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RESUMO  
 

Vários estudos têm demonstrado que os benzodiazepínicos (BDZ), administrados na 

substância cinzenta periaquedutal (SCP), podem produzir efeito ansiolítico em diferentes 

modelos animais de ansiedade e também prejudicar a aprendizagem e a memória em roedores. 

Apesar do já conhecido papel da SCP em modular comportamentos defensivos em modelos 

animais, pouco se sabe sobre o seu papel na modulação da memória emocional. Neste sentido, 

o objetivo desde estudo foi investigar os efeitos do midazolam, intra-SCP, sobre a aquisição, 

consolidação e evocação da memória aversiva. Para isto, utilizamos camundongos machos da 

linhagem Suíço-Albino, pesando entre 25-30g (n=7-11/grupo). Os animais após cirurgia 

estereotáxica com implantação de cânula na SCP, no dia do teste foram distribuídos em três 

Experimentos para posteriormente serem expostos ao teste de “step-down” (SD), a saber: 

Experimento 1, injeção intra-SCP com salina e midazolam (MDZ) nas doses de 3,0 e 30 

nmol/0,1µl, na condição de pré-treino ao SD para avaliar a aquisição da memória aversiva; 

Experimento 2,  conforme Experimento 1, exceto pela condição de injeção pré-teste ao SD 

para avaliar a evocação da memória aversiva; Experimento 3, conforme Experimento 1, 

exceto pela condição de injeção pós-treino ao SD para avaliar a consolidação da memória 

aversiva. Os animais foram treinados na tarefa de esquiva inibitória  que consistiu em 

distribuir os animais em dois grupos: S/Ch - sem exposição ao choque;  C/Ch – com 

exposição ao choque (0,5mA) por 10s, para registro da latência de descida (L1). Vinte e 

quatro horas após, cada animal foi exposto novamente ao SD para registro da latência (L2), 

mas sem o choque. Os resultados foram avaliados pela análise de variância (ANOVA) de três 

fatores (Fator 1: condição; Fator 2: pré-tratamento; Fator 3: tratamento), durante L1 e L2. Os 

resultados mostraram que ocorreu aumento de L2, após a  exposição de camundongos ao SD 

sem apresentação de choque, confirmando que o estímulo aversivo (choque) foi forte o 

suficiente para promover facilitação da memória aversiva. As duas doses (3,0 e 30 nmol) de 

MDZ intra-SCP diminuiram a avaliação de risco dos camundongos, caracterizada pela rápida 

descida da plataforma em L1. Este resultado sugere que este agonista GABA-

Benzodiazepínico, prejudicou a aquisição, evocação e consolidação da memória aversiva em 

camundongos. Em conjunto, esses resultados sugerem que os receptores GABAA localizados 

na SCP participam da modulação das respostas relacionadas à memória aversiva induzida 

pelo choque.  

Palavras-chave: memória, ansiedade, substância cinzenta periaquedutal, midazolam, esquiva 

inibitória, camundongos 



 
 

 
 

ABSTRACT  

 
Several studies have shown that benzodiazepines (BDZ) in periaqueductal gray (PAG) can 

produce anxiolytic-like effects in different animal models of anxiety. In addition, BDZ drugs 

also impair learning and memory performance in rodents. Despite the known role of PAG in 

modulated defensive behaviors in animal models, little is known about its role in modulated 

of emotional memory. In this sense, the objective of this study was to investigate the effects 

of midazolam, injected into the PAG, on the acquisition, consolidation and retrieval of 

aversive memory. For this, we used male mice of the Swiss-Albino weighing between 25-30g 

(n=7-11).  After stereotactic surgery with implantation of a cannula in the PAG,  the animals 

on the test day were divided into three experiments for later exposed to the test "step-down" 

(SD), as follows: Experiment 1, intra-PAG with saline and midazolam (MDZ) at doses of 3.0 

and 30 nmol/0.1µl, in condition of pre-training to evaluate the acquisition of aversive 

memory; Experiment 2 was like Experiment 1, except for the condition of the injection pre-

test to evaluate the retrieval of aversive memory; Experiment 3 was like  Experiment 1, 

except for the condition of injection post training to evaluate the consolidation of aversive 

memory. The animals were trained in the inhibitory avoidance task that was to distributed the 

animals into two groups: N/Sh - without exposure to shock, W/Sh - with exposed to shock 

(0.5 mA) for 10 seconds, to record the latency of descent (L1). Twenty-four hours later, each 

animal was exposed again on SD to record latency (L2), but without shock. The results were 

evaluated by analysis of variance (ANOVA) of three factors (Factor 1: condition; Factor 2: 

pre-treatment Factor 3: treatment) for L1 and L2. The results showed that there was an 

increase of L2 after exposure of mice to SD without shock, confirming that the aversive 

stimulus (shock) was strong enough to promote facilitation of aversive memory. The two 

doses (3.0 and 30 nmol) of MDZ intra-PAG decreased the risk assessment of mice, 

characterized by the fast descent of the platform in L1. This result suggests that GABA-

benzodiazepine agonist impaired the acquisition, consolidation and retrieval of aversive 

memory in mice. Taken together, these results suggest that GABAA receptors within PAG 

seem to modulate the response related to aversive memory induced by shock.  

 

Key-words: memory, anxiety, periaqueductal gray matter, midazolam, avoidance inhibitory, 

mice  



 
 

 
 

SUMÁRIO   

1. INTRODUÇÃO .................................................................................................................... 9 

1.1 Aprendizagem e memória ................................................................................................. 9 

1.2. Plasticidade e memória .................................................................................................. 11 

1.3. Esquiva inibitória ........................................................................................................... 12 

1.4. Substância cinzenta periaquedutal ................................................................................. 15 

1.5. Benzodiazepínicos ......................................................................................................... 18 

2. OBJETIVOS ....................................................................................................................... 20 

3. MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................... 21 

3.1 Sujeitos ........................................................................................................................... 21 

3.2 Cirurgia e Microinjeção .................................................................................................. 21 

3.3 Droga .............................................................................................................................. 22 

3.4 Equipamentos ................................................................................................................. 22 

3.4.1 Esquiva inibitória - “Step-Down” (SD) ......................................................... 22 

3.5  Procedimento Geral ....................................................................................................... 24 

3.5. Histologia ...................................................................................................................... 28 

4. ANÁLISE ESTATÍSTICA ................................................................................................ 29 

5. ÉTICA ................................................................................................................................. 29 

6. RESULTADOS ................................................................................................................... 30 

6.1. Experimento 1 – Efeito da injeção pré-treino de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP de camundongos sobre a aquisição da memória aversiva produzida 

pela exposição ao “Step-Down”. .......................................................................................... 31 

6.2. Experimento 2 – Efeito da injeção pré-teste de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP em camundongos sobre a evocação da memória aversiva  produzida 

pela exposição ao “Step-Down”. .......................................................................................... 32 

6.3. Experimento 3 – Efeito da injeção pós-treino de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP de camundongos sobre a consolidação da memória aversiva produzida 

pela exposição ao “Step-Down”. .......................................................................................... 34 



 
 

 
 

7. DISCUSSÃO ....................................................................................................................... 36 

9. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................................. 43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 Aprendizagem e memória  

A memória pode ser definida como o registro da representação de informações 

adquiridas através de experiências. Apesar do nosso organismo estar constantemente 

recebendo informações através de nossos sentidos, apenas uma pequena fração será retida de 

forma duradoura. A intensidade e a duração da memória são determinadas pela importância 

da informação, o grau de atenção e a emoção envolvidos no momento da aquisição da mesma 

(IZQUIERDO, 2002). 

Conceitualmente, a memória compreende a aquisição, consolidação, armazenamento e 

a evocação de informações. Podemos afirmar ‘somos aquilo que recordamos’, pois não 

podemos fazer aquilo que não sabemos como fazer, nem comunicar nada que desconheçamos, 

isto é, nada que não esteja na nossa memória. O acervo de nossas memórias faz com que cada 

um de nós seja o que é, cada indivíduo, um ser para o qual não existe outro idêntico 

(IZQUIERDO, 2002). 

A aprendizagem pode ser definida como uma mudança relativamente duradoura do 

comportamento, de uma forma sistemática, ou não, adquirida pela experiência, pela 

observação e pela prática motivada (GONÇALVES, 2001). 

