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RESUMO 

 
 

O labirinto em cruz elevado (LCE) tem sido amplamente utilizado como modelo 
nos estudos de comportamentos relacionados com ansiedade. Uma exposição 
ao LCE é suficiente para afetar as respostas comportamentais e 
farmacológicas de roedores reexpostos a este mesmo modelo (reteste). Os 
roedores passam a exibir um aumento da esquiva aos braços abertos e não 
respondem mais a drogas ansiolíticas durante o reteste. Esta mudança do 
estado emocional evocada pela subseqüente exposição ao LCE parece 
envolver aspectos relacionados com diferentes tipos de ansiedade e 
aprendizado/memória, bem como envolver diferentes estruturas cerebrais 
envolvidas preferencialmente no teste e no reteste ao LCE. A substância 
cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) está envolvida nas respostas defensivas 
exibidas por roedores submetidos ao LCE e parece participar do 
processamento associativo durante o condicionamento. Com base nestes 
fatos, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a participação dos 
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA da SCPd no comportamento 
defensivo de ratos expostos ao teste e reteste do LCE, assim como, a 
participação da SCPd na aquisição, consolidação e evocação do medo 
condicionado na tarefa da esquiva inibitória tipo Step-down. Para este 
propósito, ratos Wistar machos, previamente implantados com cânulas dirigidas 
a SCPd, foram submetidos ao teste e reteste (24 h após o teste)  no LCE, 10 
min após a microinjeção (0,3 µl) de PBS (Controle), AP5 (3 e 6 nmol, 
antagonista competitivo dos receptores NMDA) ou ifenprodil (0,5 e 1 nmol, 
antagonista seletivo da subunidade NR2B dos receptores NMDA). Após uma 
semana os animais foram microinjetados com AP5 (pré/pós-teste e pré-reteste) 
ou com ifenprodil (pré-reteste) e testados no modelo da esquiva inibitória. 
Nossos resultados mostraram que o bloqueio competitivo dos receptores 
glutamatérgicos do tipo NMDA da SCPd, bem como o bloqueio seletivo da 
subunidade NR2B destes receptores, ocasionou um aumento do 
comportamento exploratório dos braços abertos relacionado ao comportamento 
ansiolítico em ratos, durante o teste e no reteste no LCE, impedindo a 
expressão do comportamento clássico de esquiva aprendida aos braços 
abertos. Entretanto, o tratamento repetido com AP5 3 nmol e Ifenprodil 1 nmol 
antes do teste e reteste no LCE desencadeou tolerância ao efeito ansiolítico 
durante o reteste. No modelo da esquiva inibitória o bloqueio competitivo ou 
seletivo da subunidade NR2B dos receptores NMDA prejudicou a evocação da 
esquiva inibitória, mas não foi capaz de interferir com as etapas de aquisição 
ou consolidação da resposta de esquiva inibitória. Em conclusão, nossos 
resultados reforçam a idéia que o sistema glutamatérgico da SCPd, via 
modulação dos receptores NMDA, está implicado no comportamento tipo-
ansiolítico em ratos. Além disso, mostram que o bloqueio dos receptores 
NMDA na SCPd prejudica a evocação das respostas aprendidas durante o 
teste tanto no LCE, quanto no modelo da esquiva inibitória, sugerindo que a 
SCPd é uma estrutura fundamental tanto na expressão das respostas 
defensivas exibidas frente a estímulos ameaçadores, quanto no processo de 
evocação das respostas defensivas aprendidas. 
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ABSTRACT 

 
 

The elevated plus-maze (EPM) has been widely used as a tool to understand 
defensive behavior related to anxiety. Prior EPM experience alters behavioral 
and pharmacological responses elicited in a subsequent test exposure (retest). 
EPM-experienced rodents no longer respond to anxiolytics and increase open 
arm avoidance (OAA) in retest to EPM. This qualitative shift in the defensive 
responses evocated during retest has proven to be suitable to assess aspects 
related to learning/memory and anxiety.  In addition, this shift may be related to 
different sets of brain structures being preferentially involved in the expression 
of fear/defensive behaviors during test and retest in EPM. The dorsal 
periaqueductal gray (dPAG) is a neural structure known to be involved in the 
modulation of defensive behavior in EPM. In addition, lesion studies have 
shown its participation in the acquisition and the expression of learned 
defensive responses. Based on these facts, the main aim of this study was to 
verify the role of glutamate acting compounds microinjected into the dPAG in 
the performance of rats during the test and the retest in the EPM and the 
participation of dPAG in acquisition, consolidation and retrieval to fear 
conditioning in Step-down inhibitory avoidance task (SD). For this purpose, 
male Wistar rats received microinjections (0.3 µl) through the guide cannulas 
aiming at the dPAG: PBS (control), AP5 (3 e 6 nmol, receptor competitive 
NMDA antagonist) or ifenprodil (0,5 e 1 nmol, receptor subunit NR2B selective 
NMDA antagonist), 10 min, prior to test and retest (24h after test) in the EPM. 
One week later, the subjects’ dPAG was blocked with AP5 and Ifen prior/after-
test and prior-retest in SD. The results show that the blockade of the dPAG with 
the competitive NMDA antagonist or the selective NR2B NMDA subunit 
receptor antagonist increased the exploration on open arms. This effect is 
related to anxiolytic-like behavior in rats during the test in EPM. The 
microinjection of competitive or selective NR2B NMDA subunit receptor 
antagonists in the dPAG increased the exploratory activity in open arms during 
the retest, preventing the expression of avoidance to open arms in a 
subsequent test exposure to EPM. However, repeat treatment with AP5 3 nmol 
and Ifenprodil 1 nmol before the test and retest in EPM induce to anxiolytic 
effect tolerance during the retest. The blockade of the dPAG with the 
competitive NR2 or the selective NR2B, NMDA subunit receptor antagonists 
impairs the expression of the acquired inhibitory avoidance but is not capable in 
interfering the acquisition or the consolidation in the SD. In conclusion, our 
results reinforce that glutamate system, through NMDA receptor, is involved in 
behavior like-anxiety. Moreover, the results demonstrate that the blockade of 
NMDA receptors in the dPAG impair the retrieval of learning response during 
the test, in both, in EPM and in inhibitory avoidance test. The present study 
suggest that the dPAG is a fundamental structure in the expression of defensive 
behavior showed toward threaten stimulus, and also is involved in the process 
of retrieval learning defensive response.  
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1. Introdução 
 

 

1.1. Comportamento Defensivo 

Os comportamentos defensivos são reações coordenadas e específicas 

do organismo frente a perigos presentes ou potenciais. Estas reações 

aumentam as chances de sobrevivência, garantindo assim, a preservação das 

espécies (ENDLER, 1986). A medida que as reações de defesa foram 

aperfeiçoadas pela seleção natural, sua regulação permite a situação ideal 

para sua expressão (NESSE, 1999). Entretanto, algumas vezes estas reações 

são expressas de forma excessiva ou até mesmo sem que haja uma 

necessidade aparente. Nestes casos, os indivíduos buscam por tratamentos 

que possam vir a bloquear estas reações. Usa-se codeína para cessar a tosse, 

antitérmicos para eliminar a febre, analgésicos para acabar com a dor e 

ansiolíticos para diminuir a ansiedade (NESSE, 2002).  

Emoções como ansiedade, medo e tristeza também são considerados 

reações defensivas assim como a dor, febre e tosse (NESSE, 2001). Portanto, 

tem sido sugerido que os transtornos de ansiedade são causados por uma 

detecção falha da ameaça, ou do seu grau, produzindo uma expressão 

inadequada das reações de defesa (NESSE, 1999; GRAY & MCNAUGHTON, 

2000). Nesta linha de raciocínio, a compreensão dos transtornos de ansiedade 

só será possível quando as respostas defensivas normais frente a estímulos 

potencialmente ameaçadores, bem como as mudanças emocionais que fazem 

uma resposta adaptativa tornar-se uma doença, forem compreendidas. 
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Dentro de uma perspectiva evolutiva, a ansiedade e o medo têm suas 

raízes nas reações de defesa dos animais frente a estímulos que representam 

perigo ou ameaça à sobrevivência, ao bem-estar ou à integridade física das 

diferentes espécies (HETEM & GRAEFF, 1997). 

Em roedores, sabe-se que os comportamentos defensivos são 

específicos para cada situação de perigo e suas variações estão intimamente 

relacionadas com a distância ou a intensidade do evento aversivo 

(BLANCHARD & BLANCHARD, 1989; 1990; MCNAUGHTON & CORR, 2004). 

Portanto, como esquematizado na figura 1, o repertório comportamental pode 

variar desde um comportamento exploratório cauteloso denominado de 

avaliação de risco, quando o perigo é potencial, até comportamentos “finais” 

como imobilidade, fuga e ataque defensivo, quando há um aumento na 

intensidade do estímulo ameaçador. Em linhas gerais, a distância entre a presa 

e o estímulo ameaçador determina o padrão de resposta defensiva exibida. No 

entanto, o contexto no qual ocorre o confronto também é um fator determinante 

para o padrão do comportamento. Em situações de fuga inescapável, a presa 

permanece imóvel até um limite crítico de distância a partir do qual ocorre o 

ataque defensivo. A resposta ao mesmo estímulo é constituída por fuga 

quando o animal encontra-se em um contexto no qual existe esta possibilidade 

(MCNAUGHTON & CORR, 2004).  
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Figura 1. Relação entre a distância da presa do predador (estímulo ameaçador) e a 
resposta comportamental. (Adaptado de MCNAUGHTON & CORR, 2004).  

 

 As estruturas neuroanatômicas envolvidas parecem variar também 

com a situação de perigo, e consequentemente, com o tipo de 

comportamento defensivo exibido. Tem sido sugerido que quando o perigo é 

potencial o sistema neural responsável pelo comportamento de avaliação de 

risco é o sistema de inibição comportamental (SIC)1 (GRAY, 1982). Já 

quando o estímulo ameaçador está muito próximo ou mesmo quando há 

contato direto com o predador o sistema cerebral de defesa (SCD)2 seria o 

responsável pelos comportamentos de fuga ou agressão defensiva exibidos 

pelos animais (HETEM & GRAEFF, 1997). Quando os sinais de perigo estão 

explícitos, porém estão além de uma distância crítica, a reação típica 

adotada pelos animais é a de congelamento. Embora o substrato neural 

deste comportamento não esteja bem esclarecido, alguns estudos obtidos 

com lesão e estimulação elétrica ou química, sugerem que o sistema septo-

hipocampal, a amígdala, o núcleo mediano da rafe e a substância cinzenta 

periaquedutal (SCP) possam estar envolvidos (GRAEFF, 1994).  

1,2 Os substratos neurais pertencentes ao SIC e ao SCD estão descritos no Apêndice A. 
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Porção Rostral 

Porção Caudal 

1.2. Substância Cinzenta Periaquedutal 

A substância cinzenta periaquedutal (SCP) refere-se à região que 

circunda o aqueduto mesencefálico. A porção mais rostral da SCP localiza-se 

próximo à comissura posterior e a porção mais caudal próximo ao núcleo 

tegmental dorsal (BEHBEHANI, 1995). Devido as conexões recíprocas entre a 

SCP e o sistema límbico prosencefálico, a SCP foi postulada como pertencente 

à chamada área límbica mesencefálica (NAUTA, 1958). 

