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RESUMO 

 

Experiências traumáticas podem estabelecer memórias emocionais que resultam em mudanças 

comportamentais adaptativas cujo objetivo maior é reduzir a incerteza e se preparar para 

novos desafios futuros de natureza semelhante. Esse comportamento defensivo pode ser 

melhor compreendido utilizando o condicionamento aversivo clássico, fundamentado no 

pareamento de um estímulo emocionalmente neutro com um estímulo incondicionado 

aversivo (EI). Quando esta associação é efetivada, um estímulo inicialmente neutro se 

transforma em um estímulo condicionado (EC), capaz de desencadear a expressão das 

respostas defensivas. Em roedores, o olfato é o sentido mais aguçado sendo capaz de gerar 

respostas comportamentais com maior intensidade, adicionalmente a estimulação química da 

matéria cinzenta periaquedutal (PAG) foi apontada como um estímulo eficaz incondicionado 

para o condicionamento aversivo clássico. Entretanto, estudos para compreensão da 

neurobiologia das respostas defensivas são majoritariamente feitas com animais machos, 

sendo que, em humanos, a incidência de transtornos associados às memórias aversivas é 

maior em mulheres e sabe-se que as fêmeas possuem influências fisiológicas que podem 

implicar em um padrão comportamental diferente dos machos. Dessa forma, o presente 

trabalho usou o paradigma de condicionamento aversivo olfatório com estimulação química 

da PAG e do tratamento de midazolam a fim de compreender a aquisição e expressão de 

respostas defensivas de ratas. Os resultados mostraram que na curva dose-resposta de NMDA 

as fêmeas apresentam curvas distintas de machos submetidos previamente a mesmo 

protocolo, sendo a dose de maior efeito nas fêmeas a de 25 pmol enquanto que nos machos o 

aumento de respostas defensivas foi obtido a partir da dose de 50 pmol. As ratas apresentaram 

baixas porcentagens de congelamento de maneira geral, e não apresentaram diferenças entre 

as doses no dia da exposição ao odor. Ao contrário dos ratos, as ratas não expressaram 

comportamentos defensivos que revelassem o aprendizado da memória associativa. O 

tratamento com o midazolam nas ratas gerou sedação e, não alterou a resposta 

comportamental no dia do teste de exposição ao odor. Desta maneira, os resultados sugerem a 

existência de dimorfismos sexuais na função e modulação da PAG na expressão de respostas 

defensivas e formação da memória associativa.  

 

Palavras-chave: Congelamento. Midazolam. NMDA. Comportamento defensivo. 

Dimorfismo Sexual 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Traumatic experiences can establish emotional memories that result in adaptive behavioral 

changes whose main objective is to reduce uncertainty and prepare for new challenges of a 

similar nature in the future. This defensive behavior can be better understood using classic 

aversive conditioning, based on the pairing of an emotionally neutral stimulus with an 

aversive unconditioned stimulus (US). When this association is made, an initially neutral 

stimulus becomes a conditioned stimulus (CS), capable of triggering the expression of 

defensive responses. In rodents, the sense of smell is the keenest sense, being able to generate 

more intense behavioral responses, in addition, the chemical stimulation of the periaqueductal 

gray matter (PAG) was pointed out as an effective unconditioned stimulus for classical 

aversive conditioning. However, studies to understand the neurobiology of defensive 

responses are mostly done with male animals, and in humans, the incidence of disorders 

associated with aversive memories is higher in women and it is known that females have 

physiological influences that may imply a behavioral pattern different from males. Thus, the 

present work used the olfactory aversive conditioning paradigm with chemical stimulation of 

the PAG and midazolam treatment in order to understand the acquisition and expression of 

defensive responses in female rats. The results showed that in the NMDA dose-response 

curve, females have distinct curves compared to males submitted to the same protocol, with 

the dose having the greatest effect in females being 25 pmol while in males the increase in 

defensive responses was obtained from the dose of 50 pmol. The rats showed low percentages 

of freezing in general, and showed no differences between doses on the day of exposure to 

odor. Unlike male rats, female rats did not express defensive behaviors that would reveal the 

learning of associative memory. Treatment with midazolam in female rats generated sedation 

and did not alter the behavioral response on the day of the odor exposure test. Thus, the 

results suggest the existence of sexual dimorphisms in the function and modulation of the 

PAG in the expression of defensive responses and formation of associative memory. 

 

Keywords: Freezing. Midazolam. NMDA. Defensive behavior. Sexual Dimorphism. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 DIFERENÇAS SEXUAIS  

 

A expressão “Os homens são de Marte, as mulheres são de Vênus” surgiu em 1992 

com a publicação do livro homônimo escrito por John Gray (2018). Tal livro discutia as 

diferenças de comportamento entre homens e mulheres dentro de seus relacionamentos 

afetivos (GRAY, 2018), porém sabe-se hoje que as diferenças sexuais, além de não serem 

uma característica exclusivamente humana, abrangem uma variedade de áreas, como 

fisiologia, anatomia e genética que culminam na diferença de comportamento entre machos e 

fêmeas (ARCHER, 1975).  Parte das diferenças sexuais resultam da disparidade inerente dos 

genes codificados pelos cromossomos sexuais (X e Y) (GOODFELLOW & LOVELL-

BADGE, 1993), sendo que existe influência disso na expressão de genes específicos para o 

desenvolvimento cerebral, determinando funções e habilidades cerebrais específicas para cada 

sexo (MCCARTHY & ARNOLD, 2011). Portanto, não seria surpresa machos e fêmeas 

apresentarem perfis comportamentais diferentes e com características próprias frente a uma 

variedade de situações. 

Nesse sentido, Archer publicou em 1975 um artigo de revisão apontando tais 

diferenças comportamentais. No artigo foi mostrado que machos e fêmeas apresentam 

discrepância nos scores de testes comportamentais para avaliação de emoções e exploração. 

Como exemplo, no teste de campo aberto foi encontrado que as fêmeas apresentam mais 

comportamentos ativos de exploração que machos, além de adaptar mais rapidamente seu 

comportamento e fazer menos congelamento quando apresentadas a uma ameaça. Porém 

quando analisada a fisiologia, as fêmeas apresentavam as mesmas respostas autonômicas dos 

machos (aumento de frequência cardíaca, por exemplo) sugerindo a compreensão do estímulo 

perigoso e acionando comportamentos de defesa. Chen e colaboradores (2009) apresentaram 

odor de predador a ratas em diferentes fases do ciclo estral e obtiveram padrões 

comportamentais diferentes das ratas em estro em comparação com as outras fases, mostrando 

que existe uma influência do ciclo estral na expressão dos comportamentos de modo geral.  

Não somente em roedores, mas também em humanos, existem diferenças na 

expressão das emoções. Distúrbios mentais apresentam maior incidência em mulheres e essa 

classe de patologias tem se mostrado altamente influenciada pelas diferenças sexuais 

(EATON, 2012; KESSLER, 2012; SHANSKY, 2015). Ainda assim, foi apenas em 2014 que 
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o Instituto Nacional da Saúde (National Institutes of Health - NIH) incluiu sexo e gênero 

como uma variável na pesquisa básica e clínica (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 

2015). Contudo, nos estudos sobre comportamento e neurociência de modo geral, ainda há 

predominância de trabalhos com machos exclusivamente (BEERY e ZUCKER, 2011). De 

forma que há um conhecimento raso sobre como o sexo feminino adquire informações e as 

expressa, se as vias são idênticas às vias no sexo masculino e como os fármacos atuais 

interagem com o organismo feminino. 

 

1.2 RAZÕES E EMOÇÕES 

 

Augusto Cury (2012) em um de seus livros descreve que “A mente humana é como o 

pêndulo de um relógio que flutua entre a razão e a emoção”, afirmando que há uma separação 

desses dois aspectos da mente humana, sendo esse conceito difundido na sociedade. 

Entretanto, ao explorarmos os âmbitos neurobiológicos, fisiológicos e comportamentais, não 

se dá de tal maneira. Gross & Barrett (2011) definem a emoção como “Uma coleção de 

estados psicológicos, incluindo a experiência subjetiva e o comportamento expressivo (e.g. 

facial, corporal, verbal), e a resposta fisiológica periférica (e.g. ritmo cardíaco, respiração)”, 

logo, sendo parte do processo cognitivo, enquanto que Charles Darwin reconhecia que o 

processo de evolução por seleção natural se aplicava não somente às estruturas anatômicas 

como também à expressão de emoções e comportamento (DARWIN & PRODGER, 1998). 

Portanto, entende-se a emoção como passível de modulação por estímulos externos e com 

função biológica, além de não ser exclusivamente humana (DARWIN & PRODGER, 1998).  

O medo e a ansiedade em humanos se encontram em paralelo com o estado de alerta 

e comportamentos de defesa apresentados por animais na presença de predadores ou situações 

de perigo. Foram encontradas similaridades quanto à neuroquímica e anatomia entre esses 

dois cenários, sendo o sistema límbico apontado como o principal mediador da expressão 

emocional tanto em roedores quanto em humanos (PLUTCHIK, 2001).  

Existem estudos que tentam compreender a conexão das emoções com a memória, o 

aprendizado (MCGAUGH, 2013) e a interocepção (PANKSEPP, 1998). A emoção pode 

influenciar diretamente o processo de aprendizagem, podendo atuar na fase de aquisição, 

codificação ou evocação da informação e na sua relevância (MCGAUCH, 2013; ETKIN, 

BÜCHEL & GROSS, 2015). Ademais, vários trabalhos mostram que uma única experiência 

estressante, ou seja, de cunho emocional, promove o surgimento de memórias emocionais 
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robustas (CORDERO et al., 2003; RODRIGUEZ MANZANARES et al., 2005; BENDER et 

al., 2018). 

 

1.3 MEMÓRIA AVERSIVA E COMPORTAMENTO DEFENSIVO 

 

O processo de aprendizagem se dá a partir da aquisição de uma informação sobre o 

ambiente que gera uma memória que tem por finalidade aprimorar as estratégias de um 

indivíduo frente à mesma situação ou situações semelhantes (GROVES & THOMPSON, 

1970; ALKON et al., 2008). Nesse sentido, uma memória aversiva pode ser útil para evitar ou 

enfrentar uma ameaça ou perigo (SORIA-GÓMEZ et al., 2015). Logo, essa memória aversiva 

é capaz de evocar comportamentos para defesa do indivíduo.  

