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RESUMO 
 
 
No condicionamento clássico de medo, os animais são treinados 

associando-se um estímulo neutro, por exemplo, som, contexto ou luz a um 

estímulo aversivo incondicionado, como um choque elétrico nas patas. Apos 

repetidos pareamentos, a presença do estímulo que inicialmente era neutro 

passa a eliciar uma resposta condicionada de medo no animal. O 

congelamento é a resposta mais proeminente dos animais expostos aos 

estímulos condicionados previamente pareados com choques nas patas, 

sendo freqüentemente utilizado como medida de medo condicionado (MC). 

Circuitos cerebrais independentes subjacentes a diferentes formas de 

memória, e, dentro de um determinado domínio de memória, o envolvimento 

de estruturas específicas pode depender do tipo de condicionamento, se 

utilizado contexto ou estímulos explícitos tais como a luz ou som. Diversos 

relatos clínicos têm implicado o prejuízo do lobo temporal medial (LTM) com 

amnésia retrógrada. Embora muito tenha sido feito para desvendar os 

circuitos neurais subjacentes ao medo condicionado, utilizando contexto, 

som ou luz como estímulo condicionado (EC) o envolvimento do LTM 

nessas formas de condicionamento ainda não está claro. Para abordar esta 

questão foi avaliada a distribuição de Fos no LTM de ratos após a exposição 

a um contexto, um som ou uma luz, previamente emparelhados com 

choques nas patas. Vinte e quatro horas após as sessões de 
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condicionamento, os animais foram colocados na mesma caixa experimental 

ou em um contexto distinto ou foram expostos ao som e luz sem receber 

choques nas patas. Diferença significativa na expressão de Fos foi 

determinada por análise de regiões do lobo temporal medial (córtex 

ectorrinal, perirrinal e entorrinal). Os resultados comportamentais mostraram 

que houve congelamento nos três tipos de medo condicionado, mas o 

padrão de distribuição Fos foi diferente em ratos expostos estímulos 

específicos ou contexto previamente emparelhado com choques nas patas. 

Apesar da saliente aquisição da resposta do medo ocorrer nas três 

condições, o achado mais saliente foi uma distribuição selectiva de Fos no 

córtex ectorrinal, perirrinal e entorrinal do grupo. Estes resultados indicam 

que regiões corticais no LTM parecem ser críticas no armazenamento de 

informações contextuais, mas não de informações associadas a estímulos 

explícitos previamente pareados a choques nas patas. 

 
 

Palavras-chaves:  Medo condicionado, Expressão Fos, Lobo temporal 
medial, Córtex entorrinal, Córtex perirrinal, Córtex ectorrinal 
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during context-, auditory- and light-cued conditioned fear in Wistar rats. 
Doctoral Thesis Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, 2010. 
 
 

Abstract  
 
Conditioned fear (CF) is one of the most frequently used animal models of 

associative memory to background or foreground stimuli. Independent brain 

circuits underlie different forms of memory, and, within a particular memory 

domain, the involvement of specific structures may depend upon the type of 

conditioning, whether using context or explicit cues such light or a tone. 

Several clinical reports have implicated the damage to the medial temporal 

lobe (MTL) with retrograde amnesia. Although much has been done to 

disclose the neural circuits underlying CF using context, a tone or light as 

conditioned stimuli (CS) the involvement of the MTL in these forms of 

conditioning is still unclear. To address this issue we assessed the Fos 

distribution in the MTL of rats following exposure to a context, a tone or a 

light previously paired with footshocks. Twenty-four hours after the 

conditioning sessions they were placed in the same chamber or in a distinct 

context and presented with the tone or light but without any footshocks. 

Significant group differences in regional Fos expression were determined by 

analysis in regions of the medial temporal lobe (ectorhinal, perirhinal and 

entorhinal cortices). The behavioral results showed comparable freezing in 

the three types of CF but the pattern of Fos distribution was distinct in rats 

exposed to specific cues or context previously paired with footshocks. 

Despite comparable acquisition of the conditioned fear response, the most 

remarkable finding was a selective distribution of Fos in the entorhinal, 
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perirhinal and ectorhinal cortices of the MTL for context-CS groups. It is 

suggested that context and explicit stimuli endowed with aversive properties 

through conditioning cause distinct Fos brain mapping in the hippocampal 

formation. These results indicate that tasks requiring the association between 

context and an aversive stimulus depend on subregions of the MTL. Such 

findings suggested that cortical regions of the MTL appears to be critical for 

storing context – but not explicit cue – footshock associations.  

 
 

Keywords:  Fear conditioning; Fos expression; medial temporal cortex, 
ectorhinal cortex, perirhinal cortex and entorhinal cortex. 



 
5 

 

 

L ISTA DE ABREVIATURAS  
 
 
 

ACTH:  hormônio adrenocoticotrópico 
 

5-HT:  5 hidroxitriptamina, serotonina 
 

BZDs: benzodiazepínicos 
 

CA:  Cornos de Ammon 
 

CS: estímulo condicionado 
 

ECTO:  córtex ectorrinal 
 

ENTO:  córtex entorrinal 
 

EPM:  erro padrão médio 
 

GABA : ácido gama-aminobutírico 
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SCA: sistema cerebral aversivo 
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SIC: sistema de inibição comportamental 
 

SNC: sistema nervoso central 
 

SH: sistema septo-hipocampal 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

 O medo se expressa através de comportamentos defensivos ou da 

reação de defesa. Os comportamentos defensivos e a reação de defesa 

serão caracterizados mais adiante nesta introdução. Os comportamentos 

defensivos são resultados da ativação do sistema neural de defesa, que é 

um sistema que detecta perigo e produz as respostas que maximizam a 

probabilidade de sobrevivência do individuo face as condições ameaçadoras

ou de perigo iminente. Em geral, o sistema neural do medo é acionado 

para que o indivíduo tenha consciência disso.  Ao mesmo tempo, fatores

outros tais como os hormonais, autonômicos e somáticos são acionados 

determinando a reação de defesa (Brandão, 2001). 

