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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da microinjeção bilateral de

antagonistas dos receptores AMPA (á-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato)

no Núcleo Accumbens (NAcc) sobre a emocionalidade e sobre a ingestão de alimento

em ratos Wistar fêmeas. O experimento 1 avaliou se a microinjeção de DNQX (6,7-

dinitroquinoxalina-2,3-diona) na sub-região da concha e do centro do NAcc poderia

alterar o nível de ansiedade e a aprendizagem emocional dos animais no Labirinto em

Cruz Elevado (LCE). O experimento 2 avaliou se a microinjeção de CNQX (6-ciano-7-

nitroquinoxalina-2,3-diona), em ambas as regiões do NAcc, poderia induzir efeito

ansiolítico e hiperfagia em fêmeas submetidas a um teste de ingestão de alimento. Os

resultados do Experimento 1 mostraram que a administração bilateral de DNQX (330

e 660ng) na concha, mas não no centro do NAcc (AP entre +1,08 e +2,16mm anterior

ao bregma), induziu um efeito do tipo ansiolítico, visto que houve um aumento na

porcentagem de entrada nos braços abertos do LCE, sem alteração do número de

entrada nos braços fechados. A microinjeção de DNQX (660ng) na concha também

aumentou a exploração dos braços abertos em relação aos animais que receberam a

mesma microinjeção no centro, indicando que o bloqueio dos receptores AMPA é

ansiolítico apenas na concha do NAcc. A microinjeção de DNQX na concha ou no

centro do NAcc não prejudicou a aprendizagem emocional. Os resultados do

experimento 2 mostraram que a microinjeção de CNQX (5,0 nmol) na concha, mas

não no centro do NAcc (AP entre +1.08 e +2.04mm anterior ao bregma), induziu

efeito ansiolítico caracterizado por baixa ocorrência de avaliação de risco na caixa de

ingestão. O efeito ansiolítico induzido por CNQX (5,0nmol) na concha do NAcc, não

deve ser atribuído a alterações na atividade motora dos animais já que a frequência

de locomoção e exploração vertical não foram alterados após a microinjeção da

droga. Entretanto, a microinjeção de CNQX em qualquer um dos sítios do NAcc, não

foi capaz de alterar a ingestão de alimento dos animais. Os dados demonstram que o

bloqueio dos receptores AMPA é ansiolítico apenas na cocha do NAcc e pode alterar

de forma diferenciada, os comportamentos defensivos e de ingestão de alimento em

ratos Wistar fêmeas.

Palavras-chave: Núcleo Accumbens; ansiedade; ingestão de alimento; labirinto em cruz

elevado; AMPA; glutamato; gênero, rato.
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ABSTRACT

This study investigated the effect of the AMPA (á-amino-3-hydroxy-5-

methylisoxazole-4-proprionic acid) receptor antagonist microinjections into the

core and shell sub-regions of the accumbens nucleus (Acb) on the level of

anxiety and food intake in female Wistar rats. Experiment 1 evaluated the effect

of 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX; 330 and 660ng) microinjected into the

core and shell sub-regions of the accumbens nucleus (Acb), on the level of

anxiety and emotional learning of the animals in the elevated plus-maze (EPM).

Experiment 2 evaluated the effect of 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione

(CNQX; 2.5 and 5.0nmol) microinjected into both Acb sub-regions on food intake

and the level of anxiety in female rats submitted to a food intake test. Data from

experiment 1 showed that bilateral microinjections of DNQX (330 and 660ng) into

the Acb shell, but not into the Acb core (AP, +1.08 to +2.16), induced an

anxiolytic-like effect, since there was an increased percentage of entries in the

open arms of the maze, with no change in the number of entries into the

enclosed arms. The 660ng DNQX microinjection into the Acb shell also

increased the open arm exploration in relation to 660ng DNQX microinjection into

the Acb core. Prior DNQX microinjections in both core and shell sub-regions of

the Acb failed to impair the animals emotional learning. Data from experiment 2

indicated that bilateral microinjections of CNQX (5.0nmol) into the Acb shell (AP,

+1.08 to +2.04), but not into the Acb core, induced an anxiolytic-like effect, since

the animals exhibited low level of risk assessment in the feeding cage test. The

anxiolytic-like effect induced by 5.0nmol CNQX microinjection into the Acb shell

may not be ascribed to changes in the motor activity of the animals, because the

frequency of locomotion and rearing remained unchanged after the drug

microinjection. However, neither Acb shell nor Acb core CNQX microinjections

were able to change the food intake of the animals. The data suggest that AMPA

receptor blockade in the Acb nucleus is anxiolytic only in the Acb shell and may

differentially change the ingestive and defensive behaviours in female rats.

Keywords: Nucleus accumbens, anxiety, food intake, elevated plus-maze,

AMPA, glutamate, female, rat.
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Núcleo Accumbens: aspectos gerais 

s da base, 

o prosencéfalo basal. Tradicionalmente, os núcleos da base 

o amigdalóide, núcleo caudado, 

úcleos constituem o corpo estriado 

3). O corpo estriado se divide em uma área mais antiga, 

ou pallidum (globo pálido), e uma mais recente, 

ompreende o 

nização do corpo estriado, veio 

oncepção de corpo estriado ventral, formado 

idum que têm conexões com áreas 

participam da regulação do 

nal. Essa extensão ventral do pallidum (pálido ventral) 

teriormente incluído na substância inominada de 

ntemente ao feixe prosencefálico medial (HEIMER, 

e Meynert. Por vezes esse núcleo de Meynert é 

stá 

ente relacionado aos mecanismos de vigília e atenção (HAINES, 

, 2006).  

periormente, striatum e pálido ventrais são como que 

ue contém fibras de projeção 

 

O Núcleo Accumbens (NAcc) é um componente dos núcleo

situado na região d

são representados pelo claustrum, corp

putâmen e globo pálido. Estes três últimos n

(HEIMER et al, 200

chamada de paleoestriado 

denominada neoestriado ou simplesmente striatum, que c

putâmen e o caudado. A esse esquema de orga

juntar-se, mais recentemente, a c

por extensões ventrais do striatum e do pall

corticais do sistema límbico e, desse modo, 

comportamento emocio

corresponde ao território an

Reichert e situa-se adjace

1995) e ao núcleo basal d

utilizado como sinônimo de substância inominada (HEIMER, 1995) e e

funcionalm

2006; HEIMER & VAN HOESEN

 

Conjunta e su

cobertos pelo braço anterior da cápsula interna, q
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para o córtex pré-frontal e cingular anterior (HEIMER et al, 2003). Já 

, localiza-se a porção do 

ipotálamo que forma a parte inferior da parede ipsolateral do terceiro 

entrículo (RIBAS, 2007). 

É importante ressaltar que, enquanto o striatum recebe projeções de 

projeta predominantemente para as 

reas corticais anteriores (HEIMER e VAN HOESEN, 2006), podendo, no 

entant

medialmente ao striatum e ao pálido ventrais

h

v

 

toda a extensão cortical, o globo pálido se 

á

o, também influenciar outros processos perceptivos como, por exemplo, 

visuais e de discriminação de objetos, através da sua interação com áreas 

corticais mais posteriores. Alguns autores conceituam o striatum ventral e o 

pálido ventral como regiões dos núcleos da base que abrigam o sistema 

córtico-estriatal-palidal ventral, distinto do clássico sistema córtico-estriatal-

palidal dorsal, relacionando-os com atividades motoras e com implicações 

neuropsiquiátricas (HAINES, 2006; MELLO e VILARES, 1997).  

 

Além disso, o striatum ventral compreende a área que abriga o NAcc e 

as porções mediais/ventrais do putâmen, além da cabeça do núcleo caudado. 

Assim, o NAcc é topograficamente situado à porção do striatum em que o 

putâmen e a cabeça do núcleo caudado encontram-se unidas sob o braço 

anterior da cápsula interna (HEIMER et al, 2003; HEIMER & VAN HOESEN, 

2006). 
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coordinates. PAXINOS e WATSON, 2006. 

 aves como em 

mamíferos, parece incluir dois tipos de neurônios paliais: (1) aqueles que       se  

projeta

marcada pelo surgimento de um sistema de projeção corticoestriatal como 

 

Figura 1. Localização do Núcleo Accumbens. Adaptação do Atlas The rat brain in stereotaxic 

 

 

Evolutivamente, o núcleo accumbens já é encontrado em aves 

(VEENMAN, 1995). As aves apresentam os núcleos da base bem 

desenvolvidos, localizados dentro do telencéfalo, incluindo o striatum. Diversas 

regiões paliais que se projetam para o striatum em aves, bem como em 

mamíferos, são partes da elevada organização do sistema sensorial e do 

sistema motor. A expansão do sistema corticoestriatal, tanto em

m tanto para o striatum quanto para o tronco cerebral e (2) aqueles que 

se projetam em direção ao striatum, mas não ao tronco cerebral. A ausência da 

expansão das projeções corticoestriatais de qualquer um dos tipos de 

neurônios em anamniotas sugere que a transição anamniotas-amniotas foi 
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fonte proeminente de informação sensorial e motora para o striatum. A 

chegada desta fonte de informações, possivelmente, facilitou o papel dos 

núcleos da base no controle do movimento (VEENMAN, 1995).  

 

 

 

voluntárias. Nesse período, foram realizadas muitas pesquisas sobre a 

sistema límbico e motor. Paralelamente, os mecanismos neuronais, por meio 

dos quais a motivação pode ser convertida em ação, também foram 

ampla

 

Em ratos, o NAcc é um dos principais componentes da região do 

striatum ventro-medial (MALDONADO-IRIZARRY, et al, 1995). Este núcleo 

está envolvido em vários processos comportamentais, tais como: atividades

motoras (GARGIULO, 1996) motivação e reforço (SALAMONE, 1994), e 

também nas funções cognitivas (USIELLO et al, 1998).  

 

Mogenson, em 1980, publicou um trabalho considerando o NAcc como

uma interface essencial entre motivação e ação, ou seja, como um elemento

chave na integração da afetividade e cognição com as ações motoras 

anatomia do cérebro de roedores a fim de se investigar a interface entre o 

mente estudados. Segundo Mogenson, o NAcc é um componente 

fundamental desta interface neuronal, pois recebe aferências de estruturas    do  

prosencéfalo límbico, direta ou indiretamente, através da área tegmental ventral 

(ATV), e envia sinais para o sistema motor através do globo pálido 

(MOGENSON et al, 1980).  

 

O NAcc pode ser considerado uma região de interconexão,  recebendo  

projeções de células dopaminérgicas, situadas na ATV, e atua como um local 

de convergência para estímulos procedentes da amígdala, hipocampo, área 
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cingulada anterior e parte do lobo temporal. Do NAcc, partem eferências para o 

hipotálamo, área cingulada anterior e lobos frontais. Neurônios dopaminérgicos 

na ATV modulam a atividade de neurônios dentro do NAcc (KELLEY, 2004).  

 

O NAcc, a partir daí, tem sido considerado potencialmente envolvido na 

atividade de locomoção, sendo que esta capacidade locomotora é um dos 

componentes de ataque e de defesa que facilita a procura pelos alimentos e 

que p

O

ermite outros comportamentos, incluindo o reprodutivo, além de estar 

diretamente relacionada a mecanismos de adaptação e de sobrevivência das 

espécies. O NAcc também tem sido envolvido nas respostas motoras orais, 

utilizadas na alimentação, na ingestão de água, na vocalização e em outras 

respostas adaptativas (MOGENSON et al, 1980).  

 

 papel do NAcc e sua relação funcional com a ATV e o globo pálido tem 

sido amplamente investigado por diversos laboratórios de pesquisa que o 

apontam como uma interface límbico-motora (MOGENSON et al, 1980). De 

acordo com essa interface límbico-motora, considera-se que para iniciar uma 

ação é necessário que diversas estruturas do prosencéfalo límbico, também 

denominado de cérebro emocional, realizem variados processos cognitivos, 

envolvendo experiências prévias e aprendizagem. Ainda que a proposta desse 

modelo inclua a necessidade de realização de mais pesquisas para verificar 

como o cérebro emocional e o cognitivo operam juntos na iniciação da 

resposta motora, pode-se dizer que o NAcc recebe convergência de 

informações de regiões cerebrais envolvidas na aprendizagem emocional, 
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memó

 

 

uma estrutura heterogênea, 

contendo pelo menos duas sub-regiões anatômicas e funcionalmente distintas: 

o ce  

ria e cognição. Algumas dessas regiões são, por exemplo, a amígdala, 

o hipocampo, o tálamo e o córtex pré-frontal (MOGENSON et al, 1980).  

Em suma, o NAcc tem um papel crucial nos comportamentos envolvidos 

com os processos naturais de recompensa, controle motivacional, ingestão de 

alimento, comportamento sexual e aprendizagem instrumental (KELLEY  et al, 

2002, 2005).  

1.2 Núcleo Accumbens: as sub-regiões  

 

No início da década de 1990, o NAcc, embora já considerado um 

substrato importante na mediação de efeitos reforçadores de substâncias 

estimulantes psicomotoras, foi alvo de uma relevante reorganização anatômica, 

embasada na análise das suas conexões neurais e no seu perfil histoquímico. 

A partir daí, o NAcc passou a ser considerado 

ntro (o termo inglês core será traduzido como centro) que compreende a

área ao redor da comissura anterior e a concha (o termo inglês shell será 

traduzido como concha), uma região que se estende medianamente, 

ventralmente e lateralmente ao redor do centro (ZAHM e HEIMER, 1990; 

HEIMER et al., 1991; JONES et al., 1996; DAVID et al., 1998; KELLEY e 

BERRIDGE, 2002).  

 

As sub-regiões do centro e da concha possuem diferenças em relação 

às suas aferências e eferências (ZAHM e BROG, 1992). Em ratos, as sub-
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regiões concha e centro também podem ser reconhecidas por possuírem 

diferentes conexões e especificidades neuroquímicas, além de identidades 

funcionais distintas. O centro assemelha-se em vários aspectos ao complexo 

caudado-putâmen por seu caráter striatal; e a concha apresenta, além das 

caract

Embora tanto o centro quanto a concha recebam aferências do 

ipocampo, a região do subículo ventral projeta-se principalmente para a 

a-se para o centro. Paralelamente, 

iferentes regiões do córtex pré-frontal projetam-se para diferentes áreas do 

NAcc,

 concha do NAcc apresenta interconexões entre circuitos corticais e 

circuitos do hipotálamo e do tronco cerebral (KELLEY, 2004). Tem sido 

erísticas striatais, uma diversidade muito maior de características 

neuroquímicas e de conexões aferentes e eferentes. (GROENEWEGEN et al, 

1996). 

 

h

concha, enquanto o subículo dorsal projet

d

 como por exemplo, a área pré-límbica que projeta-se para o centro, 

enquanto a área infra-límbica e o córtex piriforme projetam-se para a concha 

(BROG et al, 1993). Alguns sub-compartimentos específicos da amígdala 

também alcançam sub-regiões do NAcc, principalmente a região da concha 

(WRIGHT et al, 1996). Em relação às eferências, o centro conecta-se com 

estruturas clássicas do gânglio basal, que são sistemas de saída, tais como: o 

pálido ventral, o núcleo subtalâmico e a substância negra, enquanto a sub-

região da concha projeta-se preferencialmente para regiões subcorticais 

límbicas, tais como o hipotálamo lateral (LH), a ATV, a região do pálido ventral 

ventro-medial e para os centros autonômicos do tronco cerebral (USUDA et al, 

1998; KELLEY, 2004). 

 

A
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sugeri

tamental de ingestão de alimento (STRATFORD et al., 1998; 

MALDONADO-IRIZARRY et al., 1995).    

ndamentam a procura compulsiva por drogas em 

do que a inervação da região da concha é especialmente responsiva à 

ingestão, em experimentos sobre alimentação (TANDA e DI CHIARA, 1998; 

BASSAREO e DI CHIARA, 1999), e no uso e abuso de drogas (DI CHIARA et 

al., 1993; PONTIERI et al., 1995; CARLEZON e WISE, 1996; TANDA et al., 

1997). A partir deste enfoque, a concha é considerada um importante 

componente de um sistema neuronal envolvido no comportamento de ingestão 

de alimentos em ratos (STRATFORD, 2005). Também, em ratos saciados, os 

antagonistas glutamatérgicos promovem uma específica resposta 

compor

 

Especificamente na concha do accumbens, a transmissão dos 

aminoácidos atua como uma espécie de interruptor do circuito central, visando 

flexibilizar o início ou o término do ato de consumir alimentos, através das vias 

de conexões descendentes para os sistemas hipotalâmicos de controle da 

ingestão (BALDO e KELLEY, 2007).  

 

Em relação ao que vem sendo investigado sobre a sub-região do centro 

do NAcc, estudos sugerem que este núcleo está envolvido tanto na resposta de 

aprendizagem (KELLEY et al., 1997) quanto em uma resposta comportamental 

que está sujeita a um estímulo condicionado (BASSAREO e DI CHIARA, 1999; 

DI CHIARA e IMPERATO, 1998; PARKINSON et al., 1999b, 2000).  

Sendo assim, o NAcc tem um papel chave nos circuitos neuronais que 

são responsáveis por comportamentos dirigidos a um determinado alvo, tais 

como aqueles que fu
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indivíd

 sistemas emocionais engloba cada 

uma destas áreas e sua distribuição para o prosencéfalo, mesencéfalo e 

hipotá

RGANE et al, 2005). Alguns sistemas de 

neurotransmissores têm sido investigados na tentativa de se compreender 

melho

uos dependentes de cocaína (KELLEY, 1999b; GROENEWEGEN e 

UYLINGS, 2000).  

 

 

1.3 Núcleo Accumbens e cérebro emocional  

 

O NAcc está relacionado à função de interação, comunicando-se com as 

regiões límbicas e, portanto, emocionais. Sendo assim, o sistema límbico ou 

emocional compreende tanto o córtex como sistemas sub-corticais, incluindo a 

formação hipocampal, o complexo do núcleo amigdalóide, o hipotálamo, o 

córtex cingulado, a ATV, outras áreas importantes do córtex pré-frontal e o 

próprio NAcc (DUGAL, 2003).  O termo

lamo. Estas regiões são interconectadas e, na maioria das vezes, por 

vias recíprocas, ou seja, por via de mão dupla entre o prosencéfalo e 

mesencéfalo límbico, sendo que ainda, do prosencéfalo límbico, partem 

projeções para a região do tronco cerebral e do mesencéfalo, justificando o 

termo área mesencefálica límbica (MO

r algumas dessas complexas redes neurais. Na figura 2 estão 

representadas algumas áreas dos sistemas emocionais e vias que, 

provavelmente, estão envolvidas em um fluxo de informações que podem gerar 

comportamentos emocionais (MORGANE et al, 2005; DUGAL, 2003).     
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Figura 2. Esquema representando as sub-regiões concha e centro do NAcc e algumas de suas 

coordenação de variados e complexos padrões de comportamento (RAMNANI 

et al, 2002; MORGANE et al, 2005). Nesse sentido, processos complexos 

aferências e eferências. ATV: área tegmental ventral; NTS: núcleo do trato solitário; HL: 
hipotálamo lateral; NLST: núcleo lateral da estria terminal; CeAM: núcleo central da amígdala; 
PVvm: núcleo ventro-medial do pálido ventral; PVdl: núcleo dorso-lateral do pálido ventral. 
 
 
 
 
 

O cérebro emocional está organizado em termos de elaboração e 
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como a inteligência, a memória, a aprendizagem e a personalidade não 

apresentam uma localização específica, ou seja, não podem ser representadas 

como um lócus, porém são consideradas propriedades emergentes das 

atividades neuronais realizadas dentro de sistemas funcionais bem distribuídos. 

Em outras palavras, estes aspectos são considerados reflexos de funções 

integrativas, isto é, uma reunião de complexas redes funcionais (RAMNANI et 

al, 2002).  

 

Estes aspectos são decorrentes de dois processos que suportam as 

funções cerebrais. Um deles é a segregação funcional, a qual objetiva localizar 

as funções de grupos celulares específicos. O outro processo é a integração 

funcional, na qual as funções são interpretadas em termos de fluxo de 

informações entre diferentes áreas cerebrais (ROBERTS, 1966; KOTTER e 

MEYER, 1992). 

 

Tal fluxo de informações, em redes neuronais específicas, é responsável 

pela formação da memória, adição e plasticidade, por exemplo. Envolve, ainda, 

sistemas de neurotransmissores, como por exemplo, a serotonina, dopamina, 

noradrenalina, o ácido-gama-amino butírico (GABA), o glutamato e a 

NE 

t al, 2005).      

 

acetilcolina, os quais são importantes nos estados de vigilância, de reforço e na 

egulação das atividades da região septo-hipocampal específicas (MORGAr

e
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1.4 Núcleo Accumbens: uma visão geral da neuroquímica 

 

No NAcc alguns sistemas de neurotransmissores estão envolvidos com 

as informações processadas em diversas regiões do cérebro e do tronco 

cerebral. Alguns desses sistemas são bem conhecidos.  

