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Resumo 

 A região rostro-dorsal da matéria cinzenta periaqueductal (MCPd) 

apresenta abundantes neurônios imunoreativos para a enzima óxido nitrico 

sintase neuronal (nNOS). A ativação de receptores N-metil-D-aspartato 

(NMDA) pós-sinápticos é o principal estímulo para ativação da nNOS e a 

consequente síntese de óxido nitrico (NO) endógeno. A participação do NO nas 

respostas defensivas imediatas eliciadas pela MCPd tem sido amplamente 

estudada sob diferentes paradigmas, no entanto, apesar das investigações 

realizadas, a participação do sistema nitrérgico nos processos de 

aprendizagem e formação de memórias na MCPd ainda não foi desvendado 

totalmente. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar como o NO modula 

as respostas defensivas imediatas produzidas pela estimulação química da 

MCPd e a sua participação no processo de aquisição de uma memória aversiva 

durante o paradigma de condicionamento olfatório. Intervenções 

farmacológicas nos pontos críticos de regulação da via nitrérgica foram 

realizados mediante o uso do inibidor específico da nNOS, 7-Nitroindazole, o 

sequestrador de NO extracelular, C-PTIO, e o doador de NO, Spermine 

NONOate. Além disso, a quantificação in vivo do NO produzido durante a 

sessão de condicionamento e de teste foi realizada mediante o uso da sonda 

fluorescente DAF-FM DIACETATO com o intuito de obter uma medida 

bioquímica direta que permita correlacionar as respostas comportamentais 

observadas com a concentração de NO na MCPd, dando robustes a nossos 

resultados. Em linhas gerais foi observado que: existe uma correlação 

diretamente proporcional entre as respostas defensivas observadas após a 

estimulação química da MCPd e a concentração de NO medida;  que o NO 

participa não só da modulação das respostas defensivas imediatas mas 

também do processo de aquisição do condicionamento aversivo olfatório; e que 

o NO tem a capacidade de modular a neurotransmissão glutamatérgica 

desempenhando um papel tanto na homeostase do sistema neural quanto no 

equilíbrio neuroquímico necessário para a ocorrência dos processos de 

plasticidade sináptica subjacentes ao aprendizado aversivo. 

 

Palavras chave: Óxido nítrico, Matéria cinzenta periaquedutal dorsal, 

Condicionamento aversivo olfatório 



 

Abstract  

The rostral region of the dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) has 

abundant inmunoreactive neurons to neuronal nitric oxide synthetase (nNOS) 

enzyme. The activation of postsynaptic N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors 

is the main stimulus for nNOS activation and consequent synthesis of 

endogenous nitric oxide (NO). The participation of NO in the immediate 

defensive responses elicited by the PAG has been investigated under different 

paradigms, however, despite the investigations until now, the participation of the 

nitrergic system in the processes of learning and memory formation in the 

dPAG has not yet been fully understood. Therefore, the objective of this work 

was to investigate how NO modulates the immediate defensive responses 

produced by the chemical stimulation of dPAG and its participation in the  

acquisition process of an aversive memory during the olfactory conditioning 

paradigm. Pharmacological intervention at critical points of the regulatory 

nitrergic pathway were performed using the specific nNOS inhibitor 7-

Nitroindazole, the extracellular NO scavenger C-PTIO, and the NO donor, 

Spermine-NONOate. In addition, the in vivo quantification of the NO produced 

during the conditioning and test session was performed using the DAF-FM 

DIACETATE fluorescent probe with the purpose of obtaining a direct 

biochemical measurement that allows to correlate the behavioral responses 

observed with the concentration of NO at dPAG, giving robust to our results. In 

general terms, it was observed that: there is a directly proportional correlation 

between the defensive responses observed after the chemical stimulation of the 

dPAG and the measured NO concentration; NO plays a role not only in the 

modulation of the immediate defensive responses but also in the acquisition 

process of the olfactory aversive conditioning; NO has the ability to modulate 

glutamatergic neurotransmission by regulating of neural system homeostasis 

and the neurochemical balance necessary for the occurrence of the synaptic 

plasticity processes underlying aversive learning.  

 

Keywords: Nitric oxide, Dorsal periaqueductal gray matter, Olfactory  aversive 

conditioning 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Valor adaptativo das emoções   

“A sobrevivência do mais apto”, frase cunhada por Herbert Spencer em seu 

livro "Principles of Biology" (1864), e adotada por Charles Darwin na quinta edição 

do seu renomado livro, "The Origin of Species" (1869), é frequentemente uma frase 

controversa, sujeita a diferentes interpretações, que tem gerado grandes debates ao 

longo da história da Biologia. O indivíduo mais apto muitas vezes não é o mais forte 

nem o mais inteligente, é aquele que melhor se adapta às mudanças nas condições 

ambientais às quais está exposto, conseguindo sobreviver e se reproduzir, 

transmitindo seus genes e garantindo assim a perpetuação da sua espécie. 

A exposição constante a diversos estímulos ambientais leva a mudanças 

psicológicas e fisiológicas, capazes de produzir diferentes respostas 

comportamentais. Dentro do conjunto de comportamentos que auxiliam a 

sobrevivência dos indivíduos, aqueles gerados pelas emoções apresentam um papel 

fundamental.  

A palavra emoção, deriva do latim emover, que significa agitação, movimento, 

excitação. Os indivíduos podem experimentar emoções tanto positivas quanto 

negativas, dentre as emoções antigamente classificadas como básicas encontramos 

tristeza, felicidade, surpresa, nojo, medo e raiva (Ekman,  2004; Ostrosky e Vélez, 

2013; Damasio, 2014). O medo, por exemplo, leva ao desenvolvimento de 

estratégias de defesa, as quais desempenham um papel significativo do ponto de 

vista adaptativo frente às ameaças que podem afetar a sobrevivência, o bem-estar 

ou a segurança de um indivíduo, pelo qual o estudo dos comportamentos defensivos 

tornou-se uma área de pesquisa de grande interesse (Hetem e Graeff, 1997).  

O livro “The expression of the emotion in man and animals” publicado em 

1872 por Charles Darwin marcou o início dos estudos comportamentais, e a 

evolução dos mesmos. Nesse livro Darwin destaca que as emoções e sua 

expressão foram inicialmente aprendidas e, a causa da sua utilidade, foram 

transmitidas aos descendentes transformando-se em inatas. De fato, fatores de 

aprendizagem levam a aquisição e consequente expressão de novas estratégias 

comportamentais ao longo do desenvolvimento do individuo, aumentando a 

probabilidade de adaptação e sobrevivência das espécies às novas características 

do ambiente externo.  
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1.2. Plasticidade dos comportamentos defensivos 

A expressão dos comportamentos defensivos possui uma longa história 

filogenética.  Os padrões de respostas comportamentais não permanecem fixos ao 

longo do tempo, mudam constantemente conforme os estímulos apresentados, o 

entorno, o estagio de desenvolvimento e as experiências vivenciadas (Kats  e Dill,  

 1998; Kavalier  e Choleris,  2001; Wiedenmayer, 2009).  

 A ontogenia consiste nas mudanças fenotípicas que ocorrem ao longo do 

desenvolvimento de um individuo (Tinbergen, 1963).  Neste contexto Wiedenmayer 

(2009) classificou em três grupos as mudanças que ocorrem nas respostas 

defensivas (RD) durante a ontogenia de diversas espécies: mudanças nas respostas 

não aprendidas, mudanças dependentes de experiências e mudanças de 

comportamentos defensivos aprendidos.  Algumas espécies são capazes de 

apresentar respostas defensivas ante o primeiro encontro com uma ameaça, 

enquanto outros não possuem essa capacidade e precisam adquirir uma estratégia 

defensiva frente a uma situação perigosa.   

Ameaças naturais como predadores, assim como a exposição a estímulos 

físicos perigosos ou desagradáveis para o indivíduo são considerados estimulos 

aversivos. Este tipo de estímulo induz uma resposta defensiva imediata que 

dependendo do impacto gerado no indivíduo pode levar a aprendizagem. O 

aprendizado fica estabelecido quando após o animal passar por um evento aversivo,  

a exposição a estímulos associados a essa situação desagradável são capazes de 

evocar a resposta adquida (Wiedenmayer, 2009).   

Existem diferentes formas de aprendizagem, mediante experiências 

individuais, aprendizagem social (por observação do comportamento dos pares  

normalmente), não associativo (habituação e sensibilização) e associativo, entre 

outros. Dos tipos de aprendizagem anteriormente citados, a aprendizagem 

associativa possui uma grande relevância na história da pesquisa das RD e os 

circuitos neurais envolvidos nelas.  

1.3. Condicionamento aversivo olfatório 

Durante a aprendizagem associativa diferentes tipos de respostas defensivas 

podem ser apresentadas por um indivíduo dependendo do tipo de ameaça a qual é 

exposto, presente versus potencial. Essas respostas podem ser exibidas pela 

exposição a um predador natural, a estímulos associados a esse ou quando exposto 
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a um estímulo previamente neutro que adquire propriedades aversivas após ser 

devidamente pareado a um estímulo aversivo (Blanchard e Blanchard, 1989; Kim e 

Jung,  2006).  

Neste contexto, o condicionamento aversivo Pavloviano é um dos paradigmas 

comportamental melhor estabelecido e mais utilizado para o estudo da 

aprendizagem e da memória.  Neste paradigma, um estímulo emocionalmente 

neutro (EN, estímulo visual, auditivo ou olfatório) adquire características aversivas 

quando é pareado com um estímulo incondicionado aversivo (EI, por exemplo: 

choque elétrico ou estimulação de estruturas neurais). Como resultado, respostas 

defensivas podem ser eliciadas quando o estímulo condicionado (EC, luz, som ou 

odor) é apresentado separadamente no futuro (Pavlov, 1927; Fanselow e 

Ponnusamy, 2008; Kincheski e col., 2012).  

Em relação aos estímulos olfatórios, diferente dos humanos, a principal 

entrada sensorial mediante a qual os roedores captam informação do ambiente é 

pelo olfato. Durante o desenvolvimento dos roedores, ocorre inicialmente a 

maturação dos sentidos olfatório e tátil, em seguida o sistema auditivo e finalmente o 

sistema visual. Da mesma forma, as respostas condicionadas são apresentadas de 

forma mais pronunciada frente a estímulos olfatórios, seguido de estímulos auditivos 

e por fim estímulos visuais (Richardson e col., 2000). 

Pistas olfatórias derivadas de secreções corporais como urina e fezes de 

espécies predadoras (Isogai e col., 2011), odores de coespecíficos estressados 

(Brechbühl e col. 2008), moléculas como amina ȕ fenetilamina (PEA) derivada da 

urina de predadores (Ferrero e col., 2011), 2,4,5-trimetiltiazolina (TMT) derivado das 

fezes de raposa (Rosen e col., 2015), induzem RD inatas naturalmente. Por outro 

lado, odores inicialmente neutros também podem adquirir propriedades aversivas 

após ser associados com um estímulo incondicionado em um paradigma de 

condicionamento aversivo olfatório (CAO), sendo capazes de evocar respostas 

defensivas quando os indivíduos são expostos novamente a pista olfatória 

condicionada (Silva e col., 2016).  

O sistema olfatório consta de vários subsistemas envolvidos no 

processamento das pistas olfatórias que indicam perigo, o sistema olfatório principal 

(SOP), o sistema olfatório acessório (SOA) e o gânglio de Grueneberg (GG) 

(Takahashi, 2014).  O SOP reconhece substâncias químicas voláteis que transmitem 

informações sobre a localização de presas e predadores, assim como de alimentos 
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(Firestein, 2001). O SOA além de ser capaz de detectar kairomonas (Papes e col., 

2010; Ben-Shaul e col., 2010) apresenta uma função mais especializada para 

detectar sinais de fase fluida, não voláteis, que vem de outros indivíduos como 

feromônas (Dulac e Torello 2003; Breer e col., 2006). O GG é uma pequena 

estrutura na ponta do nariz, capaz de detectar tanto odores intraespecíficos quanto 

interespecíficos, transmitindo principalmente sinais de coespecíficos estressados 

(Brechbühl e col., 2008, 2013).  

Tanto o SOP quanto o SOA recebem informação olfatória e enviam projeções 

para núcleos da amígdala que convergem numa via comum que se comunica com o 

circuito hipotalâmico de resposta ao predador, o qual processa as informações 

recebidas e integra os estímulos olfatórios e não olfatórios, organizando assim as 

respostas defensivas e recrutando estruturas para sua execução (Canteras, 2002; 

Motta e col., 2009, Takahashi, 2014).  

Como citado acima, informações olfatórias são pareadas com estímulos 

incondicionados (EI) durante o CAO. Os modelos de condicionamento aversivo 

clássicos geralmente empregavam o choque elétrico nas patas de roedores como EI 

(Rosen e col., 1998; Kroon e Carobrez, 2009; Burman e col., 2014), no entanto, 

atualmente estímulos cada vez mais específicos vêm sendo utilizados conforme o 

objetivo da pesquisa.  

Estímulos incondicionados como cloreto de lítio (Bernal-Gamboa e col., 2011), 

pentilenotetrazol (Cavalli e col., 2009; Galvão e col., 2010), som desagradável 

(Leaton e Cranney, 1990; Neumann e col., 2008), exposição ao predador vivo 

(Dielenberg e McGregor, 2001, Yang e col., 2004, Carvalho-Netto e col., 2009), odor 

de predador (Hubbard e col., 2004; Do Monte e col., 2008), estimulação química de 

estruturas neurais (Pavesi e col., 2011; Kincheski e col., 2012, Back e Carobrez, 

2018) e estimulação optogenética (Johansen e col., 2010, Assareh e col., 2016) são 

capazes de induzir RD e dar suporte a aquisição durante experimentos utilizando 

paradigmas de condicionamento aversivo.  

O CAO, paradigma comportamental escolhido para o desenvolvimento desta 

pesquisa, permite obter informações que nos permitem estudar discriminadamente 

as fases de aquisição, consolidação, evocação e extinção da memória (Slotnick, 

2001), fornecendo a possibilidade de avaliar aspectos neurobiológicos destas etapas 

e os circuitos neurais subjacentes (Garakani e col., 2006; McGaugh, 2000; Nader  e 

col., 2000; Kroon,  2012; Kincheski e col., 2012). 
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1.4. Neurobiologia do comportamento defensivo  

Estudos pioneiros estabeleceram que estruturas clássicas como amígdala, 

hipotálamo e mesencéfalo são capazes de evocar, modular e organizar os 

comportamentos defensivos. Com a amígdala, responsável pela análise e a 

integração de diferentes informações sensoriais, o hipotálamo atuando na integração 

das informações de diferentes áreas cerebrais, e a matéria cinzenta periaquedutal 

(MCP) agindo como uma via final de defesa coordenando as RD frente à ameaça 

(Blanchard e Blanchard, 1988). Graeff (1994) propôs que diferentes estratégias 

comportamentais de defesa se correlacionam com sistemas neuronais próprios e 

interconectados, assim, o hipotálamo medial, a amígdala e a MCP constituiriam o 

“sistema cerebral aversivo” responsável pela integração e elaboração das RD.  

A amígdala é uma das estruturas neurais mais importantes que participa no 

condicionamento aversivo, enviando densas projeções para a região dorsomedial do 

núcleo ventromedial hipotalâmico (VMHdm) (Canteras e col., 1995). O VMHdm junto 

com o núcleo hipotalamico anterior  (NHA) e o núcleo pré-mamilar dorsal (PMd) 

constituem o “circuito hipotalâmico de resposta ao predador” (Canteras e col., 1997; 

Cezario e col., 2008;  Staples e col., 2008; Canteras e col., 2008; Do Monte e col., 

2008; Pavesi e col., 2011, Gross e Canteras, 2012). Além disso, o VMHdm envia 

projeções para o NHA e a MCP dorsal, enquanto o NHA por sua parte se comunica 

com o PMd, o qual também envia projeções para a MCPd. Sendo assim, a MCPd 

parece ser um dos objetivos principais a ser recrutado para coordenação e execução 

de respostas defensivas por parte do circuito de resposta ao predador (Canteras, 

2002; Canteras e col., 2015).  

Além de coordenar a expressão de RD evidentes como luta e fuga (Graeff e 

col., 1988), a MCP participa da modulação de comportamentos mais sutis como 

avaliação de risco, esquiva, dinâmica do processo de associação durante a 

aquisição de um condicionamento aversivo e a expressão de respostas defensivas 

aprendidas (Teixeira e Carobrez, 1999; Kincheski e col.,  2012). 

Vários estudos tem demonstrado a participação da MCPd em processos 

cognitivos. Em 1987, Di Scala e colaboradores, relataram que a estimulação elétrica 

da MCP era capaz de promover o aprendizado em paradigmas de tipo pavloviano 

quando eram pareados com estímulos neutros como luz e som, demonstrando 

assim que a estimulação desta estrutura dava suporte como EI neste tipo de 
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paradigma. Além disso, a estimulação química de receptores glutamatérgicos NMDA 

mediante a administração do agonista N-metil-D-aspartato (NMDA) também foi 

capaz de induzir aquisição quando utilizado como EI no paradigma do CAO, 

reforçando o envolvimento da MCPd não apenas nas RD imediatas, mas também 

nos processos de aprendizagem e memória (Kincheski e col., 2012; Back e 

Carobrez, 2018).   

1.5. Características neuronatômicas e funcionais da MCP 

A MCPd, é uma estrutura mesencefálica que se encontra em torno ao 

aqueduto cerebral, estendendo-se rostro-caudalmente desde uma região próxima a 

comissura posterior até o nível do locus coeruleus (Paxinos e Mai, 2004). Baseados 

nas suas características neuroanatômicas, vários estudos tem dividido a MCP ao 

longo do seu eixo em quatro colunas longitudinais, a coluna dorsomedial (MCPdm), 

dorsolateral (MCPdl), lateral (MCPl) e ventrolateral (MCPvl) como detalhado na 

Figura 1 (Carrive, 1993; Bandler e col., 2000). Deve destacar-se que os neurônios 

das diferentes colunas se comunicam entre si, gerando um complexo circuito de 

neuromodulação intrínseca ao longo da MCP (Jansen e col., 1998).  

A MCP recebe projeções corticais originadas principalmente do córtex 

prefrontal, insular e amígdala (Mantyh, 1982; Rizvi e col., 1991). A porção 

dorsolateral, MCPdl, recebe projeções do córtex préfrontal e do núcleo basolateral 

da amígdala (BLA), enquanto a MCPdm recebe projeções de outro núcleo da 

amígdala, o núcleo central (CeA). A MCPl recebe projeções do córtex dorsomedial e 

cingulado, e do CeA. Por fim, o córtex orbital e o CeA se projetam para a MCPvl (An 

e col., 1998, Linnman e col, 2012).   

Devido a suas conectividades, a MCP se encontra relacionada a diversos 

sistemas funcionais, como sistema límbico, sensorial, motor e autonômico (Beitz, 

1982). Participa da modulação e expressão de comportamentos sexuais e maternais 

(Sakuma e Paff, 1979; Lonstein e Stern, 1997, 1998), modulação da dor (Besson e 

col., 1991; Coimbra e Brandão, 1997), mudançãs autonômicas (Carobrez e col., 

1983; Bandler e Carrive, 1991), comportamentos defensivos relacionados a eventos 

aversivos (Fanselow, 1991; Carrive, 1993; Canteras e Goto, 1999), vocalização 

(Jurgens, 1994; Gruber-Dujardin, 2010), entre outros.   

Em relação às RD, a ativação da MCPd foi evidenciada pelo aumento da 

expressão da proteína Fos nesta região frente a estímulos incondicionados como 
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choque nas patas (Babai e col., 2001), exposição ao predador (Canteras e Goto, 

1999) ou odor de predador (Dielenberg e McGregor, 2001). Dependendo da coluna 

estimulada, a MCP pode apresentar diferentes perfis funcionais. Enquanto a 

estimulação da MCP dorsolateral e lateral evoca estratégias de enfrentamento 

ativas, como comportamentos de luta/fuga, hipertensão e taquicardia, a estimulação 

ventrolateral evoca comportamentos passivos, como hiporeatividade, hipotensão e 

bradicardia (Behbehani, 1995; Bandler e col., 2000). Além disso, diversos estímulos 

aversivos podem ativar áreas diferentes, sendo que predadores, agressores 

coespecíficos ou estímulos dolorosos são processados por distintas colunas da MCP 

(Gross e Canteras, 2012). Ameaças predatórias estimulam a coluna dorsolateral, 

enquanto pistas de agressores coespecíficos se dirigem a MCPdm e estímulos 

dolorosos a MCPvl (Gross e Canteras, 2012; Motta e col., 2016).   