 Na década de 90, em uma série de trabalhos desenvolvidos no 

laboratório de Richard Bandler na Austrália, (CARRIVE & BANDLER, ; 

BANDLER et al., ; 1991b; CARRIVE, 1993), foi proposta uma nova organização 

para a SCP, baseada na citoarquitetura funcional, utilizando-se de respostas 

neurovegetativas e comportamentais evocadas pela administração local de 

aminoácidos excitatórios (AAE). Segundo esses autores, a SCP poderia ser 

subdividida de forma radial em quatro regiões distintas: dorsomedial, 

dorsolateral, lateral e ventrolateral, cada uma delas formando uma coluna ao 

longo do seu eixo rostro-caudal (Fig. 2).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Esquema ilustrado da localização e organização das subdivisões da 
substância cinzenta periaquedutal (dm: dorsomedial; dl: dorsolateral; l: lateral; vl: 
ventrolateral) ao longo do seu eixo rostro-caudal. (Adaptado de BANDLER et al., 
2000).  
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Estas regiões parecem possuir algumas características distintas entre si, 

principalmente no que diz respeito à imunorreatividade celular, densidade de 

receptores, conexões aferentes e eferentes e função (para revisão ver 

BANDLER et al., 1991a; BLANDER & KEAY, 1996; VIANNA & BRANDÃO, 

2003). As diferenças não são restritas somente às subdivisões da SCP, mas 

também podem ser observadas dentro de uma subdivisão ao longo do eixo 

rostrocaudal (BANDLER & DEPAULIS, 1991; TEIXEIRA & CAROBREZ, 1999).  

Desta forma, estes trabalhos demonstraram à importância de se considerar 

todas as dimensões (dorsoventral, mediolateral e rostrocaudal) da SCP nos 

estudos realizados em diferentes laboratórios. 

Cameron e colaboradores (1995) compararam as projeções dos 

neurônios localizados na porção rostral e caudal da SCPd  e observaram 

densas projeções do núcleo hipotalâmico anterior, núcleo ventromedial 

hipotalâmico e núcleo pré-mamilar dorsal para a porção rostral, enquanto que 

as projeções destes núcleos para a porção caudal são moderadas. As duas 

porções da SCPd possuem também conexões com o tálamo (RISOLD et al., 

1997), córtex visual secundário (NEWMAN et al., 1989), córtex pré-límbico e 

infralímbico (AN et al., 1998), núcleo dorsal da rafe (VERTES, 1991) e núcleo 

cuneiforme  (KROUT & LOEWY, 2000). Além disso, possuem conexões 

intrínsecas com outras subdivisões da SCP (SANDKUHLER & HERDEGEN, 

1995; JANSEN et al., 1998).  

Estas conexões da SCP com diferentes estruturas relacionadas ao 

sistema motor, sensorial, límbico e autonômico (BEITZ, 1982) é o que 

provavelmente possibilita a participação da SCP na mediação de funções 

distintas (BEITZ, 1985; VIANNA & BRANDÃO, 2003). Dados obtidos nos 

últimos anos têm associado a SCP à cinco funções principais: (1) regulação 
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autonômica; (2) lordose; (3) vocalização; (4) processamento e modulação da 

dor e (5) reações emocionais relacionadas com medo e ansiedade (para 

revisão ver: BEHBEHANI, 1995; BEITZ, 1995; CAROBREZ et al., 2001). 

Desde Hunsperger (1956), quando a estimulação de uma região 

mesencefálica, envolvendo a SCP, evocou padrões de comportamento 

defensivo espécie-específico, esta estrutura tem sido relacionada com as 

respostas defensivas (HUNSPERGER, 1956; FERNANDEZ-DE-MOLINA & 

HUNSPERGER, 1959, 1962; SKULTETY, 1963; EDWARDS & FLYNN, 1972). 

A participação da SCPd no medo/ansiedade foi posteriormente confirmada por 

vários experimentos que mostraram que a administração sistêmica de drogas 

ansiolíticas como o clordiazepóxido, diazepam ou lorazepam reduzia o caráter 

aversivo da estimulação elétrica da SCPd (SCHENBERG & GRAEFF, 1978; 

GRAEFF, 1981; 1990). Esta hipótese foi sustentada com o relato de fortes 

reações emocionais, descritas como sensações de medo e morte iminente, 

acompanhadas de alterações autonômicas: piloereção, sudorese, aumento da 

freqüência cardíaca e ruborização da face e pescoço observadas após 

estimulação da SCP em humanos (NASHOLD et al., 1969).   

Posteriormente, estudos mostraram que lesões na SCP eliminaram ou 

atenuaram significativamente as reações defensivas observadas com a 

estimulação do hipotálamo ou da amígdala, ou ainda através do confronto com 

outro animal, sugerindo assim que a SCP seria uma via comum para a reação 

de defesa, cuja integridade parecia ser essencial para a coordenação da 

reatividade defensiva do animal (BANDLER, 1988; GRAEFF et al., 1988). Ao 

longo dos anos, vários estudos comportamentais têm mostrado que a SCP é 

uma estrutura crítica na seleção, organização e no comando das reações 

defensivas comportamentais e neurovegetativas (BANDLER, 1988; GRAEFF et 
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al., 1988; BANDLER et al., 1991b; FANSELOW,1991; SUDRÉ et al., 1993; 

BRANDÃO et al., 1999;  CAROBREZ et al., 2001).  

Além do envolvimento com as reações defensivas, diferentes 

subdivisões da SCP parecem estar envolvidas nas respostas de medo 

condicionado (LEDOUX et al., 1988; KIM et al., 1993; DE OCA et al., 1998; 

VIANNA et al., 2001; WALKER & CARRIVE, 2003). Lesões da substância 

cinzenta periaquedutal ventral (SCPv) antes ou imediatamente após o treino 

diminui os níveis de imobilidade durante o teste no modelo de medo contextual 

(KIM et al., 1993; DE OCA, et al., 1998). Entretanto, lesões na porção dorsal da 

SCP (SCPd)  antes do treino não alteraram a resposta condicionada de 

imobilidade neste mesmo modelo (KIM et al., 1993; KLASSEN et al., 2002). 

Nos modelos de medo condicionado de lugar com um único choque (immediate 

footshock) ou com vários choques (massed shock) e no modelo de sobressalto 

acústico, onde a tarefa de medo potencializado foi realizada com choques de 

alta intensidade, a lesão da SCPd aumentou a resposta condicionada de 

imobilidade (WALKER & DAVIS, 1997; DE OCA, et al., 1998; KLASSEN et al., 

2002). Portanto, além do conhecido envolvimento da SCP com o 

comportamento defensivo, esta estrutura parece também estar envolvida com a 

dinâmica do processamento associativo durante o condicionamento. Deste 

modo, a SCP pode ser mais que uma via comum e final das reações 

defensivas, ela deve estar interagindo com estruturas mais rostrais no cérebro, 

modificando o processamento das informações (VIANNA & BRANDÃO, 2003). 
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1.3. Participação dos receptores NMDA na modulação do 

comportamento defensivo 

O glutamato (GLU) é o principal neurotransmissor excitatório do sistema 

nervoso central de mamíferos (COLLINGRIDGE & LESTER, 1989). A liberação 

pré-sináptica de glutamato ativa vários receptores, que de maneira geral 

podem ser divididos em ionotrópicos (iGLU; ligados a um canal iônico) e 

metabotrópicos (mGLU; ligados a mecanismos intracelulares de transdução de 

sinal, via proteína G) (HOLLMANN & HEINEMANN, 1994). Os receptores 

ionotrópicos subdividem-se em três subgrupos: NMDA, AMPA ou cainato 

(BIGGE, 1999), enquanto que os receptores metabotrópicos subdividem-se em: 

tipos I, II ou III (CONN & PIN, 1997).  

Os receptores NMDA são constituídos por cinco subunidades que 

agrupadas formam um poro central com condutância seletiva para Ca++ e Na+. 

Estas subunidades são denominadas NR1 (onde se liga a glicina), NR2A-D (onde 

se liga o GLU) e NR3A-B. A presença de dois sítios independentes de glicina 

(NR1) e dois sítios de glutamato (NR2) é necessária para a construção de um 

receptor NMDA funcional (BENVENISTE & MAYER, 1991; CLEMENTS & 

WESTBROOK, 1991). Outra característica interessante é que este receptor 

possui diversos sítios de ligação regulatórios, tidos como alvos potenciais para 

ação de drogas. Além do sitio de ligação para o GLU, há um sitio de 

reconhecimento para o magnésio, um para o zinco, um para as poliaminas e 

outro sítio que reconhece concentrações submicromolares do aminoácido 

glicina, a qual atua como “co-agonista” deste complexo-receptor (LEESON & 

IVERSEN, 1994; KEMP & LEESON, 1993).  

Estudos demonstraram que a diferença estrutural dos receptores NMDA 

altera o potencial das respostas funcionais do sistema glutamatérgico (para 



 9 

revisão ver GOEBEL & POOSCH, 1999). Desta forma, o uso dos antagonistas 

seletivos contribui para avaliar a participação das diferentes combinações dos 

receptores NMDA nas diversas funções. O ifenprodil, por exemplo, é um 

antagonista seletivo da subunidade NR2B dos receptores NMDA, a presença 

desta subunidade na constituição dos receptores NMDA proporcionou um 

aumento no potencial de ação pos-sináptico das sinápses excitatórias do 

glutamato, quando comparado com a combinação NR1-NR2A (MONYER et al., 

1994). 

O sistema glutamatérgico, em especial o receptor NMDA, tem sido 

implicado em uma série de funções no SNC, destacando o desenvolvimento 

neural e a plasticidade sináptica (COTMAN & MONAGHAN, 1988), o 

aprendizado e a memória (MORRIS et al., 1986; 1989; BLISS & 

COLLINGRIDGE, 1993), os danos neuronais pós-isquemia ou a hipoglicemia 

(MCCULLOCH, 1992), a epilepsia e outras doenças neurodegenerativas 

(MELDRUM, 1985; 2000), a dependência e a tolerância a drogas (ROSSETTI & 

CARBONI, 1995), a dor neuropática (EISENBERG et al., 1998) e os 

transtornos emocionais, como a ansiedade e a depressão (ALTAMURA, et al., 

1995; MATHEW et al., 2001).  

No que se refere ao comportamento defensivo, a administração 

sistêmica de vários antagonistas do receptor NMDA têm mostrado efeito do tipo 

ansiolítico em diversos modelos animais da ansiedade (WENGER, 1980; 

BRANDÃO et al., 1980; STEPHENS et al., 1986; BENNETT & AMRICK, 1987; 

TRULLAS et al., 1989; KEHNE et al., 1991; BLANCHARD et al., 1992; 

COBERT & DUNN, 1993; KOTLINSKA & LILJEQUIST, 1998; BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2003).  



 10 

Na SCP, estudos revelaram que os receptores NMDA estão presentes 

de forma expressiva na coluna dorsolateral em toda a extensão rostrocaudal 

(ALBIN et al., 1990; BEITZ, 1995), e que a administração intra-SCPd  de 

antagonistas NMDA também resultou em um perfil ansiolítico em diversos 

modelos animais de ansiedade (GUIMARÃES et al., 1990; SCHIMITT et al., 

1990; GUIMARÃES et al., 1991; MATHEUS et al., 1994; TEIXEIRA & 

CAROBREZ, 1999; CAROBREZ et al., 2001; MOLCHANOV & GUIMARÃES, 

2002). Por outro lado, agonistas da subunidade NR2 (GLU, NMDA) ou NR1 

(GLY, D-serina) do receptor NMDA produziram efeito ansiogênico, quando 

microinjetados na SCPd (SCHMITT et al., 1995; DE-SOUZA et al., 1998; 

TEIXEIRA & CAROBREZ, 1999; CAROBREZ et al., 2001; BITTENCOURT et 

al., 2005). A microinjeção destes antagonistas na SCPd de ratos aumentam 

também a duração da esquiva inibitória no labirinto em T. Este efeito é 

antagonizado pela microinjeção prévia do ácido 7-cloro-quinurênico 

(antagonista do receptor NMDA/Glicina-B) e do AP7 (antagonista competitivo 

dos receptores NMDA) (SANTOS et al., 2006; BERTOGLIO & ZANGROSSI, 

2006). 