O sistema serotoninérgico exerce um papel importante no controle de 

funções cerebrais complexas como aprendizagem, memória e regulação 

cerebral através de diferentes estágios do ciclo sono – vigília (JACOBS e 

AZMIT

ina liberada no prosencéfalo e, especialmente no NAcc, tem 

sido associada com os efeitos reforçadores do uso de drogas (SALAMONE et 

al, 200

 transmissão dopaminérgica, parece que esta ainda deve ser 

importante na memória de associação entre as ações motoras e a capacidade 

de atingir um determinado alvo, possivelmente nas representações neurais 

correspondentes ao resultado de uma recompensa (BALDO e KELLEY, 2007).   

IA, 1992). A serotonina também está envolvida na regulação de vários 

sistemas do cérebro límbico (KOOB, 2000). Antagonistas serotoninérgicos 

reduzem o aumento de dopamina no córtex pré-frontal e no NAcc (COSTALL et 

al, 1990).  Sendo assim, a serotonina deve modular a liberação de dopamina 

no prosencéfalo límbico por induzir a sua liberação na ATV (MORGANE et al, 

2005). A dopam

3). Recentemente, Baldo e Kelley (2007) propuseram que o processo de 

ativação do sistema motor deve estar dissociado sendo que a dopamina deve 

estar associada à procura por alimentos e a liberação do peptídeo opióide na 

região striatal deve influenciar o comportamento relacionado à sensação de 

prazer (BALDO e KELLEY, 2007).  

 

Quanto à
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Nos últimos anos, evidências têm-se acumulado, sugerindo que estes 

rocessos são possibilitados por áreas cerebrais e por sistemas de 

neurot

lvida na mediação da 

ativaçã

e sobrepor na modulação de neurônios 

gabaérgicos, salientando a função integradora do NAcc (FRENCH e 

TOTTE

durante a evolução biológica (KELLEY, 2004). Entretanto, cerca de 90 % do 

p

ransmissores distintos dentro do mesmo sítio do núcleo accumbens. As 

teorias sobre as funções dopaminérgicas divergem sobre vários pontos, mas 

há uma aceitação geral de que a dopamina está envo

o motora (BALDO e KELLEY, 2007). 

 

O NAcc, além de receber aferências dopaminérgicas da ATV, recebe 

também aferências glutamatérgicas do córtex pré-frontal, amígdala basolateral, 

subículo inferior do hipocampo e núcleos hipotalâmicos intralaminares 

(KELLEY e DOMESICK, 1982; BERENDSE et al., 1992; SHINONAGA et al., 

1994). O glutamato (GLU), principal neurotransmissor excitatório do sistema 

nervoso central (SNC), atua em circuitos neuronais envolvidos com a 

plasticidade sináptica, tais como, aprendizagem e memória emocionais (Da 

CUNHA et al., 2005), e em circuitos relacionados à ingestão de alimentos 

(RUMPEL et al, 2005).  

 

French e Totterdell (2003) demonstraram que neurônios aferentes 

glutamatérgicos, provenientes do córtex pré-frontal, do hipocampo e da região 

basolateral da amígdala podem s

RDELL, 2003).  

 

Circuitos glutamatérgicos envolvidos no comportamento alimentar, 

especialmente aqueles localizados no NAcc, foram altamente conservados 
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núcleo

 

convergem sobre os neurônios médios espinhais do NAcc (HEIDBREDER e 

GROE

), o efeito dos agonistas gabaérgicos deve revelar, 

principalmente, como os micro-circuitos do NAcc organizam os 

compo

), e por projeções diretas aos circuitos hipotalâmicos 

que se comunicam com os centros de controle motor e autonômico (KELLEY et 

al., 20

 accumbens compõem-se de neurônios médios espinhais, 

essencialmente gabaérgicos (MEREDITH, 1999).  

 

Vários comportamentos direcionados à execução de uma ação 

específica são considerados como sendo regulados por projeções 

glutamatérgicas que se originam em regiões límbicas do córtex frontal, as quais

NEWEGEN, 2003). O córtex cingulado anterior projeta-se para o NAcc 

por uma via de projeções glutamatérgicas (CARDINAL et al, 2002) e constitui 

uma parte do córtex pré-frontal medial que tem sido fortemente relacionado 

com o processamento emocional. 

 

Devido ao fato de que grande parte dos neurotransmissores GABA é 

liberada no núcleo accumbens (SUN e CASSEL, 1993; CHURCHILL e 

KATIVAS, 1994; KAWAGUCHI et al., 1995; VAN BOCKSTAELE e PICKEL, 

1995; MEREDITH, 1999

rtamentos de apetite versus comportamentos defensivos (REYNOLDS e 

BERRIDGE, 2003). Os circuitos do NAcc estão organizados em duas maneiras 

distintas para alcançar o controle basal clássico do sistema motor: por 

conexões às estruturas do núcleo pálido que processam informações para o 

córtex motor (voluntário

05).  
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A inibição funcional dos neurônios do NAcc pelos antagonistas 

glutamatérgicos induz efeito ansiolítico em ratos (MARTINEZ et al., 2002), ou a 

estimulação pelos receptores GABAA e GABAB (STRATFORD e KELLEY, 

1997) 

ipo AMPA 

em quase todos os casos dentro de complexas redes neurais, estes 

não serão discutidos neste trabalho.  

induz hiperfagia em animais saciados. Este efeito hiperfágico é 

semelhante ao encontrado no estudo de Berridge e Valenstein (1991) que 

utilizaram estimulação elétrica no hipotálamo lateral (HL - BERRIDGE & 

VALENSTEIN, 1991). A administração local de agonista do receptor do 

glutamato no HL também induz a hiperfagia (DUVA et al., 2001).  

 

 

1.5 Receptor glutamatérgico do t

 

Glutamato é um aminoácido que age como principal neurotransmissor 

excitatório no sistema nervoso central. Durante anos pensou-se que o efeito do 

glutamato no cérebro fosse mediado exclusivamente através de canais iônicos.  

Entretanto, a partir das duas últimas décadas, vários estudos permitiram 

categorizar dois tipos de receptores de glutamato: metabotrópico e ionotrópico. 

Esta classificação é baseada sobre o acoplamento intra e extracelular e sobre 

diferentes características farmacológicas e bioquímicas (Figura 3 - BERGINK, 

2004).  

 

Os receptores metabotrópicos são ligados à proteína G e, embora sejam 

freqüentes nos mesmos neurônios que possuem os receptores ionotrópicos, 

interagindo 
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Os receptores ionotrópicos são compostos por quatro ou cinco 

subunidades formando um poro central com condutância para Ca++ ou Na+     e 

incluem três importantes grupos: N-Metil-D-aspartato (NMDA), cainato e α-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato (AMPA), classificados por 

características específicas conforme a sua união com o agonista (NAKANISHI, 

1992; HOLLMANN e HEINEMANN, 1994).  

 

O subtipo NMDA possui várias subunidades, porém a combinação de 

duas subunidades de NR1 (onde se liga glicina) e NR2 (onde se liga glutamato) 

constitui os receptores presentes em maior número no SNC (DINGLEDINE et 

al, 1999). Os receptores AMPA são formados por subunidades GLUR1-4 

(BOULTER et al., 1990) e os receptores cainato possuem subunidades 

denominadas GLUKA5-7 e GLUKA1-2 (HUETTNER, 2003).  

 

Em muitas sinapses no SNC, o receptor NMDA coexiste com receptores 

cainato e com receptores AMPA. A ativação de receptores AMPA e Cainato 

promove uma corrente de despolarização que evoca uma resposta sináptica 

rápida, induzindo a ativação de receptores NMDA que são voltagem-

dependente, ou seja, tanto AMPA quanto Cainato mediam a transmissão 

sináptica excitatória rápida (COTMAN et al., 1995).  
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 al., 1994; MAREN, 1996; 

LEDOUX, 1994). A densidade dos receptores NMDA é alta em regiões límbicas 

e corticais. A distribuição dos receptores AMPA e cainato é similar àquelas 

exibidas pelos receptores NMDA, consistindo em uma ação comum, como um 

par funcional. (KRYSTAL et al., 1999).  A localização destes receptores está 

relacionada ao seu papel na cognição, percepção e humor (KRYSTAL et al., 

1999).

Figura 3: Subtipos de receptores Glutamatérgicos 
Fonte: B

cainato 

mGlu 

mGlu mGlu 

NMDA 

 

 

Dessa forma o processamento neural depende de uma ação balanceada 

dos receptores glutamatérgicos de diferentes classes (BERGINK, 2004). Por 

exemplo, a neurotransmissão glutamatérgica desempenha função fundamental 

na cognição, na aprendizagem e memória (DAVIS et

ERGINK, V. et al., European Neuropsychopharmacology  2004, 14: 175-183. 

  

 

cainato 

mGlu 

AMPA excitação 
Glutamato 

mGlu 
mGlu 
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 Embora os receptores AMPA sejam abundantes no NAcc (BERNARD et 

al., 1997; CHEN  et al., 1998) a regulação de suas expressões pode ser 

diferenciada, visto que a exposição de ratos a diferentes ambientes ou 

ambientes enriquecidos altera a expressão de receptores NMDA, mas não de 

receptores AMPA, tanto na concha quanto no centro do NAcc (WOOD et al., 

2005).  

 

 Desse modo, o ciclo, a taxa de renovação e a inserção celular de 

receptores AMPA e NMDA são regulados independentemente (ZHOU et al., 

2001). Além disso, o número de receptores AMPA, diferentemente dos 

receptores NMDA, não diminuem em função do desenvolvimento  (BOTTJER, 

2002), embora possam rapidamente aumentar logo após a aprendizagem 

ambém tem sido sugerido que 25% dos receptores AMPA e cainato 

(BREDT e NICOLL, 2003).  

 

 T

estão envolvidos na regulação pré-sináptica da liberação de dopamina. Isto 

indica que receptores AMPA no NAcc de ratos estão localizados sobre os 

terminais pré-sinápticos de fibras dopaminérgicas reforçando o papel dos 

receptores AMPA, na regulação pré-sináptica da liberação de dopamina no 

striatum de ratos (ZAVITSANOU et al, 1996). 
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1.6 Envolvimento do NAcc no controle da ingestão do alimento 

 

  NAcc está situado em uma região anatômica estratégica que permite 

O NAcc recebe informações do tronco cerebral, relacionadas ao paladar 

 que se projeta do núcleo do trato solitário para o 

úcleo central da amígdala, e área tegmental ventral, e a outra envolvendo 

Muitas vias eferentes do centro do NAcc chegam até circuitos clássicos 

de controle motor, como por exemplo, os que envolvem os núcleos da base, 

nquanto que os principais sistemas eferentes da concha envolvem regiões do 

O

a sua participação no controle neural da ingestão de alimento. Este núcleo tem 

sido muito utilizado para investigar como a integração de estímulos internos e 

externos ao organismo (do meio ambiente) regulam a ingestão de alimento ou 

apetite, e como o NAcc pode influenciar as vias eferentes no controle da 

alimentação (KELLEY, 2004).  

 

e às funções viscerais, através de aferências do núcleo do trato solitário para a 

região medial da concha, bem como através de uma via indireta do córtex 

gustatório, passando pelo tálamo gustatório e daí alcançando a concha lateral 

e centro do NAcc (RICARDO, 1978; SAPER, 1982). Tanto o paladar quanto as 

informações do trato gastrintestinal podem influenciar o NAcc por duas vias que 

passam pela amígdala: uma

n

projeções do córtex gustatório até a amígdala basolateral e daí para o núcleo 

accumbens (McDONALD e JACKSON, 1987). Essas vias de sinalização 

interna para a manutenção da homeostasia que alcançam o NAcc incluem as 

projeções do hipotálamo lateral para a região medial da concha (KELLEY, 

2004).  

 

e
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núcleo pálido ventro-medial e hipotálamo lateral (KELLEY, 2004).  Essas 

rojeções descendentes para o hipotálamo lateral envolvem estruturas que 

 realização 

e ações motoras e autonômicas relacionadas com o ato de comer.  

 

Entretanto, também, tem sido demonstrado que a microinjeção de 

antagonistas dos receptores AMPA na concha do NAcc, mas não no centro, 

p

controlam diretamente os padrões originados pelo tronco cerebral na

d

 

Em resumo, verifica-se que tanto a concha quanto o centro comunicam-

se extensivamente com vários circuitos que controlam a percepção do paladar, 

o balanço energético, a função autonômica visceral e os efetores somato-

motores relacionados com a ingestão de alimentos (KELLEY, 2004; 

STRATFORD et al., 1998). 

No NAcc o comportamento de ingestão parece ser regulado por 

múltiplos sistemas de neurotransmissores como o glutamato, GABA, opióides e 

dopamina (KELLEY et al, 2005). Em relação a neurotransmissão 

glutamatérgica, embora haja um consenso de que os receptores AMPA 

localizados no NAcc sejam importantes na modulação da ingestão de 

alimentos, existem dados conflitantes relacionados ao efeito da ativação 

desses receptores no NAcc sobre a ingestão de alimento. Por exemplo, a 

administração de um agonista do receptor AMPA aumentou, de forma dose-

dependente, a ingestão de alimento em ratos saciados, quando administrado 

na concha do NAcc (ECHO et al, 2001), em semelhança ao que ocorre quando 

o mesmo agonista é microinjetado no hipotálamo lateral (KHAN et al, 1999; 

STANLEY et al, 1996; STANLEY et al, 1993).  
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induz 

NAcc, era 

semelhante àquela induzida pela estimulação elétrica do LH, e poderia ser 

bloque

cas exerceriam sobre neurônios gabaérgicos do 

NAcc, os quais inibiriam o hipotálamo lateral, e consequentemente a ingestão 

de alim

s agindo como uma espécie de 

hiperfagia em ratos, sugerindo que a neurotransmissão glutamatérgica na 

concha do NAcc pode inibir tonicamente a ingestão de alimentos (KELLEY e 

SWANSON, 1997; STRATFORD et al., 1998; REYNOLDS e BERRIDGE, 

2003).  

 

De acordo com os estudos de Ann Kelley, essa resposta hiperfágica, 

induzida pela microinjeção de antagonista AMPA na concha do 

ada pela microinjeção simultânea de muscimol no LH, sugerindo que o 

NAcc poderia modular a ingestão de alimento através do LH (KELLEY, 2004). 

Ann Kelley propôs, então, que o efeito hiperfágico induzido pela microinjeção 

de antagonista AMPA seria decorrente da remoção da influência excitatória que 

as aferências glutamatérgi

ento. Desse modo, o bloqueio dos receptores AMPA na concha do 

NAcc, resultaria em desinibição do hipotálamo lateral, favorecendo o 

aparecimento de intensa ingestão de alimento (KELLEY, 2004). Essa teoria 

tem sido corroborada por estudos demonstrando que a inibição da concha do 

NAcc com a microinjeção de muscimol, agonista dos receptores GABAA, ou 

baclofem, agonista do GABAB, também induz significativo aumento da ingestão 

de alimento (LOPES et al., 2007). 

 

Ann Kelley também tem postulado que a via concha do NAcc - 

hipotálamo lateral constitui uma importante rota de comunicação entre 

mecanismos hipotalâmicos e estriatais no controle do comportamento motivado 

(KELLEY, 1999), com a concha do accumben
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sentinela sensorial, tendo como função ligar e desligar a via descendente 

respon

onais são rompidos em alguns transtornos psiquiátricos, tal como 

anorexia e bulimia (PATRICK, 2002). 

sável pela origem dos padrões motores, relacionados com alimentação, 

via hipotálamo lateral (KELLEY, 2004). Entretanto, a possivel ocorrência  de 

hiperfagia e ansiólise ainda não foi avaliada em relação ao bloqueio do receptor 

AMPA no NAcc. A relação NAcc/medo/ingestão tem importante implicação 

clínica e deve ser mais investigada, uma vez que estes diferentes estados 

motivaci

 

 

1.7 Labirinto em cruz elevado 

 

O Labirinto em cruz elevado (Figura 4) é um modelo animal baseado no 

comportamento exploratório de roedores. O modelo é simples, barato, não 

utiliza choques elétricos como fonte de motivação aversiva e já foi validado 

como útil no estudo da ansiedade em animais (PELLOW et al, 1985).  

 

O LCE tem favorecido o aumento do conhecimento acerca da 

neurobiologia do comportamento relacionado à ansiedade em roedores. 

Conforme pesquisa no sítio www.entrezpubmed.com com a palavra chave “plus 

maze”, cerca de 2.900 artigos foram publicados sobre o tema desde a sua 

criação, por Handley e Mithany, em 1984, com uma média de 120 artigos 

anuais. O LCE é um modelo animal baseado no conflito em explorar um novo 

ambiente e evitar uma situação de perigo em potencial durante esta 

exploração. Ao longo da exposição, os animais esquivam-se dos braços 

abertos, preferindo explorar os braços fechados. Esta preferência pelos braços 
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fechad

esse modo, quanto maior o nível de ansiedade do animal, menor a 

xploração dos braços abertos do labirinto, e vice e versa. O número de 

 sido considerado uma variável representativa 

a atividade locomotora do animal (FILE, 1992).  

e avalia 

omo uma variável comportamental específica se comporta ao longo do tempo 

(RODG

os tem sido atribuída ao baixo nível de luminosidade do braço fechado 

(ORLANDI PEREIRA, et al., 2005) e à presença de superfície vertical que 

permite o comportamento tigmotáxico nos braços fechados do labirinto (TREIT 

et al., 1993).   

 

No LCE, algumas variáveis comportamentais têm sido consideradas 

como indicativas do nível de ansiedade dos animais. A porcentagem de 

entradas nos braços abertos e a porcentagem de tempo que o animal 

permanece nos braços abertos são consideradas variáveis comportamentais 

representativas da exploração dos braços abertos e são negativamente 

relacionadas ao nível de ansiedade do animal (FILE, 1992).   

 

D

e

entrada nos braços fechados tem

d

 

Além do nível de ansiedade do animal, o LCE também tem incorporado 

variações metodológicas que permitem avaliar a ocorrência de aprendizagem. 

Uma delas é a análise temporal (avaliação minuto a minuto) na qual s

c

ERS et al, 1996; ORLANDI PEREIRA et al., 2005; ROSA et al., 2000). 

Quando o comportamento exploratório de roedores é fracionado em blocos de 

1 minuto, observa-se que o animal exibe, ao final da exposição, um aumento 

da esquiva dos braços abertos em comparação com o início da exposição 

(HOLMES e RODGERS, 1998; RODGERS et al., 1996; ROSA et al., 2000), 
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mostrando que a experiência em um dado minuto no LCE altera a exploração 

no minuto seguinte. Portanto, a esquiva dos braços abertos aumenta do início 

para o final do teste. 

 

 Outra variação metodológica no LCE que permite avaliar 

aprendizagem/memória é a dupla exposição ao labirinto, é a incorporação de 

uma sessão re-teste (usualmente 24h após a primeira exposição; E1). Quando 

re-exposto ao LCE (E2), o animal exibe elevada esquiva dos braços abertos em 

relação à E1, com um significativo encurtamento das variáveis 

compo

, 1993; FILE e 

ZANGROSSI, 1993).  Ambas as análises, temporal e re-teste, tornaram-se 

ferram

 pelos espaços abertos e ou 

iluminados, é possível assumir que ratos desenvolvem aprendizagem 

emoci

rtamentais representativas da exploração dos braços abertos (GHIZONI 

et al., 2006; HOLMES & RODGERS, 1998; RODGERS et al., 1996; ROSA et al., 

2000). Este fato indica que a experiência prévia altera significativamente a 

exploração subseqüente ao LCE, com o animal adquirindo um aumento do 

nível de ansiedade (efeito ansiogênico) durante a primeira exposição que é 

evocada durante a segunda exposição ao labirinto (FILE

entas usuais para a avaliação das mudanças de comportamento, 

dependentes da experiência prévia, ou seja, do processo de aprendizagem 

decorrente da exploração do LCE. Uma vez que a esquiva dos braços abertos 

é motivada pela aversão que o animal demonstra

onal durante a exposição ao LCE.  

 

Estados emocionais são expressos através de respostas 

comportamentais e fisiológicas. Como resposta fisiológica existe a liberação de 

adrenalina da medula adrenal que induz hiperglicemia, preparando o 
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organismo para a reação de luta ou fuga.  Visto que o controle da estratégia 

defensiva a ser adotada depende de processos de natureza cognitiva 

(GRAEFF, 1994), um estado hiperglicêmico pode, adicionalmente, dar suporte 

para a aprendizagem acerca do contexto no qual o estímulo aversivo está 

presente (GHIZONI et al., 2006).  

 

Nesse viés, tem sido proposto que memória emocional deve estar 

facilitada na presença de estresse induzido pela ativação simpática, não 

somen

stá associada a medos 

te pela elevação do suprimento de oxigênio para o sistema nervoso 

central, mas também pela hiperglicemia que provê substrato metabólico para 

as mudanças celulares que fundamentam o processo de plasticidade neural 

(McGAUGH, 1989). O aumento da oferta de glicose no sangue pode modular a 

aprendizagem, atravessando a barreira hemato-encefálica e agindo 

diretamente no cérebro, e/ou indiretamente, ativando aferências vagais 

(MESSIER, 2004) com resultante alteração na atividade neural das regiões que 

são fundamentais para o processo de aprendizagem (GHIZONI et al., 2006).  

