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“Ainda que eu falasse línguas,

as dos homens e dos anjos,

se eu não tivesse o amor,

seria como sino ruidoso

ou como címbalo estridente.

Ainda que eu tivesse o dom da profecia,

o conhecimento de todos os mistérios e

de toda a ciência;

ainda que eu tivesse toda a fé,

a ponto de transportar montanhas,

se não tivesse o amor,

eu não seria nada.

O amor jamais passará.

As profecias desaparecerão,

as línguas cessarão,

e a ciência também desaparecerá.

Agora, portanto, permanecem estas três

coisas: a fé, a esperança e o amor.

A maior delas, porém, é o amor”.

(1 Coríntios 13, 1-2 8 13)



iii

Aos meus pais,

por serem tão bons.
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RESUMO

Nos últimos anos, a estimulação elétrica e química da

porção dorsal da substância cinzenta periaquedutal (SCPd)

têm contribuído para o estudo do comportamento defensivo,

possivelmente relacionado ao medo e ansiedade.

No presente trabalho procuramos entender melhor o papel

da SCPd nos comportamentos observados em ratos submetidos ao

labirinto em cruz elevado (LCE), após inativação temporária

com lidocaína ou estimulação química com agonistas do

receptor NMDA/GLYB. Foram utilizados ratos Wistar machos de 4

meses de idade, implantados esterotaxicamente com uma

cânula-guia direcionada para áreas rostrais (AP = -5.8 mm)

e caudais (AP = -7.6 mm) da SCPd. Os animais foram

submetidos ao teste/re-teste no LCE, onde foram observados

parâmetros possivelmente relacionados a ansiedade (esquiva)

e atividade geral.

Nossos resultados mostram que tanto áreas rostrais como

caudais da SCPd podem participar no aprendizado da resposta

de esquiva que ocorre durante a primeira exposição ao LCE,

isto porque a inativação da SCPd no teste afeta a retenção

desta resposta e abole a expressão de uma resposta mais

acentuada de medo observada no re-teste no LCE.

Os agonistas NMDA/GLYB utilizados podem afetar os

comportamentos de esquiva de maneira diferenciada,

dependente da dose e da área-alvo na SCPd. Mais

especificamente, a estimulação química com GLU provocou
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aumento na resposta de esquiva no teste, na dose de 20 nmol,

na porção caudal, enquanto que a associação GLY-GLU 20 nmol

provocou este efeito restrito à porção rostral. O NMDA

aumentou a resposta de esquiva no teste na dose 25 pmol, na

SCPd caudal e nas doses 50 e 100 pmol, na SCPd rostral. No

re-teste, o grupo NMDA 50 da SCPd rostral mostrou retenção

da resposta de esquiva, com prejuízo na atividade geral. A

estimulação química do sítio GLYB (GLY e DSER) aumenta

seletivamente as respostas de esquiva no teste. E no re-

teste o grupo DSER 160 da SCPd caudal mostrou retenção da

resposta de esquiva sem comprometimento dos parâmetros de

atividade geral.

Nossos resultados mostram a importância da SCPd em

comportamentos defensivos mais sutis, envolvendo respostas

de esquiva; indicam que esta estrutura pode participar de

processos cognitivos subjacentes a respostas aprendidas de

medo e contribuem para a validação do re-teste no LCE como

um modelo útil para estudar tais respostas. Mostram também

evidências de que a estimulação química do sítio GLYB no

receptor NMDA pode ser uma ferramenta útil no estudo do

papel da ativação dos receptores NMDA/GLYB na mediação do

repertório defensivo e comportamentos, possivelmente,

relacionados ao medo e ansiedade.
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ABSTRACT

The dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) is a brain

structure which seems to be essential for the coordination

of defensive, fear and anxiety-like behaviors.

The present work was appraised to evaluate the role of

dPAG mediating behavioral responses in rats submitted to

test/retest in the elevated plus maze (EPM). Two techniques

were used: reversible inactivation using lidocaine and

chemical stimulation using NMDA/GLYB agonists. Male Wistar 4

months old rats, were implanted stereotaxically with guide

cannulas directed to rostral (AP= -5.8 mm) and caudal (AP =

-7.6 mm) areas of the dPAG. Animals were submitted to

test/retest in the EPM and the performance was assessed

through parameters related to anxiety (avoidance) and

general activity.

Results obtained using lidocaine have shown that both

rostral and caudal areas of the dPAG might participate in

the avoidance response learning, which occurs during the

first exposure to the EPM, because inactivation of dPAG

during the test prevented the retention of the avoidance

response in the retest.

Results have also shown that NMDA/GLYB  agonists can

affect avoidance behaviors in a dose and area dependent

fashion within the dPAG. More specifically, GLU 20 nmol

produced an increase in the avoidance response in the test

when applied to the caudal dPAG, while GLY-GLU 20 nmol
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produced this effect restricted to the rostral dPAG. NMDA

increased the avoidance response in the test at 25 pmol dose

in the caudal dPAG and at 50 and 100 pmol within the rostral

dPAG. In the retest, NMDA 50 group increased the retention

of avoidance response, but showed some impairment in

locomotion. With regard to GLYB agonists, they seem to

selectively increase avoidance response during test, without

affecting general activity. In the retest, DSER 160 group

showed retention of avoidance response without affecting

locomotion.

Our results show the dPAG relevance in more subtle

defensive behaviors, such as phobic avoidance response; they

also indicate that this structure can participate of the

acquisition and retention of learned fear responses and show

some evidence that chemical stimulation with GLYB  agonists

may be a useful tool to study the role of activation of

NMDA/GLYB  receptor in the mediation of defensive repertoire

and fear-like behavior, possibly related to anxiety.
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1.  INTRODUÇÃO

O repertório defensivo inclui reações coordenadas e

específicas, que são a principal garantia de preservação das

espécies (Endler, 1986). Para o estudo de tais respostas

comportamentais, duas principais medidas são utilizadas: 1)

o componente motor, representando as posturas e os atos

defensivos em resposta ao meio externo; 2) o componente

neurovegetativo, representando os vários mecanismos de

adaptação e preparação do meio interno para efetuar a

resposta defensiva.

O comportamento defensivo em roedores foi bastante

estudado por Blanchard e Blanchard (1989; 1990). Eles

mostraram que a intensidade desse comportamento no  roedor

contra o experimentador pode variar, tendo como fator chave

a distância entre ambos. O animal pode apresentar reações de

congelamento até fuga em resposta à aproximação, ou postura

de ameaça defensiva e ataque quando acuado. Esses resultados

corroboram estudos que relatam que o tipo de oponente, seu

tamanho e proximidade, a existência ou não de vias de fuga,

determinam as tendências naturais do animal em ameaçar,

atacar ou escapar (para revisão ver Bandler, 1988; Graeff,

1990).

Uma outra contribuição importante para o entendimento

do comportamento defensivo é o estudo envolvendo gatos e

ratos, onde Blanchard e Blanchard (1990) demonstraram que

reações defensivas poderiam ser obtidas em resposta a uma
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ameaça potencial, como o odor de gato. Seus experimentos

mostraram que ratos previamente expostos a gatos, quando

reintroduzidos no mesmo ambiente sem a presença do predador,

exibiam um conjunto diferente de reações comportamentais,

incluindo reações de congelamento, avaliação de risco e

supressão de comportamento “ongoing” (como por exemplo, o

ato de comer e beber em animais privados de água e comida).

O substrato neural para esses comportamentos ainda não

está totalmente estabelecido. Adams (1979) sugeriu a

existência de um sistema motivacional defensivo, responsável

pela integração dos diferentes estímulos com o padrão

adequado de resposta motora, onde a Substância Cinzenta

Periaquedutal (SCP) parece ter um papel-chave.

Outros autores procuraram relacionar estruturas

cerebrais com formas ativas e passivas (inibitórias) de

comportamentos defensivos. Em 1981, Graeff postulou que a

amígdala, o hipotálamo medial e a SCP seriam os principais

componentes de um ‘Sistema Cerebral Aversivo’, responsável

pela elaboração de manifestações fisiológicas e psicológicas

de estados motivacionais negativos (para revisão ver Graeff,

1990). Gray (1982) sugeriu que o sistema septo-hipocampal

seria a peça-chave de um “Sistema de Inibição

Comportamental” responsável pelo controle da supressão do

comportamento “ongoing”, aumento na vigilância e aumento no

estado de alerta do animal que podem ser evocados por dor,

punição, frustração, novidade ou incerteza.

Mais recentemente, Gray e McNaughton (2000) fizeram uma
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integração entre os conceitos de distância defensiva e

reações de conflito aproximação/esquiva e sugeriram a

ocorrência de ativação de vias diferenciadas de acordo com a

fonte de ameaça. Em caso de possibilidade de aproximação,

estruturas como o corpo cingulado posterior e o sistema

septo-hipocampal seriam ativadas, enquanto em caso de

possibilidade de esquiva ocorreria a ativação de outras

estruturas, tais  como o corpo cingulado anterior, a

amígdala, o hipotálamo medial e a SCP.

1.1. Substância Cinzenta Periaquedutal

Nos últimos anos, a SCP tem sido relacionada a

diferentes funções que incluem: regulação autonômica,

vocalização, reações de raiva, medo e possivelmente

ansiedade, comportamento de lordose, processamento e

modulação da dor, entre outras (para revisão ver Behbehani,

1995; Beitz, 1995). O que essas respostas têm em comum não

está ainda suficientemente esclarecido, exceto que todas

parecem apresentar implicações viscerais e emocionais

associadas ao sistema límbico (Mantyh, 1982a), ao qual a SCP

pertence (Nauta, 1958).

Desde a década de 60, o entendimento das funções da SCP

é alvo de muito interesse. Um dos desencadeadores desse

evento foi o relato de Reynolds (1969) de que a estimulação

da SCP produzia uma analgesia tão profunda em ratos que uma

laparotomia poderia ser realizada sem o uso de anestésicos

químicos.
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Outro trabalho fundamental no entendimento da

importância funcional da SCP foi realizado por Nashold e

colaboradores (Nashold et al., 1969). Estes autores

relataram que a estimulação da SCP em humanos produzia

fortes reações emocionais, descritas como sensações de medo

e morte iminente, acompanhadas de alterações autonômicas:

piloereção, sudorese, aumento da freqüência cardíaca e

ruborização da face e pescoço. Isso corroborou estudos que

demonstraram que a estimulação elétrica de uma região

mesencefálica, envolvendo a SCP, pode evocar padrões de

comportamento defensivo espécie-específico em diferentes

espécies animais (Hunsperger, 1956; Fernandez-de-Molina e

Hunsperger,1959; 1962; Skultety, 1963; Edwards e Flynn,

1972). Uma relação com medo e ansiedade foi posteriormente

proposta quando se verificou que tais respostas defensivas,

assim como respostas autonômicas evocadas por estimulação

elétrica e também química, poderiam ser abolidas ou

atenuadas com o uso de ansiolíticos do tipo

benzodiazepínicos (Schenberg e Graeff, 1978; Graeff, 1981;

Graeff, 1991).

Muito importantes também foram os estudos com lesão da

SCP mostrando que as reações defensivas evocadas pela

confrontação com outro animal ou por estimulação do

hipotálamo ou da amígdala são eliminadas ou atenuadas

drasticamente, sugerindo assim que a região central

mesencefálica é uma ‘via comum’ para a reação de defesa,

cuja integridade parece essencial para a coordenação da
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reatividade defensiva do animal (Bandler, 1988; Graeff et

al., 1988).

Devido à importância e complexidade da SCP, várias

foram as tentativas de realizar uma divisão funcional dessa

estrutura. A idéia de heterogeneidade surgiu baseando-se

primeiramente em estudos anatômicos (Hamilton, 1973; Mantyh,

1982a; 1982b; Beitz, 1985; Conti et al., 1988). Foram

sugeridas algumas subdivisões para a SCP, geralmente

destacando diferenças na dimensão dorsoventral e

mediolateral e, basicamente ignorando a organização

rostrocaudal da SCP (para revisão ver Beitz, 1995).

Em 1991, Bandler e colaboradores (Bandler et al.,

1991a; 1991b) sugeriram  que a especificidade anatômica e

funcional da SCP poderia apresentar-se na forma de colunas

neuronais longitudinais, organizadas ao longo do seu eixo

rostrocaudal (Fig.1). Segundo esses autores, pode-se

encontrar 4 colunas longitudinais distintas, distribuídas de

maneira radial na SCP: lateral, ventrolateral, dorsomedial e

dorsolateral. Estas regiões parecem possuir algumas

características distintas entre si, principalmente no que

diz respeito à imunorreatividade celular, densidade de

receptores, conexões aferentes e eferentes e função (para

revisão ver Bandler et al., 1991a). Tal subdivisão mostrou

não somente a importância de se levar em consideração todas

as dimensões (dorsoventral, mediolateral e rostrocaudal) da

SCP (Fig.1), como também suscitou a necessidade de

caracterização da área na SCP estudada nos diferentes
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laboratórios (Bandler et al., 1985; Beart et al., 1988;

Bandler e Depaulis, 1991; Rizvi et al., 1991; 1992; Bandler

e Shipley, 1994; Bandler e Keay, 1996; Chen e Aston-Jones,

1996; Valverde-Navarro et al., 1996; Lonstein e Stern, 1997;

Walker et al., 1997; Vander-Horst et al., 1998; Murphy et

al., 1999; Teixeira e Carobrez, 1999; Adamec, 2001; Omori et

al., 2001).

Fig. 1. Esquema ilustrativo da organização colunar das diferentes
subdivisões (dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral;
da esquerda para direita, respectivamente) ao longo do eixo
rostrocaudal da SCP. As flechas indicam as dimensões A)
dorsoventral, B) mediolateral e C) rostrocaudal. (Adaptado de
Bandler et al., 1991a).

Nosso laboratório tem trabalhado com a porção dorsal da

SCP (SCPd), que compreende as colunas dorsomedial e

dorsolateral descritas por Bandler e colaboradores (Bandler

et al., 1991a;  1991b), desde 1983 (Carobrez et al., 1983).

A

B
C
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A SCPd parece possuir um conjunto de aferentes e

eferentes bastante especial, possuindo conexões recíprocas

com diferentes áreas prosencefálicas (Krieger et al., 1979;

Beitz, 1982; Meller e Dennis, 1986; Beart et al., 1988;

Rizvi et al., 1991; 1992; Canteras e Swanson, 1992; Cameron

et al., 1995) e com áreas do tronco cerebral (Beitz, 1982;

Holstege, 1991; Redgrave e Dean, 1991). Em particular, a

SCPd possui conexões intrínsecas com outras subdivisões da

SCP (Sandkuhler e Herdegen, 1995; Jansen et al., 1998).

Essa interconectividade diversa, mantém a SCPd em

conexão com diferentes estruturas relacionadas ao sistema

motor, sensorial, límbico e autonômico (Beitz, 1982) e é o

que provavelmente possibilita a participação desta porção da

SCP na mediação do comportamento defensivo.

Muitas das reações defensivas mediadas pela SCP foram

primeiramente desencadeadas por estimulação elétrica

(Skultety, 1963; Nashold et al., 1969; Pfaff et al., 1973;

Bovier et al., 1982; Mos et al., 1982). Conseqüentemente,

pode-se dizer que a estimulação elétrica teve um papel

importante na avaliação da resposta defensiva mediada pela

SCP. Porém, essa técnica apresentava um grande

inconveniente, que era o fato de a corrente elétrica excitar

tanto corpos neuronais como também axônios de passagem, o

que dificultava  a localização exata dos neurônios

envolvidos na mediação dos possíveis comportamentos

defensivos (Ranck, 1975).

Goodchild e colaboradores (Goodchild et al., 1982)
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sugeriram que o uso de estimulação química por aminoácidos

excitatórios (AAE) poderia evitar esse problema, pois tal

estimulação excita seletivamente corpos celulares e seus

processos dendríticos, mas não fibras de passagens.

1.2. Participação dos AAE no Comportamento Defensivo

Dentre os AAE, o glutamato (GLU) é considerado o

neurotransmissor mais importante nos circuitos do Sistema

Nervoso Central (SNC; Watkins e Evans, 1981). O GLU pode

exercer muitos papéis centrais, atuando em diversos

receptores específicos amplamente distribuídos pelo SNC

(Collingridge e Lester, 1989). Estes receptores são

divididos em duas grandes classes: os metabotrópicos e os

ionotrópicos (Hollmann e Heinemann, 1994). Os receptores

metabotrópicos são acoplados à proteína G e também

representam alvos da ação do glutamato no SNC (Monaghan et

al., 1989). Os receptores ionotrópicos dividem-se em duas

principais categorias, os do tipo NMDA, para os quais o

análogo sintético do glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA) é

um potente estimulador, e os do tipo não-NMDA, nos quais tal

análogo não é ativo (Leeson e Iversen, 1994). Dentre os

receptores glutamatérgicos, pela existência de antagonistas

altamente seletivos e farmacologia única, o subtipo NMDA

suscita muito interesse (Leeson, 1993; Danysz e Parson,

1998).

O receptor NMDA convencional (Fig.2) é formado por

quatro subunidades heteroméricas (Danysz e Parson, 1998) e,



9

quando ativado controla a abertura de um canal iônico que

permite a entrada de cátions monovalentes (principalmente

sódio) e divalentes (principalmente cálcio) nas células

alvos (Leeson e Iversen, 1994). Uma característica pouco

comum desse receptor é que, em estado de repouso, seu canal

iônico associado está completamente bloqueado por íons

magnésio. No entanto, esse bloqueio é dependente de voltagem

e é removido se a célula for parcialmente despolarizada por

ativação dos receptores não-NMDA ou por outras intervenções

excitatórias (Leeson e Iversen, 1994).

Fig.2. Esquema ilustrativo do receptor NMDA, com seus diversos
sítios de ligação. DSER: D-serina; GLU: glutamato; GLY: glicina;
NMDA: n-metil-D-aspartato (Adaptado de Danysz e Parson, 1998).

Moduladores

Poliaminas

Zn**

Agonistas
GLU
NMDA

Co-agonistas
GLY
DSER
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Outra característica interessante é que esse receptor

possui diversos sítios de ligação regulatórios, tidos como

alvos potenciais para ação de drogas. Além do sítio de

ligação para o GLU, há um sítio de reconhecimento para o

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

sítio que reconhece concentrações submicromolares do

aminoácido glicina (GLY; Leeson e Iversen, 1994). A GLY é um

neurotransmissor com papel duplo no SNC, exercendo efeito

inibitório em receptores sensíveis à estricnina (receptor

GLYA), presentes principalmente na medula (Delorey e Olsen,

1989; McGeer e McGeer, 1989) e efeito estimulatório no

receptor NMDA onde atua como “co-agonista” deste complexo-

receptor (Kemp e Leeson, 1993; Leeson e Iversen, 1994). É

interessante salientar que o sítio de ligação para a GLY

acoplado ao receptor NMDA (GLYB) é insensível à estricnina

(Thomson, 1990).

Alguns pesquisadores propõem que o nível endógeno de

GLY é suficiente para saturar completamente o sítio GLYB

acoplado ao receptor NMDA (Schell et al., 1997). Porém um

número substancial de autores defendem que esses sítios não

estão sempre saturados (Czepita et al., 1996; Wilcox et al.,

1996), dado que a GLY exógena, ou ainda a D-serina (DSER)

exógena, também agonista desse sítio, potencia respostas do

NMDA in vivo (Salt, 1989; Wood et al., 1989; Thiels et al.,

1992). Em adição, a GLY é capaz de induzir respostas

aversivas quando microinjetada na SCPd (Schmitt et al.,

1995; Teixeira e Carobrez, 1999) e de alterar o efeito de
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compostos benzodiazepínicos injetados pela via sistêmica

(De-Souza et al., 1997).