Tanto a aprendizagem como a memória são propriedades fundamentais do sistema 

nervoso central (SNC), sendo que ambas estão intimamente relacionadas. Os indivíduos 

apresentam capacidade de adaptação e modificação de seu comportamento quando expostos a 

novas experiências, e a capacidade de aprender e de recordar eventos, depende de 

modificações induzidas no SNC pela percepção desses eventos (RAMON Y CAJAL, 1911).   

Sendo um processo dinâmico, a memória pode ser dividida em quatro etapas definidas 

como: aquisição, consolidação, armazenamento e evocação:  
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1ª Etapa - Aquisição da informação, através da exposição a uma experiência, seja ela 

interna ou externa ao indivíduo. Esse processo se produz de forma rápida e consta 

essencialmente da associação de estímulos e respostas entre si. Este processo associativo ou 

não, inicialmente é intenso e se manifesta no fato de ser a memória de uma experiência 

recém-vivida, que geralmente é fiel e precisa ao estímulo que conduziu sua criação. 

 Entretanto, com o passar do tempo, essa intensidade e claridade poderão sofrer um 

decréscimo (CAMMAROTA, 1997). Não recordamos tudo o que nos sucede, e do que 

recordamos não possuímos todos os detalhes. Só guardamos aquilo que, por determinadas 

circunstâncias, individuais e do contexto, parecem ser determinantes (necessárias e 

suficientes) para nos capacitar a recordar. 

2ª Etapa - O processo de filtração e fixação progressiva da informação adquirida 

recebe o nome de consolidação, fase em que a informação é adquirida e processada. Esta é a 

fase do processamento da memória em que a mesma se mostra mais lábil e mais suscetível a 

modificações (MCGAUGH, 2000).  

3ª Etapa - Uma vez consolidada(s), a(s) memória(s) devem ser "guardadas" em algum 

lugar do encéfalo, como o cortex- pré-frontal, hipocampo e amígdala, e, com o passar do 

tempo, ocorre o armazenamento da informação (IZQUIERDO, 1989; MCGAUGH, 1996, 

2000).  

4ª Etapa - A única maneira de estudar e avaliar o armazenamento da informação é 

através da evocação desta, quando observamos a mudança de comportamento do animal 

devido ao processo de memorização (IZQUIERDO et al., 1998, 2000; VIANNA et al., 2000).  

A conseqüência das três primeiras etapas envolvidas na memória seria a 

aprendizagem, que se manifesta por um novo comportamento, ou a modificação de um pré-

existente. Entretanto, a maioria dos pesquisadores restringe o processo de aprendizagem 

somente à aquisição de novos conhecimentos, enquanto que a memória seria a retenção, 
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codificação dos mesmos (IZQUIERDO et al., 1992; SQUIRE & KANDEL, 2000; 

MORGADO, 2002). Por definição, não há aprendizagem sem memória e nem memória sem 

aprendizagem, pois ambos os processos encontram-se intimamente ligados e estão presentes 

em muitos processos cerebrais, como, por exemplo, o reconhecimento da percepção sensorial 

(IZQUIERDO et al., 1992).   

O aprendizado é quantificado experimentalmente como a probabilidade com que um 

organismo responderá, diferentemente, ao mesmo estímulo após sua repetição. Devido à 

dificuldade, e muitas controvérsias, em se definir o que vem a ser literalmente aprendizagem, 

tem-se optado por um termo mais geral que é a plasticidade.   

1.2. Plasticidade e memória  

As alterações observadas no processo de aprendizagem e memória ocorrem devido à 

plasticidade cerebral, fenômeno característico do sistema nervoso central (SNC) (RAMÓN Y 

CAJAL, 1911). O conceito de plasticidade é extremamente amplo e consiste na capacidade do 

SNC modificar sua estrutura (SVOBODA & HOLTMAAT, 2009) e função e em decorrência 

de experiências anteriores e, além disso, inclui todas as formas de reorganização duradoura 

que ocorrem no encéfalo.  

Estas reorganizações podem ser observadas sob diferentes aspectos: a) fisiológico - 

envolvendo as propriedades funcionais adquiridas pelos neurônios; b) morfológico - 

determinando a forma e estrutura neuronal e glial; c) bioquímico – relacionado a avaliação 

das atividades enzimáticas, transdução de sinal e mudanças na expressão gênica. Estas 

adaptações/reorganizações promovem alterações na eficiência sináptica e podem aumentar ou 

diminuir a transmissão de impulsos, com a conseqüente modulação do comportamento (AU 

LOIS et  al., 1997; MCMAHON & BARRIONUEVO, 2002).  
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O encéfalo tem a extraordinária capacidade de desenvolver respostas plásticas durante 

longos períodos, podendo durar por toda a vida, sendo que a plasticidade funcional está 

acoplada a mudanças estruturais de longa duração (AU LOIS et al., 1997).  

A idéia de que a memória está baseada em modificações dependentes do uso em 

conexões sinápticas é antiga, remetendo-nos aos trabalhos de Freud (1895), Pavlov (1926), 

Hebb (1949) e Ramón y Cajal (1911, 1952). Nos últimos anos, essa idéia foi reforçada pelo 

estudo de fenômenos de plasticidade neuronal, entre eles o potenciação de longa duração 

(LTP, do inglês long-term potentiation – BLISS & LOMO, 1973; BLISS & 

COLLINGRIDGE, 1993). 

 Os fenômenos de potenciação de longa duração e depressão de longa duração- cujas 

siglas, LTP e LTD, derivam do inglês, respectivamente, long term potentiation e long term 

depression- foram considerados como possíveis bases dos processos de aprendizagem e 

memória. Consistem de formas persistentes de aumento (LTP) ou diminuição (LTD) da 

eficiência das respostas neuroniais a uma breve estimulação tetânica (no caso da LTD, de 

baixa frequência) de um axônio ou conjunto de axônios (BEAR et al., 2002). Essa 

"plasticidade sináptica" é o conjunto de processos fisiológicos em nível subcelular e/ou 

molecular que explica a capacidade dos neurônios de mudar suas respostas em conformidade 

a determinados estímulos. 

Essas respostas foram apresentadas em estudos demonstrando que o SNC pode exibir 

plasticidade sináptica sutil e específica em resposta a uma dada atividade, como por exemplo, 

a aprendizagem de uma nova tarefa (COTMAN et al., 1998).   

1.3. Esquiva inibitória  

O estudo das bases biológicas da aprendizagem e memória teve início com Ivan 

Pavlov, em seu tratado “Conditioned reflexes: an integrated investigation of the physiological 
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activity of the cerebral cortex” (1927), o qual estabeleceu os preceitos do condicionamento 

associativo, também denominado condicionamento clássico ou Pavloviano. Ele descreveu que 

quando um estímulo condicionado (EC), o qual inicialmente não produz uma resposta 

comportamental significativa, é pareado com um estímulo incondicionado (EI) 

(biologicamente significante, que produz invariavelmente uma resposta), o mesmo passa a 

produzir uma resposta condicionada. Ou seja, ocorre uma associação entre os dois estímulos. 

Se o EC for repetidamente apresentado sem o EI, o animal tenderá a produzir uma nova 

associação. Além disso, EC sem EI diminui a resposta condicionada. 

O condicionamento Pavloviano constitui o fundamento dos paradigmas 

comportamentais utilizados para o estudo dos processos relacionados às memórias. Entre os 

modelos mais utilizados, está a tarefa de esquiva inibitória (IZQUIERDO, 1999; 

CAMMAROTA et al., 2004), no equipamento em que mede a latência de descida da 

plataforma, do inglês, Step-Down, utilizado como paradigma comportamental nesta 

dissertação.  

 Nessa tarefa, o animal aprende a associar o contexto do aparato, inicialmente não 

aversivo, ao recebimento de choque elétrico. Nesse caso, o EC é comumente um determinado 

contexto, e o EI, o choque nas patas. Após a associação entre o EC e o EI, a exposição ao 

contexto provoca uma resposta condicionada, usualmente quantificada pela resposta 

estereotipada, chamada de congelamento (freezing), fazendo com que aumente a latência de 

descida do animal na plataforma. 