 

 

1.8 Ansiedade, Núcleo Accumbens e LCE 

 

O medo é um componente adaptativo de respostas a estímulos 

potencialmente ameaçadores. É vantajoso responder com ansiedade ou medo 

a certas situações ameaçadoras porque a ansiedade/medo alerta para os 

perigos e leva a tomar decisões e colocá-las em prática (HETEM, et al., 2004). 

Entretanto, o medo exagerado, capaz de afetar a rotina diária de uma pessoa é 

considerado patológico. Ansiedade em humanos e
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inexplicáveis ou medo excessivo, terror e tormentos, ou ainda emoções 

inadeq

sses modelos animais de ansiedade são 

importantes porque permitem analisar variáveis raramente controladas em 

human

er 

uma região importante para a expressão de estados de ansiedade em ratos 

machos, pois a administração intra-NAcc de antagonistas NMDA e AMPA no 

tados no LCE (MARTINEZ et al, 

002), sugerindo um papel ansiogênico para o glutamato no NAcc, embora 

uma d

uadas e inclui transtornos psiquiátricos distintos, tais como ansiedade 

generalizada, pânico, agorafobia, fobia social, transtorno obssessivo-

compulsivo, estresse pós-traumático e dentre outros (KALUEFF, 2007).  

 

Os mecanismos cerebrais que promovem as reações de medo em 

humanos e animais são similares (Le DOUX, 1998). Visando a compreensão 

dos mecanismos envolvidos nos transtornos de ansiedade, diferentes modelos 

animais têm sido utilizados. E

os, tais como doses da droga, nutrição, variáveis ambientais, de 

adaptação e diferenças individuais numa mesma espécie (PEZZE e FELDON, 

2004; HETEM, et al., 2004). Nesse sentido, modelos animais de ansiedade são 

utilizados como testes pré-clínicos para drogas ansiolíticas e como ferramenta 

para estudar os substratos neurais que participam das reações de defesa de 

animais diante de estímulos que representam perigo ou ameaça (KALUEFF, 

2007). 

A literatura não tem fornecido dados consistentes acerca do papel do 

NAcc na regulação da ansiedade, especialmente considerando as sub-regiões 

centro e concha do NAcc. Por exemplo, foi demonstrado que o NAcc pode s

NAcc induziu efeito ansiolítico em ratos tes

2

istinção entre as duas sub-regiões não tenha sido realizada.   
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Por outro lado, tem sido demonstrado que a região concha do NAcc, 

mas não a região centro, exibe um gradiente de motivação aversiva no sentido 

rostro-caudal, quando submetida à microinjeção de um antagonista do receptor 

AMPA (REYNOLDS e BERRIDGE, 2003). Assim, quando o bloqueio dos 

receptores AMPA é feito em regiões mais caudais da concha do NAcc, 

observa-se a evocação de uma série de comportamentos defensivos, tais como 

fugas, mordidas defensivas e vocalizações durante a aproximação de perigo 

(REYNOLDS e BERRIDGE, 2003), o que sugere um papel ansiolítico para a 

ativação dos receptores AMPA na concha do NAcc. Essa discrepância entre 

papel 

a do NAcc em um modelo animal de ansiedade. 

ansiogênico ou ansiolítico para o glutamato no NAcc, exibida pela 

pesquisa básica, também está presente em estudos com humanos, visto que a 

estimulação cerebral profunda da região da concha do NAcc diminuiu os 

sintomas em pacientes com transtorno obsessivo-compulsivo (STURM et al, 

2003) mas eliciou pânico em um paciente com transtorno compulsivo-

obsessivo refratário (SHAPIRA et al, 2006). 

 

Portanto, os dados da literatura não são conclusivos em relação a uma 

ação ansiolítica ou ansiogênica para a neurotransmissão do glutamato dentro 

do NAcc. Essa questão carece de maiores estudos, especialmente uma 

investigação visando estabelecer uma comparação entre as sub-regiões centro 

e conch

 

Com relação à plasticidade neural, tem sido demonstrado que a 

aprendizagem e a memória emocional, especialmente para a aquisição e 

expressão de respostas condicionadas aversivamente, são influenciadas por 

aferências dopaminérgicas da ATV para o NAcc (PEZZE e FELDON, 2004). 
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Também tem sido demonstrado que a administração de antagonistas de 

receptores do tipo NMDA na região centro do NAcc  de ratos machos saciados 

(SMITH-ROSE e KELLEY, 2000) ou privados de alimentação (KELLEY, 1999; 

KELLEY et al, 1997) prejudica a aquisição de aprendizagem instrumental. Além 

disso, 

 AN é uma doença debilitante, freqüentemente fatal, que afeta, 

princip

o negativo de energia 

que pode culminar em morte por inanição (SIEGFRIED et al, 2003).  

a exposição de ratos a um ambiente novo (HORVITZ, 2002), situações 

aversivas e estressantes, incluindo aquelas induzidas pela administração de 

drogas que geram ansiedade (ansiogênicas), bem como o condicionamento 

aversivo (CHENG et al, 2003; SALAMONE, 1994), pode induzir elevada 

liberação de dopamina no NAcc (SALAMONE, 1994). Entretanto, embora 

existam dados na literatura relacionando o NAcc aos processos de plasticidade 

neural, a participação do NAcc na aprendizagem emocional no LCE ainda não 

foi avaliada, especialmente considerando-se as diferentes sub-regiões do 

NAcc.  

 

Outro aspecto relevante, e que merece maiores estudos, é a relação 

ansiedade/ingestão de alimento. Alguns distúrbios de ansiedade são 

caracterizados por severo comprometimento da ingestão de alimento, tais 

como a bulimia e a anorexia nervosa (AN).  

 

A

almente, pessoas do sexo feminino. Pacientes com AN apresentam 

severa perda de peso, distorção de sua imagem corporal (déficit cognitivo), 

medo intenso de ganhar peso (SIEGFRIED et al, 2003), hiperatividade física, 

além de depressão ou ansiedade (KAYE et al, 2000). Assim, uma combinação 

de hipofagia e hiperatividade física determina um balanç
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Portanto, torna-se necessário um estudo do papel da neurotransmissão 

glutamatérgica nas sub-regiões do NAcc sobre a ansiedade, 

aprendizagem/memória emocional e ingestão de alimentos. Desse modo, este 

estudo teve como objetivo investigar o papel da neurotransmissão 

glutamatérgica no centro e na concha do NAcc, em relação ao nível de 

ansiedade, à aquisição da ansiedade/aprendizagem emocional no LCE e em 

relação ao comportamento de ingestão de alimento em fêmeas de ratos. 

Optamos pela utilização de fêmeas porque os distúrbios de ansiedade são 

mais freqüentes em mulheres (JENKINS, 1985; SIMONDS e WHIFFEN, 2003).  

 

 
2 OBJETIVOS 

 
2.1 Geral  
 

Avaliar o efeito da microinjeção de antagonistas dos receptores AMPA 

nas sub

 

 

-regiões centro e concha do núcleo accumbens sobre o nível de 

ansiedade, sobre a aprendizagem emocional e sobre a ingestão de alimento, 

em ratos Wistar fêmeas 

 

 

Avaliar o efeito da administração local de antagonista competitivo do 

recept

núcleo accumbens sobre o nível de ansiedade e sobre a aprendizagem 

 
2.2 Específicos 

 

or glutamatérgico do tipo AMPA nas sub-regiões centro e concha do 

emocional no Labirinto em cruz elevado.  
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Avaliar o efeito da microinjeção de antagonista competitivo do receptor 

accumbens sobre o nível de ansiedade e sobre a ingestão de alimento na caixa 

de ingestão. 

glutamatérgico do tipo AMPA nas sub-regiões centro e concha do núcleo 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizadas 187 fêmeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) com 

dois meses de idade e peso corporal entre 200 e 250g provenientes do Biotério 

Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Do total de 187 fêmeas, 

100 foram utilizadas para o Experimento 1, no Labirinto em cruz elevado e 87 

foram utilizadas para o Experimento 2, na caixa de ingestão. Durante sete dias, 

m adaptados ao novo ambiente do laboratório e mantidos em 

aixa de polipropileno (49x34x16cm). Em cada caixa, forrada com maravalha, 

cavam agrupadas cinco fêmeas, dispondo de água e alimento granulado (CR-

 Nuvilab) ad libitum. A temperatura da sala foi controlada em valores 

proximados de 21±2 ºC e ciclo de luz de 12 horas (luzes acesas das 06h às 

18h). 

nestas caixas visava minimizar as condições de 

stresse, favorecendo a recuperação pós-cirúrgica.  

o em que permaneceram no biotério, os animais foram 

anipulados cuidadosamente, a cada dois dias, durante a limpeza das caixas. 

os animais fora

c

fi

1

a

Após a cirurgia, as fêmeas foram mantidas individualmente por, no 

mínimo, sete dias, em caixas com as mesmas dimensões citadas acima. A 

manutenção do animal 

e

No períod

m
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A fim de diminuir as variações do ciclo circadiano, todos os experimentos foram 

cond

elo Comitê de Ética para o Uso de 

Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo nº. 340/ 

CEU

Para cada um dos procedimentos experimentais foram utilizados os 

.2.1 Experimento 1: 

(6,7-Dinitroquinoxalina-2,3-diona, antagonista competitivo dos 

ceptores glutamatérgicos do tipo AMPA/Kainato) foi obtido da Tocris (USA) e 

dissolv

uzidos entre 9h e 14h. O manuseio dos animais seguiu as diretrizes da 

Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento, e o protocolo 

experimental foi submetido e aprovado p

A/UFSC, Processo. 23080.008403/2005-72). 

 

3.2 Drogas  

 

seguintes tratamentos: 

3

 DNQX 

re

ido em solução de dimetilsulfóxido (DMSO) 50% (DMSO dissolvido em 

salina 0,9%). A solução de DMSO 50% em salina 0,9% foi utilizada como 

controle dos grupos que receberam micro injeções de DNQX. Salina 0.9% foi 

utilizada como controle do grupo microinjetado com DMSO 50% em salina 

0,9%. DNQX foi administrado localmente, nas doses de 330ng e 660ng, sendo 

que as doses foram selecionadas de acordo com a literatura (MALDONADO-

IRIZARRY et al, 1995; REYNOLDS E BERRIDGE, 2003).  

3.2.2 Experimento 2: 

CNQX (6-ciano-7-nitroquinoxalina-2-3-diona dissódica, antagonista do 

receptor glutamatérgico do tipo AMPA/Kainato) foi obtido da Tocris (USA) e 

dissolvido em uma solução de 0,25ml de Líquor artificial (147 mM Na+, 154 mM 

Cl-, 3,0 mM K+, 1,2 mM Ca2+, e 0,9 mM Mg2+; pH = 7,4), conforme a literatura 
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(MALDONADO-IRIZARRY et al, 1995). Líquor artificial foi utilizado como 

controle para os grupos microinjetados com CNQX, cujas doses foram 

selecio

s a perda total dos reflexos 

realizou-se a tricotomia do campo cirúrgico, e em seguida, os animais foram 

 no aparelho estereotáxico, tendo a cabeça fixada por intermédio 

e barras posicionadas no canal auditivo e na porção anterior da cabeça. Após 

assep

ealizada na parte superior da cabeça, de forma a expor 

periósteo foi removido com tesoura, sendo o restante 

006), referentes às 

P+1,4mm do bregma, anterior a linha interaural; L ± 

nadas pela literatura (MALDONADO-IRIZARRY et al, 1995) e foram de 

2,5 e 5,0 nmol.  

 

3.3 Cirurgia estereotáxica 

 

A técnica cirúrgica foi realizada para a implantação das cânulas-guia. Os 

animais foram anestesiados, por via intraperitoneal (i.p), com uma mistura de 

Xilazina/Ketamina (13mg/kg/87mg/kg; König). Apó

posicionados

d

sia feita com álcool iodado 1%, uma incisão longitudinal com cerca de 1 

cm de comprimento foi r

a calota craniana. O 

raspado com espátula e água oxigenada (10 vol). Com o auxílio de uma broca 

ortodôntica (n º 6), foram feitos dois furos na calota craniana e, nesses, fixados 

os parafusos (do tipo relojoeiro) para fixação de acrílico auto-polimerizável 

(Dental VIPI Ltda., Pirassununga, SP). A porção exposta do crânio foi seca 

para garantir a adesão do acrílico. 

 A seguir, duas cânulas-guia, confeccionadas a partir de um segmento 

de agulha hipodérmica (0,7mm de diâmetro externo e 15mm de comprimento), 

foram bilateralmente posicionadas a 2mm acima da região do NAcc, de acordo 

com as coordenadas descritas por Paxinos e Watson (2

porções da concha (A
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0,8mm

 cânulas aos parafusos. Após a secagem total do acrílico, para 

ada uma das cânulas, o braço do estereotáxico foi liberado e o mandril foi 

midade em contato com o acrílico, mantendo as 

ânulas-guia fechadas, de forma que a sua remoção só ocorreu imediatamente 

antes 

A microinjeção das drogas e do veículo foi realizada por meio de uma 

agulha injetora (0,3 mm de diâmetro), introduzida seqüencialmente em cada 

cânula-guia, estando conectada por um tubo de polietileno a uma micro-seringa 

Hamilton (capacidade de 1μl). A agulha injetora excedeu o tamanho da cânula-

 para cada lado da sutura sagital; DV – 5,5mm abaixo da dura máter) ou 

do centro (AP +1,2 mm, L ± 1,0 mm e DV -5,5mm). As cânulas foram colocadas 

uma de cada vez, em cada lado do cérebro. Após a fixação da primeira, foi 

colocado um pouco de acrílico auto-polimerizável e, depois da secagem, o 

braço estereotáxico foi deslocado lateralmente para a outra posição, 

previamente marcada. Em seguida, o segundo orifício foi realizado, sendo 

introduzida a segunda cânula, também fixada com acrílico polimerizável, para 

fixar as referidas

c

adaptado e fixado na extre

c

do experimento. 

 Ao final do procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos em local 

aquecido até a recuperação da anestesia e, posteriormente, retornaram para o 

biotério do laboratório sob temperatura controlada, sendo mantidos 

individualmente em caixas de polipropileno (49x34x16cm). Lá permaneceram 

com água e comida ad libitum, recebendo acompanhamento diário durante sete 

dias, sendo manipulados somente durante a limpeza das caixas, a cada dois 

dias. Após esse período, foram iniciados os procedimentos experimentais. 

 

3.4 Injeções intracerebrais 
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guia e

or paredes laterais de vidro fume, de 40 cm de altura, 

enqua

F) é 

373 e 284 lux, respectivamente, com um gradiente de variação de iluminação 

de 89 lux entre o braço aberto e fechado.  

m 2 mm. Os animais foram suavemente envoltos em um pedaço de 

toalha e levemente contidos durante a administração das drogas, salina e 

veículo.  Com o objetivo de minimizar variações na pressão intracerebral, as 

soluções foram administradas bilateralmente, no período entre 1 e 3 minutos 

para cada lado, sendo o volume injetado de 400 nl, de acordo com dados da 

literatura (MALDONADO-IRIZARRY et al, 1995; STRATFORD, 1998; 

REYNOLDS E BERRIDGE, 2003). 

 

 

3.5 Modelos experimentais 

 

3. 5. 1 Labirinto em cruz elevado e registro comportamental 

 

O Labirinto em cruz elevado (Figura 4) é constituído de duas passarelas 

de madeira, dispostas perpendicularmente, formando assim uma cruz simétrica 

(quatro braços de 50 cm de comprimento por 10 cm de largura). Dois braços 

opostos são fechados p

nto os outros dois braços são abertos, circundados por uma pequena 

borda de acrílico (com 1 cm de altura) para reduzir a ocorrência de quedas dos 

animais. Na junção entre os quatros braços, delimita-se uma área central de 10 

cm2. O labirinto é elevado a 50 cm do solo. Quatro lâmpadas fluorescentes 

(15W cada), dispostas igualmente em forma de cruz, a 100 cm acima do 

labirinto foram utilizadas como fonte de iluminação do experimento. O nível 

médio de iluminação nos braços abertos (BA) e nos braços fechados (B
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Para a primeira exposição, cada animal foi colocado no centro do labirinto, 

com o focinho voltado para um dos braços fechados, e permitiu-se que os 

mesmos explorassem o labirinto por 5 minutos. Ao término do período de 

exploração, o animal foi retirado e o labirinto foi limpo com tecido umedecido 

em solução de álcool 20%, para evitar pistas odoríferas. No dia seguinte, cada 

animal foi re-exposto ao LCE por 5 minutos, sem administração de drogas – 

segunda exposição. Cada exposição ao LCE foi filmada em VHS e a 

transcrição das gravações foi realizada posteriormente com o auxílio do 

Programa Etholog 2.25 (OTTONI, 2000).  

 

 

Laboratório de Neurobiologia de Sistemas 

Emocionais e Motivacionais 

 

 A análise comportamental foi realizada considerando-se as variáveis 

espacial-temporais tradicionais (PELLOW et al, 1985): número de entrada nos 

braços abertos (EA) e fechados (EF), bem como as porcentagens de entrada 

Figura 4. Fotografia do LCE 

CFS/UFSC. 
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nos braços abertos (%EA) e de tempo de permanência nos braços abertos 

(%TA). A %EA foi calculada considerando-se o número de entradas nos braços 

abertos em relação ao total de entradas (TE) efetuadas (%EA= EA/EA + EF x 

100). E a %TA foi calculada considerando-se o tempo de permanência nos 

braços abertos em relação ao tempo total do teste (%TA = TA/300segundos x 

100). A análise espacial-temporal foi complementada por uma análise 

etológica, envolvendo os seguintes comportamentos (SETEM et al., 1999): 

ça ou do 

ergulho da cabeça para fora e para baixo, quando o animal está nos 

braços abertos e/ou no centro do LCE. Em algumas situações, pode ser 

observado quando o animal está no braço fechado.  

 

 

3. 5. 2 Caixa de ingestão e registro comportamental 

 
 A caixa de registro de comportamento alimentar (caixa de ingestão – 

Figura 5) foi confeccionada em vidro transparente de quatro mm de espessura, 

apresentando medidas similares aos da caixa de hospedagem (49cm de 

 

• Auto-Limpeza: ato de limpar qualquer parte da superfície corporal com a 

língua, dentes e/ou patas dianteiras.  

• Exploração Vertical: é o comportamento de exploração do ambiente em 

que o animal eleva o corpo sobre as patas traseiras. O animal também 

pode ficar ereto para explorar o ambiente como se estivesse tentando 

olhar por cima das paredes, com os quatro membros e o dorso em 

extensão.  

• Imersão da cabeça: é o movimento de projeção da cabe

m
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comprimento, 34cm de la  caixa e três das 

quatro paredes laterais foram re om plástico adesivo preto, 

permanecendo uma parede lateral com vidro transparente. Do lado de fora 

dess

rgura e 40cm de altura). O chão da

vestidos c

e vidro foi colocado um espelho para possibilitar a visualização lateral do 

comportamento do animal e permitir o registro da filmagem em VHS.  

 

 

 

Figura 5. Fotografia da caixa de ingestão 

Laboratório de Neurobiologia de Sistemas 

Emocionais e Motivacionais, CFS/UFSC. 

 

Os registros em VHS foram analisados posteriormente com o auxílio do 

pro

caixa d

 

• tos de mastigação 

desde que este comportamento seja confirmado pela diferença da 

grama Etholog 2.25 (OTTONI, 2000). Os seguintes comportamentos na 

e ingestão foram considerados para análise (HALFORD, 1998): 

Ingestão do alimento: é o ato apresentar movimen
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pesagem da ração antes e depois do teste experimental (teste com 

foi avaliada 24h depois da micro infusão cerebral no centro e na concha 

do NAcc. 

  

•    Exploração do alimento: é dado pelo tempo em que o animal fica 

segurando o alimento, levando-o à boca, tocando-o com a boca, ou pelo 

 

• mente 

MESSIER, 2000). 

 

• Auto-Limpeza: ato de limpar qualquer parte da superfície corporal com 

a língua, dentes e/ou patas dianteiras. (SETEM et al., 1999). 

 

•   Locomoção: é o ato de se deslocar, deambular pela caixa experimental 

(HALFORD, 1998 al se desloca para 

frente, para trás ou para os lados na caixa de ingestão. 

 

duração de 1 hora) (HALFORD, 1998). A ingestão do alimento também 

tempo de aproximação da boca diretamente ao alimento, apresentando 

movimentos de mastigação da ração (HALFORD, 1998). 