 Dado o caráter evolutivo das emoções na medida em que elas se 

expressam de forma parecida em todos os animais da escala filogenética, o 

sistema de defesa do cérebro e o medo, enquanto emoção a ele associada, 

podem ser usados como ponto de partida para estudos sobre a neurobiologia

de doenças mentais, como a ansiedade (Brandão, 2001). 

 

1.1. Medo e ansiedade 

 

 Medo e ansiedade são estados emocionais com alto valor adaptativo, 

manifestados em situações que representam ameaça à integridade física do 

organismo ou à sua sobrevivência. Para lidarem com os perigos a que são 

expostos, os animais emitem respostas defensivas. O medo e a ansiedade 
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podem ser compreendidos, portanto, como adaptativos, uma vez que existe 

uma relação direta entre seu nível de expressão e a eficiência no 

desempenho em determinada tarefa (GRAEFF e GUIMARÃES, 2000). 

 Segundo Nutt (1990), a ansiedade é caracterizada por um conjunto 

de manifestações físicas e psíquicas que tanto podem ser experimentadas 

por indivíduos sadios, como acompanhar ou caracterizar enfermidades, 

sendo qualificada subjetivamente como um estado emocional desagradável, 

acompanhado por sentimentos de apreensão, insegurança e um conjunto de 

alterações comportamentais, neurovegetativas e hormonais. Contudo, a 

partir de certo ponto, observa-se o comprometimento do comportamento 

devido a níveis muito elevados de ansiedade, o que assinala um prejuízo 

funcional nas atividades cotidianas. Neste caso, a ansiedade é caracterizada 

como psicopatologia e, dentro de uma perspectiva biológica, suas raízes 

funcionais encontram uma analogia nas reações de defesa que os animais 

exibem frente a estímulos ou situações ameaçadoras (GRAEFF, 1990). 

Essa visão justifica o uso de modelos animais em estudos experimentais, 

considerando-se que as propriedades do cérebro permanecem conservadas 

ao longo da escala evolutiva. 

 Em 1988, os pesquisadores Robert e Caroline Blanchard instituíram o 

conceito de níveis de defesa através da análise eto-experimental do 

comportamento de ratos. Sob esta perspectiva, a ansiedade seria 

estabelecida em diversos níveis de perigo, possuindo características 

distintas em cada um deles, dependendo do contexto em que o animal se 

encontra. Sendo assim, diferentes substratos neuroanatômicos estariam 

envolvidos no gerenciamento das reações observadas em cada estágio. A 
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Tabela 1 faz referência às três estratégias básicas de defesa apresentadas 

pelos animais frente a situações de perigo, enumerando diversas estruturas 

do sistema nervoso central (SNC) que têm sido relacionadas aos 

comportamentos defensivos. Em primeiro lugar, destacam-se: o sistema 

septo- hipocampal (SH) e a amígdala (AM), os quais serviriam de interface 

entre o neocórtex e o complexo amigdalóide. Tanto o SH quanto a AM 

recebem densas projeções do córtex temporal polimodal, onde se verifica a 

síntese das informações colhidas pelos diferentes sistemas sensoriais, bem 

como das informações sensoriais de natureza olfativa e interoceptiva. Outras 

evidências indicam, no entanto, que estas áreas cerebrais não seriam as 

únicas envolvidas na geração da ansiedade. Assim tem sido demonstrado, 

que, um conjunto de estruturas cerebrais, longitudinalmente organizado, 

 
Tabela 1 - Níveis de defesa, substrato neural, emoção relacionada. 

Perigo  Reação de defesa  Estruturas cerebrais  Emoção  

Potencial Avaliação de risco/ 
Inibição 

comportamental 

Septo-hipocampo/ 
Amígdala 

Ansiedade 

Antecipado Congelamento Amígdala/ 
Periaquedutal ventral 

Ansiedade 
antecipatória 

Distal Esquiva Amígdala Ansiedade 
condicionada 

 Fuga Hipotálamo medial Ansiedade 
incondicionada 

Proximal Fuga/congelamento Periaquedutal dorsal Pânico 

Adaptada de Graeff e Guimarães, 2000. 
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compreendendo além de partes da AM, a substância cinzenta periaquedutal 

dorsal (SCPD) e o hipotálamo medial (HM) e interligado por vias nervosas 

ascendentes e descendentes, também se constitui em substrato neural da 

ansiedade. Este circuito, designado de sistema cerebral aversivo (SCA) 

(GRAEFF, 1990), coordenaria diferentes estratégias de defesa, como a 

imobilidade tensa ou congelamento e os comportamentos de luta e de fuga 

(Figura 1). A ativação dessas regiões também evoca sensações 

extremamente desagradáveis (medo intenso, dor não localizada) no homem 

(GRAEFF, 1991). 