As respostas defensivas podem ser inatas ou obtidas ao longo da evolução e 

expressas frente ao estímulo de perigo. Embora existam diferenças interespécies nos padrões 

comportamentais de tal resposta, entender a expressão das emoções de diferentes espécies 

permite a melhor compreensão das emoções humanas. Logo, o estudo dessas respostas é uma 

ferramenta importante para a elucidação das bases neurobiológicas do medo. Nos animais, o 

medo é relacionado a reações de defesa quando existem ameaças à sua sobrevivência, ao seu 

bem estar ou à sua integridade física (HETEM & GRAEFF, 1997). Algumas dessas ameaças 

reproduzem respostas comportamentais inatas, como a exposição ao predador natural do 

animal (BLANCHARD & BLANCHARD, 1989). No entanto, é possível obter o mesmo 

padrão de comportamento frente a estímulos ameaçadores aprendidos, ao associar um 

estímulo neutro com um evento aversivo (KIM & JUNG, 2006). 

Um dos paradigmas mais utilizados para o estudo do comportamento defensivo é o 

condicionamento clássico. O paradigma consiste no pareamento de dois estímulos, um 

biologicamente relevante e aversivo (estímulo incondicionado) e um emocionalmente neutro e 

que naturalmente não representaria ameaça ao animal, como um som, luz ou odor.  O 

condicionamento aversivo olfatório é indutor de respostas defensivas robustas (OTTO, 2000; 

RICHARDSON, 2002) e possui características únicas em relação à aquisição, retenção e 

extinção (SLOTNIK, 2001), uma vez que o olfato é o principal sentido em roedores. Ao 

associar os dois estímulos, o estímulo neutro, anteriormente inofensivo para o animal, é capaz 

de desencadear uma resposta defensiva condicionada. Essa resposta condicionada apresenta 

alterações fisiológicas como o aumento da pressão arterial, aumento das concentrações de 

hormônios relacionados ao estresse, alterações de parâmetros imunes e expressão 
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comportamental de respostas defensivas (LEDOUX, 2000). No condicionamento aversivo 

olfatório, o odor (estímulo neutro) é pareado com o choque (estímulo aversivo) tendo seus 

processos associativos na amígdala lateral, a partir de então segue uma via direcionada ao 

circuito de defesa hipotalâmico medial que distribui o sinal tanto para regiões neurais de 

formação de memória quanto de expressão do comportamento de defesa (Figura 1), sendo 

uma estrutura que participa dessas duas vias a matéria cinzenta periaquedutal (CANTERAS, 

PAVESI & CAROBREZ, 2015). 

 

 

 

Figura 1: Diagrama esquemático ilustrando o possível circuito envolvido no Condicionamento 

Aversivo Olfatório e a possível circuitaria para o condicionamento contextual de segunda ordem em 

roedores. ACA, área do cingulado anterior; AHN, núcleo hipotalâmico anterior; AMv, parte ventral do 

núcleo talâmico anteromedial; BMap, parte posterior do núcleo amigdalar basomedial; ECT, córtex 

entorrinal; HF, formação hipocampal; LA, núcleo lateral amigdalar; LS, septum lateral; dorsal PAG, 

porção dorsal da matéria cinzenta periaquedutal; PERI, córtex perirrinal; PL, córtex pré límbico; PMd, 

núcleo prémamilar dorsal; RSP, córtex retrosplenial; VMHdm, porção dorsomedial do núcleo 

hipotalâmico ventromedial. Figura adaptada de Kincheski et al. (2012).  

 

1.4 MATÉRIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL 

 

Entender os comportamentos e a expressão de memórias aversivas é de grande 

importância para o estudo das emoções, porém também se faz imprescindível compreender as 

bases neurais por trás da aquisição e expressão dessas memórias. Uma estrutura apontada 

como caminho de vias aferentes e eferentes de respostas defensivas é a matéria cinzenta 

periaquedutal (periaqueductal gray matter – PAG) (BANDLER, 2000; GRAEFF; 

CAROBREZ & SILVEIRA, 1988). Em humanos, a estimulação elétrica da PAG gerou relatos 
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de fortes reações de medo como sensações de pânico e morte iminente, vontade de fugir, além 

de alterações autonômicas (aumento da frequência cardíaca, sudorese, piloereção, entre 

outros) (NASHOLD, WILSON & SLAUGHTER, 1969; YOUNG, 1989). 

A PAG é uma estrutura mesencefálica que, anatomicamente, divide os limites dorsal 

com o colículo superior e o ventral com o núcleo dorsal da rafe e o núcleo reticular. Ela foi 

subdividida em 4 colunas ao redor do aqueduto cerebral em disposição rostrocaudal, 

dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral (Figura 2) (BANDLER et al., 2000). A PAG 

participa de várias vias descendentes de expressão de comportamentos como o sexual, o 

maternal, a modulação da transmissão nociceptiva, alterações autonômicas, a vocalização e, 

também das respostas defensivas (MOTTA, CAROBREZ & CANTERAS, 2017).  

 
Figura 2: Matéria cinzenta periaquedutal. Divisão anatômica e funcional das colunas no eixo 

rostro-caudal. O espaço central representa o aqueduto cerebral. dm=dorsomedial, dl=dorsolateral, 

l=lateral, vl=ventrolateral. Adaptado de (BANDLER et al., 2000). 

 

Por outro lado, vários estudos científicos tem revelado que a PAG possui projeções 

ascendentes direcionadas ao hipotálamo e tálamo que projetam para o circuito cortico-

hipocampal-amigdalar relacionado ao aprendizado da memória traumática (Figura 3) 

(PAVESI, CANTERAS, & CAROBREZ, 2015). A estimulação elétrica de porções da PAG, 

como a dorsomedial e dorsolateral (dm e dl), é capaz de evocar respostas comportamentais e 

fisiológicas defensivas (congelamento, exoftalmia, micção e defecação, fuga, saltos, aumento 

da pressão arterial média e frequência cardíaca) características de quando o animal é 
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apresentado a uma situação de perigo, como o odor do predador (BACK, 2016; KINCHESKI, 

2011).  

 

 

 

 

 

Figura 3: Diagrama sumário ilustrando projeções ascendentes da dlPAG para áreas talâmicas e 

hipotalâmicas e, a partir delas, para circuitos cortico-hipocampal-amigdalar relacionados ao 

condicionamento aversivo. ACA, área do cingulado anterior; AHN, núcleo hipotalâmico anterior; 

AMv, parte ventral do núcleo talâmico anteromedial; ECT, córtex entorrinal; HF, formação 

hipocampal; IL, núcleo intralaminar; LA, núcleo lateral amigdalar; LD, núcleo talâmico laterodorsal; 

dlPAG, porção dorsolateral da matéria cinzenta periaquedutal; PMd, núcleo prémamilar dorsal; RE, 

núcleo reuniens; RSP, córtex retrosplenial; SGN, núcleo suprageniculado; SPF, núcleo talâmico 

subparafascicular; VMHdm, porção dorsomedial do núcleo hipotalâmico ventromedial. Figura 

adaptada de Kincheski et al. (2012).  

 

 

A PAG por anos foi associada apenas a vias eferentes do comportamento defensivo, 

atualmente sabe-se que ela também é estrutura chave no condicionamento aversivo (SOUZA 

& CAROBREZ, 2016). Uma variedade de trabalhos usando o condicionamento aversivo 
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clássico com som, luz ou odor como estímulo condicionado mostraram que a estimulação 

química ou optogenética da PAG dorsal pode ser utilizada como estímulo incondicionado do 

aprendizado associativo (DENG, XIAO & WANG, 2016; KINCHESKI et al., 2012; KIM et 

al., 2013). Kincheski e colaboradores (2012) estabeleceram um protocolo de condicionamento 

aversivo olfatório com estimulação química da PAG como estímulo incondicionado 

utilizando NMDA, um agonista do receptor homônimo de glutamato, uma vez que o controle 

tônico excitatório de glutamato nessa região modula as respostas defensivas (MOTTA, 

CAROBREZ & CANTERAS, 2017). Tal modelo foi capaz de gerar memórias aversivas 

menos generalizadas e com comportamentos defensivos mais direcionados à pista olfatória. 

Adicionalmente, foi apontado que o benzodiazepínico Midazolam (MDZ) reduziu as respostas 

defensivas expressas pela estimulação da PAG nos ratos além de prejudicar o aprendizado da 

memória associativa à pista olfatória, resposta resultante da característica mnemônica 

atribuída à droga, ou seja, sua capacidade de modular aspectos da memória (KINCHESKI, 

2011).  

Existe um pouco conhecimento em relação à dimorfismos sexuais na PAG. Quando 

analisadas as vias da nocicepção em ratos, onde a PAG exerce importante papel, fêmeas 

possuem mais  neurônios que projetam da PAG para o bulbo rostral ventromedial que 

machos.  Nos quadros de inflamação menos neurônios dessa via são ativados nas fêmeas em 

relação aos machos, entretanto nos testes comportamentais não há diferenças na expressão da 

nocicepção, sugerindo que as fêmeas usariam uma via alternativa para a modulação endógena 

da nocicepção. Foi apontado também que, em ratos, a amigdala, hipotálamo ventromedial e 

núcleo paraventricular projetam em maior quantidade para a PAG em fêmeas que em machos 

(LOYD & MURPHY, 2008), mas não se sabe sobre a ativação dessas projeções em diferentes 

situações. Esse dado extrapola para humanos, uma vez que já foi mostrado por exames de 

imagem que existem diferenças sexuais nas conexões da PAG dentro das vias modulatórias da 

dor, sendo que homens recrutaram mais vias mediadas pela amígdala que mulheres 

(LINNMAN et al., 2011). Isso demonstra que certas vias neuronais, que incluem a PAG, são 

sexualmente dimórficas e podem gerar diferenças de comportamento e resposta à fármacos, 

no entanto, a literatura sobre o assunto é escassa e não existem trabalhos que explorem as vias 

de condicionamento aversivo e respostas defensivas. Finalmente, esse protocolo de 

condicionamento aversivo olfatório por estimulação da PAG, desenvolvido no laboratório, foi 

padronizado e aplicado somente em ratos machos, desta forma, haveria além do que foi 
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exposto nesta introdução, uma lacuna na literatura científica com vistas a desvendar como as 

ratas se comportariam ao serem submetidas a esse mesmo protocolo experimental.   
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1.5 HIPÓTESE  

 

Com base nos fundamentos descritos nesta introdução, foi delineada a seguinte 

hipótese de trabalho. A estimulação da PAG será efetiva como estímulo incondicionado em 

ratas assim como previamente visto em ratos submetidos ao modelo de condicionamento 

aversivo olfatório. Entretanto, as fêmeas apresentarão comportamentos mais exploratórios e 

ativos em comparação aos machos.  