Exploração vertical: é o ato de explorar o ambiente apoiado so

nas patas traseiras, estando com as patas dianteiras livres, não 

apoiadas no chão da caixa, ou seja, o animal permanece ereto. O animal 

também pode ficar ereto para explorar o ambiente, como se estivesse 

tentando olhar por cima das paredes, com os quatro membros e o dorso 

em extensão. Esse comportamento de estiramento vertical (escalando a 

parede – Vertical Stretches) também foi considerado (WALL e 

). É o número de vezes que o anim
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• 

valiação 

de risco, as patas traseiras ficam fixas na base da caixa; as dianteiras se 

5) fora

animai

por ap nsecutivos.  A 

uantidade de ração, pesada imediatamente antes do experimento e 

dis n

testes 

ração 

ingerid

g de ra

metod

alguns

procedimentos experimentais, fato relatado após um período de até 4 horas 

ALDONADO-IRIZARRY et al., 1995). 

 

Avaliação de risco: trata-se do movimento de projeção do corpo do 

animal, retornando à posição inicial, realizado por esse para investigar o 

ambiente a sua volta, com a cabeça, observando ao redor. Na a

movem para frente e, em seguida, retornam a posição original. Essa 

variável comportamental foi modificada do LCE para a caixa de ingestão, 

utilizando-se como referencial a definição de RODGERS (1996) e CRUZ 

(1994). A avaliação de risco tem sido investigada na caixa de ingestão 

pelo nosso laboratório desde 2005 (RODGERS et al., 1996; CRUZ et al., 

1994). 

 

Os procedimentos experimentais da caixa de registro de ingestão (Figura 

m realizados entre 9h e 14h. Decorridos sete dias após a cirurgia, os 

s foram ambientados à caixa de registro do comportamento alimentar 

roximadamente 30 minutos ao dia, durante dois dias co

q

po ibilizada ao animal durante o experimento, foi sempre de 100g.  Os 

experimentais tiveram a duração de 1hora, sendo que após este tempo a 

foi pesada novamente, com vistas a avaliação quanto à quantidade 

a. Após cada teste, os animais foram levados ao biotério, recebendo 100 

ção.  A ração foi pesada novamente, 24 horas depois. Utilizou-se essa 

ologia uma vez que dados da literatura apontavam para o fato de que 

 animais iniciavam a ingestão do alimento bem depois dos 

(M
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A

umede odoríferas. 

ediatamente após ao término do experimento, a ração e a água foram 

pes

analisa

 

. 6  Procedimentos experimentais 
 
 

 
3. 6. 1

 

O

bilatera

no item

das se

soluçã

da adm

subme uas exposições ao LCE (como descrito no item 3.5.1).  

 

3. 6. 

o fim de cada teste, o aparato experimental foi limpo com tecido 

cido em uma solução de álcool 20%, para evitar pistas 

Im

adas e medidas, os respectivos valores anotados e posteriormente 

dos.  

3

 Experimento 1  

s animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para a implantação 

l das cânulas-guia no centro ou na concha do NAcc, conforme descrito 

 3.3. Sete dias após a recuperação cirúrgica, cada animal recebeu uma 

guintes microinjeções locais (de acordo com o item 3.2): Salina 0,9%, 

o de DMSO 50% em Salina ou  DNQX (330 e 660ng). Após 10 minutos 

inistração das drogas (conforme descrito no item 3.4), os animais foram 

tidos a d

2 Experimento 2  

 

 Os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para a 

implantação bilateral das cânulas-guia, no centro ou na concha do NAcc, 

conforme descrito no item 3.3. Sete dias após a recuperação cirúrgica, os 

animais receberam um dos seguintes tratamentos locais (como descrito no item 

3.4): Líquor artificial, CNQX (2,5 e 5,0 nmol). Após 10 minutos da administração 
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das drogas, conforme descrito no item 3.4, esses animais foram submetidos à 

caixa de registro de ingestão de alimento (como descrito no item 3.5.2).  

 

3. 7 Perfusão e Histologia  

 

Ao final dos experimentos 1 e 2, os animais foram anestesiados com 

pentobarbital sódico (50mg/kg, i.p.) e através de uma agulha introduzida no 

ventr

por um período de 14 dias, sendo posteriormente cortados em 

fatias de 100 µm de espessura em um vibrátomo. Os cortes foram montados 

ram secando aproximadamente por uma 

emana. Em seguida, foram coradas pelo método de Nissl, e permaneceram 

do antes de serem analisadas ao Microscópio Óptico 

O). A reprodução gráfica dos cortes e dos pontos de injeção analisados ao 

MO 

nálise de 

variância (ANOVA) de três vias. O tratamento com droga foi utilizado como fator 

ículo cardíaco esquerdo, foram perfundidos com solução salina 0,9%, 

seguido de formol 10%. O posicionamento das cânulas-guia no cérebro foi 

verificado por meio da microinjeção de 0,2 μl de azul de Evans através da 

cânula injetora. Depois de dissecados, os cérebros permaneceram imersos em 

formol 10% 

em lâminas gelatinizadas e permanece

s

secando por igual perío

(M

foi realizada a partir da observação e comparação com diagramas 

coronais, obtidos do Atlas do cérebro de rato, de autoria de PAXINOS e 

WATSON (1998). 

 

3. 8  Análise de dados 

 

Os dados relativos ao Experimento 1 foram analisados por a
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1; o sítio de microinjeção (centro ou concha) como fator 2; e a exposição ao LCE 

 

 

 

 

 

 RESULTADOS 
 
4.1 Experimento 1  

 de microinjeção e exposição ao LCE para a variável %EA 

(primeira ou segunda exposição), como fator 3.  

Os dados relativos ao Experimento 2 foram analisados por análise de 

variância de duas vias (ANOVA). O tratamento com droga foi utilizado como fator

1 e o sítio de microinjeção (centro ou concha) como fator 2. Quando tornaram-se

apropriadas, as análises de variância foram seguidas pelo teste de Duncan para

múltiplas comparações. Somente os valores de probabilidade, menores que 5%,

foram considerados significativos. 

 

4

 
A análise histológica indicou que do total de 100 fêmeas utilizadas no 

Experimento 1, 60 tiveram a cânula-guia implantada precisamente nas regiões 

concha e centro do NAcc, ambas bilateralmente.  Total de acertos bilaterais na 

concha do NAcc: n=34 microinjeções e no centro do NAcc: n=26 microinjeções. 

Os acertos foram distribuídos da seguinte forma: salina no centro (n=5) e na 

concha (n=6); veículo: centro (n=8) e concha (n=9); DNQX 330ng: centro (n=7) 

e concha (n=10); DNQX 660ng: centro (n=6) e concha (n=9). Não foram 

incluídos na análise estatística aqueles animais cuja histologia revelou outros 

sítios de microinjeção ou quando não houve acerto bilateral na região da 

concha e do centro do NAcc (Figura 6).  

 

A análise de variância indicou um efeito principal, significante para os 

fatores droga, sítio
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(Tabela 1). O teste de Duncan indicou que as fêmeas que receberam 

 660ng de DNQX na sub-região concha, mas não no  

centro do NAcc, exibiram aumento da %EA na primeira exposição, em 

relaç

 Duncan não indicou qualquer 

difere

microinjeção de 330ng e

ão aos ratos que receberam microinjeção de veículo (ψ; Figura 7). Além 

disso, a microinjeção de 660ng de DNQX na concha do NAcc aumentou a % 

EA na primeira exposição em relação ao respectivo grupo que recebeu 

microinjeção no centro do NAcc (#). O teste de

nça entre os grupos durante a 2ª exposição. Considerando a comparação 

entre as duas exposições ao LCE, os grupos que receberam microinjeção de 

veículo ou DNQX (330ng e 660ng) exibiram aumento da esquiva dos braços 

abertos na segunda exposição em relação à primeira, o que foi caracterizado 

pela diminuição da % EA (*), de acordo com a Figura 7. 
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Figura 6. Representação das seções coronais, ilustrando os locais atingidos pela 
microinjeção de salina, veículo, DNQX 330ng e DNQX 660ng, nas sub-regiões do centro e da 
concha do NAcc, de acordo com o atlas do cérebro de ratos (PAXINOS e WATSON, 2006). AP 
entre +1,08 e +2,16mm anterior ao bregma. ( ) Salina; ( ) Veículo; ( ) DNQX 330; ( ) DNQX 
660. Total de acertos bilaterais: concha=34 e centro=26 microinjeções: AcbC: centro do núcleo 
accumbens; AcbSh:concha do núcleo accumbens; aca: parte anterior da comissura anterior; acer: 
artéria cerebral anterior; cc: corpo caloso; ICj: Ilhas Callejas; ICjM: Ilhas Callejas maior; 
LAcbSh:concha lateral do NAcc; LSD: parte dorsal do núcleo septal lateral; LSI: parte intermediária 
do núcleo septal lateral; LSS: striatum lateral; LSV: parte ventral núcleo septal lateral; LV: ventriculo 
lateral; mfb: prosencéfalo medial; MS: núcleo septal medial; Shi: septo hippocampal; Tu: tubérculo 
olfatório; VDB: núcleo da banda diagonal e limbo vertical; VP: pálido ventral. 
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Figura 7. Efeito ansiolítico induzido pela microinjeção de DNQX (antagonista do 
receptor do tipo AMPA) na sub-região concha do NAcc. As fêmeas receberam 

microinjeções bilaterais de salina, veículo ou DNQX (330ng e 660ng) nas sub-regiões 

centro e concha do NAcc e foram submetidas a duas exposições consecutivas ao LCE. 

A segunda exposição foi realizada no dia seguinte, sem microinjeção de drogas. A 

primeira exposição (E1) está representada à esquerda, enquanto a segunda exposição 

(E2) está representada à direita na figura. Os dados são representados como a média ± 

erro padrão. *p<0.05 em relação à respectiva E1; ψ p<0.05 em relação ao grupo que 

recebeu microinjeção de veículo; # p<0.05 em relação ao respectivo grupo submetido à 

microinjeção no centro do NAcc (ANOVA de três vias foi seguida pelo teste de Duncan 

para múltiplas comparações).  

 

 
A ANOVA não revelou efeito principal, significante para os fatores droga 

 sitio de microinjeção para a %TA, mas indicou efeito para o fator exposição e

ao LCE (Tabela 1). Considerando a comparação entre as duas exposições ao 

LCE, observou-se que todos os grupos exibiram aumento da esquiva dos 

braços abertos na segunda exposição em relação à primeira, o que foi 

caracterizado pela diminuição da %TA (* – Figura 8). 
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Figura 8. Microinjeção de DNQX nas sub-regiões centro e concha do NAcc e seus 
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fê

na
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m
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re
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l EA, ANOVA revelou um efeito principal, 

signific nte para o fator exposição ao LCE, mas não em relação aos fatores 

 

eitos sobre o tempo de permanência dos animais nos braços abertos do LCE. As 

meas receberam microinjeções bilaterais de salina, veículo ou DNQX (330ng e 660ng) 

s sub-regiões centro e concha do NAcc e foram submetidas a duas exposições 

nsecutivas ao LCE. A segunda exposição foi realizada no dia seguinte, sem 

icroinjeção de drogas. A primeira exposição (E1) está representada à esquerda, 

quanto a segunda exposição (E2) está representada à direita na figura. Os dados são 

presentados como a média ± erro padrão. *p<0.05 em relação à respectiva E1 (ANOVA 

 três vias foi seguida pelo teste de Duncan para múltiplas comparações). 

Em relação à variáve

a

droga e sítio de microinjeção (Tabela 1). Comparando as duas exposições, o 

número de EA também diminuiu na segunda exposição nos grupos que 

receberam a microinjeção de 330ng de DNQX tanto no centro como na concha 

do NAcc, e nos grupos que receberam microinjeção de DNQX (660ng) e salina 

na concha do NAcc (Fig. 9). 
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 abertos do labirinto em cruz 
-regiões do NAcc. As fêmeas 

Figura 9. Número de entrada nos braços
elevado após a microinjeção de DNQX nas sub

  
    

 

receberam microinjeções bilaterais de salina, veículo ou DNQX (330ng e 660ng) 

nas sub-regiões centro e concha do NAcc e foram submetidas a duas exposições 

consecutivas ao LCE. A segunda exposição foi realizada no dia seguinte, sem 

microinjeção de drogas. A primeira exposição (E1) está representada à esquerda, 

enquanto a segunda exposição (E2) está representada à direita na figura. Os 

dados são representados como a média ± erro padrão.  *p<0.05 em relação à 

respectiva E1 (ANOVA de três vias foi seguida pelo teste de Duncan para 

múltiplas comparações).  

 

 
 

ANOVA não revelou efeito principal significante para os fatores droga e 

sítio de microinjeção em relação à variável EF. Houve efeito principal, 

significante apenas no fator exposição ao LCE (Tabela 1). O teste de Duncan 

não revelou qualquer diferença no número de EF entre a primeira e segunda 

exposição ao LCE (Fig. 10). 
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Figura 10. Número de entrada nos br

o indicou efeito principal significante para o fator droga e 

ig. 11). 

microinjeção de DNQX nas sub-regiões do NAcc. As fêmeas receberam 

microinjeções bilaterais de salina, veículo ou DNQX (330ng e 660ng) nas sub-

regiões centro e concha do NAcc e foram submetidas a duas exposições 

consecutivas ao LCE. A segunda exposição foi realizada no dia seguinte, sem 

microinjeção de drogas. A primeira exposição (E1) está representada à esquerda, 

enquanto a segunda exposição (E2) está representada à direita na figura. Os 

dados são representados como a média ± erro padrão. Não houve nenhuma 

diferença significante entre os grupos na E1 e na E2, bem como na comparação 

E1 x E2 (ANOVA de três vias foi seguida pelo teste de Duncan para múltiplas 

comparações).  

 

A ANOVA nã

sítio de microinjeção, mas indicou efeito significante em relação ao fator 

exposição ao LCE (Tabela 1). Os animais que receberam microinjeção de 

DNQX (330 ng) no centro e aqueles que receberam a microinjeção de salina na 

concha do NAcc exibiram diminuição do número de TE na segunda exposição 

em relação a 1 ª exposição (F

 
 
 

____________________________________________________________________Da Cunha, I C 55



Núcleo Accumbens, ansiedade e ingestão de alimento em ratos_____________________ 

E1

CSF DMSO DNQX 1.DNQX 2.

0

5

10

15

20

25

30 Centro
Concha

330        660

Salina   Veículo          DNQX

N
úm

er
o 

to
ta

l d
e 

en
tra

da
s

E2

CSF DMSO DNQX 1.DNQX 2.

25

20

15

10

5

0

30
Centro
Concha

*

330        660

*

Salina   Veículo          DNQX        
 

F no 
la cc. 

A ng e 

66 uas 

ex inte, 

se rda, 

en são 

re VA 

de

 
        

ara as variáveis, mergulho da cabeça, exploração vertical e auto-

limpez

grupos experimentais a freqüência de 

ergulho da cabeça foi menor na segunda exposição em relação à primeira, 

xceto no grupo que recebeu a microinjeção de DNQX (660ng) na sub-região 

igura 11. Número total de entradas (braços abertos e braços fechados) 
birinto em cruz elevado após a microinjeção de DNQX nas sub-regiões do NA
s fêmeas receberam microinjeções bilaterais de salina, veículo ou DNQX (330

0ng) nas sub-regiões centro e concha do NAcc, e foram submetidas a d

posições consecutivas ao LCE. A segunda exposição foi realizada no dia segu

m microinjeção de drogas. A primeira exposição (E1) está representada à esque

quanto a segunda exposição (E2) está representada à direita na figura. Os dados 

presentados como a média ± erro padrão. *p<0.05 em relação à respectiva E1 (ANO

 três vias foi seguida pelo teste de Duncan para múltiplas comparações). 

P

a, a ANOVA não revelou efeito principal, significante em relação aos 

fatores droga e sítio de microinjeção. Houve apenas efeito principal significante 

em relação ao fator exposição ao LCE (Tabela 1). A freqüência de exploração 

vertical diminuiu na segunda exposição somente no grupo que recebeu 

microinjeção de veículo na sub-região centro do NAcc, quando comparado à 

primeira exposição. Em todos os 

m

e
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centro do NAcc, o qual exibiu a mesma freqüência de mergulho da cabeça, 

cia (ANOVA) de três vias indicando
 as interações entre os

EF TE MC EV 

demonstrada na primeira exposição (Tabela 2). 

      
4.1.7 TABELA 1: Análise de Variân  
valores de “F” para os efeitos principais e para  
fatores. 
 

Fator/Interação GL %EA %TA EA AL 

Droga   3,104 3.53; 

p<0.05 

2.49; 

 NS 

2.03; 

 NS 

2.64; 

 NS 

0.45; 

NS 

1.43; 

 NS 

1.31; 

 NS 

0.22; 

 NS 

Sítio  1,104 6.04; 

 p<0.05 

3.55; 

 NS 

2.60; 

 NS 

0.038; 

 NS 

0.81; 

 NS 

3.20; 

 NS 

1.43; 

 NS 

1.99; 

 NS 

Expo 0.63; 

 NS 

sição 1,104 74.82; 

 p<0.05 

84.33; 

 p<0.05 

45.34; 

 p<0.05 

7.25; 

 p<0.05 

24.25; 

 p<0.05 

91.78; 

 p<0.05 

14.20; 

 p<0.05 

Drog 0.14; 

 NS 

a x Sítio  3,104 2.16; 

 NS 

1.94; 

 NS 

1.33; 

 NS 

0.16; 

 NS 

0.22; 

 NS 

1.35; 

 NS 

0.32; 

 NS 

Droga x 

Exposição  NS  NS  NS NS NS NS NS 

0.24; 

NS 

3,104 1.05; 0.73; 0.64; 0.14;  0.22;  0.32; 0.10;  

Sítio x 1,104 2.70; 1.22; 0.93; 1.12;

Exposi

  0.033;  1.39; 0.40;  2.06; 

NS ção  NS  NS  NS NS NS NS NS 

Droga x Sítio x 

Exposição  

3,104 0.82; 

 NS 

1.95; 

 NS 

0.57; 

 NS 

0.95;  

NS 

0.57;  

NS 

1.19; 

NS 

0.76;  

NS 

0.30; 

NS 

   
Ratos Wistar fêmeas receberam a microinjeção bilateral de sal, veículo ou DNQ

330ng e 660ng, no centro e na concha do NAcc e foram submetidas duas veze

ao LCE (primeira e segunda exposição). NS indica valores de “F” nã

qualquer uma das variáveis comportamentais consideradas. %EA (% entrada no

braços abertos); %TA (% de tempo nos braços abertos); EA (número de entrada

nos braços abertos); EF (número de entradas nos braços fechados); ET (núme

X 

s 

o 

significativos. Não ocorreu efeito significativo na interação entre os fatores para 

s 

s 

ro 

total de entradas); MC (mergulho da cabeça); EV (exploração vertical); e AL (auto-

limpeza). 
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4.1 ruz 
ele a; veículo ou DNQX no núcleo 
accumbens. 
 

 

 
  Salina Veículo DNQX 330 DNQX 660 

.8 TABELA 2. Algumas variáveis etológicas exibidas no labirinto em c
vado após a microinjeção bilateral de salin

Vari tr

(5

Co  cha 

) 

entro

(6) 

Conc

(9

Ce  Cável LCE Cen o 

) 

ncha 

(6) 

Centro

(8) 

Con

(9

C  ha 

) 

ntro

(7) 

oncha 

(10) 

EV E1 13.8 ± 3.4 13.6 ± 1.5 15.5 ± 2.2 ± 2.7 0 ± 1 2.2 ± 13.2 ± 2.1 10.9 ± 1.612.0 15. .8 1  2.2 

 E2 10.8 ± 6 2*  1.  ± .5 ± 8.7 ± 2.0 8.4 ± 1.0  4.5 8.0 ± 3.0 .6 ± 2. 10.2 ± 6 10.6 2.8 7  1.9 

AL E1 1.2 ± 0.2 1 1.6 ± 0.6  0.6  ± 0 ± 0.8 ± 0.2 1.3 ± 0.3 .8 ± 0.6 2.0 ± 1.1 .2 2.2  0.4 

 1.0 ± . 0.2  ± 3 1. 1.0 ± 0.2 E2  0.3 1 1 ± 0.6 1.6 ± 0.4 1.8 ±  1.5 0.3 1. ± 0.3 2 ± 0.2 

MC E1 9.8 ± 3.9 9  . 11.7 ± 1.9.0 ± 1.7 5.7 ± 1.5 7.3 ± 1 5 7.6 ± 1.3 8.7 ± 1.5 5.1 ± 1.1 

 6 ± 0 5* 0.3 ± 0 .1 ± 1.0 ± 0.6 1.7 ± 0.5*E2 1. 0.2* 2.5 ± 1.0* .8 ± 0. 0.8 ± * 1.0 .5* 1  0.6* 

 
 

 

Os dados são expressos como a média ± 

indicam o número de animais por grupo. As fêmeas de ratos receberam microinjeção 

bilateral de salina, veículo ou DNQX (330 e 660ng) nas sub-regiões centro e concha do 

NAc s ei 1) e nd 2 ex o E 0.0

em relação à respectiva E NOV e tr ias s ida do teste de Duncan par

múltiplas ção vertical); AL (auto-

lim

 

erro padrão. Os números em parênteses 

c; e foram submetida à prim ra (E  segu a (E ) posiçã  ao LC .  * p< 5 

a 1 (A A d ês v egu

comparações). MC (mergulho da cabeça); EV (explora

peza). 
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4.2 Experimento 2 
 

A análise histológica indicou que do total de 87 fêmeas de ratos 

utilizadas no segundo experimento (experimento 2), 51 delas tiveram a cânula-

guia implantada bilateralmente, nas regiões concha e centro do NAcc (AP 

variand  entre +1 +2,04). Total rtos bilatera ha do NA

i  e o c: cro s. to  

assim distribuídos: veículo no centro (n=9) e na concha (n=10); CNQX 2,5nmol: 

centro (n=8) e concha (n=6); CNQX 5,0 nmol: centro (n=8) e concha (n=10). 

li s e a i

revelo u s o u  v b

spec am r c do centro do NAcc (Figura 12). 