 

1.4. Envolvimento do aprendizado nas respostas defensivas 

Os comportamentos defensivos em roedores refletem reações 

espontâneas, ou seja, não condicionadas, evocadas frente a estímulos 

potencialmente ameaçadores. Tais estímulos ameaçadores como choque 

nas patas, exposição ao predador ou ao odor destes evocam 

comportamentos defensivos condicionados tanto ao contexto como a pistas 

associativas (BLANCHARD E BLANCHARD, 1969; FANSELOW, 1980). 

Evolutivamente, o aprendizado das respostas defensivas frente a estímulos 
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previamente condicionados, que remetem à ameaça (condicionamento de 

medo Pavloviano), é essencial para a sobrevivência das espécies e pode ser 

considerado um componente do sistema comportamental defensivo de 

mamíferos (FANSELOW, 1994). Desta maneira, estruturas responsáveis 

pelas reações emocionais, como a SCPd, estariam participando da dinâmica 

do processamento associativo durante o condicionamento, uma vez que 

estímulos aversivos condicionados tais como choque nas patas, exposição 

ao predador e odor de gato foram capazes de aumentar a expressão de 

proteína Fos na SCPd (CARRIVE et al., 1997; CANTERAS & GOTO, 1999; 

DIELENBERG & MCGREGOR, 2001; DIELENBERG et al., 2001; BABAI et 

al., 2001), enquanto estímulos que induzem respostas defensivas, mas não 

condicionamento (MCGREGOR et al., 2002;  BLANCHARD et al., 2003), 

como o odor sintético a partir das fezes da raposa (TMT- 2,5-dihidro-2,4,5-

trimetiltiazolina) e as fezes de gato não foram capazes de  alterar a 

expressão do gene c-fos na SCPd (DAY et al., 2004).    

Apesar do envolvimento da SCPd no condicionamento não estar bem 

estabelecido na literatura, a participação desta estrutura nas respostas 

defensivas observadas em diferentes modelos de emocionalidade, como o 

LCE, está bem fundamentada (SCHMITT et al., 1990; GUIMARÃES et al., 

1991; RUSSO et al., 1991; MATHEUS et al., 1994; SCHMITT et al., 1995; DE-

SOUZA et al., 1998; TEXEIRA & CAROBREZ, 1999). O LCE é utilizado como 

modelo para estudos de comportamentos relacionados com ansiedade em 

camundongos e ratos de laboratório e tem sido extensivamente validado 

através de critérios comportamentais e farmacológicos (HANDLEY E MITHANI, 

1984; PELLOW et al., 1985; PELLOW & FILE, 1986; LISTER, 1987; NUNES-

DE-SOUZA et al., 2002). Nos últimos anos, a análise dos índices clássicos de 
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ansiedade no LCE tem sido uma ferramenta útil na avaliação dos efeitos 

ansioseletivos de muitas drogas (HANDLEY & MITHANI, 1984; PELLOW et al., 

1985; GUIMARÃES et al., 1991; RUSSO et al., 1991; 1993; TREIT et al., 1993; 

GUIMARÃES et al., 1994; ROGERS & COLE, 1994; SCHMITT et al., 1995; 

RODGERS et al., 1995). Este aparato vem sendo usado também para o 

entendimento das bases neurobiológicas da emocionalidade relacionadas com 

aprendizado e memória, dor, mudanças hormonais, dependência e retirada de 

drogas (para revisão ver CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).  

Apesar de não representar a principal utilização do LCE, alguns estudos 

usam este aparato como modelo de aprendizado e memória com base na 

observação de que uma primeira exposição ao aparato gera uma resposta de 

esquiva aos braços abertos aumentada em roedores. Esta esquiva aprendida 

não sofre habituação após sucessivas exposições e pode ser prejudicada com 

o uso de tratamentos amnésicos como a escopolamina, MK-801, altas doses 

de diazepam (8 mg /Kg) e choques eletroconvulsivantes (ITOH et al., 

1990;1991; SHARMA & KULKARNI, 1992; MIYAZAKI et al., 1995). 

Durante a reexposição ao LCE (reteste) é evidente o envolvimento do 

aprendizado e memória no comportamento exibido por roedores, uma vez que 

os mesmos reduzem significativamente a exploração aos braços abertos com 

conseqüente aumento da esquiva (ALMEIDA et al., 1993; GRIEBEL et al., 

1993; TREIT et al, 1993; RODGERS & COLE, 1994; FERNANDES & FILE, 

1996; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000; 2002a; 2002b; 2002c; 2003; NUNES-

DE-SOUZA et al., 2002). Este aumento da esquiva aos braços abertos é 

observado quando comparada a primeira com a segunda exposição. 

Sucessivas reexposições (até 18 sessões) não foram capazes de modificar a 

linha de base do tempo e entradas nos braços aberto em relação à segunda 
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exposição. Desta forma este aumento da esquiva aos braços abertos não 

reflete habituação após sucessivas sessões, mas uma resposta aprendida 

após uma exposição prévia ao labirinto (RODGERS, & COLE, 1993; 

RODGERS et al., 1992; TREIT et al., 1993). 

De fato, o aumento da esquiva aos braços abertos inicia em torno do 

segundo minuto no teste ao LCE (RODGERS et al., 1996; HOLMES & 

RODGERS, 1998; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000), ou seja, é rapidamente 

aprendida, e parece ser independente da fase circadiana e das condições de 

iluminação (BERTOGLIO & CAROBREZ, 2002c) bem como das pistas na sala 

onde se encontra o LCE (RODGERS & DAVIS, 1997). Este aumento da 

esquiva aos braços abertos durante o reteste não reflete um aumento dos 

níveis de corticosterona em ratos, quando comparado ao teste (FILE et al., 

1994), porém, a experiência no LCE altera o estado dos receptores 

benzodiazepínicos, provavelmente resultante do aumento da liberação de um 

agonista inverso endógeno (GONZÁLEZ & FILE, 1997).    

Uma simples exposição ao LCE também é capaz de reduzir 

significativamente o efeito ansiolítico do clordiazepóxido em camundongo 

(LISTER, 1987) e ratos (FILE, 1990b; FILE et al 1990). File e colaboradores 

(1990) descreveram este fenômeno e o chamaram de tolerância em uma 

sessão (one trial tolerance), devido a ausência de efeito ansiolítico dos 

benzodiazepínicos em ratos testados previamente no LCE. O desenvolvimento 

da tolerância em uma sessão independe do intervalo entre as sessões e do 

material que o modelo foi construído (FILE, 1990a). Contudo, foi demonstrado 

que os roedores continuam respondendo às drogas ansiolíticas no reteste 

quando uma nova situação de conflito é introduzida na segunda exposição 

(PEREIRA et al, 1999; ANDREATINI et al., 2000) , quando o tempo da primeira 
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sessão é limitado a 1 minuto (DAL-COL et al., 2003) ou aumentado para 10 

minutos (FILE et al., 1993; HOLMES & RODGERS, 1999) e quando o 

aprendizado é bloqueado farmacologicamente  por  doses altas de 

clorodiazepóxido (FILE et al, 1990) ou pela escopolamina (BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2004) antes do teste. 

Recentemente, este fenômeno foi observado tanto com drogas ligantes 

de outras subunidades do receptor GABA (FILE, 1993; BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2002B), quanto com ligantes do receptor 5 HT1A da serotonina 

(CANTO-DE-SOUZA et al. 2002; NUNES DE SOUZA et al. 2002) e compostos 

antagonistas dos receptores NMDA do glutamato (BERTOGLIO & CAROBREZ, 

2003; 2004), assim como visualizado em outros modelos animais de ansiedade 

(HASCOET et al., 1997; MCGREGOR & DIELENBERG, 1999; HOLMES et al., 

2001).  

As inúmeras hipóteses sugeridas para explicar o aumento da esquiva 

aos braços abertos e perda/diminuição do efeito ansiolítico na segunda 

exposição ao LCE, incluem: a) habituação locomotora (DAWSON et al., 1994); 

b) sensibilização do medo aos braços abertos (TREIT et al., 1993; RODGERS 

& SHEPHERD, 1993; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2000); c) alteração do 

estado do sítio de ligação e/ou do receptor envolvido (GONZÁLES & FILE, 

1997); e d) mudança no estado emocional evocado pela subseqüente 

exposição aos braços abertos no LCE (HOLMES E RODGERS, 1998, 1999, 

RODGERS & SHEPHERD, 1993; DAL-COL et al., 2003; BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2004). 

Dawson e colaboradores (1994) argumentaram que a aparente perda do 

efeito ansiolítico após uma prévia exposição pode ser um artefato relacionado 

com a habituação locomotora entre as sessões. Contudo, vários estudos 
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(FERNANDES & FILE, 1996; RODGERS et al., 1996; BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2002) mostram que não há diferença nas entradas aos braços 

fechados, um valioso índice da atividade locomotora dos animais (CRUZ et al., 

1994; RODGERS & JOHNSON, 1995), e no comportamento de avaliação de 

risco entre as sessões.  

Carobrez e Bertoglio (2005) sugerem que a mudança no estado 

emocional evocado pela subseqüente exposição ao LCE pode envolver 

diferentes estruturas cerebrais preferencialmente recrutadas no teste e no 

reteste ao LCE.  Experimentos utilizando inativação reversível com lidocaína 

em diferentes estruturas dão suporte a esta hipótese. Por exemplo: a 

inativação reversível bilateral da amígdala basolateral após o teste (FILE et al, 

1998) ou imediatamente antes do reteste no hipotálamo dorsomedial (FILE et 

al, 1999), hipocampo dorsal (BERTOGLIO et al., 2006) e na substância 

cinzenta periaquedutal dorsolateral (BERTOGLIO et al., 2005) previne o 

aparecimento de tolerância aos benzodiazepínicos após uma sessão no LCE. 

No entanto, este fenômeno continua aparecendo com a inativação reversível 

do hipocampo ventral ou núcleo mediano da rafe (GONZALEZ et al., 1998; 

BERTOGLIO et al., 2006). Portanto, a resposta de esquiva aprendida aos 

braços abertos observada no reteste do LCE pode envolver distintas regiões 

relacionadas tanto com aprendizado e memória, como a amígdala e o 

hipocampo dorsal, quanto regiões responsáveis pela regulação das respostas 

defensivas, como o hipotálamo dorsomedial e SCPd.  

