresentam lesões nessas mesmas estruturas; como o condicionamento 

aversivo é aprendido rapidamente, até mesmo com um único teste de 

condicionamento é possível investigar a dinâmica temporal dos 

mecanismos envolvidos, com um bom grau de resolução; as memórias 

aversivas geradas pelos procedimentos de condicionamento tendem a 

ser muito estáveis durante longos períodos, sendo observado um 

comportamento de congelamento robusto frente ao contexto ou som até 

16 meses após o condicionamento (Gale et al., 2004). No teste do 

condicionamento aversivo contextual, o animal é posicionado em um 
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ambiente neutro (caixa de choque) e, após a exploração da caixa por 

alguns minutos, é aplicado um estímulo aversivo (choque) nas patas do 

rato, que desempenha então uma atividade locomotora vigorosa 

enquanto o estímulo persiste, diminuindo gradualmente e sendo 

substituído por uma imobilidade profunda caracterizada como um 

comportamento de congelamento (freezing), que é usado como índice de 

avaliação (Blanchard e Blanchard, 1969). Embora nossos resultados e 

estudos prévios (Duarte et al., 2010; Duarte et al., 2013; Hoeller et al., 

2011; Hoeller et al., 2013a; Hoeller et al., 2013b) tenham 

consistentemente demonstrado alterações nas respostas emocionais de 

ratos tratados com pilocarpina e avaliados em diferentes testes de 

ansiedade/medo incondicionada/o (e.g. labirinto em cruz elevado, 

labirinto em T elevado e campo aberto), a caracterização desses efeitos 

em um teste condicionado (i.e. condicionamento aversivo contextual) 

não evidenciou quaisquer alterações evidentes em ratos tratados com 

pilocarpina e avaliados 24 h ou um mês após o tratamento, utilizando 

diferentes intensidades de choque (dados com intensidade de 0,7 mA 

não mostrados). Assim, não foi possível correlacionar os efeitos de 

longo prazo previamente observados (em testes incondicionados) com 

as condições de ansiedade, medo e a formação de memórias observadas 

no teste de condicionamento. 

Embora o presente estudo não tenha observado modificações 

comportamentais dos ratos tratados com pilocarpina e submetidos ao 

modelo de condicionamento aversivo, o hipocampo é relatado como 

necessário no medo condicionado ao contexto e som (Phillips e LeDoux, 

1992; Quinn et al., 2002), além de estar implicado nos efeitos 

ansiogênicos desencadeados pela pilocarpina, conforme observamos em 

nossos estudos [e.g. inibição dos efeitos ansiogênicos quando a fímbria-

fórnix é bloqueada (Duarte et al., 2010), aumento do ritmo teta 

hipocampal (Duarte et al., 2013), aumento na expressão das proteínas 

FOS e na diminuição da expressão dos receptores NMDA]. Além disso, 

investigações sobre a modulação do sistema colinérgico muscarínico em 

testes de condicionamento Pavloviano têm mostrado efeitos 

inconsistentes. A administração de antagonistas do receptor NMDA ou 

acetilcolina no hipocampo durante o treinamento em testes de 

condicionamento aversivo levou a déficits no aprendizado durante o 

medo condicionado ao contexto, mas não ao som (Gale et al., 2001; 

Young et al., 1994), sugerindo que o papel do hipocampo no 

condicionamento Pavloviano pode estar mais relacionado a certas 

classes de estímulos condicionados do que à formação da associação 
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entre estímulos condicionado e incondicionado (Fendt e Fanselow, 

1999; Maren e Fanselow, 1995). Injeções de escopolamina previamente 

ao treino reduzem a aquisição de medo condicionado contextual em 

ratos em uma dose que não altera o medo condicionado ao som, num 

protocolo usando múltiplos ensaios (choques) de condicionamento. A 

manipulação imediata ou 24 h após o treino não promoveu alterações na 

duração do comportamento de congelamento, indicando o envolvimento 

colinérgico na aquisição, mas não na consolidação da memória aversiva 

(Anagnostaras et al., 1995). Em contraste, injeções de escopolamina 

antes ou até 3 h após o condicionamento Pavloviano alteraram tanto o 

condicionamento ao som como ao contexto, quando uma única sessão 

de choque foi realizada, indicando a participação do sistema 

muscarínico na consolidação da memória aversiva. No entanto, quando 

múltiplas sessões de choque foram realizadas, nenhum efeito após o 

treino foi observado sobre o medo condicionado ao som, indicando que 

um fator essencial para determinar como a administração sistêmica de 

drogas colinérgicas modifica o condicionamento Pavloviano pode estar 

relacionado ao número de sessões de choques realizados (Rudy, 1996).  