 

1.6 OBJETIVOS  

 

1.6.1 Objetivo Geral 

 

Investigar o efeito da estimulação química da PAG sobre a formação e a expressão 

de memórias aversivas de ratas submetidas a um protocolo de condicionamento aversivo 

olfatório. 

 

1.6.2 Objetivos Específicos 

 

 Traçar curva dose resposta de NMDA em fêmeas e estabelecer a melhor dose para o 

condicionamento aversivo olfatório. 

 Quantificar os comportamentos expressos por ratas logo após a estimulação 

glutamatérgica na PAG. 

 Verificar a formação de memória associativa de ratas a partir da avaliação de 

comportamentos expressos na caixa de exposição ao odor, bem como tempo de 

esquiva.  

 Avaliar os efeitos para a aquisição da memória associativa e expressão de respostas 

defensivas do tratamento I.P. de MDZ antes da sessão de condicionamento com 

microinjeção de NMDA na PAG em ratas. 
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2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 ANIMAIS 

 

Para a realização desse trabalho foram utilizados 98 ratas Wistar de 90 a 100 dias, 

pesando entre 180-240g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade 

Federal de Santa Catarina e aclimatados no biotério do Laboratório de Neurobiologia 

Comportamental por pelo menos uma semana antes dos experimentos. As ratas foram 

acondicionadas em caixas plásticas forradas com maravalha, em grupos de 5 animais pré 

cirurgia e 3 pós cirurgia, com livre acesso à água e comida e ambiente com temperatura (24 ± 

2° C) e ciclo claro escuro (12 horas, com fase clara iniciando às 7:00 horas) controlados. Os 

animais foram alocados de maneira aleatória assim como a disposição das caixas durante todo 

o experimento, Esse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética para Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA nº 7031221019). 

 

2.2 ODOR 

 

Acetato de amila (Aldrich Chemical®, EUA), odor sintético de banana. A solução de 

acetato de amila foi diluída em propilenoglicol a 5%, mantida em congelador a -20°C e levada 

à temperatura ambiente para ser usada nos experimentos, sendo aplicados 100µL em papel 

filtro como o odor. 

 

2.3 SISTEMA DE VÍDEO 

 

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

permitindo desta forma a avaliação independente dos comportamentos exibidos durante as 

diferentes sessões. As análises de comportamento foram feitas utilizando o programa 

Ethowatcher® (JUNIOR et al., 2012) para todos os dias de protocolo e quantificados 

manualmente por um observador que desconhecia o tratamento (cegado).  

 

2.4 DROGAS 

 

Para tratamento farmacológico, as seguintes drogas foram utilizadas: 



25 

 

N-metil-D-aspartato (NMDA) 12.5, 25, 50 ou 100 pmol/0,2µl intra-dlPAG (Sigma, 

St. Louis, EUA): agonista dos receptores NMDA de glutamato; O veículo dessa solução foi 

solução tampão fosfato-salino (PBS); 

Midazolam 0,5 ou 1 mg/kg intraperitoneal (MDZ; Dormium®, UniãoQuímica, 

Brasil): agonista do sítio benzodiazepínico dos receptores GABA A; O veículo dessa solução 

foi solução salina 0,9%. 

 

As doses foram escolhidas a partir de trabalhos anteriores do laboratório e protocolos 

piloto (BACK, 2016; KINCHESKI, 2011). 

 

2.5 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA 

 

Os animais deste projeto foram submetidos à cirurgia de estereotaxia para 

implantação de uma cânula guia que permitisse a microinjeção na PAG. A cirurgia se deu de 

7 a 10 dias antes do primeiro dia de análise de comportamento. Para a cirurgia, 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 (2:3; 1,0 

ml/kg), sendo que 30 min antes da anestesia receberam também uma dose de tramadol 

(10mg/kg) pela mesma via. Foi feita a verificação das respostas reflexas nos animais com uma 

pinça “dente-de-rato” e após ausência das mesmas, os animais receberam anestesia local via 

subcutânea acima da calota craniana (Lidocaína/Norepinefrina 0,002mg) e foram 

posicionados cuidadosamente no aparelho estereotáxico (Stoelting Co®, Wood Dale, EUA). 

Após assepsia da pele com álcool 70%, foi feita a incisão para exposição da calota craniana e 

visualização dos pontos de intersecção entre as suturas coronal e sagital (Bregma) e 

lambdoide e sagital (Lambda). Mais uma assepsia foi feita com iodo 3% e água oxigenada e o 

tecido conjuntivo da região foi removido. A implantação das cânulas guia (13,0 mm) 

direcionadas para a região dorsolateral da PAG seguiu as seguintes coordenadas: ântero-

posterior (AP): -5,8 mm; Médio-lateral (ML): +2,3 mm e Dorso-ventral (DV): -4,0 mm; 

ângulo de 22º, de acordo com experimentos piloto feitos no laboratório e baseados no atlas 

estereotáxico para ratos (PAXINOS; WATSON, 1998). Além da cânula guia unilateral, foram 

inseridos 2 parafusos de aço inoxidável para melhor aderência do acrílico, e para que fossem 

inseridos, uma broca odontológica foi utilizada para os furos na calota craniana. Após a 

inserção da cânula e dos parafusos, a superfície craniana foi recoberta por acrílico auto 
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polimerizante, de forma a produzir uma prótese sólida para isolamento da área. Para preservar 

o caminho interno da cânula, foi inserido um fio de aço inoxidável (mandril, n° 28, 0,30 mm) 

em cada cânula guia e o mesmo teve uma das pontas aderida ao acrílico. Logo após a cirurgia, 

os animais receberam por via subcutânea (2,5mg/kg; 0,2 ml), uma solução antipirética, 

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

e uma solução antibiótica de benzilpenicilina e estreptomicina (Pentabiótico®, Fort Dodge, 

Brasil) por via intramuscular (10 mg/kg; 0,2 ml). Essa mesma solução Banamine® foi 

administrada por 3 dias após a cirurgia, uma vez por dia. Após todo o procedimento cirúrgico, 

os animais foram retirados do aparelho estereotáxico, alocados nas caixas e cobertos por 

maravalha até acordarem da anestesia. Seguiu-se o período de 7 a 10 dias para recuperação 

dos animais e só então foram realizados os experimentos de análise de comportamento.  

 

2.6 MICROINJEÇÃO INTRACEREBRAL 

 

Para a microinjeção intracerebral foi usada uma agulha injetora (14,5 x 0,30mm) 

conectada a uma microseringa (Hamilton®, 5μl) por um tubo de polietileno (PE-10) 

preenchido com água destilada e a solução a ser injetada. A microseringa por sua vez foi 

acoplada a uma bomba de perfusão (modelo B12000, Insight® Ltda., Ribeirão Preto, Brasil) 

para melhor controle do volume (0,2μl) e velocidade (0,6μl/s) da injeção. Uma bolha de ar 

entre a água destilada e a solução no tubo de polietileno permitiu a verificação da injeção. A 

imobilização dos animais foi feita com auxílio de uma flanela, o procedimento foi feito o mais 

rápido e cuidadosamente possível, com um alicate o mandril da cânula guia foi retirado, uma 

lima odontológica foi utilizada para desobstruir a cânula guia e logo a agulha injetora foi 

aplicada. Após o volume de 0,2μl ser injetado, foram contados 20 segundos até a retirada da 

agulha para que a solução fosse melhor infundida na região.  

 

2.7 ADMINISTRAÇÃO INTRAPERITONEAL 

 

A injeção intraperitoneal (I.P.) foi feita com uma seringa de 1ml e agulha (30G, 

0,4mm de diâmetro, 13mm de comprimento). A imobilização do animal foi feita com auxílio 

de uma flanela que foi gentilmente posta sobre o dorso dele e rapidamente a pele foi puxada 

para exposição do peritônio. A injeção foi aplicada no terceiro ou quarto quadrante do 

peritônio, na altura da dobra do membro inferior do animal, a agulha foi inserida e o êmbolo 



27 

 

puxado levemente para verificação da localização e então a solução foi injetada.  A agulha foi 

trocada a cada três injeções.  

 

2.8 EQUIPAMENTOS 

 

2.8.1 Caixa de Condicionamento 

 

O condicionamento foi realizado em uma caixa (Insight Ltda, Ribeirão Preto, Brasil) medindo 

50 x 26 x 35 cm, com paredes de alumínio, com exceção da face frontal e tampa 

confeccionadas em acrílico transparente. O assoalho da caixa é composto de grades metálicas 

distanciadas 1 cm entre si. O condicionamento foi realizado num ambiente com som 

atenuado, temperatura controlada (22 ± 1° C) e intensidade de luz de 80 lux. Para o 

condicionamento olfatório, uma placa de petri contendo papel filtro com 100µL de acetato de 

amila foi posicionada abaixo das grades como estímulo olfatório a ser condicionado.  