Para que o receptor NMDA seja funcional, deve haver a

combinação de pelo menos uma subunidade NR1 com uma

subunidade NR2, as quais expressam os sítios de

reconhecimento para a GLY e para o GLU, respectivamente.

Receptores contendo a subunidade NR2A exibem afinidade

reduzida pela GLY quando comparados com outros receptores

sem esta subunidade (para revisão ver Danysz e Parson, 1998;

Dingledine et al., 1999). As subunidades NR2A e NR2B parecem

regular a abertura do canal (Monyer et al., 1992). A

combinação NR1-NR2B aparenta exibir o maior potencial de

ação (Monyer et al., 1994), o que permite uma janela de

tempo mais longa para a “detecção de coincidência”, fenômeno

que envolve a detecção de eventos sincronizados e

relacionados entre si, importante para a função do receptor

NMDA (Tsien, 2000; Da-Rocha et al., 2001).

Estudos recentes apontam a existência de uma terceira

subunidade do receptor NMDA (NR3). Esta subunidade parece

conter um sítio de ligação para a GLY, cuja ativação

desencadeia ações excitatórias diferentes do NMDA

convencional (NR1/NR2), mas ainda pouco compreendidas

(Chatterton et al., 2002).

O complexo-receptor NMDA está envolvido em muitos

processos funcionais, tais como: memória e aprendizado

(Morris, 1989), desenvolvimento neuronal e plasticidade

sináptica (Cotman et al., 1988), excitotoxicidade neuronal
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conseqüente de isquemia e hipoglicemia (McCulloch, 1992),

epilepsia e outros transtornos neurodegenerativos (Meldrum,

1985), dependência e tolerância química (Marek et al., 1991;

Rossetti e Carboni, 1995), dor neuropática (Eisenberg e Pud,

1998) e distúrbios afetivos, como a ansiedade e a depressão

(Matheus et al., 1994; Maes et al., 1995).

Nos últimos anos, estudos comportamentais sobre a

reação defensiva destacam o envolvimento do receptor NMDA na

mediação desses comportamentos. Injeções sistêmicas de

antagonistas competitivos ou não competitivos têm mostrado

efeitos do tipo ansiolítico em diversos modelos animais de

ansiedade (Stephens et al., 1986; Bennett e Amrick, 1987;

Porter et al., 1989; Kehne et al., 1991; Blanchard et al.,

1992). De maneira similar, injeções sistêmicas de

antagonistas do receptor GLYB acoplado ao NMDA, também têm

exibido perfil ansiolítico (Trullas et al., 1989; Corbett e

Dunn, 1991; Anthony e Newins, 1993).

De modo complementar, alguns estudos revelam que os

neurônios da SCPd expressam receptores NMDA/GLYB (Albin et

al., 1990; Tolle et al., 1993). Assim, a estimulação

química, com a aplicação direta cerebral de AAE, ou ainda

outras drogas que atuam no receptor NMDA/GLYB, permitem o

estudo do papel da ativação deste complexo-receptor nas

reações de defesa (comportamentais e cardiovasculares)

mediadas pela SCPd (Krieger e Graeff, 1985; Bandler, 1988;

Batista-da-Silva et al., 1990; Bandler e Depaulis, 1991;

Schenberg et al., 2001).
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1.3. O Labirinto em Cruz Elevado como modelo para estudar

comportamento defensivo

Os modelos animais de ansiedade têm sido amplamente

utilizados para estudar o comportamento de defesa, os

diferentes sistemas de neurotransmissão e as diferentes

estruturas neurais envolvidas nesse comportamento (Griebel,

1995; Walker e Davis, 1997; Menard e Treit, 1999; Teixeira e

Carobrez, 1999; Adamec, 2001).

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um dos mais

populares modelos de ansiedade. Este modelo deriva do

trabalho de Montgomery (1955) sobre a relação entre o medo e

a motivação exploratória nos ratos, e baseia-se na seguinte

premissa: um ambiente novo pode gerar tanto curiosidade

quanto medo, criando portanto, um típico conflito

“aproximação-esquiva”. O LCE consiste de quatro braços, dois

braços abertos opostos a dois braços fechados, elevados do

chão. A resposta de esquiva aos braços abertos é concordante

com a idéia de que estas áreas evocam reação de medo maior

que a provocada pelos braços fechados. Assim, as proporções

das atividades (freqüência de entradas e tempo) nos braços

abertos do LCE são tidas como índices tradicionais de

ansiedade (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985).

Uma característica marcante do LCE é ser um modelo

capaz de evocar aversão/medo per se. Os principais

argumentos para essa proposição são: 1) aversão aos braços

abertos do labirinto (Pellow et al., 1985); 2) medo
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aprendido, sem habituação (Treit et al., 1993; Bertoglio e

Carobrez, 2000); 3) aumento do corticosterona plasmático

(Pellow et al., 1985; Rodgers et al., 1999); e 4) analgesia

bloqueada por ansiolíticos (Lee e Rodgers, 1990). Em adição,

estudos imunohistoquímicos evidenciam uma possível relação

entre os comportamentos evocados no LCE, comportamentos de

medo/defesa e estruturas cerebrais ativadas. Expressão

aumentada de Fos na SCP foi detectada após a exposição ao

LCE (Silveira et al., 1993), a um predador (Canteras e Goto,

1999), ao odor de um predator (Dielenberg et al., 2001), ao

som ultrasônico aversivo (Beckett et al., 1997), durante

sobressalto acústico potenciado pelo medo (“Startle”)

(Campeau et al., 1997), e como resultado de injeção

sistêmica de drogas ansiogênicas (Singewald e Sharp, 2000).

Nos últimos anos, a análise dos índices tradicionais de

ansiedade no LCE tem sido uma ferramenta útil na avaliação

dos efeitos ansiogênicos e ansiolíticos de muitas drogas

(File, 1992; Russo et al., 1992; Handley e MacBlane, 1993;

Treit et al., 1993; Rodgers e Cole, 1994; De-Souza et al.,

1997). Estudos recentes indicam que a sensibilidade do

modelo pode ainda ser incrementada adotando-se uma abordagem

mais detalhada, que inclua a análise de parâmetros

etológicos (posturas defensivas, reações de congelamento,

comportamento de avaliação de risco e esquiva) ou também

análise minuto-a-minuto do perfil comportamental do animal

durante a exposição ao LCE (Rodgers et al., 1996; Holmes e

Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2002). Outro item a ser
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considerado é o efeito da experiência prévia no LCE. Algumas

pesquisas revelam que uma exposição ao LCE é suficiente para

afetar as respostas comportamentais e farmacológicas de

roedores numa segunda exposição ao mesmo labirinto (Rodgers

et al., 1996; Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez,

2000), isso porque o medo ou a ansiedade gerados pela

exposição inicial ao LCE parecem ser do tipo incondicionado,

enquanto na segunda exposição o medo parece ser condicionado

(File e Zangrossi, 1993; File et al., 1996) e adquirido ao

longo dos minutos da primeira exposição (Holmes e Rodgers,

1998; Bertoglio e Carobrez, 2002).

1.4. Participação dos receptores NMDA/GLYB da SCPd na

modulação do comportamento defensivo

A observação de que a estimulação da SCPd produz

aversão em animais e medo/ansiedade em humanos foi um

eficiente indicador de que essa região é um importante elo

no circuito cerebral processador do medo e da ansiedade

(Behbehani, 1995). Vários trabalhos foram feitos sobre o

assunto, e o estudo sobre a resposta aversiva produzida por

estimulação elétrica e química da SCPd (Bandler et al.,

1985; Bandler, 1988; Graeff et al., 1988; Bandler e

Depaulis, 1991) vem contribuindo para um maior entendimento

dos processos aversivos, possivelmente ansiedade e suas

bases farmacológicas (Graeff et al., 1993).

O papel da neurotransmissão pelos AAE na SCPd vem sendo

sistematicamente estudado, utilizando o LCE como modelo
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experimental (Schmitt et al., 1990; Guimarães et al., 1991;

Matheus et al., 1994; Schmitt et al., 1995; De-Souza et al.,

1997; Teixeira e Carobrez, 1999).

Alguns resultados indicam que a GLY e a DSER

microinjetadas na SCPd apresentam efeito ansiogênico

(Schmitt et al., 1995) e o ácido 7-cloroquinurênico ou o

(±)-3-amino-l-hidroxi-2-pirrolidona (HA966), antagonistas do

sítio GLYB provocam efeito ansiolítico (Matheus et al.,

1994).

A partir de relatos na literatura sobre a participação

diferenciada de áreas rostrais e caudais da SCPd na mediação

do comportamento defensivo (Bandler et al., 1985; Bandler e

Depaulis, 1991), a possibilidade de que compostos ligantes

do sítio GLYB aplicados a diferentes subdivisões ao longo do

eixo rostrocaudal da SCPd pudessem evocar padrões distintos

de comportamento foi testada. Para tanto, GLY ou HA966 foram

microinjetados em 3 diferentes subdivisões (rostral,

intermediária e caudal) da SCPd (Teixeira e Carobrez, 1999).

O HA966 produziu efeito ansiolítico consistente e seletivo

nas 3 áreas da SCPd estudadas, sugerindo a participação do

receptor NMDA/GLYB ao longo do eixo desta estrutura neural

na mediação do comportamento defensivo. A GLY mostrou efeito

ansiogênico nas doses de 80 e 120 nmol, restrito à porção

caudal da SCPd. Para justificar esse efeito dependente da

dose e do sítio da microinjeção da GLY, duas principais

hipóteses foram levantadas: diferenças rostrocaudais na
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modulação por parte dos transportadores de GLY, responsáveis

pela sua recaptação (Berger et al., 1998) e/ou diferenças na

saturação dos receptores GLYB na membrana pós-sináptica

(Czepita et al., 1996; Wilcox et al., 1996), tornando-os

menos responsivos à GLY exógena. No entanto, tais hipóteses

somente poderiam ser confirmadas com estudos eletrofisio-

lógicos ou imunohistoquímicos.

Das considerações feitas até o presente momento,

algumas podem ser destacadas:

1. A SCP não é uma estrutura homogênea e pode apresentar

diferenças quanto à imunorreatividade celular, densidade de

receptores, conexões aferentes e eferentes e funções;

2. O comportamento defensivo evocado por estimulação química

com AAE pode apresentar diferenças ao longo do eixo

rostrocaudal da SCP;

3. Os receptores NMDA/GLYB da porção dorsal da SCP parecem

participar na mediação do comportamento defensivo;

 4. O LCE pode ser uma ferramenta útil para o estudo da

participação da SCPd nas respostas de defesa, medo e

ansiedade;

5. A microinjeção de GLY na SCPd pode afetar de maneira

diferenciada o comportamento dos animais testados no LCE.
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2.OBJETIVOS

Tendo em mente que a SCPd é uma das estruturas

cerebrais cujos neurônios são ativados após exposição ao LCE

(Silveira et al., 1993) e que dados da literatura indicam

que o re-teste no LCE pode ser um modelo útil para estudar

respostas aprendidas de medo (File et al., 1996), nos

propusemos a avaliar a participação de áreas rostrais e

caudais da SCPd na modulação das respostas comportamentais

observadas  em ratos submetidos a duas exposições (teste/re-

teste) no LCE. Para tanto, pretendemos utilizar a técnica de

inativação reversível e temporária com lidocaína durante o

teste e observar as conseqüências comportamentais em ratos

submetidos ao re-teste no LCE.

Em uma etapa subseqüente, pretendemos avaliar as

respostas comportamentais de ratos submetidos ao teste e re-

teste no LCE após estimulação química com diferentes

agonistas do receptor NMDA/GLYB. Sendo que um ponto

importante destacado na introdução foi a possibilidade de

reações defensivas qualitativamente diferentes ao longo do

eixo rostrocaudal da SCP (Bandler et al., 1985; Bandler e

Depaulis, 1991; Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al.,

2001), no presente trabalho avaliaremos os efeitos desta

estimulação química em áreas rostrais e caudais da SCPd, e

suas implicações para o estudo do comportamento defensivo,

reações de medo e, possivelmente ansiedade.
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3. PROCEDIMENTOS GERAIS

Considerações Éticas

O presente trabalho envolveu procedimentos

experimentais que estão de acordo com as normas da Sociedade

Brasileira de Neurociência. Em adição, procuramos utilizar

um tamanho de amostra mínimo e adequado para as análises

estatísticas e extrair o máximo de informações relevantes

para o cumprimento dos objetivos propostos.

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos, com 4 meses de

idade, pesando entre 300 e 400 g. Os animais foram alojados

em gaiolas plásticas (15 x 36 x 30 cm), em duplas. Durante

todo o período de permanência no biotério os animais tiveram

livre acesso a água e comida, e foram mantidos em ambiente

com temperatura (23 ± 1°C) e ciclo de luz (12 h

claro/escuro) controlados.

No decorrer deste trabalho, houve perda de cerca de 20%

dos animais utilizados. Os resultados apresentados aqui

referem-se aos 392 animais que tiveram sítios da SCPd

atingidos pelos compostos estudados e que foram comprovados

após análise histológica, como pode ser visto na Fig.3.

3.2. Cirurgia Estereotáxica

Cada animal foi anestesiado com uma solução combinada

(1:1) de xilazina (Rompum®) e quetamina (Francotar®); 1,5
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ml/Kg, por via intraperitonial (I.P.). Uma vez verificada a

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

parte superior da cabeça do animal.

Após a adaptação do animal ao aparelho estereotáxico

(Stoelting, mod. 300, USA), realizou-se a assepsia da área

desejada com álcool iodado. Injetou-se então, uma solução de

xilocaína com adrenalina (2%) subcutânea, visando a formação

de uma pápula, que não só tinha efeito anestésico local e

vasoconstritor, como também orientou na retirada de uma

pequena área ovalada de pele. Em seguida, realizou-se a

raspagem do perióstio, deixando a calota craniana exposta e

permitindo a visualização da sutura lambdóide e da

coronária. O crânio foi posicionado no aparelho

estereotáxico de forma que o bregma e o lambda ficassem

situados em um mesmo plano horizontal. O osso foi novamente

seco e a calota craniana foi perfurada com uma broca

odontológica para a fixação de dois parafusos de aço

inoxidável e de uma cânula-guia. Um dos parafusos foi

colocado na parte superior do osso parietal esquerdo e o

outro no centro do osso parietal direito. Para o implante da

cânula na SCPd, as coordenadas obedecidas, segundo Paxinos e

Watson (1998), foram as seguintes: AP = -5,8 e -7,6 mm, em

relação ao bregma (coordenadas estas subentendidas como

rostral e caudal respectivamente), ML = 1,9 mm e DL = 2,0 mm

a partir da superfície externa do osso craniano, em um

angulo de 22º.

Na literatura, informações a respeito da difusão de AAE
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são dadas em um trabalho de Bandler e colaboradores, onde é

citado  que no volume de 0,2 µl a difusão dos AAE não deve

passar de 1,0-2,0 mm de diâmetro (Bandler et al., 1985).

Conseqüentemente o raio seria a metade destes valores a

partir do sítio da injeção, ou seja, 0,5-1,0 mm. Aceitando-

se a difusão como sendo diretamente proporcional ao volume,

tanto como dependente do tempo de injeção, a microinjeção de

um volume de 0,3 µl possivelmente alcança uma distância de

cerca de 0,75-1,5 mm a partir do sítio da injeção. Esta

distância é menor do que a existente entre as porções

rostral e caudal, porém não menor que a distância entre

estas e a porção intermediária (Teixeira e Carobrez, 1999).

Baseando-se nesses fatos, optamos por trabalhar somente com

áreas rostrais e caudais, pois consideramos os resultados

obtidos nestas porções mais fidedígnos, enquanto que na

porção intermediária existe maior possibilidade de difusão.

Uma vez adaptados, os parafusos e a cânula, novamente o

osso foi seco e a área aberta foi preenchida com uma camada

de acrílico auto-polimerizável que, ao endurecer, incorporou

todas as peças em uma sólida prótese. Decorridos alguns

minutos para a secagem total desta, um mandril nº 30 foi

adaptado à cânula, com o intuito de prevenir o seu

entupimento. Nova camada de acrílico foi acrescentada e um

número foi colocado na prótese acrílica para identificação

do animal.

Após a cirurgia cada animal foi colocado numa caixa
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específica para a recuperação, dotada de uma lâmpada de 40 W

para evitar a hipotermia conseqüente à anestesia geral.

Posteriormente os animais foram colocados aos pares em gaiolas,

com livre acesso à água e comida, onde permaneceram por 1-2

semanas, até o dia do experimento.

3.3. Cânulas

As cânulas-guias implantadas a fim de possibilitar as

microinjeções na SCPd foram confeccionadas em nosso

laboratório a partir de agulhas descartáveis 25 x 7 mm. Com

o auxílio do paquímetro (Mitutoyo - Brasil) as cânulas foram

cortadas no comprimento de 13 mm. Cada cânula possuía um

anteparo (próprio da agulha utilizada), o qual não permitia

sua total introdução pelo orifício feito previamente com a

broca odontológica.

3.4. Microinjeção Intracerebral

    Foram utilizadas agulhas de 16,8 e 16,2 mm para as

porções rostral e caudal respectivamente (0,3 mm de

diâmetro), confeccionadas a partir de agulhas odontológicas,

conectadas, por um tubo de polietileno, à microsseringa

(Hamilton, 5 µl). As seringas foram preenchidas com água

destilada e a solução a ser injetada, separadas por uma

bolha de ar. As agulhas possuíam 3,8 e 3,2 mm a mais que a

cânula-guia de maneira que as drogas fossem realmente

microinjetadas na SCPd.
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Para a microinjeção, o animal foi imobilizado e foi

retirado o mandril adaptado à cânula durante o ato

cirúrgico. Com o auxílio de limas odontológicas, cortadas de

maneira a não ultrapassar 13 mm de comprimento, a cânula-

guia foi limpa. Posteriormente, a agulha foi introduzida

através da cânula. Em cada animal foi injetado 0,3 µl de

solução, em 20 segundos. Em seguida, o animal permaneceu na

sua gaiola por cerca de  5 minutos.

3.5. Teste Comportamental

O teste comportamental utilizado foi o LCE. Esse modelo

foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984) a partir do

trabalho de Montgomery (1955). Posteriormente, Pellow e

colaboradores (Pellow et al., 1985) forneceram validação

comportamental, fisiológica e farmacológica do LCE para

ratos.

Esse equipamento, em forma de cruz, elevado 50 cm do

chão, é composto por dois braços fechados por paredes

(50x10x40 cm) e dois braços abertos (50x10 cm), opostos

entre si, sendo que tais braços abertos são circundados por

um anteparo de acrílico (1 cm de altura) para evitar a queda

dos animais.

Uma arena quadrada (60x60x35 cm), confeccionada

igualmente em madeira, foi utilizada imediatamente antes do

teste no LCE, com o intuito de aumentar a atividade

locomotora, bem como dar ao animal chance de se habituar a
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pouca luminosidade (Lister, 1987).

Estes equipamentos utilizados nos experimentos estavam

localizados numa sala com luz amarela, cuja intensidade não

ultrapassava 44 lux. Após o teste de cada animal, os

equipamentos foram limpos com solução de etanol 10 %.

3.6. Protocolo Experimental

O trabalho teve 3 etapas. Em cada etapa os animais

foram submetidos ao teste e re-teste  no LCE, durante 5

minutos cada, em dois dias seguidos. As duas exposições ao

LCE foram videogravadas para transcrição posterior.

Na etapa I,  foram avaliados os efeitos da microinjeção

de lidocaína em áreas rostrais e caudais da SCPd de ratos.

Na etapa II, foram avaliados os efeitos da microinjeção

de GLU e da combinação de GLY e GLU em áreas rostrais e

caudais da SCPd de ratos.