É importante evidenciar que a ausência de alterações 

comportamentais (e.g. duração de congelamento) em testes de medo 

condicionado podem não refletir necessariamente as sensações 

interoceptivas do animal avaliado (e.g. sensações de dor, temperatura, 

coceira, tensão muscular, desconforto gástrico) que fornecem uma 

informação integrada da condição fisiológica do corpo (Craig, 2002; 

Paulus e Stein, 2010). A ínsula é considerada o centro interoceptivo do 

encéfalo, e é fundamental na avaliação sobre o impacto que diferentes 

estímulos promovem sobre o corpo (Paulus e Stein, 2006). Juntamente 

com o córtex pré-frontal, a ínsula tem um papel primordial na detecção 

de estímulos emocionais acentuados (Phillips et al., 1998), assim como 

na geração e regulação de respostas afetivas (Phillips et al., 2003). 

Nesse sentido, acreditamos que um estudo sistemático com diferentes 

protocolos experimentais (e.g. diferentes padrões de choque, tratamento 

em diferentes períodos do condicionamento) ou a adição de diferentes 

fatores de condicionamento (e.g. condicionamento olfatório aversivo, 

sobressalto potencializado pelo medo) possa melhor revelar o efeito da 

pilocarpina sobre as respostas de medo e ansiedade.  

Embora o medo condicionado Pavloviano tenha sido relatado 

como um modelo ideal para o estudo da conexão aprendizado-

potenciação de longo prazo (LTP, Maren, 2001) e as propriedades da 

LTP (e.g. rápida indução e associatividade) sejam apontadas como 
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candidatas ideais na codificação de memórias aversivas (Rogan e 

LeDoux, 1996), nossos estudos em relação aos efeitos da pilocarpina 

sobre a plasticidade sináptica de fatias de hipocampo não foram 

modificados durante a indução desse fenômeno sináptico, corroborando 

os achados comportamentais do teste de condicionamento aversivo 

contextual. 

A LTP caracteriza-se por um aumento duradouro dos potenciais 

pós-sinápticos emitidos após a liberação de um estímulo indutor - 

tipicamente uma estimulação elétrica de alta frequência (Bliss e Lomo, 

1973; Bliss e Collingridge, 1993). A ocorrência de LTP depende da 

ativação de canais dependentes de voltagem que comumente envolve a 

interação do neurotransmissor excitatório glutamato, especialmente com 

receptores NMDA (Bashir et al., 1990; Bashir et al., 1991). Existem 

inúmeras evidências de que a atividade colinérgica facilite a LTP em 

várias regiões encefálicas, incluindo o hipocampo (Auerbach e Segal, 

1996; Hasselmo, 1999; Li et al., 2007).  A ativação de receptores 

muscarínicos facilita a indução de LTP no hipocampo, sendo que em 

registros in vitro da região CA1, a infusão de baixas doses de carbacol 

previamente à tetanização da fatia aumenta significativamente a LTP 

sem alterar a transmissão basal (Auerbach e Segal, 1994; Blitzer et al., 

1990; Shinoe et al., 2005). O mesmo ocorre em fatias do giro denteado 

(Burgard e Sarvey, 1990), sendo que em ambas as regiões esse efeito é 

criticamente dependente da ativação do subtipo M1 dos receptores 

muscarínicos (Boddeke et al., 1992; Burgard e Sarvey, 1990; Shinoe et 

al., 2005). No entanto, a importância do subtipo M1 na plasticidade 

sináptica tem sido questionada, pois camundongos knockout para 

receptores colinérgicos do subtipo M1 apresentaram apenas déficits 

leves na LTP da região CA1 e no aprendizado (Anagnostaras et al., 

2003). Assim, embora a transmissão colinérgica para o hipocampo seja 

importante no controle da LTP, a interrupção da sinalização colinérgica 

endógena através da destruição das aferências colinérgicas não inibe 

consistentemente a indução de LTP, sugerindo uma função secundária 

desse sistema na plasticidade neuronal (Jouvenceau et al., 1996).  