 
Figura 1. Representação esquemática da divisão anatômica e funcional da matéria cinzenta 
periaqueductal. Estão detalhadas as quatro colunas que rodeiam o aqueduto central, dm: 
dorsomedial, dl: dorsolateral, l: lateral e vl: ventrolateral. Imagem modificada de Bandler e col (2000) e 
Linnman e col. (2012). 

 

Vários autores sugeriram que a influencia da MCPd no aprendizado aversivo 

e na expressão de respostas condicionadas se deve a suas projeções ascendentes 

para estruturas envolvidas com o processamento e a formação de memórias 
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aversivas. A MCP envia densas projeções para as regiões hipotalâmicas, NHA e a 

região perifornical da área hipotalâmica lateral (LHAsf) (Kincheski e col., 2012) e 

ambas estruturas se projetam fortemente para o PMd (Goto e col., 2005; Risold e 

col., 1994). Dados da literatura indicam que a modulação do processamento da 

memória pelo PMd envolveria as suas projeções a o núcleo reuniens (RE) e a parte 

ventral do núcleo anteromedial (AMv) (Canteras e Swanson, 1992; Risold e 

Swanson, 1997), duas estruturas talâmicas que se projetam para o circuito cortico-

hipocampal-amigdalar relacionado ao aprendizado do medo.  

 

1.6. Neurotransmissão: papel do sistema glutamatérgico e do óxido nitrico na 
MCP 

A estimulação da MCP mediante diversas técnicas, elétrica (Carobrez e col., 

1983; Fanselow, 1991, Sandner e col., 1992), química (Krieger e Graeff, 1985; 

Kincheski e col., 2012; Back e Carobrez, 2018); ou por optogenética (Deng e col., 

2016; Assareh e col., 2016) tem sido amplamente utilizada na pesquisa das RD e os 

processos mnemônicos relacionados a eventos aversivos. A modulação destes 

processos é realizada por diversos sistemas de neurotransmissão como 

glutamatérgico, serotoninérgico, GABAérgico, endocanabinoide, vanilóide, nitrérgico 

(Schenberg e Graeff, 1978; Fogaça e col, 2012; Graeff e col, 2015; Back e Carobrez, 

2018), dos quais damos destaque aqui a modulação observada pela interação entre 

os sistemas glutamatérgico e nitrérgico. 

1.6.1. Sistema glutamatérgico 

O sistema glutamatérgico e seus componentes, o glutamato (principal 

neurotransmissor excitatório), seus receptores, transportadores e enzimas de 

síntese e degradação (Collingridge e Lester, 1989), são essenciais para os 

processos de aprendizagem, memórias e eventos de plasticidade sináptica 

subjacentes. O glutamato (GLU) é armazenado em vesículas, as quais quando a 

membrana pré-sináptica é despolarizada liberam seu conteúdo para a fenda 

sináptica onde o GLU atinge e ativa seus receptores alvo. Uma parte deste GLU 

liberado é recaptado pelos transportadores de aminoácidos excitatorio, EAAT1 e 

EAAT2, e levado para neurônios e astrócitos, onde é re-armazenado em vesículas 

ou convertido em glutamina, pela glutamina sintetase, respectivamente (Collingridge 

e Lester, 1989; Traynelis e Wollmuth, 2010).  
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Os receptores glutamatérgicos, são classificados em base a sua estrutura e 

função em ionotrópicos e metabotrópicos (Figura 2).  Os receptores ionotrópicos, 

ligados a canal iônico, permitem a passagem de cátions e subdividem-se em NMDA, 

AMPA e CAINATO, conforme sua afinidade por agonistas sintéticos (Traynelis e 

Wollmuth, 2010).  Os receptores metabotrópicos, acoplados a proteínas G 

(Gi/G0/Gq), ativam cascatas de sinalização intracelular e se dividem em três grupos 

de acordo com a proteína G acoplada. Grupo I, Glum1 e Glum5, ligados às proteínas 

Gαs e/ou Gαq/11 (estimulatoria), grupo II, Glum 2 e Glumγ, ligados à proteína Gαi/0 

(inibitória) e grupo III, Glum4, 6, 7 e 8, ligados à proteínas Gαi/0 (inibitória) (Gladding  

e col., 2009;  Alexander e col., 2015).  

Os receptores NMDA são cruciais nos processos de aprendizado e memória  

e encontram-se distribuídos em grande densidade na MCPd, em sua maioria na pós-

sinapse (Albin e col., 1990). Estes receptores são heterotetrâmeros, constituidos por 

duas subunidades GluN1 fundamentais onde se encontra o sitio de ligação para 

glicina – co-agonista – (Laurie e Seeburg, 1994; Paupard e col., 1997), e duas 

subunidades regulatórias onde está localizado o sitio para o glutamato, as quais 

podem ser a subunidade GluN2, para qual existem quatro variantes  GluN2A-D, e a 

subunidade GluN3 que apresenta duas variantes GluN3A-B  (Goebel e Poosch, 

1999; Paoletti e col., 2013). A composição das subunidades regulatórias define as 

propriedades cinéticas e farmacológicas dos NMDARs. Nas áreas neurais 

envolvidas com funções cognitivas como hipocampo e córtex pré-frontal 

predominam as subunidades GluN2A e GluN2B (Paoletti e col., 2013; Sanz-

Clemente e col., 2013; Baez e col., 2018).  

Além dos sítios de ligação para glicina e glutamato, os NMDARs, possuem 

sítios de ligação regulatórios para magnésio, zinco e poliaminas (Traynelis e 

Wollmuth, 2010). Quando o neurônio encontra-se em repouso o poro do NMDARs 

está ocupado por um íon Mg2+, o qual é deslocado do seu lugar quando ocorre a 

despolarização prévia da membrana permitindo a ligação do GLU ou seu agonista 

sintético na subunidade GluN2, levando  assim ao influxo de cátions através da 

membrana plasmática. Os NMDARs possuim maior permeabilidade para Ca2+ do 

que ao Na+ e K+ (Van Dogen, 2009; Traynelis e Wollmuth, 2010). O Ca2+ ingressa na 

célula e interage com proteínas quinases, fosfatases e complexos protéicos que 

levam a ativação de cascatas moleculares que promovem mudanças sinápticas 

responsáveis por  diversas respostas como as RD imediatas, aprendizagem aversiva 
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e formação de memórias, que são de nosso interesse, entre outras incontáveis 

respostas celulares desencadeadas.  

 

                         Ionotrópicos                                          Metabotrópicos 

           
Figura 2. Receptores Glutamatérgicos Ionotrópicos AMPA, KAINATO e NMDA. Metabotrópicos 
Classe I, II e III, e as composições de subunidades. Adaptado de Flores Soto e col. (2012). 

Os receptores AMPA/Cainato, heterotetrameros, constituídos pelas  

subunidades GluA1, GluA2, GluA3 e GluA4,  são mais permeáveis ao Na+ e K+ do 

que ao Ca2+ (Traynelis e Wollmuth, 2010; Henley e Wilkinson, 2016). Devido a sua 

alta afinidade pelo glutamato, os AMPAR são capazes de mediar a 

neurotransmissão glutamatérgica necessária para a despolarização de membrana 

que os NMDARs precisam para o deslocamento do Mg2+ do poro, no momento em 

que o glutamato e a glicina ligam-se no receptor. Dada a complexidade de ativação 

dos NMDARs, estes são considerados detectores de coincidência molecular pré e 

pós-sinápticas (Seeburg e col., 1995; Van Dogen, 2009; Traynelis e Wollmuth, 2010, 

Báez e col., 2018). 

1.6.2. Óxido Nítrico e vias de sinalização 

 O óxido nítrico (NO do inglês “Nitric Oxide”),  inicialmente descrito como “fator 

de relaxamento derivado do endotélio” devido a suas funções de  sinalização 

observadas no sistema cardiovascular, é uma  molécula ubíqua, pouco 

convencional, e multifuncional, que além de possuir uma importância fundamental 

para o sistema cardiovascular, atua como mensageiro no sistema nervoso e 

apresenta importantes funções no sistema imunológico.  
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O NO é um radical livre de baixo peso molecular (30 g mol-1), coeficiente de 

difusão aquoso (γ,γ μm2 ms− 1), taxa de difusão aquosa (cerca de β,5 μm em 1 ms) e 

tempo de meia vida de 5 – 30 segundos (Lancaster, 1997; Garthwaite, 2016). Duas 

características importantes diferenciam o NO de outros neurotransmissores. Devido 

ao fato de não ser armazenado em vesículas sinápticas e a sua alta solubilidade 

lipídica, o NO consegue atravessar as membranas celulares rapidamente (3 nm em 

cerca de 3 ns), e difundir-se para células vizinhas (Ignarro, e col., 1987; Palmer e 

col., 1987; Moller e col., 2005), além disso, ele não se liga em um receptor de 

membrana clássico.  

As enzimas responsáveis pela síntese bioquímica do NO são conhecidas 

como enzimas óxido nítrico sintase (NOS do inglês “Nitric Oxide Synthase”), as quais 

são complexas proteínas que se apresentam em três isoformas nos vertebrados. 

Existem duas isoformas constitutivas, a isoforma endotelial (eNOS ou NOS 3) e a 

isoforma neuronal (nNOS ou NOS 1), as quais são cálcio dependentes. A terceira 

isoforma, a induzível (iNOS ou NOS 2), é ativada na presença de estímulos 

imunológicos, nas quais citocinas pró-inflamatórias estimulam a produção de NO 

(Bredt e Snyder, 1990; Bredt, 1999; Kerwin e Heller, 1994; Hemmens e Mayer, 1998; 

Stuehr, 1997; Stuehr e col., 2001).  

A primeira NOS purificada e clonada a partir do cerebelo de ratos foi a nNOS 

(NOS neuronal, Brenman e col., 1996; Steinert e col., 2010). Os monómeros de 

nNOS apresentam uma estrutura com dois domínios, um domínio oxigenase (N-

terminal) e um domínio redutase (C-terminal), podendo estar separados pelo sítio de 

ligação da calmodulina (CaM) como pode observar-se na Figura 3. O sítio de ligação 

para L-Arginina encontra-se no domínio oxigenase que possui também os sítios de 

ligação para tetrahidrobiopterina (BH4), um sítio ativo heme tipo citocromo P-450, e 

um sítio de ligação para Zn+ que facilita a dimerização da nNOS. Outro cofator 

necessário para produção de NO é a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

(NADPH) que se liga no domínio redutase onde se encontram os sítios de ligação 

para duas flavinas, a mononucleotídeo de flavina (FMN) e a dinucleotídeo de flavina 

e adenina (FAD). A ligação do complexo Ca2+/CaM facilita a transferência de 

elétrons doados pelo NADPH no domínio redutase para o domínio oxigenasse via 

FAD, FMN e heme, respectivamente (Sagami e col, 2001; Noguchi e col, 2001; 

Hemmens e col, 2000; Roman e Master, 2006; Zhou e Zhu, 2009). 
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A ativação da nNOS depende de sua ligação ao complexo Ca2+/CaM. No SNC 

o estímulo pós-sináptico mais importante para produção de NO é a ativação do 

principal receptor para glutamato, o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), e em 

menor medida a ativação do receptor AMPA (Garthwaite e col., 1988, Steinert e col., 

2010).  

A nNOS encontra-se associada à subunidade NR2B do receptor NMDA 

mediante a ligação com a proteína de densidade pós-sináptica 95 (PSD-95) no seu 

domínio PDZ (NMDAR-PSD-95-nNOS), o que deixa a enzima à 18 nm da membrana 

celular, próxima ao receptor NMDA (Brenman e col., 1996; Valtschanoff e Weinberg, 

2001). Essa disposição facilita a união do complexo Ca2+/CaM – nNOS, o que leva a 

dimerização da enzima aumentando a afinidade da L-Arginina pela BH4, permitindo 

a oxidação da L-Arginina e assim gerando como produto final o NO e a citrulina 

(Garthwaite e col., 1988; Garthwaite e col., 1989; Salerno, 2008; Zhou e Zhu, 2009).  

 
Figura 3. Estrutura da nNOS e via metabólica de formação do NO. A ligação do complexo Ca2+/CaM 
facilita a transferência de elétrons doados pelo NADPH no domínio redutase para o domínio 
oxigenase, leva a dimerização da enzima nNOS aumentando a afinidade de L-Arginina pela BH4, 
permitindo a oxidação da L-Arginina, gerando como produto final citrulina e NO. Adaptado de Zhou e 
Zhu (2009) 

 

Existem várias vias de transdução do sinal do NO, porém, a mais estudada e 

melhor compreendida até o momento é a via NO-GCs-GMPc na qual a responsável 

pela transdução do sinal do NO é uma hemo-proteína  heterodimérica, conhecida 

como guanilato ciclase solúvel (GCs), que se encontra ligada a enzimas e associada 

indiretamente às membranas (WP e col., 1977; Talavera-Cuevas e col., 2003; Zhao 

e col., 1999).  

A ativação da cascata de sinalização NO-GCs-GMPc resulta na produção de 

GMPc que media os efeitos do NO no organismo, como por exemplo, canais iônicos 

dependentes de nucleotídeos cíclicos (CNG) (Kaupp e Seifert, 2002; Craven e 
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Zagotta, 2006), proteínas quinases ativadas por GMPc (PKG) e fosfodiesterases 

reguladas por GMPc (PDE) (Bender e Beavo, 2006; Garthwaite, 2008).  

Uma das funções mais importantes do GMPc é a ativação da proteína 

quinase G (PKG), uma quinase específica serina/treonina que está amplamente 

distribuída pelo SNC (Steinert e col., 2010), encontrando-se no cerebelo, nos 

gânglios da raiz dorsal, bulbo olfatório, hipocampo, tálamo, entre outros, e modula 

muitos processos fisiológicos importantes. Por outro lado, as PDE podem 

metabolizar o próprio GMPc finalizando a sinalização NO-GCs (Feil e col., 2005; 

Vaandrager e col., 2005; Hofmann e col., 2006; Garthwaite, 2008).  

 
Figura 4. Neurotransmissão nitrérgica. A ativação dos receptores NMDA e em menor medida de 
receptores AMPA, leva a um influxo de Ca2+ que estimula a nNOS a síntese de NO, o qual leva a 
ativação da guanilato ciclase solúvel (GCs) e consequente produção de GMPc e ativação de diversas 
cascadas bioquímicas. Na pós-sinapse participa de processos como expressão gênica, tráfego de 
receptores, S-nitrosilação, nitrotirosinação, processos de plasticidade sináptica como LTP/LTD, e por 
difusão pode agir como neurotransmissor de volume. Pode difundir-se de forma retrógrada para agir 
na pré-sinapse. Pontos cruciais para interferência desta neurotransmissão são: inibição da nNOS (L-
NMMA, 7-NI), inibição da GCs (ODQ), metabolização de GMPc (PDE) ou administração de doadores 
de NO. Imagem modificada de Steinert e col. (2010). 
 

Outras vias de sinalização relevantes nas quais participa o NO são a S-

nitrosilação de grupos tiol (Stamler e col., 2001; Selvakumar e col., 2009), a 

nitrotirosinação, uma reação da tirosina com peroxinitrito para formar 3 resíduos de 

nitrotirosina (ONOO-) (Steinert e col., 2010). Além disso, o NO pode influenciar no 

tráfico de receptores pós-sinápticos (Serulle e col., 2008), na liberação de outros 
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neurotransmissores, na expressão gênica (Contestabile, 2008), difundir-se e agir 

como neurotrasmissor de volume ou como mensageiro retrógrado (Steinert e col., 

2008, 2010).  

O NO pode modular os receptores glutamatérgicos ionotrópicos  (iGluR)  

mediante duas vias, uma direta, independente de GMPc, e uma indireta dependente 

de  GMPc (Ahern e col., 2002; Wang e col, 2012). A via direta envolve a S-

nitrosilação de proteínas que levam a modificações na estrutura e função terciária de 

iGluR (Sen e Snyder, 2010) enquanto a via indireta está  mediada pela estimulação 

de GMPc e consequente ativação das cascatas bioquímicas dependentes deste 

mensageiro (Bredt e Snyder, 1989). 

Portanto, o NO participa ativamente de uma ampla variedade de processos 

neurobiológicos como neurogênese (Romero-Grimaldi e col., 2008; Islam e col., 

2003), plasticidade sináptica (Böhme e col., 1993; Bon e Garthwaite, 2003), 

isquemia e citotoxidade (Sun e col., 2005), neurodegeneração (Moncada e Bolaños, 

2006; Zhou e Zhu, 2009), depressão, ansiedade (Zhou e col., 2007; Hua e col., 

2008), dor, comportamento alimentar, sono, atividade reprodutiva (Garthwaite, 2008) 

aprendizagem e memória, respostas defensivas (Guimarães e col., 2005). 

1.7. NO e comportamentos de defesa 

Estudos utilizando técnicas de histoquímica para NADPH e 

imunohistoquímica para c-Fos demonstraram a presença de células nNOS positivas 

em numerosas regiões envolvidas com respostas de defesa, sendo elas: a amígdala 

medial e lateral, o hipocampo dorsal, o núcleo paraventricular, PMd e NHA, o núcleo 

bed da estria terminalis, o córtex pré-frontal medial e ventromedial, e a MCP (Vincent 

e Kimura, 1992; Garthwaite, 1991; De Oliveira e col., 2000b; Guimarães e col., 2005; 

Schafe e col., 2005; Beijamini e Guimaraes, 2006, Pavesi e col., 2012; Shioda e col., 

2012; Campos e col., 2013b; Vila-Verde e col., 2016).  

Na MCP, foi observada uma correlação entre a distribuição das células nNOS 

positivas com a funcionalidade das colunas longitudinais (dorsomedial, dorsolateral, 

lateral e ventral) nos comportamentos defensivos. Estando a maior parte das células 

imunoreativas (IR) concentrada na coluna dorsolateral. Movimentando-se em 

direção caudal ao longo do eixo rostro-caudal da MCP, esta população de células 

aumenta em número e vai mudando sua distribuição medial e ventralmente. Já nos 
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níveis caudais a área da coluna dorsolateral ocupada por NOS-IR foi notavelmente 

reduzida (Onstott e col, 1993).  

A participação do NO nas RD imediatas eliciadas pela MCP na presença de 

um estímulo aversivo vem sendo estudada há mais de 20 anos sob diversos 

paradigmas como exposição ao predador (Beijamini e Guimarães, 2006), 

condicionamento de medo contextual (Kelley e col., 2010, 2011), condicionamento 

aversivo visual, auditivo (Schafe e col., 2005)  e estimulação química de estruturas 

do circuito neural defensivo (De Oliveira e col., 2001; Overeem e col., 2010, Pavesi e 

col., 2013).  

A exposição ao predador ativa a nNOS na MCPd, e vários experimentos 

demonstraram a modulação das respostas defensivas inatas pelo NO (Chiavegatto e 

col., 1998; Beijamini e Guimaraes, 2006). O bloqueio dos receptores NMDA 

mediante a administração de antagonistas atenua as respostas defensivas inatas 

produzidas pela presença do gato, indicando a participação do sistema 

glutamatérgico neste tipo de resposta. Além disso, inibidores seletivos da nNOS 

também foram capazes de atenuar as respostas induzidas pelo estímulo do 

predador (Aguiar e Guimarães, 2009; Carvalho-Netto e col., 2009). 

Por outro lado, a micro-injeção de aminoácidos excitatórios direto na MCPd 

induz respostas de fuga e ativa a nNOS produzindo um aumento na síntese de NO. 

Doadores de NO, como SIN-1 (De Oliveira e col., 2000a; Moreira e col., 2004), 

complexo óxido nítrico/dietilamina (DEA/NO) (De Oliveira e col., 1999) e 6-(2-Hidroxi-

1-metil-2-nitro-hidrazino)-N-metil-1-hexanamina (NOC-9) intra-MCPdl geraram 

reações de fuga (Braga e col., 2009). A administração prévia de antagonistas dos 

receptores glutamatérgicos NMDA, AMPA/Kainato é capaz de reverter essas 

respostas defensivas, demonstrando  o envolvimento da via NMDA-NO na 

modulação da MCPd (Moreira e col., 2004). 

Não podemos deixar de destacar que o sistema olfatório de roedores, 

altamente desenvolvido, possui um grande número de células positivas para nNOS, 

e as vias de sinalização do NO podem processar as informações resultantes de 

pistas olfatórias. Células nNOS positivas foram observadas no córtex piriforme e na 

camada glomerular do bulbo olfatório, duas áreas necessárias para o aprendizado 

olfatório (McNamara e col., 2008; Pavesi e col., 2013). A associação entre o NO e 

memórias olfatórias foi inicialmente descrita em estudos sobre reconhecimento 

maternal em ovelhas (Kendrick e col., 1997) e social em roedores (Böhme e col., 
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1993). Camundongos knock-out para nNOS submetidos a um paradigma de 

condicionamento aversivo olfatório utilizando choque nas patas também 

demonstraram déficit na retenção de uma memória olfatória e generalização do odor 

(Pavesi e col., 2013).  