A tarefa de esquiva inibitória, no teste de Step-Down, envolve a aprendizagem de uma 

tarefa aversiva onde, na sessão de treino, o animal ao descer da plataforma, recebe choque de 

baixa intensidade. Na sessão de teste, que pode ocorrer em vários tempos pós-treino, o animal 

é exposto novamente àquele ambiente para avaliação da sua memória ao contexto. Para 

avaliar o quanto o animal aprendeu durante a reexposição ao aparato, mede-se o tempo que o 
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animal leva para descer da plataforma (latência de descida). Quanto mais tempo este 

permanece na plataforma, maior será a latência de descida (GOLD, 1986; IZQUIERDO & 

MEDINA, 1997), indicando que ocorreu aprendizagem na relação entre o contexto e a 

ocorrência do choque (estímulo aversivo). Assim, este teste produz aprendizado a partir de 

uma única tentativa, tornando-o ideal para o estudo de processos envolvidos na aprendizagem 

e memória (IZQUIERDO & MEDINA, 1997). 

Essa tarefa de esquiva inibitória é utilizada para estudar processos de memória 

iniciados durante e após o treino, por que: a) Em geral pode ser aprendido com uma única 

sessão de treino; b) Não é contaminado por sessões prévias ou subseqüentes, como ocorre nas 

tarefas de labirinto aquático, labirinto radial ou esquiva ativa (IZQUIERDO, 1989; 

IZQUIERDO & McGAUGH, 2000). 

Os paradigmas experimentais para a inibição dos comportamentos motivados pelo 

medo são conhecidos desde Pavlov (1927) e, embora suas bases neurais ainda não estejam 

adequadamente caracterizadas, seus princípios comportamentais são empregados no 

tratamento psiquiátrico em humanos.  Portanto, o renovado interesse pelas bases biológicas do 

processo de memórias aversivas tem sido guiado, pelo aumento da prevalência de desordens 

relacionadas ao medo e a ansiedade na população mundial, e pela busca de mecanismos 

biológicos que constituem substratos para o tratamento efetivo destes transtornos (MYERS & 

DAVIS, 2002).  

Demonstrações experimentais sugerem que diferentes tipos de paradigmas de 

aprendizagem envolvem diferentes estruturas cerebrais para o condicionamento inibitório 

(DUDAI, 2003; CHAN et al., 2009).  Essas estruturas cerebrais, tais como, hipocampo, 

amígdala, córtex entorrinal participam da circuitaria dos processos emocionais e se interligam 

para a emissão dos comportamentos.  
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1.4. Substância cinzenta periaquedutal  

A substância cinzenta periaquedutal (SCP) é uma estrutura do sistema nervoso central, 

localizada no mesencéfalo, margeando o aqueduto cerebral, e é apontada como uma estrutura 

muito importante no controle de diferentes reações emocionais e fisiológicas pois pertence às 

bases neurais do comportamento emocional e do sistema cerebral aversivo em diversos 

animais, incluindo o homem (BRANDÃO et al., 1999).  

Evidências obtidas em laboratório indicam a existência de circuitos neurais específicos 

relacionando o comportamento aversivo à ansiedade. São eles, o sistema encefálico aversivo, 

representado pelo hipotálamo medial, SCP dorsal e pela amígdala, que está associado à 

emissão de respostas incondicionadas (BRANDÃO et al., 1994; BRANDÃO et al., 1999); e o 

sistema de inibição comportamental, representado pelo sistema septo-hipocampal, núcleo 

mediano da rafe e SCP ventral, que está associado à organização das respostas condicionadas 

(GRAY & MCNAUGHTON, 2000). A ativação de um ou de outro sistema resulta na 

experiência emocional a qual denominamos medo/pânico e ansiedade (BRANDÃO et al., 

2003).  

Em relação a SCP, alguns autores mostraram a existência de quatro principais 

subdivisões designadas colunas. São elas: coluna dorsomedial (SCPdm), dorsolateral (SCPdl), 

ventrolateral (SCPvl) e lateral (SCPl) (BANDLER et al., 1991; CARRIVE, 1993). Tem se 

sugerido que a coluna ventrolateral medeia a resposta de congelamento condicionado, e a 

coluna lateral está associada ao comportamento de fuga vigorosa, respostas motoras e 

autonômicas (VIANNA et al., 2001). 

As colunas, dorsolateral e dorsomedial, juntas, constituem a SCP dorsal (SCPd). 

Muitos estudos têm apresentado o envolvimento da SCPd na coordenação dos diferentes 

aspectos da reação de defesa, tais como comportamento de congelamento e fuga. O 

congelamento e a fuga têm um valor visível para a sobrevivência das espécies, 
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particularmente o congelamento, que é apresentado por roedores quando expostos a uma 

ameaça distal ou quando em contato com predadores em ameaça proximal (CANTERAS et 

al., 2003). 

 Estudos têm demonstrado que a estimulação elétrica dessa estrutura elicia respostas 

aversivas incondicionadas associadas com alterações autonômicas e sensoriais, tais como, 

ansiedade, pânico, terror e sentimento de iminência de morte, acompanhado de dor no peito, 

taquicardia, sufocamento, exoftalmia, tremor, calafrios e vertigem, apresentados em humanos 

(COIMBRA & BRANDÃO, 1993; BRANDÃO et al., 1999; VIANNA et al., 2001; 

MAGIEREK et al., 2003). Em estudos experimentais, com roedores, têm sido observado que 

a estimulação desta estrutura provoca os comportamentos relacionados às reações de defesa, 

tais como, luta, fuga, esquiva e imobilidade (CANTERAS et al., 2003). 

Além disso, a localização neuroanatômica, e as abundantes conexões aferentes e 

eferentes, favorecem a participação da SCP em vários sistemas ascendentes e descendentes do 

encéfalo (MANTHY, 1992; BEITZ, 1990). Tal condição, do posicionamento favorável, 

sugere que essa estrutura esteja interligada a um grande número de circuitos neurais 

responsáveis pela modulação e coordenação de muitas funções fundamentais para a 

sobrevivência do organismo, como por exemplo, modulação do controle respiratório 

(SUBRAMANIAN & BALNAVE, 2008), participação no comportamento maternal e 

predatório (SUKIKARA et al., 2006), processamento de informações dolorosas (HU et al., 

2009), reações de defesa relacionadas ao medo e ansiedade (GRAEFF, 1993) e distúrbio do 

pânico (DEL-BEN & GRAEFF, 2008).  

Ainda, evidências relevantes sobre o envolvimento da SCP com o medo, dor e 

ansiedade, foram e continuam sendo descritas na literatura. Neste sentido, a injeção local de 

midazolam na SCP de ratos produziu diminuição do efeito antinociceptivo induzido pela 

morfina (MANTEGAZZA et al., 1982), enquanto em outro estudo, baixas doses de 
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midazolam impediram a expressão do medo condicionado em ratos, depois de um evento 

aversivo (PAIN et al., 2002).  

Em relação ao envolvimento da SCP sobre a ansiedade, tem-se que a administração de 

midazolam, agonista GABAA-benzodiazepínico (MURAI et al., 1994), produziu efeito 

ansiolítico em ratos avaliados no LCE (MOTTA & BRANDÃO, 1993; RUSSO et al., 1993). 

Em outras estruturas do SNC, tais como núcleo dorsal da rafe (GONZALEZ & FILE, 1997), 

amígdala basolateral (GREEN & VALE, 1992; ZANGROSSI & GRAEFF, 1994; PESOLD & 

TREIT, 1994) e septo (PESOLD & TREIT, 1994, 1996) também produziu efeito ansiolítico 

no labirinto. 

Este efeito ansiolítico foi igualmente observado com injeção deste agonista GABAA 

intra-SCP, em camundongos ingênuos ao labirinto em cruz elevado (REIS & CANTO-DE-

SOUZA, 2008). Em outras estruturas, como por exemplo, intra-amígdala, também produziu 

efeito ansiolítico em camundongos ingênuos e reexpostos no labirinto em cruz elevado (LCE) 

(NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; MENDES-GOMES & NUNES-DE-SOUZA, 2005; 

BARBALHO, NUNES-DE-SOUZA & CANTO-DE-SOUZA, 2009).  

Conforme citado acima, vários estudos em roedores têm demonstrado que a 

administração de benzodiazepínicos, de forma sistêmica ou em diferentes estruturas do SNC 

produz efeito ansiolítico. No entanto, apesar dos benzodiazepínicos diminuírem a ansiedade 

em roedores e humanos, está classe de fármaco produz como efeito colateral, amnésia 

anterógrada e prejuízo na memória. 