 

 

 
Figura 1 -  Representação esquemática das estruturas que compõem o 

Sistema Cerebral Aversivo (SCA) (Bear et. al., 2002). 
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 O psiquiatra inglês Jeffrey Gray (1987) propôs um modelo teórico, 

denominado Sistema de Inibição Comportamental (SIC), para explicar o 

mecanismo de modulação da ansiedade. Este sistema levaria a um aumento 

da atenção e vigilância do animal. As estruturas neuroanatômicas que 

supostamente constituiriam o SIC seriam o hipocampo e a área septal (SH), 

assim como suas interconexões, fibras e vias (Figura 2). 

 

 

Figura 2 -  Representação esquemática do Sistema inibitório 

comportamental. (Brandão et al., 2003). 
 

 Segundo Gray (1982), o sistema septo-hipocampo teria a função de 

comparar os dados oriundos do córtex perirrinal (Figura 3), que são 

recebidos pelo hipocampo, com as predições formuladas no circuito de 

Papez (núcleo mamilar do hipotálamo, tálamo antero-ventral e córtex do giro 

do cíngulo). Havendo correspondência entre as duas representações, o SH 

continuaria a funcionar como “comparador”. Se, por outro, lado ocorresse  
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Figura 3 -  A integração visual e tátil informação perceptual do córtex 

perirrinal (Holdstock et. al.,2009). 
 

algo inesperado, este passaria a trabalhar no modo de “controle”. 

desencadeando a ansiedade. Em poucas palavras, a ativação do SIC teria 

como conseqüência uma alteração no equilíbrio entre aproximação/esquiva, 

tendendo para o comportamento de esquiva (GRAY e MACNAUGHTON, 

2000). Assim, uma vez o SIC ativado por estímulos aversivos, ocorreria uma 

diminuição ou inibição do comportamento em curso, o que poderia em casos 

extremos, levar o animal a emitir uma resposta de imobilidade tensa 

(congelamento). 

 Ainda que o medo seja responsável por desencadear um complexo 

conjunto de respostas tanto comportamentais como fisiológicas (DAVIS et. 

al., 1991, 1997), sua mensuração é objetivamente plausível em laboratório, 

tanto do medo incondicionado (inato) como do medo condicionado 

(pareamento de um estímulo neutro a um estímulo aversivo) (FENDT; 

FANSELOW, 1999). Como citado brevemente nessa introdução, a resposta 

de medo condicionado mais estudada é o comportamento de congelamento, 
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que é definido como a imobilidade total acompanhada de postura tensa 

(FANSELOW, 1984). 

 Cabe ressaltar que, são escassos os estudos que relacionem a 

mensuração da expressão de Fos (Figura 4) e as estruturas encefálicas do 

córtex para-hipocampal, tais como: o córtex entorrinal, córtex perirrinal e 

ectorrinal (Figura 5) em ratos submetidos ao medo condicionado 

(condicionamento pavloviano clássico). Isto é, o condicionamento realizado 

nesse estudo, consiste na associação de um estímulo inicialmente neutro, 

como uma luz ou um tom, a um estímulo aversivo incondicionado, como um 

choque nas patas. Após apresentações sucessivas, o estímulo condicionado  

 

 

 
Figura 4 –  Fotomicrografia de um corte histológico monstrando células 

imunorreativas para Fos (BEAR et. al., 2002). 
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Figura 5 -  Representação esquemática do giro para-hipocampal 
 

adquire propriedades aversivas e passa a produzir respostas características 

de estímulos ameaçadores, como congelamento e aumento da pressão 

arterial (FANSELOW, 1994). 

 Respostas emocionais condicionadas são também eliciadas pelo 

próprio ambiente em que o animal se encontrava quando lhe foi apresentado 

o estímulo incondicionado. Nessa situação, o estímulo que adquire 

propriedades condicionadas não é um estímulo explícito — como no caso da 

luz e do som — mas diversas pistas contextuais presentes no ambiente 

quando o animal recebeu o estímulo incondicionado (BLANCHARD; 

BLANCHARD, 1972). Quando esse estímulo, porém, é apresentado sem 
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que o animal tenha a oportunidade de explorar o ambiente, ocorre uma 

ausência da resposta de congelamento (BLANCHARD; FUKUNAGA; 

BLANCHARD, 1976; FANSELOW, 1986). Nesse paradigma — denominado 

de déficit do choque imediato — os animais não têm tempo suficiente para 

desenvolver uma representação espacial do contexto, de maneira que as 

pistas detectadas no ambiente são incapazes de predizer a administração 

do choque (FANSELOW, 1986; LANDEIRA-FERNANDEZ et al., 2006). 

 Ainda que as respostas emocionais eliciadas pelos estímulos 

condicionados explícitos ou contextuais sejam idênticas, os substratos 

neurais dessas duas formas de medo condicionado são distintos (PHILLIPS 

e LeDOUX, 1992). Evidências indicam que a AM tem um papel essencial no 

medo condicionado. Lesões dessa estrutura interferem na aquisição e na 

expressão de respostas emocionais condicionadas, tanto a estímulos 

explícitos quanto ao próprio contexto (BLANCHARD; BLANCHARD, 1972; 

HITCHCOCK; DAVIS, 1986). A AM, também está diretamente conectada ao 

eixo HPA, de modo que lesões do núcleo central reduzem a liberação de 

corticosterona plasmática em ratos durante o medo condicionado ao som, à 

luz e ao contexto (FELDMAN et al., 1994; SULLIVAN et al., 2004). Há 

evidências, porém, de que os núcleos da AM podem influenciar de maneira 

distinta, o eixo HPA (VAN DE KAR et al, 1991). 