Na etapa III, foram avaliados os efeitos da

microinjeção de agonistas seletivos para o complexo receptor

NMDA/GLYB (NMDA, GLY e DSER) em áreas rostrais e caudais da

SCPd de ratos.

 Os animais foram alojados aos pares, por no mínimo 5

dias após a implante das cânulas-guias. No dia do teste o

animal era transferido isoladamente para uma ante-sala onde

permanecia por cerca de 15 minutos. Em seguida, era

transferido para a sala do teste, onde era microinjetado com

uma das seguintes soluções:

a.  líquor artificial;
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b.  lidocaína (4%);

c.  GLU (20 e 40 nmol);

d.  GLY (120 nmol) + GLU (20 ou 40 nmol);

e.  NMDA (25, 50 e 100 pmol)

f.  GLY (120 e 180 nmol);

g.  DSER (160 e 320 nmol);

Após a microinjeção, o animal era recolocado na sua

gaiola onde permanecia por cerca de 5 minutos. A seguir, o

animal era colocado na arena de madeira, onde ficava por 5

minutos. Passado este tempo, o animal era transferido para a

plataforma central do LCE com a cabeça voltada para um dos

braços fechados e seu comportamento registrado com uma

câmera de vídeo por um período de 5 min, de acordo com o

procedimento descrito por Pellow e colaboradores (Pellow et

al., 1985). Após cada sessão experimental, o LCE era limpo,

assim como a arena de madeira, com um solução de etanol 10%.

24 horas após, os diferentes grupos foram novamente

submetidos ao LCE por 5 min, sem administração de drogas.

Assim, os animais receberam a microinjeção (com o controle

ou com os diferentes compostos) antes do teste no LCE e, no

re-teste (24 h após), os diferentes grupos foram submetidos

ao LCE sem administração de drogas.

É interessante salientar que os grupos experimentais e

os controles foram realizados em paralelo; todos os

experimentos foram realizados entre 8 e 13 h e as doses

foram selecionadas de acordo com a literatura (Batista-da-

Silva et al., 1990; Matheus et al., 1994; Schmitt et al.,
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1995; File et al., 1998; Teixeira e Carobrez, 1999).

Após os experimentos, os registros em vídeos foram

transcritos e os comportamentos anotados minuto a minuto.

3.7. Dispositivo de Registro comportamental

Os parâmetros comportamentais observados minuto a

minuto durante o teste e o re-teste foram:

- Freqüência de entradas dos animais nos braços abertos e no

braços fechados do labirinto (FBF);

- Tempo de permanência dos animais nos braços abertos e nos

braços fechados do labirinto;

- Freqüência de tentativas de entradas no braços abertos

(FT), sendo considerado tentativa, o ato do animal colocar

até 3 patas em um dos braços abertos, seguida de retração a

posição original. Este parâmetro parece estar relacionado a

comportamento de avaliação de risco (Bertoglio e Carobrez,

2000).

Posteriormente, calculou-se:

a) índices tradicionais de ansiedade: a porcentagem de

freqüência de entrada nos braços abertos em relação a

freqüência total de entrada em qualquer um dos braços (%FEA)

e a porcentagem de tempo de permanência nos braços abertos

em relação a permanência total nos braços (%TPA), durante os

5 minutos de exposição ao LCE.

b) tempo de permanência na plataforma central (TPC), que é o

tempo total do experimento (300 s) menos o tempo de

permanência nos braços. Alguns autores sugerem que o TPC
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corresponde ao tempo de tomada de decisão e que de uma certa

maneira pode fornecer informação sobre o conflito

esquiva/aproximação desencadeado pela configuração do

labirinto (Lee e Rodgers, 1990).

De maneira complementar, foi feita uma análise minuto-

a-minuto da %TPA visando fornecer uma avaliação temporal do

comportamento de esquiva e traçar um panorama geral sobre o

perfil comportamental de ratos submetidos ao teste/re-teste

no LCE.

3.8. Histologia

Após o teste comportamental, os animais foram novamente

anestesiados com a combinação anestésica descrita no item

3.2, por via intraperitonial (I.P.) e perfundidos, via

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

solução de formaldeído (10%).

Posteriormente, foram decapitados e receberam uma

microinjeção de solução de Azul de Evans (0,20 µl). Seguiu-

se a remoção dos cérebros, que foram acondicionados em

solução de formaldeído (10%), por um mínimo de 3 dias. Os

cérebros foram fatiados em um micrótomo de congelamento. Os

sítios das injeções foram identificados através da

comparação do corte com o diagrama do atlas do cérebro de

ratos de Paxinos e Watson (1998).



28

Fig. 2. Diagramas de cortes mesencefálicos coronais do cérebro de
rato, ilustrando os sítios das microinjeções, marcados com Azul
de Evans, nas porções rostral e caudal da SCPd. Os sítios são em
número reduzido, devido a sobreposição dos mesmos (Adaptado de
Paxinos e Watson, 1998).

3.9. Análise Estatística

Os dados do teste e re-teste (sessões de 5 minutos),

expressos como média ± epm, foram inicialmente submetidos ao

teste uni-variado de Bartlett, para a verificação de

homogeneidade das variâncias. Na ocorrência de valores não

homogêneos (p<0,05), os dados foram transformados pela raiz

quadrada, com o objetivo de homogeneizar a amostra.

Todos os parâmetros estudados foram submetidos a

análise de variância (ANOVA) de duas vias. O tratamento e o

teste/re-teste ou minuto-a-minuto (medida repetida) foram

considerados como variáveis independentes, os parâmetros

comportamentais observados foram considerados como variáveis

dependentes e a posição (rostral ou caudal) e a histologia

(positiva) foram consideradas condições.
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Valores significativos de tratamento e teste/re-teste

(ou minuto-a-minuto) indicados pela ANOVA foram submetidos

posteriormente ao teste post hoc LSD (Least Square

Difference), de comparação combinada. As diferenças foram

consideradas significativas para p<0,05.

Nos dados referentes a análise das sessões de 5

minutos, foram feitas as seguintes comparações:

a) grupo controle X grupo lidocaína no teste e no re-teste;

b) grupo controle no teste X no re-teste;

c)  grupo lidocaína no teste X no re-teste.

Na análise minuto-a-minuto do teste e re-teste, foram

feitas diversas comparações e destacadas as diferenças

relevantes nos gráficos.

3.10. Drogas e Soluções

Nos experimentos realizados as seguintes drogas foram

utilizadas:

- Anestésico geral para aplicação IP: solução combinada 1:1

de xilazina (Rompum®, Bayer S.A., Brasil) e quetamina

(Francotar®,  Virbac do Brasil).

- Para aplicação intracerebral:

 a) líquor artificial, com a seguinte constituição: KCl 2,5

mM, NaCl 125 mM, MgCl2 1,18 mM e CaCl2 1,26 mM (Richards et

al., 1995); b) lidocaína (RBI, EUA), c) GLU (Sigma, EUA), d)

GLY (Sigma, EUA), e) NMDA (Sigma, EUA), f) DSER (RBI, EUA),

dissolvidos em líquor; e g) Azul de Evans - corante

histológico (Sigma, EUA), dissolvido em água destilada.
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4. ETAPAS EXPERIMENTAIS

4.A. ETAPA I. Efeito da inativação temporária e reversível da

SCPd sobre os comportamentos observados em ratos submetidos ao

teste e re-teste no LCE.

Em muitas espécies animais, a estimulação elétrica e

química da SCPd evoca comportamentos defensivos (Graeff,

1981; Bandler, 1988) juntamente com respostas

neurovegetativas  (Schenberg e Graeff, 1978; Hilton, 1982;

Carobrez et al., 1983). Estas reações parecem ser moduladas

por diversos neurotransmissores, tais como: acetilcolina

(Carrive et al., 1986), serotonina (Graeff, 1993), GABA

(Schenberg et al., 1981),  opióides (Fedynyshyn et al.,

1989) e  AAE (Guimarães et al., 1991; Schmitt et al., 1990;

Bandler e Depaulis, 1991; Matheus et al., 1994).

Para o estudo dos comportamentos defensivos, dos

diferentes sistemas de neurotransmissão e das estruturas

neurais envolvidas nestas respostas, muitos modelos animais

de ansiedade têm sido utilizados (Griebel, 1995; Menard e

Treit, 1999; Teixeira e Carobrez, 1999; Adamec, 2001). A

exposição ao LCE tem sido um dos testes de ansiedade mais

populares (Rodgers e Cole, 1994; Rodgers et al., 1997),

capaz de detectar variações nas respostas de conflito e

esquiva e, conseqüentemente, sensível a drogas ansiogênicas

e ansiolíticas (Rodgers e Cole, 1994). Em contrapartida, o

re-teste no LCE ainda carece de validação, isto porque há

controvérsias sobre o tipo de medo/ansiedade evocado por uma
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segunda exposição neste modelo. Alguns autores sugerem que

enquanto os comportamentos de esquiva e conflito evocados no

teste representam uma resposta defensiva não-condicionada,

esses mesmos comportamentos quando observados no re-teste

parecem indicar um tipo de resposta condicionada (File e

Zangrossi, 1993; File et al., 1996), adquirida ao longo da

primeira exposição (Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e

Carobrez, 2002).

A microinjeção de anestésicos locais, tais como lidocaína,

é uma dos métodos mais utilizados para inativação temporária de

estruturas cerebrais, sem dano às estruturas-alvo (Malpeli,

1999). A lidocaína causa um bloqueio reversível da transmissão

sináptica e da condutância do estímulo ao longo dos axônios de

passagem (Malpeli e Schiller, 1979) e sua microinjeção

intracerebral pode ser utilizada para o estudo do envolvimento

de estruturas específicas em determinadas situações (Da-Costa-

Gomez et al., 1996; File et al., 1998).

4.A.1. OBJETIVO EXPERIMENTAL

A realização deste experimento teve por finalidade a

avaliação do papel da SCPd nos comportamentos evocados em

ratos submetidos ao teste e re-teste no LCE.

4.A.2. PROCEDIMENTO

Os animais operados nesta etapa (I) receberam uma

microinjeção (0,3 µl) de líquor (controle) ou lidocaína (4%) em
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áreas rostrais e caudais da SCPd e, procedeu-se como descrito

no item 3.6 dos procedimentos gerais.

4.A.3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta etapa experimental estão

representados nas figuras 4 e 5 e tabelas 1 a 2.

Na Fig.4 estão representados os dados obtidos após a

inativação temporária e reversível (com lidocaína) da SCPd

rostral e caudal, sobre a atividade nos braços abertos em ratos

submetidos ao teste/re-teste no LCE.

Na SCPd rostral (Fig.4.A), a ANOVA detectou um efeito na

atividade nos braços abertos (%FBA e %TBA) referente ao

tratamento [F(1,19)=5,96;p<0,05 e F(1,19)=5,19;p<0,05,

respectivamente] e ao teste/re-teste [F(1,19)=25,34;p<0,05 e

F(1,19)=22,59;p<0,05; respectivamente]. O teste post hoc

mostrou que a microinjeção de lidocaína na porção rostral não

afetou a %FEA e %TBA no teste no LCE. No re-teste, houve uma

diminuição significativa (p<0,05) nos parâmetros de %FEA e %TBA

para o grupo controle, quando comparado com seu valor no teste,

o que confirma dados da literatura (Holmes e Rodgers, 1998;

Bertoglio e Carobrez, 2000) que indicam que numa segunda

exposição os animais apresentam menor proporção de atividade

nos braços abertos e conseqüentemente uma resposta de esquiva

aos braços abertos maior do que no teste. Houve também uma

diminuição significativa (p<0,05) nos parâmetros de %FEA e %TBA

para o grupo que recebeu lidocaína no dia anterior, quando

comparado com seu valor prévio no teste, mostrando que no re-
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teste este grupo apresenta uma resposta de esquiva aos braços

abertos maior do que no teste. No entanto, esta reposta não foi

tão acentuada quanto a do grupo controle, pois o teste post hoc

mostrou que as %FEA e %TBA do grupo lidocaína foram

significativamente maiores (p<0,05) que as do grupo controle.

Na SCPd caudal (Fig.4.B), a ANOVA detectou um efeito na

atividade nos braços abertos referente ao tratamento [%FBA:

F(1,19)=12,71;p<0,05 e %TBA: F(1,19)=5,01;p<0,05] e ao teste/

re-teste [%FBA:F(1,19)=15,39;p<0,05; %TBA:F(1,19)=9,89;p<0,05].

O teste post hoc  mostrou que a microinjeção de lidocaína na

porção caudal não afetou a %FEA e %TBA no teste no LCE. No re-

teste, houve uma diminuição significativa (p<0,05) nos

parâmetros de %FEA e %TBA para o grupo controle, quando

comparado com seu valor no teste, o que confirma os resultados

da porção rostral e dados da literatura (Holmes e Rodgers,

1998; Bertoglio e Carobrez, 2000) que indicam que a experiência

prévia no labirinto aumenta o medo evocado numa segunda sessão.

O teste post hoc mostrou que no re-teste, as medidas %FEA e

%TBA do grupo lidocaína foram significativamente maiores que as

do grupo controle e não foram diferentes do valor do grupo

lidocaína no teste.
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Fig. 4. Efeitos na atividade nos braços abertos (%FBA e %TBA)
após a inativação de áreas rostrais (A) e caudais (B)da SCPd de
ratos com microinjeção (0,3 µl) de  lidocaína (n=9, nas duas
porções), 15 min antes do teste no LCE, comparada com o grupo
controle (n=12, nas duas porções). O re-teste foi realizado 24 h
após, sem droga. Os valores estão representados como médias ±
erro padrão da média (epm). * p<0,05, significativamente
diferente do grupo controle. # p<0,05, significativamente
diferente do valor do respectivo grupo no teste.
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Na Fig.5 podemos observar a %TBA ao longo dos 5 minutos

de exposição no teste e no re-teste no LCE.

Na SCPd rostral (Fig.5.A), a ANOVA detectou efeito

significativo do tratamento e da exposição minuto-a-minuto

[F(1,19)=4,84;p<0,05 e F(9,171)=13,94;p<0,05, respectivamen-

te] na %TBA. O teste post hoc mostrou que para o grupo

controle, há diminuição significativa (p<0,05) na %TBA ao

longo dos minutos da exposição-teste (1º minuto diferente do

2º, 3º, 4º e 5º), sugerindo que há uma aquisição gradual da

resposta de esquiva aos braços abertos e confirmando dados

da literatura (Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez,

2002). Para o grupo lidocaína, há também diminuição

significativa (p<0,05) na %TBA ao longo dos minutos da

exposição-teste (1º minuto diferente do 3º, 4º e 5º),

sugerindo que há aquisição gradual da resposta de esquiva

também para este grupo. No re-teste, o grupo controle não

apresenta diferença na %TBA ao longo dos minutos, enquanto

que no grupo lidocaína a %TBA é maior (p<0,05) no 1º minuto

que no 2º, 3º, 4º e 5º. É importante também ressaltar que

para o grupo lidocaína, a %TBA no primeiro minuto do re-

teste é significativamente maior (p<0,05) que no último

minuto no teste. Este aumento não ocorre no grupo controle.

Ainda na porção rostral da SCPd, quando comparamos um

minuto específico da sessão entre o grupo experimental e

controle, podemos notar um aumento significativo (p<0,05) na

%TBA para o grupo lidocaína no 2º, 3º e 4º minutos do teste.

Esse resultado sugere efeito ansiolítico, apesar de que no
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dado da sessão total (5 minutos), tal efeito não foi

evidenciado. No 1º minuto do re-teste podemos observar que o

grupo lidocaína não apresenta retenção da resposta de

esquiva.

Na porção caudal da SCPd (Fig.5.B), a ANOVA detectou

efeito da exposição minuto-a-minuto [F(9,171)=11,93;p<0,05]

na %TBA. O teste post hoc mostrou que há diminuição

significativa (p<0,05) na %TBA ao longo dos minutos da

exposição-teste (1º minuto diferente do 2º, 3º, 4º e 5º)

para o grupo controle e para o grupo da lidocaína, sugerindo

que há aquisição gradual da resposta de esquiva aos braços

abertos do LCE. No re-teste, o grupo controle não apresenta

diferença na %TBA ao longo dos minutos, enquanto que no

grupo lidocaína a % TBA é maior no 1º minuto que no 4º e 5º.

É importante também ressaltar que, para o grupo lidocaína, a

%TBA no 1º minuto do re-teste é significativamente maior

(p<0,05) que no último minuto no teste. Este aumento não

ocorre no grupo controle.

Ainda na SCPd caudal, quando comparamos um minuto

específico da sessão entre o grupo experimental e controle,

podemos notar aumento significativo (p<0,05) na %TBA para o

grupo lidocaína no 1º minuto do teste e 1º, 2º, 3º minutos

do re-teste. Esses resultados parecem indicar que o grupo

lidocaína, apesar de apresentar menos aversão aos braços

abertos no 1º minuto do teste, mostrou uma curva de

aquisição de esquiva. No entanto, no re-teste mostrou

prejuízo na retenção da resposta de esquiva.
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Fig.5. Análise minuto-a-minuto da %TBA após a inativação de áreas
rostrais (A) e caudais (B)da SCPd de ratos com microinjeção (0,3
µl) de  lidocaína (n=9, nas duas porções), 15 min antes do teste
no LCE, comparada com o grupo controle (n=12, nas duas porções).
O re-teste foi realizado 24 h após, sem droga. As curvas
representam as médias da %TBA do LCE.  * p<0,05,
significativamente diferente do grupo controle. # p<0,05,
significativamente diferente do valor do primeiro minuto na
sessão. + p<0,05, diferente significativamente do último minuto
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Na tabela 1, podemos observar outros parâmetros

observados em ratos microinjetados com líquor ou lidocaína

na SCPd rostral, considerados índices de atividade geral

(Rodgers e Cole, 1994), possivelmente relacionados com

atividade locomotora (FBF), avaliação de risco (FT;

Bertoglio e Carobrez, 2000), e tempo de tomada de decisão

(TPC) entre esquiva/aproximação (Lee e Rodgers, 1990).

Com relação a FBF, a ANOVA não detectou diferença

significativa entre o grupo experimental e o controle

(Tabela 1.A), mostrando que o tratamento com lidocaína na

SCPd rostral não afetou a atividade locomotora dos animais.

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do

teste/re-teste [F(1,19)=28.22;p<0.05]. O teste post hoc

mostrou que tanto o grupo controle, quanto o grupo

lidocaína, mostraram aumento (p<0,05) na FT quando comparado

aos valores dos respectivos grupos no teste (Tabela 1.B).

A ANOVA detectou efeito significativo do tratamento

[F(1,19)=10,10;p<0,05] no TPC. O teste post hoc mostrou que

este parâmetro foi aumentado (p<0,05) no grupo lidocaína

tanto no teste quanto no re-teste (Tabela 1.C).
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Na tabela 2, podemos observar os mesmos parâmetros na

SCPd caudal.

A ANOVA não detectou efeito significativo na FBF

(Tabela 2.A), mostrando também nesta porção, que a atividade

locomotora dos animais não foi afetada.

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito do teste/re-teste

[F(1,19)=9.53;p<0.05]. O teste post hoc mostrou que grupo

lidocaína apresentou aumento significativo (p<0.05) neste

parâmetro, no re-teste, quando comparado com seu próprio

valor no teste (Tabela 2.B).

Com relação ao TPC, ANOVA detectou um efeito marginal

do tratamento [F(1,19)=3,6;p=0,07]. O teste post hoc mostrou

um aumento significativo (p<0,05) para o grupo lidocaína

quando comparado com o controle, no re-teste (Tabela 2.C).