Apesar dos conhecimentos da literatura já terem mostrado que existe uma relação 

entre ansiedade/medo e memória emocional, bem como o papel da SCP nos processos de 

ansiedade/medo (PAUL et al., 2005; CURRAN & MINTZER, 2006; SERAFIM et al., 2010), 

pouco se conhece sobre o envolvimento desta estrutura na modulação da formação da 

memória e sua relação com aprendizagem aversiva.  
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1.5. Benzodiazepínicos 

Os ansiolíticos, palavra que significa figuradamente “o que decompõe a ansiedade” 

(GRAEFF & GUIMARÃES, 1999), surgiram no começo do século XX, mas apenas na 

década de 60 a classe dos benzodiazepínicos foi introduzida na terapêutica (MILANI & 

GRAEFF, 1987).  

Os principais efeitos destes fármacos são: indução de sono, relaxamento muscular, 

efeito ansiolítico e anticonvulsivante (LADER & PETURSSON, 1981). Como efeitos 

colaterais, podemos citar amnésia anterógrada, sedação e dependência (GRAEFF & 

GUIMARÃES, 1999). Os benzodiazepínicos exercem ações específicas envolvendo o sistema 

gama-amino-butírico (GABA). O GABA é um neurotransmissor com propriedade inibitória 

que atua em todo o SNC. 

Até o momento, são conhecidos dois tipos de receptores para o GABA: GABAA, mais 

importante e o único relevante na ação dos BZD e o GABAB, conhecido como sítio de ação 

do baclofen, um relaxante muscular de ação central (SIEGHART, 1999). O receptor GABAA 

pertence à superfamília de receptores pentaméricos que é constituída por duas subunidades 

alfa (α), duas subunidades beta (β) e uma gama (γ), dispostos ao redor de um canal de cloro 

(SIEGHART, 1999). Neste receptor GABAA, os canais de íons cloreto e os receptores 

benzodiazepínicos formam um complexo macromolecular, funcionando como sítio de 

modulação alostérica. Os ligantes dos receptores benzodiazepínicos são capazes de modular 

as funções de abertura dos canais mediados pelo GABA, mesmo interagindo com o sítio 

diferente no receptor GABAA (HAEFELY, 1990). 

Esse fenômeno ocorre por que a ligação dos benzodiazepínicos com o sítio específico 

do receptor GABAA promove mudança do estado conformacional do receptor, produzindo 

aumento da afinidade deste receptor pelo próprio GABA (GUIDOTTI et al., 1980; 

HAEFELY, 1990). A ativação dos receptores GABAA pelo próprio GABA liberado na 
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sinapse, provoca um aumento transitório da condutância dos canais de cloreto, que resulta em 

hiperpolarização da membrana e reduz a probabilidade de geração do potencial de ação 

(HAEFELY, 1990).  

Diversos autores relatam que os medicamentos ansiolíticos da classe GABA-

benzodiazepínicos são amplamente utilizados para o tratamento da ansiedade, tanto na clínica 

como em modelos animais (GRAEFF & GUIMARÃES, 1999).  

Estudos prévios em roedores demonstraram que as principais estruturas cerebrais onde 

os benzodiazepínicos reduzem o quadro de ansiedade são: hipotálamo, amígdala e SCP 

(BARBALHO, NUNES-DE-SOUZA & CANTO-DE-SOUZA, 2009; MENDES-GOMES & 

NUNES-DE-SOUZA, 2005; REIS & CANTO-DE-SOUZA, 2008; ZANGROSSI & 

GRAEFF, 1994).   

Em conjunto, os achados evidenciam a participação da SCP na fisiopatologia da 

ansiedade. No entanto, são escassos os estudos envolvendo a SCP nos processos de 

aprendizagem e memória e, principalmente, não se sabe o papel dos receptores GABA- 

benzodiazepínicos nesta resposta comportamental.  
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2. OBJETIVOS 

Geral 

Investigar o papel da substância cinzenta periaquedutal de camundongos sobre a 

aquisição, consolidação e evocação da memória aversiva. 

Específicos 

Para isso foram realizados os seguintes experimentos: 

• Experimento 1 – Avaliar o efeito da injeção pré-treino de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP de camundongos sobre a aquisição da memória aversiva 

produzida pela exposição ao “Step-Down”. 

• Experimento 2 – Avaliar o efeito da injeção pré-teste de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP em camundongos sobre a evocação da memória aversiva  

produzida pela exposição ao “Step-Down”. 

• Experimento 3 – Avaliar o efeito da injeção pós-treino de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP de camundongos sobre a consolidação da memória aversiva 

produzida pela exposição ao “Step-Down”. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Sujeitos 

Foram utilizados camundongos da cepa Suíço-albino ingênuos, machos, provenientes 

do Biotério Central da Universidade Federal de São Carlos, pesando entre 24 e 30g. Os 

animais ficaram agrupados em gaiolas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm, 10 animais por 

gaiola), foram mantidos em um ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas às 7:00 horas), 

com condições controladas de temperatura (23 ± 1 °C) e umidade (55 ± 5%).  

Todos os sujeitos tiveram livre acesso a comida e água, exceto nas sessões de teste, 

que foram realizadas durante o período claro do ciclo claro-escuro, entre 8:00 e 18:00 horas. 

3.2 Cirurgia e Microinjeção  

Os animais receberam implantação craniana de cânula-guia (25-gauge) de 7 mm de 

comprimento, após anestesia com solução de cloridrato de cetamina e xilazina (100 mg/kg e 

10 mg/kg, i.p., respectivamente), com ângulo de 26º, na substância cinzenta periaquedutal.  A 

cânula foi fixada no crânio do animal com cimento acrílico auto polimerizamente clássico 

(JET). As coordenadas esterotáxicas (Insight EFF-333-Equipamentos Científicos Ltda, Brasil) 

para implantação da cânula-guia, definidas pelo Atlas de Franklin e Paxinos (1997), foram: 

antero-posterior (AP)= -4,1mm;  lateral (L)= +1,3mm e ventral (V)= -1,2mm, ao bregma. A 

ponta da cânula-guia foi posicionada ± 1,0 mm dorsal à estrutura alvo. O mandril, o qual foi 

removido durante o procedimento de injeção, foi inserido dentro da cânula-guia para evitar 

problemas com obstrução e para reduzir contaminação. A agulha de injeção (33-gauge) foi 

conectada, por meio de tudo de polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton de 10 µL. Uma 

bomba de infusão (Insight BI 2000- Equipamentos Científicos, Ltda, Brasil) foi programada 

para injetar 0,1µL de solução durante um período de 60 segundos. 



22 
 

 
 

O procedimento de microinjeção consistiu na remoção do mandril, inserção da agulha 

de injeção, injeção da solução por 60 segundos, permanência da agulha de injeção por 90 

segundos e, após o término da injeção e inserção do mandril, enquanto o animal foi contido 

manualmente pelo pesquisador. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de 

polietileno antes, durante e depois da injeção confirmou o fluxo da solução (NUNES-DE-

SOUZA et al., 2000). Foi realizado duas injeções intra-SCP, na primeira exposição, treino, e 

na segunda exposição, teste. 

 

3.3 Droga 

Midazolam (MDZ) (8-Cloro-6-(2-fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo[1,5-a][1,4] maleato 

de benzodiazepina), PM: 441,8g, dissolvido em salina (0,9% NaCl), nas doses de 3,0 e 30 

nmol/0,1µL (Roche, Brasil). A dose utilizada foi selecionada com base em estudos prévios do 

nosso grupo (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; REIS & CANTO-DE-SOUZA, 2008; 

BARBALHO et al., 2009) e foi mantida sob refrigeração em tubos codificados. Os códigos 

somente foram revelados após a análise das fitas gravadas. 

 

3.4 Equipamentos  

3.4.1 Esquiva inibitória - “Step-Down” (SD) 

 O aparelho utilizado para o treino na tarefa de esquiva inibitória, o “Step-Down”, 

consiste em uma caixa de ferro (30 x 5,0 x 15 cm) com a parede frontal de vidro removível; 

possui o assoalho formado por 13 barras paralelas de aço inoxidável, separadas 1,0 cm de 

distância. Sobre as barras, ao centro do aparelho, está fixada uma plataforma de madeira 

5x5cm (Figura 1). O aparato é conectado a um painel que permite ao experimentador ter 

controle sobre a intensidade da estimulação elétrica, o qual o animal será submetido 
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(ARDENGHI et al., 1997; BERNABEU et al., 1997; BEVILAQUA et al., 1997; 

IZQUIERDO et al., 1997). 

 

Figura 1: Fotografia da caixa de esquiva inibitória. 