A aplicação de agonistas muscarínicos em fatias de hipocampo 

também produzem oscilações na frequência teta que modulam a indução 

de LTP (Huerta e Lisman, 1995; MacVicar e Tse, 1989), sendo que o 

carbacol induz um aumento de atividade teta vinculada à supressão 

muscarínica da inibição GABAérgica e indução de LTP na região CA1 

(Natsume e Kometani, 1997). Além disso, a ativação de receptores 

muscarínicos (inclusive do subtipo M1) pode facilitar a indução de LTP 
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pelo aumento da despolarização de membrana induzida pelo receptor 

NMDA (Aramakis et al., 1999; Marino et al., 1998). Levando em 

consideração a grande densidade de expressão do subtipo M1 na região 

hipocampal e a maior afinidade da pilocarpina a estes receptores, é 

possível que a administração de pilocarpina não promova um efeito 

contundente sobre a LTP, mas apenas tenha um papel facilitatório que 

não é suficiente para alterar a magnitude da sua expressão. Desta forma, 

embora a administração de uma dose ansiogênica de pilocarpina possa 

aumentar a incidência de ritmo teta (um facilitador da LTP), o efeito 

desencadeado pode ser modulado por alterações na expressão de 

receptores NMDA (também facilitadores da LTP) que se encontram 

diminuídos após o tratamento com pilocarpina (ver discussão adiante). 

De acordo com Laborit (1988), a ansiedade torna-se evidente 

quando uma resposta adaptativa não é viável frente a um estímulo 

potencialmente aversivo, dependendo então da ativação do eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA). Nossos resultados evidenciaram 

que o tratamento com uma dose ansiogênica de pilocarpina promoveu 

um grande aumento dos níveis de corticosterona plasmática 24 h após o 

tratamento, persistindo este efeito até 1 mês após a administração do 

agonista colinérgico. Este efeito foi associado ao aumento dos níveis 

plasmáticos do hormônio ACTH 24 h após o tratamento, que não 

persiste 1 mês após a administração de pilocarpina.  

O estresse é capaz de alterar as capacidades emocionais e 

cognitivas em humanos e roedores, sendo inclusive relacionado aos 

transtornos de estresse pós-traumático, ansiedade, memória e depressão 

quando há persistência dos sintomas por um longo prazo (McEwen, 

2000; Mezey e Robbins, 2001). A liberação de hormônios esteroides 

adrenais (glicocorticoides) é uma resposta normal ao estresse, embora 

quando ocorra de forma crônica esteja associada a diversas doenças e 

eventos neurotóxicos, como a liberação excessiva de glutamato no 

hipocampo (Sapolsky, 2003). O hipocampo é ricamente inervado por 

neurônios colinérgicos, como já citado, apresentando um papel 

importante nas funções comportamentais e cognitivas relacionadas ao 

estresse. Além disso, a acetilcolina é capaz de modular a atividade 

neuronal alterando características eletrofisiológicas de sinapses 

colinérgicas e não-colinérgicas (Hasselmo, 2006). As alterações 

anatômicas promovidas pelo estresse encontradas no hipocampo e 

amígdala (Vyas et al., 2002) parecem consistentes com as suas 

diferentes funções na circuitaria, tendo o hipocampo uma importante 
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função inibitória sobre o eixo HPA, enquanto a amígdala efetua ações 

excitatórias (Herman e Cullinan, 1997). 