 Uma outra estrutura límbica que parece estar criticamente envolvida 

no medo condicionado é o hipocampo. Diversos estudos mostram que 

lesões eletrolíticas do hipocampo dorsal produzem déficits na aquisição e 

expressão do medo contextual. Em contraste, essa estrutura parece ter um 

papel mais específico do que a AM, uma vez que lesões hipocampais não 
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afetam o medo condicionado a estímulos explícitos (KIM; FANSELOW, 

1992; PHILLIPS e LeDOUX, 1992; ANAGNOSTARAS; MAREN; 

FANSELOW, 1999). 

 Entretanto, estudos recentes, apontam controvérsias na participação 

do hipocampo (Figura 6) no medo condicionado contextual. Gewirtz, McNish 

and Davis (2000), levantaram a possibilidade das lesões hipocampais, ao 

invés de interromperem a aquisição e a expressão do medo condicionado 

contextual, produzirem déficits na resposta de congelamento dos animais. 

Corroboram essa possibilidade o fato de lesões hipocampais interromperem 

também a resposta de congelamento incondicionado (BLANCHARD; 

BLANCHARD, 1972) e não interferirem na resposta de sobressalto 

potencializado pelo medo. Para elucidar essas questões, os autores 

sugerem a investigação dos efeitos de lesões do hipocampo em outras 

respostas associadas ao estado emocional de medo. 

 

Figura 6 -  Formação hipocampal e giro para-hipocampal (Lent, 1999)
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2 - OBJETIVOS  

 

 Diversos estudos da literatura mostram que o lobo temporal medial 

(LTM) está envolvido com a formação de memórias. Embora muito tenha 

sido feito para desvendar os circuitos neurais subjacentes ao medo 

condicionado, utilizando contexto, som ou luz como estímulo condicionado 

(EC) o envolvimento do LTM nessas formas de condicionamento ainda não 

está claro. No presente trabalho pretendeu-se contribuir para este campo de 

estudo analisando as respostas comportamentais de ratos submetidos ao 

procedimentos de medo condicionado utilizando a luz, o som e o contexto 

como estímulos neutros. Ao lado disso, analisou-se também a distribuição 

de Fos no LTM de ratos após a exposição a um contexto, um som ou luz, 

previamente emparelhado com choques nas patas. 
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3 - MATERIAL E  MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

 
 Foram utilizados trinta e quatro ratos Wistar, machos, pesando entre 

250-300 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade de São 

Paulo, Campus de Ribeirão Preto. Os animais foram alojados em gaiolas-

viveiro com, no máximo, quatro animais cada, com ciclo claro-escuro de 12 

horas (luzes acesas das 7:00 às 19:00 h) e temperatura de 22
o
C ( ± 1

o
C). 

Durante todo o experimento, os animais tiveram livre acesso à água e à 

comida. Os ratos foram distribuídos randomicamente em cinco grupos (N = 

6-8): não condicionado (N), contexto diferente (D), mesmo contexto (M), 

exposição à luz (L) ou exposição ao som (S). Os experimentos foram 

realizados em conformidade com as normas da Sociedade brasileira de 

neurociência e comportamento (SBNec). 

 

3.2. Medo condicionado 

 

 Três dias depois da chegada, os animais foram submetidos ao 

condicionamento do contexto, luz ou som como estímulo condicionado. 

Duas caixas experimentais foram utilizadas: A e B. A caixa A foi utilizada 

como caixa de treinamento. Ambas as caixas eram iluminadas brandamente 

por luz fluorescente indiretamente. As paredes laterais e do fundo da caixa A 

(40 x 25 x 25 cm) foram construídas de acrílico branco e o teto e a porta da 

frente foram feitos de acrílico transparente. O assoalho da caixa era 
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constituído por barras de metal de 5 mm de diâmetro, distando 1,2 cm entre 

si, conectadas a um gerador de choques. Também havia na caixa duas 

lâmpadas de 15 W. Esta caixa encontrava-se em um câmara de atenuação 

acústica feita de compensado de madeira revestida com Eucatex, onde se 

encontravam um auto-falante e uma lâmpada vermelha de 6 W, a qual 

permitia a visualização do animal. O som gerado era um tom de 1 kHz (72 

dB). A caixa B era diferente e maior (50 x 30 x 25), construída com acrílico 

pintado de preto nas laterais e no fundo. Luz e auto-falante eram dispostos 

em posições diferentes da caixa A. Como da gaiola A, o teto e a porta da 

frente eram feitos de acrílico transparente.  

 

3.3. Treinamento 

 

 Os animais eram colocados na caixa de treinamento e após um 

período de cinco minutos de habituação, eles eram submetidos à fase de 

treino, na qual cada animal recebia 10 tons (som) ou luz pareados com 

choques nas patas. Em cada pareamento, um tom (72 dB, 1 kHz), ou luz (15 

W) foram apresentados por 10 segundos e choque nas patas (0,6 mA, 1s), 

eram apresentados no final de cada apresentação de estímulo condicionado. 