 Os amimais foram inicialmente submetidos a uma sessão de treinamento individual 

na qual eram cuidadosamente colocados sobre a plataforma fixa no centro da caixa de esquiva 

inibitória para que explorassem a mesma. Quando desciam da plataforma com as quatro patas 

sobre as barras de aço, que constituem o assoalho da caixa, recebiam o choque de 0,5mA por 

10 segundos (CAMMAROTA et al., 2003). Posteriormente eram retirados e retornavam para 

a gaiola moradia. 

 Para avaliar a retenção da memória de esquiva de longa duração os animais foram 

submetidos a uma sessão de teste comportamental 24 horas após o treino. O procedimento 

utilizado na sessão de teste foi idêntico àquele empregado na sessão de treino, exceto que ao 

descer da plataforma o animal não recebia o choque. Para ambas as sessões, foi adotado como 

tempo máximo de descida da plataforma 300 segundos. Aqueles animais que durante a sessão 

de treino não desceram da plataforma antes de transcorridos 300 segundos foram eliminados 

do estudo. 
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3.5  Procedimento Geral 

Os animais foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes experimentos a saber: 

• Experimento 1 – avaliação dos efeitos da salina e midazolam (3,0  e 30 nmol/0,1µL) 

injetado na SCP de camundongos no pré-treino ao SD, para verificar a aquisição da 

memória.  

• Experimento 2 – avaliação dos efeitos da injeção pré-teste ao SD de salina e midazolam 

(3,0  e 30 nmol/0,1µL) na SCP de camundongos, para verificar a evocação da memória. 

• Experimento 3 – avaliação dos efeitos da salina e midazolam (3,0  e 30 nmol/0,1µL) 

injetado na SCP de camundongos no pós-treino ao SD, para verificar a consolidação da 

memória.  

Para a realização dos três experimentos os camundongos foram distribuídos durante a 

primeira (Treino) e a segunda exposição (Teste) ao SD, a saber:  

3.4.2.1 Primeira Exposição ao SD (Treino)  

• Sem estimulação elétrica (SCh) - Cada animal foi colocado individualmente sobre a 

plataforma de madeira e o tempo (segundos) de permanência na mesma foi registrado 

(latência de treino – L1). Assim que o animal colocou as quatro patas nas barras de 

aço foi retirado da caixa e alojado em gaiolas coletivas (10 por gaiola) e mantido no 

biotério por 24 horas.  

• Com estimulação elétrica (CCh) - Semelhante ao grupo SCh, exceto que quando o 

animal desceu da plataforma com as quatro patas, recebeu choque nas mesmas, na 

intensidade de 0,5 mA, com duração de dez segundos (um choque por segundo).   

3.4.2.2 Segunda Exposição ao SD (Teste) 

 O procedimento na sessão de teste foi idêntico à sessão treino, exceto que ao descer da 

plataforma o animal não recebeu choque. O teste foi realizado 24 horas após o treino. 
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 Durante o teste no SD o tempo de permanência dos sujeitos na plataforma foi registrado 

(latência de teste – L2). A diferença entre o tempo que o animal permaneceu sobre a 

plataforma na sessão de teste (latência de teste, L2) e o tempo que permaneceu sobre a 

mesma, na sessão de treino (latência de treino, L1), foi estabelecido como sendo o valor 

utilizado para a medida que permitiu inferir se ocorreu ou não a aprendizagem. Nos casos 

onde ocorreu aprendizagem/memória, a latência de teste for maior que a de treino, ou seja, o 

animal recordou da exposição ao contexto (choque). 

 Para ambas as sessões, foi estabelecido como tempo máximo de descida da plataforma 

300s. Se o animal ultrapassasse este limite, era excluído do estudo.  Todos os testes no SD 

foram filmados por uma câmera, e os resultados foram analisados posteriormente por 

observação na televisão e vídeo. 

 

3.4.2.3 Experimento 1 - Aquisição da Memória 

Para avaliar o efeito sobre a aquisição da memória, os animais dos grupos SCh e CCh 

foram aleatoriamente separados nos subgrupos para a administração de salina ou midazolam 

(3,0 e 30 nmol/0,1µL). A injeção intra-SCP foi realizada imediatamente antes do treino e pré-

teste  (Figura 2), formando os  seguintes grupos experimentais (Tabela 1): 

 

Figura 2. Esquema do protocolo utilizado no experimento 1. 
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Tabela 1. Descrição dos grupos experimentais na aquisição da memória  

Condição Experimental 

     

  Treino     Teste   

Injeção intra-SCP Dose       N 

Sem choque SAL SAL 0,9% NaCl/0,1µL 11 

Sem choque MDZ SAL 3,0 nmol/0,1µL 9 

Sem choque MDZ SAL 30 nmol/0,1µL 9 

Com choque SAL SAL 0,9% NaCl/0,1µL 10 

Com choque MDZ SAL 3,0 nmol/0,1µL 10 

Com choque MDZ SAL 30 nmol/0,1µL 10 

 

3.4.2.4 Experimento 2 - Evocação da Memória 

Para avaliar o efeito sobre a evocação da memória, os animais dos grupos SCh e CCh 

foram aleatoriamente separados nos subgrupos com administração de salina e midazolam (3,0 

e 30 nmol/0,1µL). A injeção intra-SCP foi realizada imediatamente antes do treino e pré-teste 

(Figura 3), formando os  seguintes grupos experimentais (Tabela 2): 

 

Figura 3. Esquema do protocolo utilizado no experimento 2. 
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Tabela 2. Descrição dos grupos experimentais na evocação da memória 

Condição Experimental 

   

 Treino      

Teste 
  

Injeção intra-SCP            Dose     N 

Sem choque SAL SAL 0,9% NaCl/0,1µL 9 

Sem choque SAL MDZ    3,0 nmol/0,1µL 7 

Sem choque SAL MDZ     30 nmol/0,1µL 10 

Com choque SAL SAL 0,9% NaCl/0,1µL 10 

Com choque SAL MDZ    3,0 nmol/0,1µL 9 

Com choque SAL MDZ     30 nmol/0,1µL 8 

 

3.4.2.5 Experimento 3 - Consolidação da Memória 

Para avaliar o efeito sobre a consolidação da memória, os animais dos grupos SCh e 

CCh foram aleatoriamente separados nos subgrupos com administração de salina e midazolam 

(3,0 e 30 nmol/0,1µL). A injeção intra-SCP foi realizada imediatamente pós-treino (Figura 4), 

formando os  seguintes grupos experimentais (Tabela 3): 

 

Figura 4. Esquema do protocolo utilizado no Experimento 3. 
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Tabela 3. Descrição dos grupos experimentais na consolidação da memória 

Condição Experimental

  
Teste  

 Injeção intra-SCP                    Dose                       N 

Sem choque SAL 0,9% NaCl/0,1µL            8 

Sem choque MDZ     3,0 nmol/0,1µL 9 

Sem choque MDZ      30 nmol/0,1µL 7 

Com choque SAL 0,9% NaCl/0,1µL 9 

Com choque MDZ     3,0 nmol/0,1µL 9 

Com choque MDZ      30 nmol/0,1µL 7 

 

 

3.5. Histologia 

Após o término dos experimentos os animais receberam injeção intra-SCP de 0,1 µl de 

uma solução de 1% de azul de metileno, de acordo com o procedimento descrito para a 

injeção de drogas. Os animais receberam uma dose maior de anestésico, cetamina e xilazina 

(300 mg/kg e 30 mg/kg, i.p, respectivamente), foram decapitados, seus cérebros removidos e 

acomodados em recipientes contendo solução de formalina (10%), para posteriormente 

sofrerem secções coronais ao longo do trajeto da cânula com auxílio de um criostato.  

As secções foram inspecionadas com o uso de um microscópio e a visualização da 

dispersão do azul de metileno indicou o local da injeção de acordo com o Atlas de Franklin e 

Paxinos (1997). Apenas os animais com canulação positiva na SCP, verificado pela 

histologia, foram incluídos na análise estatística dos dados.   
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4. ANÁLISE ESTATÍSTICA   

Todos os resultados estão apresentados como média±erro padrão da média (E.P.M) e 

foram submetidos ao teste de Levene para verificar a homogeneidade da amostra. O teste de 

Levene foi negativo para todos os valores de L1, renomeado para latência de treino, portanto a 

análise pode ser paramétrica. Em L2, renomeado para teste, o dado depende do treino e 

portanto não precisamos repetir o teste de Levene. Em seguida foi realizada uma análise 

paramétrica, análise de variância para medidas repetidas (ANOVA) de 3 fatores (Fator 1: 

condição; Fator 2: pré-tratamento; Fator 3: tratamento) para a avaliação da latência de treino 

(L1) e latência de teste (L2) no experimento I e II. E a ANOVA de 2 fatores (Fator 1: 

condição; Fator 2: tratamento) para avaliação da latência no experimento III. 