Apesar de outras interpretações, a tolerância em uma sessão sugere 

que durante a exposição inicial os roedores adquirem fobia aos braços abertos, 

a qual, em parte, poderia explicar sua subseqüente insensibilidade ao efeito 

ansiolítico dos benzodiazepínicos (FILE et al., 1993; FILE & ZANGROSSI, 
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1993). Isto porque o medo/ ansiedade gerados pela exposição inicial ao LCE 

pode ser do tipo incondicionado, enquanto que na segunda exposição o medo 

parece ser condicionado (FILE & ZANGROSSI, 1993; FILE et al., 1993) e 

adquirido ao longo dos cinco minutos da primeira exposição (HOLMES & 

RODGERS, 1998; BERTOGLIO & CAROBREZ, 2002), resultando em um 

aumento de esquiva aos braços abertos no reteste no LCE (GRIEBEL et al., 

1993; TREIT et al., 1993; DAWSON et al, 1994; FERNANDES & FILE, 1996; 

GONZÁLES & FILE, 1997; HOLMES & RODGES, 1998; BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2002).  

Apesar das sugestões e indícios do reteste no LCE exibir 

comportamentos condicionados à primeira exposição, para avaliar a 

participação da SCPd nos processos associativos do condicionamento foi 

utilizado no presente estudo o aparato de esquiva inibitória do tipo Step Down. 

Este modelo, consagrado na literatura de aprendizado e memória (IZQUIERDO 

et al., 1992; IZQUIERDO & MEDINA, 1995; QUEVEDO et al., 1997; BAST et 

al., 2005), permiti avaliar o efeito de drogas na aquisição, consolidação e 

evocação do aprendizado e memória, a partir da manipulação farmacológica 

antes do treino, após o treino e antes do teste, respectivamente.   

Dentro dos modelos de condicionamento, o teste da esquiva inibitória foi 

escolhido por utilizar um estímulo aversivo simples, rápido e pontual (um único 

choque nas patas) e uma resposta de esquiva passiva semelhante a resposta 

de esquiva exibida no reteste do LCE. Este modelo ativa áreas relacionadas 

com o condicionamento Pavloviano como hipocampo dorsal, amígdala e córtex 

entorrinal (IZQUIERDO et al., 1992; FERREIRA et al., 1992; IZQUIERDO & 

MEDINA, 1995; QUEVEDO et al., 1997). No entanto, diferente do efeito 

emocional residual observado no teste do LCE, Barros e colaboradores (2000) 
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sugerem que a resposta defensiva de esquiva, evocada durante o reteste no 

aparato de esquiva inibitória, não depende dos níveis de ansiedade dos 

animais. Em contrapartida, Babai e colaboradores (2001) demostraram 

aumento da expressão da proteína Fos em áreas relacionadas com as 

respostas defensivas como o hipotálamo medial e a substância cinzenta 

periaquedutal durante o reteste da esquiva inibitória, sugerindo a participação 

destas áreas na resposta evocada durante o teste neste modelo. 

Fica entendido pelo exposto nesta introdução que a SCPd, uma 

estrutura que tem sido relacionada com as respostas defensivas, parece 

participar no processamento associativo durante o condicionamento. Desta 

maneira, o presente trabalho foi desenvolvido para verificar a participação da 

SCPd nas respostas de esquiva aprendida observadas durante a reexposição 

ao LCE e no modelo da esquiva inibitória. 
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2. OBJETIVOS 
 

Com base nas evidências apontadas na introdução, o presente trabalho 

tem como objetivo investigar o envolvimento da SCPd nas respostas 

aprendidas de esquiva exibida durante a reexposição ao LCE e no teste da 

esquiva inibitória. Para tanto, os seguintes objetivos específicos foram 

delineados: 

1) Avaliar o papel dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA da 

SCPd no comportamento de ratos submetidos ao teste e reteste no LCE, 

através de microinjeções nesta estrutura de seus antagonistas competitivo e 

seletivo da subunidade NR2B, AP5 e Ifenprodil, respectivamente.   

2) Analisar o envolvimento dos receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA da SCPd nas etapas de aquisição, consolidação e evocação da esquiva 

no teste da esquiva inibitória. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Considerações Éticas 

O presente trabalho envolveu procedimentos experimentais que estão 

de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Neurociências, e que 

foram aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Santa 

Catarina (278/CEUA e 23080.006118/2004-36/UFSC). Em adição, procuramos 

utilizar um tamanho de amostra mínimo, mas adequado para as análises 

estatísticas, e extrair o máximo de informações relevantes para o cumprimento 

dos objetivos propostos.  

 

3.1. Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 3–4 meses de idade, 

pesando entre 300 e 400 g. Os animais foram alojados em gaiolas plásticas (15 

x 36 x 30 cm), em duplas ou trios. Durante todo o período de permanência no 

biotério, os animais tiveram livre acesso à água e ração e foram mantidos em 

ambiente com temperatura (23 ± 1 °C) e ciclo de luz (12 h claro/escuro) 

controlados, iniciando o claro às 7 h. 

 

3.2. Drogas e Soluções 

Nos experimentos realizados as seguintes drogas foram utilizadas: 

xilazina (10 mg/ml; Rompun®, Bayer, Brasil), quetamina (58 mg/ml; Dopalen®, 

Agribrands, Brasil), Xilocaína 2%( 2-dietil-N—[2,6-dietifenil]-acetamida HCl, 

RBI, EUA)), AP5 (ácido ±-2-amino-5-fosfonopentanóico,RBI, EUA) 3,0 e 6,0 

nmol, Ifenprodil (Tocris, UK) 0,5 e 1 nmol, Giemsa (Sigma-Aldrich), DPX 

(Fluka), CitriSolv TM (Fisher brand) e Azul de Evans (Sigma, EUA). PBS 
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(tampão fosfato-salina) foi utilizado como veículo para dissolver as drogas e 

como controle.  

 

3.3. Cirurgia Estereotáxica 

Cada animal foi anestesiado com uma injeção IP (intraperitonial) de 1,5 

ml/kg de uma solução combinada (1:1) de xilazina e quetamina. Uma vez 

verificada a perda total dos reflexos, procedeu-se a tricotomia de toda a parte 

superior da cabeça do animal. 

Após a adaptação do animal ao aparelho estereotáxico (Stoelting, mod. 

300, EUA), realizou-se a assepsia da área desejada com álcool iodado. Injetou-

se então uma solução de xilocaína com adrenalina (2 %), por via subcutânea, 

com objetivo de obter efeito anestésico local e vasoconstritor, e através da 

formação de uma pápula, orientar a retirada de uma pequena área ovalada da 

pele. Em seguida, realizou-se a raspagem do periósteo, deixando a calota 

craniana exposta permitindo a visualização das suturas lambdóide e da 

coronária.  

O crânio foi posicionado no aparelho estereotáxico de forma que o 

bregma e o lambda ficassem situados em um mesmo plano horizontal. Após a 

hemostasia, a calota craniana foi perfurada com uma broca odontológica para a 

fixação de dois parafusos de aço inoxidável e de uma cânula-guia de 13 mm. 

Os dois parafusos foram colocados logo atrás da sutura coronária.  

Para o implante da cânula as medidas foram aferidas e a elas 

adicionadas as coordenadas obtidas do Atlas do cérebro de ratos de Paxinos e 

Watson (1998) referentes às porções caudal da SCPd (anteroposterior (AP)= -

7,6 mm, em relação ao Bregma, médio-lateral (ML) = +1,9 mm e dorso-ventral 

(DV) = -2 mm a partir da superfície externa do osso craniano) em um ângulo de 
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22 °. Na cânula foi adaptado um mandril n° 30, com o intuito de prevenir o seu 

entupimento. 

Após adaptar os parafusos, a cânula e o mandril, o osso foi seco e a 

área aberta foi preenchida com uma camada de acrílico auto-polimerizável que, 

ao endurecer, incorporou todas as peças em uma prótese sólida. Decorridos 

alguns minutos para a secagem total da prótese, o animal pôde ser retirado do 

aparelho estereotáxico. 

Após a cirurgia os animais foram mantidos em uma sala com o 

aquecedor ligado a uma temperatura de 25° a 27°C para evitar a hipotermia 

conseqüente da anestesia geral. Posteriormente, os animais retornaram ao 

biotério nas gaiolas moradias, com livre acesso à água e comida, onde 

permaneceram por no mínimo 5 dias, até o início dos testes experimentais. 

 

3.4. Cânulas 

As cânulas-guia implantadas a fim de possibilitar as microinjeções na 

SCPd foram confeccionadas em nosso laboratório a partir de agulhas 

descartáveis 25 x 7 mm. As agulhas foram cortadas e com o auxílio do 

paquímetro (Mitutoyo – Brasil), as cânulas foram ajustadas para 13 mm. Cada 

cânula possuía um anteparo (próprio da agulha utilizada), o qual impediu a sua 

total introdução pelo orifício feito previamente com a broca odontológica. 
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3.5. Microinjeção Intracerebral 

Para realizar a microinjeção na SCPd foi utilizada uma agulha de 16,2 

mm confeccionada a partir de agulhas odontológicas, conectada por um tubo 

de polietileno a microseringa Hamilton (5 µl). A seringa foi preenchida com 

água destilada e as soluções a serem injetadas, separadas por uma bolha de 

ar. 

 Para a microinjeção, o animal foi imobilizado manualmente e foi retirado 

o mandril adaptado à cânula-guia durante o ato cirúrgico. A cânula foi limpa 

com uma lima odontológica, com 12 mm de comprimento. Posteriormente, a 

agulha foi introduzida pela cânula e com o auxílio de uma bomba de infusão 

(Insight, modelo BI 2000) cada animal recebeu com um volume de 0,3 µl de 

solução, através de uma taxa de infusão de 0,60 µl / min, em 30 s. 

 

3.6. Testes Comportamentais 

3.6.1. Labirinto em cruz elevado 

O equipamento utilizado consiste de quatro braços de madeira dispostos 

em formato de cruz grega, esses braços encontram-se alinhados, dois braços 

fechados por paredes (50 x 10 x 40 cm) opostos a dois braços abertos (50 x 10 

cm), sendo que tais braços abertos são circundados por um anteparo de 

acrílico (1 cm de altura) para evitar a queda dos animais. 

O aparato estava localizado em uma sala com iluminação fluorescente, 

cuja intensidade foi fixada em 44 lux.  

Os animais foram submetidos ao teste por 5 min e após 24 horas, 

reexpostos ao aparelho também por 5 min (reteste). As duas exposições ao 

LCE foram gravadas em fitas cassetes para posterior leitura do comportamento 
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minuto-a-minuto.  Após o teste de cada animal, o LCE foi limpo com solução de 

etanol 10%. Após a microinjeção, o animal foi colocado em outra gaiola onde 

permanecia por mais 10 min sendo então submetido ao modelo. O animal foi 

transferido para a sala do teste e colocado diretamente na plataforma central 

do LCE com a cabeça voltada para um dos braços fechados. Vinte e quatro 

horas após, todos os grupos foram novamente submetidos ao LCE (reteste) por 

5 min, após nova administração de drogas.  

Os grupos experimentais e o controle foram realizados em paralelo; 

todos os experimentos foram realizados entre 13 e 17 h e as doses, assim 

como os tempos de tratamento, foram selecionados de acordo com dados da 

literatura (DE-SOUZA et al., 1998; PANDÓSSIO & BRANDÃO, 1999; 

RODRIGUES et al., 2001; TEIXEIRA, 2002). Para evitar o fenômeno de 

dependência de estado nos resultados do reteste do LCE, tanto o grupo 

controle quanto o grupo que recebeu tratamento farmacológico no teste do 

LCE, foram divididos e tratados com droga e controle, no reteste.  Sendo 

assim, no final desta etapa temos para cada droga 4 grupos, conforme ilustrado 

na figura 3.  