TABELA 1. Efeitos da inativação temporária e reversível com
lidocaína na SCPd rostral, na FBF, na FT, e no TPC observados
em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd rostral
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
    Controle 4,6 ± 0,7 6,6 ± 0,7
    Lidocaína 5,3 ± 0,8 5,9 ± 0,5
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
    Controle 2,4 ± 0,5 4,6 ± 0,6#

    Lidocaína 2,1 ± 0,6 6,1 ± 1,0#

C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
    Controle 10,6 ± 2,2 20,6 ± 5,7
    Lidocaína  26,2 ± 7,6*   31,6 ± 8,1*
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. *
p<0,05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0.05, significativamente diferente do valor no teste.
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4.A.4. DISCUSSÃO

Os resultados obtidos com os grupos controles da SCPd

rostral e caudal estão de acordo com os relatos da

literatura que mostram que a experiência prévia no LCE

aumenta o medo (caracterizado pela resposta de esquiva)

evocado numa segunda sessão neste modelo (Holmes e Rodgers,

1998; Bertoglio e Carobrez, 2000). Isto porque, o grupo

controle apresenta uma diminuição significativa na atividade

nos braços abertos na segunda exposição. Observando o perfil

comportamental minuto-a-minuto do grupo controle no teste,

podemos visualizar que a diminuição na atividade nos braços

abertos do LCE é gradual e ocorre ao longo dos minutos da

exposição-teste, indicando uma aquisição de resposta de

esquiva aos braços abertos. A retenção desta resposta de

esquiva pode ser observada no re-teste, onde o animal

expressa um perfil ansiogênico, com um valor de %FBA e %TBA

TABELA 2. Efeitos da inativação temporária e reversível com
lidocaína na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC observados em
ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd caudal
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
    Controle 3,7 ± 0,5 5,2 ± 0,9
    Lidocaína 4,2 ± 0,7 6,4 ± 0,7
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
    Controle 3,0 ± 0,7 3,6 ± 0,8
    Lidocaína 1,3 ± 0,4  4,4 ± 0,6#

C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
    Controle 13,4 ± 4,1 15,2 ± 5,1
    Lidocaína 18,0 ± 4,4  32,2 ± 7,8*
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. *
p<0,05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0.05, significativamente diferente do valor no teste.
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inferiores aos obtidos no teste.

Os resultados obtidos com os grupos que receberam

lidocaína mostram que a inativação temporária e reversível

com lidocaína de áreas rostrais e caudais da SCPd afeta o

comportamento de ratos submetidos ao teste e re-teste no LCE

de maneira muito similar.

No que diz respeito aos índices tradicionais de

ansiedade, a inativação com lidocaína não afetou o perfil

comportamental dos animais no teste. Nos dois grupos,  houve

aquisição da resposta de esquiva aos braços abertos. No

entanto, na avaliação minuto-a-minuto pôde-se evidenciar uma

diminuição na aversão aos braços abertos ou uma tendência a

efeito ansiolítico que não se observou no dado da sessão

total, mostrando que este tipo de análise pode contribuir

para uma avaliação comportamental mais completa.

No re-teste, o grupo que recebeu lidocaína no dia

anterior antes do teste, mostrou um perfil comportamental

diferente do grupo controle. Mais especificamente, o grupo

lidocaína apresentou um aumento na atividade nos braços

abertos em relação ao grupo controle, principalmente no 1º

minuto da exposição re-teste. Podemos dizer que, os grupos

nos quais a SCPd foi inativada durante o teste, não

apresentaram o perfil ansiogênico exibido pelo grupo

controle. Este resultado pode ser indicativo de que a SCPd é

importante na percepção do labirinto como sendo um estímulo

aversivo, ou ainda, nos processos de aprendizado da resposta

de esquiva aos braços abertos. É importante destacar que,
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este perfil menos ansioso foi visualizado nas duas porções

estudadas, porém de maneira mais acentuada na SCPd caudal.

A atividade locomotora não foi afetada pela inativação

da SCPd. Quanto a FT, o grupo lidocaína apresentou aumento

neste parâmetro no re-teste quando comparado  ao valores

prévios no teste, tanto na SCPd rostral quanto caudal,

indicando aumento no comportamento de avaliação de risco.

Quanto ao TPC, o grupo lidocaína apresentou aumento neste

parâmetro no re-teste quando comparado ao grupo controle,

nas duas áreas estudadas, o que pode indicar aumento no

tempo de tomada de decisão.

Os resultados obtidos no teste não nos permitem

descartar a participação da SCPd nas respostas

comportamentais observadas na exposição-teste no LCE. Apesar

de que, durante a inativação da SCPd por lidocaína, os

parâmetros tradicionais de ansiedade (sessão total) não

foram alterados, a análise minuto-a-minuto evidenciou uma

diminuição na aversão aos braços abertos, talvez conseqüente

de uma diminuição da percepção do labirinto como sendo um

estímulo aversivo. É importante destacar que, apesar de

termos usado uma dose eficaz de lidocaína (File et al.,

1998), a aplicação foi  unilateral. Em adição, na

literatura, há experimentos com lesão mostrando que somente

a inativação bilateral da SCP desencadeia efeito ansiolítico

no LCE (Adamec, 2001).

Quanto ao re-teste, as respostas comportamentais nos

levam a sugerir que a SCPd pode afetar o aprendizado da
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resposta de esquiva que ocorre durante o teste no LCE, isto

porque a inativação da SCPd pré-teste afeta a retenção desta

resposta de esquiva e a expressão de um comportamento tipo-

medo mais acentuado, observadas no grupo controle no re-

teste neste modelo.

Estes resultados são duplamente importantes. Primeiro,

reforça os dados da literatura que indicam que o LCE pode

ser um modelo útil não somente para estudar respostas

defensivas espontâneas no teste (Rodgers e Cole, 1994), como

também pode ser utilizado no estudo de respostas aprendidas

de medo no re-teste (File et al., 1996). Segundo, mostra que

a SCPd pode participar na aquisição e expressão destas

respostas aprendidas de medo observadas no LCE. Esta

participação da SCP em processos mais cognitivos pode ser

indireta, mas é possível devido à suas  conexões recíprocas

com áreas prosencefálicas, como a amígdala e área medial

pré-óptica  (Rizvi et al., 1991; 1992). Além disso, é bem

aceito que o comportamento defensivo evocado pela

estimulação desta estrutura pode ser mediado por ativação de

receptores glutamatérgicos (para revisão ver Carobrez et al,

2001). Dentre esses receptores, a ativação do receptor

NMDA/GLYB tem sido considerada essencial para muitos tipos

de plasticidade sináptica, incluindo aquelas relacionadas a

formação de memória, regulação do movimento (Wisden  et al.,

2000). Recentemente, tais fenômenos relacionados à

plasticidade neural, como potenciação de longo termo (LTP;

Adamec, 2001) foram demostrados na SCP.
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4.B. ETAPA II. Efeitos da estimulação química com GLU ou com

a associação GLY + GLU, em áreas rostrais e caudais da SCPd,

sobre os comportamentos observados em ratos submetidos ao

teste e re-teste no LCE.

Após o primeiro relato de “raiva” defensiva, midríase,

retração de orelhas, vocalização e silvo em gatos provocados

pela microinjeção de GLU na SCPd (Bandler, 1982), muitos

estudos se seguiram e estas reações de defesa espécie-

específicas, juntamente com o componente cardiovascular

destas, foram sendo confirmadas e estudadas em diferentes

animais (Krieger e Graeff, 1985; McDougall et al., 1985;

Bandler e Depaulis, 1991).

Estudos subseqüentes mostraram que determinados

comportamentos defensivos pareciam ser mediados por

neurônios localizados preferencialmente na metade caudal da

SCP (Bandler et al., 1985) ou ainda que o comportamento

defensivo obtido através de estimulação química ao longo do

eixo rostrocaudal da SCP poderia apresentar características

distintas, que variam desde recuo defensivo (melhor

visualizado na porção mais rostral), até esquiva ofensiva

(melhor visualizada na porção mais caudal) (Bandler e

Depaulis, 1991).

O GLU atua em diversos receptores específicos,

metabotrópicos e ionotrópicos (Collingridge e Lester, 1989).

Dentre estes receptores, é interessante salientar que,

apesar do receptor NMDA ser principalmente um receptor

glutamatérgico, isto é, ser ativado sob certas condições
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pela liberação de GLU dos terminais nervosos, a

responsividade  do mecanismo receptor e a manutenção deste,

parece depender dos níveis extracelulares de  GLY (Leeson e

Iversen, 1994). Uma outra consideração importante é que a

neurotransmissão excitatória realizada pelo GLU pode ser

auto-regulada através da ativação receptores metabotrópicos

localizados no terminal pré-sináptico (Chen et al., 2002;

Dietrich et al., 2002).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratório

mostraram que a microinjeção de GLY ao longo do eixo

rostrocaudal da SCPd pode apresentar efeitos comportamentais

diferenciados (Teixeira e Carobrez, 1999). O comportamento

observado foi a resposta aversiva em ratos submetidos ao

teste no LCE. Como visto anteriormente, no LCE a avaliação

do comportamento é baseada no conflito “aproximação-esquiva”

entre a motivação exploratória e a aversão natural a espaços

abertos (Rodgers e Cole, 1994) e assim, a proporção de

atividade nos braços abertos do labirinto pode ser utilizada

como ‘índice de ansiedade’ (Handley e Mithani, 1984; Pellow

et al., 1985). A GLY nas doses mais baixas, usadas no estudo

(80 e 120 nmol) causou uma redução significativa na

atividade nos braços abertos, quando microinjetada na porção

caudal da SCPd, sugerindo um efeito ansiogênico restrito à

esta porção (Teixeira, 1997).  Em contrapartida, os animais

que receberam GLY na dose maior (240 nmol) apresentaram

aumento na %TBA (mas não na %FBA) e comportamento explosivo

20 minutos após o teste no LCE, um sinal evidente de
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neurotoxicidade, que pode ser indicativo não de um efeito

ansiolítico, mas sim de um efeito estimulante da GLY quando

aplicado na SCPd. Como o efeito ansiogênico da GLY foi

abolido pela microinjeção de HA966 (Teixeira e Carobrez,

1999), composto com ações antagônicas no sítio GLYB (Matheus

et al., 1994), nossos resultados apontaram para um papel

diferenciado da ativação do receptor NMDA/GLYB na SCPd.

4.B.1. OBJETIVO EXPERIMENTAL

A realização desta etapa experimental teve por

finalidade a avaliação dos efeitos comportamentais da

estimulação química com GLU ou com a associação GLY-GLU em

áreas rostrais e caudais da SCPd de ratos submetidos ao

teste e re-teste no LCE.

4.B.2. PROCEDIMENTO

Os animais foram operados para implante de cânulas em

áreas rostrais e caudais da SCPd seguindo os procedimentos

gerais descritos anteriormente.

Nesta etapa (II) foram subdivididos em 2 conjuntos

experimentais: 1. a) líquor (controle); b) GLU 20 nmol (GLU

20); c) GLU 40 nmol (GLU 40); e 2. a) controle; b) GLY 120 nmol

+ GLU 20 nmol, 1 minuto após (GLY-GLU 20); c) GLY 120 nmol +

GLU 40 nmol, 1 minuto após (GLY-GLU 40).

No dia do teste no LCE, cada animal recebeu uma

microinjeção de líquor ou dos diferentes compostos e procedeu-

se como descrito no item 3.6 dos procedimentos gerais.
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4.B.3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta etapa experimental estão

representados nas figuras 6 a 9 e tabelas 3 a 6.

Na Fig.6 estão representados os dados obtidos após

estimulação química com GLU em áreas rostrais e caudais da

SCPd de ratos submetidos ao teste e re-teste no LCE.

Na SCPd rostral (Fig.6.A), a ANOVA detectou um efeito na

atividade nos braços abertos (%FBA e %TBA) referente ao ao

teste/re-teste [F(1,30)=40,53;p<0,05 e F(1,30)=16,42;p<0,05;

respectivamente]. O teste post hoc  mostrou que a estimulação

com o GLU na porção rostral não afetou a %FEA e %TBA durante o

teste no LCE. No re-teste, houve uma diminuição significativa

(p<0,05) nos parâmetros de %FEA e %TBA para o grupo controle,

quando comparado com seu valor no teste, o que confirma

resultados já descritos na etapa I. Houve também uma diminuição

significativa (p<0,05) na %FEA para o grupo que recebeu GLU no

dia anterior, tanto na dose de 20 nmol, como na de 40 nmol,

quando comparado com seus valores prévios no teste, mostrando

que no re-teste estes grupos apresentam uma resposta de esquiva

aos braços abertos maior do que no teste.

Na SCPd caudal (Fig.6.B), a ANOVA detectou um efeito na

%FEA referente ao teste/re-teste [F(1,28)=9,26;p<0,05] e uma

tendência referente ao tratamento [F(2,28)=2,73;p=0,08]. Na

%TBA, a ANOVA detectou um efeito referente ao tratamento

[F(2,28)=5,42;p<0,5] e ao teste/re-teste [F(1,28)=4,87;p<0,05].

O teste post hoc  mostrou que a estimulação com GLU na porção

caudal afetou a %FEA e %TBA durante o teste no LCE, pois o
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grupo que recebeu a microinjeção de GLU na doses 20 nmol

mostrou uma diminuição significativa (p<0,05) em relação ao

grupo controle, sugerindo um efeito ansiogênico. Na dose maior,

o GLU 40 nmol, não afetou a atividade nos braços abertos. No

re-teste, houve uma diminuição significativa (p<0,05) nos

parâmetros de %FEA e %TBA para o grupo controle, quando

comparado com seu valor no teste, o que parece indicar que

experiência prévia no labirinto aumenta o medo evocado numa

segunda sessão. O teste post hoc mostrou que no re-teste, a

%FEA do grupo GLU 40 foi significativamente menor (p<0,05) do

que seu valor no teste. É importante destacar que, no grupo GLU

40, foram descartados 2 animais (cerca de 20% do grupo), que

ficaram durante toda a sessão-teste imóveis na plataforma

central (reação de congelamento?).
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Fig.6. Efeitos na atividade nos braços abertos (%FBA e %TBA) após
estimulação química de áreas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd
de ratos com microinjeção (0,3 µl) de GLU 20 nmol (n=9 e 11,
respectivamente) e 40 nmol (n=10 e 9, respectivamente), 15 min
antes do teste no LCE, comparados com o grupo controle (n=14 e
11, respectivamente). O re-teste foi realizado 24 h após, sem
droga. Os dados estão representados como médias ± epm. * p<0,05,
significativamente diferente do grupo controle. # p<0,05,
significativamente diferente do valor do respectivo grupo no
teste.

0

20

40

60     Entradas                      Tempo
6.A. SCPd ROSTRAL

 CONTROLE

  GLU 40
GLU 20

#
# #

#

%
 A

tiv
id

ad
e 

br
aç

os
 a

be
rt

os

0

20

40

60
6.B. SCPd CAUDAL

*
# #

TESTE        RE-TESTE      TESTE       RE-TESTE

#
*

%
 A

tiv
id

ad
e 

br
aç

os
 a

be
rt

os



50

A Fig.7 mostra a %TBA minuto-a-minuto, nas sessões no

LCE, para os grupos controle e estimulados com GLU.

Na porção rostral (Fig.7.A), a ANOVA detectou efeito da

exposição minuto-a-minuto [F(1,30)=38,27;p<0,05] na %TBA. O

teste post hoc mostrou que para o grupo controle, há

diminuição (p<0,05) na %TBA entre o 1º minuto do teste e o

1º minuto do re-teste, sugerindo que há uma aquisição da

resposta de esquiva aos braços abertos e confirmando dados

da literatura (Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez,

2000). Para os grupos experimentais também podemos observar

uma diminuição (p<0,05) na %TBA quando comparamos o 1º

minuto do teste e do re-teste. No re-teste, o teste post hoc

também mostrou um aumento (p<0,05) na %TBA do 1º minuto do

grupo GLU 20 quando comparado com o grupo controle e no

grupo 40 quando comparado com seu último minuto no teste.

Na porção caudal (Fig.7.B), a ANOVA detectou efeito do

tratamento [F(2,28)=4,49;p<0,05] e da  exposição minuto-a-

minuto [F(9,252)=8,10;p<0,05] na %TBA. O teste post hoc

mostrou que o grupo GLU 20 mostra uma diminuição (p<0,05) na

%TBA do 1º minuto do teste quando comparado com o controle,

indicando que o efeito ansiogênico evidenciado na sessão

total, pode ser observado principalmente no 1º minuto de

exposição. Há também diminuição (p<0,05) na %TBA entre o 1º

minuto do teste e o 1º minuto do re-teste para os grupos

controle e GLU 40. No re-teste, há um aumento (p<0,05) na

%TBA do 1º minuto do grupo GLU 20 quando comparado com o seu

último minuto no teste.



51

Fig. 7. Perfil minuto-a-minuto da %TBA após a estimulação química
de áreas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com
microinjeção (0,3 µl) de GLU 20 nmol (n=9 e 11, respectivamente)
e 40 nmol (n=10 e 9, respectivamente), 15 min antes do teste no
LCE, comparada com o grupo controle (n=14 e 11, respectivamente).
O re-teste foi realizado 24 h após, sem drogas. As curvas
representam as médias da %TBA do LCE. * p<0,05,
significativamente diferente do grupo controle. + p<0,05,
diferente significativamente do último minuto do teste.
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Na tabela 3, podemos observar outros parâmetros

observados na SCPd rostral, possivelmente relacionados a

atividade geral (Rodgers e Cole, 1994).

Com relação a FBF, a ANOVA detectou um efeito referente

ao teste/re-teste [F(1,30)=10,45;p<0,05]. O teste post hoc

mostrou que a estimulação química com o GLU não afetou a

FBF, mas este parâmetro mostrou-se aumentado (p<0,05) no re-

teste para o grupo GLU 20 nmol, quando comparado com seu

respectivo valor no teste (Tabela 3.A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito do teste/re-teste

[F(1,30)=8.46;p<0.05]. O teste post hoc mostrou aumento

(p<0.05) na FT, para o grupo controle no re-teste, quando

comparado ao seu respectivo valor no teste (Tabela 3.B).

A ANOVA não detectou efeito no TPC (tabela 3.C).

A tabela 4 mostra esses parâmetros na SCPd caudal.

TABELA 3. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
GLU 20 nmol e 40 nmol na SCPd rostral, na FBF, na FT e no TPC
observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd rostral
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
    Controle 4,5 ± 0,6 5,9 ± 0,7
    GLU 20 nmol 3,9 ± 0,6  6,3 ± 1,1#

    GLU 40 nmol 4,2 ± 0,8 6,1 ± 0,6
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
    Controle 2,4 ± 0,5 4,2 ± 0,5#

    GLU 20 nmol 3,2 ± 0,7 5,0 ± 1,0
    GLU 40 nmol 1,9 ± 0,4 3,5 ± 1,0
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
    Controle 11,3 ± 2,8 17,0 ± 5,1
    GLU 20 nmol 28,1 ± 7,1 24,11 ± 9,28
    GLU 40 nmol 29,7 ± 10,5 17,9 ± 3,9
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. #
p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.
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A ANOVA detectou efeito na FBF referente ao teste/re-

teste [F(1,28)=4,88;p<0,05]. O post hoc mostrou que a

estimulação química com o GLU não afetou a FBF no teste, mas

no re-teste, o grupo GLU 20 mostrou aumento (p<0,05) quando

comparado com seu respectivo controle (Tabela 4.A).

Quanto a FT, a ANOVA não detectou efeito (Tabela 4.B).

A ANOVA detectou um efeito do tratamento [F(2,28)=5,32;

p<0,5] e do teste/re-teste [F(1,28)=8,48;p<0,05], no TPC. O

post hoc mostrou aumento (p<0,05) neste parâmetro, para o

grupo GLU 40 na SCPd caudal durante o teste e diminuição

(p<0,05) no re-teste quando comparado ao valor prévio

(Tabela 2.C). Este é um resultado relevante, também porque

neste grupo foram descartados 2 animais que permaneceram os

5 minutos de exposição do teste na plataforma central.