Quando os valores de F foram significativos foi realizado o post hoc de Duncan. Os 

valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

5. ÉTICA 

 

Os experimentos foram realizados de acordo com as recomendações da Sociedade 

Brasileira de Neurociências e Comportamento (SBNeC) e aprovados pelo comitê de ética em 

experimentação animal da Universidade Federal de São Carlos, sob o número: 195/2011. 
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6. RESULTADOS   

 

A análise histológica confirmou que a inserção da cânula na SCP ocorreu em um total 

de 161 animais. No Experimento 1 foram 29 animais expostos ao SD SCh e 30 ao SD CCh; 

no Experimento 2 foram 26 animais expostos ao SD SCh e 27 ao SD CCh e no Experimento 3 

foram 24 animais expostos ao SD SCh e 25 ao SD CCh. 

 

Figura 5. Representação de secção coronal do mesencéfalo mostrando os sítios de injeção na 

substância cinzenta periaquedutal (SCP) de camundongos. As secções correspondem à 

medida de -3,80 mm a -4, 24 mm a partir do bregma no Atlas de Franklin e Paxinos (1997). O 

número de pontos é inferior ao número total de animais devido à sobreposição. 
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6.1. Experimento 1 – Efeito da injeção pré-treino de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP de camundongos sobre a aquisição da memória aversiva produzida 

pela exposição ao “Step-Down”. 

Os resultados em relação ao experimento I, aquisição, podem ser observados na figura 

6, apresentando a média da latência de descida da plataforma, no treino (L1) e teste (L2), na 

tarefa de esquiva inibitória em camundongos. Na aquisição a ANOVA para medidas repetidas 

(condição x tratamento) revelou efeito significativo (p<0,05) para condição [F(1,48)= 64,76], 

pré-tratamento [F(2,48)= 17,99] e para interação dos três fatores [F(2,48)= 17,65]. Análises 

posteriores no teste post hoc de Duncan, observados no experimento I, revelaram que o efeito 

da condição ocorreu entre os grupos (SAL+SAL, CCh) quando comparado ao grupo 

(SAL+SAL, SCh), mostrando aumento da latência de descida para os animais que receberam 

choque 24 horas antes da reexposição ao SD e também houve efeito da condição para o grupo 

tratado na dose de 3,0 nmol, comparando- se a latência do teste no grupo (MDZ 3,0+SAL, 

SCh) ao grupo (MDZ 3,0+SAL, CCh), sendo a maior latência observada no grupo CCh . O 

efeito do MDZ sobre a memória emocional foi observado nos grupos tratados com MDZ na 

dose de 3,0 e 30,0 nmol,  (MDZ3,0+ SAL; MDZ30,0+SAL, CCh), apenas quando os 

camundongos foram submetidos ao evento aversivo, ou seja, o efeito foi dependente do 

contexto. Esse efeito do MDZ na dose de  3,0 e 30,0 nmol, na condição aversiva, indica 

amnésia uma vez que a latência de descida foi menor quando comparado ao grupo salina na 

mesma condição e ao grupo sem choque com o mesmo tratamento farmacológico. 
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Figura 6. Efeito da injeção intra-SCP de midazolam (MDZ, 3,0 e 30nmol/0,1µL) ou salina (SAL, 

0,9%NaCl/ 0,1µL), administrado pré-treino, e salina (SAL, 0,9%NaCl/ 0,1µL) pré-teste, sobre o 

comportamento de camundongos na tarefa de esquiva inibitória. Os valores representam a média e o 

erro padrão da média (M+EPM) da latência de descida durante o treino e no teste nos grupos: Sem 

choque-SCh {salina+salina [SAL+SAL (n=11)];)]; midazolam 3,0+salina [MDZ 3,0+SAL (n=9)]; 

midazolam 30+salina [MDZ 30+SAL (n=9)]; e Com Choque- CCh {salina+salina [SAL+SAL 

(n=10)]; midazolam 3,0+salina [MDZ 3,0+SAL (n=10)]; midazolam 30+salina [MDZ 30+SAL 

(n=10)]}. 

*p < 0,05 comparado a salina teste no grupo CCh após o treino (ANOVA para medidas repetidas, 

seguida do teste de comparações múltiplas de Duncan). 

#p < 0,05 comparado ao respectivo salina teste no grupo SCh após o treino (ANOVA para medidas 

repetidas, seguida do teste de comparações múltiplas de Duncan). 

 

 

6.2. Experimento 2 – Efeito da injeção pré-teste de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP em camundongos sobre a evocação da memória aversiva  produzida 

pela exposição ao “Step-Down”. 

Os resultados em relação ao experimento II, evocação, podem ser observados na 

figuras 7, apresentando a média da latência de descida da plataforma, no treino (L1) e teste 

(L2), na tarefa de esquiva inibitória em camundongos. Na  evocação a ANOVA para medidas 
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repetidas (condição x tratamento) também revelou efeito significativo (p<0,05) para condição 

[F(1,47)= 41,81], tratamento [F(2,47)= 16,36] e para interação dos três fatores [F(2,47)= 

16,16].  

 

0

60

120

180

240

L
a
tê
n
c
ia
 (
s
)

SAL       SAL     SAL   

TREINO                       TESTE                                TREINO                     TESTE

SEM CHOQUE                      SEM CHOQUE                         COM CHOQUE                                  SEM CHOQUE

SAL    SAL     SAL  
(nmol/0,1ul)       

SAL      SAL     SAL  
(nmol/0,1ul)       

SAL       3,0        30    

midazolam(nmol/0,1ul)

SAL      3,0       30    

midazolam(nmol/0,1ul)

TREINO TESTE

#

*#

*

250

300

 

Figura 7. Efeito da injeção intra-SCP de salina (SAL, 0,9%NaCl/ 0,1µL), administrado pré-treino, e 

midazolam (MDZ, 3,0 e 30nmol/0,1µL) ou salina (SAL, 0,9%NaCl/ 0,1µL), administrado pré-teste, 

sobre o comportamento de camundongos na tarefa de esquiva inibitória. Os valores representam a 

média e o erro padrão da média (M+EPM) da latência de descida durante o treino e no teste nos 

grupos: Sem choque - SCh {salina+salina [SAL+SAL (n=9)]; salina+midazolam 3,0 [SAL+MDZ 3,0 

(n=7)]; salina+midazolam 30 [SAL+MDZ 30 (n=10)]; e Com Choque - CCh {salina+salina 

[SAL+SAL  (n=10)]; salina+midazolam 3,0 [SAL+MDZ 3,0 (n=9)]; salina+midazolam 30 

[SAL+MDZ 30 (n=8)]}. 

*p < 0,05 comparado a salina teste no grupo CCh após o treino (ANOVA para medidas repetidas, 

seguida do teste de comparações múltiplas de Duncan). 

#p < 0,05 comparado ao respectivo salina teste no grupo SCh após o treino (ANOVA para medidas 

repetidas, seguida do teste de comparações múltiplas de Duncan). 

 

Análises posteriores no teste post hoc de Duncan, observados no experimento II, 

revelaram que o efeito da condição ocorreu entre os grupos (SAL+SAL, CCh) quando 

comparado ao grupo (SAL+SAL, SCh), apresentando aumento da latência de descida para os 
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animais que receberam choque 24 horas antes da reexposição ao SD e igualmente foi 

observado aumento da latência de teste nos animais tratados com midazolam na dose de 3,0 

nmol do grupo (MDZ 3,0+SAL, CCh) quando comparado ao grupo (MDZ 3,0+SAL, SCh).  

O efeito do MDZ sobre a memória emocional foi observado nos grupos tratados com 

MDZ na dose de 3,0 e 30,0 nmol,  (MDZ3,0+ SAL; MDZ30,0+SAL, CCh), apenas quando os 

camundongos foram submetidos ao evento aversivo, ou seja, o efeito do MDZ  foi dependente 

do contexto. Esse efeito do MDZ, na condição aversiva, indica amnésia uma vez que a 

latência de descida foi menor quando comparado ao grupo salina na mesma condição e ao 

grupo sem choque com o mesmo tratamento farmacológico. 