 

3.6.2. Esquiva Inibitória (Step Down) 

O aparato da esquiva inibitória consiste de uma caixa de acrílico (50 x 25 

x 25 cm2) que possui uma grade formada de barras de aço inoxidável (1 mm de 

diâmetro separadas 1 cm uma da outra) no assoalho. Esta grade é acoplada a 

uma fonte geradora de choque. Na parede lateral à direita da caixa há uma 

plataforma de 7 cm de largura e 2,5 cm de altura.  

Na sessão de teste, os animais foram colocados na plataforma e 

imediatamente após descerem com as quatro patas sobre o piso gradeado 
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receberam um choque de 0,4 mA por 2 s.  Na sessão de reteste, 24 horas após 

o teste, os animais retornaram  à plataforma  e o tempo de latência para  

descida da mesma foi cronometrado. Durante o reteste a latência máxima de 

descida da plataforma foi 180 segundos. 

Sete dias após o reteste no LCE, os animais foram submetidos a este 

modelo. Os ratos foram tratados 10 minutos antes do teste, ou do reteste, ou 

imediatamente após o teste, dependendo do protocolo experimental (Fig. 5). O 

tempo de descida da plataforma na sessão de reteste serviu como índice direto 

de retenção de memória.   

  

3.7. Protocolo Experimental 

3.7.1. Participação dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA 

da SCPd nos comportamentos observados durante o teste e reteste do 

LCE.  

 

No experimento, 1 foi microinjetado AP5, um antagonista competitivo 

dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, na SCPd, para avaliar a 

participação do sistema glutamatérgico/NMDA da SCPd no teste e reteste do 

LCE.  As microinjeções de PBS (controle) e AP5 nas doses de 3 ou 6 nmol 

(tratamento farmacológico) foram realizadas segundo o protocolo experimental 

demonstrado na figura 3. Estas doses de AP5 foram selecionadas de 

experimentos prévios em nosso laboratório (ANZINI, 2005).  

No experimento 2, foi utilizado um antagonista dos receptores de 

glutamato do tipo NMDA, seletivo para a subunidade NR-2B, para observar a 

participação deste subtipo de receptor da SCPd no teste e reteste do LCE. 

Semelhante ao protocolo anterior, foram microinjetadas duas doses de 
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3.7.2. Participação dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA 

da SCPd na aquisição, consolidação e expressão do medo aprendido na 

tarefa de esquiva inibitória.  

No experimento 4, AP5 (tratamento farmacológico) na dose de 6 nmol e 

PBS (controle) foram administrados antes ou imediatamente após o teste ou 

antes do reteste para verificar o efeito do bloqueio dos receptores NMDA da 

SCPd respectivamente na aquisição, consolidação e na expressão do medo 

aprendido no modelo da esquiva inibitória, segundo o protocolo experimental 

demonstrado na figura 5. Como a dose de AP5 6 nmol antes do reteste 

prejudicou somente o processo de evocação da tarefa de esquiva inibitória, a 

dose de AP5 3 nmol, bem como a microinjeção de Infenprodil (antagonista 

seletivo da subunidade NR-2B) 0,5 e 1 nmol (tratamento farmacológico) foram 

realizadas somente antes do reteste da esquiva inibitória.  

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 5: Protocolo experimental do modelo da esquiva inibitória. 

24 h 

Imediatamente após 
Controle  

Tratamento farmacológico 

10 min antes 
Controle  

Tratamento Farmacológico 

10 min antes 
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Tratamento farmacológico 

Teste Reteste 
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3.8. Análise Comportamental de ratos submetidos ao LCE 

Os parâmetros comportamentais registrados minuto a minuto e 

posteriormente agrupados em blocos de 5 minutos durante o teste e/ou reteste 

foram: 

- Freqüência de entradas dos animais nos braços abertos e nos braços 

fechados do labirinto; 

- Tempo de permanência dos animais nos braços abertos e nos braços 

fechados do labirinto; 

- Freqüência de tentativas de entradas nos braços abertos, sendo 

considerado tentativa, o ato do animal colocar até 3 patas em um dos braços 

abertos, seguida de retração à posição original. Este parâmetro parece estar 

relacionado ao comportamento de avaliação de risco (BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2000). 

Posteriormente, foram calculados os índices clássicos de ansiedade: a 

porcentagem de número de entradas nos braços abertos em relação ao 

número total de entradas nos quatro braços (%EBA) e a porcentagem de 

tempo nos braços abertos (%TBA), durante os 5 minutos de exposição ao LCE. 

Para uma análise mais detalhada da porcentagem de tempo nos braços 

abertos, dividiu-se este parâmetro em sessões de 1 minuto. O registro minuto a 

minuto permite avaliar a distribuição do comportamento dos animais ao longo 

da sessão (RODGERS et al., 1996; HOLMES & RODGERS, 1998, CAROBREZ 

& BERTOGLIO, 2005).  
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3.9. Perfusão e Histologia 

Após o teste comportamental, os animais foram anestesiados com a 

combinação anestésica descrita no item 3.3., por via IP e perfundidos, via 

intracardíaca, com solução salina (NaCl 0,9 %), seguida por uma solução de 

formaldeído (10 %). 

Posteriormente, os animais foram decapitados e receberam uma 

microinjeção de Azul de Evans (0,30 µl) para determinar o sítio da 

microinjeção. Seguiu-se a remoção dos encéfalos que foram acondicionados 

em solução formaldeído (10 %), e solução de sacarose (30%.), por no mínimo 

1 dia em cada solução.  Cortes coronais (50 µm) foram feitos em um criostato 

(Leica, modelo CM 1850, Microsystems AG, Wetzlar, Alemanha) e montados 

sobre lâminas de vidro para microscopia, previamente gelatinizadas, e 

imediatamente observadas em microscópio óptico para identificação do local 

marcado com azul de Evans. Os sítios das injeções foram identificados através 

da comparação do corte com o diagrama do Atlas de Paxinos e Watson (1998). 

Foram incluídos na análise estatística os animais com histologia positiva, ou 

seja, com microinjeção na SCPd.   

Para confecção das fotomicrografias, as lâminas, previamente 

montadas, permaneciam secando durante uma semana, para então serem 

coradas. Primeiro as lâminas eram lavadas e hidratadas duas vezes, durante 2 

min, em uma cuba contendo água destilada. Posteriormente, foram imersas em 

corante de Giemsa (Sigma-Aldrish) por 6 min e lavadas com água destilada. 

Em seguida, as lâminas foram passadas nos álcoois 70%, 90%, 100%, 100%, 

2 min em cada, e em seguida foram colocadas em CitroSolv,  duas vezes de 5 

min cada. Por fim, as lâminas foram cobertas com lamínulas e seladas com 

DPX (resina sintética). Em seguida, as lâminas coradas foram fotografadas em 
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um microscópio óptico acoplado a um sistema de captura de imagem (Olympus 

Co. modelo BX41, Melville, NY, EUA). Os cortes foram comparados com os 

diagramas obtidos do Atlas (PAXINOS & WATSON, 1998).   

 

3.10. Análise Estatística 

Os resultados foram analisados pelo programa estatístico (Statistica®-

StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) e representados em gráficos do programa 

Prisma 4.  

Os dados do teste e reteste (sessões de 5 minutos), expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM), foram inicialmente submetidos ao teste 

uni-variado de Bartlett, para a verificação de homogeneidade das variâncias. 

Os parâmetros estudados no teste do LCE foram submetidos à análise 

de variância (ANOVA) de uma via seguido de teste post hoc de Fisher. Para 

tanto, foi considerado como variável independente os tratamentos intra-SCPd, 

como variáveis dependentes os parâmetros comportamentais observados e a 

histologia positiva como condição.  

No reteste do LCE, os parâmetros estudados foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) de uma via com repetição seguido de teste post 

hoc de Fisher. Foi considerado como variável indenpendente os tratamentos no 

teste e no reteste intra-SCPd, como variáveis dependentes os parâmetros 

comportamentais observados e a histologia positiva como condição.  

O perfil minuto a minuto dos grupos controles foi analisado através da 

ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Fisher. Neste caso, o tempo 

foi considerado como variável independente e a % tempo nos braços abertos 

como variável dependente. A Comparação entre o teste e reteste no LCE dos 
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parâmetros de %EBA, EBF e avaliação de risco, deste grupo, foi analisada 

através do teste “t’ de Student.  

No modelo da esquiva inibitória foi estabelecido um tempo máximo de 

permanência no aparato de 180 segundos durante a sessão de reteste. Por 

essa razão, os resultados neste modelo foram expressos como dados não 

paramétricos, representados por mediana ± intervalos interquartil. O efeito do 

tratamento foi analisado através do teste não paramétrico de Kruskal Wallis. A 

análise estatística para 2 grupos individualmente foi realizada através do teste 

U de Mann Whitney. A diferença dos dados entre o treino e teste foi analisada 

através do teste de Wilcoxon. 

Em todos os testes estatísticos acima citados, o nível de significância 

adotado foi p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 
 

  

4.1. Histologia 

Nosso laboratório tem trabalhado com a porção dorsal da SCP (SCPd), 

que compreende as colunas dorso-medial e dorso-lateral descritas por Bandler 

e colaboradores (CAROBREZ et al., 1983; GUIMARÃES et al., 1990; 

SCHIMITT et al., 1990; MATHEUS et al., 1994; SCHIMITT et al., 1995; DE-

SOUZA et al., 1998;  TEXEIRA & CAROBREZ, 1999; CAROBREZ et al., 2001; 

BERTOGLIO et al., 2005; SANTOS et al, 2006). Neste trabalho, as 

microinjeções foram realizadas na porção caudal das colunas dorso-medial e 

dorso-lateral, representadas na figura 6.  

  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6: (A) Diagramas coronais representando o local das microinjeçôes na SCPd. 
Devido à superposição de injeções o número aqui representado é menor que o 
observado experimentalmente. Os valores em mm representam as distâncias em 
relação ao Bregma. (diagramas adaptados de PAXINOS & WATSON, 1998). (B) 
Fotomicrografia do sítio de injeção da SCPd.  
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4.2. Perfil comportamental dos ratos controles expostos ao teste e 

reteste no LCE. 

 
A figura 7 ilustra o perfil comportamental minuto a minuto da %TBA dos 

animais microinjetados com PBS (animais controles) no teste e reteste no LCE. 

O número da amostra foi constituído de vinte e dois ratos (soma dos nove 

controles do experimento 1, seis controles do experimento 2 e sete controles 

do experimento 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. (A) Perfil comportamental minuto a minuto da %TBA do teste e reteste dos 
ratos microinjetados com PBS na SCPd. * p< 0,05 comparado ao primeiro minuto do 
teste, teste de Fisher. (B) Somatório dos cinco minutos da %EBA, EBF e avaliação de 
risco, * p< 0,05 comparado teste do LCE, teste “t” de Student. Os dados estão 
representados como média ±EPM (n= 22).  

 

 A ANOVA revelou diferenças no perfil minuto a minuto na %TBA 

[F(9,210) = 5,093; p= 0,001] nos animais que receberam PBS (solução 

controle) na SCPd. O teste de Fisher demonstrou que a %TBA diminuiu depois 

do primeiro minuto no teste e permanece reduzida durante o reteste no LCE.  

Para os animais microinjetados com PBS na SCPd o teste “t” de Student 

mostrou diferença significativa (t= 4,44; p= 0,002) na %EBA, entre o teste e o 
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reteste no LCE. A EBF (t= 1,014; p= 0,922) e o parâmetro de avaliação de risco 

(t= 0,19; p= 0,848) não variaram ao longo do teste e reteste nestes animais, 

sugerindo não haver prejuízo locomotor ou habituação durante as duas 

exposições ao LCE. 