Na Fig.8 estão representados os dados obtidos após

TABELA 4. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
GLU 20 nmol e 40 nmol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC
observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd caudal
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
    Controle 4,6 ± 0,9 6,0 ± 0,9
    GLU 20 nmol 2,9 ± 0,6  3,5 ± 0,9#

    GLU 40 nmol 4,1 ± 0,9 5,8 ± 0,7
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
    Controle 3,7 ± 0,6 4,9 ± 1,0
    GLU 20 nmol 2,4 ± 0,6 3,7 ± 0,8
    GLU 40 nmol 4,6 ± 0,7 4,8 ± 1,0
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
    Controle 21,0 ± 8,5 16,4 ± 5,0
    GLU 20 nmol 15,2 ± 4,1 8,4 ± 4,1
    GLU 40 nmol  64,3 ± 15,5*  29,5 ± 9,4#

OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. *
p<0,05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.
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estimulação química com a associação GLY+GLU em áreas

rostrais e caudais da SCPd de ratos submetidos ao teste e

re-teste no LCE.

 Na SCPd rostral (Fig.8.A), a ANOVA detectou um efeito

na %FEA referente ao tratamento [F(2,24)=5,52;p<0,5] e ao

teste/re-teste [F(1,24)=5,68;p<0,05] e na %TBA um efeito

referente ao tratamento [F(2,24)=5,74;p<0,05]. O teste post

hoc mostrou que a estimulação com o GLY-GLU na porção

rostral afetou a atividade nos braços abertos durante o

teste no LCE. No teste, a %FEA foi diminuída(p<0,05) após

estimulação com GLY-GLY 20 nmol, enquanto que %TBA foi

diminuída (p<0,05) pela associação GLY-GLU nas duas doses

utilizadas, sugerindo que a combinação GLY-GLU pode aumentar

a resposta de esquiva na SCPd rostral. No re-teste, houve

uma diminuição significativa (p<0,05) nos parâmetros de %FEA

e %TBA para o grupo controle, quando comparado com seu valor

no teste, o que confirma resultados já descritos

anteriormente.

Na SCPd caudal (FIG.8.B), a ANOVA detectou um efeito nas

%FEA e %TBA referente ao teste/re-teste [F(1,29)=30,59;p<0,05 e

F(2,29)=22,05;p<0,5, respectivamente]. O post hoc  mostrou que

a estimulação com GLY-GLU na porção caudal não afetou a

atividade nos braços abertos durante o teste no LCE. Este dado

é bastante surpreendente porque a GLY 120 nmol, assim como o

GLU 20 nmol, sozinhos são capazes de provocar efeito

ansiogênico (Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al., 2001).

No re-teste, houve uma diminuição significativa (p<0,05) nas
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%FEA e %TBA para o grupo controle, quando comparado com seu

valor no teste, o que corrobora nossos resultados anteriores. O

teste post hoc mostrou que no re-teste, esses parâmetros foram

também diminuídos (p<0,05) nos grupos experimentais (GLY-GLU).
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Fig.8. Efeitos na atividade nos braços abertos (%FBA e %TBA) após
estimulação química de áreas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd
de ratos com microinjeção (0,3 µl) de GLY-GLU 20 nmol (n=08 e 07,
respectivamente) e GLY-GLU 40 nmol (n=11 nos dois grupos), 15 min
antes do teste no LCE, comparados com o grupo controle (n=12 e
10, respectivamente). O re-teste foi realizado 24 h após, sem
drogas. Os dados estão representados como médias ± epm. * p<0,05,
significativamente diferente do grupo controle. # p<0,05,
significativamente diferente do valor do respectivo grupo no
teste.
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Na Fig.9 podemos observar a %TBA ao longo dos 5 minutos

de exposição no teste e no re-teste no LCE, do grupo

controle e dos grupos estimulados com a associação GLY-GLU.

Na porção rostral (Fig.9.A), a ANOVA detectou efeito do

tratamento [F(2,24)=6,32;p=0,05] e da exposição minuto-a-

minuto [F(9,216)=6,91;p=0,05] na %TBA. O teste post hoc

mostrou que o grupo que foi estimulado com a combinação GLY-

GLU 20 nmol antes do teste mostrou diminuição significativa

(p<0,05) na %TBA do 1º minuto do teste no LCE. Este

resultado, como visto também para o GLU 20 na SCPd caudal,

pode indicar que o efeito ansiogênico observado na sessão

total, aparece principalmente no 1º minuto de exposição.

Para o grupo controle, há diminuição (p<0,05) na %TBA entre

o 1º minuto do teste e o 1º minuto do re-teste, como visto

anteriormente. Os grupos que receberam estimulação com GLY-

GLU no dia anterior apresentaram aumento (p<0,05) no 1º

minuto do re-teste e relação ao último minuto do teste.

Na SCPd caudal (Fig.9.B), a ANOVA detectou efeito da

exposição minuto-a-minuto [F(9,261)=15,24;p<0,05], na %TBA.

O teste post hoc mostrou que ocorreu uma diminuição (p<0,05)

na %TBA quando comparamos o 1º minuto do teste e do re-teste

nos grupos controle e experimentais. O teste post hoc também

mostrou aumento (p<0,05) na %TBA no 1º minuto do teste para

o grupo GLY-GLU 20, quando comparado com o controle.

De maneira geral, houve retenção da resposta de esquiva

aos braços abertos, nas duas porções estudadas, tanto para o

grupo controle, quanto os experimentais.
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Fig.9. Perfil minuto-a-minuto da %TBA após a estimulação química
de áreas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com
microinjeção (0,3 µl) de GLY-GLU 20 nmol (n=08 e 07,
respectivamente) e GLY-GLU 40 nmol (n=11 nos dois grupos), 15 min
antes do teste no LCE, comparada com o grupo controle (n=12 e 10,
respectivamente). O re-teste foi realizado 24 h após, sem drogas.
As curvas representam as médias da %TBA do LCE. * p<0,05,
significativamente diferente do grupo controle. + p<0,05,
diferente significativamente do último minuto do teste.
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Na tabela 5, podemos observar outros parâmetros

observados na SCPd rostral, possivelmente relacionado a

atividade geral (Rodgers e Cole, 1994).

Com relação a FBF, a ANOVA detectou um efeito referente

ao teste/re-teste [F(1,24)=7,28;p<0,05]. O teste post hoc

mostrou que a estimulação química com o GLY-GLU não afetou a

FBF durante o teste no LCE, mas este parâmetro mostrou-se

aumentado no re-teste para o grupo controle (p=0,05) e para

o grupo que foi estimulado no dia anterior com GLY-GLU 20

nmol(p<0,05), quando comparados com seus respectivos valores

no teste (Tabela 5.A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo

referente ao tratamento [F(2,24)=4.74;p<0.05] e ao teste/re-

teste [F(1,24)=32.90;p<0.05]. O teste post hoc mostrou

aumento significativo (p<0.05) para a FT do grupo controle

no re-teste, quando comparado ao seu respectivo valor no

teste. O grupo que foi estimulado no dia anterior com GLY-

GLU 20 nmol também mostrou este parâmetro aumentado

(p<0.05) quando comparado ao seu respectivo valor no teste e

quando comparado com o controle no re-teste (Tabela 5.B).

A ANOVA não detectou efeito significativo no TPC

(tabela 5.C).
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Na tabela 6, podemos observar que a ANOVA não detectou

efeito signifivativo nestes parâmetros na SCPd caudal.

TABELA 5. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
GLY-GLU 20 nmol e GLY-GLU 40 nmol na SCPd rostral, na FBF, na FT
e no TPC observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd rostral
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
 Controle 4,3 ± 0,6 6,1 ± 0,7
 GLY-GLU 20 3,0 ± 0,6  5,6 ± 0,7#

 GLY-GLU 40 3,6 ± 1,0 4,1 ± 0,7
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
 Controle 2,2 ± 0,5 4,5 ± 0,5#

 GLY-GLU 20 2,9 ± 0,8  7,7 ± 0,5#*
 GLY-GLU 40 2,6 ± 1,0 3,7 ± 0,6
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
 Controle 12,1 ± 3,1 19,3 ± 5,8
 GLY-GLU 20 12,1 ± 4,1 8,5 ± 3,5
 GLY-GLU 40 13,0 ± 6,9 4,14 ± 2,3
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. *
p<0,05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.

TABELA 6. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
GLY-GLU 20 nmol e 40 nmol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no
TPC observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd caudal
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
 Controle 4,5 ± 0,9 5,9 ± 0,8
 GLY-GLU 20 3,9 ± 0,5 3,6 ± 0,7
 GLY-GLU 40 3,7 ± 0,6 5,3 ± 1,1
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
 Controle 2,8 ± 0,6 3,8 ± 0,7
 GLY-GLU 20 3,2 ± 0,8 3,5 ± 0,8
 GLY-GLU 40 2,7 ± 0,6 3,3 ± 0,7
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
 Controle 12,9 ± 3,4 11,7  ± 5,0
 GLY-GLU 20  39,4 ± 15,9 33,4 ± 19,4
 GLY-GLU 40  40,5 ± 21,4      12,1 ± 5,6
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm.
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4.B.4. DISCUSSÃO

Os resultados obtidos nesta etapa do nosso trabalho

mostram que a estimulação química de áreas rostrais e

caudais da SCPd de ratos com a microinjeção de GLU ou da

combinação GLY-GLU afetam o comportamento de ratos

submetidos ao teste e re-teste no LCE.

A estimulação com GLU produziu uma diminuição

significativa na atividade nos braços abertos durante o

teste no LCE, sugerindo efeito ansiogênico na dose de 20

nmol, quando aplicada na porção caudal da SCPd, enquanto na

dose de 40 nmol não apresentou efeito significativo. O único

parâmetro afetado pelo GLU 40 nmol foi o TPC, que apresentou

aumento significativo durante o teste no LCE, o que pode

indicar aumento no tempo de tomada de decisão, segundo

alguns autores (Lee e Rodgers, 1990).

No re-teste, os animais que foram estimulados no dia

anterior com o GLU apresentaram retenção da resposta de

esquiva na SCPd rostral e caudal e, diminuição na atividade

exploratória (diminuição da FBF) restrito à SCPd caudal.

Os resultados com a estimulação com o GLU sugerem

efeito ansiogênico do GLU no teste no LCE, dependente da

dose e da área estimulada (SCPd caudal), reproduzindo o

perfil comportamental observado com a GLY microinjetada na

dose 120 nmol em estudos realizados anteriormente nesse

laboratório (Teixeira e Carobrez, 1999). Esse efeito

diferencial do GLU, assim como o da GLY, pode ser devido ao

fato de que as ações destes compostos dependerem também das
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concentrações dos moduladores endógenos que se ligam ao

complexo receptor NMDA/GLYB (Johnson e Ascher, 1987; Kemp e

Leeson, 1993; Danysz e Parsons, 1998). Há relatos na

literatura mostrando que a ativação do NMDA/GLYB pode ser

modulada por diferenças na afinidade dos agonistas ou ainda

na concentração destes (Priestley et al., 1995; Zafra et

al., 1995; Buller e Monaghan, 1997;  Supplisson e Bergman,

1997; Berger et al., 1998; Bergeron et al., 1998; Danysz e

Parsons, 1998; Danbolt, 2001). No entanto, é importante

lembrar que o GLU age não somente no NMDA, mas também em

outros tipos de receptores para AAE (Collingridge e Lester,

1989), presentes na SCPd (Albin et al., 1990).

O resultado da estimulação da SCPd caudal, mostrando

que a dose menor de GLU testada (20 nmol)  é suficiente para

evocar aumento na resposta de esquiva, enquanto na dose

maior de 40 nmol, o GLU não apresenta efeito significativo

neste parâmetro é intrigante. Para justificar este

resultado, é importante lembrar que as respostas

comportamentais detectadas no LCE envolvem basicamente

comportamentos de conflito e esquiva (File et al., 1998).

Talvez na dose menor, a estimulação com GLU tenha

desencadeado níveis moderados de medo e produzido

comportamento de esquiva, enquanto que na dose maior tal

estimulação pode ter evocado níveis elevados de medo e

causado uma mudança no modo de resposta do animal para um

comportamento defensivo que não pode ser detectado

utilizando-se o LCE. Esta mudança no modo de resposta já foi
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descrita em pelo menos dois outros estudos (Kalynchuk et

al., 1997; Walker et al., 1997). Em estudos com abrasamento

(“kindling”) da amígdala foi demonstrado que os animais

apresentam um nível extremo de emocionalidade, caracterizado

por reações de congelamento (“freezing”) no campo aberto,

resistência à captura, entre outros parâmetros. No entanto,

ao serem expostos ao LCE estes animais apresentaram aumento

na atividade nos braços abertos (e não o contrário, que

seria o esperado para um efeito ansiogênico) que foi

interpretado como tentativa de fuga do LCE (Kalynchuk et

al., 1997). Em estudos com sobressalto acústico potenciado

pelo medo, um outro modelo possivelmente relacionado com

ansiedade, foi demonstrado que o medo pode ser diretamente

proporcional à intensidade do choque utilizado no

condicionamento do sobressalto acústico. No entanto, a

magnitude do sobressalto parece não estar ‘monotonicamente’

relacionada com o medo, isto porque níveis moderados de medo

produzem sobressalto acústico máximo, enquanto que níveis

elevados de medo produzem outras respostas que parecem não

incluir sobressalto (para revisão ver Walker et al., 1997).

No que diz respeito aos resultados obtidos com a

associação GLY-GLU, eles foram bastante importantes para o

nosso estudo, pois mostraram que a SCPd rostral também pode

participar da elaboração de comportamentos de esquiva e

conflito detectados durante o teste no LCE, exigindo

entretanto, estimulação mais intensa para desencadear tais

comportamentos. A estimulação química com GLY-GLU 20 nmol
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alterou os índices tradicionais de ansiedade durante o

teste, sugerindo efeito ansiogênico na SCPd rostral. No re-

teste, a FBF e a FT apresentaram-se aumentadas para o grupo

GLY-GLU 20, mostrando que não houve prejuízo na atividade

geral.

Estudos eletrofisiológicos têm mostrado que o receptor

NMDA  é ativado alostericamente pela estimulação conjunta de

GLU e GLY  (Jonhson e Ascher, 1987; Kleckner e Dingledine,

1988; Lester et al., 1993). A interação entre as subunidades

do receptor NMDA/GLYB ainda não está totalmente entendida

(Nahum-Levy et al., 2001). No entanto, a literatura sugere

que para que este complexo-receptor seja funcional ele deve

ter a combinação de pelo menos uma subunidade NR1 com uma

NR2 (Danysz e Parson, 1998; Dingledine et al., 1999). A GLY

liga-se em um sítio localizado na subunidade NR1 (Hirai et

al. 1996), enquanto que o sítio de ligação para o GLU localiza-

se na subunidade NR2 (Laube et al., 1997).

Nossos resultados com a estimulação química combinada de

GLY e GLU mostram a possibilidade de interação entre agonista

e co-agonista do complexo receptor NMDA/GLYB modulando as

respostas comportamentais evocadas pela ativação deste

receptor. Na SCPd rostral, a GLY possivelmente favorece a

ação do GLU no receptor NMDA, desencadeando aumento nas

respostas de esquiva e conflito nos ratos submetidos ao

teste no LCE. Na SCPd caudal, a estimulação da associação

GLY-GLU não alterou as respostas comportamentais de esquiva

e conflito observadas no LCE, contudo a alteração no
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parâmetro relacionado a tomada de decisão, assim como a

reação de imobilidade apresentada por alguns animais (20%)

que foram descartados, sugerem uma mudança no padrão de

resposta do animal.
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4.C. ETAPA III. Efeitos da estimulação química com agonistas do

receptor NMDA/GLYB, em áreas rostrais e caudais da SCPd, sobre

os comportamentos observados em ratos submetidos ao teste e re-

teste no LCE.

O receptor NMDA/GLYB é alostericamente ativado pela

estimulação conjunta dos sítios de ligação do GLU e da GLY

(Jonhson e Ascher, 1987, Kleckner e Dingledine, 1988; Lester

et al., 1993; Chatterton et al., 2002). Os aminoácidos

endógenos GLY ou DSER (Schell et al., 1997; Mothet et al.,

2000) ligam-se a subunidade NR1 (Hirai et al. 1996), enquanto

o GLU se liga a subunidade NR2 (Laube et al., 1997). Além destes

sítios de reconhecimento para os agonistas, o receptor NMDA/GLYB

possui diversos sítios regulatórios para o magnésio, para o

zinco e para as poliaminas (Leeson e Iversen, 1994). O

receptor NMDA/GLYB pode também ser regulado por fosfatases e

tirosinas quinases (Wang e Salter, 1994).

Dependendo da combinação entre as subunidades NR1 e NR2 (A-

D), o receptor formado pode exibir diferenças na afinidade por

seus ligantes  (Dingledine et al., 1999), na abertura do canal

associado (Monyer et al., 1992), e na capacidade de atuar como

um “sistema detector de coincidência”. Detecção de coincidência

é o nome dado à ocorrência de eventos sincrônicos e

relacionados, que permitem a neurotransmissão, potenciação

sináptica e outros fenômenos possivelmente envolvidos na

plasticidade neuronal (Tsien, 2000; Da-Rocha et al., 2001).

A ativação dos receptores NMDA/GLYB pode causar

despolarização da membrana e influxo de cálcio no neurônio pós-
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sináptico, iniciando mudanças celulares (Dingledine et al.,

1999). Tal ativação, pode também ativar a enzima óxido nítrico

(NO) sintase (NOS) e conseqüentemente aumentar a produção de NO

(Paakkari e Lindsberg, 1995), que parece ter um papel

regulatório na excitabilidade neuronal (Lovick e Key, 1996).

Recentemente, estudos imunocitoquímicos demonstraram  que o

receptor NMDA pode também estar presente no terminal pré-

sináptico. No entanto, a importância funcional deste  subtipo

de receptor ainda não foi estabelecida (Paquet e Smith, 2000).

De maneira geral, o receptor NMDA parece estar envolvido

em muitos processos funcionais, incluindo alguns tipos de

plasticidade sináptica (Wisden et al., 2000). Para estudar o

papel da ativação deste receptor, agonistas do sítio da GLYB

acoplado ao NMDA têm sido utilizados como uma alternativa

bastante importante (Monahan et al., 1989; Flood et al.,

1992; Teixeira e Carobrez, 1999; Walker et al., 2002),

devido aos possíveis efeitos neurotóxicos dos agonistas

seletivos para o sítio do GLU no receptor NMDA (Olney,

1994).

Como mencionado anteriormente, utilizando-se estudos

autorradiográficos (Albin et al., 1990) e de hibridização in

situ  (Tolle et al., 1993) foi demonstrado na SCPd a

presença de receptores NMDA/GLYB, e nos últimos anos tem

sido relatado que estes receptores  possivelmente participam

na mediação de reações de defesa (comportamentais e

cardiovasculares) em ratos (Krieger e Graeff, 1985; Bandler,

1988; Batista-da-Silva et al., 1990; Bandler e Depaulis,
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1991; Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al., 2001;

Schenberg et al., 2001).