 

6.3. Experimento 3 – Efeito da injeção pós-treino de salina e midazolam (3,0 e 30 

nmol/0,1µl) na SCP de camundongos sobre a consolidação da memória aversiva 

produzida pela exposição ao “Step-Down”. 

Nossos dados, no experimento I e II, apontaram estatisticamente para um efeito 

amnésico do MDZ na dose de 30,0 nmol. Deste modo, para nos certificarmos da existência do 

efeito sobre a aprendizagem e memória, iniciamos experimento III com a injeção pós-treino 

de MDZ na dose de 3,0 e 30,0 nmol/região. 

Os resultados em relação ao Experimento 3, podem ser observados na figura 8 

apresentando a média da latência de descida da plataforma referente ao treino e ao teste. A 

ANOVA para medidas repetidas (condição x tratamento) revelou efeito significativo (p<0,05) 

para condição [F(1,43)= 5,78], tratamento [F(2,43)= 7,96] e para interação dos dois fatores 

[F(2,43)= 12,97]. Análises posteriores de post hoc de Duncan revelaram que o efeito da 

condição ocorreu apenas entre os grupos (SAL, CCh) quando comparado ao grupo (SAL, 

SCh), mostrando aumento da latência de descida para os animais que receberam choque 24 

horas antes da reexposição ao SD. O efeito do MDZ sobre a consolidação da memória 
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emocional foi observado nos grupos tratados com MDZ na dose de 3,0 e 30,0 nmol, (MDZ 

3,0, CCh; MDZ 30,0, CCh), apenas quando os camundongos foram submetidos ao evento 

aversivo, ou seja, o efeito foi dependente do contexto.  
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Figura 8. Efeito da injeção intra-SCP de salina (SAL, 0,9%NaCl/ 0,1µL) ou midazolam (MDZ, 3,0 e 

30nmol/0,1µL) administrado pós-treino, sobre o comportamento de camundongos na tarefa de esquiva 

inibitória. Os valores representam a média e o erro padrão da média (M+EPM) da latência de descida 

durante o treino e no teste nos grupos: Sem choque - SCh {salina [SAL, (n=8)];)];  midazolam 3,0 

[MDZ 3,0 (n=9)]; midazolam 30 [MDZ 30 (n=7)]; e Com Choque - CCh {salina [SAL, (n=9)]; 

midazolam 3,0 [MDZ 3,0 (n=9)]; midazolam 30 [MDZ 30 (n=7)]}. 

*p < 0,05 comparado a salina teste no grupo CCh após o treino (ANOVA para medidas repetidas, 

seguida do teste de comparações múltiplas de Duncan). 

# p < 0,05 comparado ao respectivo salina teste no grupo SCh após o treino (ANOVA para medidas 

repetidas, seguida do teste de comparações múltiplas de Duncan). 

Esse efeito do MDZ nas doses de 3,0 e 30,0 nmol apresenta um efeito amnésico uma 

vez que a latência de descida foi menor quando comparado ao grupo salina na mesma 

condição e ao grupo sem choque com o mesmo tratamento farmacológico. 
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7. DISCUSSÃO  

Neste estudo, analisamos a interação entre aumento da atividade gabaérgica na 

substância cinzenta periaquedutal (SCP), e seus efeitos sobre a memória, demonstrando que o 

midazolam nas doses de 3,0 e 30 nmol intra-SCP pré-treino, pré-teste e pós-treino, ou seja, na 

aquisição, evocação e consolidação, respectivamente, apresenta efeito amnésico para as 

memórias de curta e longa duração, associadas com a tarefa de esquiva inibitória de uma 

única sessão em camundongos.  

A modulação da memória e a elucidação dos processos envolvidas na aquisição/ 

formação tem sido assunto de diversos estudos (IZQUIERDO et al., 2002; IZQUIERDO & 

GRAUDENZ, 1980; FERRY et al., 1999), entretanto o envolvimento da SCP de 

camundongos neste contexto são pouco conhecidos . 

Neste sentido, nos Experimentos 1 e 2, verificamos que o agonista dos receptores 

GABAA-Benzodiazepínico, midazolam (MDZ), administrado pré-treino e pré-teste, exerceu 

efeito dependente do contexto, prejudicando a aquisição e evocação da memória na tarefa de 

esquiva inibitória. Este agonista aumenta a liberação de GABA nos terminais sinápticos, 

aumentando, portanto, o tônus gabaérgico no SNC, reduzindo a excitabilidade neuronial e a 

atividade das projeções colinérgicas (ZARRINDAST, 2012). 

No que se refere aos efeitos do aumento ou diminuição de GABA nos terminais 

sinápticos, eles podem ser dependentes da via e local de administração dos compostos. Em 

experimentos com animais, os efeitos do midazolam tanto sistêmico quanto central, no 

modelo de esquiva inibitória, são escassos. No modelo de condicionamento clássico de medo 

contextual, Santos e colaboradores (2005) após a administração de midazolam, sistêmico, 

relataram uma redução da imobilidade e do sobressalto potencializado pelo medo, em ratos, e 

Gafford e colaboradores (2005) observaram que a administração hipocampal de midazolam 

imediatamente após a sessão de treino prejudicou o condicionamento clássico de medo. 
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Além desses estudos, Davidson & Weidley (1976) e Rodriguez (1992), observaram 

que os benzodiazepínicos quando administrados sistemicamente, promoveram diminuição nas 

respostas de esquiva no procedimento de pressão à barra. Outros autores, também observaram 

diminuição da resposta de esquiva ativa após a injeção sistêmica de doses altas de 

benzodiazepínicos (BARBEE, 1993; LISTER, 1985; THIEBOT, 1985).  

Alguns estudos apresentaram diminuição da avaliação de risco, após injeção local de 

midazolam na porção dorsolateral da SCP e inibição significativa do comportamento de 

imobilidade no modelo de condicionamento clássico de medo contextual (CASTILHO et 

al.,2002; FANSELOW & HELMSTETTER, 1988), mas no nosso estudo estudo não 

avaliamos com detalhes este tipo de comportamento.  

A diminuição da expressão das respostas condicionadas pela administração de 

benzodiazepínicos é geralmente atribuída à sua ação ansiolítica (LADER & PETURSSON, 

1981). Este efeito também pode ser observado em outros estudos, envolvendo diferentes 

modelos, como o labirinto em cruz elevado (LCE), que mede o nível de ansiedade, e 

estruturas diferentes, como o núcleo dorsal da rafe (GONZALEZ & FILE, 1997), hipotálamo 

dorsomedial (JARDIM & GUIMARÃES, 2004), septo (PESOLD & TREIT, 1994, 1996), 

substância cinzenta periaquedutal (BRANDÃO et al., 1994; RUSSO et al., 1993; MENDES-

GOMES & NUNES-DE-SOUZA, 2005; REIS & CANTO-DE-SOUZA, 2008) e amígdala 

(PESOLD & TREIT, 1995; FILE et al., 1998; ZANGROSSI & GRAEFF, 1999; NUNES-DE-

SOUZA et al., 2000; BARBALHO et al., 2009) demonstraram que a injeção de midazolam 

promoveu diminuição da ansiedade, efeito ansiolítico. 

 Apesar do efeito ansiolítico, a propriedade amnésica é relevante para o modelo que 

testamos, uma vez que o condicionamento de medo Pavloviano situa-se na interface entre as 

respostas referentes a  memória e a emoção (MAREN, 2001). Sendo assim, o efeito amnésico 

do midazolam, encontrado nos Experimentos 1 e 2, pode ser atribuído a diminuição da 
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avaliação de risco produzido por este fármaco.  Com o objetivo de certificarmos de que o 

efeito amnésico era devido aos mecanismos relacionados a aprendizagem e memória,  foi 

realizado o Experimento 3.  

No Experimento 3, os resultados apontaram para um efeito amnésico do midazolam, 

administrado pós-treino, sobre a consolidação da memória e dependente da condição/choque 

na tarefa de esquiva inibitória. O resultado deste experimento nos aponta evidências de que o 

efeito é amnésico e atribuído aos mecanismos envolvidos na aprendizagem e memória e não 

aos efeitos ansiolíticos do midazolam. 