1.8. NO, aprendizagem e memória 

 O repertório comportamental observado nos animais deriva da atividade 

coordenada de circuitos neurais. Modificações comportamentais observadas após 

determinadas experiências são o resultado de processos de aprendizagem 

sustentados por mudanças na eficácia da transmição química sináptica (Kandel, 

2001; Sweatt, 2016).  

Diversos estudos demonstraram que o NO pode afetar desde os 

comportamentos observados durante a fase de aprendizagem até as diferentes 

fases da memória como memória a curto, médio e longo prazo, evocação e 

reconsolidação (Susswein e col., 2004). Porém, a participação da neurotransmissão 

nitrérgica nestes processos é controversa e parece ser dependente muitas vezes da 

espécie estudada, da fase de desenvolvimento na qual se encontra e o paradigma 

empregado para o estudo do fenômeno (Son e col., 1998; Blackshaw e col., 2003). 

 Os processos de plasticidade sináptica associativa ou Hebbiana (Hebb, 1949) 

envolvidos na aquisição de um aprendizado e a formação de memórias melhor 

estudados são a potencialização de longa duração – LTP do inglês long-term 

potentiation – (Lomo, 1966; Bliss e Gardner-Medwin, 1973; Morris e col, 1983), e a 

depressão de longa duração – LTD do inglês long-term depression (Linden,1996; 

Mauk e col., 1998).  

A plasticidade sináptica em estruturas como cerebello, hipocampo, córtex e 

amígdala envolvem mudanças tanto pré quanto pós-sinápticas (Schafe e col., 2005). 

O glutamato é um dos principais neurotransmissores envolvidos nestes processos, a 

ativação de receptores NMDA pós-sinápticos leva a um incremento nos níveis de 

Ca2+ e consequente ativação das cinases Ca2+/Calmodulina cinase II (CAMKII), 

proteína quinase C (PKC) e tirosina cinase Fyn, as quais induzem o processo de 

LTP. A CAMKII e a PKC fosforilam os receptores AMPA aumentando sua 

sensibilidade para glutamato, contribuindo desta forma para a manutenção pós-

sináptica da LTP (Matynia e col., 2002).  Por outro lado, um mensageiro retrógrado 

precisa transmitir a informação do início da LTP no sitio pós-sináptico para a pré-
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sinapse, e o NO parece ser um bom candidato para este trabalho (Schuman e 

Madison, 1991).  

O NO pode modular a LTP mediante várias vias, o principal alvo do NO é a 

enzima GCs, a ativação desta leva a um incremento nos níveis de GMPc (Bredt e 

Snyder 1989), o qual ativa a proteína cinase dependente de  GMPc (PKG) que 

modula outros mensageiros secundários (Garthwaite, 2008). A administração de 

inibidores da PKG bloqueia a LTP, enquanto a ativação desta pode induzir  LTP 

(Zhuo e col., 1994a; Son e col, 1998; Susswein e col., 2004) o que demonstra a 

participação de GMPc neste processo sináptico. A PKG parece modular este 

processo mediante a ativação de fosfodiesterases que degradam GMPc diminuindo 

sua concentração o que é necessário para que ocorra a LTP (Monfort e col., 2002;  

Susswein e col., 2004). Outra via pela qual o NO parece regular a LTP sería pelo 

bloqueio da ribosilação do ADP, o que bloqueia o processo de LTP (Schuman e col, 

1994; Kleppisch e col., 1999). Além dos efeitos pré-sinápticos, o NO pode 

potencializar a LTP na pós-sinapse (Ko e Kelly, 1999) ou suprimir-la mediante a S-

nitrosilação de proteínas (Murphy e Bliss, 1999).  Além disso, o NO participa do 

tráfego de receptores AMPA necessário para processos de plasticidade sináptica 

(Huang e col., 2005; Rameau e col., 2007).  

A participação do NO na LTD foi relatado tanto para o cerebelo (Lev-Ram e 

col., 1997) quanto para o hipocampo (Lev-Ram e col., 1997; Wu e col., 1998), onde 

pode agir na pós-sinapse ou como mensageiro retrógrado mediante os mecanismos 

antes mencionados.  

Assim, a informação acima citada demonstra a importância do estudo do NO 

nos processos de aprendizagem e formação de memórias.   
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2. JUSTIFICATIVA 

A matéria cinzenta periaquedutal (MCP) envolvida na organização e instrução 

de respostas defensivas imediatas e aprendidas apresenta na sua coluna 

dorsolateral abundantes neurônios imunoreativos para a enzima oxido nítrico 

sintetase neuronal (nNOS). O conjunto de informações apresentadas até aqui 

mostra como o NO participa da modulação das RD imediatas coordenadas pela 

MCPd, assim como a complexa interação que se dá entre o sistema glutamatérgico 

e o nitrérgico durante o processamento da informação aversiva nesta estrutura. No 

entanto, apesar das investigações realizadas, o papel do sistema nitrérgico nos 

processos de aprendizagem e formação de memórias a partir da estimulação da 

MCPd ainda não foi estudado em profundidade.   

 

3. HIPÓTESE 

O NO modula as estratégias comportamentais de defesa imediata 

coordenadas pela matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPd), no entanto a 

aprendizagem mediada por ela durante a aquisição de um condicionamento aversivo 

olfatório (CAO) ocorre de forma independente do sistema nitrérgico. 

 

4. OBJETIVO GERAL 

Estudar as estratégias comportamentais adotadas durante o condicionamento 

aversivo olfatório como consequência da modulação química do sistema nitrérgico 

na matéria cinzenta periaquedutal dorsal correlacionando os resultados obtidos com 

a concentração de NO quantificada mediante fluorescência. 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar os efeitos da interferência da inibição da enzima sintetizadora de 

NO, oxido nítrico sintase neuronal, sobre as RD imediatas e a aquisição de uma 

memória aversiva no CAO. 

2. Analisar os efeitos da interferência da captura do NO na fenda sináptica 

sobre as RD imediatas e aquisição de uma memória aversiva no CAO.  

3. Padronizar um protocolo para quantificar os níveis de NO in vivo, usando a 

sonda fluorescente DAF-FM DIACETATO. 
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4. Quantificar o nível de NO produzido pela estimulação química da MCPd 

mediante NMDA. 

5. Quantificar o nível de NO após a inibição da nNOS quando utilizada a 

estimulação química da MCPdl mediante a administração de NMDA. 

6. Avaliar se a estimulação quimica da MCPd mediada pela administração de 

um  doador de NO é capaz de induzir aquisição do CAO. 

7. Quantificar a liberação de NO induzida pelo  doador de NO utilizado 

durante o  CAO. 

8. Avaliar os efeitos da interferência dada pela inibição da nNOS e a captura 

do NO na fenda sináptica sobre a expressão de uma memória aversiva. 

9. Quantificar os níveis de NO produzidos durante a sessão de teste do CAO. 
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6. MATERIAL E MÉTODOS 

6.1. Animais 
 

Para o desenvolvimento deste trabalho de investigação foram utilizados ratos 

machos heterogêneos da espécie Rattus norvegicus, da linhagem Wistar, pesando 

260-360 g entre 3-4 meses de idade, provenientes do Biotério Central da UFSC, 

localizado no Campus Trindade, Florianópolis, SC. Após o desmame dos mesmos, 

foram alojados no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia da mesma 

universidade. Uma semana antes de atingir a idade apropriada para os processos 

cirúrgicos, foram transferidos para o biotério do Laboratório de Neurobiologia 

Comportamental, onde foram mantidos em gaiolas coletivas (3 a 4 animais por caixa 

de 41x34x16cm) e em ambiente com temperatura controlada (22 ± 1°C), com 

exaustor ativado, em ciclo de iluminação claro-escuro 12/12h (luzes acesas às 7h e 

desligadas às 19h), com acesso ad libitum à comida e água. A limpeza das caixas 

foi realizada mediante lavado e troca da serragem duas vezes na semana. 

6.2. Considerações éticas 

Este trabalho foi realizado utilizando procedimentos experimentais aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de 

Santa Catarina (UFSC), sob o número 4301200818. Foram respeitadas as 

recomendações éticas da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 

Laboratório (SBCAL) e a lei AROUCA (No 11.794, de 8 de outubro de 2008), com o 

Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo 

Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA). 

Todos os animais deste projeto foram submetidos ao procedimento de cálculo 

estatístico. Para definição do tamanho da amostra baseou-se no teste de estimativas 

aplicando à fórmula descrita abaixo: 

n= {[(z + z) * s]/} 2 

O cálculo baseia-se no intervalo de confiança da diferença entre as médias ou 

entre proporções (), do desvio-padrão (s) do parâmetro alfa () que é a 

probabilidade aceitável de erro do Tipo I (falso positivo) e do parâmetro beta (), erro 

do Tipo II (falso negativo). 
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Assim sendo, seguem os seguintes pressupostos para o cálculo: 

1. O valor de  foi fixado em 0,05. Assim o valor de z baseado na tabela de valores 

de z para distribuição bi-caudal é 1,96. 

2. O valor de  foi fixado em 0,10. Assim o valor de z baseado na tabela de valores 

de z (distribuição unicaudal) é 1,28. 

3. O valor da diferença entre as médias dos grupos como sendo pelo menos 40% 

(baseado em dados experimentais do nosso laboratório). Experimentos biológicos 

têm embutido um erro da ordem de 10-15% (resultantes de variações individuais), 

pois diferenças entre dois grupos que sejam menores que 20% do valor da média de 

cada grupo podem aumentar a probabilidade de cometer erros tipo I ou tipo II. 

4. O valor do desvio padrão como sendo em média 35% do valor das médias. 

(baseado em dados experimentais do nosso laboratório): 

n= {[(1,96 + 1,28) * 35]/40} 2 = 8.0 

Define-se o número de 8 animais por grupo em protocolos onde serão avaliados 

parâmetros comportamentais. 

 

6.3. Cirurgia estereotáxica 
 

Todos os animais deste projeto foram submetidos ao procedimento de cirurgia 

estereotáxica 10 dias antes do início dos experimentos para a implantação de 

cânulas-guia na MCPd para posterior intervenção farmacológica. Os animais foram 

anestesiados com uma combinação de cloridrato de cetamina (10%; Cetamin®; 

Syntec, Brasil) e cloridrato de xilazina (2%; Xilanzin®; Syntec, Brasil) via 

intraperitoneal (3:2; 1,0 ml/kg). Após a ausência total dos reflexos, os animais foram 

cuidadosamente posicionados no aparelho estereotáxico (Insight®, Ribeirão Preto, 

Brasil) onde foi administrada anestesia local acima da calota craniana (lidotesim 3%: 

cloridrato de lidocaína e norepinefrina 1:50.000; 0,1 ml, PROBEM, Alpino 

Catanduva/SP). Logo, foi realizada a tricotomia e então uma incisão longitudinal 

para a exposição da calota craniana, e visualização do Bregma e do Lambda, pontos 

de intersecção entre as suturas coronal e sagital e lambdóide e sagital, 

respectivamente. Após a remoção do escalpo e assepsia com H2O2 (3%), foram 

fixados dois parafusos de aço inoxidável no crânio, um deles foi colocado no osso 

frontal ipsilateral à cânula-guia e o outro no osso parietal, contralateral à cânula-guia. 
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A implantação da cânula-guia (13,0 mm) foi direcionada para a região da MCPd, de 

acordo com as coordenadas do atlas estereotáxico para ratos (Paxinos e Watson, 

1998). As coordenadas empregadas para a canulação, partindo do bregma como 

referência foram: Ântero-posterior (AP): -5,8 mm; Médio-lateral (ML): -2,0 mm e 

Dorso-ventral (DV): -4,0 mm. Uma vez implantadas as cânulas-guia, a superfície 

craniana foi recoberta com uma camada de acrílico auto polimerizável (Jet®, Brasil), 

permitindo a formação de uma prótese sólida para isolamento da área. Ainda, para 

evitar possíveis obstruções, foram inseridos fios de aço inoxidável (mandril, n° 28, 

0,30 mm) em cada cânula-guia. Imediatamente após a cirurgia, foi administrado, por 

via subcutânea (2,5mg/kg; 0,1 ml), uma solução antipirética, analgésica e anti-

inflamatória de flunixinameglumina (Banamine®; Schering-Plough, Brasil) e uma 

solução antibiótica de Benzilpenicilina benzatina/procaína/potássica, 

dihidroestreptomicina base (sulfato), estreptomicina base (sulfato) (Pentabiótico®, 

Zoetis, Brasil) por via intramuscular (24.000 UI). Logo após, os animais foram 

retirados do aparelho estereotáxico e colocados em caixas com serragem limpa, 

onde foram cobertos por serragem para que a temperatura fosse mantida até que o 

animal se recupere da anestesia. Os animais foram acompanhados por 3-4 horas 

após o procedimento, para assegurar a total recuperação. 

6.4. Fármacos e soluções utilizados nos experimentos 
 

Para manipulação farmacológica, as seguintes drogas foram utilizadas:  

 N-metil-D-aspartato (NMDA; Sigma-Aldrich®): agonista dos receptores NMDA 

glutamatérgicos  

 7- Nitroindazole (7NI; Sigma-Aldrich®): inibidor específico para a enzima 

oxido nítrico sintase neuronal, nNOS 

 Carboxy- PTIO (C-PTIO; Tocris Bioscience®): sequestrador de óxido nítrico 

extracelular  

 Spermine NONOate (SP; Tocris Bioscience®): doador de óxido nítrico 

 DAF-FM DIACETATO (4-amino-5-metilamino-β’,7’-difluorofluoresceina  

diacetato): sonda fluorescente (Invitrogen™) 

 Acetato de amila (Aldrich Chemical®, EUA): odor sintético de ésteres frutados 

(banana)  
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As concentrações dos fármacos e intervalos de microinjeções aqui utilizadas 

foram baseadas na literatura: NMDA (25, 50 e 200 pmol) (Kincheski e col., 2012; 

Back e Carobrez, 2018), 7NI (40 e 100 nmol) (Ferreira e col., 1999; Morato e col., 

2004; Spolidório e col., 2007), C-PTIO ( 1 e 2 nmol) (Guimarães e col., 2005; Aguiar 

e col., 2014), DAF-FM DIACETATO (5 e 10 µM) (Kojima e col., 1998; Lepiller e col., 

2007). Para o experimento utilizando o doador de NO, foram realizados 

experimentos piloto e uma curva dose-resposta foi realizada utilizando as doses de 

Spermine NONOate de 5, 10, 20, 40, 80 nmol. Todos os fármacos foram diluídos em 

soluções iniciais de maior concentração e armazenados em alíquotas em congelador 

a -20oC. No dia das microinjeções, as soluções foram descongeladas e diluídas em 

uma solução-tampão fosfato (PBS 0,1 M; pH=7,4) para as concentrações 

necessárias. A solução de acetato de amila 5%, diluída em propilenoglicol, foi 

mantida em congelador a -20oC e levada à temperatura ambiente para ser usada 

nos experimentos. 

6.5. Microinjeção cerebral 

 Para a administração das drogas no sítio de injeção, os animais foram 

gentilmente imobilizados com o auxílio de uma flanela e o mandril foi removido com 

um alicate. Em seguida, uma agulha injetora 27G  (comprimento de 14,5  mm) foi 

inserida na cânula-guia, conectada a uma microseringa (Hamilton®, 5 μl) por meio 

de um tubo de polietileno (PE-10) preenchido com a solução a ser injetada. As 

microseringas estavam acopladas à bomba de infusão (modelo B12000, Insight® 

Ltda., Ribeirão Preto, Brasil), o que permitiu a administração automática do volume 

de 0,2 μl/cânula para a MCPd na cânula-guia, em uma velocidade constante de 0,6 

μl/min. Uma bolha de ar no tubo de polietileno entre a solução a ser injetada e água 

destilada foi utilizada para visualização e controle da infusão através do tubo. As 

agulhas injetoras foram mantidas no interior das cânulas por um período adicional de 

20 s após o fim da injeção para maximizar a difusão e evitar possível refluxo da 

droga. 

 Alguns grupos experimentais receberam uma microinjeção, outros receberam 

duas ou três microinjeções com intervalos que variaram conforme o protocolo 

utilizado. Ainda, as intervenções farmacológicas foram feitas em dois momentos: 

antes da sessão de condicionamento (aquisição) e antes do teste (expressão). 
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6.6. Aparatos experimentais 
 
6.6.1. Caixa de Condicionamento 
 

O pareamento do estímulo neutro com o estimulo incondicionado foi realizado 

na caixa de condicionamento (Insight® Ltda., Ribeirão Preto, Brasil) medindo 25 x 25 

x 25 cm, com paredes de acrílico, sendo a face frontal e tampas confeccionadas em 

acrílico transparente. O assoalho da caixa é composto de grades distanciadas 1 cm 

entre elas. Um compartimento em forma de gaveta localizado abaixo do piso 

gradeado da caixa serviu para recolhimento dos resíduos e para a instalação da 

fonte do estímulo olfatório durante a sessão de condicionamento. 

6.6.2. Caixa de Odor (teste) 
 

Este aparato, inteiramente construído em acrílico, é dividido em dois 

compartimentos, um fechado (20 x 25 x 40 cm) com cobertura, mimetizando um 

ambiente seguro, e um aberto (40 x 25 x 40 cm) sem cobertura. Para permitir a 

visualização dos animais no teste, as paredes frontais, tanto do compartimento 

aberto quanto do fechado, são construídas em acrílico transparente. Uma pequena 

abertura (6 x 6 cm), situada na parede divisória, permite o livre acesso dos animais a 

ambos os compartimentos. Na parede lateral do compartimento aberto, do lado 

oposto à abertura entre os compartimentos, a fonte do estímulo olfatório 

condicionado foi fixada. 

6.6.3 Fonte de odor 
 

Foi utilizada como fonte de odor uma solução contendo acetato de amila  

diluído em propilenoglicol (5 %), sendo que 100 µL desta solução foi adicionada em 

um papel filtro (4 cm x 4 cm) colocado no compartimento abaixo do piso gradeado 

da caixa de condicionamento ou na parede oposta do compartimento fechado na 

caixa de odor. O papel foi trocado a cada animal.  

 
6.7. Procedimento para o Condicionamento Aversivo Olfatório 
 

O protocolo para o Condicionamento Aversivo Olfatório (CAO) utilizado neste 

trabalho foi adaptado de trabalhos previamente realizados no Laboratório de 

Neurobiologia Comportamental (Kroon e Carobrez, 2009). No primeiro dia foi 

realizada uma sessão de familiarização, na qual os animais foram colocados em 
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uma caixa de condicionamento para a livre exploração do ambiente por 5 min, a fim 

de conhecer o nível basal dos comportamentos defensivos e para permitir a 

exploração do ambiente pelos animais evitando comportamentos de neofobia que 

podem interferir no dia do condicionamento. No segundo dia  após a manipulação 

farmacologica (intra-MCPd), os animais foram colocados novamente na caixa de 

condicionamento, na presença do estímulo olfatório neutro, odor amilacetato 5 %, 

por 10 min. No terceiro dia, com o intuito de diminuir as influências contextuais 

adquiridas na caixa de condicionamento, a análise da expressão do comportamento 

defensivo evocado pelo estímulo condicionado (odor) foi realizada em uma caixa 

diferente, a caixa de odor, para avaliar apenas as respostas ligadas à memória 

evocada pela pista olfatória. Os animais foram colocados na caixa de odor pelo 

compartimento aberto junto à parede divisória e foram deixados por 5 min, para livre 

exploração e avaliação dos comportamentos basais no ambiente novo em ausência 

da fonte de odor. Finalmente, no quarto dia os animais foram colocados novamente 

na caixa de odor por 10 min, na presença da fonte de odor de amilacetato. Essa 

sessão possibilitou a avaliação das respostas frente ao estímulo condicionado 

(odor). 

Durante todos os dias de experimentação os aparatos utilizados foram limpos 

com solução de etanol 10% e secos com papel toalha após a retirada de cada 

animal. Os experimentos foram realizados em um ambiente com som atenuado, 

temperatura controlada (22 ± 1 °C) e intensidade de luz definida como 80 lux para 

caixa de condicionamento, enquanto que na caixa de odor, luminosidade de 4 lux no 

espaço aberto e 1 lux para o espaço fechado. Um exaustor presente logo acima dos 

aparatos utilizados era ligado durante a limpeza realizada entre a troca de animais 

na sala de experimentação, impedindo assim o acúmulo do odor volátil de acetato 

de amila no ambiente.  