28 

 

2.8.2 Caixa de Teste (Avaliação da aversão condicionada) 

 

Para reduzir influências contextuais, a avaliação do medo condicionado foi realizada 

em uma caixa distinta da caixa de condicionamento, instalada em uma sala, com luminosidade 

atenuada (4 lux), diferente daquela utilizada para o condicionamento (80 lux). Este aparato, 

inteiramente construído em acrílico, é dividido em dois compartimentos, um aberto (40 x 26 x 

40 cm) e um fechado (20 x 26 x 40 cm) com cobertura. Para permitir a visualização dos 

animais no aparato, as paredes frontais, tanto do compartimento aberto quanto do fechado, 

foram construídas em acrílico transparente. Uma pequena abertura (6 x 6 cm), situada na 

parede divisória, permite o livre acesso do animal a ambos os compartimentos. Na parede 

lateral do compartimento aberto, um aparato de plástico contendo papel filtro com 100µL de 

acetato de amila é utilizado como fonte do estímulo olfatório condicionado. No piso da caixa, 

uma marcação localizada a 7 cm da parede, serve como referência para delimitar a área 

proximal ao odor. 

 

  

 

Figura 4: Modelos representativos das caixas de a) condicionamento, e b) exposição ao odor. 

Adaptado de Souza & Carobrez (2016). 
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2.9 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

2.9.1 Condicionamento Aversivo Olfatório por Estimulação Química da PAG 

 

Esse protocolo de Condicionamento Aversivo Olfatório foi adaptado de trabalhos 

previamente realizados no Laboratório de Neurobiologia Comportamental (KROON & 

CAROBREZ, 2009; KINCHESKI et al., 2012). Os animais, no primeiro dia, foram colocados 

na caixa de condicionamento para exploração do ambiente, numa sessão denominada 

familiarização 1 por 3min (Dia 1). No dia seguinte (Dia 2), na sessão de condicionamento, os 

animais foram reexpostos à caixa de condicionamento, recebendo, imediatamente antes da 

exposição, a intervenção farmacológica (NMDA ou PBS) via microinjeção cerebral intra-

dlPAG e então pareados com um estímulo olfatório neutro (Acetato de amila) (EC). Para a 

avaliação da efetividade do condicionamento aversivo, todos os sujeitos foram submetidos à 

caixa de teste em uma sessão denominada familiarização 2 (Dia 3) por 5min., sem a presença 

do odor. No dia do teste (Dia 4), um aparato contendo papel filtro com 100µL de Acetato de 

Amila, foi usado como fonte do estímulo olfatório condicionado. Durante todos os dias de 

experimentação os aparatos utilizados são limpos com solução de etanol 10% e secos com 

papel toalha entre os animais. 

 

2.9.2 Experimento 1: Curva de Dose-Resposta de NMDA 

 

 A fim de estabelecer a melhor concentração para a resposta de comportamento 

defensivo em fêmeas, foi traçada uma curva dose-resposta com diferentes concentrações de 

NMDA. Os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação de uma 

cânula guia na PAG dorsolateral (dlPAG). Após o período de recuperação de 7 a 10 dias, os 

animais passaram pelo protocolo de condicionamento aversivo olfatório previamente descrito. 

Na sessão de condicionamento, os animais foram microinjetados com as doses de 12,5, 25, 50 

ou 100 pmol de NMDA na dlPAG e imediatamente expostos à caixa de condicionamento, 

com odor de acetato de amila, durante 5 min (Figura 5). Ratos microinjetados com PBS são 

parte do grupo controle deste experimento. 
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Figura 5: Representação esquemática do protocolo do Condicionamento Aversivo Olfatório por 

Estimulação Química da PAG a partir da cirurgia estereotáxica para implantação da cânula. O dia 1 

consiste na familiarização 1 na caixa de condicionamento ao odor, o dia 2, na sessão de 

condicionamento, o dia 3 consiste na sessão de familiarização à caixa de exposição ao odor, e o dia 4 

consiste no teste da formação da memória aversiva. As manipulações farmacológicas aconteceram no 

dia 2, antes da sessão de condicionamento. O odor estava presente no segundo e quarto dias, durante 

toda a sessão experimental. Adaptado de Souza & Carobrez (2016). 

 

2.9.3 Experimento 2: Avaliação dos Efeitos do Midazolam Sobre a Aquisição da 

Memória Aversiva do Condicionamento Aversivo Olfatório 

 

Todos os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação de uma 

cânula guia na dlPAG. Após o período de recuperação de 7 a 10 dias, os animais passaram 

pelo protocolo de condicionamento aversivo olfatório previamente descrito. Para análise dos 

efeitos do tratamento agudo de MDZ na aquisição da memória associativa, foram 

administrados MDZ nas doses de 0,5 ou 1 mg/kg ou veículo (salina-SAL) via intraperitoneal 

30min antes da microinjeção de NMDA 25pmol na sessão de condicionamento (Figura 6).  
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Figura 6: Representação esquemática do protocolo do Condicionamento Aversivo Olfatório 

com estimulação química da dlPAG e avaliação dos efeitos do MDZ sobre a aquisição da memória 

aversiva a partir da cirurgia estereotáxica para implantação da cânula. O dia 1 consiste na 

familiarização 1 na caixa de condicionamento ao odor, o dia 2, na sessão de condicionamento, o dia 3 

consiste na sessão de familiarização à caixa de exposição ao odor, e o dia 4 consiste no teste da 

formação da memória aversiva. As manipulações farmacológicas, tanto intraperitoneal quanto 

intradlPAG, aconteceram no dia 2, antes da sessão de condicionamento. O odor estava presente no 

segundo e quarto dias, durante toda a sessão experimental. MDZ=Midazolam; SAL: Salina. Adaptado 

de Souza & Carobrez (2016). 

 

2.10 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 

 

Os comportamentos observados nos protocolos estão expressos na Tabela 1, 

adaptada de Sobota (2013) e Back (2016). Todos os comportamentos foram expressos em 

porcentagem de tempo, sendo ou do tempo total ou do tempo em cada compartimento 

dependendo da análise.  
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Tabela 1: Descrição dos comportamentos analisados no protocolo de condicionamento 

aversivo olfatório. Adaptado de Sobota (2013) e Back (2016).  

Comportamento Descrição 

Análise na 

Caixa de 

Condicion

amento 

Análise na 

Caixa de 

Teste 

Cheirar 

(Sniffing) 

Comportamento de exploração do animal. Animal caminha 

pela caixa, com movimentos das vibrissas e da cabeça, 

cheirando o ambiente. 

X X 

Levantar 

(Rearing) 

Postura do animal sustentada pelas duas patas traseiras e sem 

que as patas dianteiras toquem o chão, mas podendo se apoiar 

nas paredes. Comportamento exploratório clássico, 

caracterizado pelo ato de levantar, acompanhado com 

movimentos de vibrissas. 

X X 

Auto-Limpeza 

(Grooming) 

Comportamento em que com as patas dianteiras e a boca, os 

ratos limpam o pelo da cabeça e do restante do corpo. X X 

Congelamento 

(Freezing) 

O animal apresenta postura imóvel apenas com movimentos 

de respiração, com pelos eriçados, cauda contraída e orelhas 

para trás. É considerada uma resposta defensiva clássica em 

roedores. 

X X 

Agachar-

Cheirar 

(Crouch-

sniffing) 

Considerado um comportamento de avaliação de risco. O 

animal assume postura imóvel com dorso arqueado 

acompanhado de movimentos das vibrissas e cabeça. 
X X 

Sedação 

Animal imóvel, sem movimentos além da respiração e em 

decúbito ventral, esteja ele acordado ou não.  X  

Head-out 

Comportamento de avaliação de risco em que o animal 

estando no compartimento fechado, coloca a cabeça no 

ambiente aberto e investiga o ambiente. O tempo de head out 

começa a ser contabilizado quando o focinho passa da linha 

entre os espaços aberto e fechado e só deixa de ser contado 

quando as duas patas traseiras estiverem no espaço aberto ou 

quando o focinho retorna ao espaço fechado.  

 X 



33 

 

Contato 

Quando o animal está cheirando e/ou interagindo com a fonte 

de odor na área próxima. Nesse caso, o animal pode estar 

com as patas no aparato ou até mordendo-o.  

 X 

Tempo 

Escondido 

Tempo em que o animal permaneceu dentro do 

compartimento menor (fechado), contado a partir do 

momento em que as quatro patas entravam no compartimento 

e encerrado somente quando todas as quatro patas saíam do 

compartimento. Medida relacionada à esquiva, mantendo a 

maior distância possível 

 X 

Tempo de 

Espaço Aberto 

Tempo que o animal ficou no espaço intermediário entre o 

compartimento fechado e a zona de aproximação.    X 

Próximo à fonte 

de Odor 

Tempo de permanência na zona delimitada entre o odor e 

uma marcação a sete centímetros (Figura 1). O cronômetro 

foi acionado a partir do momento em que o animal cruzava a 

linha com o focinho, e parado somente quando todas as patas 

estavam fora da área delimitada.  

 X 

 

Os comportamentos foram agrupados de acordo com a sua natureza a fim de facilitar 

a visualização e análise dos dados: 

Comportamento Defensivo: Congelamento, salto e fuga. 

Comportamentos de Avaliação de Risco: Levantar, agachar-cheirar e head-out. 

Comportamentos Não Defensivos: Cheirar e autolimpeza. 

Sedação (Figura 7).  

 

Para a sessão de teste também foi quantificado o tempo em cada espaço da caixa: 

Espaço Aberto 

Próximo à fonte de odor: 7 cm a partir da fonte de odor.  

Espaço Fechado: Escondido e mais distante da fonte de odor, considerado como 

comportamento de defesa. 
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Figura 7: Comportamentos de Congelamento e Sedação na Caixa de Condicionamento. 

Imagens capturadas por próprio autor das sessões de condicionamento, representando o 

comportamento de congelamento em (A) com o animal imóvel e em posição de alerta e preparado para 

o ataque, e o comportamento de sedação (B) com o animal imóvel e em decúbito ventral. 