Nos três experimentos verificamos que a condição, ou seja, a exposição ao estímulo 

aversivo (choque) foi fundamental para produzir aumento na latência de descida da 

plataforma. Além disso, o efeito do midazolam foi contexto dependente, porque a diminuição 

da latência de descida em L2, só ocorreu para os animais expostos previamente a condição de 

choque nas patas. Os nossos resultados corroboram com outros estudos onde foi demonstrado 

que roedores expostos a estímulos aversivos, como por exemplo a aplicação de estimulação 

elétrica nas patas, recordam do estímulo em subsequente reexposição, sem que haja repetição 

do choque. Neste sentido, vários trabalhos descritos na literatura têm utilizado o 

condicionamento aversivo (choque nas patas) para o estudo da memória e aprendizagem em 

roedores (STEENBERGEN, 1990; FARR, 1995; PODHORNA, 2002; CAMMAROTA, 

2005).   

A memória emocional permite que o animal evite uma situação potencialmente 

aversiva em determinado momento, por exemplo, choque nas patas, possa ser repetida em 

experiência futura (CURRAN & MINTZER, 2006). No nosso estudo, os resultados obtidos 

com a injeção de midazolam, intra-SCP, nas duas doses em camundongos, pré-treino, pré-

teste e pós-treino, e que foram expostos ao choque, demonstrou que os animais foram 

incapazes de lembrar da experiência prévia à esquiva inibitória, quando comparados aos 
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animais que não receberam choque. Diante desses resultados, sugerimos que o midazolam 

intra-SCP provocou déficit de memória dependente do contexto. 

Outros autores observaram que a ação dos benzodiazepínicos sobre o condicionamento 

de medo parece envolver interações entre processos mnemônicos e emocionais. Desta forma, 

o midazolam exibe efeitos amnésicos (POLSTER et al.,1993; THOMAS-ANTERION et 

al.,1999; HIRSHMAN et al.,1999) bem  como  propriedades ansiolíticas potenciais 

(SALONEN et al., 1992), resultados semelhantes foram obtidos neste estudo, conforme 

apresentado nos três experimentos.  

Nossos resultados são similares àqueles previamente encontrados por outros autores 

que utilizaram paradigmas para avaliar o medo inato, como a exposição ao odor de predador, 

e observaram atenuação das respostas defensivas do rato frente ao odor de gato, após a 

administração do benzodiazepínico midazolam (DIELENBERG et al., 1999; DO-MONTE, 

2010).  

Evidências da literatura têm apontado para a ação dos benzodiazepínicos sobre o 

condicionamento clássico de medo é exclusivamente mnemônica (PAIN et al., 2002). No 

entanto, estudo utilizando ratos Wistar no paradigma de esquiva ativa, demonstrou que o 

midazolam produziu efeito ansiolítico enquanto o zolpidem, agonista GABAA na subunidade 

α1, não apresentou efeito na aquisição de memória. Porém, na evocação, o midazolam e o 

zolpidem produziram feito amnésico. Isso pode ser atribuído ao fato de que a subunidade α1 

dos receptores GABAA-benzodazepíncos esteja envolvida nos processos de memória e não 

nos de ansiedade, ou seja, as subunidades desse receptor parecem modular respostas 

comportamentais diferentes (SÁVIC et al., 2005).  

 Porém, outros tipos de receptores e neurotransmissores estão envolvidos na 

modulação da memória aversiva e da ansiedade e que as vias gabaérgicas são ubiquitárias no 

sistema nervoso central, portanto, todos os sistemas de neurotransmissão, inclusive 
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mediadores de ações ansiogênicas podem ser influenciados pela neurotransmissão gabaérgica. 

Neste sentido, estudos envolvendo a avaliação de ratos Wistar, com infusão intra-SCP de 

antagonistas NMDA (AP5 ou ifenprodil), pré-teste na tarefa de esquiva inibitória demonstrou 

que ambos os antagonistas reduziram a latência de descida da plataforma na tarefa de esquiva 

inibitória, e que interneurônios gabaérgicos localizados em grupos celulares do locus 

coeruleus são ativados na tentativa de controlar a atividade noradrenérgica exacerbada no 

medo condicionado (ISHIDA et al., 2002). Sendo assim, alguns autores sugerem que a SCP é 

uma estrutura chave na modulação do comportamento em contextos aversivos e para a  

formação da memória emocional (KINCHESKI & CAROBREZ, 2010).    

Além disso, outros sistemas de neurotransmissores podem promover prejuízos ou 

melhora da memória emocional. Neste sentido, a injeção de histamina no hipocampo de ratos, 

melhorou a consolidação da memória na tarefa de esquiva inibitória (DA SILVA et al., 2006). 

Entretanto, outros estudos têm demonstrado que a L-histidina, precursor da histamina, 

promove prejuízo estado dependente na evocação da memória emocional em camundongos 

(SERAFIM et al., 2010; GIANLORENÇO et al., 2011a; 2011b; GIANLORENÇO et al., 

2012). 

Outras estruturas do sistema nervoso central (SNC), como a amígdala e hipocampo, 

também foram estudadas para verificar a ação dos benzodiazepínicos sobre os processos de 

memória. As vias do GABA no encéfalo são de fato longas e complexas. Algo importante a se 

mencionar é que o hipocampo é uma estrutura rica em neurônios gabaérgicos (KALLUEF & 

NUTT, 2006; BANKS, WHITE & PEARCE, 2000) e que a injeção de bicuculina, antagonista 

gabaérgico, na região CA1 do hipocampo imediatamente ou 1,5h após o treino, favoreceu a 

consolidação da memória (LUFT et al, 2004). Este efeito mnemônico deve-se ao aumento da 

expressão de BDNF e fatores de crescimento no hipocampo (KATOH-SEMBA et al, 2001). 

No entanto, quando a estrutura alvo foi a amígdala, vários autores observaram que a injeção 
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de midazolam, no teste de esquiva inibitória ativa, prejudicou a memória (DICKINSON-

ANSON & MCGAUGH, 1993; ZANATTA et al., 1997). 

Alguns estudos têm sido feitos para compreender melhor a participação das diferentes 

estruturas cerebrais e dos diferentes receptores no processo de formação da memória, uma vez 

que experimentos demonstraram que a memória certamente não é formada ou consolidada 

somente em um local do encéfalo (SQUIRE & KNOWLTON, 1994; BARROS et al., 2000). 

Neste sentido, vias de ligação entre estruturas e as projeções de neurotransmissores 

são fundamentais para o processamento da informação e a emissão de comportamento. Dentre 

estas vias de ligação existe a via amígdala-SCP que foi sugerida, por Martinez & Canteras 

(2011), por participar da formação de memória contextual e ser crítica para a ocorrência de 

associação ao contexto. Além da via amígdala-SCP, outros autores sugeriram outra via de 

ligação envolvendo a SCP e os processos de aprendizagem e memória, em que a SCP emitiria 

projeções para o tálamo, via hipotálamo anterior, e modularia os mecanismos mnemônicos 

(DIELENBERG et al., 2001; WILENT et al., 2010, 2011). Estes trabalhos, juntamente com 

outros descritos neste estudo, reforçam a ideia de que a substância cinzenta periaquedutal é 

uma estrutura fundamental na modulação dos processos relacionados à memória emocional. 
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8. CONCLUSÃO 

Diante do exposto acima concluímos que:  

•••• A reexposição dos camundongos ao ambiente aversivo, caixa de “Step-Down”, produziu 

aumento da permanência na plataforma durante L2 nos animais do grupo controle que 

haviam recebido choque (CCh) no treino, caracterizando que o estímulo (choque) foi 

suficientemente forte para produzir alteração na memória emocional desses animais.  

•••• As injeções intra-SCP de midazolam (3,0 e 30,0nmol/0,1µL) produziram diminuição da 

latência de descida em L2, efeito este que pode ser caracterizado como efeito amnésico.  

•••• O efeito amnésico do midazolam é dependente do contexto, ou seja, a diminuição da 

latência de descida em L2 só foi observada nos animais que receberam injeção de 

midazolam e que receberam o estímulo aversivo (choque). 

•••• Portanto, a aquisição, evocação e a consolidação da memória foram prejudicadas pela 

injeção das duas doses de midazolam intra-SCP na condição aversiva.  

Os resultados apresentados neste trabalho nos permitem sugerir que os receptores 

GABAA-benzodiazepínicos da SCP parecem modular os processos relacionados à memória 

emocional avaliada na tarefa de esquiva inibitória. 
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