Todos os experimentos foram registrados através de um sistema de vídeo-

câmera, permitindo desta forma a correta avaliação dos comportamentos exibidos 

durante as diferentes sessões. A análise dos comportamentos defensivos foi 

realizada utilizando o programa KINOSCOPE (GNU General Public License, version 

3 (GPL v3) (Kokras e col, 2017).  

 
 



43 

 

 

Figura 5: Protocolo experimental do condicionamento aversivo olfatório. A fase de aquisição se leva a 
cabo na caixa de condicionamento no segundo dia, e a fase de expressão na caixa de odor no último 
dia. As microinjeções foram realizadas no dia 2 e 4 conforme protocolo. O odor esteve presente no 
segundo e quarto dia. Protocolo e figuras adaptados de Kroon e Carobrez (2009); Kincheski e col., 
(2012); Back e Carobrez (2018). 
 
6.8. Parâmetros Comportamentais Analisados 
 

Para a sessão de familiarização e condicionamento (Dia 1 e 2), na caixa de 

condicionamento, foram avaliados os seguintes parâmetros: 

- Congelamento (%): Comportamento de congelamento, caracterizado pela ausência 

total de movimentos no corpo, exceto a movimentação do tórax no processo 

respiratório. 

- Agachar-Cheirar (%): Postura investigativa que o animal assume ficando em 

posição agachada com o dorso curvado (crouching), acompanhado de qualquer 

movimento de cabeça, à procura de novas informações do ambiente. 

- Investigação vertical (%): Postura assumida pelo animal quando este se sustenta 

apenas nas duas patas traseiras, sem que as patas dianteiras toquem o chão. 

- Investigação horizontal (%): Livre exploração na caixa, com as quatro patas 

tocando o chão. 

- Autolimpeza (%): Comportamento de autolimpeza, quando o animal lambe ou 

esfrega suas patas dianteiras em alguma parte de seu corpo. 

Na sessão de familiarização e teste (Dias 3 e 4), na caixa de odor os 

seguintes parâmetros foram quantificados: 

- Tempo de aproximação (%): Tempo em que o animal permanece com pelo menos 

a cabeça ou uma das patas próxima a fonte de odor. 

- Tempo escondido (%): Tempo em que o animal permanece com as 4 patas no 

compartimento fechado da caixa de odor. 

- Tempo de head-out (%): Tempo em que a animal permanece no compartimento 

fechado da caixa e com a cabeça e/ou as patas dianteiras invadindo o 
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compartimento aberto, realizando um comportamento denominado avaliação de 

risco. 

6.9. Métodos de quantificação do NO  

 O NO por ser um radical livre pode reagir com diferentes espécies químicas, o 

que pode influenciar nas concentrações, taxas de meia vida, e distribuição espaço-

temporal, sendo assim uma molécula biológica complexa de estudar.   

Ao longo dos anos, têm sido desenvolvidas uma ampla gama de  técnicas 

para quantificação do NO, métodos  químicos, físicos e biológicos, que permitem 

hoje a detecção de NO até níveis de attmoles (5x10-17 moles) (Gertz, 2018).  

A espectroscopia ótica tem sido utilizada por muito tempo para quantificação 

de nitritos e NO, sendo a “reação de diazotação de Griess”  uma das técnicas 

pioneiras nesta área (Griess, 1879). Técnicas electroquímicas (Shibuki, 1990), de 

voltametría cíclica e amperometria (Peiris e Pubudu, 2009),  espectrometría de 

masas (Dubey e col, 2007), espectroscopia fotoeletrônica de rayos X (McManus e 

col., 2005), espectroscopia laser infrarroja quantica em cascata e sensorização 

mecatrônica (Di Franco e col., 2009), espectrometria de ressonância paramagnética 

eletrônica (Yoshimura e col., 1996) quimiluminescência (Leone e col., 1996; 

Woldman e col. 2009), e o uso de sondas fluorescentes baseadas em organometais 

(Chang e Chang, 2012; Huili e Ajun, 2015), são algumas das técnicas disponíveis 

para quantificar NO.  

Dentre as técnicas acima mecionadas, as de bioimagem baseadas em 

sondas fluorescentes apresentam características vantajosas como alta sensibilidade 

e seletividade, viabilidade experimental e resolução espaço-temporal, que as 

converte em uma ferramenta poderosa para o estudo in vitro e in vivo de células e 

tecidos (Nagano, 2009; Chen e col., 2011; Yang e col, 2013; Wolley e col., 2013).  

Segundo Li e Wan (2015), uma boa sonda fluorescente deve apresentar as 

seguintes carateristicas:  

*Ser solúvel em água e permeável à membrana, para poder ingressar 

facilmente nos tecidos e células. 

*Não devem ser citotóxicas nem interferir com os processos biológicos 

normais. 

*Devem apresentar mudanças dinâmicas das propriedades fluorescentes 

após reagir com NO ou seus produtos. 
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*Devem ser sensíveis as mudanças de concentração do NO celular. 

*Ser excitáveis a longitudes de onda baixas, a fim de prevenir a 

autofluorescência. 

 Reunir todas essas características em uma sonda é muito difícil, porém as 

sondas fluorescentes para NO baseadas em compostos orgânicos apresentam 

várias destas características.  

 Nagano e col (2009) desenvolveram sondas baseadas na funcionalidade de 

grupos o-diamina, nas quais uma parte funcional da o-diamina reage com a forma 

oxidada do NO para produzir um derivado triazólico fluorescente. 

 Baseados neste princípio, para o estudo do NO em células vivas foram 

desenhadas e sintetizadas sondas que incorporaram diaminofluoresceinas “DAF” e 

um grupo diacetato ou éster de acetoximetilo para conferir a caraterística de 

permeabilidade. Diversos análagos de DAF são encontrados na literatura, cada um 

com propriedades particulares DAF-2, DAF-4 e DAF-5 (derivados diclorados) 

(Nakatsubo e col., 1998; Kojima e col., 1998), DAF-FM (derivado fluorado) (Kojima e 

col., 1999). Destas sondas, DAF-FM DIACETATO (4-Amino-5-Metilamino-2',7'-

Difluorofluoresceina Diacetato) possui átomos de flúor nas posições β’ e 6’, e um 

grupo N-metilo (Figura 6), o que proporciona uma maior resistência a 

fotodecoloração em comparação com DAF-2 (Kojima e col., 1999), uma maior 

estabilidade em condições de pH superior a 5,5, a diferença de DAF-2 que se torna 

instável em pH menores a 7 e DAF-4 e DAF-5 que se mostraram muito instáveis em 

pH próximos a neutralidade  (Nakatsubo e col., 1998; Kojima e col., 1998 e 1999). 

Além disso, DAF-FM DIACETATO apresenta uma sensibilidade 1.4 vezes maior que 

DAF-2 (Kojima e col., 1999; Itoh e col., 2000).  

 
Figura 6. DAF-FM DIACETATO (não fluorescente) atravessa a membrana celular e uma esterase 
cliva o grupo diacetato liberando no espaço intracelular o composto DAF-FM o qual é fracamente 
fluorescente e que ao reagir com óxido nítrico se transforma num derivado benzotriazolico 
fluorescente. Adaptado de Molecular Probes, Inc., Copyright (2001).  
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Com o objetivo de obter uma evidência direta da concentração de NO, o que 

incrementa a relevancia e robustez dos dados comportamentais obtidos a partir da 

modulação farmacológica na via nitrérgica realizados durante este trabalho de 

pesquisa, decidimos escolher a sonda DAF-FM DIACETATO para realizar a 

quantificação in vivo do NO produzido na MCPd durante as fases de aquisição e 

expressão do CAO.  

6.10. Grupos Experimentais  

Todos os animais utilizados durante este trabalho foram submetidos ao 

protocolo de condicionamento aversivo olfatório descrito no item 6.7. Dois grupos 

experimentais foram realizados, no primeiro grupo as intervenções farmacológicas 

foram realizadas antes da sessão de condicionamento, a fim de avaliar respostas 

defensivas imediatas e aquisição do CAO. No segundo grupo experimental as 

intervenções foram realizadas antes da sessão de teste na caixa de odor, onde foi 

avaliada a participação do NO na expressão das respostas defensivas aprendidas.  

 

6.10.1. Grupo Experimental 1: Participação do NO na modulação das 

respostas defensivas imediatas e na aquisição do CAO obtido através da 

estimulação química da MCPd  

6.10.1.1. Experimento 1: Efeitos da inibição da nNOS sobre as respostas 

defensivas imediatas e aquisição de uma memória aversiva 

 Este experimento foi realizado com o intuito de avaliar se a administração do 

inibidor da nNOS, 7NI, poderia interferir nos comportamentos imediatos após a 

infusão de NMDA e a associação entre este e a pista olfatória. 

Após 30 min de ambientação numa sala adjacente à sala experimental, os 

animais foram submetidos ao CAO conforme descrito no item 6.7. Na sessão de 

condicionamento todos os grupos receberam duas microinjeções. Uma microinjeção 

inicial (0,2 µl) de PBS (grupo controle) ou 7NI (40 ou 100 nmol), e 10 min após foi 

administrado (0,2 µl) PBS ou NMDA (50 pmol),  resultando nos seguintes grupos 

experimentais [PBS-PBS (n=10), PBS-NMDA 50 pmol (n=8), 7NI 40 nmol-PBS 

(n=9), 7NI 40 nmol-NMDA 50 pmol (n=8), 7NI 100 nmol-PBS (n=8), 7NI 100 nmol-

NMDA 50 pmol (n=13)]. Imediatamente após, os animais foram colocados na caixa 

de condicionamento impregnada com odor de acetato de amila durante 10 min. Nos 
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seguintes dias os animais foram expostos a sessão de familiarização (em ausência 

do odor), e teste (em presencia da pista olfatória) na caixa de odor como descrito no 

item 6.7 e os parâmetros comportamentais foram analisados conforme descrito no 

item 6.8. 

6.10.1.2. Experimento 2: Efeitos da captura do NO na fenda sináptica sobre as 

respostas defensivas imediatas e a aquisição de uma memória aversiva  

Este experimento foi realizado no mesmo formato que o experimento 1 com o 

objetivo de testar a influencia do NO produto da nNOS assim como do NO 

circundante produto de outro tipo de NOS (iNOS, eNOS) nas RD e na aquisição do 

CAO. Para isso foi administrado um sequestrador de NO extracelular, C-PTIO (1 e 2 

nmol) ou PBS, 10 minutos antes da estimulação da MCPd mediante a infusão de 

NMDA 50 pmol e posterior exposição a sessão de condicionamento, resultando nos 

seguintes grupos experimentais [PBS-PBS (n=10), PBS-NMDA 50 pmol (n=8), C-

PTIO 1 nmol-PBS (n=8), C-PTIO 1 nmol-NMDA 50 pmol (n=9), C-PTIO 2 nmol-PBS 

(n=8), C-PTIO 2 nmol-NMDA 50 pmol (n=8)]. 

Os parâmetros comportamentais desta sessão e das sessões de 

familiarização e teste levadas a cabo na caixa de odor nos dias subsequentes foram 

analisados conforme descrito no item 6.8. 

6.10.1.3 Experimento 3: Padronização de um protocolo para a quantificação de NO 

in vivo mediante o uso da sonda fluorescente DAF-FM DIACETATO 

A padronização deste protocolo foi realizada com o intuito de obter uma 

medida direta da quantidade de NO que estava sendo liberado mediante a infusão 

de NMDA 50 pmol no dia do condicionamento. Para isso duas microinjeções com 10 

min de diferença entre elas foram realizadas numa sala quase escura, com o mínimo 

de luminosidade necessária para o procedimento.  

A sonda fluorescente DAF-FM DA foi inicialmente diluída em 20 µL de DMSO 

para preparação da solução estoque 5 mM. No dia do experimento 1 µL da solução 

mãe foi diluída em 1 mL de PBS para atingir a concentração desejada de DAF-FM 

DA 5 µM.  Os animais receberam inicialmente uma micro-injeção de DAF-FM DA 5 

µM (0,2 µl, numa velocidade de 0,6 μl/min), e foram logo alocados numa gaiola 

isolada por 10 min até ser realizada a infusão de NMDA 50 pmol. Imediatamente 
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após este procedimento, os animais foram colocados na caixa de condicionamento 

por 10 min, e quando retirados da caixa imediatamente eutanasiados mediante o 

procedimento de perfusão transcardíaca (solução salina 0,9 %, 150 ml, solução de 

paraformaldeído 4 %, 150 ml, durante 20 min). 

Os encéfalos foram coletados e mantidos em formalina 10% por 48 horas. 

Após esse período, foram imersos em uma solução de sacarose (30%, Vetec®, 

Brasil) por 24 horas para criopreservação. Para obtenção de fatias coronais da 

MCPd marcada com DAF-FM os encéfalos foram congelados a       -25oC e cortes 

coronais na espessura de 15 µm foram realizados no criostato Leica® CM1850 

(Microsystems AG®, Wetzlar, Alemanha) em condições de mínima luminosidade no 

Laboratório Multiusuário do Centro de Ciências Biológicas (CCB) da UFSC.  

As lâminas com as fatias recentemente cortadas foram acondicionadas, 

mediante adição de duas gotas de Gel MountTM (Biomeda Corp. Sigma Aldrich®) e 

cobertas com lamínula. Imediatamente após foram levadas para sua observação e 

obtenção de fotos ao Microscópio de Fluorescência Leica DMI 3000B (Leica®, 

Wetzlar, Alemanha) e as imagens obtidas foram analisadas mediante o software 

ImageJ®.  

Com a finalidade de quantificar apenas o óxido nítrico gerado na MCPd as 

fotos em tamanho 4x (40 vezes) foram avaliadas mediante a superposição da 

imagem da MCPd, no AP -5.8 obtida do atlas Paxino e Watson (1998). Seções 

retangulares das imagens em aumento 10x atingindo a MCPd foram recortadas 

utilizando o programa Paint, e analizadas mediante o uso do  software Image J®. O 

procedimento de edição encontra-se detalhado na Figura 7. 
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Figura 7. Representação esquemática da edição das imagens da MCPd marcadas com DAF-FM. A. 
Superposição da fotomicrografia fluorescente (aumento 4x, 40 vezes) com a imagem do atlas Paxino 
e Watson (1998). B. Imagem obtida mediante campo claro (aumento 4x, 40 vezes). C. Delimitação da 
área de fluorescência pertencente a MCPd. D. Imagem finalmente editada utilizada para quantificação 
de NO.  

 
6.10.1.4. Experimento 4: Quantificação in vivo do nível de NO produzido pela  

estimulação química da  MCPd mediante a administração de NMDA 

 Este experimento foi desenhado para quantificar os níveis de NO produzidos 

pela infusão de três doses de NMDA, 25, 50 e 200 pmol na MCPd as quais foram 

utilizadas em trabalhos anteriores deste laboratório. 

 Para isso foi realizada uma infusão inicial de DAF-FM DA 5 µM, e 10 min 

depois foi administrado NMDA nas doses acima mencionadas. Imediatamente após 

os animais foram colocados na caixa de condicionamento durante 10 min, 

resultando nos seguintes grupos experimentais [DAF-FM 5 µM-PBS (n=3), DAF-FM 

5 µM-NMDA 25 pmol (n=3), DAF-FM 5 µM-NMDA 50 pmol (n=3), DAF-FM 5 µM-

NMDA 200 pmol (n=3)]. Os parâmetros comportamentais referentes a essa sessão 

foram analisados como descrito no item 6.8. Seguidamente foram realizados os 

procedimentos para retirada dos encéfalos e quantificação do NO mediante análise 
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de imagens em duplicata pelo software ImageJ® como descrito no protocolo 

detalhado no item 6.10.1.3.  

6.10.1.5. Experimento 5: Quantificação in vivo do  NO presente na MCPd após a 

inibição da nNOS realizada antes da infusão de  NMDA 50 pmol  

 Este experimento foi realizado com o intuito de verificar se existe uma 

correlação entre o comportamento observado após a inibição da  nNOS  durante a 

sessão de condicionamento na qual foi utilizada a estimulação química mediada por 

NMDA e os níveis de NO encontrados na MCPd.   

Seguindo o mesmo formato do experimento anterior foram realizadas 2 ou 3 

microinjeções intra-MCPd. A infusão inicial foi de PBS (grupos controle) ou DAF-FM 

DA 5 µM. Após 10 min foram administrados PBS, NMDA 50 pmol ou 7NI 100 nmol. 

O grupo que recebeu o inibidor 7NI, 10 min depois desta infusão, recebeu ainda 

mais uma microinjeção de NMDA 50 pmol, resultando nos seguintes grupos 

experimentais [PBS-PBS (n=3), PBS-NMDA 50 pmol (n=3), DAF-FM 5 µM-PBS 

(n=3), DAF-FM 5 µM-NMDA 50 pmol (n=3), DAF-FM 5 µM- 7NI 100 nmol- NMDA 50 

pmol (n=3)].  

6.10.1.6. Experimento 6: Curva dose-resposta para estimulação da MCPd 

utilizando o doador de NO Spermine NONOate como estímulo incondicionado 

Dados da literatura têm demonstrado que os doadores de NO geram fortes 

respostas defensivas quando são microinjetados diretamente na MCPd.  Aqui 

testamos se a estimulação química da MCPd mediante a infusão do doador de NO 

Spermine NONOate seria capaz de gerar aprendizado no CAO. Para isso foram 

realizados vários experimentos pilotos nos quais foi realizada uma única injeção de 

PBS ou Spermine NONOate nas doses de 5, 10, 20, 40 e 80 nmol imediatamente 

antes da exposição à caixa do condicionamento, resultando nos seguientes grupos 

experimentais [PBS (n=8), Spermine NONOate 5 (n=8), 10 (n=8), 20 (n=8), 40 

(n=11), 80 (n=8) nmol]. 

Nos seguintes dias se levaram a cabo as sessões de familiarização e teste na 

caixa de odor como descrito no item 6.7 e os parâmetros comportamentais foram 

analisados durante os três dias conforme descrito na seção 6.8. 
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6.10.1.7. Experimento 7: Quantificação da liberação de NO induzida pela infusão de 

Spermine NONOate na MCPd 

 Altas doses de Spermine NONOate geram fortes respostas defensivas 

imediatas, porém, não foram capazes de promover associação com a pista olfatória 

pareada neste experimento. No entanto a dose mais baixa de doador utilizada neste 

trabalho demonstrou ser capaz de dar suporte a aquisição do CAO. Mediante este 

experimento buscamos quantificar os níveis de NO produzidos pelo doador a fim de 

correlacionar as concentrações de NO com a capacidade de induzir aprendizagem 

associativa na MCPd.  

 Uma microinjeção de DAF-FM DA 5 µM foi administrada 10 min antes da 

estimulação com PBS ou as doses Spermine NONOate 5 e 80 nmol, resultando nos 

seguintes grupos experimentais [DAF-FM DA 5 µM-PBS (n=3), DAF-FM DA 5 µM-

Spermine NONOate 5 nmol (n=3), DAF-FM DA 5 µM-Spermine NONOate 80 nmol 

(n=3)]. Os procedimentos de avaliação comportamental e quantificação utilizados 

foram os mesmos descritos para os experimentos de quantificação anteriores.   

6.10.2. Grupo experimental 2: Participação do NO na expressão de 

respostas aprendidas durante o CAO  

 

6.10.2.1. Experimento 8: Efeitos da interferência dada pela inibição da nNOS e a 

captura do NO na fenda sináptica sobre a expressão de uma memória aversiva 

O objetivo deste experimento foi avaliar se intervenções farmacológicas 

realizadas no quarto dia utilizando 7NI e C-PTIO antes da sessão de teste poderiam 

interferir na expressão dos comportamentos relacionados à evocação das respostas 

aprendidas  durante o CAO.  

O protocolo utilizado neste experimento foi o protocolo padrão do CAO 

descrito no item 6.7. No dia do condicionamento foi administrada uma única 

microinjeção, de PBS ou NMDA 50 pmol, imediatamente antes de colocar os 

animais na caixa de condicionamento. No dia do teste 10 min antes da exposição à 

caixa de odor, foi realizada uma infusão de PBS, 7NI (100 nmol) ou C-PTIO (2 nmol), 

resultando nos seguintes grupos experimentais [PBS (cond)-PBS (teste) (n=8), 

NMDA 50 pmol (cond)-PBS (teste) (n=8), NMDA 50 pmol (cond)-7NI 100 nmol 

(teste) (n=8), NMDA 50 pmol (cond)-C-PTIO 2 nmol (teste) (n=8)].  Os parâmetros 
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comportamentais foram analisados durante os três dias consecutivos, conforme 

descrito no item 6.8. 