 

2.11 PERFUSÃO E HISTOLOGIA 

 

Após os testes comportamentais, os ratos foram profundamente anestesiados com 

Tiopental (80 mg/kg, via IP) e microinjetados na dlPAG com 0,2 µl de corante Azul de Evans 

para marcação do sítio de injeção. Em seguida, após verificação da perda dos reflexos, os 

animais foram perfundidos via intracardíaca com uma solução SAL (0,9% NaCl) até que não 

houvesse mais sangue no sistema, seguida por uma solução formaldeído (4%) até fixação dos 

tecidos, quando os músculos enrijeciam. Os encéfalos foram então removidos e colocados em 

frascos contendo solução formaldeído 10%, onde ficaram imersos por 24 horas, e 

posteriormente transferidos para uma solução de sacarose 30% e mantidos em geladeira por 

no mínimo 48 horas antes de serem cortados. Cortes histológicos de 50 µm de espessura 

foram obtidos com o auxílio de um criostato (CM1850; Leica, Alemanha) e dispostos em 

lâminas de vidro previamente gelatinizadas. Após 48 horas, as lâminas com os cortes 

passaram por protocolo de coloração de Nissl com violeta de cresila. Os animais cujas 

injeções não atingiram a dlPAG foram excluídos da análise.  
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Figura 8: Fotomicrografia e diagramas representativos dos pontos de microinjeção na dlPAG 

de encéfalos de ratos. Cortes coronais no eixo anteroposterior nas coordenadas -5,8 a -6,04: distância 

em mm a partir da bregma. Em (A) fotomicrografia da PAG por própria autora. Em (B), imagens 

adaptadas de Paxinos e Watson (1998); os pontos pretos indicam posição da agulha na microinjeção, 

os pontos estão em menor quantidade que animais por conta da sobreposição das injeções. 

  

 

2.12 CÁLCULO AMOSTRAL 

 

Cochran, em 1963, desenvolveu uma equação para estimar uma amostra representativa 

proporcional a uma população, utilizando o intervalo de confiança de 95% para o erro do tipo 

I e o grau de precisão desejado (SINGH & MASUKU, 2014). O cálculo estatístico para 

definir o tamanho da amostra é uma derivação da equação de Cochran, mas que também 

considera um intervalo de confiança para o erro do tipo II e baseou-se no teste de estimativas 

aplicado à fórmula descrita abaixo utilizada por Back (2011): 

 

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

(), erro do Tipo II (falso negativo). 

 Assim sendo, seguem os seguintes pressupostos para o cálculo: 

 O valor de  será fixado em 0,05. Assim o valor de z baseado na tabela de 

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

 O valor de  será fixado em 0,10. Assim o valor de z baseado na tabela de 

valores de z (distribuição unicaudal) é 1,28. 

 O valor da diferença entre as médias dos grupos () como sendo pelo menos 

40% (baseado em dados experimentais prévios do 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 aumentam a probabilidade de cometer erros tipo I 

ou tipo II. 

 O valor do desvio padrão (s) como sendo em média 35% do valor das médias. 

(baseado em dados experimentais prévios do laboratório): 

Assim,  

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

 

Foi definido o número de 8 animais por grupo em protocolos onde foram avaliados 

parâmetros comportamentais. Levando em consideração o descarte de animais devido a 

possíveis complicações cirúrgicas, foi considerado um aproveitamento de aproximadamente 

70% dos animais. Desse modo, foi necessário adicionar uma porcentagem de 30% a mais de 

animais dos grupos de cirurgia, para que fosse possível completar os grupos experimentais. 

Desse modo, cada grupo experimental possuiu de 8 a 10 animais. 

 

2.13 PONTOS FINAIS HUMANITÁRIOS 

 

Em caso de dor, desconforto ou distresse do animal, causados principalmente por 

infecção pós-cirúrgica, alterações fisiológicas ou sinais físicos como perda de peso ou de 

reflexos, foi feita a interrupção imediata do protocolo e a eutanásia do animal será realizada. 
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2.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para a análise dos resultados, todos os parâmetros foram transformados em 

porcentagens de tempo e considerados como variáveis dependentes. Os dados foram 

submetidos a análise de variância (ANOVA) com pós-teste de Newman-Keuls ou Dunnet. 

Todos os dados estão representados como média ± erro padrão da média (EPM) e foram 

consideradas diferenças significativas valores de p inferiores a 0,05.  

ANOVA de uma via foi realizada nos dados obtidos durante a familiarização para 

certificação de que o tratamento não interferiria com essa etapa. Os grupos não apresentaram 

diferenças estatísticas entre eles durante as etapas de familiarização, dessa forma, foi 

determinado o intervalo de confiança em 95% dos valores para todos os animais e 

representados nos gráficos por uma barra horizontal cinzenta hachurada contendo 95% do 

intervalo de confiança dos dados em cada gráfico. 

Para os dados da curva dose-resposta de NMDA, foi feita ANOVA unifatorial para o 

tratamento com pós-teste de Dunnet, apenas para comparação com o grupo controle. Para a 

análise dos efeitos do tratamento com MDZ foi feita ANOVA unifatorial, porém com pós-

teste de Newman-Keuls (NK).  

Essas análises foram realizadas utilizando o programa Statistica® (versão 10.0; 

StatSoft®, Tulsa, EUA) e os gráficos construídos no programa Prisma® (versão 7.0; 

GraphPad®, San Diego, EUA). 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 EXPERIMENTO 1. EFEITO DO NMDA MICROINJETADO NA DLPAG DE RATAS 

 

Os dados referentes ao Experimento 1 estão ilustrados nas Figuras 9, 10, 11, 12. 

Diferentes concentrações de N-Metil-D-Aspartato (NMDA) foram microinjetadas na dlPAG e 

foram registrados os comportamentos defensivos, de avaliação de risco, não defensivos e de 

imobilidade não defensiva expressos no condicionamento aversivo olfatório, nas sessões de 

condicionamento (Dia 2), familiarização (Dia 3) e teste (Dia 4). As doses utilizadas foram de 

12.5, 25, 50 e 100pmol ou PBS, como controle. Os comportamentos foram expressos em 

porcentagem de tempo e agrupados em comportamentos defensivos, de avaliação de risco e 

não defensivos. Para a sessão de familiarização e teste também foram quantificados o tempo 

em cada espaço da caixa (aberto, fechado ou próximo) além dos comportamentos. 

 

3.1.1a. Efeito de doses crescentes de NMDA sobre o comportamento defensivo de ratas 

exibidas durante o condicionamento (dia 2) 

 

A Figura 9 mostra o resultado das porcentagens de comportamentos defensivos e de 

avaliação de risco expressos durante o condicionamento. ANOVA mostrou um efeito geral do 

tratamento [F(4,36)=4,91; p=0,0029] e o teste post hoc, Dunnett revelou um aumento 

(p=0,0022) do comportamento defensivo nas ratas que receberam a dose de 25 pmol de 

NMDA em relação ao PBS. Não houve diferença estatística entre os grupos na expressão de 

comportamentos de avaliação de risco. 
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Figura 9: Padrão comportamental de ratas na sessão de condicionamento frente a 

estimulação química da dlPAG por concentrações crescentes de NMDA (pmol) ou PBS. As barras 

representam a média + erro padrão da média dos comportamentos defensivos do lado esquerdo ou dos 

comportamentos de avaliação de risco do lado direito. ANOVA de uma via com post hoc Dunnet, 

*=p<0,05 em relação ao grupo PBS. As barras são organizadas na ordem, Branco, PBS (8); Rosa, 

NMDA 12,5 pmol (8); Azul, NMDA 25 pmol (9); Verde, NMDA 50 pmol (8); Roxo, NMDA 100 

pmol (8). 

 

A figura 10 mostra o resultado do curso temporal das respostas defensivas exibidas 

ao longo da sessão de condicionamento. A ANOVA mostrou o efeito geral do tratamento 

[F(4,36)=4,91; p<0,0029]. O teste post hoc Newman Keuls revelou um aumento sustentado 

no tempo para o grupo de ratas que receberam NMDA na dose de 25pmol (p=0,0022)  quando 

comparado ao grupo PBS. 
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Figura 10: Curso temporal da expressão de congelamento durante a sessão de 

condicionamento após estimulação química da dlPAG por concentrações crescentes de NMDA (pmol) 

ou PBS em ratas. Os dados estão representados como média em cada minuto. ANOVA de medidas 

repetidas com post hoc Newman-Keuls, *=p<0,05 em relação ao grupo PBS. Cada curva representa 

um grupo experimental, círculo branco=PBS (8); quadrado rosa=NMDA 12,5 pmol (8); triângulo 

invertido azul=NMDA 25 pmol (9); losango verde=NMDA 50 pmol (8); hexágono roxo=NMDA 100 

pmol (8). 

 

3.1.1.1 Efeito de doses crescentes de NMDA sobre o comportamento defensivo de ratas 

exibidas durante a familiarização (dia 3) e a evocação (dia 4) na caixa de exposição ao odor. 

 

A ANOVA realizada nos dados obtidos no dia da familiarização na caixa de odor 

(dia 3) não mostraram significância estatística e desta forma foram associados em um único 

grupo e representados nas figuras 11 e 12 como uma barra horizontal hachurada que contém o 

intervalo de confiança (95%) dos dados obtidos, durante esta sessão.  

Na figura 11 estão representados os dados referentes ao tempo gasto nos espaços 

aberto, fechado e próximo obtidos durante a sessão de teste (Dia 4). ANOVA não detectou 

efeito do tratamento nos espaços avaliados. 



41 

 

 

 

Figura 11: Consequência (48h após) da microinjeção de NMDA ou PBS na dlPAG para 

preferência ao local na sessão teste durante a exposição ao estímulo olfatório previamente associado. 

As barras representam a média + erro padrão da média da porcentagem de tempo gasto em cada 

espaço, lado direito para espaço aberto, colunas centrais para espaço fechado e lado esquerdo para 

próximo da fonte de odor. As barras hachuradas representam o intervalo de confiança de 95% dos 

comportamentos basais avaliados durante a sessão de condicionamento. ANOVA de uma via com post 

hoc Dunnet. As barras são organizadas na ordem, Branco, PBS (8); Rosa, NMDA 12,5 pmol (8); Azul, 

NMDA 25 pmol (9); Verde, NMDA 50 pmol (8); Roxo, NMDA 100 pmol (8). 