O intervalo variava randomicamente entre 30 e 120 segundos. No 

condicionamento contextual (grupo M), os estímulos provenientes da caixa, 

eram pareados com os choques nas patas. Um grupo pseudocondicionado 

(grupo N) foi submetido ao mesmo procedimento exceto que não recebia 

choque nas patas. Todos os grupos foram condicionados na caixa A. Cada 

animal era removido 3 minutos após o último choque e retornavam as suas 
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caixas. As seções de treinamento duravam aproximadamente 18 minutos. O 

grupo P foi considerado o grupo controle do estudo. 

 

3.4. Teste 

 
 No dia seguinte, a sessão de teste era conduzida da mesma maneira 

que na sessão de treino, mas sem a apresentação dos choques nas patas. 

Apenas o grupo do “mesmo contexto” era testado na caixa A. O critério 

usado para acessar o medo condicionado foi o tempo em que os animais 

permaneceram em congelamento (freezing) durante o período de 18 minutos 

do teste. O congelamento foi operacionalmente definido como total ausência 

de movimento do animal exceto de respiração. 

 

3.5. Imunohistoquímica para Fos 

 
 Duas horas após a sessão de teste, os animais foram anestesiados 

com Uretana 25% (5 ml/kg) e submetidos à perfusão transcardíaca com PBS 

0,1 M e, em seguida, com paraformaldeído 4% tamponado em 0,1 M PBS 

(pH 7,4). Os cérebros foram então removidos e pós-fixados em solução de 

paraformaldeído 4% durante duas horas (4º C). Em seguida, os cérebros 

foram crioprotegidos em sacarose 30% (em PBS 0,01 M) durante 48 horas e 

finalmente congelados em isopentano (-40º C, 30 seg). Em seguida, os 

cérebros foram armazenados em freezer -70º C até o momento de serem 

cortados em criostato e processados para o ensaio de imunohistoquímica. 

 No dia do ensaio, foram utilizadas duas amostras de secções 

representativas, tento como referência o Bregma: - 6,8 mm (Atlas de 
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Paxinos e Watson, 2005) de 40 µm recolhidas em PBS 0,1M. Essa serie foi 

processada free-floating de acordo com o procedimento avidina-biotina, 

usando Vectastain ABC Elite peroxidase rabbit IgG kit (Vector, USA, Ref. PK 

6101). As secções foram primeiro incubadas com 1% de H2O2 por 10 

minutos, lavadas 4 vezes com PBS 0,1 M (por 5 minutos cada) e então 

incubadas overnight com o anticorpo primário para Fos (rabbit policlonal IgG; 

Santa Cruz, USA, SC-52) na concentração de 1:2000 em PBS+ (0,1 M PBS 

enriquecido com 0,2% Triton-X e 0,1% BSA). As seções foram lavadas mais 

3 vezes por 5 minutos cada lavagem com PBS 0,1 M e incubadas por 1hora 

com anti-rabbit biotinilado IgG (H + L) (Vectastain, Vector Laboratories) na 

concentração de 1:400 em PBS+. Após outra série de lavagem de 3 vezes 

por 5 minutos cada em PBS 0,1 M, elas foram incubados por 1 hora com 

complexo avidina-biotina-peroxidase em 0,1 M em PBS (solução A e B do 

Kit Vectastain ABC, Vector Laboratories) na concentração de 1:250 em 0,1 

M de PBS e lavados 3 vezes por cinco minutos cada em 0,1 M de PBS. 

Imunorreatividade para Fos foi obtida com a adição de DAB (0,02%) com 

peróxido de hidrogênio (0,04%). Em seguida as seções foram lavadas duas 

vezes. 

 

3.6. Quantificação de células imunorreativas (positivas) para Fos 

 
 As secções foram montadas em lâminas gelatinizadas, desidratadas 

para observação e contagem de células por microscopia. Núcleo neuronial 

expressando níveis de reação de produtos de DAB foram automaticamente 

contados como neurônios positivos para Fos por um sistema de análise 
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computadorizado (Imagem Pró Plus 4.0, Media Cybernetics, USA), de 

acordo com métodos utilizados previamente neste laboratório (BORELLI et 

al., 2006; Ferreira-Neto et al., 2007). A analise das regiões encefálicas 

nesse estudo dão ênfase ao córtex entorrinal lateral, córtex perirrinal e 

córtex ectorrinal. Núcleo foi contado individualmente e expressam o número 

de células positivas para Fos em 0,1 mm
2
 (BORELLI et al., 2006; 

FERREIRA-NETO et al., 2007). 

 

3.7. Análise Estatística 

 
 Para análise imunohistoquímica das estruturas em estudo, uma vez 

que, são estruturas bilaterais, foram contadas as células imunorreativas para 

Fos bilateralmente, e considerada a média em ambos os lados de cada 

estrutura. O tempo de congelamento nas sessões de teste e o número de 

células reativas para Fos em cada estrutura foi feita por meio de análise de 

variância de uma via (ANOVA). O teste post hoc de Newman-Keuls foi 

utilizado quando apropriado. O nível de significância adotado em todos os 

casos foi p < 0,05. 
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4 - RESULTADOS  

 

4.1. Efeitos Comportamentais 

 
 A Figura 7 ilustra a média do tempo de congelamento dos grupos de 

animais deste estudo na sessão teste. A ANOVA de uma via indicou 

diferença estatisticamente significativa [F(4,29) = 45.60, p < 0.001] entre os 

grupos. O teste post-hoc de Newman-Keuls mostrou que os animais 

submetidos ao mesmo contexto (M), luz (L) e som (S) foram 

significativamente diferentes do grupo controle não-condicionado (N) (p < 

0,001). 