 

variável “avaliação de risco” em relação ao fator droga (Tabela 3). O teste de 

Duncan indicou que o grupo o qual recebeu microinjeção bilateral de CNQX na 

o indicou nenhum efeito principal 

signific nte em relação aos fatores droga e sítio de microinjeção, nem alguma 

interação significante entre os fatores, exceto para a variável exploração 

vertical (Tabela 3). 

 A Tabela 4 mostra que a microinjeção de CNQX, seja na sub-região 

centro, seja na sub-região concha do NAcc, não alterou a ingestão de alimento 

durante o teste de ingestão (1h) e após 24h, nem a exploração do alimento em 

o ,08 e  de ace is na conc cc: 

n=26 micro njeções  no centr do NAc n=25 mi injeçõe  Os acer s foram

Não foram incluídos na aná se estatí tica aqu les anim is cuja h stologia 

u o tros sítio  de micr injeção o  quando não hou e acerto ilateral, 

re tiv ente na egião da oncha e 

A ANOVA de duas vias indicou um efeito principal significante para a 

dose de 5,0nmol na sub-região concha do NAcc exibiu uma frequência de 

avaliação de risco menor em relação ao respectivo grupo que recebeu a 

microinjeção bilateral de veículo (Figura 13).  Com relação à ingestão de 

alimento após 1h e 24h, exploração do alimento, locomoção, exploração 

vertical e auto-limpeza, a ANOVA nã

a
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relação ao grupo microinjetado com veículo. As microinjeções de CNQX no 

entro e na concha do NAcc também não alteraram a locomoção, a exploração 

vertical e a auto-limpeza na caixa de ingestão.   

c

 
a 
c, 

de acordo com o atlas do cérebro de ratos (PAXINOS e WATSON, 2006). AP entre +1,08 e 

e 

 do NAcc=26 microinjeções e centro do NAcc=25 microinjeções: AcbC: 

bens; AcbSh: concha do núcleo accumbens; aca: parte anterior da 

missu j: 

Ilhas Callejas; ICjM: Ilhas Callejas maior; LAcbSh: concha lateral do NAcc; LSD: parte dorsal do 

eo 

leo 

septo hippocampal; VP: pálido ventral. 

Figura 12. Representação das seções coronais ilustrando os locais atingidos pel
microinjeção de veículo e CNQX (2,5 e 5,0nmol) nas sub-regiões centro e concha do NAc

+2,04mm anterior ao bregma. Veículo ( ); ( ) CNQX 2,5nmol; ( ) CNQX 5,0nmol: Total d

acertos bilaterais: concha

centro do núcleo accum

co ra anterior; acer: artéria cerebral anterior; cc: corpo caloso; CPu: caudado putâmem; IC

núcleo septal lateral; LSI: parte intermediária do núcleo septal lateral; LSV: parte ventral do núcl

septal lateral; LV: ventriculo lateral; mfb: prosencéfalo medial; MS: núcleo septal medial; Shi: núc
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Figura 13. Efeito ansiolítico induzido pela microinjeção de CNQX nas sub-regiões 
do núcleo accumbens. As fêmeas receberam microinjeções bilaterais de salina ou 

CNQX (2,5 e 5,0nmol) nas sub-regiões centro e concha do NAcc e foram submetidas 

ao teste de ingestão de alimento na caixa de ingestão. Os dados são representados 

como a média ± erro padrão. *p<0.05 em relação ao grupo microinjetado com salina 

(ANOVA de duas vias foi seguida pelo teste de Duncan para múltiplas comparações).  
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4.2.3 TABELA 3: Resultados da ANOVA de duas vias indicando os efeitos 
principais e as interações entre os fatores.  
 
 
 

 Fator 1 Fator 2 Interações 

Variável comportamental Droga 

(df = 2,45) 

Local 

(df = 1,45) 

Droga x Local 

(df = 2,45) 

Ingestão de alimento após 1h (g) 0.64; NS 1.98; NS 0.65; NS 

Ingestão de 

Locomoção 

<0.05 

Auto-limpeza 

alimento após 24h (g) 0.55; NS 2.37; NS 0.78; NS 

Exploração do alimento (sec.) 0.35; NS 0.01; NS 2.37; NS 

0.51; NS 3.12; NS 2.76; NS 

Avaliação de risco 3.65; p<0.05 0.13; NS 0.80; NS 

Exploração vertical 0.08; NS 1.24; NS 3.67; p

0.42; NS 1.22; NS 0.51; NS 

 

 

 

 

As ratas e 

5,0 nmo  

ao teste de ingestão de alim

significa

 
 
 

 foram microinjetadas bilateralmente com líquor artificial ou CNQX (2,5 

l) nas regiões centro e concha do núcleo accumbens e foram submetidas

ento. NS indica valores de probabilidade não 

ntes. 
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4.2.4 TABELA 4: Variáveis comportamentais exibidas por ratos durante a 
o 

 Líquor CNQ 5.0 

avaliação da ingestão de alimento após a microinjeção bilateral de CNQX n
NAcc. 
 

 

 
X 2.5 CNQX 

Variável 
Centro (9) Conch tro (8  (6) C

 
oncha (10)a (10) Cen ) Concha

 
entro (8) C

Ingestão de alimento 
após 1h (g) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.13 ± 0.1 0.0 ± 0.0 0.3 ± 0.2 0.0 ± 0.0 

 
Ingestão de alimento 
após 24h (g) 11.4 ± 2.5 16.4 ± 5 ± 1.3 1.1 11 13.0 ± 1.8  0.9 12.  12.8 ± .1 ± 2.6 

 
Exploração do 
alimento (seg.) 84.9 ± 16.5 55.6 ± .9± 7.9 2.0 66 58.6 ± 12.4 15.4 55  96.2± 2 .5± 18.9 

 
Locomo  87.4 ± 18.6 64.0 ± 12.8 38.1 ± 7.2 162.3 ± 35.1 46.4 ± 9.9 124.0 ± 39.5ção
 
Exploração vertical 126.4 ± 25.3 75.1 ± 12.1 56.6 ± 11.1 125.8 ± 36.2 67.4 ± 19.7 119.7 ± 33.2

 
.0 ± 3.1 Auto-limpeza 15.1 ± 2.5 15.0 ± 4.37 12.4 ± 1.2 84.2 ± 17.8 11.8 ± 1.1 14

 

 

Os dados são apresentados como a média ± erro padrão. Números entre parenteses 

dicam o número de animais por grupo. Os animais receberam microinjeções 

erai e líquor artificial ou CNQX (2,5 e 5,0nmol) na região centro e concha do 

NAcc e foram submetidos à avaliação da ingestão de alimento. ANOVA de duas vias 

não detectou efeitos principais com valores de probabilidade significantes. 

in

bilat s d
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5 DISCUSSÃO  
 

 

Tem sido proposto que durante a primeira exposição ao LCE a 

exploração do animal é caracterizada por um conflito entre uma pulsão 

exploratória, motivada talv curiosidade; e são para evi

exploração, motiv o  d o

MERY, As s  

preferencialmente os braços fechados (PELLOW et al, 1985). Esse conflito 

 sido co  an ns RAY, 1982) e pode ser 

amenizado por drogas ansiolíticas clássicas, tais como os benzodiazepínicos 

ais red ve o ai aç s 

 conseqü , e o d s

tratados com drogas do tipo BDZ tendem a exibir elevada porcentagem de 

entrada nos braços abertos - %EA e/ou  elevada porcentagem de tempo nos 

tos - %T W ).

 

O presente estudo demonstrou que os animais tratados com DNQX, 

antagonista glutamatérgico do tipo AMPA, na região da concha do NAcc, 

apresentaram maior %EA durante a primeira exploração ao LCE em relação 

aos animais tratados com veículo, ou seja, passaram a exibir menor esquiva 

dos braços abertos do labirinto. Portanto, o aumento na %EA e/ou %TA 

induzida pelo bloqueio dos receptores AMPA na concha do NAcc caracteriza 

um efeito do tipo ansiolítico nas fêmeas testadas no labirinto (Fig. 7 – E1).   

 

 

ez por  uma pul tar a 

ada pela aversão d s braços abertos o labirint  

(MONTGO 1955). sim, o animais tendem a explorar

interno tem nsiderado álogo à a iedade (G

(BDZ), as qu uzem o ní l de aversã dos anim s pelos br os aberto

do LCE e, entemente o conflito d exploraçã . Desse mo o, animai  

braços aber A (PELLO  et al, 1985   
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De forma similar, a microinjeção de DNQX (660ng) na concha do NAcc 

aumentou a %EA na primeira exposição, em relação ao respectivo grupo que 

recebeu a mesma microinjeção no centro do NAcc (Fig. 7- E1). Isso indica que 

o bloq

e para alterar o comportamento 

dos animais no LCE. Os resultados experimentais, portanto, sugerem que a 

maior 

em 

concordância com um estudo prévio, mostrando que a microinjeção de NBQX 

(2,3 dioxo-6-nitro-1,2,3,4,tetrahidrobenzo-quinoxalina-7-sulfonamida dissódica), 

ueio dos receptores AMPA é ansiolítico apenas quando o antagonista é 

administrado na concha do NAcc. De fato, os animais tratados com DNQX 

(660ng) no centro do NAcc apresentaram a mesma esquiva dos braços 

abertos, exibida pelo grupo tratado com veículo (Fig. 7 – E1).  

 

O efeito ansiolítico induzido pela microinjeção de DNQX na concha do 

NAcc não pode ser atribuído a algum efeito lesivo do DMSO, o veículo utilizado 

para dissolver a droga. Embora o DMSO seja dotado de propriedade 

detergente, o que poderia lesionar os neurônios localizados no NAcc, os 

resultados demonstraram que os animais tratados com DMSO exibiram o 

mesmo padrão comportamental apresentado pelo grupo tratado com salina. 

Portanto, ainda que a microinjeção de DMSO tenha induzido alguma lesão 

neuronal, esta não foi de magnitude suficient

exploração dos braços abertos, observada no grupo tratado com DNQX 

na sub-região da concha do NAcc, é decorrente do bloqueio dos receptores 

AMPA nessa região, reduzindo a aversão dos animais pelos braços abertos e 

eliminando o conflito de exploração do LCE. 

 

Nossos resultados indicam um papel potencial dos receptores AMPA na 

concha do NAcc em modular a ansiedade nas fêmeas de ratos Wistar, 
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um ou

lação de funções 

límbicas. Portanto, o presente estudo mostrou, pela primeira vez, um 

envolv

 entradas no BF, um índice aceito 

como representativo da atividade motora do animal, nem a exploração vertical 

do ani

tro antagonista do receptor AMPA, no NAcc, diminuiu significativamente 

a esquiva do BA em ratos machos testados no LCE (MARTÍNEZ et al., 2002). 

Porém, não foi realizada no referido estudo, uma distinção entre os sítios 

concha e centro do NAcc.  Na literatura tem sido proposto que o centro e a 

concha apresentam funções diferentes, sendo que o centro estaria envolvido 

na regulação de funções motoras (PULVIRENTI et al., 1994; ZAHM e BROG, 

1992), enquanto a concha do NAcc estaria relacionada à regu

imento diferenciado entre as duas sub-regiões do NAcc sobre a 

modulação da ansiedade no LCE,  em fêmeas de ratos. 

 

Tem sido discutido na literatura a importância do centro do NAcc para a 

locomoção animal em diferentes tarefas, mediando os efeitos de psico-

estimulantes sobre a atividade locomotora (BOYE, 2001; PARKINSON et al., 

1999a). Porém, alguns estudos indicam que lesões excitotóxicas e eletrolíticas 

do centro do NAcc não alteraram a atividade locomotora (PARKINSON et al., 

1999b) enquanto outros indicam aumento da atividade locomotora (WEINER et 

al., 1996).  

 

No presente estudo, a administração de DNQX no centro e na concha do 

NAcc não foi capaz de modificar o número de

mal no LCE. Além do mais o número total de entradas nos braços (TE), 

uma outra variável que grosseiramente representa a atividade locomotora, 

também permaneceu inalterada durante a primeira exposição após a 

administração de DNQX no centro e na concha do NAcc.  
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Estes resultados estão de acordo com dados prévios da literatura 

mostrando que nem o número de entradas nos braços fechados nem a 

exploração vertical foram alterados pelo bloqueio dos receptores AMPA no 

NAcc (MARTÍNEZ, 2002).  

 

Portanto, o presente estudo indica que a maior exploração dos braços 

abertos do LCE, induzida pela microinjeção de DNQX na concha do NAcc, não 

foi decorrente do aumento da atividade locomotora dos animais. Se assim 

fosse, os animais exibiriam aumento da exploração dos braços abertos e dos 

braços fechados do labirinto, o que não foi confirmado pelos resultados, ou 

seja, o

reduzida, mas emocionalidade inalterada no LCE (HORSLEY, 

2007). dem ser explicados por diferenças 

metod

 número absoluto de entrada em ambos os tipo de braços durante a 

primeira exposição não foi alterado em relação ao grupo tratado com veículo 

(Fig. 9 e 10 – E1), mas sim a preferência pelos braços.  

 

Recentemente, um estudo no qual foi usado lesão eletrolítica do NAcc 

mostrou que ratos com lesão na concha do NAcc, mas não no centro, exibiram 

locomoção 

 Estes resultados contraditórios po

ológicas, como o intervalo de tempo entre cirurgia e teste experimental 

(por exemplo, 7 meses no trabalho de Horsley, e cerca de sete dias, no 

presente estudo). Além do mais, tratamentos com lesões podem não ser, 

necessariamente, funcionalmente equivalente ao tratamento farmacológico, 

uma vez que podem ocorrer danos de fibras de passagem no NAcc. 
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Com relação ao comportamento de imersão da cabeça, outro 

compo

ugerimos que a ativação dos receptores AMPA na concha do NAcc 

talvez 

e ratos são testados no 

LCE sob alto nível de iluminação (200Lux), a %EA não é alterada em qualquer 

fase d

chados).  

rtamento relacionado com o nível de ansiedade dos animais, 

observamos que este não foi alterado pela microinjeção de DNQX na concha 

do NAcc durante a primeira exposição ao LCE (Tabela 2).  

 

S

não seja necessária para a expressão desse tipo de comportamento, o 

que poderia explicar esse resultado contraditório.  

 

No presente estudo, não foi efetuada a análise do ciclo ovariano dos 

animais. Porém, é improvável que o aumento da %EA no LCE, induzido pela 

microinjeção de DNQX na sub-região concha do NAcc, seja decorrente de 

flutuações dos níveis hormonais ao longo das diferentes fases do ciclo 

ovariano. Tem sido demonstrado que quando fêmeas d

o ciclo (MORA et al, 1996). Em uma pesquisa cujo nível de iluminação do 

LCE não é informado, a %EA também não se altera em nenhuma fase do ciclo 

estral (NOMIKOS e SPYRAKI, 1988). Em outros dois estudos, os quais 

também não informam os níveis de luminosidade utilizados, a %EA também 

não se altera nas fases de proestro e diestro (MARCONDES et al, 2001; 

BITRAN et al, 1991). A %EA só se mostra alterada (elevada nas fases de 

proestro e estro) quando os animais são testados sob baixo nível de iluminação 

(10 Lux; MORA et al, 1996; DÍAZ-VÉLIZ et al, 1997), o que não é o caso do 

presente estudo (373 Lux nos braços abertos e 284 Lux nos braços fe
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Portanto, é provável que o efeito ansiolítico induzido pela microinjeção 

de DNQX na concha do NAcc seja decorrente do bloqueio dos receptores 

AMPA, e não de alterações comportamentais induzidas pelas diferentes fases 

do ciclo ovariano.  

 

O presente estudo mostrou que o bloqueio do receptor AMPA na concha 

do NAcc foi capaz de reduzir comportamento motivado pelo medo, tal como 

esquiva dos braços abertos no LCE. Na literatura, tem sido demonstrado que a 

microinjeção de DNQX (na dose 850ng) em sítios mais caudais da concha do 

NAcc 

NAcc é capaz de inibir o comportamento defensivo de esquiva dos braços 

abertos do LCE, indicando que a ativação de receptores do tipo AMPA, pelo 

(1,1mm a 0,5mm anterior ao bregma) induz comportamentos defensivos 

em ratos de ambos os sexos, tais como: cavar defensivamente, fugas, 

mordidas defensivas e vocalizações durante a aproximação de perigo 

(REYNOLDS e BERRIDGE, 2003).  

 

Quando o DNQX foi administrado em sítios mais rostrais da concha 

(1,2mm a 2,2mm anterior ao bregma), pequena soma de comportamento 

defensivo ainda esteve presente, ou mesmo ausente (REYNOLDS e 

BERRIDGE, 2003). Uma vez que o bloqueio dos receptores AMPA em regiões 

rostrais, e especialmente caudais da concha do NAcc induz comportamentos 

defensivos, é possível concluir que a ativação de tais receptores pelo glutamato 

na concha do NAcc de ratos machos ou fêmeas seja ansiolítica.  

 

Ao contrário, o presente estudo indica que o bloqueio dos receptores 

AMPA em sítios rostrais (1,08mm a 2,16mm anterior ao bregma) da concha do 
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glutam

animal (ansiogênese ou ansiólise).   

tros modelos animais de ansiedade. 

o tocante ao LCE, os resultados deste estudo demonstram que animais 

tratado

ato, em sítios rostrais da concha do NAcc, é ansiogênica em ratos. É 

difícil explicar esses dados contraditórios relacionados ao efeito da 

microinjeção de antagonistas AMPA na concha do NAcc sobre a 

emocionalidade do 

 

Em humanos, o mesmo contraste é apresentado, pois a estimulação 

cerebral profunda da região da concha do NAcc reduziu a severidade de 

sintomas em pacientes com distúrbios de ansiedade (STURM et al, 2003), mas 

provocou pânico em paciente idoso com distúrbio obssessivo-compulsivo 

refratário (SHAPIRA et al, 2006). Assim, ambos os resultados da pesquisa 

básica e clínica são contraditórios, indicando que o papel do NAcc sobre a 

regulação do nível de ansiedade é ainda controverso e necessita de maiores 

estudos, especialmente utilizando ou

 

Tem sido demonstrado na literatura que o NAcc é uma região importante 

para a aprendizagem e memória espacial, em decorrência de suas conexões 

com regiões corticais e hipocampais (SARGOLINI, et al., 2003). Recentemente, 

foi demonstrado que tanto a ativação dos receptores do tipo AMPA, quanto os 

do tipo NMDA, são importantes para a aprendizagem espacial (FERRETI et al., 

2007).  

 

N

s com salina, seja na concha, seja no centro do NAcc, apresentaram 

elevada esquiva dos braços abertos (Fig. 8 – E2) e menor imersão de cabeça 

(Tabela 2) na segunda exposição, quando comparados com as respectivas 

primeiras exposições. Esses resultados estão de acordo com a literatura, 
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demonstrando que a experiência prévia ao LCE altera de forma significativa o 

comportamento dos animais na segunda exposição, caracterizado por elevada 

esquiva dos braços abertos (FILE, 1992).   

 

Tem sido proposto que durante a exploração o animal recebe 

inform

a no 

início da sessão (ROSA et al., 2000; GUIZONI et al, 2006). No dia seguinte, 

quand

 da duração da primeira exposição (DÁL-CÓL et al, 2003), do 

fornecimento de glicose ao sistema nervoso central e da ativação de aferências 

vagais

ações sensoriais sobre o LCE (tátil, visual, olfativa), as quais são 

integradas no sistema nervoso central, criando um contexto real e 

representativo da experiência. Assim, é possível assumir que o comportamento 

do animal, em um dado minuto de exploração, é dependente da experiência 

obtida no minuto anterior. De fato, quando o comportamento dos animais, na 

primeira exposição ao LCE, é fracionado em blocos de um minuto, verifica-se 

que a esquiva dos braços abertos aumenta durante o tempo de exploração, 

sendo que, no final da sessão, é estatisticamente superior àquela exibid

o o animal é re-exposto ao LCE, a memória da exploração anterior é 

evocada, e o animal inicia a segunda exploração com elevada esquiva, já no 

primeiro minuto (ROSA et al., 2000). Como a esquiva dos BA é motivada pelo 

medo de espaços abertos e/ou iluminados, é possível assumir que ratos 

desenvolvem aprendizagem emocional durante a exposição ao LCE, a qual 

depende

 (GHIZONI et al, 2006).  