Os dados da literatura, juntamente com os resultados

descritos na etapa anterior (II) indicam um papel

diferenciado da ativação do receptor NMDA/GLYB na SCPd. Em

uma etapa subseqüente, nos propusemos a verificar se o

perfil ansiogênico (dependente da dose e da área-alvo)

observado anteriormente poderia ser obtido também com

agonistas seletivos do complexo receptor NMDA/GLYB.  Para

tanto, utilizamos o NMDA, a GLY e a DSER em diferentes doses

microinjetados em áreas rostrais e caudais da SCPd de ratos

submetidos ao teste e re-teste no LCE. No teste, foram

avaliados os efeitos imediatos da estimulação química com

estes diferentes agonistas do receptor NMDA/GLYB, nos

comportamentos de conflito e esquiva visualizados no LCE. No

re-teste, nosso objetivo foi tentar identificar

conseqüências comportamentais da experiência prévia neste

modelo, associado a microinjeção de compostos potencialmente

ansiogênicos, ligantes do receptor NMDA/GLYB.

4.C.1. OBJETIVO EXPERIMENTAL

A realização desta etapa experimental teve por

finalidade a avaliação dos efeitos comportamentais da

estimulação química com NMDA, GLY e DSER em áreas rostrais e

caudais da SCPd de ratos submetidos ao teste e re-teste no

LCE.
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4.C.2. PROCEDIMENTO

Os animais foram operados para implante de cânulas em

áreas rostrais e caudais da SCPd seguindo os procedimentos

gerais descritos anteriormente.

Nesta etapa (III) foram subdivididos em 3 conjuntos

experimentais: 1. a) líquor (controle); b) NMDA 25 pmol (NMDA

25); c) NMDA 50 pmol (NMDA 50); d) NMDA 100 pmol (NMDA 100) e

2. a) controle; b) GLY 120 nmol (GLY 120); c) GLY 180 nmol (GLY

180) e 3. a) controle; b) DSER 160 nmol (DSER 160); c) DSER 320

nmol (DSER 320).

No dia do teste no LCE, cada animal recebeu uma

microinjeção de líquor ou de um dos diferentes compostos e

procedeu-se como descrito no item 3.6 dos procedimentos gerais.

4.C.3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta etapa experimental estão

representados nas figuras 10 a 15 e tabelas 7 a 12.

Na Fig.10 refere-se aos ratos submetidos ao teste e re-

teste no LCE após a estimulação química com NMDA em áreas

rostrais e caudais da SCPd.

Na SCPd rostral (Fig.10.A), a ANOVA detectou um efeito na

atividade nos braços abertos, referente ao tratamento [%FBA:

F(3,40)=5,59;p<0,05 e %TBA: F(3,40)=5,49;p<0,05]. A ANOVA

também apontou interação entre o tratamento x teste/re-teste

[%FBA: F(3,40)=4,31;p<0,05 e %TBA: F(3,40)=3,04;p<0,05]. O post

hoc  mostrou que a estimulação com o NMDA na porção rostral

afetou a %FEA e %TBA durante o teste no LCE, sendo que o grupo
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estimulado com NMDA na doses 50 ou 100 pmol mostrou uma

diminuição (p<0,05) em relação ao grupo controle, sugerindo

efeito ansiogênico. No re-teste, houve uma diminuição (p<0,05)

nos parâmetros de %FEA e %TBA para o grupo controle, quando

comparado com seus respectivos valores no teste, o que confirma

resultados já descritos na etapa I e II. Houve também uma

diminuição (p<0,05) na atividade nos braços abertos para o

grupo que recebeu NMDA no dia anterior, na dose de 50 pmol,

quando comparado com seu valor no teste, assim como quando

comparado com o controle do re-teste. Assim, este grupo no re-

teste, mostra uma resposta de esquiva aos braços abertos ainda

mais acentuada do que no teste. Em contrapartida, o grupo NMDA

25 mostrou no re-teste um perfil comportamental semelhante ao

observado no teste e, diferente do grupo controle no re-teste.

Na SCPd caudal (Fig.10.B), a ANOVA detectou efeito

referente ao teste/re-teste [%FEA: F(1,43)=7,81;p<0,05 e %TBA:

F(1,43)=6,81;p<0,5]. O post hoc mostrou que o NMDA na SCPd

caudal afetou a atividade nos braços abertos durante o teste no

LCE, pois o grupo estimulado com o NMDA na dose 25 pmol,

mostrou uma diminuição (p<0,05) em relação ao grupo controle,

sugerindo um efeito ansiogênico. Nas doses maiores, o NMDA não

afetou a atividade nos braços abertos. No re-teste, houve uma

diminuição (p<0,05) nos parâmetros de %FEA e %TBA para o grupo

controle, quando comparado ao seu valor no teste, como já

descrito anteriormente. O post hoc mostrou que, no re-teste, a

%FEA do grupo NMDA 50 mostrou-se aumentada (p<0,05), em relação

ao seu controle.
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Fig.10. Efeitos na atividade nos braços abertos (%FBA e %TBA)
após estimulação química de áreas rostrais (A) e caudais (B) da
SCPd de ratos com microinjeção (0,3 µl) de NMDA 25 pmol (n=10 e 9
respectivamente), 50 pmol (n=8 e 12, respectivamente) e 100 pmol
(n=10 nas duas áreas), 15 min antes do teste no LCE, comparados
com o grupo controle (n=16 nas duas áreas). O re-teste foi
realizado 24 h após, sem drogas. Os valores são expressos como
médias ± epm. * p<0,05, significativamente diferente do grupo
controle. # p<0,05, significativamente diferente do valor do
respectivo grupo no teste.
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Na Fig.11 podemos observar a %TBA ao longo dos 5

minutos de exposição no teste e no re-teste no LCE.

Na SCPd rostral (Fig.11.A), a ANOVA detectou efeito

significativo referente ao tratamento [F(3,40)=4,48;p<0,05]

e a exposição minuto-a-minuto [F(9,360)=9,72;p<0,05] na

%TBA. O teste post hoc mostrou que, para o grupo controle,

há diminuição significativa (p<0,05) na %TBA entre o 1º e

último minuto do teste, sugerindo que há uma aquisição da

resposta de esquiva aos braços abertos e confirmando dados

da literatura (Holmes e Rodgers, 1998). O teste post hoc

também mostrou que, há diminuição (p<0,05) na %TBA do 1º

minuto do teste para o grupo NMDA 50 e 100, quando comparado

ao controle. Quando observamos o primeiro minuto do re-

teste, podemos verificar que há um aumento significativo

(p<0,05) na %TBA, para os grupos estimulados com NMDA 25 e

100 pmol no dia anterior, quando comparados com o controle

do re-teste. O teste post hoc também mostrou que há aumento

(p<0,05) no 1º minuto do re-teste em relação ao último do

teste, para os grupos NMDA 25 e NMDA 100.

Na porção caudal da SCPd (Fig.11.B), a ANOVA detectou

efeito da exposição minuto-a-minuto [F(9,387)=14,72;p<0,05]

na %TBA. O teste post hoc mostrou que para o grupo controle

há diminuição (p<0,05) na %TBA entre o 1º e último minuto do

teste, sugerindo que há uma aquisição da resposta de esquiva

aos braços abertos e confirmando dados descritos

anteriormente. O teste post hoc também mostrou que há

diminuição (p<0,05) na %TBA do 1º minuto do teste para o
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grupo NMDA 25 quando comparado ao controle. Quando

observamos o 1º do re-teste podemos verificar que há um

aumento significativo (p<0,05) na %TBA para o grupo NMDA

100, quando comparado com o controle do re-teste. O teste

post hoc também mostrou que há aumento (p<0,05) no 1º minuto

do re-teste em relação ao último do teste, para todos os

grupos estimulados com NMDA no dia anterior.
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Fig.11. Perfil minuto-a-minuto da %TBA após a estimulação química
de áreas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com
microinjeção (0,3 µl) de NMDA 25 pmol (n=10 e 9 respectivamente),
50 pmol (n=8 e 12, respectivamente) e 100 pmol (n=10 nas duas
áreas), 15 min antes do teste no LCE, comparada com o grupo
controle (n=16 nas duas áreas). O re-teste foi realizado 24 h
após, sem drogas. As curvas representam as médias da %TBA do LCE.
* p<0,05, significativamente diferente do grupo controle. +
p<0,05, diferente significativamente do último minuto do teste.

1 2 3 4 5

0

20

40

60

(Min)1 2 3 4 5

CONTROLE

NMDA 25

11.A. SCPd Rostral

*

NMDA 50

NMDA 100

*

*

*+
+%

 T
B

A

1 2 3 4 5

0

20

40

60

(Min)1 2 3 4 5

TESTE RE-TESTE

11.B. SCPd Caudal

*

*
+
+

+

%
 T

B
A



75

Na tabela 7, podemos observar os parâmetros

complementares, referentes à SCPd rostral.

Com relação a FBF, a ANOVA detectou um efeito referente

ao teste/re-teste [F(1,40)=9,62;p<0,05]. O teste post hoc

mostrou que a estimulação química com o NMDA não afetou a

FBF durante o teste no LCE, mostrando que nas doses de 50 e

100 pmol, o NMDA causou efeito ansiogênico no teste, sem

afetar a atividade motora. No re-teste, a FBF mostrou-se

aumentada (p<0,05) para o grupo controle e para o grupo NMDA

25, quando comparados aos seus respectivos valores no teste.

Em contrapartida, o grupo NMDA 50 no re-teste apresentou

diminuição na FBF (p<0,05), em relação ao controle do re-

teste (Tabela 7.A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do

tratamento [F(3,40)=4,83;p<0,05] e do teste/re-teste

[F(1,40)=6,36;p<0,05]. O post hoc mostrou aumento (p<0,05)

para o grupo controle no re-teste, quando comparado ao seu

respectivo valor no teste. Em contrapartida, o grupo que foi

estimulado com  NMDA 50 pmol  no dia anterior, apresentou

diminuição significativa (p<0,05) na FT, quando comparado ao

controle do re-teste (Tabela 7.B).

A ANOVA detectou efeito significativo no TPC referente

ao tratamento [F(3,40)=5,55;p<0,05]. O teste post hoc

mostrou aumento (p<0,05) na TPC, para o grupo que recebeu

estimulação com NMDA na dose não-ansiogênica de 25 pmol,

quando comparado com o controle do re-teste. Em

contrapartida, o grupo que foi estimulado com  NMDA 50 pmol
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no dia anterior apresentou diminuição significativa (p<0,05)

na TPC quando comparado ao controle do re-teste e ao

respectivo valor no teste (tabela 7.C). Assim, podemos dizer

que a estimulação com NMDA 50 pmol no dia anterior, teve

como conseqüência comportamental, uma diminuição no TPC, que

alguns autores consideram um bom índice de tomada de decisão

entre esquiva/aproximação, associado à uma diminuição na

FBF, relacionado a locomoção e diminuição na FT,

possivelmente relacionada a avaliação de risco.

TABELA 7. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
NMDA 25, 50 e 100 pmol na SCPd rostral, na FBF, na FT e no TPC
observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd rostral
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
Controle 4,4 ± 0,5 6,2 ± 0,6#

NMDA 25 3,9 ± 0,5  6,2 ± 1,3#

NMDA 50 3,7 ± 0,8  4,1 ± 1,1*
NMDA 100 4,5 ± 0,9 6,2 ± 0,9
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
Controle 2,5 ± 0,4  4,7 ± 0,6#

NMDA 25 4,4 ± 1,1 5,6 ± 0,8
NMDA 50 1,5 ± 0,5  2,1 ± 0,7*
NMDA 100 2,8 ± 0,7 3,5 ± 0,6
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 11,5 ± 2,6 16,7 ± 4,6
NMDA 25 30,4 ± 9,2 33,9 ± 5,7*
NMDA 50 20,4 ± 4,7 1,5 ± 0,8*#

NMDA 100 13,4 ± 4,2 29,1 ± 8,0
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. *
p<0,05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.
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Na tabela 8, podemos observar os mesmos parâmetros na SCPd

caudal.

A ANOVA detectou efeito significativo na FBF referente ao

tratamento [F(3,43)=4,19;p<0,05] e ao teste/re-teste

[F(1,43)=5,99;p<0,05]. O teste post hoc mostrou que a

estimulação química com NMDA 50 pmol provocou uma diminuição

significativa (p<0,05) na FBF durante o teste, indicando um

possível prejuízo motor desta dose que na SCPd caudal não

diminuiu a atividade nos braços abertos. Esta diminuição

(p<0,05) pode ainda ser observada no re-teste, quando comparada

ao controle. Em contrapartida, houve aumento significativo

(p<0,05) na FBF para o grupo NMDA 100, quando comparado com o

seu respectivo valor no teste (Tabela 8.A).

 Com relação a FT, a ANOVA detectou um efeito referente

ao teste/re-teste [F(1,43)=5,99;p<0,05]. O teste post hoc

mostrou que a estimulação com NMDA não afetou a FT, na

porção caudal, no teste ou re-teste no LCE. No re-teste,

houve uma aumento significativo (p<0,05) na FT somente para

o grupo controle, quando comparado ao seu respectivo valor

no teste (Tabela 8.B).

A ANOVA não detectou efeito no TPC (tabela 8.C).
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Na Fig.12 estão representados os dados obtidos após

estimulação química com GLY em áreas rostrais e caudais da SCPd

de ratos submetidos ao teste e re-teste no LCE.

 Na SCPd rostral (Fig.12.A), a ANOVA detectou um efeito na

%FBA [F(1,29)=23,16;p<0,05] e na %TBA [F(1,29)=17,75;p<0,05]

referente ao teste/re-teste. Há também uma tendência com

relação ao tratamento, %FBA: F(2,29)=2,74;p=0,08 e na %TBA:

F(2,29)=2,71;p=0,08. O post hoc  mostrou que a estimulação com

GLY na porção rostral afetou a atividade nos braços abertos

durante o teste no LCE. O grupo que recebeu a microinjeção de

GLY na dose de 180 nmol mostrou uma diminuição significativa

(p<0,05), em relação ao grupo controle, sugerindo efeito

TABELA 8. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
NMDA 25, 50 e 100 pmol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC
observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd caudal
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
Controle 4,1 ± 0,6 5,6 ± 0,7
NMDA 25 3,9 ± 0,4 3,9 ± 0,8
NMDA 50  2,6 ± 0,3*  3,6 ± 0,6*
NMDA 100 4,1 ± 0,4  6,4 ± 0,8#

B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
Controle 3,1 ± 0,5  4,8 ± 0,7#

NMDA 25 3,1 ± 0,4 4,4 ± 0,8
NMDA 50 3,1 ± 0,5 4,1 ± 0,6
NMDA 100 2,5 ± 0,6 3,9 ± 0,5
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 18,4 ± 5,9  16,7 ± 4,7
NMDA 25 14,1 ± 7,8  11,5 ± 4,4
NMDA 50 43,0 ± 22,4  17,0 ± 4,3
NMDA 100 18,2 ± 4,3  29,8 ± 7,1
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. *
p<0,05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.
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ansiogênico. No re-teste, houve uma diminuição significativa

(p<0,05) nos parâmetros de %FEA e %TBA para o grupo controle e

para o grupo GLY 120, quando comparados com seus respectivos

valores no teste.

Na SCPd caudal (FIG.12.B), a ANOVA detectou um efeito na

%FEA referente ao teste/re-teste [F(1,28)=9,17;p<0,05] e uma

tendência com relação ao tratamento [F(2,28)=3,29;p=0,05]. Com

relação à %TBA, a ANOVA detectou efeito referente ao tratamento

[F(2,28)=5,27;p<0,05] e ao teste/re-teste [F(1,28)=4,01;

p=0,05]. O teste post hoc  mostrou que a estimulação com GLY

120 nmol na porção caudal provocou uma diminuição significativa

(p<0,05) na atividade nos braços abertos durante o teste no

LCE, em relação ao grupo controle, sugerindo um efeito

ansiogênico. Na dose maior, a GLY não afetou a atividade nos

braços abertos. No re-teste, houve uma diminuição significativa

(p<0,05) nos parâmetros de %FEA e %TBA para o grupo controle,

quando comparado com seu valor no teste, o que confirma os

dados descritos anteriormente.
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Fig.12. Efeitos na atividade nos braços abertos (%FBA e %TBA)
após estimulação química de áreas rostrais (A) e caudais (B) da
SCPd de ratos com microinjeção (0,3 µl) de GLY 120 nmol (n=07 nas
duas áreas), 180 nmol (n=10 e 9, respectivamente), 15 min antes
do teste no LCE, comparados com o grupo controle (n=15 nas duas
áreas). O re-teste foi realizado 24 h após, sem drogas. Os
valores são expressos como médias ± epm. * p<0,05,
significativamente diferente do grupo controle. # p<0,05,
significativamente diferente do valor do respectivo grupo no
teste.
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Na Fig.13 podemos observar a %TBA ao longo dos 5

minutos de exposição no teste e no re-teste no LCE.

Na SCPd rostral (Fig.13.A), a ANOVA detectou efeito

significativo na %TBA, referente à exposição minuto-a-minuto

[F(9,261)=11,23;p<0,05]. O teste post hoc mostrou que para o

grupo controle há diminuição significativa (p<0,05) na %TBA

entre o 1º e último minuto do teste, sugerindo que há uma

aquisição da resposta de esquiva aos braços abertos, como

visto anteriormente. Comparando a %TBA no 1º minuto do grupo

controle com os grupos experimentais, o teste post hoc

mostrou que há diminuição significativa (p<0,05) no teste

apenas para o grupo GLY 180, quando comparado ao controle.

Na porção caudal da SCPd (Fig.13.B), a ANOVA detectou

efeito significativo do tratamento [F(2,28)=5,05;p<0,05] e

da exposição minuto-a-minuto [F(9,252)=5,31;p<0,05]. O teste

post hoc mostrou que para o grupo controle há diminuição

significativa (p<0,05) na %TBA entre o 1º e último minuto do

teste, sugerindo que há uma aquisição da resposta de esquiva

aos braços abertos e confirmando dados descritos

anteriormente. O teste post hoc também mostrou que há

diminuição significativa (p<0,05) na %TBA do 1º minuto do

teste para o grupo GLY 120, quando comparado ao controle.

Quando observamos o 1º minuto do re-teste podemos verificar

que há aumento significativo (p<0,05), em relação ao último

minuto do teste, para o grupo estimulado com GLY 180 nmol no

dia anterior.
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Fig.13. Perfil minuto-a-minuto da %TBA após a estimulação química
de áreas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com
microinjeção (0,3 µl) de GLY 120 nmol (n=07 nas duas áreas), 180
nmol (n=10 e 9, respectivamente), 15 min antes do teste no LCE,
comparados com o grupo controle (n=15 nas duas áreas). O re-teste
foi realizado 24 h após, sem drogas. As curvas representam as
médias da %TBA do LCE. * p<0,05, significativamente diferente do
grupo controle. + p<0,05, significativamente diferente do último
minuto no teste.
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 Na tabela 9, podemos observar os parâmetros

relacionados a atividade geral observados na SCPd rostral.

Com relação a FBF, a ANOVA não detectou diferença entre

os grupos, indicando que a estimulação com GLY (120 e 180

nmol) não afetou a atividade locomotora (Tabela 9.A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do

teste/re-teste [F(1,29)=5,51;p<0,05]. O post hoc mostrou

aumento na FT, para o grupo GLY 120 (p=0.05) e para o grupo

GLY 180 (p<0,05), quando comparados ao controle, no teste.

No re-teste, o grupo controle (p<0,05) e o grupo GLY 180

(p=0,05) apresentaram aumento quando comparados aos seus

respectivos valores no teste (Tabela 9.B).

A ANOVA não detectou efeito significativo no TPC,

mostrando que a estimulação química utilizada não afetou o

tempo de tomada de decisão (Tabela 9.C).