  

6.10.2.2. Experimento 9: Quantificação in vivo do NO produzido durante a evocação 

de uma memória aversiva 

 A evocação de uma memória envolve a ativação de mecanismos moleculares 

que participam da re-modulação das mesmas. Mediante este experimento fomos 

corroborar se existe uma mudança no nível de expressão de NO durante a elicitação 

das respostas aprendidas. 

O protocolo empregado neste experimento foi o protocolo padrão de 4 dias do 

CAO. No dia do condicionamento todos os animais receberam uma única 

microinjeção de PBS ou NMDA 50 pmol imediatamente antes de serem  colocados 

na caixa de condicionamento impregnada com odor de acetato de amila por 10 min. 

No dia do teste, 10 min antes da exposição à caixa de odor, todos os animais 

receberam uma infusão de DAF-FM DA 5 µM (0,2 µl), resultando nos seguintes 

grupos experimentais [PBS (cond)-DAF-FM DA 5 µM (teste) (n=3), NMDA 50 pmol 

(cond)- DAF-FM DA 5 µM (teste) (n=3)]. Após a sessão de teste foram realizados os 

procedimentos para retirada dos encéfalos e quantificação do NO mediante análise 

de imagens como descritos no item 6.9.1.3. Os parâmetros comportamentais foram 

analisados durante os três dias consecutivos, conforme descrito no item 6.8. 

6.11. Verificação do sítio de injeção e histologia  
 

Após o procedimento experimental, foi realizada a eutanásia dos animais com 

anestesia de cetamina e xilazina (4:3; 1,5 ml/Kg) juntamente com exposição ao gás 

isoflurano em câmara fechada. Após verificação da ausência de movimentos 

respiratórios e opacidade dos olhos, foi realizada uma microinjeção da solução 

corante Azul de Evans (0,5%, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) no sitio encefálico 

empregado para infusão de fármacos durante os experimentos a fim de determinar o 

sitio da microinjeção.  Em seguida, seus encéfalos foram removidos e armazenados 

em uma solução de formalina (10%) durante no mínimo 48 horas. 

No caso de técnicas imunohistoquímicas, os animais foram anestesiados com 

a mesma dose de anestésico pré-cirurgico e perfundidos via transcardíaca, com 
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solução salina (0,9% 150 ml), seguida por uma solução de paraformaldeído 4% (150 

ml), durante 20 min.  

A efeitos de crioproteção, 24 horas antes de ser levados ao criostato, os 

cérebros foram colocados em uma solução de sacarose 30% (Vetec®, Brasil). 

Cortes coronais (50 m) foram realizados em criostato (Leica® CM1850, 

Microsystems AG®, Wetzlar, Alemanha), coletados em lâminas gelatinizadas e 

observados em microscópio estereoscópico para verificação do sítio de 

microinjeção. Para análise estatística foram considerados os animais com o sitio de 

microinjeção na porção dorsal da MCP, o qual foi conferido com base no atlas 

Paxinos e Watson, 1998 (Figura 8). 

 

 

 

 

                                                                  

 

 

 

 

Figura 8. Imagem de um corte coronal do encéfalo de ratos evidenciando o sítio de microinjeção. Eixo 
anteroposterior -5.8 mm em relação ao bregma. O sítio de microinjeção na matéria cinzenta 
periaquedutal dorsal (MCPd) rostral esquerda foi destacado com o corante azul de Evans. 
 

A coloração de Nissl foi realizada num grupo de lâminas com o objetivo de 

avaliar se as doses de NMDA 50 pmol, SP 5 e 80 nmol utilizadas neste trabalho 

geraram dano tecidual. As lâminas coradas foram fotografadas em um microscópio 

óptico invertido acoplado a um sistema de captura de imagem (Microscópio Invertido 

Olympus IX83, Japão). 
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Figura 9. Fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de rato com a coloração de Nissl na região 
da MCPd  mostrando o local da microinjeção do doador de NO Spermine NONOate 5 nmol.  
 

 
Figura 10. Diagrama esquemático de cortes coronais do encéfalo de rato, localizando a MCPd. Os 
círculos pretos indicam o local das microinjeção, o número de círculos representados é menor do que 
o número de animais utilizado nos protocolos experimentais. Anteroposterior -5.8 mm, -6.04 mm e -
6.30 mm com relação ao bregma (Paxinos e Watson, 1998). 

 
 



55 

 

6.12. Análise estatística 
 
 Todos os parâmetros comportamentais observados durante o CAO foram 

transformados em porcentagem e considerados como variáveis dependentes. 

Analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e o teste de Levene para 

homocedasticidade. 

 Os dados obtidos no dia do condicionamento foram agrupados em 

comportamentos defensivos (% congelamento + % agachar-cheirar) e 

comportamentos não defensivos (% autolimpeza + % exploração vertical + % 

investigação).  

No dia da familiarização na caixa de odor e no dia do teste foram avaliados os 

parâmetros %TE (tempo gasto no compartimento fechado) e %TA (tempo próximo a 

fonte de odor). 

Para analisar os dados obtidos pelos diferentes grupos durante a sessão de 

familiarização na caixa de odor foi realizada uma análise de variância (ANOVA) de 

uma via. Nos experimentos nos quais não foram encontradas diferenças estatísticas 

entre os grupos durante esta sessão, os valores obtidos foram agrupados e 

representados numa barra horizontal como média ± 95% do intervalo de confiança. 

Já os dados do grupo tratado com C-PTIO, onde foi observada uma diferença 

significativa na sessão de familiarização foram analisados junto com os dados do 

obtidos da sessão de teste, através da ANOVA para medidas repetidas e 

representados como média ± erro padrão da média. 

 Para análise dos dados obtidos na sessão de condicionamento e de teste, 

foram utilizados ANOVA de uma via, ANOVA fatorial e ANOVA de medidas 

repetidas, sendo especificado o teste utilizado nos resultados de cada experimento. 

Em todos os casos que a ANOVA indicou valores significativos, os dados foram 

submetidos ao teste post hoc correspondente. 

As análises foram realizadas através do programa Statistica® (versão 13; 

TIBCO® Statistica™ Software Inc) e os gráficos montados no programa Prisma 5.0 

(GraphPad Prism®, San Diego, EUA). O nível de significância considerado foi de p < 

0,05. 
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7. Resultados  

Grupo Experimental 1: Participação do NO na modulação das respostas 

defensivas imediatas e na aquisição do CAO obtido através da estimulação 

química da MCPd  

7.1. Experimento 1: Efeitos da inibição da nNOS, sobre as respostas defensivas 

imediatas e aquisição de uma memória aversiva 

 Na Figura 11 são ilustrados os comportamentos defensivos (Fig. 11A) e não 

defensivos (Fig. 11B) analisados na sessão de condicionamento e a expressão das 

respostas evocadas quando os animais foram novamente expostos ao odor 

previamente pareado com o EI analisadas na sessão de teste (Fig. 11 C e D). 

 Durante a sessão de condicionamento, a ANOVA revelou efeitos significativos 

para os fatores pré-tratamento [F(2,50)= 6,179; p= 0,0039] e tratamento [F(1,50)= 

11,12; p= 0,0016]. Também foi observada uma interação entre esses fatores 

[F(2,50)= 5,89; p= 0,0050] (Fig. 11A). O teste post hoc Newman Keuls indicou que a 

administração de 7NI na dose de 100 nmol foi capaz de reduzir as respostas 

defensivas induzidas pela administração de NMDA 50 pmol quando comparado com 

os grupos PBS-NMDA 50 pmol e 7NI 40 nmol-NMDA 50 pmol (Fig.11A). A análise 

dos comportamentos não defensivos demonstrou uma diferença significativa para os 

parâmetros pré-tratamentos [F(2,50)=5,93; p= 0,0049], tratamento [F(1,50)= 11,52; 

p= 0,0013], e uma interação entre estes fatores [F(2,50)= 5,86; p= 0,0052]. O teste 

post hoc revelou um aumento dos comportamentos não defensivos no grupo que 

recebeu a dose maior de 7NI em relação aos grupos PBS-NMDA 50 pmol e 7NI 40 

nmol-NMDA 50 pmol (Fig. 11B). Esses resultados demonstraram que a maior dose 

de 7NI foi capaz de diminuir as respostas defensivas induzidas pela estimulação 

química da MCPd com NMDA 50 pmol.  

Na sessão de teste foi observado um efeito do fator tratamento [F(1,50)= 4.81; 

p= 0,0329] sobre o parâmetro comportamental %TE e uma interação entre os fatores 

pré-tratamento x tratamento tanto para a %TE [F(2,50)= 5,30; p= 0,0081] quanto 

para %TA [F(2,50)= 3,53; p= 0,0366]. O teste post hoc revelou uma redução na %TE 

e um aumento na %TA nos grupos que receberam 7NI em ambas doses, 40 e 100 

nmol em relação ao grupo  PBS-NMDA 50 pmol (Fig. 11 C e D). Portanto, ambas as 
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doses de 7NI foram capazes de interferir com o processo de aquisição do CAO, 

prejudicando o aprendizado associativo aversivo deste paradigma.  

 

 

Figura 11. Acima fluxograma indicando o delineamento experimental. À esquerda, % de 
comportamentos defensivos (A) e não defensivos (B) observados durante a sessão de 
condicionamento onde foi realizada a administração de PBS ou 7NI (40 e 100 nmol)  10 min antes da 
estimulação da MCPd com PBS ou NMDA 50 pmol. À direita, expressão de comportamentos 
apresentados durante a reexposição a pista olfatória na sessão de teste, representados pela % de 
tempo escondido (C) e aproximado a fonte de odor (D). As colunas representam a média ± e.p.m.. As 
barras horizontais representam o intervalo de confiança (95%) superior e inferior da média dos dados 
obtidos durante a sessão de familiarização. ANOVA fatorial seguido pelo post hoc de Newman-Keuls. 
*p < 0.05 do grupo PBS-NMDA 50 pmol (8) comparado ao grupo PBS-PBS (10) e 7NI 40 nmol-NMDA 
50 pmol (8) em comparação a 7NI 40 nmol- PBS (9). #p < 0.05  diferença significativa entre os grupos 
PBS-NMDA 50 pmol (8), 7NI 40 nmol-NMDA 50 pmol (8) e 7NI 100 nmol-NMDA 50 pmol (13).  

 
7.2. Experimento 2: Efeitos da captura do NO na fenda sináptica sobre as 

respostas defensivas imediatas e a aquisição de uma memória aversiva  

 Para a análise dos dados deste experimento foram aplicados dois tipos de 

testes, ANOVA fatorial para sessão de condicionamento, e ANOVA para medidas 

repetidas para as sessões de familiarização e teste, já que os dados da 
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familiarização apresentaram efeitos significativos do fator pré-tratamento para os 

parâmetros %TE e %TA. 

 Para sessão de condicionamento foram observados efeitos significativos do 

pré-tratamento [F(2,45)= 4,41; p= 0,0178], tratamento [F(1,45)= 7,81; p= 0,0076] e a 

interação entre esses fatores [F(2,45)= 6,35; p= 0,0037] sobre os comportamentos 

defensivos (Fig. 12A). Os mesmos efeitos foram observados para os 

comportamentos não defensivos, sendo o pré-tratamento [F(2,45)= 4,20; p= 0,0212], 

tratamento [F(1,45)= 7,50; p= 0,0087] e interação dos fatores anteriores [F(2,45)= 

6,08; p= 0,0046] (Fig. 12B).  

O teste post hoc Newman Keuls indicou que ambas as doses de C-PTIO, 1 e 

2 nmol, reduziram os comportamentos defensivos gerados pela administração de 

NMDA 50 pmol, incrementando os parâmetros não defensivos avaliados como pode 

ser observado na Figura 12.  

A análise da sessão de teste, a qual foi realizada conjuntamente com os 

dados da familiarização mediante ANOVA de medidas repetidas, mostrou um efeito 

para o fator pré-tratamento [F(2,45)= 4,44; p= 0,017], interação entre os fatores pré-

tratamento x tratamento [F(2,45)= 5,79; p= 0,005] para %TE (Fig. 12C), e um efeito 

do pré-tratamento para %TA [F(2,45)= 5,50; p= 0,0072] (Fig. 12D). 

O teste post hoc utilizado, Newman Keuls, indicou que ambas as doses de C-

PTIO, as quais não geram um efeito per se, foram capazes de interferir com a 

aquisição do CAO, levando a uma diminuição do tempo que os animais deste grupo 

passam escondidos no compartimento fechado da caixa de odor e um incremento do 

tempo próximo a fonte de odor em comparação com o grupo que recebeu NMDA 50 

pmol-PBS (Fig. 12C e 12D). 
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Figura 12. Acima fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos 
defensivos (A) e não defensivos (B) observados durante a sessão de condicionamento onde foi 
realizada a administração de PBS ou C-TPIO (1 e 2 nmol) 10 min antes da estimulação da MCPd 
mediante a microinjeção de NMDA 50 pmol. Os dados desta sessão foram analisados mediante 
ANOVA fatorial seguido do post hoc Newman-Keuls. À direita, dados de % de tempo escondido (C) e 
tempo próximo a fonte de odor (D) observados durante as sessões de familiarização e teste 
realizadas na caixa de odor, analisados mediante ANOVA de medidas repetidas seguido do post hoc 
Newman-Keuls. As colunas representam a média ± e.p.m. *p < 0.05 do grupo PBS-NMDA 50 pmol (8) 
comparado ao grupo PBS-PBS (10). #p <0.05 diferenças significativas entre os grupos PBS-NMDA 
50 pmol (8), C-PTIO 1 nmol-NMDA 50 pmol (9) e C-PTIO 2 nmol-NMDA 50 pmol (8).  
 

7.3. Experimento 3-4: Quantificação in vivo do nível de NO produzido pela 

estimulação química da MCPd mediante a administração de NMDA 

 A quantificação do NO mediante o uso da sonda fluorescente DAF-FM 

DIACETATO permitiu obter uma medida bioquímica direta da quantidade de NO que 

estava sendo produzido no momento da sessão de condicionamento. Aqui 

correlacionamos as respostas comportamentais observadas nesta sessão, quando 

administrado PBS ou 3 doses de NMDA diferentes, 25, 50 e 200 pmol, com a 
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fluorescência emitida pela sonda e medida mediante o software ImageJ® como 

ilustrado na Figura  13.  

Os dados obtidos foram analisados mediante ANOVA e foi evidenciado um 

efeito significativo do tratamento [F(3,14)= 18,88; p= 0,00003] sobre as respostas 

defensivas observadas nesta sessão (Fig. 13.A), e a quantidade de fluorescência 

emitida [F(3,20)= 17,25; p= 0,000009] (Fig. 13.B). O teste post hoc Newman Keuls 

mostrou que os grupos que receberam NMDA 50 e 200 pmol apresentaram 

respostas defensivas mais fortes e apresentaram maior emissão de fluorescência, 

indicando maior conteúdo de NO que nos grupos que receberam PBS e NMDA 25 

pmol. 

 

 

 
Figura 13. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos 
defensivos (A) observados durante a sessão de condicionamento onde foi realizada uma microinjeção 
inicial da sonda fluorescente DAF-FM DA 5 µM 10 min antes da administração de    PBS, NMDA 25, 
50 ou 200 pmol. À direita, dados obtidos da intensidade de fluorescência das imagens obtidas a partir 
de cortes coronais da MCPd e analisados mediante o software ImageJ® (B). . Todos os dados foram 
analisados mediante ANOVA de uma via seguido do post hoc Newman-Keuls. As colunas 
representam a média ± e.p.m. *p < 0.05 comparado ao grupo PBS (3). u.a= unidade arbitraria.  
 

Uma análise minuto a minuto dos dados comportamentais obtidos a partir 

deste experimento foi realizada a fim de avaliar se a sonda fluorescente DAF-FM 

DA, a qual reage ao ligar-se irreversivelmente com o NO produzido, poderia interferir 

com as respostas comportamentais.  
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 Na Figura 14 observa-se uma comparação dos parâmetros comportamentais 

avaliados durante a sessão de condicionamento entre os grupos NMDA 50 pmol, e 

DAF-FM 5 µM -NMDA 50 pmol. ANOVA encontrou uma diferença estatisticamente 

significativa [F(1,4)= 11,46; p= 0,00043] só para o comportamento agachar-cheirar,  

não achando  diferenças significativas entre os grupos para os outros parâmetros, 

demonstrando que a sonda não interfere nas respostas de congelamento 

autolimpeza, exploração vertical e investigação.  

          

             

    

Figura 14. Análise minuto a minuto dos parâmetros comportamentais avaliados durante  a sessão de 
condicionamento após a infusão de NMDA 50 pmol, representado pela linha cinza ou DAF-FM 5 µM-
NMDA 50 pmol, representado pela linha azul.  Os pontos junto às linhas representam a média dos 
comportamentos defensivos.  *p < 0.05 do grupo DAF 5 µM-NMDA 50 pmol (3) comparado ao grupo 
NMDA 50 pmol (3). 
 

 

* 



62 

 

7.4. Experimento 5: Quantificação in vivo do NO presente na MCPd após a inibição 

da nNOS realizada antes da infusão de  NMDA 50 pmol  

 No experimento 1 foi demonstrado que a administração do inibidor da nNOS 

7NI na dose de 100 nmol foi capaz de reduzir as respostas defensivas apresentadas 

após a estimulação da MCPd com NMDA 50 pmol. Aqui apresentamos os dados 

comportamentais e a quantificação de NO produzido durante a sessão de 

condicionamento quando utilizado o 7NI. Os dados foram analisados mediante 

ANOVA de uma via, e como pode ser observado na Figura 15 foi evidenciado um 

efeito do tratamento [F(4,10)= 13,19; p= 0,00053] sobre as respostas defensivas e a 

quantidade de NO produzido após os tratamentos empregados [F(4,25)= 6,72; p= 

0,0008]. O teste post hoc Newman Keuls indicou que os grupos que receberam 

NMDA 50 pmol apresentaram respostas defensivas mais intensas e maior 

fluorescência que aqueles recebendo PBS. Além disso, como ilustrado na Figura 15, 

a administração de 7NI 100 nmol, 10 min antes da infusão de NMDA 50 pmol, foi 

capaz de reduzir as RD assim como a fluorescência até níveis ainda menores que 

aqueles observados para o grupo controle (PBS). Indicando uma inibição da 

produção basal de NO produzido diante o estimulo físico gerado pela microinjeção.      
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Figura 15. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. A esquerda, comportamentos 
defensivos (A) observados durante a sessão de condicionamento na qual foi realizada uma 
microinjeção inicial de PBS ou da sonda fluorescente DAF-FM DA 5 µM 10 min antes da 
administração de PBS, NMDA 50 pmol ou 7NI 100 nmol. O grupo que recebeu 7NI, 10 min após 
recebeu mais uma infusão de NMDA 50 pmol. À direita, dados obtidos da intensidade de 
fluorescência das imagens obtidas a partir de cortes coronais da MCPd e analisados mediante o 
software ImageJ® (B). Todos os dados foram analisados mediante ANOVA de uma via seguido do 
post hoc Newman-Keuls. As colunas representam a média ± e.p.m. *p < 0.05 comparado ao grupo 
PBS (3). u.a= unidade arbitraria. 
 

Na Figura 16 se encontram as imagens obtidas para cada um dos 

tratamentos deste experimento. Os grupos controle PBS-PBS e PBS-NMDA 50 

pmol, não demonstraram sinais de autofluorescência. Como representado 

estatisticamente, podemos observar nas fotos apresentadas aqui a diferença de 

fluorescência entre os grupos DAF-FM 5 µM-PBS, o qual apresenta uma quantidade 

de fluorescência basal devido ao próprio evento de microinjeção da substancia 

neutra, e o grupo DAF-FM 5 µM-NMDA 50 pmol, o qual incrementa 

significativamente a quantidade de fluorescência emitida.  

 No caso do grupo que recebeu o tratamento DAF 5 µM-7NI 100 nmol- NMDA 

50 pmol, observa-se uma fluorescência ainda menor que a do grupo DAF-FM 5 µM- 

PBS, indicando que o inibidor 7NI foi capaz de reduzir os quantidade de NO 

produzido até níveis menores que o basal.  
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Figura 16. Fotografias da emisão de fluorescência gerada pela reação DAF-FM --- NO na MCPd. 
Acima fotos de cada tratamento realizado neste experimento, embaixo uma ampliação do sitio de 
injeção do grupo DAF-FM 5 µM –NMDA 50 pmol. Contraste das fotos -10. 
 

7.5. Experimento 6: Curva dose-resposta para estimulação da MCPd utilizando o 

doador de NO Spermine NONOate como estímulo incondicionado 

 Os dados obtidos a partir da curva dose-resposta realizada utilizando 

Spermine NONOate como EI no dia da sessão de condicionamento, foram 

analisados mediante ANOVA de uma via seguido do teste post hoc Dunnett.  