Estudos recentes em roedores têm mostrado os efeitos de longo 

prazo causados por uma única exposição a um estímulo estressor (e.g. 

choque, contenção), resultando na dessensibilização de receptores de 

glicocorticoides e alterações dos níveis plasmáticos de corticosterona e, 

em menor escala, de ACTH, sugerindo a existência de influências 

específicas do estímulo estressor na regulação da secreção 

adrenocortical, independente de ACTH (Armario, 2006). De forma 

similar, nossos dados sugerem que os efeitos desencadeados pela 

pilocarpina podem ser mediados por vias centrais num período agudo 

(até 24 h após o tratamento). Não está ainda claro por que os animais 

tratados com pilocarpina exibem altos níveis de corticosterona um mês 

após o tratamento sem a associação com alterações dos níveis 

circulantes de ACTH. É possível especular que os altos índices de 

corticosterona observados um mês após o tratamento possam ser 

resultantes de alterações epigenéticas ativadas pelo estímulo colinérgico 

(e.g. alterações na expressão de receptores de glicocorticoides). No 

entanto, levando em consideração que a função adrenocortical é apenas 

parcialmente dependente ao longo do ritmo circadiano das 

concentrações de ACTH (Dallman et al., 1976), existe a possibilidade de 

que o aumento de corticosterona observado um mês após a 

administração sistêmica de pilocarpina seja o reflexo da ação de uma via 

direta do hipotálamo para as glândulas adrenais através do nervo 

esplênico, que age estimulando a sua secreção independentemente dos 

níveis plasmáticos de ACTH (Jasper e Engeland, 1994).  

Embora Campeau e Watson (1997) tenham relatado uma 

correlação direta entre o aumento dos níveis de corticosterona – um 

marcador da ativação do eixo HPA – com o aumento de células 

imunorreativas à FOS - cuja transcrição gênica é ativada pela atividade 

neuronal, nossos dados mostram que a expressão da proteína FOS no 

hipocampo de ratos tratados com a dose ansiogênica de pilocarpina (150 

mg/kg) encontra-se aumentada apenas um mês após o tratamento. Ratos 

que desenvolveram crises convulsivas após administração de uma dose 

elevada de pilocarpina (400 mg/kg) apresentam grande quantidade de 

neurônios imunorreativos à FOS no hipocampo, córtex frontal e 

cingulado, estriado, accumbens, assim como em algumas áreas 

talâmicas (Barone et al., 1993), enquanto uma dose baixa de pilocarpina 

(25 mg/kg) é capaz de aumentar os níveis de RNAm por c-FOS e a 

expressão da proteína no hipocampo e regiões corticais de ratos jovens e 
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idosos (Bucci et al., 1998). Em contrapartida, a ativação de FOS é 

consideravelmente reduzida frente a estímulos repetidos de estresse por 

contenção em áreas límbicas como o PVN e a porção medial da 

amígdala (Chen e Herbert, 1995), córtex, hipocampo e área septal 

(Melia et al., 1994), havendo habituação da expressão da proteína, o que 

é consistente com a dessensibilização das respostas de ACTH a 

estímulos repetidos (Kovács, 1998), conforme evidenciado em animais 

tratados com pilocarpina em nosso estudo (aumento de ACTH 24 h, mas 

não um mês após o tratamento).  