TABELA 9. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
GLY 120 e 180 nmol na SCPd rostral, na FBF, na FT e no TPC
observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd rostral
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
Controle 4,2 ± 0,5 6,2 ± 0,7
GLY 120 4,7 ± 1,3 4,4 ± 1,3
GLY 180 3,5 ± 0,7 5,0 ± 0,8
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
Controle 2,4 ± 0,4  4,8 ± 0,6#

GLY 120 4,1 ± 0,9 3,6 ± 0,9
GLY 180  4,0 ± 1,1* 5,7 ± 0,8
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 11,5 ± 2,8 17,4 ± 4,9
GLY 120 11,8 ± 4,5 14,4 ± 7,1
GLY 180 18,8 ± 7,4 10,5 ± 3,1
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. *
p<0,05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.
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Na tabela 10, podemos observar que a ANOVA não detectou

efeito significativo nestes parâmetros, mostrando que a

estimulação com GLY na SCPd caudal não afetou a atividade

geral do animal.

Na Fig.14 estão representados os dados obtidos após

estimulação química com DSER em áreas rostrais e caudais da

SCPd de ratos submetidos ao teste e re-teste no LCE.

Na SCPd rostral (Fig.14.A), a ANOVA detectou um efeito na

%FBA, referente ao teste/re-teste [F(1,32)=5,96;p<0,05] e uma

tendência referente ao tratamento [F(2,32)=3,00;p=0,06]. Quanto

a %TBA, a ANOVA detectou um efeito significativo no que diz

respeito ao tratamento  [F(2,32)=4,0;p<0,05] e ao teste/re-

teste [F(1,32)=5,43;p<0,05]. O teste post hoc  mostrou que a

estimulação com DSER na porção rostral afetou a %FEA e %TBA

TABELA 10. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
GLY 120 e 180 nmol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC
observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd caudal
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
Controle 4,0 ± 0,7 5,6 ± 0,7
GLY 120 4,0 ± 0,5 3,1 ± 0,5
GLY 180 5,5 ± 1,0 5,3 ± 0,7
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
Controle 2,8 ± 0,4 4,5 ± 0,7
GLY 120 4,1 ± 0,9 4,0 ± 1,1
GLY 180 3,9 ± 1,0 3,0 ± 0,6
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 19,0 ± 6,3  16,4 ± 5,0
GLY 120 6,3 ± 3,5  6,6 ± 2,6
GLY 180 14,4 ± 3,7  23,6 ± 6,7
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm.
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durante o teste no LCE, sendo que o grupo que recebeu a

microinjeção de DSER na dose de 320 nmol mostrou uma diminuição

significativa (p<0,05) em relação ao grupo controle, sugerindo

efeito ansiogênico. No re-teste, houve uma diminuição

significativa (p<0,05) nos parâmetros de %FEA e %TBA para o

grupo controle, quando comparado com seu valor no teste, o que

confirma que há retenção da resposta de esquiva aos braços

abertos. Houve também uma diminuição significativa (p<0,05) na

atividade nos braços abertos, para o grupo que foi estimulado

com DSER 160 nmol no dia anterior, quando comparados com seu

valor prévio no teste.

Na SCPd caudal (Fig.14.B), a ANOVA detectou um efeito na

atividade nos braços abertos quanto ao tratamento [%FBA:

F(2,35)=4,62;p<0,05 e %TBA:F(2,35)=5,64;p<0,05] e teste/re-

teste [%FBA:F(1,35)=25,04;p<0,05 e %TBA:F(1,35)=18,74;p<0,05].

O teste post hoc  mostrou que a estimulação com DSER na porção

caudal afetou a atividade nos braços abertos durante o teste no

LCE, pois o grupo que recebeu a microinjeção de DSER na dose

160 nmol mostrou uma diminuição significativa (p<0,05), em

relação ao grupo controle, sugerindo efeito ansiogênico. No re-

teste, houve uma diminuição significativa (p<0,05) nos

parâmetros de %FEA e %TBA para o grupo controle e para o grupo

DSER 160, quando comparado com seus respectivos valores no

teste. O grupo DSER 320 apresentou diminuição significativa

(p<0,05) na %FBA, quando comparado ao seu valor no teste. É

importante destacar que o grupo que recebeu DSER 160 nmol no

dia anterior e apresentou efeito ansiogênico no teste, no re-
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teste apresentou redução adicional (p<0,05) na resposta de

esquiva aos braços abertos, quando comparado com o controle

(retenção do perfil ansiogênico), sugerindo a possibilidade de

modificações comportamentais duradouras induzidas pela

estimulação química da SCPd com DSER, seguida de exposição ao

LCE.
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Fig.14. Efeitos na atividade nos braços abertos (%FBA e %TBA)
após estimulação química de áreas rostrais (A) e caudais (B) da
SCPd de ratos com microinjeção (0,3 µl) de DSER 160 nmol (n=11 e
13 respectivamente), 320 nmol (n=7 e 8, respectivamente), 15 min
antes do teste no LCE, comparados com o grupo controle (n=17 nas
duas áreas). O re-teste foi realizado 24 h após, sem droga. Os
valores são expressos como médias ± epm. * p<0,05,
significativamente diferente do grupo controle. # p<0,05,
significativamente diferente do valor do respectivo grupo no
teste.
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Na Fig.15 podemos observar a %TBA ao longo dos 5

minutos de exposição no teste e no re-teste no LCE.

Na porção rostral da SCPd (Fig.15.A), a ANOVA detectou

efeito significativo da exposição minuto-a-minuto

[F(9,288)=7,9;p<0,05] na %TBA. O teste post hoc mostrou que

para o grupo controle há diminuição significativa (p<0,05)

na %TBA entre o 1º e último minuto do teste, sugerindo que

há uma aquisição da resposta de esquiva aos braços abertos,

como visto anteriormente. O teste post hoc também mostrou

que há diminuição significativa (p<0,05) na %TBA do 1º

minuto do teste para o grupo DSER 320, quando comparado ao

1º minuto do controle.

Na SCPd caudal (Fig.15.B), a ANOVA detectou efeito

significativo do tratamento [F(2,35)=5,26;p<0,05] e da

exposição minuto-a-minuto [F(9,315)=14,35;p<0,05]. O teste

post hoc mostrou que para o grupo controle há diminuição

significativa (p<0,05) na %TBA entre o 1º e último minuto do

teste, como visto anteriormente. O teste post hoc também

mostrou que há diminuição (p=0,05) na %TBA do 1º minuto do

teste para o grupo DSER 160, quando comparado ao controle.
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Fig.15. Perfil minuto-a-minuto da %TBA após a estimulação química
de áreas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com
microinjeção (0,3 µl) de DSER 160 nmol (n=11 e 13
respectivamente), 320 nmol (n=7 e 8, respectivamente), 15 min
antes do teste no LCE, comparados com o grupo controle (n=17 nas
duas áreas). O re-teste foi realizado 24 h após, sem droga. As
curvas representam as médias da %TBA do LCE. * p<0,05,
significativamente diferente do grupo controle.
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Na tabela 11 estão os parâmetros possivelmente

relacionados a atividade geral referentes à SCPd rostral.

Com relação a FBF, a ANOVA detectou não detectou

diferença significativa entre os grupos (Tabela 11.A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do

teste/re-teste [F(1,32)=8,71;p<0,05]. O post hoc mostrou

aumento no re-teste para o grupo controle (p<0,05) quando

comparado ao seu respectivo valor no teste (Tabela 11.B).

A ANOVA não detectou efeito significativo no TPC

(Tabela 11.C).

Na tabela 12, podemos observar os parâmetros de

atividade geral na SCPd caudal.

Com relação a FBF, a ANOVA detectou efeito

significativo do teste/re-teste [F(1,35)=13,34;p<0,05]. O

TABELA 11. Efeitos da estimulação química com microinjeção de
DSER 160 e 320 nmol na SCPd rostral, na FBF, na FT e no TPC
observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd rostral
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
Controle 4,6 ± 0,5 6,4 ± 0,6
DSER 160 5,0 ± 0,9 5,2 ± 1,2
DSER 320 3,5 ± 1,1 5,0 ± 0,5
B. FREQÜÊNCIA DE TENTATIVAS
Controle 2,6 ± 0,4  4,8 ± 0,5#

DSER 160 3,0 ± 0,4 5,0 ± 1,3
DSER 320 3,6 ± 0,8 5,8 ± 0,8
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 12,1 ± 2,5 17,4 ± 4,4
DSER 160 12,3 ± 2,4 16,1 ± 7,9
DSER 320 11,8 ± 4,1 13,0 ± 5,4
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. #
p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.
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teste post hoc mostrou aumento no re-teste para o grupo

controle (p=0,05) e para o grupo DSER 320 (p<0,05) quando

comparados aos seus respectivos valores no teste (Tabela

12.A).   

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do

teste/re-teste [F(1,35)=4,69;p<0,05]. O teste post hoc

mostrou aumento no re-teste para o grupo controle (p<0.05)

quando comparado ao seu respectivo valor no teste. O teste

post hoc mostrou também uma diminuição (p<0.05) na FT para o

grupo estimulado no dia anterior com DSER 160 nmol, quando

comparado com o controle no re-teste (Tabela 12.B).

 A ANOVA não detectou efeito significativo no TPC

(Tabela 12.C).

TABELA 12. Efeitos da  estimulação química com microinjeção de
DSER 160 e 320 nmol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC
observados em ratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd caudal
Tratamento TESTE RE-TESTE
A. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
Controle 4,3 ± 0,6 5,8 ± 0,7#

DSER 160 3,6 ± 0,4 5,1 ± 0,8
DSER 320 4,2 ± 0,5 7,5 ± 1,2#

B. FREQÜÊNCIA DE ENTRADA NOS BRAÇOS FECHADOS
Controle 3,2 ± 0,5  4,9 ± 0,7#

DSER 160 3,5 ± 0,3  3,2 ± 0,6*
DSER 320 3,7 ± 1,0 5,8 ± 1,1
C. TEMPO DE PERMANÊNCIA NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 18,6 ± 5,6  17,6 ± 4,5
DSER 160 11,6 ± 3,4  4,1 ± 2,7
DSER 320 10,6 ± 3,8  13,0 ± 4,7
OBS. Os dados são expressos na forma de médias ± epm. *
p<0,05, significativamente diferente do controle. #
p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.
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4.C.4. DISCUSSÃO

Os resultados obtidos nesta etapa (III) mostram que a

estimulação química com microinjeções de agonistas do

receptores NMDA/GLYB em áreas rostrais e caudais da SCPd

afetam o comportamento de ratos submetidos ao teste e re-

teste no LCE.

A estimulação com NMDA produziu uma diminuição na

atividade nos braços abertos durante o teste no LCE,

sugerindo efeito ansiogênico nas doses mais altas (50 e 100

pmol) na porção rostral e na dose menor (25 pmol) na porção

caudal da SCPd. Esta diminuição na atividade nos braços

abertos no teste, não foi acompanhada por alterações nos

parâmetros de atividade geral (FBF, FT, TPC).

No re-teste, os animais que foram estimulados no dia

anterior com NMDA apresentaram padrões diferentes de

influência comportamental. O grupo estimulado com NMDA 25

pmol na SCPd rostral que, no teste no LCE não mostrou efeito

ansiogênico, no re-teste mostrou aumento na atividade

locomotora geral (FBF), aumento no tempo de tomada de

decisão (TPC) e aumento na atividade nos braços abertos

(%FBA e %TBA). Apesar do perfil comportamental do grupo NMDA

25 na SCPd rostral durante o teste ter sido semelhante ao do

grupo controle, as alterações observadas no re-teste indicam

que a estimulação pré-teste não foi inócua, o que nos leva a

sugerir que a estimulação com o NMDA neste caso pode ter

desorganizado processos de elaboração de estratégias

envolvidos na retenção da resposta de esquiva, já que a
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retenção ocorre para o grupo controle. A não-retenção na

resposta de esquiva aos braços abertos, aqui acompanhada de

diminuição na FBF, pode também ser observada na SCPd caudal

com o grupo NMDA 50 que, no teste apresentou comportamento

muito semelhante ao grupo controle e no re-teste apresentou

aumento na atividade dos braços abertos.

Na SCPd rostral, o grupo NMDA 50 apresentou efeito

ansiogênico durante o teste no LCE, visualizado

principalmente no primeiro minuto da exposição ao labirinto,

e apresentou retenção do perfil ansiogênico no re-teste. O

aparecimento deste perfil ansiogênico acentuado, sem droga,

24 h após, associado à alterações na atividade  geral, tais

como diminuição da atividade locomotora, pode indicar que a

exposição ao labirinto, associada à tal intensidade de

estimulação química com o NMDA, pode não somente reforçar o

aparecimento de esquiva fóbica, como também provocar um

efeito inibitório total sobre o comportamento.

Esses resultados sugerem um efeito ansiogênico do NMDA

no teste no LCE, dependente da dose e da área estimulada.

Sugerem ainda que a exposição prévia ao labirinto, sob

estimulação desta droga pode causar conseqüências

comportamentais duradouras detectadas no re-teste e

diferenciadas, dependendo do tipo de efeito observado no

teste. No entanto, a retenção do perfil ansiogênico no re-

teste, acompanhada de outras alterações no comportamento do

animal, pode indicar interferência deste agonista nos

processos de tomada de decisão e elaboração de estratégias
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comportamentais, como a retenção da resposta de esquiva.

A estimulação com os agonistas seletivos do sítio GLYB

(GLY e DSER) produziu uma diminuição significativa na

atividade nos braços abertos durante o teste no LCE,

sugerindo efeito ansiogênico das doses maiores (GLY 180 nmol

e DSER 320 nmol) na porção rostral da SCPd e das doses

menores (GLY 120 nmol e DSER 160 nmol) na porção caudal.

Esta diminuição na atividade nos braços abertos foi sempre

melhor visualizada no primeiro minuto de exposição ao LCE.

Os demais parâmetros no teste não foram afetados no teste

por este tipo de estimulação química prévia. No re-teste,

foi possível visualizar a retenção do perfil ansiogênico no

grupo DSER 160 na SCPd caudal, sem no entanto, alterar os

parâmetros de locomoção (FBF) e tomada de decisão (TPC). No

grupo GLY 120 também houve diminuição que, no entanto, não

apresentou diferença significativa do grupo controle. As

doses de GLY e DSER que não apresentaram efeito ansiogênico,

afetaram pouco a atividade geral dos animais (somente a DSER

na dose 320 nmol na SCPd caudal provocou aumento a FBF

durante o re-teste). Esses resultados sugerem que os

agonistas do sítio GLYB do receptor NMDA afetam o

comportamento de esquiva de maneira acentuada.

Aqui nesta etapa de nosso trabalho, observamos

novamente que a SCPd rostral requer doses mais altas de

agonistas NMDA/GLYB para desencadear uma resposta de esquiva

(como visto na etapa II). Entretanto, a estimulação com as

mesmas doses na SCPd caudal não afetou de maneira
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consistente as respostas de conflito e esquiva que podem ser

observadas no LCE. Isso talvez ocorra devido a uma mudança

no modo de resposta do animal, para um comportamento

defensivo que não pode ser detectado utilizando o LCE (como

discutido na etapa II). Assim, o aumento nos comportamentos

de conflito e esquiva pode não estar diretamente relacionado

ao medo e então, níveis moderados de medo poderiam produzir

aumento nestas respostas de conflito e esquiva enquanto,

níveis elevados de medo produziriam outras respostas

defensivas, como por exemplo, reação de congelamento ou

fuga. A estimulação química com NMDA em doses mais altas têm

sido utilizada no estudo de outros comportamentos também

relacionados com defesa, como por exemplo, correr e pular

(Schenberg et al., 2001). Estudos com estimulação química

com agonistas seletivos do sítio GLYB  em outros modelos

animais poderiam contribuir para elucidar esta questão.

É importante salientar que este efeito dos agonistas

NMDA/GLYB, diferente entre áreas rostrais e caudais da SCPd,

já foi visto anteriormente para o GLU, GLY+GLU (etapa II) e

para a GLY (Teixeira e Carobrez, 1999) e pode ser devido ao

fato de que as ações destes compostos dependem também das

concentrações dos moduladores endógenos que se ligam ao

complexo receptor NMDA/GLYB (Johnson e Ascher, 1987; Kemp e

Leeson, 1993; Leeson e Iversen, 1994; Wang e Salter, 1994;

Danysz e Parsons, 1998), como já discutido anteriormente.

De maneira geral, podemos dizer que nossos dados, com o

NMDA, a GLY e a DSER, revelam que a estimulação química com
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agonistas NMDA/GLYB pode afetar o comportamento de esquiva

de maneira dependente da dose e da área-alvo na SCPd e

corroboram estudos anteriores que mostram que compostos que

interferem com a neurotransmissão dos AAE podem evocar

padrões de respostas defensivas diferentes ao longo do eixo

rostrocaudal da SCP (Bandler et al., 1985; Bandler e

Depaulis, 1991; Teixeira e Carobrez, 1999).

Como citado anteriormente, nos últimos anos, alguns

estudos têm mostrado que a pré-exposição ao LCE pode afetar

as respostas comportamentais numa segunda exposição (File e

Zangrossi, 1993; File et al., 1996; Rodgers et al., 1996;

Holmes e Rodgers, 1996; Bertoglio e Carobrez, 2000). Nosso

trabalho confirma estes resultados e mostra ainda que, a

estimulação química com agonistas NMDA/GLYB na SCPd pode

aumentar o impacto da experiência no LCE, causando um

aumento adicional da resposta de esquiva e afetar as

estratégias comportamentais empregadas numa segunda

exposição ao labirinto. Estes resultados indicam a

possibilidade de participação desta estrutura em processos

cognitivos subjacentes às respostas aprendidas de medo e,

possivelmente, ansiedade (como discutidos na etapa I).
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5. DISCUSSÃO GERAL

Desde a década de 80, a participação dos AAE na

mediação das reações de defesa e medo evocados na SCPd

passou a ser amplamente estudada (Bandler, 1982; Bandler et

al., 1985; Krieger e Graeff, 1985; McDougall et al., 1985;

Carobrez, 1987).

Como já mencionado, a ativação do receptor NMDA/GLYB tem

sido considerada essencial para muitos tipos de plasticidade

sináptica, incluindo aquelas relacionadas à formação de

memória, regulação do movimento e dos neurônios sensoriais

no córtex visual que regulam o tamanho do campo visual

(Wisden et al., 2000). Recentemente, a LTP (Adamec, 2001) e

o abrasamento (Omori et al., 2001), fenômenos relacionados à

plasticidade neural, foram demonstrados na SCP. Tais

características podem estar relacionadas ao aumento do

alerta e ao aprendizado de esquiva observados em animais

durante a resposta defensiva e, portanto, corroborar a

participação do receptor NMDA na mediação do comportamento

de defesa. Além disso, o receptor NMDA é formado por uma

combinação de subunidades que podem influenciar de maneira

diferenciada a afinidade dos muitos moduladores que se ligam

a este complexo (Danysz e Parson, 1998), a abertura dos

canais iônicos  (Monyer et al., 1992) e o tempo do potencial

de ação pós-sináptico, que determina a janela de detecção de

coincidência, processo importante na participação do NMDA no

aprendizado (Tsien, 2000; Da-Rocha et al., 2001).



98

Devido à possibilidade de ações excitotóxicas de

agonistas seletivos do sítio do GLU (na subunidade NR2),

muitos autores têm utilizado compostos seletivos para o

sítio GLYB (subunidade NR1), acoplado ao receptor NMDA

(Olney, 1994), que parecem facilitar a atividade do receptor

NMDA de uma maneira mais sutil (Walker et al., 2002).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratório

mostraram que a microinjeção de GLY apresenta efeito

ansiogênico dependente da dose e da área-alvo na SCPd, em

ratos submetidos ao teste no LCE (Teixeira, 1997).

Experimentos com HA966 (composto com ação antagônica no

sítio GLYB) associado à GLY, mostraram seletividade

farmacológica para os efeitos da GLY nos receptores GLYB

acoplados ao NMDA (Teixeira e Carobrez, 1999).