 

 Os resultados demonstraram, ademais, que semelhantemente ao grupo 

tratado com salina, os grupos tratados com veículo e DNQX também 

apresentaram elevada esquiva dos braços abertos (Fig. 7 e Fig. 8 – E2) e 
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menor ocorrência de imersão de cabeça (Tabela 2) na segunda exposição, 

quando comparadas com a primeira. Além disso, nenhum tratamento, seja com 

veículo, seja com DNQX, alterou o padrão exploratório dos animais ou as 

variáveis etológicas na segunda exposição ao LCE em relação ao grupo 

tratado

defensivos e de ingestão (KELLEY, 2004). Ou 

seja, há uma relação benéfica entre ansiedade e comportamento ingestivo. De 

 com salina. Os resultados sugerem que essa menor exploração dos 

braços abertos na segunda exposição não é decorrente de habituação 

locomotora ou depressão motora, visto que o número de entrada nos braços 

fechados e o número de comportamentos de auto-limpeza (Tabela 2) se 

mantiveram iguais àqueles exibidos na primeira exposição (Fig. 10 – E2).  

 

Os dados do presente estudo, mostrando a ocorrência de elevada 

esquiva dos braços abertos na segunda exposição, em animais pré-tratados 

com veículo ou DNQX, indicam que nem a propriedade detergente do DMSO, 

tampouco o bloqueio dos receptores do tipo AMPA no NAcc foram capazes de 

prejudicar tal aprendizagem. Portanto, é possível concluir que a ativação dos 

receptores do tipo AMPA, seja na sub-região centro, seja na concha do NAcc 

não é a condição mais importante para a ocorrência de aprendizagem 

emocional no LCE. 

 

Sob o ponto de vista evolutivo, tem sido proposto que o NAcc evoluiu no 

sentido de controlar comportamentos críticos para a sobrevivência da espécie, 

por exemplo, comportamentos 

fato, alimentar-se e proteger-se de ameaças potenciais são aspectos 

importantes para sobrevivência do animal, especialmente considerando-se um 

contexto presa/predador.  
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 Nesse sentido, seria vantajoso para o animal exibir motivação para 

comer enquanto nenhum perigo em potencial estiver presente e, ao mesmo 

tempo, ser capaz de substituir rapidamente a ingestão de alimento por 

comportamentos defensivos, tais como fuga ou esquiva, quando um perigo em 

potencial se apresenta. Os dados da literatura mantêm a idéia de que o NAcc 

pode ser o substrato neural de tal processo.  

 

Nosso grupo de pesquisa já demonstrou que a inibição da sub-região da 

oncha do NAcc pela ativação dos receptores GABAA e GABAB suprimiu a 

ocorrê

om relação ao glutamato, seria possível estabelecer que a mesma 

relaçã

c

ncia de comportamentos defensivos (ansiólise) e induziu hiperfagia em 

ratos (LOPES et al., 2007). Portanto, levando-se em consideração a 

neurotransmissão GABAérgica no NAcc, é possível supor que a ocorrência de 

ansiólise e hiperfagia, ou ainda ansiogênese e hipofagia, pode ter elevado valor 

adaptativo para a sobrevivência animal. Caso essa predição seja verdadeira, a 

motivação do animal para comer e se defender deve emergir da modulação do 

GABA na sub-região da concha do NAcc. 

 

C

o pudesse estar ocorrendo na concha do NAcc, visto que a literatura tem 

demonstrado que o bloqueio dos receptores AMPA na concha do NAcc induz 

hiperfagia em ratos (KELLEY e SWANSON, 1997) e os resultados do 

experimento 1 apontam para um efeito ansiolítico induzido pelo bloqueio dos 

receptores AMPA na concha do NAcc (Da CUNHA et al, 2008). Entretanto, os 

resultados do experimento 2 contradizem tal predição. 
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No experimento 2 os resultados mostraram que a microinjeção de 5,0 

nmol d

ífico de coleta de informações do 

ambiente quando o animal encontra-se em situações potencialmente 

ameaç

avaliação de risco está altamente 

relacionado com a liberação de corticosterona (RODGERS et al, 1999), e é 

sensív

isso, os resultados do 

experimento 2 corroboram os dados do experimento 1, na medida em que 

e CNQX (outro antagonista dos receptores AMPA) na concha do NAcc 

reduziu significativamente a ocorrência de avaliação de risco na caixa de 

ingestão (Figura 13).  

 

Na literatura, o comportamento de avaliação de risco tem sido 

interpretado como um comportamento espec

adoras ou perigosas (PINEL e MANA, 1993). A avaliação de risco 

também é considerada um comportamento indicativo de um conflito entre 

explorar e evitar a exploração um determinado ambiente (VAN der POEL, 

1979). Esse conflito pode ser evocado pelo animal em uma diversidade de 

situações ameaçadoras, incluindo contextos sociais, não sociais e predatórios 

(BLANCHARD e BLANCHARD, 1989; BLANCHARD et al, 1995; KAESERMAN, 

1986; VAN der POEL, 1979).  

 

Além disso, o comportamento de 

el ao efeito de drogas ansiolíticas e ansiogênicas (GRIEBEL et al, 1997; 

SETEM et al, 1999). Uma vez que o experimento 2  demonstrou que a 

microinjeção de  CNQX no interior da concha do NAcc diminuiu a ocorrência da 

avaliação de risco, é possivel estabelecer que o bloqueio dos receptores AMPA 

na concha do NAcc é ansiolítico em ratos, confirmando os resultados do 

experimento 1, mostrando que o bloqueio dos receptores AMPA na concha do 

NAcc é ansiolítica em ratos Wistar fêmeas. Além d
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demon

ntretanto, os resultados relativos à ingestão de alimento do 

experi

entação  resultaria em um estado motivacional 

para ingestão de  alimento (KELLEY et al, 2005).  

stram que o efeito ansiolítico induzido por CNQX é seletivo para a sub-

região concha, e não ocorre quando o CNQX é microinjetado no centro do 

NAcc (Figura 13).  

 

E

mento 2 não estão em consonância com a literatura. Tem sido proposto 

na literatura que o glutamato exerce uma ativação tônica dos receptores AMPA 

localizados nos neurônios médios espinhais da concha do NAcc, os quais são 

GABAérgicos e projetam-se para o hipotálamo, inibindo a ingestão de alimento 

pelo animal (KELLEY et al, 2005). Essa teoria é fundamentada no fato da 

microinjeção de antagonista de receptores AMPA na concha do NAcc induzir 

hiperfagia em ratos não privados de alimento (MALDONADO-IRIZARRY et al, 

1995; KELLEY e SWANSON, 1997; STRATFORD et al, 1998). Assim, a 

ausência das influências inibitórias da concha do NAcc sobre  a circuitaria 

hipotalâmica relacionada à alim

 

 Ao contrário da teoria de Kelley, também tem sido demonstrado que a 

microinjeção de um agonista AMPA na concha do NAcc aumenta, de forma 

dose/dependente, a ingestão de alimento em ratos (ECHO et al, 2001), em 

semelhança à microinjeção do mesmo agonista no hipotálamo lateral (KHAN et 

al, 1999; STANLEY et al, 1996; STANLEY et al, 1993). Além disso, a 

microinjeção de AMPA na concha do NAcc foi capaz de aumentar o efeito 

hiperfágico, induzido por DAMGO ( RAGNAUTH et al, 2000), um agonista 

opióide seletivo do receptor μ (ECHO et al, 2001), reforçando o papel do 
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glutamato e dos opióides endógenos na concha do NAcc, em aumentar a 

ingestão de alimento.   

 

No presente estudo, o bloqueio do receptor AMPA na concha do NAcc 

pelo a

limento; animais, recebendo 

mais de uma microinjeção de droga ou veículo, contra animais que receberam 

ativação do receptor AMPA na concha do NAcc (ECHO et al., 2001), é factível 

ntagonista CNQX não modificou o comportamento de ingestão. Não 

houve aumento da ingestão de alimento durante o teste na caixa de ingestão 

(1h), nem 24 horas após a microinjeção da droga. Além do mais, a exploração 

do alimento, determinada pelo tempo que o animal permanece com o alimento 

na boca, tanto segurando quanto mastigando uma porção de ração, não foi 

alterada pela microinjeção de CNQX na concha do NAcc.  

 

É possível que este resultado contraditório possa ser explicado por 

diferenças metodológicas, tais como: a utilização de animais alojados 

individualmente (isolados) contra animais alojados em grupo (agrupados); 

número de habituações prévias para a caixa experimental, a fim de alcançar a 

estabilização da linha de base para a ingestão de a

somente uma microinjeção de droga. Também é possível que esses resultados 

contraditórios possam ser explicados pela influência dos níveis hormonais ao 

longo das diferentes fases do ciclo ovariano, o qual não foi considerado neste 

estudo, e tampouco em estudos prévios usando fêmeas de ratos como sujeitos 

experimentais (REYNOLDS e BERRIDGE, 2001; REYNOLDS e BERRIDGE, 

2003).  

 

Portanto, se o glutamato pode aumentar a ingestão de alimento pela 
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que a microinjeção de antagonistas dos receptores AMPA na concha do NAcc 

não altere a ingestão de alimentos nos animais, especialmente se a influência 

o glutamato sobre o comportamento alimentar na sub-região concha do NAcc, 

não fo

 

 

•  administração bilateral de DNQX na sub-região da concha do NAcc 

•  ativação dos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA no NAcc (no 

d

r nem tônica, nem inibitória sobre a ingestão de alimento. 

 

 

6 CONCLUSÕES  

 
 

A

induziu um efeito do tipo ansiolítico em ratos fêmeas submetidas ao 

LCE, caracterizado por um aumento na porcentagem de entradas nos 

braços abertos do labirinto. 

 

• A maior exploração dos braços abertos induzida pela microinjeção 

bilateral de DNQX na sub-região da concha do NAcc não parece ser 

decorrente de alteração na atividade locomotora dos animais. 

 

• O efeito ansiolítico no LCE, induzido pela microinjeção bilateral de 

DNQX no NAcc, é seletivo para a sub-região da concha, pois não ocorre 

após a microinjeção da droga na sub-região do centro do NAcc.  

 

A

centro ou na concha) não está envolvida com a ocorrência de 

aprendizagem emocional no LCE.  
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• A microinjeção de CNQX (outro antagonista AMPA) na sub-região da 

concha do NAcc, mas não na sub-região do centro, induziu um efeito do 

tipo ansiolítico em ratos fêmeas na caixa de ingestão, caracterizado por 

uma supressão do comportamento de avaliação de risco. 

• A microinjeção de CNQX nas sub-regiões do centro e da concha do 

ento em ratos fêmeas na caixa de 

ingestão. 

 

NAcc, não alterou a ingestão de alim
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bstract

This study investigated the effect of the AMPA receptor antagonist 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX) microinjected into the core and
hell sub-regions of the accumbens nucleus (Acb), on the level of fear/anxiety and emotional learning, in female rats submitted to the elevated
lus-maze (EPM), an animal model of anxiety. Bilateral microinjections of DNQX (330 and 660 ng) into the Acb shell (AP, +1.08 to +2.16)
nduced an anxiolytic-like effect in relation to rats microinjected with vehicle, since there was an increased percentage of entries in the open arms
f the maze. The 660 ng DNQX microinjection into the Acb shell also increased the percentage of entries into the open arms in relation to 660 ng
NQX microinjection into the Acb core. Prior DNQX microinjections in both core and shell sub-regions of the Acb failed to impair the emotional

earning, since the animals exhibited an increase of the open arm avoidance on EPM Trial 2 in relation to EPM trial1. DNQX microinjections into
oth sub-regions of the Acb did not change the number of entries into the enclosed arms, either in the EPM Trial 1 or in the EPM Trial 2, which

ndicates an absence of drug-induced locomotor impairment. Similarly, DNQX microinjections into both sub-regions of the Acb failed to alter the
otal arm entries, rearing, grooming and head-dipping frequency. The anxiolytic-like effect induced by DNQX suggests that the AMPA receptor in
he Acb shell, but not in the Acb core, may underlie anxiety regulation in the EPM.

2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

; Rat
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. Introduction

The nucleus accumbens (Acb) is an important area of the
asal forebrain involved in several behavioural processes such as
otor activity [14,25], motivation and reward [41,68], cognitive

unctions [3,18,72,75,82], sexual behaviour [17], stress [1] and
ppetitive and aversive related functions [60] as well.
The Acb may be also important to elicit appropriate emotional
ehaviour [29,49], since glutamatergic projections emerging
rom the medial prefrontal cortex, basolateral amygdala, and

∗ Corresponding author. Fax: +55 48 3721 9672.
E-mail address: serralvo@ccb.ufsc.br (M.S. Faria).
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166-4328/$ – see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.bbr.2007.10.023
ippocampal formation, important regions for emotional pro-
essing and behavioural regulation [51], converge on spiny
eurons of the Acb [31]. In fact, it has been shown that the
cb is involved with defensive behavioural responses elicited
y noxious or threatening stimuli [7,8,27,36,43,69]. Regarding
ear/anxiety-related behaviours, it has been shown that dopamin-
rgic projection from the ventral tegmental area to the Acb may
e related to different aspects of fear conditioning [58]. The over
xpression of the inducible cAMP early repressor (ICER) into
he Acb, an important mechanism for cAMP response element-
ediated transcription modulation, increases anxiety measures
n rats [28].

However, the Acb is an anatomically heterogeneous structure
ivided in two sub-regions: the core and the shell. The core

mailto:serralvo@ccb.ufsc.br
dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2007.10.023
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nd the shell subregions, in turn, are characterized by distinct
onnectional, neurochemical [32,86] and regulatory properties.
he Acb core regulates, preferentially, motor functions whereas

he Acb shell regulates, preferentially, limbic functions [86]. In
act, it has been shown that the Acb shell, but not the Acb core,
xhibits a gradient of aversive motivation when followed by the
icroinjection of AMPA glutamate receptor antagonist [64].
Concerning animal models of anxiety, the literature does not

rovide consistent data about the role of the Acb on anxiety reg-
lation, especially regarding the core and shell sub-regions. For
xample, in spite of having been shown that the microinjection
f glutamate receptor antagonists into the Acb induces anxioly-
is in rats, a distinction between the core and shell sub-regions
as not carried out [48]. On the other hand, the microinjection
f the AMPA glutamate receptor antagonist into the Acb core,
nd especially into the Acb shell, was able to induce some fear-
ul behaviours such as burying or treading defensive behaviour,
s well as defensive bites, distress calls, and escape dashes in
ats [64]. Thus, the literature data are inconclusive regarding an
nxiolytic or anxiogenic action for the glutamate neurotrans-
ission within the Acb. This indicates that the role of glutamate

n the Acb on fear/anxiety deserves further investigation. More
pecifically, an investigation that tries to establish a comparison
etween the core and shell sub-regions in animals models of
nxiety. Since the Acb is an important region for neural plastic-
ty processes that underlie emotional learning [58], it would be
lso important to evaluate the role of the Acb core and the Acb
hell on fear/anxiety acquisition in animal models of anxiety.

Therefore, the present study aimed at evaluating the effects
f the AMPA receptor antagonist microinjections into the core
nd shell sub-regions of the Acb on the level of fear/anxiety
f female rats tested in the elevated plus-maze (EPM) [30], an
nimal model of anxiety [33]. The Trial 1/Trial 2 EPM procedure
as used in order to address the emotional learning in the EPM

12,16,22,23,26,42]. Female rats were chosen due to the fact that
ommon mental disorders, such as anxiety, are more prevalent
mong women [2,6,37,77].

. Materials and methods

.1. Animals

Adult female Wistar rats weighing approximately 200–250 g (2-month age)
ere supplied by the animal breeding division of the Federal University of Santa
atarina. The animals were housed in individual cages and submitted to a 7-
ay period of adaptation with free access to food and water under a light/dark
ycle of 12 h (lights on at 6 a.m.). The animals were only handled for weighing,
rug administration, and cage cleaning. All the experimental procedures were
onducted in compliance with the recommendations of the Ethics Commission
or the use of experimental animals of the Federal University of Santa Catarina,
C, Brazil.

.2. Cannulae implantations

At least 7 days before the experiments, each animal was intraperi-

oneally anaesthetized with a ketamine hydrochloride (87 mg kg−1) and xylazine
13 mg kg−1) mixture, and bilateral stainless steel guide cannulae (30 G) were
mplanted using stereotaxic techniques. The guiding cannulae were aimed at
ites located 1 mm close to either the Acb core or the Acb shell according to
he coordinates derived from Paxinos and Watson Atlas [56]. The cannulae

s
1
t
t
a

in Research 188 (2008) 91–99

ere anchored in the skull with jeweller screw, fixed with dental cement, and
aintained patent by an inner removable stylet between the experiments.

.3. Drug microinjections

Injections were made through inner cannulae (33 G) extending 1 mm beyond
he ventral tip of the guiding cannulae connected by polyethylene tubing to a
amilton microsyringe (1 �l) fitted to an injection pump. The injected volume

0.4 �l) was administered bilaterally over a period of 60 s and a further 60 s was
llowed for the solution to diffuse from the cannulae. 6,7-Dinitroquinoxaline-
,3-dione (DNQX) was purchased from Tocris (USA) and freshly dissolved in
0% DMSO:50% isotonic saline solution before the experiments. The control
roup was microinjected with vehicle (50% DMSO:50% isotonic saline solution;
ehicle group). Another group, microinjected with isotonic saline (0.9%; SAL
roup), was used to evaluate any influence of vehicle microinjection upon the
nimal behaviour in the EPM. The doses of DNQX were estimated according
he literature.

.4. Elevated plus-maze (EPM) test

The elevated plus-maze was made of varnished wood and consisted of four
rms of the same size (50 cm × 10 cm) arranged in the form of a cross; arms
ointing towards the center (10 × 10 cm) and raised 50 cm above the floor. Two
pposed arms were surrounded by a short (1 cm) Plexiglas edge (open arms)
hile the other two by 40 cm high opaque glass walls, except for the entrance

enclosed arms). Four 15 W fluorescent lights arranged as a cross 100 cm above
he maze were used as source of illumination and provided different levels of
ux incident on the open and enclosed arms. The mean illumination level in the
pen and enclosed arms was 373 and 284 lx, respectively, with an 89 lx gradient
f illumination between the open and enclosed arms. Each animal was placed on
he central square of the maze facing an enclosed arm and was allowed to explore
he maze for 5 min (Trial 1). Twenty-four hours later, each animal was retested
n the elevated plus-maze for another five minutes, with no drug microinjection
Trial 2). In order to avoid odoriferous cues between animals [85], the maze was
leaned with wet (alcohol 20%, v/v) and dry cloths. Any animal that fell off
he maze was excluded from the experiment. All the experiments were carried
ut during the light phase of the cycle between 11 a.m. and 2 p.m. Each trial
as recorded by a digital video camera in an adjacent room and, subsequently,

ranscribed through the Etholog 2.25 software [53].
The standard spatial-temporal variables, such as the number of entries into

ither the open or enclosed arms, as well as the total number of entries were
ecorded. Arm entry and arm exit were defined as all four paws into and out of an
rm, respectively. The exploratory behaviour upon the open arms was expressed
s the mean percentage of entries into the open arms (by taking into account the
otal number of entries into both the open and the enclosed arms; %open arm
ntries) and the time spent inside the open arms (by taking into account the 5 min
uration of the test; %open arm time). Additionally, other ethologically derived
easures were also evaluated (according to [73]) as following: (a) rearing (rising

n the hind limbs); (b) head-dipping (protruding the head over the edge of an
pen arm and scrutinizing towards the floor); and (c) grooming (cleaning any
art of the body surface with the tongue, teeth, and/or forepaws).

.5. Procedure

Each animal received a bilateral microinjection of saline, vehicle, 330 or
60 ng DNQX into the core and shell sub-regions of the Acb, as described in
ection 2.3. Following the drug administrations, each animal was submitted to
rial 1/Trial 2 EPM procedure, as described in Section 2.4.

.6. Histological analysis

At the end of the experiments, the animals were deeply anaesthetized with

odium pentobarbital and transcardially perfused with 0.9% saline followed by
0% formalin. The brains were removed and subsequently cut (vibratome) in
he transverse plane (100 �m). Sections were stained with cresyl violet and
he cannulae loci were examined and documented through a camera lucida
ttached to a light microscope. Cannulae placements were mapped onto the
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orresponding atlas drawings of Paxinos and Watson [56]. Data from rats with
isplaced cannulae in the Acb core and Acb shell were not included in the

nalyses.