 Mediante estas análises foram encontrados efeitos do tratamento sobre as 

respostas defensivas [F(5,45)= 14,45; p= 0,000001] (Fig. 17A) e não defensivas 

[F(5,45)= 13,19; p= 0,000001] (Fig. 17B) durante a sessão de condicionamento. O 

teste post hoc indicou que todas as doses administradas de SP foram capazes de 

induzir RD robustas em comparação com o grupo que recebeu PBS.  

  Na sessão de teste foi observado um efeito significativo do fator tratamento 

para %TE [F(5,45)= 2,43; p= 0,0493] (Fig. 17C) e %TA [F(5,45)= 4,16; p= 0,0034] 

(Fig. 17D). O teste de Dunnett determinou que unicamente o grupo que tinha 

recebido a dose menor, SP 5 nmol, durante a sessão de condicionamento, manteve-

se por mais tempo no compartimento fechado, e afastado da fonte de odor, que o 

grupo que recebeu PBS indicando a aquisição de uma memória aversiva para o odor 

utilizado como EC quando utilizada esta dose no CAO. 
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Figura 17. Curva dose-resposta Spermine NONOate. Acima o fluxograma indicando o delineamento 
experimental. À esquerda, comportamentos defensivos (A) e não defensivos (B) observados durante 
a sessão de condicionamento induzidos pela microinjeção de diferentes doses de Spermine 
NONOate, 5, 10, 20, 40 e 80 nmol na MCPd. À direita, expressão de comportamentos % tempo 
escondido (C) e tempo próximo a fonte de odor (D) apresentados durante a reexposição ao EC 
durante a sessão de teste. As colunas representam a média ± e.p.m. As barras horizontais 
representam o intervalo de confiança (95%) superior e inferior da média dos dados obtidos durante a 
sessão de familiarização. ANOVA seguido pelo post hoc. *p < 0.05 dos grupos SP 5 nmol (8), SP 10 
nmol (8), SP 20 nmol (8),  SP 40 nmol (11) e SP 80 nmol (8) comparado ao grupo PBS (8). 

A estimulação química da MCPd utilizando o doador de NO Spermine 

NONOate como EI durante a sessão de condicionamento do CAO foi um 

procedimento novo dentro do nosso laboratório pelo qual decidimos fazer uma 

caracterização das respostas comportamentais observadas após a administração da 

dose de SP 5 nmol, a qual foi capaz de promover aquisição de uma memória 

aversiva, e da dose SP 80 nmol, a qual induziu fortes respostas defensivas, porém, 

não conseguiu gerar aprendizagem neste paradigma.  

Na Figura 18 encontram-se ilustrados os parâmetros comportamentais 

avaliados durante a sessão de condicionamento, imediatamente após a 

administração de PBS, NMDA 50 pmol e Spermine NONOate nas doses 5 e 80 
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nmol. As análises realizadas minuto a minuto foram avaliadas mediante ANOVA de 

medidas repetidas seguida do teste post hoc Newman Keuls.    

Em relação aos comportamentos defensivos observamos diferenças 

significativas para % de congelamento [F(3,29)= 6,37; p= 0,0019], % de agachar-

cheirar [F(3,29)= 13,93; p= 0,000008], % de exploração vertical [F(3,29)= 3,57; p= 

0,0260] e % de investigação [F(3,29)= 12,38; p= 0,00002]. O teste post hoc indicou 

que para os parâmetros % de congelamento e % de  exploração vertical houve uma 

diferença significativa entre os grupos NMDA 50 pmol, SP 5 e 80 nmol quando 

comparados com o grupo PBS, porém não foram observadas diferenças entre eles. 

Para o comportamento % de agachar-cheirar, a diferença foi evidenciada entre o 

grupo NMDA 50 pmol e o grupo PBS só para o minuto 10. Finalmente para % de 

investigação os animais que receberam NMDA 50 pmol e a dose de SP 80 nmol se 

diferenciam do grupo PBS e SP 5 nmol, já que durante os primeiros minutos da 

sessão investem mais tempo na investigação da caixa de condicionamento até que 

nos seguintes minutos atingem uma porcentagem de tempo de congelamento 

bastante alta na qual se mantém  quase até o final da sessão, sendo este 

comportamento acompanhado pela postura de avaliação da área, agachar- cheirar. 

No entanto o grupo que recebeu a dose de SP 5 nmol apresenta um comportamento 

oscilante entre congelamento, pouco tempo agachado cheirando, e bastante tempo 

investigando a caixa.  

Na Figura 18 observa-se que a dose de SP 80 nmol induz respostas 

defensivas de uma magnitude muito semelhante às induzidas pelo NMDA 50 pmol, 

enquanto os animais que receberam a dose de 5 nmol, apresentaram 

comportamentos mais sutis. 

Os comportamentos não defensivos não mostraram um padrão de 

comportamento específico dose-dependente, porém, o comportamento do grupo que 

recebeu SP 80 nmol foi muito similar com o grupo NMDA 50 pmol. Não foram 

observadas diferenças significativas para o parâmetro % autolimpeza. 
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Figura 18. Análise minuto a minuto dos parâmetros comportamentais avaliados durante a sessão de 
condicionamento após a infusão de PBS (linha preta), NMDA 50 pmol (linha cinza), SP 5 nmol (linha 
azul) ou SP 80 nmol (linha vermelha).  Os pontos juntos às linhas representam a média dos 
comportamentos defensivos.  Todos os dados foram analisados mediante ANOVA seguida do teste 
post hoc Newman Keuls. *p < 0.05 dos grupos NMDA 50 pmol (8), SP 5 nmol (8) e SP 80 nmol (8) 
comparado ao grupo PBS (8). 
 

7.6. Experimento 7: Quantificação da liberação de NO induzida pela infusão de 

Spermine NONOate na MCPd 

 Neste experimento analisamos as RD apresentadas e a quantidade de NO 

que estava sendo produzido pela menor e a maior dose de Spermine NONOate 

utilizadas durante a sessão de condicionamento. Os dados obtidos foram analisados 

mediante ANOVA de uma via, e se observou um efeito significativo do tratamento 

[F(2,9)= 42,90; p= 0,000025] para o parâmetro comportamentos defensivos (Fig. 

19A) e a intensidade de fluorescência que estava sendo emitida [F(2,15)= 31,00; p= 

0,000005] (Fig. 19B). O teste post hoc Newman Keuls indicou que ambas as doses 
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induziram fortes RD quando comparadas com o grupo que recebeu PBS, e que por 

sua vez as doses eram diferentes entre elas em relação aos níveis de NO produzido. 

Como pode ser observado na Figura 19, a dose de SP 80 nmol produz RD e emite 

fluorescência muito mais robustas do que a dose de SP 5 nmol. 

 

 
Figura 19. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. À esquerda, comportamentos 
defensivos (A) observados durante a sessão de condicionamento induzidos pela microinjeção de PBS 
ou SP 5 ou 80 nmol após a administração da sonda fluorescente DAF-FM DA 5 µM. À direita, dados 
da intensidade de fluorescência das imagens obtidas a partir de cortes coronais da MCPd e 
analisados mediante o software ImageJ® (B). Todos os dados foram analisados mediante ANOVA de 
uma via seguido do post hoc Newman-Keuls. As colunas representam a média ± e.p.m. *p < 0.05 dos 
grupos SP 5 nmol (3) e SP 80 nmol (3) comparado ao grupo PBS (3).  
 

Grupo experimental 2: Participação do NO na expressão de respostas 

aprendidas durante o CAO  

 

7.7. Experimento 8: Efeitos da interferência dada pela inibição da nNOS e a captura 

do NO na fenda sináptica sobre a expressão de uma memória aversiva 

 

 Neste experimento foram realizadas interferências farmacológicas no dia da 

sessão de teste com o intuito de verificar se a inibição ou o sequestro de NO na 

fenda sináptica poderiam influenciar na expressão das respostas comportamentais 

frente à reexposição dos animais ao odor previamente pareado com a microinjeção 

de NMDA 50 pmol (EI) no paradigma do CAO.  
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 A análise realizada mediante ANOVA de uma via revelou um efeito do 

tratamento [F(3,27)= 8,93; p= 0,00028] sobre os comportamentos defensivos (Fig. 

20A) e [F(3,27)= 8,08; p= 0,00053] para comportamentos não defensivos (Fig. 20B), 

avaliados na sessão de condicionamento. O teste post hoc Newman Keuls mostrou 

que os grupos que receberam NMDA 50 pmol apresentaram um incremento das RD 

e uma diminuição de comportamentos não defensivos  quando comparados com o 

grupo PBS.  

 Antes da sessão de teste foram administrados 3 tratamentos diferentes, PBS, 

7NI 100 nmol e C-PTIO 2 nmol. Observou-se um efeito significativo do fator 

tratamento [F(3,27)= 6,57; p= 0,0017] sobre a expressão das respostas evocadas 

pelo odor de acetato de amila. Como pode observar-se na Fig. 20C a análise  post 

hoc (N.K) mostrou que os grupos que tinham sido condicionados mediante a infusão 

de NMDA 50 pmol, e que no dia do teste receberam PBS ou 7NI, não foram 

influenciados por estes tratamentos quando comparados com o grupo que recebeu 

C-PTIO, o qual ficou no compartimento fechado quase o mesmo tempo que o grupo 

controle PBS-PBS, demonstrando a interferência do C-PTIO durante a evocação das 

respostas aprendidas. Não foram encontradas diferenças significativas para o 

parâmetro %TA.  
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Figura 20. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. À esquerda, comportamentos 
defensivos (A) e não defensivos (B) observados durante a sessão de condicionamento no CAO 
induzidos pela microinjeção de PBS ou NMDA 50 pmol na MCPd.  À direita, expressão dos 
comportamentos de % de tempo escondido (C) e tempo próximo a fonte de odor (D) apresentados 
durante a sessão de teste. Antes da reexposição ao EC foi administrado PBS (8), 7NI 100 nmol (8) ou 
C-PTIO 2 nmol (8). As colunas representam a média ± e.p.m. As barras horizontais representam o 
intervalo de confiança (95%) superior e inferior da média dos dados obtidos durante a sessão de 
familiarização. Todos os dados foram analisados mediante ANOVA de uma via seguido do post hoc 
Newman-Keuls. *p < 0.05 comparado ao grupo PBS. 

7.8. Experimento 9: Quantificação in vivo do NO produzido durante a evocação de 

uma memória aversiva 

 Como não foi observado um efeito do inibidor 7NI sobre a expressão dos 

comportamentos evocados pela reexposição à pista olfatória no experimento 

anterior, avaliamos os níveis de NO produzidos na sessão de teste.  

A Figura 21 ilustra os dados do comportamento no CAO e a quantificação de 

NO durante esta sessão. A análise dos dados foi realizada utilizando ANOVA de 

uma via, e foi observado um efeito do tratamento [F(1,4)= 19,30; p= 0,0117] sobre os 

comportamentos defensivos avaliados na sessão de condicionamento (Fig. 21A), e 

para %TE [F(1,4)= 26,39; p= 0,0068] avaliado na sessão de teste (Fig. 21C). O teste 
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post hoc Newman Keuls revelou uma clara diferença entre o grupo que recebeu 

NMDA 50 pmol, quem mostrou um incremento das RD durante a sessão de 

condicionamento e passou mais tempo no compartimento fechado no dia do teste, 

em comparação com o grupo que recebeu PBS.  Na sessão de teste não foram 

observadas diferenças significativas para intensidade de fluorescência, o que indica 

que não houve um incremento significativo na quantidade de NO liberado quando os 

animais foram reexpostos ao estimulo olfatório (Fig. 21B). 

  

               
Figura 21. Acima o fluxograma indicando o delineamento experimental. À esquerda, comportamentos 
defensivos (A) observados durante a sessão de condicionamento no CAO induzidos pela 
microinjeção de PBS ou NMDA 50 pmol.  À direita, dados obtidos da intensidade de fluorescência 
emitida após a infusão da sonda fluorescente DAF-FM DA 5 µM antes da  sessão de teste (B). C 
representa o parâmetro tempo escondido (%TE) avaliado durante a sessão de  teste. Todos os dados 
foram analisados mediante ANOVA de uma via seguido do teste post hoc Newman-Keuls. As colunas 
representam a média ± e.p.m. *p < 0.05 do grupo NMDA (3) comparado ao grupo PBS (3).  
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8. Discussão 

 As respostas defensivas (RD) inatas são fundamentais para a sobrevivência 

dos indivíduos durante as fases iniciais da sua vida. As experiências e 

aprendizagem possuem grande relevância, pois modificam os comportamentos 

defensivos ao longo da ontogenia levando a maturação, reorganização e 

configuração das RD expressadas diante um entorno dinâmico.   

Paradigmas de condicionamento de tipo Pavloviano são muito úteis para o 

estudo dos circuitos e mecanismos neuronais envolvidos nas RD e aprendizado. 

Das estruturas envolvidas nestes circuitos a matéria cinzenta periaquedutal (MCP) 

foi considerada durante muito tempo uma interface anatômica e funcional 

responsável pela integração de informações provenientes de diferentes áreas 

encefálicas e instrução de comportamentos e respostas autonômicas associadas às 

RD (para revisão ver Benarroch, 2012). No entanto, sabe-se hoje que a MCP possui 

a capacidade de promover aprendizagem e modular processos mais complexos 

mediante a regulação fina de uma intrincada rede de neurotransmissão (Kincheski e 

col., 2012; Back e Carobrez, 2018).  

Devido a forte presença de neurônios imunoreativos (IR) para nNOS na 

porção rostro-dorsal da MCP todos os experimentos realizados durante este trabalho 

foram dirigidos para esta área. Além disso, considerando que o sistema olfatório de 

roedores, altamente desenvolvido, possui um grande número de células positivas 

para nNOS, e que as vias de sinalização do NO podem processar as informações 

resultantes de pistas olfatórias, neste estudo avaliamos o papel do oxido nítrico 

durante as respostas defensivas imediatas eliciadas pela estimulação química da 

MCPd e sua participação no processo de aquisição de um condicionamento aversivo 

olfatório (CAO).  

Sem dúvida, as respostas comportamentais imediatas, aprendizagem e os 

processos mnemônicos não são eventos unitários e como veremos ao longo desta 

discussão o NO age de diferentes formas dependendo do paradigma 

comportamental empregado, das doses e os tempos utilizados, e das fases da 

memória testadas, provavelmente devido a sua característica de neurotransmissor 

promíscuo.  
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Efeitos da inibição da nNOS sobre as respostas defensivas imediatas e aquisição de 

uma memória aversiva 

A estimulação da MCPd mediada pela administração de NMDA produz um 

incremento significativo nos níveis de NO endógeno. Com o objetivo de estudar o 

papel deste tanto nas resposas defensivas imediatas quanto na aquisição do CAO 

no primeiro experimento deste trabalho foram utilizadas duas doses do inibidor 

seletivo para nNOS,  o 7NI. Nossos resultados demonstraram que nas nossas 

condições experimentais apenas a maior dose de 7NI foi capaz de reduzir as RD 

induzidas pela microinjeção de NMDA, o que está de acordo com o observado por 

Spolidório e colaboradores (2007) quando duas doses de 7NI foram testadas no 

hipocampo dorsal antes da exposição ao LCE e o teste de Vogel. Eles relataram que 

das duas doses utilizadas, 10 e 100 nmol, só a microinjeção de 100 nmol produz 

efeitos ansiolíticos no LCE; da mesma forma para o teste de Vogel, doses de 30 e 

100 nmol foram testadas e novamente só a maior dose foi capaz de induzir um 

incremento no número de lambidas neste teste. Por outro lado, a administração de 

uma dose de 7NI 40 nmol na MCPdl em um paradigma no qual foi administrado 

sistemicamente 1.0 g/kg de álcool antes da exposição ao labirinto em cruz elevado 

(LCE) gerou um efeito ansiolítico (Morato e col., 2004). 

A efetividade dos inibidores da NOS para atenuar as RD em diferentes 

paradigmas está amplamente documentada na literatura. Inibidores não seletivos da 

NOS como L-NOARG injetado tanto sistemicamente (De Oliveira e col., 1997) 

quanto intra-MCPd (Guimaraes e col., 1994) produziram efeitos tipo- ansiolíticos no 

LCE. L-NAME reduziu a latência da esquiva inibitória no labirinto em T elevado 

quando microinjetado 5 min antes no ventrículo lateral (Calixto e col., 2008). NPLA 

foi efetivo também ao diminuir as RD apresentadas por roedores na presença de um 

predador vivo (Aguiar e Guimaraes, 2009), e por camundongos no paradigma de 

exposição ao rato (RET do inglês -Rat exposure test-)  (Carvalho-Netto e col., 2009).  

No entanto, a administração de inibidores da NOS antes da modulação 

química da  MCPdl tem gerado diversos resultados.  Aguiar e colaboradores (2006) 

observaram em experimentos realizados em ratos, que a administração do inibidor 

L-NAME (100 e 200 nmol) não conseguiu impedir as reações imediatas de fuga e 

salto induzidas pela microinjeção de NMDA (0,1 nmol) intra-MCPdl durante os 

minutos iniciais após sua administração, o que sugere que as respostas 
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comportamentais observadas a partir da estimulação exógena do receptor NMDA 

não dependem da ativação da via nitrérgica. Por outro lado, um estudo similar, 

realizado em camundongos, demonstrou que a administração de NPLA (0,4 nmol) 

antes da estimulação com NMDA (0,04 nmol), foi capaz de reduzir significativamente 

os comportamentos de salto, corrida e freezing observados durante um tempo de 5 

min (Miguel e Nunes de Souza, 2006). Além disso, NPLA também foi efetivo ao 

reduzir significativamente o comportamento de freezing induzido pela estimulação da 

MCPdl mediante a microinjeção do antagonista CB1, AM251, e do agonista TRPV1, 

Capsaicina (Uliana e col., 2016). A diferença encontrada por estes pesquisadores no 

efeito dos inibidores da NOS pode ser devido à especie de roedor utilizada, às doses 

de NMDA empregadas para a estimulação da MCPdl ou também pode ser pelo  

tempo de observação e quantificação dos caracteres observados.  

 Como destacado anteriormente o NO não apresenta o padrão de 

comportamento típico dos neurotransmissores convencionais e as respostas 

observadas dependem tanto do paradigma empregado quanto das doses e tempos 

utilizados durante a sessão experimental. Portanto, o resultado observado no nosso 

estudo, no qual apenas a maior dose de 7NI foi capaz de reduzir as RD induzidas 

pela microinjeção de NMDA na MCPd, está de acordo com o observado por outros 

pesquisadores onde a modulação das RD imediatas foram dependentes das doses 

utilizadas, dos  tempos avaliados,  e da intensidade do estímulo utilizado.   

As intervenções farmacológicas realizadas antes da exposição à sessão de 

condicionamento influenciam tanto nas RD imediatas quanto na associação do 

estímulo incondicionado com o estímulo inicialmente neutro. A grande maioria dos 

estudos encontrados na literatura avaliam apenas o papel do NO nas RD eliciadas 

pela MCPd frente a estímulos aversivos, porém, poucas pesquisas tem relatado os 

efeitos da inibição da síntese de NO sobre a aquisição de um condicionamento 

coordenado por esta estrutura.  

Quando analisada a aquisição do CAO na sessão de teste observamos que 

apesar da menor dose de 7NI não ter influenciado as RD durante a sessão de 

condionamento, ambas as doses prejudicaram o aprendizado, confirmando a 

participação do NO durante o processo de associação no CAO.  

Investigações realizadas em outras espécies de animais têm relatado efeitos 

controversos em relação à participação do NO em processos mnemônicos.  A 

inibição da NOS mediante o uso de NOArg ou L-NAME em abelhas Apis mellifera 
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antes do condicionamento olfatório não inibiu a resposta de expansão da probóscide 

(REP) durante a sessão de condicionamento, nem a aquisição quando foi utilizado 

um treinamento simples, porém, a aquisição e a memória de longo duração foram 

influenciadas pela inibição da NOS quando foi utilizado um treinamento múltiple, 

observando-se uma forte diminuição do REP 24 horas após (Müller, 1996).   