 O hipocampo possui uma alta concentração de 

mineralocorticoides e glicocorticoides, sendo por isso a região do 

encéfalo mais suscetível às alterações dos níveis de glicocorticoides, 

exercendo uma importante função inibitória na atividade do eixo HPA e 

na finalização das respostas ao estresse (Jacobson e Sapolsky, 1991). O 

glicocorticoide corticosterona em roedores é o maior mediador das 

respostas fisiológicas ao estresse e atua sobre vários sistemas para 

permitir uma reação biológica frente ao estressor. Durante um período 

agudo, o aumento dos níveis de corticosteroides resulta em respostas 

adaptativas, mas a elevação durante um longo período pode gerar um 

efeito negativo no sistema nervoso central, e tem sido associado a 

prejuízos cognitivos (O´Brien, 1997) e possível neurotoxicidade 

(Sapolsky, 2000), além de lesionar o hipocampo, reduzindo 

consequentemente a efetividade do feedback negativo observado no eixo 

HPA (Sapolsky et al., 1985). Os glicocorticoides também promovem 

alterações na plasticidade hipocampal a partir da modulação de 

receptores NMDA (Magariños e McEwen, 1995), sugerindo que a maior 

expressão da proteína FOS na região do hipocampo pode resultar na 

ação inibitória sobre a secreção de ACTH um mês após a administração 

de pilocarpina, podendo este efeito ser ainda mediado por alterações da 

função hipocampal (e.g. modificação da expressão de receptores 

NMDA). Estudos sistemáticos acerca das estruturas envolvidas na 

modulação do eixo HPA ainda são necessários com intuito de melhor 

entender os efeitos causados pela dose ansiogênica de pilocarpina. O 

mapeamento funcional de células imunorreativas à FOS e expressão dos 

receptores NMDA e/ou glicocorticoides seriam então capazes de 

identificar os grupos neuronais envolvidos e seus possíveis mecanismos 

de ação associados aos efeitos previamente observados. 

 Conforme mencionado, a ativação de receptores muscarínicos 

(especialmente o subtipo M1) é capaz de potencializar a transmissão 

excitatória no sistema nervoso central através da ativação de receptores 
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NMDA (Volpicelli e Levey, 2004). O sistema glutamatérgico é 

conhecido por atuar efetivamente na modulação dos transtornos de 

ansiedade e no medo. O bloqueio da atividade excitatória gerada por 

receptores ionotrópicos pode promover um efeito ansiolítico, sendo que 

a administração de diferentes antagonistas do receptor NMDA promove 

respostas ansiolíticas em animais testados em diferentes testes de 

ansiedade incondicionada (Barkus et al., 2010). Nossos resultados 

mostraram que o pré-tratamento com memantina – um antagonista do 

receptor NMDA que se liga ao sítio de Mg
2+

 no canal iônico (Chen et 

al., 1992) – em ratos tratados com pilocarpina e avaliados 24 h ou um 

mês após o tratamento foi capaz de bloquear os efeitos ansiogênicos 

previamente observados, sugerindo um mecanismo de ação que 

justifique as respostas ansiogênicas promovidas pela pilocarpina. 

 Os efeitos ansiolíticos observados a partir da ação de 

antagonistas do receptor NMDA parecem refletir o bloqueio desses 

receptores no hipocampo, levando em consideração que camundongos 

que não expressam a subunidade NR1 do receptor NMDA nas células 

granulares do giro denteado exibem LTP normal na região CA1 do 

hipocampo, embora apresentem um perfil ansiolítico em testes de 

ansiedade (Niewoehner et al., 2007). E camundongos que não 

expressam a subunidade NR2B do receptor NMDA nas células 

piramidais e granulares do hipocampo também apresentam um perfil 

ansiolítico similar (von Engelhardt et al., 2008). 

 A superexpressão ou hipoexpressão de receptores NMDA está 

envolvida em diversas patologias neurológicas como a esquizofrenia 

(Mohn et al., 1999), os transtornos de humor (Beneyto et al., 2007) e a 

ansiedade (Barkus et al., 2010). Inúmeras vias de transdução convergem 

em direção aos receptores NMDA modulando o seu ganho e, 

consequentemente, a eficácia da transmissão sináptica (Kotecha e 

MacDonald, 2003). Nossos resultados mostraram que a expressão das 

subunidades NR1 e NR2B do receptor NMDA do hipocampo de ratos 

estavam diminuídas 24 h ou um mês após o tratamento com pilocarpina, 

sugerindo que a ativação de receptores muscarínicos (em especial o 

subtipo M1) pode modificar os níveis de ansiedade dos ratos tratados 

através de alterações plásticas (receptores NMDA) e, consequentemente, 

na excitabilidade celular hipocampal. 