.7. Statistical analysis
The data were analysed by three-way analysis of variance (ANOVA) with
Drug Treatment” as factor 1, “Microinjection Site” as factor 2, and “EPM
rial” as factor 3. When appropriate, ANOVA was followed by Duncan’s test
or multiple comparisons. Only probability values less than 5% were considered
ignificant.

t
d
c
r

ig. 1. Semi-schematic drawings of coronal sections (100 �m) of the rat brain, acc
ccumbens core and accumbens shell sites in which saline (SAL), vehicle and DN
60 ng/side: (©) SAL, (�) vehicle; (�) DNQX 330; (�) DNQX 660. 2: layer 2 of co
ucleus, shell; aca: anterior commissure, anterior part; acer: anterior cerebral artery
utamen (striatum); E: ependyma and subependymal layer; gcc: genu of the corpus
ntermiediate endopiriform nucleus; HDB: nucleus of the horizontal limb of the diag
SD: lateral septal nucleus, dorsal part; LSI: lateral septal nucleus, intermediate par
V: lateral ventricle; mfb: medial forebrain bundle; MS: medial septal nucleus; Pld: p
ucleus; SIB: Substantia innominata, basal part; Tu: olfactory tubercle; VDB: nucleu
in Research 188 (2008) 91–99 93

. Results

The histological analysis indicated that the 34 injection can-
ulae tips reached the medial region of the Acb shell, while
6 injection cannulae tips reached the Acb core (AP varying
etween +1.08 and +2.16; Fig. 1). Table 1 presents the results of

he three-way ANOVA from rats submitted to the EPM imme-
iately after saline, vehicle and DNQX microinjections into the
ore and shell sub-regions of the accumbens nucleus. ANOVA
evealed a significant main effect for %open arm entries in rela-

ording to Paxinos and Watson Atlas [56], illustrating the distribution of the
QX were microinjected. DNQX was microinjected at the doses of 330 and
rtex; 3: layer 3 of cortex; AcbC: accumbens nucleus, core; AcbSh: accumbens
; cc: corpus callosum; CB: cell bridges of the ventral striatum; CPu: caudate
callosum; ICj: islands of Calleja; ICjM: islands of Calleja, major island; IEn:
onal band; LAcbSh: lateral accumbens shell; lofr: lateral orbitofrontal artery;
t; LSS: lateral stripe of the striatum; LSV: lateral septal nucleus, ventral part;
aralambdoid septal nucleus; Ld: lambdoid septal zone; Shi: septo hippocampal
s of the vertical limb of the diagonal band; VP: ventral pallidum.
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Table 1
Three-way ANOVA results indicating the main effects and between factor interactions

Factors/interactions d.f. %Open entries %Open time Open entries Enclosed entries Total entries Head dipping Rearing Grooming

Drug 3,104 3.53; p < 0.05 2.49; NS 2.64; NS 0.45; NS 1.43; NS 1.31; NS 0.22; NS 2.03; NS
Site 1,104 6.04; p < 0.05 3.55; NS 2.60; NS 0.038; NS 0.81; NS 3.20; NS 1.43; NS 1.99; NS
Trial 1,104 74.82; p < 0.05 84.33; p < 0.05 45.34; p < 0.05 7.25; p < 0.05 24.25; p < 0.05 91.78; p < 0.05 14.20; p < 0.05 0.63; NS
Drug × site 3,104 2.16; NS 1.94; NS 1.33; NS 0.16; NS 0.22; NS 1.35; NS 0.32; NS 0.14; NS
Drug × trial 3,104 1.05; NS 0.73; NS 0.64; NS 0.14; NS 0.22; NS 0.32; NS 0.10; NS 0.24; NS
Site × trial 1,104 2.70; NS 1.22; NS 0.93; NS 1.12; NS 0.033; NS 1.39; NS 0.40; NS 2.06; NS
Drug × site × trial 3,104 0.82; NS 1.95; NS 0.57; NS 0.95; NS 0.57; NS 1.19; NS 0.76; NS 0.30; NS
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ats were bilaterally microinjected with saline, vehicle or DNQX (330 and 660 ng/side) in
levated plus-maze procedure. NS indicates not significant.

ion to the “Drug” factor. There was also a significant main effect
or %open arm entries in relation to the “Microinjection Site”.
NOVA revealed a significant main effect for the %open arm

ntries, %open arm time, Open entries, enclosed entries, total
ntries, head-dipping, and rearing variables in relation to the
EPM Trial” factor. There were no significant between factor
nteractions for any behavioural variable (Table 1).

The data showed that the rats microinjected with 330 or
60 ng DNQX into the Acb shell, but not in the Acb core, exhib-
ted increased %open arm entries in Trial 1, in relation to the
ats receiving vehicle microinjection (Duncan’s test; Fig. 2).
n addition, the microinjection of 660 ng DNQX into the Acb
hell increased the %open arm entries in Trial 1 in relation to
espective group microinjected into the Acb core (Fig. 2).

During Trial 1, rats microinjected with 330 or 660 ng DNQX
nto the Acb shell, as well as into the Acb core, displayed the
ame %open arm time, number of entries into the open and
nclosed arms, as well as total number of arm entries in rela-
ion to the group microinjected with vehicle (Fig. 3). Also,
nimals microinjected with 330 or 660 ng DNQX into the Acb
hell exhibited the same number of entries into the open and
nclosed, as well as the total number of arm entries in relation
o respective group which underwent Acb core microinjection.
uncan’s test did not indicate any difference between the groups
uring EPM Trial 2 (Fig. 3). There was no difference between the
roups microinjected with saline and vehicle in any behavioural
ariable.

Regarding the comparisons between EPM trials, all the exper-
mental groups exhibited increased open arm avoidance in Trial
in relation to Trial 1, which was characterized by low %open

rm entries and/or low %open arm time (Fig. 2). The number of
ntries into the open arm also decreased in Trial 2 in the groups
icroinjected with 330 ng DNQX into the Acb core and the Acb

hell and in the groups microinjected with 660 ng DNQX and
aline into the Acb shell (Fig. 3, right upper panel). Duncan’s test
ailed to reveal any difference in the number of entries into the
nclosed arm between EPM Trial 1 and EPM Trial 2 (Fig. 3, right
iddle panel). The animals microinjected with 330 ng DNQX

nto the Acb core, and those microinjected with saline into the
cb shell, exhibited decreased total number of entries in Trial
, in relation to Trial 1 (Fig. 3, right bottom panel).
The rearing, grooming, and head-dipping frequency in Trial
and Trial 2 was not altered by any treatment, either in the core
r in the shell sub-regions of the Acb (Table 2). The rearing
requency decreased in Trial 2 only in the group microinjected

b
e
a
p

core and shell sub-regions of the accumbens nucleus and were submitted to Trial 1/Trial 2

ith vehicle into the Acb core, when compared to Trial 1. In all
xperimental groups, the head-dipping frequency was decreased
n Trial 2 in relation to Trial 1, except in the group microinjected
ith 660 ng DNQX into the Acb core, which exhibited the same
ead-dipping frequency displayed in Trial 1 (Table 2). There
ere no significant within and between group differences in

elation to the grooming frequency (Table 2).

. Discussion

In the EPM, the animal fear/anxiety level is evaluated by
aking into account the open arm exploration (%open arm
ntries and %open arm time). When DNQX, a glutamate AMPA
eceptor antagonist, was microinjected into the Acb shell, the
nimals exhibited decreased open arm avoidance, characterized
y higher exploration towards to the open arms of the maze in
rial 1 (increased %open arm entries). In addition, rats receiv-

ng DNQX into the Acb shell also displayed increased open
rm exploration in relation to rats treated with Acb core DNQX
icroinjection. Taken together, the present study showed that

he microinjection of DNQX into the Acb shell induced an
nxiolytic-like effect in female rats tested in the EPM. Also,
he anxiolytic-like effect induced by DNQX microinjection is
elective to Acb shell, since the Acb core DNQX microinjection
ailed to change the arm preference of the animals. That is to
ay, the animals exhibited the same level of open arm avoidance
n relation to the group microinjected with vehicle. Also, vehi-
le microinjection into both core and shell sub-regions of the
cb did not change the animal behaviour in the EPM in relation

o the group microinjected with saline. Thus, the present study
ddresses a putative role of AMPA receptors in Acb shell for
nxiety modulation in female rats.

This assumption corroborates a prior study showing that the
BQX microinjection into the Acb, another AMPA receptor

ntagonist, significantly decreased the open arm avoidance in
ale rats tested in the EPM [48]. However, a distinction between

he core and shell sub-regions was not carried out in this study.
hus, the present study showed, for the first time, a differential

nvolvement of sub-regions of the Acb on anxiety modulation
n female rats.

In spite of an evaluation of the animals estrous cycle has not

een carried out in the present study, the increased %open arm
ntries induced by Acb shell DNQX microinjection can not be
scribed to influence of the hormonal levels along the different
hases of the ovarian cycle. Firstly, some previous studies have
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Fig. 2. Anxiolytic-like effect induced by AMPA antagonist microinjections into the accumbens shell. Rats were bilaterally microinjected with saline, vehicle or
DNQX (330 and 660 ng/side) into the core and shell sub-regions of the accumbens nucleus and tested twice in the elevated plus-maze. Trial 1 is depicted on the
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eft while Trial 2 is depicted on the right. Data are represented as the mean ±
icroinjected with vehicle; #p < 0.05 in relation to respective group submitted to

omparisons).

emonstrated that the %open arm entries is not altered by any
hase of the estrous cycle [9,47,52]. Secondly, it has been shown
hat the %open arm entries remains the same irrespective of the
strous cycle phase when animals are tested under high level

200 lx) of illumination [50]. In the present study, the animals
ere also tested under a high level of EPM illumination (373 and
84 lx in the open and enclosed arms, respectively). Thus, the
ata suggest that the increased %open arm entries induced by

i
s
a
m

able 2
ome ethological variables exhibited by rats in the elevated plus-maze: the animals r
hell sub-regions of the accumbens nucleus before maze exposure

ehaviour Trial Saline Vehicle

Core (5) Shell (6) Core (8) She

earing 1 13.8 ± 3.4 13.6 ± 1.5 15.5 ± 2.2 12.0
2 10.8 ± 4.5 8.0 ± 3.0 6.6 ± 2.2* 10.2

rooming 1 1.2 ± 0.2 1.8 ± 0.6 1.6 ± 0.6 2.0
2 1.0 ± 0.3 1.1 ± 0.6 1.6 ± 0.4 1.8

ead-dipping 1 9.8 ± 3.9 9.0 ± 1.7 5.7 ± 1.5 7.3
2 1.6 ± 0.2* 2.5 ± 1.0* 0.8 ± 0.5* 0.8

he data are expressed as the mean ± standard error. Numerals between parentheses i
ehicle or DNQX (330 and 660 ng/side) into the core and shell sub-regions of the ac
p < 0.05 in relation to respective Trial 1 (three-way ANOVA followed by Duncan’s t
. *p < 0.05 in relation to respective trial 1; Ψ p < 0.05 in relation to the group
core microinjection (three-way ANOVA followed by Duncan’s test for multiple

cb shell DNQX microinjection may not be ascribed to ovarian
ormone fluctuations underlying the estrous cycle, but to AMPA
eceptors blockade into the Acb shell.

The present study showed that the AMPA receptor blockade

n the Acb shell was able to reduce fear-motivated behaviours
uch as open arm avoidance in the EPM. However, it has
lso been shown that the microinjections of AMPA antagonist
icroinjection into the Acb shell elicited defensive burying (a

eceived bilateral microinjections of saline, vehicle or DNQX into the core and

DNQX 330 DNQX 660

ll (9) Core (6) Shell (9) Core (7) Shell (10)

± 2.7 15.0 ± 1.8 12.2 ± 2.2 13.2 ± 2.1 10.9 ± 1.6
± 1.6 10.6 ± 2.8 7.5 ± 1.9 8.7 ± 2.0 8.4 ± 1.0

± 0.6 1.1 ± 0.2 2.2 ± 0.4 0.8 ± 0.2 1.3 ± 0.3
± 0.2 1.5 ± 0.3 1.3 ± 0.3 1.2 ± 0.2 1.0 ± 0.2

± 1.5 7.6 ± 1.3 8.7 ± 1.5 5.1 ± 1.1 11.7 ± 1.9
± 0.3* 1.0 ± 0.5* 1.1 ± 0.6* 1.0 ± 0.6 1.7 ± 0.5*

ndicate the number of animals per group. Rats were microinjected with saline,
cumbens and were submitted to Trial 1/Trial 2 elevated plus-maze procedure.
est for multiple comparisons).
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Fig. 3. Number of entries into the open and enclosed arms, as well as the total number of arm entries in rats microinjected with AMPA receptor antagonist into the
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ore and shell sub-regions of the accumbens nucleus. Rats were bilaterally micr
he Acb shell and tested twice in the elevated plus-maze. Trial 1 is depicted on th
p < 0.05 in relation to respective Trial 1 (three-way ANOVA followed by Dunc

ear-motivated behaviour) in both male and female rats [64]. It is
ifficult to explain the contrasting effect of the Acb shell AMPA
ntagonist microinjection upon the animal emotionality (anxi-
lysis in the present study and anxiogenesis in the Reynolds’s
tudy [64]). Regarding human studies, the same dichotomy is
xhibited. Deep brain stimulation of the Acb shell reduced
he severity symptoms in patients with obsessive–compulsive-
nd anxiety-disorder [80] whereas the same procedure car-
ied out at the anterior limb of the internal capsule and at

he Acb region elicited panic in an old man with refractory
bsessive–compulsive disorder [76]. Thus, both basic and clin-
cal research results are contradictory in the literature and the
ole of the glutamate neurotransmission into the Acb shell, as

s
s
p
t

ted with saline, vehicle or DNQX (330 and 660 ng/side) into the Acb core and
hile Trial 2 is depicted on the right. Data are represented as the mean ± S.E.M.

est for multiple comparisons).

ell as the whole Acb, on fear/anxiety modulation remains open
or further investigation.

In the literature, it has been proposed a beneficial relation-
hip between anxiety and feeding behaviour in the Acb. For
xample, it may be advantageous for the animal to engage in
eeding behaviour under a wide range of environmental situ-
tions, such as novelty or unfamiliar cues and still be able to
eplace feeding by defensive behaviour in the face of imminent
hreat detection [39]. This assumption has been supported by

tudies which demonstrated that functional inhibition of the Acb
hell by GABAB or GABAA receptor activation induces hyper-
hagia [44,78] and anxiolysis in free-feeding rats [44]. Even
hough the present study has not carried out an evaluation of the
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nimal feeding behaviour, by showing that the AMPA recep-
or blockade in the Acb shell suppressed the animal fear, allied
o other studies which had showed the hyperphagic effect of
he AMPA blockade in the Acb shell [40,79], the present study
uggests that, similar to GABA neurotransmission, the AMPA
eceptor blockade into the Acb shell may also increase feeding
nd decrease the occurrence of defensive behaviour. Thus, the
nimal motivation for feeding and defence could emerge from
ABA and glutamate modulation upon the Acb shell output.
Regarding locomotion, it has been well accepted that the Acb

ore is involved, preferentially, in regulating motor functions
hereas the Acb shell is involved, preferentially, in regulat-

ng limbic functions [86], even though the literature data are
ontradictory. While some data have shown that the Acb core
nderlie locomotion in different task [45,46,61] and mediates
he effects of psychostimulants on locomotor activity [10,54],
lectrolytic and excitotoxic lesions to the Acb core have failed
o change the locomotor activity [55,83]. On the other hand,
tudies which coved both excitotoxic and electrolytic lesions to
he Acb shell have shown either no effect [55,63] or increased
ocomotor activity [38,62,83].

In the present study, the number of entries into the enclosed
rms, a reliable index of the animal motor activity in the EPM
21], and rearing were not altered by the AMPA receptor antag-
nist microinjection into both the core and shell sub-regions of
he Acb. In addition, the total arm entries, another variable that
oughly represents locomotor activity, also remained unchanged
uring Trial 1 after the core and shell DNQX microinjection.
hese data of the present study are in accordance with prior data
f the literature, which showed that neither the number of entries
nto the enclosed arms nor the number of rearing was affected
y the AMPA receptor antagonist microinjection into the Acb
48]. Thus, in the present study, it is possible to exclude some
ias of the locomotion on the anxiolytic-like effect induced by
he AMPA receptor blockade in the Acb shell. Recently, a study
hich has used electrolytic lesion of the Acb showed that rats
ith lesion in the Acb shell, but not in the Acb core, exhibited

educed locomotion and unchanged emotionality in the EPM
35]. These contradictory results may be explained by different
ethodological procedures, such as the interval of time between

urgery and test (7 months in the Horsley’s study [35] and around
days in the present study). In addition, it is important to keep

n mind that lesion treatments are not necessarily functionally
quivalent to pharmacological treatment due to the damage of
bres passing through.

It has been proposed that the Acb is important for spatial
earning and memory due to its connections with cortical and
ippocampal regions [71,74,75,81]. Several studies have pro-
ided evidences that the Acb manipulations may impair spatial
earning [3,24,46,67,70]. Recently, it was demonstrated that both
he NMDA and the AMPA receptor activation were important for
hort-term spatial learning in the Morris water maze task [20].
egarding emotional learning in the EPM, it has been proposed
hat as the animal engage EPM exploration, it would be able
o encode information about the maze (i.e. its position within
he maze, arms previously visited, location of areas with more
r less aversive properties, and so on), by using different sen-

A

m

in Research 188 (2008) 91–99 97

ory systems, such as vibrissal and visual sense [57], in such
way that this information would be integrated in its central

ervous system to create a representative and reliable context
f the experience. Thus, it is possible to assume that after some
ime, the animal ongoing behavior in a certain minute would be
ependent on the experience obtained in the previous minute. In
act, when the exploratory behavior of rats and mice in the EPM
s fractioned into 1-min blocks (temporal analysis), a notewor-
hy exploratory pattern emerges, with the animals exhibiting, at
he end, increased open arm avoidance, in comparison with the
eginning of the exposure [26,34,65,66]. Additionally, when the
nimal is re-exposed to the maze, it displays higher open arm
voidance in relation to the first exposure and this finding indi-
ates that prior-experience significantly alters the subsequent
PM exploration, with the animals acquiring increased level of

ear/anxiety during Trial 1, which could be reinstated during
rial 2 [22]. Since the open arm avoidance is motivated by the
ear of open and/or illuminated spaces, it is possible to assume
hat rats and mice develop emotional learning during the EPM
xposure. It has been shown that the increased anxiety exhib-
ted by rats along EPM Trial 2 is dependent on the trial 1 length
16] and may be facilitated by increased blood glucose level
nduced by maze exploration, an effect that could be mediated
y increased glucose gift for the central nervous system or due to
entral integration of sensory inputs traveling through the vagus
erve [26].

In the present study, the AMPA receptor antagonist microin-
ection into both the core and shell sub-regions of the Acb failed
o prevent the occurrence of increased open arm avoidance along
rial 2 EPM. This indicates that the AMPA receptor activation

nto the Acb is not important for encoding the information under-
ying the emotional learning in the EPM, in contrast with the
asolateral nucleus of the amygdala and the septo-hippocampal
ormation. In these two regions, either the reversible bilateral
esion with lidocaine [23] or the selective destruction of the
holinergic neurons of the medial septum that project to hip-
ocampus with 192-IgG-saporin immunotoxin [42], impair and
revent the emotional learning in the EPM, respectively. How-
ver, it has been shown that the AMPA receptor activation into
he Acb core may be important for the acquisition and expres-
ion of inhibitory avoidance [19], another fear-motivated task,
ust like the open arm avoidance in the EPM.

There are, yet, few studies in the literature that address the
ole of the Acb in animal models of anxiety, in spite of the
everal emerging evidences from the molecular biology [13,28]
s well as from behavioural [58] and neuroanatomical studies
4,5,11,15,59,84] that support a potential role of the Acb on anxi-
ty. Thus, in order to clarify the role of the Acb on emotionality,
more systematic evaluation of the glutamate neurotransmis-

ion within the Acb should be carried out, especially including
ther animal models of anxiety.
cknowledgment
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1. Introduction

The accumbens (Acb) nucleus is an important region of the
basal forebrain involved in appetitive and aversive related functions
[34,35,37]. In the Acb, the feeding behaviour is regulated by mul-
tiple neurotransmitter systems, such as glutamate, GABA, opioids,
and dopamine [15]. Regarding the glutamate neurotransmission, it
has been shown that the microinjection of AMPA receptor antag-
onist into the shell region of the Acb in rats increases food intake
[16], while the Acb shell AMPA microinjection decreases feeding in
food-restricted rats. Increased food intake has also been induced
following the microinjection of GABA agonists into Acb shell [1,15].
Taken together, the literature indicates that hyperphagic response
may be induced in rats either removing the excitatory input to
AMPA receptors located in the shell region of the Acb or inhibiting
the Acb neural activity by GABA receptor stimulations [15].