 

Na figura 12 estão representados os dados referentes aos comportamentos 

defensivos, de avaliação de risco e de contato durante a sessão de teste (Dia 4). ANOVA não 

detectou efeito do tratamento nos comportamentos avaliados. 
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Figura 12: Consequência (48h após) da microinjeção de NMDA ou PBS na dlPAG para 

expressão de comportamentos na sessão teste durante a exposição ao estimulo olfatório previamente 

associado.  As barras representam a média + erro padrão da média da porcentagem de tempo gasto em 

cada espaço, lado direito para comportamentos defensivos, colunas centrais para comportamentos de 

avaliação de risco e lado esquerdo para contato com a pista olfatória. As barras hachuradas 

representam o intervalo de confiança de 95% dos comportamentos basais avaliados durante a sessão 

de condicionamento. ANOVA de uma via com post hoc Dunnet. As barras são organizadas na ordem, 

Branco, PBS (8); Rosa, NMDA 12,5 pmol (8); Azul, NMDA 25 pmol (9); Verde, NMDA 50 pmol (8); 

Roxo, NMDA 100 pmol (8). 

 

  

3.2 EXPERIMENTO 2. EFEITOS DO MIDAZOLAM SOBRE A AQUISIÇÃO DA 

MEMÓRIA AVERSIVA NO PROTOCOLO DO CONDICIONAMENTO AVERSIVO 

OLFATÓRIO 

 

Para verificar os efeitos do MDZ sobre o comportamento defensivo de fêmeas, foi 

feito o tratamento intraperitoneal ou de SAL ou MDZ 0.5 ou 1 mg/kg 30 minutos antes da 
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sessão de condicionamento. Os dados referentes ao Experimento 2 estão ilustrados nas 

Figuras 15, 16, 17, 18 e 19. Neste conjunto de experimentos os grupos pré-tratados (30 min) 

com SAL, MDZ 0.5 e MDZ 1 foram  microinjetados, na dlPAG, com NMDA na dose de 

25pmol e comparados com o grupo que recebeu PBS na dlPAG. 

A ANOVA realizada nos dados obtidos durante a sessão de condicionamento (Figura 

15) mostraram uma maior porcentagem de respostas defensivas dependente do tratamento 

[F(3,31)=10,47; p=0,0001). O teste post hoc revelou que todos os grupos que receberam 

NMDA na dose de 25 pmol aumentaram as respostas defensivas quando comparados com o 

grupo PBS (p=0,0004; p=0,0002; p=0,0191). Em adição, em animais do grupo NMDA/MDZ1 

esse aumento foi significativamente menor (P=0,0288) do que o grupo NMDA/MDZ0,5 A 

ANOVA também detectou alteração nos comportamentos agrupados como avaliação de risco 

[F(3,31)=3,91; p<0,0177]. A análise post hoc revelou uma redução (p=0,0106) neste 

comportamento em ratos pertencentes ao grupo NMDA/MDZ1 quando comparados aos do 

grupo NMDA/SAL. 

  



44 

 

 

Figura 13: Padrão Comportamental de Ratas na Sessão de Condicionamento por Estimulação 

Química da dlPAG com NMDA (25 pmol) ou PBS e Tratamento Intraperitoneal de MDZ ou SAL. As 

barras representam a média + erro padrão da média dos comportamentos defensivos do lado esquerdo 

ou dos comportamentos de avaliação de risco do lado direito. ANOVA de uma via com post hoc 

Newman-Keuls, *=p<0,05 em relação ao grupo PBS; #=p<0,05 em relação à outro grupo. As barras 

são organizadas na ordem, Branco, PBS (8); Rosa, NMDA/SAL (10); Verde, NMDA/MDZ 0,5 mg/kg 

(9); Azul, NMDA/MDZ 1 mg/kg (8). 

 

A figura 16 mostra o resultado do curso temporal das respostas defensivas exibidas ao longo 

da sessão de condicionamento. A ANOVA mostrou o efeito geral do tratamento [F(3,31)=10,47; 

p=0,0001). O teste post hoc revelou um aumento (p=0,0002; p=0001; p=000,2) sustentado no tempo 

para todas as ratas que receberam NMDA quando comparadas as do grupo PBS.  
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Figura 14: Efeito do Tratamento com MDZ na Porcentagem de Congelamento de Ratas 

durante a Sessão de Condicionamento por Estimulação Química de NMDA intradlPAG por Minuto. 

Os dados estão representados como média em cada minuto. ANOVA de medidas repetidas com post 

hoc Newman-Keuls, *=p<0,05 em relação ao grupo PBS. Cada curva representa um grupo 

experimental, círculo branco=PBS (8); quadrado rosa= NMDA/SAL (10); triângulo verde= 

NMDA/MDZ 0,5 mg/kg (9); losango azul= NMDA/MDZ 1 mg/kg (8). 
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Um comportamento revelado durante a análise e relacionado diretamente ao efeito do pré-

tratamento foi a sedação produzida pelo midazolam. Os dados desta avaliação estão exibidos 

na figura 17 (lado esquerdo). A ANOVA detectou um efeito do tratamento [F(3,31)=9,88; 

p=0,0001] e o teste post hoc revelou que houve um aumento nas ratas que receberam MDZ 

nas doses de 0,5 (p=0,0008) e 1,0 (p=0,0035) quando comparados ao grupo PBS e ao grupo 

NMDA/SAL. Adicionalmente, a Figura 17 (lado direito) mostra os dados obtidos ao longo da 

sessão e a ANOVA detectou uma diferença significativa do tratamento [F(12,124)=5,38, 

p=0,0008]. O teste post hoc revelou um aumento da sedação em ratas do grupo 

NMDA/MDZ1 nos três minutos finais da sessão. 

 

 

Figura 15: Expressão de sedação de ratas durante a sessão de condicionamento a partir do 

tratamento com MDZ e estimulação química de NMDA intradlPAG. Em (A) está a representação da 

porcentagem total de imobilidade durante a sessão de condicionamento. As barras representam a 

média + erro padrão da média. ANOVA de uma via com post hoc Newman-Keuls, *=p<0,05 em 

relação ao grupo PBS. As barras são organizadas na ordem, Branco, PBS (8); Rosa, NMDA/SAL (10); 

Verde, NMDA/MDZ 0,5 mg/kg (9); Azul, NMDA/MDZ 1 mg/kg (8). E em (B) é o curso temporal da 

imobilidade durante a sessão. Os dados estão representados como média em cada minuto. ANOVA de 

medidas repetidas com post hoc Newman-Keuls, *=p<0,05 em relação ao grupo PBS; #=p<0,05 em 

relação à outro grupo. Cada curva representa um grupo experimental, círculo branco=PBS (8); 

quadrado rosa= NMDA/SAL (10); triângulo verde= NMDA/MDZ 0,5 mg/kg (9); losango azul= 

NMDA/MDZ 1 mg/kg (8).  
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Na figura 18 estão representados os dados referentes ao tempo gasto nos espaços 

aberto, fechado e próximo obtidos durante a sessão de teste (Dia 4). ANOVA não detectou 

efeito do tratamento em nenhum dos espaços avaliados. 

 

 

Figura 16: Consequência (48h após) da injeção de MDZ ou SAL e microinjeção de NMDA 

ou PBS na dlPAG na preferência ao local na sessão teste durante a exposição ao estímulo olfatório 

previamente associado. As barras representam a média + erro padrão da média da porcentagem de 

tempo gasto em cada espaço, lado direito para espaço aberto, colunas centrais para espaço fechado e 

lado esquerdo para próximo da fonte de odor. As barras hachuradas representam o intervalo de 

confiança de 95% dos comportamentos basais avaliados durante a sessão de condicionamento. 

ANOVA de uma via com post hoc Newman-Keuls. As barras são organizadas na ordem, Branco, PBS 

(8); Rosa, NMDA/SAL (10); Verde, NMDA/MDZ 0,5 mg/kg (9); Azul, NMDA/MDZ 1 mg/kg (8). 

 

Na figura 19 estão representados os dados referentes aos comportamentos 

defensivos, de avaliação de risco e de contato durante a sessão de teste (Dia 4). ANOVA 

detectou efeito do tratamento para o comportamento defensivo [F(1,31)=4,21; p=0,0130]. O 

teste post hoc revelou que as ratas do grupo NMDA/SAL (p=0,0112) e NMDA/MDZ0,5 
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(p=0,0246) exibiram maior porcentagem de comportamento defensivo do que as ratas do 

grupo PBS ou NMDA/1,0. 

 

 
Figura 17: Efeito nos comportamentos expressos na sessão de teste do tratamento com MDZ 

em ratas condicionadas com microinjeção de NMDA na dlPAG. As barras representam a média + erro 

padrão da média da porcentagem de tempo gasto em cada espaço, lado direito para comportamentos 

defensivos, colunas centrais para comportamentos de avaliação de risco e lado esquerdo para contato 

com a pista olfatória. As barras hachuradas representam o intervalo de confiança de 95% dos 

comportamentos basais avaliados durante a sessão de condicionamento. ANOVA de uma via com post 

hoc Newman-Keuls, *=p<0,05 em relação ao grupo PBS. As barras são organizadas na ordem, 

Branco, PBS (8); Rosa, NMDA/SAL (10); Verde, NMDA/MDZ 0,5 mg/kg (9); Azul, NMDA/MDZ 1 

mg/kg (8). 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Apesar dos experimentos comparando o comportamento de roedores entre os sexos 

serem raros na literatura, nosso laboratório já participou de pelo menos quatro estudos que 

mostraram diferenças sexuais no desempenho de ratos no labirinto em cruz elevado e 

paradigmas com apresentação do odor de predador (BLANCHARD et al., 1991; 

BLANCHARD et al., 1992; IMHOF et al., 1993; TER HORST et al., 2012). Ao expor os 

ratos a uma ameaça (odor do predador), machos e fêmeas apresentaram diferenças nos 

padrões comportamentais expressos (BLANCHARD et al., 1991). Esses comportamentos de 

defesa e estado de alerta expressos por ratos frente a um perigo são considerados 

comportamentos emocionais já que encontram paralelo no medo e na ansiedade em humanos 

(TOVOTE, FADOK & LÜTHI, 2015). Por serem comportamentos emocionais, demandam 

percepção, associação, aprendizagem e memória, e, portanto, fazem parte de um processo 

cognitivo (GROSS & BARRETT, 2011). Existem algumas estruturas neurais que são ativadas 

em situações de perigo, modulando a expressão dos comportamentos defensivos, dentre elas a 

PAG situada ao redor do aqueduto de Sylvius no mesencéfalo.  