   

 4.3. Efeitos do bloqueio dos receptores NMDA da SCPd em ratos 

submetidos ao teste e reteste no LCE 

4.3.1. Experimento 1: 

As Figuras 8 e 9 ilustram o efeito da microinjeção de AP5 3 ou 6 nmol na 

SCPd sobre o comportamento observado em ratos submetidos ao teste e ao 

reteste no LCE.  

O número de ratos utilizados no experimento 1 foi: PBS/PBS,9; 

PBS/AP5 3 nmol, 7; PBS/AP5 6 nmol, 12; AP5 3 nmol/PBS, 11; AP5 3 

nmol/AP5 3nmol, 7; AP5 6 nmol/ PBS, 9 e AP5 6 nmol/AP5 6 nmol, 11.  

A ANOVA revelou efeito do tratamento com AP5 na % TBA [F (2,62)= 

35,869; p=0,001] e %EBA [F(2,62)= 23,955; p=0,001] durante o teste no LCE. 

A Análise post-hoc mostrou que os grupos que receberam microinjeções de 

AP5 3 e 6 nmol na SCPd aumentaram a %TBA e a %EBA em relação ao grupo 

controle. Portanto, estes resultados demonstram que o bloqueio competitivo 

dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA da SCPd pelo AP5 produz 

aumento do comportamento exploratório dos ratos aos braços abertos durante 

o teste no LCE,  sugerindo, assim, que o antagonismo dos receptores 

ionotrópicos do tipo NMDA da SCPd  tem efeito tipo-ansiolítico nos ratos 

expostos ao LCE (Fig. 8).  

Durante o reteste, a ANOVA mostrou efeito significativo na %TBA para o 

fator tratamento [F(6,58) = 9,886; p= 0,001], para o fator repetição [F(1,58) = 
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15,067; p= 0,003] e para a interação entre estes dois fatores [F(6,58) = 11,709; 

p= 0,001]. Da mesma maneira, a ANOVA também mostrou efeito significativo 

na %EBA para o fator tratamento [F(6,58) = 10,532; p= 0,001], para o fator 

repetição [F(1,58) = 6,067; p= 0,017] e para a interação entre estes dois fatores 

[F(6,58) = 10,432; p= 0,001], durante o reteste do LCE. 

Para os animais que receberam PBS na SCPd antes do teste e AP5 nas 

doses de 3 ou 6 nmol antes do reteste, a análise post-hoc revelou um aumento 

significativo na %TBA e na %EBA durante o reteste quando comparado ao seu 

controle experimental (o grupo que recebeu PBS antes do teste e do reteste) e 

quando comparado ao seu próprio desempenho no dia do teste no LCE. A 

análise post-hoc revelou ainda uma redução na %EBA durante o reteste do 

grupo microinjetado com PBS antes do teste e do reteste quando comparado 

ao seu próprio desempenho no dia do teste.   

Para os animais microinjetados na SCPd com AP5 3 nmol antes do teste 

e PBS ou AP5 3 nmol antes do reteste, a análise  post-hoc  revelou uma 

redução significativa na %TBA e na %EBA durante o reteste quando 

comparado ao seu próprio desempenho no dia do teste do LCE. Esses dois 

grupos não apresentaram diferenças significantes entre si nos parâmetros 

analisados acima no reteste.   

Para os animais microinjetados na SCPd com AP5 6 nmol antes do teste 

e PBS do reteste, a análise  post-hoc  revelou uma redução significativa na 

%TBA e na %EBA durante o reteste quando comparado ao seu próprio 

desempenho no dia do teste do LCE. A análise post-hoc mostrou ainda que o 

grupo microinjetado com AP5 6 nmol antes do teste e do reteste apresentou 

um aumento significativo na %TBA e na %EBA durante o reteste quando 

comparado ao grupo que recebeu AP5 6 nmol antes do teste e PBS antes do 
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reteste (considerado seu grupo controle durante o reteste) e uma tendência 

(p=0,089) na redução da %TBA durante o reteste quando comparado ao seu 

próprio desempenho no dia do teste.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito da microinjeção de AP5 3 e 6 nmol na SCPd, em ratos, sobre a 
atividade nos braços abertos no teste e no reteste do LCE. Os dados estão 
representados como média ±EPM (n= 7-12). * p< 0,05 comparado ao grupo controle,  
# p< 0,05 comparado ao respectivo grupo no teste. R �Tratamento antes do reteste. 
T� Tratamento antes do teste. 

 

A ANOVA não demonstrou efeito significativo para o fator tratamento 

nem nas EBF [F(2,62) = 0,302; p= 0,740], nem para o parâmetro de avaliação 

de risco [F(2,62) = 1,671; p= 0,196] durante o teste.  Assim como não revelou 

efeito significativo nas EBF para o fator tratamento [F(6,58) = 1,982; p= 0,083], 

fator repetição [F(1,58) = 0,980; p= 0,326] e interação entre estes fatores 

[F(6,58) = 1,562; p= 0,175] durante o reteste, sugerindo ausência de efeito 

sobre a atividade exploratória geral (Figura 9 B). 
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 No parâmetro de avaliação de risco, a ANOVA revelou um efeito 

significativo para o fator tratamento [F(6,58) = 2,793; p= 0,019], porém não 

significativo para o fator repetição [F(1,58) = 0,085; p= 0,771] e uma tendência 

para a interação entre o fator tratamento e fator repetição [F(6,58) = 2,070; p= 

0,071), durante o reteste (Fig. 9 A). A análise post-hoc mostrou uma redução 

significativa na avaliação de risco durante o reteste, do grupo que recebeu AP5 

6 nmol antes do teste e reteste quando comparado com o seu controle 

experimental (o grupo que recebeu AP5 6 nmol antes do teste e PBS antes do 

reteste), e uma tendência na redução deste valor no reteste quando comparado 

ao seu desempenho no dia do teste.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efeito da microinjeção de AP5 3 e 6 nmol na SCPd, em ratos expostos ao 
teste e reteste no LCE, sobre o número de EBF (A) e avaliação de risco (B). Os dados 
são expressos na forma de média ± EPM (n= 7-12). * p< 0,05 comparado ao grupo 
controle. R �Tratamento antes do reteste. T� Tratamento antes do teste. 

0

2

4

6

8

10

12

PBS AP5 3 AP5 6T

A
va

li
aç

ão
 d

e 
R

is
co

PBS PBSPBS

PBS

AP5 3

AP5 3

AP5 3 AP5 6

AP5 6

AP5 6

*

R

Teste Reteste

0

2

4

6

8

10

12

PBS AP5 3 AP5 6T

E
n

tr
ad

as
 B

ra
ço

s 
F

ec
h

ad
o

s

PBS PBSPBS

PBS

AP5 3

AP5 3

AP5 3 AP5 6

AP5 6

AP5 6R

A)

B)



 37 

4.3.2. Experimento 2: 

As Figuras 10 e 11 ilustram o efeito da microinjeção de Ifenprodil 0,5 ou 

1 nmol na SCPd sobre o comportamento observado em ratos submetidos ao 

teste e ao reteste no LCE.  

O número de ratos utilizados neste experimento foi: PBS/PBS, 6; 

PBS/Ifen 0,5 nmol, 9; PBS/Ifen 1 nmol, 7; Ifen 0,5 nmol/PBS, 8; Ifen 0,5 

nmol/Ifen 0,5 nmol, 8; Ifen 1 nmol/ PBS, 11 e Ifen 1 nmol/Ifen 1 nmol, 9.  

A ANOVA revelou efeito do tratamento com Ifenprodil na % TBA [F 

(2,55)= 3,185; p=0,049] e na %EBA [F(2,55)= 5,635; p=0,006] durante o teste 

no LCE. A Análise post-hoc mostrou aumento na %TBA e na % EBA do grupo 

que recebeu a microinjeção de Ifenprodil 1 nmol (Ifen 1) na SCPd em relação 

ao grupo controle (PBS). Portanto, estes resultados demonstraram que o 

bloqueio seletivo da subunidade NR-2B dos receptores glutamatérgicos NMDA 

com Ifenprodil 1 nmol aumentou o comportamento exploratório dos ratos nos 

braços abertos durante o teste no LCE, sugerindo, efeito tipo-ansiolítico no LCE 

(Fig. 10).  

Durante o reteste, a ANOVA mostrou efeito significativo na %TBA para o 

fator tratamento [F(6,51) = 2,904; p= 0,016], para o fator repetição [F(1,51) = 

42,525; p= 0,001] e para a interação entre estes dois fatores [F(6,51) = 2,753; 

p= 0,021]. Da mesma maneira, a ANOVA também mostrou efeito significativo 

na %EBA para o fator tratamento [F(6,51) = 3,805; p= 0,003], para o fator 

repetição [F(1,51) = 48,036; p= 0,001] e para a interação entre estes dois 

fatores [F(6,51) = 3,240; p= 0,009]. 

Para os animais que receberam PBS na SCPd antes do teste e 

Ifenprodil 1 nmol antes do reteste, a analise post-hoc indicou um aumento 

significativo na %TBA e na %EBA durante o reteste quando comparado ao seu 
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controle experimental (o grupo que recebeu PBS antes do teste e do reteste). A 

análise post-hoc revelou ainda uma tendência (p= 0,05703) na redução da 

%TBA durante o reteste, dos animais que receberam PBS antes do teste e 

Ifenprodil 0,5 nmol antes do reteste quando comparado ao seu próprio 

desempenho no dia do teste do LCE.  

Para os animais microinjetados na SCPd com Ifenprodil 0,5 nmol antes 

do teste e PBS ou Ifenprodil 0,5 nmol antes do reteste, a análise  post-hoc  

revelou uma redução significativa na %TBA e na %EBA durante o reteste 

quando comparado ao seu próprio desempenho no dia do teste do LCE. Esses 

dois grupos não apresentaram diferenças significantes entre si nos parâmetros 

analisados acima no reteste. As mesmas diferenças descritas acima foram 

observadas para a dose de Ifenprodil 1 nmol. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 10. Efeito da microinjeção de Ifenprodil 0,5 e 1 nmol na SCPd, em ratos, sobre 
a atividade nos braços abertos no teste e no reteste do LCE. Os dados estão 
representados como média ±EPM (n= 8-11). * p< 0,05 comparado ao grupo controle, # 
p< 0,05 comparado respectivo grupo no teste. R �Tratamento antes do reteste.    T� 
Tratamento antes do teste. 
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A ANOVA não mostrou efeito significativo para o fator tratamento nem 

nas EBF [F(2,55) = 1,102; p= 0,369], nem para o parâmetro de avaliação de 

risco [F(2,55) = 1,192; p= 0,311] durante o teste.  

No reteste, A ANOVA não mostrou efeito significativo nas EBF para o 

fator tratamento [F(6,51) = 2,027; p= 0,079] ou para a interação entre o fator 

tratamento e repetição [F(6,51) = 1,415; p= 0,227]. Entretanto, para o valor 

repetição a ANOVA mostrou diferença significativa [F(1,51) = 8,392; p= 0,006].  

O teste post-hoc indicou um aumento na EBF durante o reteste quando 

comparado ao desempenho no dia do teste, em dois grupos experimentais: no 

grupo que recebeu PBS antes do teste e Ifenprodil 1 nmol antes do reteste e no 

grupo que recebeu Ifenprodil 0,5 nmol antes do teste e reteste. Este último 

grupo também apresentou um aumento significativo durante o reteste quando 

comparado ao seu controle experimental (o grupo que recebeu Ifenprodil antes 

do teste e PBS antes do reteste). O teste post-hoc revelou ainda uma 

tendência (p= 0,062) de aumento na EBF no grupo que recebeu Ifenprodil 1 

nmol antes do teste e reteste quando comparado ao seu próprio desempenho 

no dia do teste (Fig. 11B).  