 

 

 
Figura 7 -  Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na sessão 

teste, em ratos submetidos ao condicionamento: contexto diferente (D), 

mesmo contexto (M), luz (L) ou som (S). Um grupo não-condicionado (N) 

não recebeu choque nas patas. Barras representam média + EPM para 6-8 

ratos. *, p < 0,001 em relação ao grupo N (ANOVA seguida do teste post-

hoc de Newman Keuls). 
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4.2. Expressão da proteína Fos 

 
 A Figura 8 mostra fotomicrografias representativas da 

imunorreatividade Fos (pontos escuros) nas subregiões do córtex do lobo 

temporal medial de ratos sujeitos a sessões de teste usando o procedimento 

de medo condicionado com luz, som e contexto como estímulos 

condicionados. Como pode ser notado, somente o contexto usado como 

estímulo condicionado foi capaz de produzir marcações da proteína Fos no 

córtex entorrinal, perirrinal e ectorrinal . A luz, o som e um contexto diferente 

daquele no qual os animais previamente receberam choques nas patas não 

causaram alterações significativas na imunorreatividade à proteína Fos. 

 A Figura 9 mostra que o medo condicionado alterou 

significativamente a expressão de células imunorreativas Fos entre os 

grupos no córtex perirrinal [F(4,28) = 18.84; p < 0.001], entorrinal [F(4,28) = 

5.79; p < 0.001], e ectorrinal [F(4,28) = 24.28; p < 0.001]. O teste post-hoc 

de Newman Keuls indicou que o efeito significativo ocorreu nos grupos 

expostos ao mesmo contexto. 

 A Figura 10 (A e B) mostra que o medo condicionado alterou de modo 

estatisticamente significativo a expressão de proteína Fos nas estruturas do 

lobo temporal medial indicadas acima mesmo quando os dados foram 

analisados em separado, considerando a lateralidade hemisférica e quanto 

aos estímulos a que os animais foram submetidos. A análise indicou efeitos 

significativos no córtex entorrinal direito [F(4,28) = 18,16; p = 0.001], córtex 

perirrinal esquerdo [F(4,28) = 10.81; p < 0.001], córtex perirrinal direito 

[F(4,28) = 25,35; p < 0.001], córtex ectorrinal esquerdo [F(4,28) = 6,14; p <  
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Figura 9  - Número de células imunorreativas para Fos em áreas corticais 

(0,1 mm2): córtex ectorrinal (Ecto), córtex perirrinal (Peri), córtex entorrinal 

(Ento) de ratos submetidos ao procedimento de medo condicionamento: 

usando contexto diferente (D), mesmo contexto (M), luz (L) ou som (S). Um 

grupo não-condicionado (N) não recebeu choques nas patas. Barras 

representam média + EPM. 6-8 para ratos. * p < 0,005 em relação ao grupo 

N. (ANOVA seguida do teste post-hoc de Newman Keuls). 
 

0.001] e córtex ectorrinal direito [F(4,28) = 11.29; p = 0.001]. O teste post-

hoc de Newman-Keuls indicou que a significância dos resultados foi devida 

às alterações nos grupos expostos ao mesmo contexto, independente do 

hemisfério estudado. 

 Como pode ser observado na contagem das células marcadas o 

córtex ectorrinal foi a subregião do córtex do lobo temporal medial que 

mostrou o maior número de células imunorreativas à proteína Fos. É 

possível que exista um gradiente de ativação destas estruturas do lobo 

temporal medial pelos estímulos condicionados contextuais aversivos. 
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Figura 10  - Figura 10-A- Número de células imunorreativas para Fos em 

áreas corticais (A: hemisfério esquerdo; B: hemisfério direito) de ratos 

submetidos ao condicionamento: usando contexto diferente (D), mesmo 

contexto (M), luz (L) ou som (S). Um grupo não-condicionado (N) não 

recebeu choque nas patas. Barras representam média + EPM para 6-8 

ratos. *, p < 0,005 em relação ao grupo N. Córtex entorrinal (Ento), córtex 

perirrinal (Peri), córtex ectorrinal (Ecto). (ANOVA seguida do teste post-hoc 

de Newman-Keuls). 
 



 

33 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 - DISCUSSÃO 



 

34 

 

 

5 - DISCUSSÃO 

 
 Embora muito se tenha avançado no conhecimento dos distintos 

circuitos neurais do medo condicionado, ainda não estão claros os 

mecanismos subjacentes à aquisição do medo condicionado ao contexto, ao 

som e à luz. Por exemplo quais e em que medida os circuitos neurais 

subjacentes à expressão desses tipos de condicionamento do medo são 

sobrepostos. Diferentes circuitos neurais podem ser recrutados no cérebro 

durante a aquisição de condicionamento de medo, dependendo do fato de o 

estímulo condicionado ser um contexto ou uma um luz ou som (estímulos 

explícitos) (Philips e LeDoux, 1994). Diferenças entre estímulos que são 

mais explícitos e observáveis como no caso de um som ou luz (estímulo 

explícito) e outros implícitos como o contexto são também observadas em 

experimentos que mostram que, em baixas intensidades de estímulo 

incondicionado, o condicionamento ocorre apenas para o estímulo 

condicionado explícito (Philips e LeDoux, 1992). Dada a grande quantidade 

de evidências que implicam o lobo temporal medial em processos de 

aprendizagem e memória é surpreendente que apenas poucos estudos 

analisaram a participação desta região encefálica no condicionamento de 

medo. Assim, este estudo foi delineado para a hipótese de que o medo 

condicionado envolvendo diferentes estímulos condicionados; contexto, luz, 

ou o som ativa diferentes vias neurais. Comportamentalmente, observamos 

uma pequena diferença entre os grupos que responderam  aos estímulos 

condicionados com congelamento durante o teste. Com relação ao estudo 
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imunoistoquímico com Fos, entretanto, os resultados obtidos mostraram 