A PAG é uma estrutura do mesencéfalo que, quando estimulada eletricamente, é 

capaz de evocar respostas comportamentais e fisiológicas defensivas assim como quando o 

animal está na presença do seu predador, e, quando estimulada quimicamente, age como 

estímulo incondicionado em alguns paradigmas de condicionamento aversivo (BACK, 2016; 

KINCHESKI, 2011). Dessa forma, ela participa tanto das vias descendentes para expressão 

dos comportamentos defensivos como das vias ascendentes que projetam para regiões 

relacionadas ao aprendizado (CANTERAS, PAVESI & CAROBREZ, 2015; MOTTA, 

CAROBREZ & CANTERAS, 2017).  

Utilizando o condicionamento aversivo olfatório, Kincheski e colaboradores (2012) 

estabeleceram que a estimulação química da PAG com N-metil-D-aspartato (NMDA; um 

agonista dos receptores homônimos de glutamato) agiria como estímulo incondicionado. Esse 

modelo foi capaz de gerar expressão de comportamentos defensivos tanto imediatamente após 

a microinjeção quanto 48h depois com apresentação apenas da pista olfatória, indicando uma 

formação de memória associativa entre o odor e o perigo a partir do condicionamento. Tendo 

em vista que os trabalhos mencionados utilizaram exclusivamente ratos machos como modelo 

para padronização, e que existem diferenças sexuais na expressão de comportamentos em 
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diferentes testes comportamentais (ARCHER, 1975), o presente trabalho teve por objetivo 

verificar como que ratas reagiriam sob mesmo protocolo. Foi visto que, de maneira geral, as 

fêmeas, em comparação aos machos que passaram por um mesmo protocolodo, não 

expressam comportamento de defesa passivo (imobilidade) com frequência, além de não 

exibirem respostas defensivas características frente ao estímulo condicionado, após a 

associação microinjeção de NMDA na PAG e o estímulo olfatório.  

Assim, o primeiro experimento procurou mostrar uma curva dose (NMDA)-resposta 

(expressão dos comportamentos defensivos) para a formação da memória associativa aversiva 

em ratas. As ratas foram tratadas com PBS ou doses crescentes de NMDA, e foram 

quantificados os comportamentos nos dias do condicionamento, familiarização e teste de 

exposição à pista olfatória. A resposta de congelamento é amplamente utilizada na literatura 

como critério de avaliação do condicionamento aversivo (GRUENE et al., 2015), logo foi o 

primeiro critério avaliado. Os resultados obtidos na sessão de condicionamento mostraram 

que as fêmeas apresentam o máximo de resposta de congelamento com a dose de 25 pmol de 

NMDA, enquanto os machos apresentam aumento crescente dessa resposta a partir de 50 

pmol (BACK, 2016).  

O sistema glutamatérgico é composto por receptores classificados como os 

ionotrópicos (NMDA, AMPA/Cainato) que são ligados a canais iônicos e os metabotrópicos 

(mGlu1-8) que são acoplados à proteína G. Foi visto que esses receptores agem em neurônios 

pós sinápticos da PAG e que o NMDA age como agonista de receptores NMDA de glutamato, 

permitindo a passagem de cátions para o meio intracelular gerando despolarização neuronal e, 

como consequência, excitação neuronal que promove expressão de respostas defensivas e 

aprendizado (BACK, 2016). A microinjeção da NMDA na PAG em ratos gera um sinal forte 

o suficiente para gerar o condicionamento aversivo (KINCHESKI, 2011) enquanto o bloqueio 

dos receptores NMDA na PAG reduz a expressão de respostas defensivas imediatas, bem 

como a aprendizagem da memória associativa (SOUZA, 2007; SOUZA & CAROBREZ, 

2016). Esses dados reforçam a relevância da ativação dos receptores NMDA na PAG para o 

condicionamento aversivo olfatório em ratos machos.  

O resultado obtido neste estudo, revelou que fêmeas apresentam maior expressão de 

congelamento com dose menor de NMDA do que a dose utilizada em machos (BACK, 2016), 

além de apresentarem menor amplitude dessa resposta. Existem poucos estudos na literatura 

para explicar esse resultado, entretanto foi demonstrado que machos e fêmeas apresentam 

diferenças morfológicas e fisiológicas em estruturas neurais. O hipocampo participa 
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ativamente tanto para a formação da memória traumática quanto para a expressão dos 

comportamentos defensivos e de avaliação de risco. Foram demonstrados vários dimorfismos 

sexuais para essa estrutura como, tamanho e volume (JONASSON, 2005), maior 

concentração de serotonina e noradrenalina em fêmeas (SIMPSON & KELLY, 2012), maior 

potencialização de longa duração (LTP, do inglês long-term potentiation) por potencial pós-

sináptico excitatório (EPSP, do ingles excitatory postsynaptic potential) em machos 

(MAREN, de OCA & FANSELOW, 1994) e maior expressão de depressão de longa duração 

(LTD, do inglês long-term depression) em fêmeas (DURSUR et al., 2018). Esses resultados 

comumente se apresentam em conjunto com aumento na resposta de congelamento por parte 

dos machos (MAREN, de OCA & FANSELOW, 1994; SIMPSON & KELLY, 2012).  

Também a PAG mostra diferenças sexuais, uma vez que foi reportado que ratas 

apresentam uma maior densidade de neurônios que projetam para o bulbo rostral 

ventromedial (RVM, do inglês rostral ventromedial medulla) além de maior concentração de 

receptores de estrógenos (ER, do inglês estrogen receptors) (LOYD & MURPHY, 2008). 

Essas alterações entre os sexos podem ser uma justificativa para os resultados obtidos, sendo 

as respostas máximas de machos e fêmeas em diferentes doses de NMDA por conta de um 

possível dimorfismo ou na estrutura da PAG e nas suas projeções ou na densidade de 

receptores glutamatérgicos.  No entanto, os dimorfismos sexuais na PAG foram explorados 

apenas para as vias de modulação de dor e nocicepção, e não nas vias do comportamento 

defensivo, o que proporciona uma ampla área para exploração científica.  

Um segundo aspecto importante que foi observado no trabalho foi a baixa 

porcentagem de congelamento por parte das ratas. Quando comparadas com machos as 

fêmeas apresentaram menor porcentagem de congelamento que os machos nas doses de 50 e 

100 pmol, além disso, a dose de maior resposta nas fêmeas (25 pmol) apresentou 

aproximadamente metade da resposta obtida com a dose de 50 pmol em machos (BACK, 

2016). Esse resultado concorda com a literatura que diz que fêmeas no condicionamento 

aversivo, tendem a expressar comportamentos mais exploratórios em contraste com os 

comportamentos defensivos passivos expressos por machos (ARCHER, 1975; GRUENE et 

al., 2015; SIMPSON & KELLY, 2012). Por essa razão, foram explorados outros tipos de 

comportamentos que poderiam estar sendo expressos pelas ratas durante a sessão de 

condicionamento, como presença de corrida de fuga (darting), saltos e comportamentos de 

avaliação de risco. Contudo, não foram observados diferenças ou expressões significativas de 

outros comportamentos relacionados a resposta defensiva bem como não houve diferenças 
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entre os grupos para os comportamentos de avaliação de risco. Esse conjunto de dados sugere 

haver diferenças entre os sexos na intensidade da expressão imediata de respostas defensivas a 

partir da aplicação de NMDA da dlPAG  

Uma possível explicação que não foi testada neste estudo seria os diferentes papéis 

exercidos por ratos e ratas em suas colônias. Os ratos são maiores em tamanho, isso para 

manter sua função de competição por hierarquia, reprodução e proteção da colônia, 

instintivamente o macho conhece o comportamento de congelamento tanto como proteção de 

predadores quanto para outros animais acima de sua hierarquia. Já ratas têm como principal 

função nas colônias a reprodução, elas são menores em tamanho, mais ágeis e possuem 

melhor convivência social (SCHWEINFURTH, 2020). Outro fator que reforça essa ideia é a 

diferença na expressão de comportamentos entre fêmeas antes da idade reprodutiva e adulta. 

Ratas tendem a apresentar maiores porcentagens de congelamento durante a pré-adolescência 

em comparação com machos na mesma idade e fêmeas em idade adulta (COLON et al., 

2018). Isso se traduz como ratos e ratas possuem a mesma expressão comportamental até a 

fase de puberdade, e então, quando entram em idade reprodutiva, suas funções na colônia 

mudam e logo a expressão dos seus comportamentos se adequaria àquela função.  

Ao tratarmos da idade reprodutiva, entende-se que as concentrações hormonais 

aumentaram consideravelmente e, logo, suas diferenças fisiológicas. As ratas em idade 

reprodutiva possuem um ciclo estral composto por três fases distintas, diestro (que pode ser 

dividido em metaestro e diestro), proestro e estro, sendo o estro a fase de receptividade 

sexual. Um ciclo estral normal dura quatro ou cinco dias e possui o pico de liberação 

estrogênica durante o proestro e progestênica ao final do proestro em transição com o estro 

(GOLDMAN, MURR & COOPER, 2007). Têm-se investigado nos últimos anos se existiriam 

influências das fases do ciclo estral sobre a expressão do comportamento defensivo e o 

condicionamento aversivo. Pentkowski e colaboradores (2018) exploraram esses fatores em 

conjunto utilizando o odor de gato como estímulo incondicionado, o que foi observado foi que 

a porcentagem de congelamento diminuía significativamente do dia de condicionamento para 

o dia da sessão de teste apenas com a pista olfatória, mostrando uma grande capacidade 

discriminatória entre perigo real e iminente em ratas. Quanto ao ciclo estral, foi visto que ele 

influenciava a expressão de respostas defensivas e de avaliação de risco para a apresentação 

do odor de gato, ou seja, para um estímulo inato e naturalmente aversivo, com ratas em 

proestro e estro apresentando uma menor expressão desses comportamentos. Entretanto, para 

o condicionamento e aprendizado da memória traumática, não existe influência do ciclo estral 
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(PENTKOWSKI et al., 2018). Um fator a ser discutido é que já foi apontado que o ciclo estral 

interfere na percepção olfatória de ratas, não alterando sua capacidade discriminatória, mas 

sim na sensibilidade ao odor com ratas em estro tendo maior sensibilidade (ARCHER, 1975; 

CHEN et al., 2009). Este pode ser um fator limitante para o atual trabalho uma vez que o 

estímulo utilizado foi o olfatório, porém não se tem número amostral suficiente de ratas em 

cada fase do ciclo estral para avaliar a sua interferência nos experimentos, uma análise que 

fica como passos futuros.  