Nossos trabalhos anteriores, associados aos dados da

literatura mostrando que a exposição ao LCE pode ativar

neurônios da SCPd (Silveira et al., 1993) e que o re-teste

no LCE poderia ser um modelo útil para estudar respostas

aprendidas de medo (File et al., 1996), foram determinantes

para o presente trabalho.

Na primeira etapa desse estudo procuramos verificar a

influência da inativação temporária com lidocaína na SCPd

(pré-teste) sobre os comportamentos observados no teste e no

re-teste no LCE. Os resultados obtidos sugerem que a SCPd

pode influenciar o aprendizado da resposta de esquiva que

ocorre durante a primeira exposição ao LCE, posto que a

inativação da SCPd no teste abole a retenção dessa resposta
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de esquiva e a expressão de uma resposta mais acentuada de

medo observada no re-teste neste modelo.

A análise temporal da %TBA do grupo controle exposto ao

LCE mostrou uma diminuição gradativa deste parâmetro ao

longo dos minutos da exposição teste, sugerindo aumento

gradual na resposta de esquiva aos braços abertos ao longo

do tempo. No re-teste, esse grupo apresenta retenção dessa

resposta de esquiva. Tais resultados sugerem que, após uma

exploração inicial, há o desenvolvimento de estratégias de

esquiva que determinam um aumento na resposta de medo na

segunda exposição, como já descrito (Rodgers et al., 1996;

Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2000).

Esses resultados depõem a favor da adoção da análise

minuto-a-minuto no LCE, visto que, tal avaliação temporal

pode contribuir para um melhor entendimento do perfil

comportamental dos animais submetidos a este modelo.

Numa segunda etapa do nosso estudo, passamos a estudar

o papel da ativação do receptor NMDA/GLYB da SCPd na mediação

do comportamento defensivo. Para tanto, utilizamos

diferentes agonistas do receptor NMDA/GLYB microinjetados em

áreas rostrais e caudais da SCPd de ratos submetidos ao

teste e re-teste no LCE. No re-teste, nosso objetivo foi

tentar identificar conseqüências comportamentais da

experiência prévia neste modelo, associada à estimulação

química com diferentes agonistas do receptor NMDA/GLYB.

A estimulação com o GLU mostrou efeito ansiogênico no

teste no LCE, dependente da dose e restrito à porção caudal
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da SCPd, reproduzindo o perfil comportamental observado com

a GLY microinjetada na dose 120 nmol, em estudos realizados

anteriormente nesse laboratório (Teixeira e Carobrez, 1999).

No entanto, é importante lembrar que o GLU atua em outros

receptores não-NMDA também presentes na SCPd, como o AMPA, o

Kainato e os metabotrópicos (Albin et al., 1990). Quanto aos

receptores metabotrópicos, estudos recentes têm contribuído

para um melhor entendimento de seus subgrupos, sistemas de

transdução de sinal e farmacologia (Pin e Duvoisin, 1995).

Alguns autores sugerem que estes receptores podem estar

presentes no terminal pré-sináptico onde o GLU pode atuar

inibindo a sua própria neurotransmissão (Chen et al., 2002;

Dietrich et al., 2002). Entretanto, o papel destes no

comportamento defensivo mediado pela SCPd ainda não está bem

estabelecido.

A associação GLY-GLU mostrou efeito ansiogênico na dose

menor na porção rostral, sugerindo a possibilidade de

interação entre agonista e co-agonista do complexo receptor

NMDA/GLYB, modulando as respostas comportamentais evocadas

pela ativação deste receptor. A associação de GLY ao GLU

possivelmente favoreceu a atuação do GLU no receptor NMDA e

mostrou que a SCPd rostral também pode participar da

elaboração de comportamentos de esquiva detectados durante o

teste no LCE, sugerindo a necessidade de concentrações

maiores de agonistas para desencadear tais comportamentos

nesta porção. Juntos, esses resultados revelam que a

estimulação química com GLU ou GLY-GLU pode afetar os
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comportamentos de esquiva e conflito de maneira dependente

da dose e da área-alvo na SCPd e reforçam estudos anteriores

que mostram que as respostas de defesa podem variar ao longo

do eixo rostrocaudal da SCPd após a estimulação com

compostos que interferem com ativação do complexo-receptor

NMDA/GLYB (Bandler et al., 1985; Bandler e Depaulis, 1991;

Teixeira e Carobrez, 1999).

 O passo seguinte foi a estimulação química com

agonistas seletivos para o sítio glutamatérgico na

subunidade NR2 (NMDA) e para o sítio GLYB na subunidade NR1

(GLY e DSER) do complexo receptor NMDA/GLYB.

Os resultados obtidos mostram efeito ansiogênico do

NMDA no teste no LCE, dependente da dose e da área

estimulada (dose menor, ansiogênico na SCPd caudal; doses

maiores, ansiogênico na SCPd rostral). Indicam ainda que a

exposição prévia ao labirinto, sob estimulação de tal droga,

pode causar conseqüências comportamentais duradouras e

diferenciadas no re-teste, dependendo do tipo de efeito

observado no teste, sugerindo que a estimulação química com

este agonista pode não somente afetar o comportamento de

esquiva, como também a atividade geral do animal.

Em contrapartida, os resultados obtidos com agonistas

seletivos do sítio GLYB mostram que este tipo de estimulação

química parece afetar os índices de esquiva no teste (doses

menores, efeito ansiogênico na SCPd caudal; doses maiores,

efeito ansiogênico na SCPd rostral), e favorecer a retenção

da resposta de esquiva no re-teste, sem interferir nos
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parâmetros de atividade geral.

Estes resultados encontram-se resumidos na tabela 13.

Podemos dizer que nossos dados revelam que a ativação

do complexo-receptor NMDA/GLYB pode afetar os comportamentos

TABELA 13. Principais eventos comportamentais observados em
ratos submetidos ao teste e re-teste no LCE, após diferentes
tratamentos em áreas rostrais e caudais da SCPd.

Esquiva Avaliação
de risco

Tomada de
Decisão

Locomoção

Tratamento T R T R T R T R

 SCPd rostral

Lidocaína - ò - ñ ñ ñ - -

GLU 20 - - - - - - - -
GLU 40 - - - - - - - -

GLY-GLU 20 ñ - - ñ - - - -
GLY-GLU 40 ñ - - - - - - -

NMDA 25 - ò - - - ñ - -
NMDA 50 ñ ñ - ñ - ò - ò
NMDA 100 ñ - - - - - - -

GLY 120 - - - - - - - -
GLY 180 ñ - - - - - - -

DSER 160 - - - - - - - -
DSER 320 ñ - - - - - - -

SCPd caudal

Lidocaína - ò - ñ - ñ - -

GLU 20 ñ - - - - - - -
GLU 40 - - - - ñ - - -

GLY-GLU 20 - - - - - - - -
GLY-GLU 40 - - - - - - - -

NMDA 25 ñ - - - - - - -
NMDA 50 - ò - - - - ò ò
NMDA 100 - - - - - - - -

GLY 120 ñ - - - - - - -
GLY 180 - - - - - - - -

DSER 160 ñ ñ - ñ - - - -
DSER 320 - - - - - - -   -
OBS. Esquiva - relacionada à atividade nos braços abertos;
Conflito – relacionado ao IC; tomada de decisão – relacionado ao
TPC e locomoção - relacionado à FBF. T= teste; R= re-teste;
ò= diminuição no comportamento; ñ= aumento no comportamento;
- = sem efeito.
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de esquiva de maneira não homogênea ao longo do eixo

rostrocaudal da SCPd, e os agonistas NMDA/GLYB podem

apresentar efeitos dependentes da dose e do área-alvo na

SCPd. Esses resultados devem-se possivelmente ao fato de que

as ações destes compostos dependem também da concentração

dos agonistas endógenos ligantes deste receptor (Johnson e

Ascher, 1987; Kemp e Leeson, 1993; Czepita et al., 1996;

Wilcox et al., 1996; Schell et al., 1997; Berger et al.,

1998; Danbolt, 2001).

Como mencionado anteriormente, embora a interação entre

as subunidades do receptor NMDA/GLYB ainda não esteja

totalmente entendida (Nahum-Levy et al., 2001), a literatura

sugere que para que esse complexo-receptor seja funcional,

ele deva ter a combinação de pelo menos uma subunidade NR1

com uma NR2 (Danysz e Parson, 1998; Dingledine et al.,

1999). No entanto, há também relatos que diferentes

combinações de subunidades podem resultar em diferenças na

afinidade dos agonistas pelos seus respectivos sítios nesse

receptor (Priestley et al., 1995; Buller e Monaghan, 1997).

A literatura também revela controvérsias quanto à

saturação da GLY no receptor GLYB acoplado ao NMDA (Wood,

1995; Fedele et al., 1997; Schell et al., 1997; Danysz e

Parsons, 1998; Dingledine et al., 1999). Alguns autores

relatam que a concentração endógena da GLY na fenda

sináptica pode ser reduzida por mecanismos eficientes de

transporte ativo (Zafra et al., 1995; Supplisson e Bergman,

1997; Berger et al., 1998; Bergeron et al., 1998). Contudo,
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cumpre observar que, os fatores desencadeantes deste

processo não estão compreendidos o bastante. Em adição, a

ligação ao sítio GLYB pode ser regulada por vários

moduladores endógenos, tais como o ácido quinurênico

(antagonista do receptor GLYB) ou o zinco, que diminui a

afinidade da GLY pelo seu sítio (Danysz e Parson, 1998).

Uma hipótese para explicar as ações diferenciadas dos

agonistas NMDA/GLYB aqui utilizados seria uma diferença

rostrocaudal na distribuição das combinações das subunidades

desse receptor. Outra hipótese seria a de que, a saturação

da GLY pode apresentar variações ao longo do eixo da SCPd.

Uma terceira alternativa, seria uma ação diferenciada por

parte dos transportadores responsáveis pela recaptação da

GLY. Enfim, o receptor NMDA/GLYB pode sofrer influências

diferenciadas ao longo do eixo rostrocaudal da SCPd por

parte dos seus moduladores endógenos, que poderiam resultar

em diferenças na mediação do comportamento defensivo por

ativação desse tipo de receptor na SCPd. No entanto, tais

hipóteses somente podem ser confirmadas com estudos

autorradiográficos, eletrofisiológicos e imunohistoquímicos.

No literatura, estudos com anticorpo contra a enzima

NOS (Onstott et al., 1993) e histoquímica usando NADPH-

diaforase (Saper, 1995; Paxinos et al., 1999), mostraram a

presença de uma marcação bem definida na SCPd, crescente do

polo rostral para o caudal. Sendo que, o receptor NMDA

parece estar envolvido na produção de NO (Paakkari e

Lindsberg, 1995), tais achados corroboram nossos resultados,
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que indicam a possibilidade de diferença na ativação do

receptor NMDA ao longo do eixo rostrocaudal da SCPd.

Numa visão hierárquica do comportamento defensivo, como

proposta por alguns autores (Graeff, 1981; Deakin e Graeff,

1991; Gray e McNaughton, 2000; Schenberg et al., 2001),

intensa ativação da SCPd, com estimulação elétrica ou com

doses altas  de GLU ou NMDA, poderia sobrepor o controle do

sistema defensivo e desencadear um comportamento tipo-

pânico, que é uma reação exacerbada de defesa. Por outro

lado, baixa freqüência de estimulação elétrica ou baixas

doses destes agonistas na SCPd poderia desencadear

comportamentos mais sutis ou elaborados de defesa (Carobrez

et al., 2001).

Atualmente, evidências comportamentais, autonômicas,

endócrinas e farmacológicas, indicam a SCPd como uma

estrutura-chave na ‘fuga não direcionada’. Por conseguinte,

foi proposto um papel para essa estrutura na ansiedade, e

mais especificamente, no ataque de pânico (Graeff, 1981;

Jenck et al., 1995; Gray e McNaughton, 2000; Schenberg et

al., 2001). Entretanto, cabe lembrar que o Distúrbio de

Pânico vai além dos ataques súbitos de pânico, sendo

clinicamente um fenômeno que inclui os ataques agudos de

pânico, ansiedade antecipatória e esquiva fóbica (Coplan e

Lydiard, 1998). Logo, diferentes estruturas neurais podem

estar envolvidas com os diferentes aspectos dessa doença. Ou

ainda, áreas rostrais e caudais da SCP, que apresentam
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tantas diferenças no que diz respeito à imunorreatividade

celular, densidade de receptores e padrão de comportamento

evocado (para revisão ver Carobrez et al., 2001), poderiam

participar de fases distintas dessa síndrome.

Nos últimos anos foram feitas algumas tentativas de

relacionar os comportamentos defensivos animais com

diferentes transtornos de ansiedade (Graeff, 1981; File et

al., 1998; Adamec et al., 1999; Gray e McNaughton, 2000),

tarefa bastante difícil devido ao caráter multifacetado da

própria ansiedade (Andreatini et al., 2001).

Nossos resultados evidenciam que a ativação do sítio

GLYB no receptor NMDA é capaz de provocar um aumento

seletivo nos comportamentos de esquiva detectados no teste

no LCE e reforçar a retenção da resposta de esquiva aos

braços abertos no re-teste. Estas observações mostram que, a

SCPd pode influenciar os processos cognitivos subjacentes a

respostas aprendidas de medo. Tais respostas parecem ter

importância clínica em muitas condições classificadas como

distúrbios de ansiedade (DSM IV), tais como pânico, fobias

específicas e transtorno de estresse pós-traumático (Morgan

et al., 1995; Fyer, 1998; Gorman et al., 2000).

Alguns autores sugerem que a ativação do receptor NMDA

pode desencadear LTP e produzir mudanças no funcionamento do

sistema límbico. Essas mudanças límbicas podem estar

envolvidas no aumento persistente nos comportamentos do

tipo-ansiedade que ocorrem após situações estressantes e

aversivas (Adamec, 1997; Adamec et al., 1999, Carobrez et
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al., 2001).  É possível que a experiência no LCE associada à

estimulação química da SCPd, possa resultar em um efeito

duradouro detectado no re-teste, demonstrando que a SCPd

pode influenciar a aquisição de respostas aprendidas de

medo, um tipo de resposta defensiva mais orientada e

cognitiva. Essa possibilidade só existe porque a SCP possui

conexões recíprocas com diversas estruturas relacionadas ao

sistema límbico prosencefálico (Nauta, 1958) e, apesar de

durante muitos anos a SCP ser vista como distante das

influências corticais e cognitivas, estudos neuroanatômicos

realizados na última década têm contribuído para mudar esse

quadro (Shipley et al., 1991; Rizvi et al., 1991; 1992).

Neste sentido, os experimentos discutidos no presente

trabalho destacam a importância da SCPd em comportamentos

defensivos mais sutis, como a resposta de esquiva fóbica,

possivelmente relacionada a ansiedade, e mostram que essa

estrutura pode participar da aquisição e retenção de

respostas aprendidas de medo.

Nossos resultados mostram também evidências de que a

estimulação química com agonistas seletivos do sítio GLYB no

receptor NMDA pode ser uma ferramenta útil no estudo do

papel da ativação dos receptores NMDA/GLYB da SCPd na

mediação do repertório de defesa e comportamentos tipo medo,

possivelmente relacionados com a ansiedade e seus diferentes

aspectos.
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

A SCP é uma estrutura complexa e heterogênea. Quando

levamos em consideração suas dimensões dorsoventral,

mediolateral e rostrocaudal, podemos verificar que há uma

grande diversidade de conexões neuronais (Beitz, 1982; Rizvi

et al., 1991; 1992; Chen e Aston-Jones, 1996), diferenças na

quantidade de células gliais (Meller e Dennis, 1990), na

imunorreatividade celular (Valverde-Navarro et al., 1996;

Lonstein e Stern, 1997; Vander-Horst et al., 1998), na

densidade de receptores (Murphy et al., 1999) e funções

(Bandler et al., 1991a; 1991b; Fanselow, 1991; Behbehani,

1995; Beitz, 1995).

As observações pioneiras de que a estimulação da SCPd

produz aversão em animais (Hunsperger, 1956; Fernandez-de-

Molina e Hunsperger, 1959, 1962) e medo/ansiedade em humanos

(Nashold et al., 1969) foram um indicador bastante eficiente

de que essa região é um importante elo no circuito cerebral

processador do medo e da ansiedade (Behbehani, 1995). Nos

últimos anos, vários estudos corroboraram esta hipótese e é

inegável o valor que a resposta defensiva produzida por

estimulação elétrica e química da SCPd (Bandler et al.,

1985; Bandler, 1988; Graeff et al., 1988; Bandler e

Depaulis, 1991) tem  no entendimento dos processos

aversivos, comportamento defensivo e, possivelmente, no

medo/ansiedade e no pânico (Schenberg e Graeff, 1978;

Graeff, 1981; Graeff, 1991; Graeff et al., 1993).
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Estudos recentes mostram que as respostas de defesa

podem variar qualitativamente ao longo do eixo rostrocaudal

da SCP após a estimulação com compostos que interferem na

neurotransmissão por AAE (Bandler et al., 1985; Bandler e

Depaulis, 1991; Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al.,

2001).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, foi

possível concluir que a SCPd pode influenciar o aprendizado

da resposta de esquiva que ocorre durante a primeira

exposição ao LCE, dado que a inativação temporária da SCPd

no teste impede a retenção dessa resposta e a expressão de

um comportamento mais acentuado de medo observado no re-

teste no LCE.

Nossos dados revelam que a ativação do complexo-

receptor NMDA/GLYB pode afetar os comportamentos de conflito

e esquiva ao longo do eixo rostrocaudal da SCPd e os

agonistas NMDA/GLYB podem apresentar efeitos dependentes da

dose e do área-alvo na SCPd. É importante destacar que tanto

áreas rostrais como caudais da SCPd podem participar na

mediação destes comportamentos detectados durante o teste no

LCE, no entanto, a SCPd caudal parece ser mais sensível à

estimulação química.

Os resultados obtidos com a estimulação química com

agonistas seletivos do sítio GLYB no receptor NMDA mostraram

que estes agonistas são capazes de provocar um aumento nos

comportamentos de esquiva detectados no teste no LCE e

favorecer a retenção da resposta de esquiva aos braços
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abertos no re-teste. Esta observação reforça uma possível

participação da SCPd em processos cognitivos subjacentes a

respostas aprendidas de medo.

Sabendo que a ativação do receptor NMDA/GLYB pode ser

modulada de diferentes maneiras, possíveis diferenças

rostrocaudais na distribuição das combinações das

subunidades deste receptor (Priestley et al., 1995; Buller e

Monaghan, 1997), na saturação da GLY (Schell et al., 1997;

Danysz e Parsons, 1998; Dingledine et al., 1999) ou na

localização dos transportadores responsáveis pela re-

captação da GLY (Zafra et al., 1995; Supplisson e Bergman,

1997; Berger et al., 1998; Bergeron et al., 1998) poderiam

estar contribuindo para os nossos resultados. Evidências de

uma marcação dorsolateral, bem definida e crescente, para a

NOS e para a NADPH na SCP (Onstott et al., 1993; Saper,

1995; Paxinos et al., 1999), dão um certo suporte à

possibilidade de ativação diferenciada do receptor NMDA/GLYB

ao longo do eixo rostrocaudal da SCP.

Enfim, nosso trabalho aponta a importância da SCPd em

comportamentos defensivos como a resposta de esquiva/medo e

sugerem que esta estrutura pode influenciar a aquisição e

retenção de respostas aprendidas de medo.

Nossos resultados mostram a possibilidade de se usar a

estimulação química com agonistas do sítio GLYB, como um

ferramenta útil no estudo do envolvimento dos receptores

NMDA/GLYB no repertório de defesa e comportamentos tipo

medo, possivelmente relacionados com a ansiedade.
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