aspectos importantes quanto à reatividade das estruturas do lobo temporal 

medial aos estímulos neutros utilizados nesse estudo como estímulos 

condicionados.  

 Todos os grupos de três regiões do córtex medial temporal estudado 

responderam com o aumento de expressão de Fos tendo o contexto como 

estímulo condicionado enquanto que não mostraram alteração significativa 

na marcação de Fos ao som e à luz. Corroborando estes achados, estudos 

anteriores indicaram que dependendo do estímulo utilizado no 

condicionamento de medo ocorre uma ativação fásica ou tônica de 

substratos neurais de medo através do recrutamento da via tálamo auditivo-

amígdala ou pela via tálamo-córtico amigdalar (Romanski & LeDoux, 1992a, 

1992b). Também foi observado que os danos ao LTM antes ou logo após o 

treino de uma tarefa contextual de medo condicionado, provoca déficits na 

expressão subseqüente ao medo contextual. Estas regiões estão implicadas 

na aquisição ou expressão de memória contextual (Maren e Fanselow, 1997; 

Burwell et al. , 2004). Também em apoio aos presentes dados, verificou-se 

que a lesão extensa do córtex perirrinal, prejudica a aquisição do medo 

condicionado ao som descontínuo (PIP), bem como o condicionamento ao 

contexto, mas não tem efeito sobre o condicionamento de sons contínuos 

(Kholodar-Smith et al. , 2008). Durante o medo condicionado ao contexto, o 

gatilho da resposta é um padrão de estímulos inócuos que representa o 

ambiente e não um único estímulo sensorial sinalizando, um estímulo 
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incondicionado. A participação diferencial do córtex temporal medial no 

presente estudo sobre o processamento de estímulos explícitos reforça o 

papel proposto para a região cortical na representação da aprendizagem de 

contexto, que envolve a configuração multimodal de estímulos sensoriais 

presentes em um ambiente de treinamento dado (Bucci et al., 2000).  

 De maneira interessante, foi observado no Laboratório de 

Neuropsicofarmacologia da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras 

(Universidade de São Paulo) que o hipocampo ventral apresenta níveis Fos 

comparáveis ao grupo controle em animais submetidos a três tipos de medo 

condicionado. Estes resultados contrastam com o grande número de 

evidências mostrando que o hipocampo dorsal é fundamental para o 

condicionamento de medo contextual (Kim e Fanselow, 1992; Maren e 

Fanselow, 1997 Anagnostaras et al., 1999). O envolvimento diferenciado do 

hipocampo ventral e dorsal no condicionamento de medo pode ter a ver com 

o fato de aferências do hipocampo ventral surgirem de estruturas 

subcorticais envolvidas na defesa e emoção, incluindo o córtex cingulado 

(GC2), a amígdala, o hipotálamo, septo, e nucleo accumbens (Ottersen, 

1982; Canteras e Swanson, 1992; Pitkänen et al., 2000). O hipocampo 

ventral pode desempenhar um importante papel na resolução de conflitos, 

especificamente aos sinais de "segurança" em situações que envolvam a 

ansiedade e a ameaça de punição (Gray e McNaughton, 2000). Por outro 

lado, no córtex temporal medial existem regiões polimodais de associação 

que fornecem os elementos corticais sensoriais importantes para a função 
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hipocampal e recebem densas conexões do hipocampo propriamente dito 

(Burwell & Amaral, 1998; Burwell, Witter, & Amaral, 1995; Shi & Cassell, 

1997). Dadas estas conexões neuroanatômicas, um papel para estas 

regiões no condicionamento contextual de medo não é surpreendente, ao 

lado do hipocampo dorsal que, como relatado anteriormente,tem um papel funda-

mental neste tipo de condicionamento (Kim e Fanselow, 1992; Maren e 

Fanselow, 1997).  

 De acordo com nossos resultados relatados neste estudo, a tríade 

córtex perirrinal, entorrinal e ectorrinal são prováveis candidatos para a 

participação cortical na aprendizagem contextual. Lesões eletrolíticas, mas 

não neurotóxicas, do hipocampo feita antes do treino prejudicam a aquisição 

de medo contextual, o que sugere que danos ou desconexão com outras 

regiões podem ser a base do déficit produzido por lesões eletrolíticas 

(Maren, Aharonov, & Fanselow, 1997; Phillips & LeDoux, 1992). Além disso, 

lesões neurotóxicas, bem como lesões eletrolíticas do hipocampo feitas logo 

após o treinamento prejudicam a expressão do medo condicionado, 

enquanto o condicionamento contextual permaneceu praticamente intacto 

após várias semanas da lesão (Kim & Fanselow, 1992; Maren et al., 1997) .  