Um estudo baseado no comportamento alimentar de Aplysia testou se a 

inibição da NOS mediante a administração de L-NAME seria capaz de influenciar no 

aprendizado da tarefa. A administração de L-NAME 10 minutos antes do treinamento 

não interferiu com o comportamento alimentar per se, porém bloqueou a formação 

das memórias a curto, médio e longo prazo. (Katzoff e col., 2002). Da mesma forma, 

um estudo baseado no comportamento alimentar do molusco Hélix também 

demonstrou que a administração de L-NAME não interfere no comportamento 

espontâneo, porém prejudicou o aprendizado, já que o grupo que recebeu o 

tratamento com inibidor da NOS demorou mais tempo para encontrar o alimento em 

comparação com o grupo controle (Teyke, 1996). Assim, os dados antes citados dão 

suporte ao observado no nosso primeiro experimento, no qual a menor dose de 7NI 

apesar de não interferir nas RD imediatas na sessão de condicionamento foi capaz 

de prejudicar a aquisição do CAO da mesma forma que a maior dose. 

Além disso, Rufino e colaboradores (2019) mostraram recentemente que a 

administração de NPLA na MCPd imediatamente após a exposição de um roedor a 

um predador, prejudica a aquisição do condicionamento contextual. Reforçãndo a 

importância da manutenção de níveis ótimos de NO durante a fase de aquisição até 

entrar na fase de consolidação da memória aversiva.  

Alguns autores têm argumentado que a inibição não específica da NOS 

poderia prejudicar a aprendizagem e memória devido a um incremento na pressão 

arterial (Takahashi e col., 1985) decorrente da vasoconstrição e consequente 

diminuição do fluxo sanguíneo para o encéfalo (Paul e  Ekambaram, 2011) já que o 

NO se caracteriza por induzir o relaxamento dos vasos sanguíneos e incrementar o 

fluxo de sangue para o encéfalo (Garthwaite e Boulton, 1995). No entanto, o 

composto 7-Nitroindazole (7NI), utilizado neste trabalho, inibe a NOS por competição 

com L-arginina e tetrahidrobiopterina e apresenta uma seletividade 10 vezes maior 

pela isoforma neuronal (nNOS) (Wolff e Gribbin, 1994). Desta forma o 7NI parece 

não afetar a isoforma endotelial da NOS a qual participa da regulação do fluxo 

sanguíneo encefálico (Yildiz e col., 2007). Dando suporte a que o prejuizo observado 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21623030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ekambaram%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21623030
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na aquisição do CAO durante nosso primeiro experimento é decorrente da atividade 

da nNOS.   

Efeitos da captura do NO na fenda sináptica sobre as respostas defensivas 

imediatas e a aquisição de uma memória aversiva  

Com o objetivo de complementar a informação proporcionada pela inibição 

seletiva da nNOS, no nosso segundo experimento utilizamos um sequestrador de 

NO e de outras espécies reativas de oxigênio, C-PTIO, o qual ao agir 

extracelularmente consegue capturar tanto o NO formado no citoplasma pós-

sináptico que se difunde através da membrana para pré-sinapse, quanto o NO 

produzido por outras isoformas da NOS que poderia influenciar nos resultados 

observados nesta pesquisa.  

Duas doses de C-PTIO foram utilizadas para o segundo experimento deste 

trabalho, no qual se observou que ambas foram capazes de reduzir as RD induzidas 

pela infusão de NMDA, confirmando que a captura do NO na fenda sináptica 

interfere com as respostas imediatas como sugerido por outros trabalhos nos quais a 

administração de C-PTIO gerou efeitos de tipo ansiolítico antes da exposição ao 

LCE (File, S., 1992; Guimaraes e col., 2005; Lisboa e col., 2013). 

A diminuição das RD apresentadas pelos grupos que receberam a menor 

dose de C-PTIO durante a sessão de condicionamento se manteve no dia da 

familiarização. Uma diminuição significativa no tempo permanecido no 

compartimento fechado acompanhado pelo aumento da aproximação a fonte de 

odor, em ausência do estímulo olfatório, foi evidenciado nesta sessão tanto para o 

grupo controle quanto para o grupo que recebeu a estimulação química no dia 

anterior.   

Deve considerar-se que na MCPd, o NO interage de forma complexa com 

outros sistema de neurotransmissão como glutamato, GABA, serotoninérgico e 

endocanabinoide (De Petrocellis e col., 2004, Lisboa e col., 2013).  Como C-PTIO 

interfere na transmissão nitrérgica de uma forma geral e influencia também outros 

sistemas de neurotransmissão, os comportamentos observados na sessão de 

familiarização provavelmente foram devido a que 24 horas não foi suficiente para os 

sistemas alterados voltarem para seu equilíbrio basal. O restabelecimento do 

comportamento esperado para o grupo controle, foi observado na sessão de teste 
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no dia seguinte a familiarização, dando suporte a nossa hipótese da demora para os 

sistemas sinápticos retornarem  ao seu equilíbrio químico.  

No contexto da aprendizagem e a memória, como relatado anteriormente para 

inibidores da NOS, existe pouca informação disponível na literatura sobre a 

interferência que pode causar a captura do NO sobre a aquisição de um 

condicionamento. Na sessão de teste deste experimento foi observada uma 

diminuição na porcentagem do tempo que os grupos que receberam C-PTIO 

permaneceram no compartimento fechado, assim como um incremento do tempo 

aproximado ao estímulo olfatório, o que indica que a administração de C-PTIO 10 

min antes do condicionamento prejudicou a aquisição do CAO.  

Nossos resultados coincidem com o observado em experimentos realizados 

em Aplysia californica utilizando um paradigma de condicionamento alimentar no 

qual foram contabilizadas as tentativas por engolir um alimento enredado numa 

rede. No referido trabalho demonstraram que a captura de NO mediante 

administração de C-PTIO antes da sessão de treinamento não influenciou os 

comportamentos alimentares per se, porém, quando os animais foram reexpostos a 

esta tarefa apresentaram um prejuízo tanto na aprendizagem, quanto na memória de 

longa duração (Katzoff e col., 2002).  

Quantificação in vivo do nível de NO produzido pela estimulação química da  

MCPd mediante a administração de NMDA  

Considerando que a MCPd apresenta uma abundante quantidade de  

neurônios imunoreativos para nNOS na região rostro-dorsal, migrando caudalmente 

para ventral (Onstott, 1993); durante o desenvolvimento deste trabalho o terceiro 

experimento teve como objetivo a padronização de um  protocolo para a  

quantificação de NO in vivo mediante o uso de uma sonda inicialmente neutra, que 

ao reagir com NO emite fluorescência permitindo que as imagens biológicas obtidas 

sejam medidas em softwares digitais como ImageJ®.  

Ao ser o NO um radical livre, altamente difusível e com uma meia vida  muito 

curta, a obtenção de uma medida direta que proporcione informação espaço-

temporal adequada é um grande desafio. Kojima e colaboradores (1999) 

desenvolveram uma serie de sondas baseadas nas características das 

diaminofluoresceinas, das quais, as características de independência do pH, 
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fotoestabilidade, e maior sensibilidade, apresentadas pela sonda DAF-FM 

DIACETATO nos levaram a sua escolha para a padronização  deste protocolo.  

O estudo da cinética de ativação de DAF-FM DA na presença de NO 

utilizando o doador de NO Spermine NONOate (Namim e col., 2013) tem 

demonstrado que existe uma relação linear entre a intensidade de fluorescência (IF) 

e a concentração de NO liberado por diferentes doses do doador empregado. 

Quando a concentração de DAF-FM DA administrada é maior do que a 

concentração de NO produzida a pendente é proporcional a concentração de NO e 

independente da concentração de DAF-FM DA. No entanto, em presença de 

grandes quantidades de NO foi observada uma saturação de DAF-FM, portanto, a 

calibração da relação [DAF-FM] vs [NO] resulta de suma importância na 

padronização de um protocolo de quantificação baseado em sondas fluorescentes, 

pelo qual durante os testes realizados neste experimento duas doses de DAF-FM 

DA, 5 µM e 10 µM foram empregadas. Não observando-se diferenças significativas 

entre a fluorescência emitida por elas optamos por utilizar a menor dose testada.  

Por outro lado, Broillet e colaboradores (2001) relataram que a presença de 

cátions como Ca2+ pode produzir um incremento na fluorescência, portanto, também 

testamos um protocolo de descalcificação utilizando uma solução de EDTA 0,5 M, 

porém nas nossas condições experimentais foi observado um incremento da 

fluorescência no grupo que passou pela descalcificação, razão pela qual este passo 

do protocolo foi descartado.  

Finalmente, o protocolo descrito no experimento três nas condições utilizadas 

neste trabalho se mostrou sensível a mudanças na concentração de NO quantificado 

quando utilizadas diferentes doses de compostos estimulantes, o que foi 

evidenciado pela diferença na quantificação da IF emitida como será descrito ao 

longo desta discussão.  

Além disso, como DAF-FM DA se liga de forma irreversível ao NO outorgando 

estabilidade à fluorescência observada, pois a mesma não desaparece após a 

eliminação do NO (Namin e col., 2013), com o objetivo de verificar se esta ligação 

poderia interferir nas RD observadas devido à diminuição do NO disponível, fizemos 

uma análise minuto a minuto dos comportamentos expressados durante a sessão de 

condicionamento por um grupo estimulado com NMDA e um grupo que recebeu 

DAF-FM DA antes da estimulação com a mesma dose de NMDA. Como 

representado na Figura 14, a maioria dos parâmetros comportamentais avaliados 
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não apresentaram influência da sonda fluorescente, sobre os parâmetros 

comportamentais analisados na sessão de condicionamento, indicando que o uso 

desta sonda não interfere com os comportamentos, o que resulta uma vantagem 

deste protocolo para quantificar NO em sistemas in vivo. 

Intensidade de ativação da MCPd quando é estimulada pela infusão de 

NMDA 

A estimulação de receptores NMDA é o principal fator ativador da síntese de 

NO endógeno, então, com o intuito de correlacionar os níveis de NO produzido pelas 

diferentes doses de NMDA empregadas em trabalhos anteriores do nosso 

laboratório, com as respostas comportamentais observadas para cada caso, no 

quarto experimento deste estudo foi realizada a quantificação do NO produzido pela 

estimulação da MCPd utilizando três doses de NMDA, uma dose sub-efetiva, uma 

efetiva e uma dose alta.  

Na Figura 13B observa-se um incremento significativo da fluorescência nos 

grupos que receberam as doses mais altas de NMDA em relação ao  grupo controle 

e o grupo que recebeu a dose sub-efetiva, o que se correlaciona com as respostas 

comportamentais observadas em trabalhos anteriores realizados no nosso 

laboratório (Kincheski e col., 2012; Back e Carobrez, 2018).  Quando avaliamos o 

comportamento apresentado imediatamente após a estimulação química da MCPd e 

os níveis de NO produzidos, observamos que efetivamente o grupo que recebeu a 

menor dose de NMDA apresenta RD leves e um IF baixo, o que pode ser 

correlacionado com uma  IF similar ao grupo controle, dando suporte à falta de 

efetividade desta dose. Por outro lado, o grupo que recebeu  a maior dose de NMDA 

apresentou fortes RD durante esta sessão e uma IF que duplicou a IF do grupo 

NMDA 50 pmol, e foi 5 vezes mais intensa que os outros grupos. A dose efetiva de 

NMDA, capaz de promover RD e aprendizagem, apresenta um incremento de 2 

vezes maior na IF em comparação com o grupo controle e o grupo que recebeu a 

menor dose de NMDA. Assim, os dados obtidos neste experimento nos permitem 

fazer uma correlação direta dos comportamentos observados após a administração 

de diferentes doses de NMDA com o nível de NO produzido por esta estimulação, 

observado pela IF medida pelo método de quantificação aqui proposto, fornecendo 

desta forma suporte bioquímico aos resultados observados em pesquisas realizadas 

anteriormente neste laboratório.   
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Por outro lado, durante a padronização do CAO realizada no nosso 

laboratório, quatro doses de NMDA foram microinjetadas numa região mais caudal 

da MCPdl por Kincheski e colaboradores (2012). Eles observaram que apenas a 

dose de 100 nmol foi capaz de induzir a associação entre o estímulo aversivo e o 

odor de acetato de amila (Kincheski e col., 2012). No entanto, outros pesquisadores 

deste grupo de investigação observaram que na região rostral desta coluna da MCP, 

a dose de 50 pmol foi capaz de dar suporte a aquisição do CAO (Zanella, 2015; 

Sperandio, 2016; Webber, 2017; Back e Carobrez, 2018). A hipótese geralmente 

aceita para esta diferença regional na resposta a diferentes doses é que existe uma 

densidade de receptores para NMDA distribuída diferencialmente ao longo eixo 

rostro caudal (Albin e col., 1990). No entanto, continuando na linha de pensamento, 

que correlaciona os níveis de NO produzidos pela estimulação de receptores NMDA, 

e considerando os numerosos neurônios imunoreativos para nNOS encontrados na 

região rostro-dorsal da MCPd, é possível pensar na probabilidade destes estarem 

colaborando para potencialização da neurotransmissão glutamatérgica, pelo qual 

uma dose de NMDA 50 pmol seria capaz de gerar as mesmas respostas observadas 

na região mais caudal pela dose de 100 pmol, reforçando a idéia da modulação 

comportamental gerada em conjunto pelos sistemas glutamatérgico-nitrérgico.   

Neste contexto, e com o intuito de confirmar os dados obtidos no primeiro 

experimento deste trabalho, no quinto experimento realizamos a quantificação de 

NO após a inibição da nNOS. Aqui observamos que novamente os dados 

comportamentais avaliados durante a sessão de condicionamento foram diretamente 

proporcionais a IF observada. Note-se que os grupos que não receberam a infusão 

de DAF-FM DA não apresentaram autofluorescencia per se. Por outro lado, o grupo 

controle expressou um IF característico da expressão basal de NO diante o estímulo 

físico da microinjeção e o grupo NMDA manifestou altos níveis de NO evidenciados 

pela elevada IF. Já o grupo que recebeu a infusão do inibidor 10 min após a 

microinjeção de DAF-FM DA e 10 min antes da estimulação com NMDA, apresentou 

uma IF ainda menor que a observada para o grupo controle, o que indica que a 

inibição da nNOS foi capaz de reduzir  a produção basal de NO da MCPd neste 

experimento, dando suporte aos resultados observados no primeiro experimento 

deste trabalho, no qual a maior dose de 7NI foi capaz de reduzir as RD induzidas 

pela microinjeção de NMDA até níveis menores que o grupo controle e prejudicar a 

aquisição do CAO.  
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Estimulação química da MCPd mediante a administração do doador de NO 

Spermine NONOate  

No sexto experimento deste trabalho testamos se a estimulação química da 

MCPd mediante a infusão do doador de NO Spermine NONOate (SP) seria capaz de 

promover aprendizagem no CAO quando utilizada como EI.  

A curva dose-resposta demonstra um incremento das RD diretamente 

proporcional ao incremento das doses de Spermine NONOate (SP) utilizadas. No 

entanto, as respostas comportamentais condicionadas observadas no dia do teste 

foram inversamente proporcionais às doses de SP administradas.  Quanto maior a 

dose de SP administrada maior foi a intensidade das RD durante a sessão de 

condicionamento e menor a resposta condicionada no dia do teste.  

Nossos dados estão de acordo com a literatura que mostra que a 

microinjeção intra-MCPdl de doadores de NO como NOC-9 (Braga e col., 2009), 

SIN-1 e DEA/NO provocam respostas defensivas como fuga e salto acompanhadas 

por um incremento da expressão de c-FOS nesta estrutura (De Oliveira e col., 

2000a). Como estas respostas foram atenuadas pela administração de antagonistas 

dos receptores ionotrópicos glutamatérgicos, AP7 e NBQX (Moreira e col., 2004), se 

sugere que as RD observadas após a infusão de doadores de NO estaria mediada 

pela liberação de glutamato facilitada pelo incremento nas concentrações de NO.  

Em relação à aprendizagem, no dia da sessão de teste das cinco doses de 

SP que foram utilizadas neste experimento, apenas a menor dose de SP foi capaz 

de induzir a aquisição da memória olfatória aversiva na MCPd. Neste contexto, a 

partir do momento em que Kincheski e colaboradores (2012) demonstraram que a 

estimulação química da MCPdl foi capaz de dar suporte ao processo de aquisição 

do CAO, a investigação sobre a modulação neuroquímica deste evento vem sendo 

intensamente estudada no nosso laboratório. Assim, intervenções farmacológicas a 

fim de avaliar se outros sistemas de neurotransmissão poderiam induzir aquisição do 

CAO tem sido realizadas.   

Back e Carobrez (2018) observaram que a modulação de outras vias 

bioquímicas foram capazes de promover aprendizado. Tanto a combinação de 

doses sub-efetivas de NMDA com o agonista inverso dos receptores CB1 quanto a 

ativação dos receptores TRPV1 mediante a administração de Capsaicina, foram 

capazes de promover a aquisição do CAO. Além disso, as interferências conjuntas 
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realizadas através do agonismo inverso de CB1 e a ativação do receptor TRPV1 no 

dia do condicionamento foram capazes de produzir RD e induzir a aquisição do 

CAO. Os agonistas CB1 reduzem a liberação de glutamato pré-sináptico mediante 

um mecanismo de sinalização retrógrada negativa reduzindo as RD (Castillo e col., 

2012; Mechoulam e col., 2014, Back e Carobrez, 2018), enquanto os agonistas 

inversos geram o efeito contrário (Fogaça e col., 2012; Moreira e col., 2012, Back e 

Carobrez, 2018).  De esta forma foi sugerido o papel do sistema eCB como 

regulador da liberação de glutamato pré-sináptico para os efeitos observados. No 

entanto, o bloqueio dos receptores NMDA não interferiu nas respostas 

incondicionadas nem condicionadas geradas pela ativação do receptor TRPV1, 

indicando que este sistema operou de forma independente destes receptores (Back 

e Carobrez, 2018). 

Por outro lado, Bortoloci e Carobrez (2019) testaram a efetividade da 

estimulação de receptores AMPA como EI no paradigma do CAO. Apesar da 

estimulação destes receptores mediante a infusão de diferentes doses de ácido 

quisquálico gerar robustas RD durante a sessão de condicionamento, não foram 

observadas respostas condicionadas que indiquem a associação entre o EI e o odor 

de acetato de amila. No entanto, o bloqueio dos receptores NMDA antes da 

administração de ácido quisquálico conseguiu induzir a aquisição do CAO mesmo 

sem interferir nas RD apresentadas na sessão de condicionamento, o que indica a 

participação dos NMDAR durante o processo de aprendizagem.  

As evidências até aqui apresentadas indicam que a participação da MCPd em 

processos de aprendizagem e memórias aversivas depende da manutenção de um 

ótimo equilíbrio na neurotransmissão global desta estrutura orquestrado 

principalmente pelo sistema glutamatérgico. Então, quais são as possíveis vias 

bioquímicas mediante as quais a administração de um doador de NO na MCPd foi 

capaz de promover aquisição do CAO?   

Os doadores de NO medeiam processos relacionados com a via nitrérgica 

imitando a função fisiológica do NO endógeno. Características de reatividade 

química e cinética do composto particular, as vias bioquímicas que utiliza para 

produzir o NO, a quantidade e o tempo de liberação de NO são parâmetros que 

precisam ser analisados para cada procedimento experimental particular (Feelisch, 

1998).  
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Alguns doadores precisam de reações enzimáticas e outros não, alguns 

dependem de processos de redução, oxidação e outros precisam de grupos tiol para 

produzir NO. Oxigênio, luz, temperatura e pH são condições que podem alterar os 

efeitos destes compostos, não só nas condições experimentais mas também durante 

a preparação das soluções e armazenamento de estoque (Feelisch, 1998) e 

portanto devem ser controlados já que muitas vezes influenciam nos resultados 

observados gerando discordâncias entre diferentes trabalhos.  

Spermine NONOate libera 1,7 ± 0,1 moles de NO a partir de cada NONOate 

dissociado, a meia vida dele  é de 39 minutos a temperatura (37°C) e pH fisiológicos 

(7,4), e devido a sua reação de primeira ordem apresenta uma taxa de 

decomposição constante de 0.019 (0.002 min-1) (Ramamurthi e Lewis, 1997), o que 

leva a uma cinética de liberação de NO sustentável que começa nos primeiros 

minutos após a administração do doador, produzindo-se um incremento de NO 

gradual até atingir o pico máximo de concentração aos 8-10 min aproximadamente 

(Namim e col., 2013). Portanto, as características deste agente fazem com que seja 

apropriado para ser utilizado nas nossas condições experimentais, nas quais o 

animal permanece exposto 10 minutos ao estimulo olfatório durante a sessão de 

condicionamento. A liberação gradual e sustentável acompanhada por um platô 

após atingir a concentração máxima permite que o NO exerça seus efeitos ao longo 

da sessão experimental e inclusive após a retirada do animal da caixa de 

condicionamento acompanhando assim todo o processo de associação necessário 

para aquisição do CAO.  