 Pouco se sabe a respeito dos mecanismos envolvidos na 

diminuição da função do receptor NMDA. A ativação de cascatas de 

sinalização que convergem na ação da tirosina quinase (pertencente à 

família das quinases Src) leva a fosforilação das subunidades NR2A ou 
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NR2B ou proteínas acopladas ao receptor NMDA, promovendo a 

superexpressão desses receptores. Em contrapartida, a estimulação de 

receptores muscarínicos que estão acoplados à proteína Gq ativa a 

proteína tirosina fosfatase que, por sua vez, defosforila o receptor 

NMDA, levando à atenuação das suas respostas (Salter e Kalia, 2004). 

De acordo com Grishin e colegas (2004), esse conflito foi resolvido ao 

se mostrar que os receptores muscarínicos podem acoplar-se a duas vias 

divergentes que, respectivamente, potencializam ou deprimem as 

respostas do NMDA, sendo que a via que será favorecida dependerá dos 

níveis intracelulares de cálcio.  

A hipoexpressão de receptores NMDA observada no 

hipocampo de ratos tratados com uma dose ansiogênica de pilocarpina 

evidencia a importante função das subunidades excitatórias desse 

receptor, além de revelar uma nova via de sinalização responsável pela 

modulação dos estados de ansiedade. Embora estudos sistemáticos dos 

eventos intracelulares relacionados à modulação de receptores 

muscarínicos sobre os NMDA, assim como a provável participação de 

Ca
2+

 intracelular nesses efeitos precisem ser melhor investigados, nossos 

achados sugerem um importante papel da ativação de receptores 

muscarínicos sobre a dessensibilização desses receptores que, 

possivelmente, interferem na regulação do eixo HPA e, 

consequentemente, podem explicar os efeitos ansiogênicos observados 

em ratos tratados com pilocarpina (ver figura 30 para um resumo das 

hipóteses aqui apresentadas). 
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Figura 30 – Esquema do mecanismo de ação sugerido para a indução dos 

efeitos ansiogênicos de longo prazo promovidos pela pilocarpina. A ativação de 

receptores muscarínicos (especialmente do subtipo M1, densamente expressos 

no hipocampo) levaria à dessensibilização dos receptores NMDA no 

hipocampo, que resultaria em diminuição da ação inibitória dessa estrutura 

sobre o eixo HPA. O aumento da liberação de corticosterona e ACTH pode ser 

o responsável, ou coadjuvante, no estabelecimento do comportamento do tipo 

ansioso observado nos ratos tratados com pilocarpina. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Nossos dados sugerem que a estimulação central de receptores 

colinérgicos muscarínicos, através de uma única injeção sistêmica de 

pilocarpina (em doses subconvulsivas), é capaz de induzir 

comportamentos defensivos relacionados à ansiedade durante um longo 

período em ratos, efeitos estes não dependentes de atividades 

convulsivas. Os efeitos ansiogênicos parecem estar associados a um 

aumento da atividade teta hipocampal, que pode desempenhar um papel 

codificador na regulação do sistema septo-hipocampal sobre o eixo 

HPA, que está ativado, como indicado pela maior liberação de 

glicocorticoides. Além disso, observamos uma diminuição da expressão 

de receptores do tipo NMDA no hipocampo de ratos tratados com 

pilocarpina, sugerindo que alterações na atividade neuronal hipocampal 

inibitória sobre o eixo HPA podem ser responsáveis por mediar as 

respostas ansiogênicas observadas após o tratamento com pilocarpina. 

Nossos achados são compatíveis com os preceitos da teoria de 

Gray e McNaughton (1983), que enfatiza o importante papel 

modulatório da circuitaria septo-hipocampal na regulação dos estados de 

medo e ansiedade através da ativação de aferências colinérgicas sobre 

estruturas límbicas. Levando em consideração as limitações no campo 

translacional de doenças psiquiátricas para modelos animais, os 

resultados aqui expostos podem auxiliar no refinamento de pesquisas 

pré-clínicas relacionadas aos transtornos de ansiedade, proporcionando 

um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nas respostas de 

ansiedade e estresse em roedores. 
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ANEXO A – Aprovação de projeto de doutorado pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) 
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ANEXO B – Autorização para a condução de experimentos 

científicos em animais durante estágio sanduíche na University of 

Bristol 
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