 As conexões cortico-hipocampais sugerem que a participação da 

formação hipocampal no medo condicionado contextual pode depender de 

associações polimodais, de ordem superior, a partir de informações 

sensoriais provenientes de regiões do LTM (Maren et al., 1997). Assim, 

parece razoável supor que as regiões corticais da formação hipocampal 

desempenham um papel na tradução das informações sensoriais em 
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informações contextuais ou relacionais. Além disso, a inativação reversível 

do córtex perirrinal em diferentes momentos após o treinamento dificulta a 

expressão de medo contextual nas sessões de teste (Sachetti et al. 1999).  

 Um ponto interessante revelado a partir da análise adicional de dados 

neste estudo foi de que o córtex ectorrinal mostrou maior marcação Fos em 

ratos expostos ao condicionamento contextual de medo do que as outras 

regiões corticais LTM analisadas neste estudo. Estes resultados sugerem 

que deve existir um gradiente neural de dentro para fora na formação 

hipocampal que processa as informações contextuais para posterior 

armazenamento ou recuperação de representações contextuais. Embora 

sejam necessários mais estudos para avaliar de forma mais completa a 

função mnemônica do LTM com base nos dados discutidos acima, propõe-

se que o córtex temporal medial pode estar envolvido na consolidação e, 

eventualmente, no armazenamento de informações contextuais.  

 Uma explicação alternativa para os presentes resultados seria a de 

que existe um único processo subjacente ao condicionamento de medo 

explícito e contexto, em vez de separar os circuitos neurais para cada 

modalidade de condicionamento de medo. Esta interpretação baseia-se em 

dois pontos: 1) distribuição Fos fornece uma indireta ao invés de uma 

medida direta da consolidação da memória e 2) a memória explícita ou 

medo contextual consolida dentro de janelas de tempos distintos (Silva et al., 

2004; Borelli et al. , 2005). Assim  o mesmo sistema neural poderia ser 

usado para ambas as memórias ao longo do tempo. Por exemplo, estímulos 
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como luz e som são estímulos condicionados rápidos e salientes enquanto 

que os contextuais  são preditores mais fortes do estímulo 

incondicionado no procedimento de medo contextual. Assim, uma rápida transferência de 

informação permeia o processo subjacente condicionado ao tom ou luz, 

enquanto um ritmo mais lento de transferência de informação ocorre no 

condicionamento de medo contextual. Coerente com esta possibilidade, uma 

redução do medo condicionado contextual é observado após a lesão do 

núcleo mediano da rafe um dia pós-treinamento, enquanto o medo 

sobressalto potencializado pelo medo com a luz-EC não foi alterada por esta 

lesão (Silva et al., 2004; Borelli et al., 2005). Em outras palavras, o processo 

de transferência de informações é rápida ou lenta, dependendo se o 

condicionamento de medo usa estímulo explícito ou pistas contextuais, 

respectivamente.  

 Concluindo, o presente estudo indica que os resultados 

comportamentais estão de acordo com estudos anteriormente relatados na 

literatura que mostram que tanto estímulos condicionados explícitos (luz e 

som) como os estímulos implícitos (background) são eficazes em produzir 

medo condicionado em ratos quansdo previamente ppareados com choques 

nas patas uma vez que houve aumento significativo de resposta de 

imobilidade tensa (congelamento) em animais submetidos ao procedimento 

de medo condicionado utilizado neste estudo. Corroborando estes achados 

houve aumento significativo na imunorreatividade Fos nas subregiões do 

córtex do lobo temporal medial em ratos sujeitos a sessões-teste usando o 
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procedimento de medo condicionado utilizando o contexto como estímulo 

condicionado. Assim, somente o contexto usado como estímulo 

condicionado foi capaz de produzir marcações da proteína Fos no córtex 

entorrinal, perirrinal e ectorrinal. A luz, o som e um contexto diferente do que 

os animais previamente receberam choques nas patas não causaram 

alterações significativas na imunorreatividade à proteína Fos. Como pode 

ser observado na contagem das células marcadas o córtex entorrinal foi a 

subregião do córtex do lobo temporal medial que mostrou o maior número 

de células imunorreativas à proteína Fos. Em uma análise adicional em que 

se investigou uma possível lateralização hemisférica nos efeitos da 

exposição dos animais aos estímulos condicionados de medo não mostrou 

diferenças significativas na contagem de células imunorreativas Fos nos 

hemisférios direito e esquerdo. 

 Os achados do presente estudo representam uma contribuição 

relevante ao nosso entendimento da neurobiologia do medo condicionado em 

geral, e aportam evidências para o nosso entendimento dos substratos 

neurais do medo condicionado no encéfalo de roedores. Em particular, os 

presentes resultados mostram claramente a seletividade de subregiôes do 

lobo temporal medial no processamento de estímulos condicionados 

contextuais aversivos. Das três estruturas estudadas o córtex ectorrinal foi a 

que mais expressou a proteína Fos em presença dos estímulos contextuais 

aversivos. É possível que exista um gradiente de ativação destas estruturas 

do lobo temporal medial pelos estímulos condicionados contextuais aversivos.  
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 O presente trabalho abre a perspectiva de se avançar na 

compreensão da neurobiologia do medo condicionado, analisando 

futuramente os efeitos de drogas tranqüilizantes menores injetadas 

diretamente nessas estruturas do lobo temporal medial sobre respostas de 

medo condicionado contextual.
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