Outro critério avaliado foi o curso temporal dos comportamentos durante as sessões 

(análise minuto a minuto) que estão representados de maneira descritiva no Apêndice A. Os 

resultados se assemelham aos critérios avaliados pelo tempo total, entretanto com essa 

estratégia, foi possível perceber o contraste entre as amplitudes dos comportamentos de defesa 

e avaliação de risco entre os sexos.  

Dois aspectos a serem discutidos sobre o paradigma do condicionamento aversivo é 

que ele possui cunho emocional e gera a formação de memórias associativas. 

Independentemente dos estímulos escolhidos para o condicionamento aversivo, o protocolo 

gera uma resposta condicionada que apresenta alterações fisiológicas autonômicas e 

endócrinas características (p. ex., aumento da pressão arterial, aumento das concentrações de 

hormônios relacionados ao estresse), além da expressão comportamental de respostas 

defensivas (JOHANSEN et al., 2011; LEDOUX, 2000). Isso porque esse condicionamento 

deve relacionar o estímulo neutro à sensação de perigo e essa relação deve ser forte o 

suficiente para formar uma memória associativa a ponto de o animal expressar uma resposta 

ao perigo apenas com a reexposição ao estímulo condicionado, anteriormente neutro. Dessa 

maneira, a característica emocional do condicionamento é validada, por gerar adaptação do 

comportamento e durabilidade da memória (ANDERSON & ADOLPHS, 2014).   

Para o protocolo estabelecido no laboratório, 48h após o condicionamento, os 

animais são colocados na caixa de exposição ao odor, onde eles podem expressar 

comportamentos e também escolher seu local de preferência. Nessa caixa é possível evitar o 

odor ao permanecer no espaço fechado e mais distante da pista olfatória, sendo que esse 

comportamento é considerado como de defesa. No presente trabalho, os grupos de ratas não 

apresentaram diferenças entre si, tanto para preferência ao local quanto comportamentos 

expressos na sessão teste de exposição ao odor, mais uma vez, se diferenciando de ratos que 

possuem preferência ao espaço fechado e evitando a pista olfatória para as doses de 50 e 100 

pmol de NMDA.  



54 

 

Essas diferenças podem se dar por conta de alterações anatomorfológicas nas 

estruturas neurais, vias, intensidade de sinal, capacidade de LTP ou LTD hipocampal e/ou 

densidade de receptores, como já mencionado anteriormente. Os resultados para o atual 

trabalho apontam para uma possível não formação da memória associativa por parte das 

fêmeas ou, então, que elas expressam alguma resposta comportamental que não foi detectada 

na análise. Foi visto por Daviu e colaboradores (2014) que no condicionamento aversivo com 

extinção, as fêmeas apresentavam porcentagem de congelamento consideravelmente mais 

baixas do que os machos e extinguiam mais rapidamente, já na primeira sessão. No entanto, 

ao quantificar a concentração plasmática de ACTH (hormônio adrenocorticotrófico) e 

corticosterona, hormônios relacionados ao estresse, as fêmeas apresentavam alta concentração 

de ambos em relação ao controle e aos machos persistindo até a terceira sessão de extinção, 

mesmo sem apresentar alterações comportamentais. Esse estudo demonstra que além da 

expressão dos comportamentos de defesa por parte das fêmeas, características fisiológicas e 

autonômicas deveriam ser avaliadas para excluir de fato a hipótese de que as ratas não 

formam memória associativa de caráter aversivo. Ademais, a literatura ainda é bastante 

escassa sobre o assunto e, os estudos publicados tem apresentado resultados controversos e 

dicotômicos. 

Respostas defensivas podem ser moduladas por benzodiazepínicos, isso porque 

existe um envolvimento da transmissão GABAérgica nos processos de aprendizado da 

memória traumática e expressão de comportamentos de defesa, dessa maneira, o MDZ tem 

sido utilizado como um padrão ouro para diminuição dessas respostas e prejuízo na formação 

da memória (KROON & CAROBREZ, 2008; MCGREGOR et al., 2004). Adicionalmente, 

benzodiazepínicos reduziram a aversão induzida pela estimulação da PAG em roedores 

(JENCK, BROEKKAMP & VAN DELFT, 1990).  

O segundo experimento verificou qual o efeito do MDZ no comportamento 

defensivo e formação de memória traumática em ratas microinjetadas com NMDA na PAG. 

Os três grupos tratados com NMDA tiveram aumento da resposta defensiva em relação ao 

PBS. Contudo, o grupo que recebeu a maior dose de MDZ apresentou menor expressão de 

congelamento e de comportamentos de avaliação de risco em relação ao grupo SAL. Deve ser 

ressaltado que o MDZ principalmente na maior dose produziu sedação que correspondeu a  

35% do tempo total da sessão de condicionamento. Os comportamentos de congelamento e 

sedação podem ser confundidos em uma avaliação automática baseada na cessação do 

movimento. Essa análise pode gerar falso positivo quando ela não diferencia o congelamento, 
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(postura imóvel apenas com movimentos de respiração, com pelos eriçados, cauda contraída e orelhas 

para trás) da sedação (movimentos atáxicos ou postura imóvel apenas com movimentos de 

respiração e posição deitado em decúbito ventral). Esse efeito ocorreu após o tratamento com o 

MDZ que na prática clínica é utilizado como um sedativo e medicação pré-anestésica, além 

das suas propriedades ansiolíticas e mnemônicas (KUBOTA et al., 1999).   

Durante a sessão de teste na caixa de exposição ao odor, os grupos não apresentaram 

diferenças na preferência de local. Trabalho anterior (KINCHESKI, 2011) , realizado em ratos 

machos,  a dose de 1 mg/kg foi capaz de diminuir de maneira significativa o tempo de 

permanência no compartimento escondido em relação ao controle SAL e a menor dose de 

MDZ, o que não foi visto neste trabalho. Por outro lado, este estudo mostrou que os grupos 

SAL e MDZ 0,5mg/kg apresentaram um aumento na porcentagem de congelamento que foi 

estatisticamente significante em relação ao grupo PBS. Uma análise pormenorizada desse 

resultado revela que, embora exista uma diferença estatística, a porcentagem de congelamento 

de todos os grupos não ultrapassa 5% do tempo total de teste, sugerindo uma resposta 

defensiva com  pequena relevância biológica.  Deve-se levar em consideração também o fato 

de que para a curva dose-resposta, aparentemente, as fêmeas não formaram a memória 

associativa, impossibilitando então aplicarmos o critério de avaliação de expressão da 

memória associativa neste teste. Novamente, em busca de literatura disponível para ajudar a 

explicar os dados encontrados neste experimento, não foram encontrados trabalhos utilizando 

fêmeas com tratamento de MDZ para o condicionamento aversivo, portanto se faz necessário 

que mais testes e experimentos sejam realizados para elucidar as respostas defensivas em 

fêmeas. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente trabalho, os resultados refutam a hipótese que a microinjeção de NMDA 

na PAG funcionaria como estímulo incondicionado e geraria o aprendizado da memória 

associativa nas ratas, assim como acontece nos ratos. No entanto, parte da hipótese inicial foi 

confirmada, ratos machos e fêmeas expressam diferentes comportamentos frente ao 

condicionamento aversivo olfatório por estimulação na PAG, fêmeas apresentando mais 

comportamentos exploratórios do que defensivos passivos. O MDZ, um benzodiazepínico que 

em machos tem sido utilizado para promover o prejuízo na formação da memória associativa 

aversiva e a redução das respostas defensivas, teve ação sedativa em fêmeas e não alterou a 

expressão de comportamentos no dia de exposição à pista olfatória. Os resultados, de modo 

geral, apontam para a existência de dimorfismos sexuais na modulação do sistema 

glutamatérgico da PAG para a expressão de comportamentos defensivos e formação de 

memória associativa. Esse trabalho inaugura um novo projeto de pesquisa com o objetivo de 

desvendarmos a neurobiologia por trás dos comportamentos defensivos e memórias 

associativas em ratas.  
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7 APÊNDICES 

 

7.1 APÊNDICE A 

 

Representação gráfica descritiva do curso temporal dos comportamentos expressos 

por ratos (BACK, 2016) e ratas durante a sessão de condicionamento após estimulação 

química da dlPAG por concentrações crescentes de NMDA (pmol) ou PBS.  

As barras representam média + erro padrão da média da porcentagem de tempo dos 

comportamentos defensivos em vermelho e comportamentos de avaliação de risco em azul 

por minuto, sendo de cima para baixo a representação do minuto um ao cinco da sessão. Em 

(A) as fêmeas estão representadas nas doses de PBS (8), NMDA 12,5 pmol (8), NMDA 25 

pmol (9), NMDA 50 pmol (8) e NMDA 100 pmol (8). Em (B) os machos estão representados 

nas doses de PBS (8), NMDA 25 pmol (8), NMDA 50 pmol (8), NMDA 100 pmol (10) e 

NMDA 200 pmol (8). 
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7.2 APÊNDICE B 

 

Representação gráfica descritiva do curso temporal dos comportamentos expressos 

por ratas durante a sessão de condicionamento após tratamento com SAL ou MDZ (0,5 e 1 

mg/kg) intraperitoneal e estimulação química da dlPAG por NMDA 25 pmol ou PBS.  

As barras representam média + erro padrão da média da porcentagem de tempo dos 

comportamentos defensivos em vermelho, comportamentos de avaliação de risco em azul e 

sedação em cinza por minuto, sendo de cima para baixo a representação do minuto um ao 

cinco da sessão. As barras são organizadas na ordem PBS (8), NMDA/SAL (10), 

NMDA/MDZ 0,5 mg/kg (9) e NMDA/MDZ 1 mg/kg (8). 
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