O NO é uma molécula de grande relevância para manutenção da homeostase 

sináptica já que exerce um papel dual sobre a regulação da transmissão 

glutamatérgica. A estimulação adequada da MCPd mediante a infusão de doses 

mais baixas de NMDA e SP, ativa um mecanismo pré-sináptico de retroalimentação 

positiva induzido pelo NO agindo como mensageiro retrógrado. O NO gerado na 

pós-sinapse após a ativação dos NMDAR, se difunde através da membrana 

plasmática e ativa a GCs na pré-sinapse facilitando a liberação de glutamato 

necessária para os processos de plasticidade sináptica (Garthwaite, 2008). Além 

disso, a GCs ativa outras vias mediadas pela PKG, PKA (Müller, 2000) e a ADP-

ribosilação (Schuman e col., 1994) que também participam de processos de 

aprendizagem e memória.  
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Assim, provavelmente a menor dose de SP utilizada neste trabalho foi capaz 

de dar suporte à aquisição do CAO devido a uma liberação de NO gradual e 

equilibrada que colaborou para a liberação de glutamato sustentável  necessária 

para ativação de NMDAR e AMPAR  e manutenção dos processos de plasticidade 

sináptica como LTP e LTD.  

Por outro lado, o NO pode agir  como regulador dos receptores NMDA e 

AMPA através de um mecanismo de retroalimentação negativa. A S-nitrosilação dos 

resíduos de cisteina C744, C789 na subunidade NR1 do NMDAR, ou nos resíduos 

de cisteina C87, C322 ou C399 na extremidade N extracelular da subunidade NR2A, 

inibe a atividade deste receptor na pós-sinapse (Choi e col., 2001). Além disso, na 

pré-sinapse, a S-nitrosilação da serina racemase, uma enzima que transforma L-

serina em D-serina (co-agonista do receptor NMDA) diminui a disponibilidade de D-

serina modulando assim indiretamente a transmissão glutamatérgica (Mustafa e col., 

2007; Wang e col., 2012). Desta forma, a inibição da transmissão sináptica parece 

prevenir a estimulação excessiva dos NMDAR pós-sinápticos evitando assim 

possíveis lesões teciduais, excitotoxicidade e morte neuronal (Lipton e Rosenberg, 

1994), o que por sua vez prejudica os processos de aprendizagem.  

Além disso, proteínas que controlam o tráfego, expressão e funcionalidade 

dos receptores AMPA, como o fator sensível a N-etilmaleimida (NSF) e stagarzin, 

também podem ser reguladas pelo NO mediante o mecanismo de  S-nitrosilação 

(Wang e col., 2012).  NSF por exemplo, participa da estabilização e reciclagem dos 

AMPAR na membrana pós-sináptica mediante sua ligação com a subunidade GluR2 

(Braithwaite e col., 2002) regulando assim o tráfego de receptores AMPA, processo 

necessário para o sucesso da LTP e sua manutenção (Yao e col., 2008). A S-

nitrosilação deste fator induzida pela presença de NO, incrementa a associação 

entre NSF-GluR2 levando a uma maior expressão de AMPAR contendo esta 

subunidade na superfície neuronal (Huang e col., 2005), interferindo desta forma 

com o processo de plasticidade sináptica.   

Este mecanismo de retroalimentação negativa poderia explicar os resultados 

comportamentais observados após a estimulação da MCPd com altas doses de 

NMDA (Kincheski e col., 2012; Back e Carobrez, 2018) ou SP neste trabalho. A 

administração de altas doses de NMDA e SP na MCPd induzem fortes respostas 

defensivas durante a sessão de condicionamento, porém não são capazes de 

promover a aquisição do CAO. Back e Carobrez (2018) sugeriram que este prejuízo 
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na associação entre o EI+EN poderia dever-se a desensibilização dos receptores 

AMPA.  

Assim, podemos reforçar esta hipótese a partir das informações 

proporcionadas pela literatura, sugerindo que possivelmente, a incapacidade de 

altas doses para gerar aprendizado sob nossas condições experimentais  seja 

produto da inibição da transmissão glutamatérgica induzida pelo NO perante uma 

ativação excessiva dos receptores NMDA denotando desta forma um efeito 

neuroprotetor exercido pelo NO no SNC com o custo de prejudicar o processo de 

aprendizado (Lipton e Rosenberg, 1994).  

Quantificação da liberação de NO induzida pela infusão de Spermine 

NONOate na MCPd 

A quantificação do NO liberado mediante o uso da sonda DAF-FM DA 

demonstrou que a maior dose de SP utilizada neste trabalho duplicou o nível de NO 

liberado em comparação com a menor dose. Mediante a comparação direta entre os 

comportamentos observados e o nível de NO produzido pelas diferentes doses de 

NMDA e as doses de SP utilizadas neste trabalho durante a sessão de 

condicionamento observamos que tanto a maior dose de SP  quanto a maior dose 

de NMDA aqui empregadas, além de gerar RD semelhantes, não foram capazes de 

induzir aprendizado neste paradigma. Quando comparado o nível de NO produzido 

por elas observou-se que a maior dose de SP produziu um terço mais de NO que a 

dose de NMDA, portanto, estes resultados dão suporte à idéia de que a ativação de 

um mecanismo de retroalimentação negativo induzido pela elevada presença de NO 

tenha bloqueado o funcionamento normal da neurotransmissão glutamatérgica 

necessária para indução dos processos de plasticidade sináptica subjacentes ao 

apredizado aversivo, prejudicando-o.  

Ao comparar os resultados obtidos a partir da administração das doses 

efetivas de SP e NMDA observamos que apesar de SP induzir RD imediatas mais 

leves que NMDA na sessão de condicionamento, no dia do teste foi evidenciada a 

associação com a pista olfatória pareada. No entanto, a quantificação do NO revelou 

uma maior concentração de NO liberada pelo doador em comparação com o NO 

produzido a partir da estimulação com NMDA.  

O fato de ser observada uma resposta mais robusta por parte do NMDA, 

apesar de liberar menos NO que SP, confirma que outros sistemas de 
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neurotransmissão estão envolvidos na modulação da MCPd mediando a 

estimulação do sistema glutamatérgico.  

Participação do NO na expressão de respostas aprendidas durante o CAO  

O processo de aprendizagem e formação de memórias encontram-se 

intimamente relacionados, porém, não constituem um processo unitário per se 

(Machado e col., 2008; Susswein e col., 2004). Assim, o experimento 8 deste 

trabalho foi realizado com o intuito de testar a participação do NO na evocação das 

respostas condicionadas durante a sessão de condicionamento. No dia do teste, 

foram administrados PBS, 7 NI ou C-PTIO, 10 minutos antes da exposição dos 

grupos à caixa de odor contendo a pista olfatória associada à estimulação da MCPd 

com NMDA no dia do condicionamento. Neste experimento o inibidor não foi capaz 

de bloquear a expressão das respostas condicionadas. Nossos resultados 

concordam com dados observados em experimentos realizados com outras 

espécies de animais. As ovelhas, logo após o nascimento dos cordeiros, associam o 

odor dos filhotes com o parto e se forma uma memória olfatória de reconhecimento 

seletiva. A administração de um antagonista glutamatérgico Ȗ-D-glutamilglicina 

(DGG), do inibidor da NOS L-NARG ou da GCs, ODQ, antes do parto prejudica a 

formação da memória olfatória específica. No entanto, quando o bloqueio da NOS e 

a GCs se produz após a formação da memória, o reconhecimento especifico não se 

vê afetado, demonstrando que a expressão desta memória olfatória seletiva não 

depende da síntese de NO (Kendrick e col., 1997). Da mesma forma, a inibição da 

NOS em abelhas Apis mellifera antes do condicionamento olfatório prejudica a 

aquisição influenciando a resposta de expansão da probóscide (REP), no entanto, 

quando inibidores da NOS foram administrados antes da sessão de teste deste 

experimento a fim de avaliar a evoção da memória, a REP não foi influenciada, 

reforçando a importancia do NO para aquisição do condicionamiento mas não para 

expressão das respostas (Müller, 1996). 

Por outro lado, observa-se na Figura 20 que só o grupo que recebeu o 

seqüestrador extracelular C-PTIO apresentou uma interferência na expressão das 

respostas evocadas pela memória aversiva adquirida durante o CAO.  Nossos 

resultados concordam parcialmente com o observado por Aguiar e colaboradores 

(2014) que administraram AP7 (antagonista de receptores NMDA), NPLA, C-PTIO e 

ODQ na MCPdl de roedores antes da exposição a um contexto previamente 
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condicionado com descargas elétricas. Neste trabalho eles observaram que tanto o 

bloqueio do receptor NMDA quanto a interferência em cada ponto crítico da via 

nitrérgica foram capazes de reduzir a expressão de freezing na sessão de teste.  

O objetivo de infundir C-PTIO antes da sessão de teste foi sequestrar todo o 

NO que estava sendo produzido pelas diferentes NOS, já que a  ativação de 

receptores NMDA pós-sinápticos leva a síntese de NO que colabora tanto da 

modulação funcional de terminais pré-sinápticos quanto em células gliais vizinhas 

(Garthwaite e col., 1988).  

Neste contexto, os astrócitos, as principais células gliais do SNC, expressam 

as três isoformas de NOS (Gibson e col., 2005), e são os responsáveis pela 

liberação de NO a partir da iNOS.  Na medula ventral de roedores foi observado que 

20% do RNAm de NOS correspondia a iNOS (Chang e col., 2003), no córtex o 10% 

da atividade total da NOS era devida a iNOS (Buskila e col., 2005, 2010). Dentro da 

MCPd as três isoformas organizam-se para orquestrar a regulação dos níveis de 

síntese de NO durante eventos de estresse, dor, cardiovasculares, 

hipersensibilidade e nocicepção, entre outros (Lee e col., 2009; Payne e col., 2010; 

Chaitoff e col., 2012).  

O estresse de restrição induz o incremento da atividade da nNOS (De Oliveira 

e col., 2000) e  iNOS em áreas límbicas  (Madrigal e col., 2001, 2003). Da mesma 

forma, o paradigma de sensibilização dependente do tempo (SDT) gerou um 

incremento na atividade das NOS no hipocampo de roedores, promovido 

principalmente pela isoforma iNOS, o qual demonstrou ser estável ao longo de 3 

semanas de experimento (Harvey e col., 2003). O tratamento crônico com o inibidor 

7NI não foi capaz de reduzir os níveis de NOS detectados após o SDT. No entanto, 

o tratamento com um inibidor seletivo para iNOS, aminoguanidina, conseguiu 

bloquear este incremento de NO, confirmando o papel predominante desta isoforma 

na liberação de NO. 

A administração de inibidores da nNOS, iNOS,  e C-PTIO intra-MCPdl durante 

um protocolo de retirada de álcool demonstrou que o NO  participa dos 

comportamentos de tipo ansioso observados neste paradigma. Apesar de ambos 

inibidores ter diminuído as respostas de tipo ansiosa, o inibidor TRIM, seletivo para 

nNOS foi menos efetivo que o inibidor específico para iNOS,  N-([3-

(aminometil)fenil]metil) dihidrocloruro de etanimidamida (1400W), o que sugere que 

iNOS seria a fonte principal de síntese de NO (Bonassoli e col., 2013). O uso de um 
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inibidor não específico, L-NAME, diminuiu a expressão das respostas condicionadas 

gerando o mesmo perfil comportamental que quando utilizado 1400W, o que 

confirma a forte contribuição de outras isoformas, além da nNOS (Bonassoli e col., 

2013). 

Além disso, em camundongos knock-out para o gene iNOS foi observado um 

incremento na atividade das NOS constitutivas na amígdala e no córtex, o que 

sugere que além de uma contribuição das diferentes isoformas para modulação 

comportamental, existe um mecanismo compensatório para produção de NO ante o 

déficit de alguma delas (Buskila et al., 2007; Gilhotra and Dhingra, 2009).   

Considerando a informação apresentada até agora, provavelmente os 

resultados observados neste experimento sejam devido a que o inibidor específico 

da nNOS utilizado aqui não teve a capacidade de bloquear a expressão da memória 

aversiva adquirida por existir uma contribuição de NO proporcionado pela ativação 

das outras NOS circundantes. No entanto, C-PTIO, ao interferir com todo o NO 

circundante conseguiu bloquear a evocação da memória adquirida.  

Com o objetivo de desvendar esta hipótese, realizamos a quantificação de NO 

produzido na MCPd durante a sessão de teste mediante o uso da sonda DAF-FM 

DA. Como ilustrado na Figura  21, no dia do teste não foi observada uma diferença 

significativa entre a IF gerada pelo grupo controle e o grupo que foi condicionado 

com NMDA na sessão de condicionamento. Este resultado indica que a reexposição 

à pista olfatória nesta sessão não foi capaz de induzir um incremento robusto nos 

níveis de NO produzidos na MCPd.  

No entanto, devemos considerar que para a quantificação de IF o n utilizado é 

muito menor aquele utilizado nos experimentos comportamentais o que poderia 

estar mascarando um resultado significativo e portanto estudos mais específicos 

deveram ser realizados para tentar compreender porque a administração de C-PTIO 

consegue interferir com esta expressão.   

O NO e sua participação na modulação da MCPd: possíveis vias para sua 

contribuição à aquisição do CAO 

O envolvimento do sistema glutamatérgico nos comportamentos observados 

em paradigmas de condicionamento aversivo é uma área da neurofarmacologia de 

intensa investigação. No nosso laboratório, a estimulação química da MCPd por 

NMDA vem sendo utilizada rotineiramente com o intuito de melhor compreender 
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como diversos sistemas de neurotransmissores desta região interagem para 

promover RD e a aquisição do CAO.  

Considerando que a produção de óxido nítrico é principalmente 

desencadeada pela ativação de receptores NMDA, e que, pelas suas características 

de difusão o NO pode agir tanto no sítio de sua síntese (pós-sinapse) quanto em 

células vizinhas, como outros neurônios, células da glia ou na pré-sinapse como 

mensageiro retrógrado, onde pode modular a liberação de outros 

neurotransmissores, esforços para compreender como a via nitrérgica participa 

desta complexa rede de comunicação foram realizados mediante a interpretação dos 

resultados obtidos neste trabalho e a informação disponível na literatura. 

A estimulação do receptor NMDA gera um influxo de Ca2+ intracelular, o qual 

ao interagir com a proteina Calmodulina leva a ativação tanto da NOS (enzima 

encarregada de sintetizar NO) quanto da quinase dependente de CaM II, CamKII, a 

qual sabe-se que incrementa a função do receptor AMPA através de fosforilação, a 

inserção de receptores AMPA na membrana sináptica e a formação de espinhas 

dendríticas (Robison, 2014), eventos importantes para o aprendizado e formação de 

memórias. Em relação à via nitrérgica, CamKII é capaz de regular a síntese de NO, 

ao fosforilar o resíduo de serina S487 da nNOS (Rameau e col, 2004) o que deixa a 

nNOS em um estado “inativo”.  

Além disso, a ativação do NMDAR leva a fosforilação de outro resíduo de 

serina na nNOS, o S1412, a qual é mediada pela enzima AkT, regulada pela quinase 

PI3, levando a nNOS a um estado “ativo”. Organismos apresentando S1412 

fosforilado mostraram um incremento da expressão na superficie da membrana de 

subunidades GluR2 de receptores AMPA, este incremento provavelmente se deve a 

S-nitrosilação da NSF que recruta estas subunidades para a superficie neuronal 

(Rameau e col., 2007).   

Por outro lado, o NO ativa a via GCs-GMPc que leva a ativação da proteína 

quinase C (PKC), uma proteína que participa da fosforilação  da MAPK (proteína 

mitógena ativada por quinase) a qual resulta crítica para a plasticidade e formação 

de memórias (Willard e col., 2013).  

Outra forma pela qual o NO pode agir è mediante a difusão para a pré-

sinápse onde ativa a enzima GCs a qual desencadea mecanismos de segundos 

mensageiros que levam a facilitação da liberação de glutamato para fenda sináptica 

gerando um ciclo de retroalimentação positiva.  
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A ativação da GCs mediada pelo NO na pós-sinapse, também leva a ativação 

da quinase dependente de GMPc II, cGKII, a qual é capaz de fosforilar a S845 da 

subunidade GluR1 o que leva a um incremento da expressão desta subunidade na 

membrana plasmática, participando também desta forma com o trafego AMPA 

(Serulle e col., 2008).  

Por tanto, com base nas informaçãoes apresentadas observamos algumas 

das vias pelas quais o NO participa da modulação do tráfego de receptores AMPA e 

outros processos associados a eventos de plasticidade sinaptica necessarios para 

aquisição do CAO.  

Além disso, dados da literatura têm demonstrado que a modulação da 

atividade da nNOS por parte de AkT e CamKII mantem o equilibrio de sintese de 

NO. Enquanto a ativação adequada de nNOS influencia na funcionalidade, tráfego e 

inserção de receptores AMPA na membrana sináptica, eventos necessários para o 

sucesso dos processos de plasticidade sináptica envolvidos no aprendizado, uma 

estimulação excessiva dos receptores NMDA pode levar a fosforilação de resíduos 

S1412 mas não de S847 produzindo-se um desbalanço no equilibrio de sintese do 

NO e do sistema glutamatérgico levando a célula a um estado de excitoxicidade e 

morte celular (Rameau e col., 2007). Nestos casos a S-nitrosilação de grupos tiol de 

residuos cisteina induzida por NO, iniben a atividade do receptor NMDA evitando 

assim o possivel dano tisular, o que poderia explicar porque altas doses de NMDA e 

SP apesar de gerar fortes RD não são capazes de induzir aquisição do CAO.  

Considerando a íntima relação do NO com o sistema de neurotramissão 

glutamatérgico, e as informações apresentadas até aqui, podemos dizer que apesar 

do NO ser um radical livre de meia vida muito curta, é um fator importante para 

modulação da MCPd já que participa de complexos eventos colaborando para a 

manutenção da homeostase e ótimos níveis de ativação necessários para a 

aquisição do CAO como encontra-se resumido na Figura 22.  
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Figura 22. Esquema representativo da interação entre o sistema glutamatérgico e o nitrérgico na 
modulação da MCPd durante a aquisição do CAO. A ativação de receptores NMDA leva ao influxo de 
Ca2+ e ativação da nNOS, CamKII e Akt. O NO sintetizado por sua vez leva a ativação de PKC e 
cGKII via GMPc. A difussão do NO para a pré-sinapse ativa a GCs que por sua vez facilita a liberação 
de glutamato pré-sinaptico gerando um feedback positivo. O NO influencia no tráfego de receptores 
AMPA e regula a ativação dos receptores NMDA mediante o processo de S-nitrosilação de resíduos 
cisteina. Adaptado de Back  (2016).  
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9. Conclusão 

 

Os resultados encontrados neste trabalho contribuem para o entendimento 

das interações dos sistemas de neurotransmissão envolvidos no processamento de 

informações aversivas na MCPd. O uso de ferramentas farmacológicas combinadas 

com o uso de uma sonda fluorescente nos permitiu estudar as respostas 

comportamentais e obter medidas bioquímicas diretas dos níveis de NO produzidos 

pela estimulação química desta estrutura o que nos forneceu evidencias para 

formular as seguintes conclusões:  

1. A intensidade das respostas defensivas imediatas eliciadas pela 

estimulação química da MCPd é diretamente proporcional as concentrações de NO 

obtidas pela administração de diferentes doses de  NMDA e Spermine NONOate.   

2. Dependendo da intensidade do estímulo, a quantidade de NO liberado 

pode levar a duas situações fisiológicas, fortes estímulos levam a robustas respostas 

defensivas que prejudicam a aquisição do CAO devido provavelmente a ativação de 

um mecanismo neuroprotetor por parte da sinalização nitrérgica, enquanto estímulos 

de menor intensidade levam a uma ativação adequada que mediante a 

retroalimentação positiva do sistema glutamatérgico são capazes de induzir a 

aprendizagem aversiva.  

3. O processo de aprendizagem coordenado pela MCPd precisa de um 

equilíbrio neuroquímico entre os multiples sistemas de neurotransmissão envolvidos 

neste evento, o desequilíbrio do mesmo leva a um prejuízo na aquisição de 

memórias aversivas.  

Neste contexto, os dados obtidos neste trabalho são parcialmente 

compatíveis com a nossa hipótese inicial de que “o NO modula as estratégias 

comportamentais de defesa imediata coordenadas pela matéria cinzenta 

periaquedutal dorsal (MCPd); no entanto a aprendizagem mediada por ela durante a 

aquisição de um condicionamento aversivo olfatório (CAO) ocorre de forma 

independente do sistema nitrérgico”, já que foi observada a participação do NO tanto 

nas RD imediatas quanto no processo de aquisição do condicionamento aversivo.  
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