 No parâmetro de avaliação de risco a ANOVA não mostrou diferença 

significativa para o fator tratamento [F(6,51) = 1,328; p= 0,262] e para a 

interação entre o fator tratamento e repetição [F(1,51) = 1,220; p= 0,311] 

durante o reteste. A ANOVA mostrou diferença significante no fator repetição 

[F(1,51) = 6,727; p= 0,012) durante o reteste. A análise post-hoc revelou um 

aumento do parâmetro de avaliação de risco no grupo que recebeu Ifenprodil 1 

nmol antes do teste e PBS antes do reteste quando foi comparado com o seu 

próprio desempenho no dia do teste (Fig. 11 A).  
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Desta forma, o aumento da atividade nos braços abertos durante o 

reteste após a microinjeção de Ifenprodil 1 nmol foi observado na ausência de 

efeitos sobre a atividade locomotora, representado pelas EBF, deste grupo.    

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

 

Figura 11. Efeito da microinjeção de Ifenprodil 0,5 e 1 nmol na SCPd, em ratos 
expostos ao teste e reteste no LCE, sobre a avaliação de risco (A) e o número de EBF 
(B). Os dados são expressos na forma de média ± EPM (n= 8-11). * comparado ao 
grupo controle, # p< 0,05 comparado ao respectivo grupo no teste. R �Tratamento 
antes do reteste. T� Tratamento antes do teste. 

 

4.3.3. Experimento 3: 

No experimento 3, a dose de AP5 3 nmol foi selecionada para verificar a 

participação dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA da SCPd na 

consolidação da esquiva aprendida aos braços abertos, observada durante o 

reteste.  

A ANOVA não revelou diferença significativa na %EBA [F(1, 11)= 0,062; 

p= 0,808], %TBA [F(1, 11)= 0,034; p= 0,856], Avaliação de Risco [F(1, 
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11)=1,959; p= 0,189] e EBF [F(1, 11)= 0,467; p= 0,508] durante o teste dos 

ratos microinjetados com AP5 3 nmol na SCPd imediatamente após o teste.  

No reteste a ANOVA indicou diferenças na %TBA para o fator repetição 

[F(1, 11)=23,782; p= 0,005], porém não revelou diferenças no fator tratamento 

[F(1, 11)= 0,012;  p= 0,916] e para a interação destes fatores [F(1, 11)= 0,428, 

p= 0,526]. Da mesma maneira, a ANOVA indicou diferença somente no fator 

repetição na % EBA [F(1, 11) = 18,070; p= 0,001]. A análise post hoc revelou 

uma redução na %TBA e %EBA dos grupos no reteste, em relação ao teste.  

A ANOVA não revelou efeito significativo nas EBF para o fator 

tratamento [F(1, 11)= 0,578; p= 0,463], fator repetição [F(1, 11)=2,534; p= 

0,140] e interação entre estes fatores [F(1, 11)= 0,011; p= 0,917] durante o 

reteste. Da mesma forma, não foi observado diferenças significativas no 

parâmetro de avaliação de risco para o fator tratamento [F(1, 11)= 0,011; p= 

0,917], fator repetição [F(1, 11)= 0,020; p= 0,889] e interação entre estes 

fatores [F(1, 11)= 0,154; p= 0,702] durante o reteste. 
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Figura 12. Efeito da microinjeção de AP5 3 nmol na SCPd, imediatamente após o 
teste, em ratos submetidos ao teste e reteste no LCE. Os dados são expressos na 
forma de média ± EPM (n=7, PBS; n=6, AP5). # p< 0,05 comparado ao respectivo 
grupo no teste. � Tempo da microinjeção: imediatamente após o teste.  

 

4.4. Efeito do bloqueio dos receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA da SCPd na aquisição, consolidação e expressão do medo 

aprendido na tarefa de esquiva inibitória.  

Com o intuito de verificar a participação da SCPd nas respostas 

emocionais aprendidas foram realizadas manipulações farmacológicas na 

SCPd utilizando como modelo experimental o aparato da esquiva inibitória tipo 

Step Down.  

A figura 13 A representa os resultados do tratamento com AP5 6 nmol e 

PBS na etapa de aquisição da resposta defensiva no modelo da esquiva 

inibitória.  O teste de Mann Whitney não mostrou diferença significativa, entre 

os animais que receberam AP5 6 nmol ou PBS na latência de descida da 

plataforma durante o teste (p= 0,622) ou durante o reteste (p= 0,747). O teste 

de Wilcoxon mostra diferença significante entre as sessões de teste e reteste 
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nos animais que receberam PBS (p= 0,028) e AP5 6 nmol (p= 0,001). Portanto, 

estes resultados sugerem que os animais exibem um comportamento de 

esquiva não prejudicado pela administração de AP5 6 nmol na SCPd.   

Para a análise dos resultados descritos abaixo, a latência de descida da 

plataforma dos grupos durante o teste foi agrupada na figura 13B e 13C porque 

a manipulação farmacológica foi realizada somente após o teste, além de não 

haver diferença estatística. 

A fim de se verificar os efeitos do bloqueio competitivo dos receptores 

NMDA do glutamato na SCPd sobre a consolidação de memórias aversivas, 

AP5 6 nmol foi administrado imediatamente após a realização do 

condicionamento (teste) no aparato da esquiva inibitória . A figura 13B 

representa os resultados do tratamento com AP5 na SCPd sobre a etapa de 

consolidação no modelo da esquiva inibitória. O teste Mann Whitney não 

mostrou diferença significativa do tratamento na latência de descida durante o 

teste (p= 0,322) e durante o reteste (p= 0,203). O teste de Wilcoxon mostrou 

diferença significante entre as sessões de teste e reteste nos animais que 

receberam PBS (p= 0,001) e AP5 6 nmol (p= 0,001). Portanto, estes resultados 

mostram que os animais exibem um comportamento de esquiva e que a 

administração de AP5 imediatamente após o teste não prejudicou a 

consolidação deste aprendizado. 

Para avaliar o efeito do bloqueio dos receptores de glutamato do tipo 

NMDA na expressão do medo aprendido no modelo da esquiva inibitória foi 

microinjetado AP5 3 e 6 nmol na SCPd antes do reteste deste modelo. A figura 

13C representa os resultados do tratamento com AP5 3 e 6 nmol na SCPd 

sobre a etapa de evocação do condicionamento aversivo no modelo da esquiva 

inibitória. O teste de Kruskal Wallis revelou uma diferença significativa do 
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tratamento na latência de descida durante o reteste [H(3,39) = 15,935; p = 

0,001], mas não durante o teste [H(3,39) =6,023; p= 0,111]. O teste U de Mann 

Whitney revelou redução da latência de descida da plataforma durante o 

reteste dos animais tratados com AP5 3 nmol (p= 0,004) e AP5 6 nmol (p= 

0,001) em relação ao grupo controle. O teste de Wilcoxon mostra diferença 

significante entre as sessões de teste e reteste nos animais que receberam 

PBS (p= 0,003), e uma tendência nos animais que receberam AP5 3 nmol (p= 

0,061) e AP5 6 nmol (p= 0,070). Portanto, estes resultados mostram que os 

animais microinjetados com AP5 antes do reteste não exibiram o aprendizado 

de esquiva inibitória quando comparados com os animais controle, indicando 

assim, que a administração de AP5 na SCPd é capaz de prejudicar a 

expressão do medo aprendido no modelo da esquiva inibitória.  
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Figura 13. Efeito da microinjeção de AP5 na SCPd sobre a aquisição (A), consolidação 
(B) e evocação (C) do condicionamento aversivo no modelo da esquiva inibitória. Os 
dados estão representados sob a forma de mediana e intervalo interquartil superior e 
inferior (n=7-15). * p< 0,05 comparado ao grupo controle (teste de Kruskal Wallis).  # 
p< 0,05 comparando ao teste (teste de Wilcoxon). �Tempo da Microinjeção: 10 min 
antes do teste (A), imediatamente após o teste (B) e antes do reteste (C).  
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Para avaliar o efeito do bloqueio dos receptores de glutamato NMDA, 

seletivo para a subunidade NR2B, na expressão do medo aprendido no modelo 

da esquiva inibitória foi microinjetado na SCPd Ifenprodil, um antagonista 

seletivo para a subunidade NR2B.  

Para a análise destes resultados a latência de descida da plataforma dos 

grupos durante o teste foi agrupada, adotando o mesmo procedimento descrito 

anteriormente. A figura 14 representa os resultados do tratamento com 

Ifenprodil 0,5 e 1 nmol na etapa de evocação do condicionamento aversivo no 

modelo da esquiva inibitória. O teste Kruskal-Wallis revelou uma diferença 

significativa do tratamento na latência de descida durante o reteste [H(2,40) = 

14,174; p = 0,001], mas não durante o teste [H(2,40) = 2,767; p= 0,251]. O 

teste de Mann Whitney U demonstra a redução da latência de descida da 

plataforma durante o reteste dos animais que receberam 1 nmol (p= 0,000216) 

em relação ao grupo controle. A latência de descida da plataforma no dia do 

reteste dos ratos que receberam Ifenprodil 0,5 nmol não foi diferente da 

latência de descida do grupo controle (p= 0,732). O teste de Wilcoxon mostra 

diferença significante entre as sessões de teste e reteste nos animais que 

receberam PBS (p= 0,001), Ifenprodil 0,5 nmol (p= 0,004) e Ifenprodil 1 nmol 

(p=0,010).  
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Figura 14. Efeito da administração do antagonista seletivo NR2B NMDA Ifenprodil na 
SCPd sobre a evocação do condicionamento aversivo no modelo da esquiva inibitória. 
Os dados estão representados sob a forma de mediana e intervalo interquartil superior 
e inferior (n=12-16). * p< 0,05 comparado ao grupo controle (teste de Kruskal Wallis).  
# p< 0,05 comparando ao teste (teste de Wilcoxon). �Tempo da microinjeção: 10 
minutos antes do reteste. 

 

Portanto, estes resultados mostram que os animais administrados com 

Ifenprodil 1 nmol, antes do reteste, não exibiram o aprendizado de esquiva 

inibitória quando comparados com os animais controle, indicando assim, que a 

administração de Ifenprodil somente na dose de 1 nmol na SCPd foi capaz de 

prejudicar a expressão do medo aprendido no modelo da esquiva inibitória.  

0

50

100

150

200

PBS Ifen 0,5 Ifen 1

Reteste

Teste

*

# #

#

L
at

ên
ci

a 
(s

)

Evocação



 48 

5. Discussão  
 

 

O LCE é um dos testes comportamentais mais populares de 

emocionalidade em animais de laboratório. Contudo, apesar da considerável 

atenção direcionada ao entendimento deste modelo, aspectos como a 

mudança comportamental observada durante a reexposição ao mesmo 

modelo, ainda permanecem em debate (para revisão ver CAROBREZ & 

BERTOGLIO, 2005).  Esta mudança no perfil da exploração dentro e entre as 

sessões é observada também em nossos resultados experimentais com o LCE 

(Fig. 7). De maneira geral, os ratos exibiram uma redução gradual na atividade 

exploratória aos braços abertos que se iniciou nos primeiros minutos do teste e 

continuou durante o reteste, caracterizando a aquisição da esquiva aos braços 

abertos. Esta mudança comportamental foi observada sem que ocorresse 

diferença entre as sessões nas entradas nos braços fechados, um índice da 

atividade locomotora dos animais (CRUZ et al., 1994; RODGERS & 

JOHNSON, 1995), e no comportamento de avaliação de risco, parâmetro que 

reflete a tentativa do animal em explorar os braços abertos (BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2000), descartando desta forma, a idéia que o aumento da 

esquiva aos braços abertos durante o reteste reflete meramente uma 

habituação locomotora (DAWSON et al., 1994).  