Despite feeding behaviour, the Acb nucleus is also involved with
defensive behavioural responses elicited by noxious or threaten-
ing stimuli [2,3,9,12,18,34]. In contrast to feeding behaviour, which

∗ Corresponding author. Fax: +55 48 3721 9672.
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ct of the AMPA receptor antagonist 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
) microinjected into the core and shell sub-regions of the accumbens
nd the level of anxiety in female rats. Bilateral microinjections of CNQX
ll (AP, +1.08 to +2.04), but not into the Acb core, induced an anxiolytic-like
njected with vehicle, since the animals exhibited low level of SAP in the

effect induced by 5.0 nmol CNQX microinjection into the Acb shell may
the motor activity of the animals, because the frequency of locomotion,

unchanged after the drug microinjection. However, neither Acb shell nor
were able to change the animals food intake along 1 h feeding behaviour

ed unchanged 24 h after the drug microinjections either into the Acb shell
uggest that AMPA receptor blockade in the Acb nucleus may differentially
sive behaviours in female rats.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

appears to be organized along the more rostral sites of the Acb shell,
defensive behaviours appear to be organized along the more caudal
AMPA receptor antagonist into the accumbens shell failed to change
rats, Behav Brain Res (2008), doi:10.1016/j.bbr.2008.06.003

sites of the Acb shell [34,35]. For example, hyperphagia has been
induced by AMPA antagonist and GABA agonist microinjections at
the rostral regions of the Acb shell, while fear-related behaviours,
such as burying or paw-treading, appear to be evocated by both
AMPA antagonist and GABA agonist microinjection at the caudal
regions of the Acb shell [34,35].

Conversely, it has also been shown that the microinjection of
GABA receptors agonist into the Acb shell increased food intake
and decreased the level of fear/anxiety in free-feeding female rats
tested in the plus-maze, an animal model of anxiety [19]. In addi-
tion, the microinjection of AMPA receptor antagonist into the Acb
shell induced anxiolytic-like effect in the plus-maze [7]. However,
the possible occurrence of hyperphagia and anxiolysis has not been
evaluated with regard to the blockade of AMPA receptor in the
Acb nucleus, yet. The fear/feeding/Acb relationship has important
clinical implications and deserves further investigation, since these
different motivational states are disrupted in some psychiatric dis-
orders, such as anorexia and bulimia [25].

The present study aimed at evaluating the effect of AMPA antag-
onist microinjections into both core and shell regions of the Acb
nucleus on food intake and defensive behaviour in free-feeding

dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2008.06.003
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01664328
mailto:serralvo@ccb.ufsc.br
dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2008.06.003
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female rats. Female rats were used because anxiety and eating
disorders occurrence predominate in women [24].

2. Materials and methods

2.1. Animals

Adult female Wistar rats, weighing approximately 200–250 g (2-month age),
were supplied by the animal breeding division of the Federal University of Santa
Catarina. The animals were housed in individual cages and submitted to a 7-day
period of adaptation with free access to food and water under a light/dark cycle of
12 h (lights on, at 6 a.m.). The animals were only handled for weighing, drug admin-
istration, and cage cleaning. All the experimental procedures were conducted in
compliance with the recommendations of the Ethics Commission for the use of
experimental animals of the Federal University of Santa Catarina, SC, Brazil.

2.2. Cannulae implantations

At least 7 days before the experiments, each animal was intraperitoneally anaes-
thetized with a ketamine hydrochloride (87 mg kg−1) and xylazine (13 mg kg−1)
mixture, and bilateral stainless steel guide cannulae (30 G) were implanted using
stereotaxic techniques. The guiding cannulae were aimed at sites located 1 mm
close to either the Acb core or the Acb shell according to the coordinates (derived
from Paxinos and Watson Atlas [28]. The cannulae were anchored in the skull with
jeweller screw, fixed with dental cement, and maintained patent by an inner remov-
able stylet between the experiments. Shell placements were AP 1.4 mm anterior to
bregma, ML ± 0.8 mm lateral to midline and DV to 5.5 mm below the surface of the
skull. Shell microinjections were distributed across the following rostrocaudal lev-
els: +1.08 (n = 4), +1.2 (n = 5), +1.44 (n = 3), +1.68 (n = 2), +1.8 (n = 6) and +2.04 (n = 6).
Core placements were AP 1.2 mm anterior to bregma, ML ± 1.0 mm lateral to mid-
line and DV to 5.5 mm below the surface of the skull. Shell microinjections were
distributed across the following rostrocaudal levels: +1.08 (n = 6), +1.2 (n = 2), +1.44
(n = 8), +1.68 (n = 4), +1.8 (n = 2) and +2.04 (n = 3).

2.3. Drug microinjections

Injections were made through inner cannulae (33 G) extending 1 mm beyond
the ventral tip of the guiding cannulae connected by polyethylene tubing to a
Hamilton microsyringe (1 �l) fitted to an injection pump. The injected volume
(0.4 �l) was administered bilaterally over a period of 60 s and a further 60 s was
allowed for the solution to diffuse from the cannulae. 6-cyano-7-nitroquinoxaline-
2,3-dione (CNQX) was purchased from Tocris (USA) and freshly dissolved in artificial
cerebrospinal fluid (aCFS; 147 mM Na+, 154 mM Cl− , 3.0 mM K+, 1.2 mM Ca2+, and
0.9 mM Mg2+; pH 7.4). The doses of CNQX were estimated according to the litera-
ture.

2.4. Food intake evaluation
Please cite this article in press as: da Cunha IC, et al., The microinjection of
food intake, but reduced fear-motivated behaviour in free-feeding female

Previously to the test for food intake evaluation, each animal was submitted to
two consecutive (24 h interval) habituation sessions in the feeding cage for 30 min.
The food intake evaluation was carried out 24 h after the last habituation ses-
sion. Each animal was placed in a test cage constructed with transparent glass
(49 cm × 34 cm × 32 cm), containing a pre-weighed amount of food (standard rat
chow pellets) and tap water (in a bottle placed outside the test cage with a spout
projected through the wall of the cage). Each animal was allowed to explore the
environment freely for 1 h (length of the session). The session was recorded by a
video camera perpendicularly located 60 cm above the cage floor, for subsequent
detailed behavioural analysis through Etholog 2.2 [23]. The back and lateral walls,
as well as the floor cage, were coated with a black adhesive plastic paper. In order
to facilitate behavioural recording, the front wall of the cage had a mirror with the
same dimensions of the transparent glass, which was arranged in a 45◦ angle in
relation to the vertical plane. This mirror arrangement also prevented the animal to
see its reflex on the mirror. At the end of the session, the difference between food
and water weight at the beginning and at the end of the session was taken as the
amount of food or water consumed. Food intake was also evaluated 24 h after Acb
shell and Acb core microinjections.

Throughout the session, five variables were evaluated. First, the feeding length,
defined as the amount of time the animal mouth was either touching or chew-
ing a food pellet. Second, locomotion, defined as the number of front to back cage
crossings. Third, the number of rearing, defined as the front paws raised from the
tank floor and either placed on the side of the tank or placed in front of the body.
Fourth, the number of grooming, defined as paw strokes over the face or licking of
the paws or body. Fifth, the number of stretched-attend postures (SAPs), defined as
an exploratory posture in which the body is stretched forward, then, retracted to the
original position without any forward locomotion [38]. All procedures were carried
out between 11 a.m. and 4 p.m.
 PRESS
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2.5. Procedure

Each animal received a bilateral microinjection of either aCSF (core, n = 9 and
shell, n = 10) or CNQX (2.5 and 5.0 nmol) into the core (2.5 nmol CNQX, n = 8 and
5.0 nmol CNQX, n = 8) and shell (2.5 nmol CNQX, n = 6 and 5.0 nmol CNQX, n = 10) sub-
regions of the Acb, as described in Section 2.3. Following the drug administrations,
each animal was submitted to food intake evaluation, as described in Section 2.4.

2.6. Histological analysis

At the end of the experiments, the animals were deeply anaesthetized with
sodium pentobarbital and transcardially perfused with 0.9% saline followed by 10%
formalin. The brains were removed and subsequently cut (vibratome) in the trans-
verse plane (100 �m). Sections were stained with cresyl violet and the cannulae loci
were examined and documented through a camera lucida attached to a light micro-
scope. Cannulae placements were mapped onto the corresponding atlas drawings
of Paxinos and Watson [28]. Data from rats with misplaced cannulae in the Acb core
and Acb shell were not included in the analyses.

2.7. Statistical analysis

The data were analysed by two-way analysis of variance (ANOVA) with “Drug
Treatment” as factor 1 and “Microinjection Region” as factor 2. When appropriate,
ANOVA was followed by Duncan’s test for multiple comparisons. Only probability
values less than 5% were considered significant.

3. Results

The histological analysis indicated that 26 injection cannu-
lae tips reached the region of the Acb shell, while 25 injection
cannulae tips reached the Acb core (AP varying between +1.08
and +2.04; Fig. 1). The two-way ANOVA only revealed a signifi-
cant main effect for SAP variable in relation to the “Drug” factor
(F2,45 = 3.65; p < 0.05). Duncan’s test indicated that the group bilat-
erally microinjected with CNQX at the dose of 5.0 nmol into the
Acb shell, displayed low frequency of SAP in relation to respective
group bilaterally microinjected with vehicle (Fig. 2). There were
no significant main effect for 1 h Food intake (F2,45 = 0.64), 24 h
Food intake (F2,45 = 0.55), Feeding length (F2,45 = 0.35), Locomotion
(F2,45 = 0.51), Rearing (F2,45 = 0.08) and Grooming (F2,45 = 0.42) vari-
ables, indicating that, irrespective of the drug treatment, there were
no significant differences between the groups microinjected with
aCSF and CNQX (2.5 and 5.0 nmol/side) in relation to these variables
(Table 1). Regarding factor 2 (microinjection region), ANOVA failed
to reveal any significant main effect in 1 h Food intake (F1,45 = 1.98),
24 h Food intake (F1,45 = 2.37), Feeding length (F1,45 = 0.01), Loco-
motion (F1,45 = 3.12), SAP (F1,45 = 0.13), Rearing (F1,45 = 1.24) and
Grooming (F1,45 = 1.22) variables, indicating that, irrespective of the
AMPA receptor antagonist into the accumbens shell failed to change
rats, Behav Brain Res (2008), doi:10.1016/j.bbr.2008.06.003

region of microinjection (core or shell), there were no significant
differences between the groups treated with aCSF and CNQX (2.5
and 5.0 nmol/side) in relation to these variables (Table 1). There was
only a significant between factor interactions for rearing variable
(F2,45 = 3.67; p < 0.05), but not to 1 h Food intake (F2,45 = 0.65), 24 h
Food intake (F2,45 = 0.78), Feeding length (F2,45 = 2.37), Locomotion
(F2,45 = 2.76), SAP (F2,45 = 0.80) and Grooming (F2,45 = 0.51) variables.

4. Discussion

The present study showed that when CNQX, a glutamate AMPA
receptor antagonist, was microinjected into the Acb shell the ani-
mals exhibited decreased SAP behaviour in the feeding test. SAP
has been interpreted as a specific information-gathering behaviour
displayed in potentially threatening situations [29]. It has been con-
sidered a behaviour indicative of an approach–avoidance conflict
[44] that may be elicited in a variety of threatening situations,
including social, predatory, and nonsocial contexts [4,5,14,44]. It
has also been shown that SAP behaviour is highly correlated with
corticosterone release [36] and is sensitive to the effects of anxi-
olytic and anxiogenic drugs [10,38]. Since we demonstrated that

dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2008.06.003
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Fig. 1. Semi-schematic drawings of coronal sections (100 �m) of the rat brain, according t
and accumbens shell sites in which artificial cerebrospinal fluid (vehicle) and CNQX (2.5
layer 2 of cortex; 3: layer 3 of cortex; AcbC: accumbens nucleus, core; AcbSh: accumbens n
cc: corpus callosum; CB: cell bridges of the ventral striatum; CPu: caudate putamen (stria
islands of Calleja; ICjM: islands of Calleja, major island; IEn: intermediate endopiriform n
accumbens shell; lofr: lateral orbitofrontal artery; LSD: lateral septal nucleus, dorsal par
LSV: lateral septal nucleus, ventral part; LV: lateral ventricle; mfb: medial forebrain bundle
zone; Shi: septo hippocampal nucleus; SIB: substantia innominata, basal part; Tu: olfac
pallidum.

CNQX microinjected into the Acb shell decreases the SAP occur-
rence, it is possible to establish that the blockade of AMPA receptors
into the Acb shell is anxiolytic in rats. In addition, the anxiolytic-
like effect induced by CNQX microinjection is selective to Acb shell,

Table 1
Some behavioural variables exhibited by rats during food intake evaluation: each animal re
of the accumbens nucleus before food intake evaluation

Behaviour aCSF CNQX 2

Core (9) Shell (10) Core (8)

1 h Food intake (g) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.3 ±
24 h Food intake (g) 11.4 ± 2.5 16.4 ± 0.9 12.5 ±
Feeding length (s) 84.9 ± 16.5 55.6 ± 15.4 55.9 ±
Locomotion 87.4 ± 18.6 64.0 ± 12.8 38.1 ±
Rearing 126.4 ± 25.3 75.1 ± 12.1 56.6 ±
Grooming 15.1 ± 2.5 15.0 ± 4.37 12.4 ±
The data are expressed as the mean ± standard error. Numbers in parentheses indicate the
fluid (aCSF) or CNQX (2.5 and 5.0 nmol/side) into the core and shell sub-regions of the a
failed to indicate any significant main effect.
AMPA receptor antagonist into the accumbens shell failed to change
rats, Behav Brain Res (2008), doi:10.1016/j.bbr.2008.06.003

o Paxinos and Watson Atlas [28], illustrating the distribution of the accumbens core
and 5.0 nmol/side) were microinjected. (�) Vehicle; (�) CNQX 2.5; (�) CNQX 5.0:

ucleus, shell; aca: anterior commissure, anterior part; acer: anterior cerebral artery;
tum); E: ependyma and subependymal layer; gcc: genu of the corpus callosum; ICj:
ucleus; HDB: nucleus of the horizontal limb of the diagonal band; LAcbSh: lateral

t; LSI: lateral septal nucleus, intermediate part; LSS: lateral stripe of the striatum;
; MS: medial septal nucleus; Pld: paralambdoid septal nucleus; Ld: lambdoid septal
tory tubercle; VDB: nucleus of the vertical limb of the diagonal band; VP: ventral

since the Acb core CNQX microinjection failed to change the occur-
rence of SAP in the animals. In this sense, the present study is in
accordance with previous studies showing that AMPA receptors
antagonist microinjection into the Acb nucleus may be anxiolytic

ceived bilateral microinjection of vehicle or CNQX into the core and shell sub-regions

.5 CNQX 5.0

Shell (6) Core (8) Shell (10)

0.2 0.0 ± 0.0 0.13 ± 0.1 0.0 ± 0.0
1.3 12.8 ± 1.1 11.1 ± 2.6 13.0 ± 1.8
7.9 96.2 ± 22.0 66.5 ± 18.9 58.6 ± 12.4
7.2 162.3 ± 35.1 46.4 ± 9.9 124.0 ± 39.5
11.1 125.8 ± 36.2 67.4 ± 19.7 119.7 ± 33.2
1.2 84.2 ± 17.8 11.8 ± 1.1 14.0 ± 3.1

number of animals per group. Rats were microinjected with artificial cerebrospinal
ccumbens and were submitted to feeding behaviour evaluation. Two-way ANOVA

dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2008.06.003
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Fig. 2. Reduced fear-motivated behaviour induced by AMPA antagonist microinjec-
tions into the accumbens shell. Number of stretched-attend posture (SAP) exhibited
by rats in a feeding test after bilateral microinjection with artificial cerebrospinal
fluid (vehicle) or CNQX (2.5 and 5.0 nmol/side) into the core and shell sub-regions
of the accumbens nucleus. Data are represented as the mean ± S.E.M. *p < 0.05 in
relation to the group treated with vehicle. (two-way ANOVA followed by Duncan’s
test for multiple comparisons).

in rats [7,22], thus, pointing to a putative role of AMPA receptors in
Acb shell for anxiety modulation in female rats.

The present study showed that the AMPA receptor blockade
in the Acb shell was able to reduce the number of SAP, a fear-
motivated behaviour. However, it has also been shown that the
microinjections of AMPA antagonist microinjection into the Acb
shell elicited defensive burying (a fear-motivated behaviour) in
both male and female rats [34]. It is difficult to explain these
contrasting effects on the animal emotionality (anxiolysis and anx-
iogenesis) after Acb shell AMPA antagonist microinjection. Studies
on human beings have demonstrated that deep brain stimula-
tion of the Acb shell reduced the severity symptoms in patients
with obsessive–compulsive- and anxiety-disorder [43] whereas the
same procedure carried out at the anterior limb of the internal
capsule and at the Acb region elicited panic in an old man with
refractory obsessive–compulsive disorder [39]. Thus, both basic
and clinical research results are contradictory in the literature and
the role of the glutamate neurotransmission into the Acb shell on
fear/anxiety modulation deserves further investigation.

The anxiolytic-like effect induced by CNQX microinjection into
the Acb shell may not be ascribed to changes in the animal motor
activity, since other behaviours displayed by the animals in the
Please cite this article in press as: da Cunha IC, et al., The microinjection of
food intake, but reduced fear-motivated behaviour in free-feeding female

feeding test, such as locomotion, rearing, as well as grooming,
were not altered by the drug microinjection. In the same vein, the
microinjection of DNQX (another AMPA receptor antagonist) into
the Acb shell was able to induce anxiolytic-like effect devoid of
motor activity alteration in rats submitted to the plus-maze test
[7]. In addition, another prior data from the literature also showed
that the microinjection of AMPA receptor antagonist into the Acb
did not change the motor activity of rats tested in the plus-maze
[22]. On the other hand, studies which coved both excitotoxic and
electrolytic lesions to the Acb shell have shown either no effect
[27,33] or increased locomotor activity [13,31,45]. Recently, a study,
which has used electrolytic lesion of the Acb, showed that rats with
lesion in the Acb shell, but not in the Acb core, exhibited reduced
locomotion and unchanged emotionality in the EPM [11]. These
contradictory results may be explained by different methodologi-
cal procedures, such as the interval of time between surgery and
test (7 months as in Horsley’s study [11] and around 7 days in
the present one). Moreover, it is important to keep in mind that
lesion treatments are not necessarily functionally equivalent to
pharmacological treatment, due to the damage of fibres passing
through.
 PRESS
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Regarding Acb core, the present study demonstrated that ani-
mals microinjected with CNQX into the core sub region of the Acb
displayed the same level of locomotion, rearing and grooming than
those exhibited by animals microinjected with aCSF, thus, indicat-
ing that the blockade of the AMPA receptors into the Acb core did
not change the animal motor activity. However, it has been well
accepted that the Acb core is involved, preferentially, in regulating
motor functions [46], although the literature data are contradic-
tory. While some data have shown that the Acb core underlies
locomotion in different task [20,21,30] and mediates the effects
of psychostimulants on locomotor activity [6,26], electrolytic and
excitotoxic lesions of the Acb core have failed to change the loco-
motor activity [27,45].

Regarding food intake, it has been proposed that the gluta-
mate exerts a tonic inhibition on Acb shell medium-spiny output
neurons which projects to hypothalamic feeding-related circuitry
[15]. This assumption is supported by the fact that hyperphagia
may be induced in free-feeding rats by AMPA receptor antagonists
microinjection into the Acb shell [16,21,42]. Thus, the lacking of
Acb shell inhibitory influences on hypothalamic feeding-related cir-
cuitry would result in a motivational state for food intake [15]. In
contrast to Kelley et al’s theory, it has also been demonstrated that
AMPA receptor agonists may dose-dependent increase food intake
when microinjected into Acb shell [8], as it does when microin-
jected into the lateral hypothalamus [17,40,41]. In addition, the
AMPA Acb shell microinjection was able to enhance the hyper-
phagic effect induced by the DAMGO [32], a �-selective opioid
agonist [8], thus, reinforcing the role of glutamate and endogenous
opioids to increase food intake in the Acb shell.

In the present study, the blockade of AMPA receptor in the Acb
shell did not change the feeding behaviour. Neither food intake
along 1 h test, nor 24 h after the drug microinjection were altered
by CNQX AMPA receptor antagonist microinjection. In addition,
the feeding length, characterised by the amount of time the ani-
mal mouth was either touching or chewing a food pellet, was not
changed by CNQX microinjection into the Acb shell, either. This
result may be explained by methodological differences adopted. As
for instance, the use of individually housed animals against group
house animals, the number of prior habituation to test chamber
conditions in order to reach stable baseline levels for food intake
or even animals receiving drug or vehicle in counterbalanced order
against animals receiving only one drug microinjection. Moreover,
the influence of the hormonal levels along the different phases of
the ovarian cycle, which was not carried out either in the present
AMPA receptor antagonist into the accumbens shell failed to change
rats, Behav Brain Res (2008), doi:10.1016/j.bbr.2008.06.003

study, or in previous ones using female rats as experimental sub-
ject [34,35], is another point to ponder. However, if glutamate may
increase food intake by AMPA receptor activation into the Acb shell
[8], it is plausible to infer that AMPA receptor antagonist microinjec-
tion into the Acb shell fails to alter food intake in animals. Especially
if the influences of glutamate on feeding behaviour in the Acb shell
are neither tonic nor inhibitory on food intake.
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