Modificações comportamentais entre o teste e reteste, bem como a 

tolerância ao efeito de drogas ansiolíticas induzida pela pré-exposição ao LCE, 

podem envolver diferentes estruturas cerebrais preferencialmente envolvidas 

no teste e no reteste ao LCE (BERTOGLIO et al., 2005). Dentre elas, a 

substância cinzenta periaquedutal dorsal é uma estrutura crítica na seleção, 

organização e no comando das reações defensivas comportamentais e 
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neurovegetativas (FANSELOW,1991). Esta estrutura participa da modulação 

do efeito ansiolítico dos benzodiazepínicos e ansiogênico do PTZ no teste do 

LCE (DE SOUZA et al., 1998; ANZINI, 2005), além da sua integridade ser 

fundamental na expressão da tolerância ao efeito ansiolítico em ratos pré-

expostos ao LCE (BERTOGLIO et al., 2005).  

No presente estudo, o bloqueio competitivo dos receptores 

glutamatérgicos NMDA da SCPd com AP5 nas doses de 3 e 6 nmol antes do 

teste aumentou a %TBA e %EBA, sugerindo um efeito ansiolítico já observado 
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para a expressão da resposta de esquiva aprendida aos braços abertos 

durante o reteste e que sua inativação resulta em um efeito ansiolítico 
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recebido antes do teste (salina ou antagonista NMDA) (BERTOGLIO & 

CAROBREZ, 2003) e não através de administrações repetidas durante 2 dias 

(BERTOGLIO & CAROBREZ, 2003) ou 7 dias (JESSA et al., 1996) destas 

drogas. Cabe salientar ainda, que a administração repetida da maior dose de 

AP5 apresentou aumento significativo na porcentagem de tempo e entradas 
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interferiu nas mesmas etapas citadas acima no modelo de medo condicionado 

contextual e auditivo (RODRIGUES et al., 2001). Porém, diferente do efeito 

observado na administração antes do teste do LCE, a qual modifica o efeito 

ansiolítico durante o reteste neste modelo, a microinjeção de AP5 6 nmol antes 

do teste no modelo da esquiva inibitória não interferiu na etapa de aquisição da 

resposta de esquiva no step down. Esta diferença observada na etapa de 

aquisição do aprendizado entre os modelos talvez se deva as diferenças no 

tipo e/ou no tempo de exposição ao estímulo ameaçador presente na etapa de 

condicionamento.    

A SCP tem uma importante função na modulação da via descendente da 

dor (para revisão ver FIELDS & BASBAUM, 1994). Desta forma, uma possível 

redução da nocicepção ao choque pela microinjeção de AP5 antes do teste 

poderia interferir na resposta exibida durante o reteste no modelo de esquiva 

inibitória, já que a microinjeção de AP5 na SCPd reduziu a nocicepção no teste 

da formalina, mas não no teste da placa quente (VACCARINO et al, 1997). 

Porém, neste estudo não foi observada alteração na sensibilidade ao choque, 

pois todos os animais que receberam infusão antes ou imediatamente após o 

teste não apresentaram prejuízo no desempenho no dia do reteste. 

Portanto, estes resultados confirmam a participação da SCPd na 

expressão da resposta de esquiva condicionada no modelo de esquiva 

inibitória tipo step down e vão ao encontro com os dados da literatura que 

demonstraram um aumento na expressão da proteína Fos na SCP durante o 

reteste neste modelo (BABAI et al., 2001). 

O experimento 3 foi realizado para verificar se o bloqueio dos receptores 

NMDA com AP5 3 nmol, imediatamente após o teste, prejudicaria a 

consolidação das informações adquiridas durante o teste no LCE. Durante o 
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reteste os animais microinjetados com AP5 logo depois do teste não 

apresentaram nenhuma diferença na atividade exploratória geral em relação ao 

controle no reteste. Estes dados corroboram o estudo que utilizou lesão 

reversível com lidocaína na SCPdl depois do teste e não alterou nem o 

comportamento observado durante o reteste, nem o efeito da tolerância aos 

benzodiazepínicos a uma sessão (BERTOGLIO et al., 2005).  

O processo de consolidação envolve uma série de processos 

metabólicos em estruturas cerebrais especializadas visando à estabilização e 

armazenamento do aprendizado em uma memória de longo prazo 

(IZQUIERDO & MEDINA, 1997). A aquisição e consolidação, no 

condicionamento aversivo contextual, são dependentes de estruturas cerebrais 

como a amígdala e o hipocampo, as quais estão amplamente envolvidas no 

processamento de informações emocionais (KIM & FANSELOW, 1993; 

PHILLIPS & LEDOUX, 1992; MAREN, 2001).    

No LCE, a inativação reversível com lidocaína no núcleo basolateral da 

amígdala (BLA) depois do teste bloqueou o fenômeno de “One trial tolerance”, 

sem alterar a esquiva adquirida aos braços abertos. Nesse experimento, os 

animais que receberam salina sistêmica e lidocaína na BLA apresentaram 

redução da atividade exploratória nos braços abertos durante o reteste em 

relação ao teste, ou seja, a microinjeção de lidocaína na BLA depois do teste 

não alterou a esquiva adquirida durante o reteste (FILE et al., 1998). Estes 

autores concluíram que o núcleo basolateral da amígdala era essencial para a 

consolidação das informações necessárias para a mudança da ansiedade no 

reteste, porém não essencial para a consolidação das outras informações que 

conduzem à resposta de supressão no reteste. 
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Trabalhos que utilizaram a manipulação farmacológica na formação 

hipocampal (hipocampo dorsal e ventral) imediatamente após o teste também 

não demonstraram a participação desta estrutura no processo de consolidação 

da esquiva aprendida aos braços abertos após uma pré-exposição ao LCE 

(NUNES-DE-SOUZA et al., 2002; BERTOGLIO et al., 2006; HÄCKL & 

CAROBREZ, in press).   

Apesar dos nossos resultados com o bloqueio dos neurônios 

glutamatérgico da SCPd e dos dados da literatura com lesões reversíveis na 

SCPdl, formação hipocampal e BLA não demonstrarem prejuízo na 

consolidação da resposta aprendida de esquiva aos braços abertos no reteste 

do LCE, a participação destas estruturas na consolidação das informações 

adquiridas durante o teste não pode ser excluída.  Isto porque dentro da 

sessão de 5 minutos do teste os animais parecem tanto adquirir as 

informações, principalmente nos primeiros minutos, como prontamente 

consolidar estas informações e já expressar nos dois últimos minutos do teste. 

Portanto, para interferir no processo de consolidação da estratégia defensiva 

adotada pelos animais no LCE, talvez a manipulação farmacológica deva ser 

feita depois dos primeiros minutos (do primeiro até o terceiro) da sessão, ou 

seja, antes do animal expressar a sua esquiva aos braços abertos. 

Apesar dos dois testes comportamentais utilizados neste estudo 

exiberem características bem distintas em relação a natureza e o tempo de 

apresentação ao estímulo aversivo, a microinjeção de AP5 na SCPd não foi 

capaz de prejudicar a consolidação das respostas aprendidas, quando 

administrada imediatamente após o teste em ambos os modelos. 

Em conjunto, nossos resultados reforçam a idéia que o sistema 

glutamatérgico da SCPd, via modulação dos receptores NMDA, está implicado 
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no comportamento tipo-ansiolítico em ratos. Além disso, mostram que o 

bloqueio dos receptores NMDA na SCPd prejudica a evocação das respostas 

aprendidas durante o teste tanto no LCE, quanto no modelo da esquiva 

inibitória. Porém, nossos dados não mostraram a participação das terminações 

glutamatérgicas da SCPd nos processos de aquisição e consolidação destas 

respostas, em ambos os modelos. De Oca e colaboradores (1998) sugeriram 

que o envolvimento da SCPd na aquisição e expressão das respostas 

defensivas deve-se a interferência desta estrutura no desempenho das 

respostas comportamentais e/ou atuando sobre outras estruturas 

mesencefálicas envolvidas no processamento das informações.L   

Em resumo, nossos resultados sugerem que a SCPd é fundamental 

tanto na expressão  das respostas defensivas exibidas frente a situações 

ameaçadoras, quanto no processo de evocação das respostas defensivas 

aprendidas. Desta maneira, ao considerar os transtornos de ansiedade uma 

evocação excessiva ou inadequada das respostas defensivas, a SCPd parece 

desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento destes transtornos.     
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6. Conclusões  
 

A partir dos resultados obtidos com este trabalho conclui-se que: 

- O bloqueio competitivo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA 

da SCPd, bem como o bloqueio seletivo da subunidade NR2B destes 

receptores, ocasionam um aumento do comportamento exploratório dos braços 

abertos, relacionado ao comportamento tipo-ansiolítico em ratos, durante o 

teste no LCE. 

- A microinjeção do antagonista competitivo ou seletivo NR2B dos 

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA na SCPd aumentou a atividade 

exploratória aos braços abertos de ratos durante o reteste no LCE, ou seja, 

inibiu a expressão do comportamento clássico de esquiva aprendida aos 

braços abertos durante a reexposição ao LCE.   

- A administração repetida de AP5 3 nmol e Ifenprodil 1 nmol antes do 

teste e antes do reteste foi capaz de induzir tolerância ao efeito ansiolítico 

observado durante o reteste no LCE.   

- O bloqueio dos receptores NMDA na SCPd não prejudicou os 

processos de aquisição e consolidação da resposta de esquiva aos braços 

abertos exibida no reteste do LCE.   

- O bloqueio competitivo ou seletivo da subunidade NR2B dos receptores 

NMDA prejudicou a expressão da evocação da esquiva inibitória, mas não 

interferiu com as etapas de aquisição ou consolidação da tarefa de esquiva 

inibitória.  
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8. Apêndice  

 

 A - Substratos neurais do Sistema de inibição comportamental 

(SIC) e do Sistema cerebral de defesa (SCD) 

O SIC, inicialmente descrito por Gray (1982), tem como substrato neural 

a formação septo-hipocampal acrescida do circuito de Papez (corpo mamilar do 

hipotálamo, tálamo anteroventral e córtex do giro do cíngulo), do córtex pré-
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B – Minuto a minuto da %TBA dos animais microinjetados com AP5 

3 ou 6 nmol na SCPd e submetidos ao teste e reteste no LCE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Curva minuto a minuto da % Tempo nos braços abertos de ratos 
microinjetados com AP5 3 ou 6 nmol na SCPd e submetidos ao teste e reteste no 
LCE. 

  

C - Minuto a minuto da %TBA dos animais microinjetados com 

Ifenprodil 0,5 ou 1 nmol na SCPd e submetidos ao teste e reteste no LCE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 16. Curva minuto a minuto da % Tempo nos braços abertos de ratos 
microinjetados com Ifenprodil 0,5 ou 1 nmol na SCPd e submetidos ao teste e reteste 
no LCE. 
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