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RESUMO 

Uma única experiência (teste) no o labirinto em cruz elevado (LCE) aumenta a 

esquiva dos braços abertos e prejudica a eficácia ansiolítica do agonista 

benzodiazepónico midazolam (MDZ) em uma reexposição (reteste) ao LCE, 

fenômeno conhecido na literatura como “tolerância de uma exposição” (OTT). 

Estudos consideram que o OTT pode ser decorrente de alteração relacionada a 

memória da primeira exposição, que promove mudanças na estratégia 

comportamental a ser adotada no reteste ou reexposição. Os receptores 

glicocorticóides da subregião infralímbica (IL) do córtex pré-frontal medial 

(CPFm) têm sido descritos como importantes moduladores da aprendizagem e 

cognição. Entretanto, permanece desconhecido o papel dos receptores 

glicocorticóides do  CPFm-IL no desenvolvimento OTT em camundongos. Este 

estudo investigou os efeitos da injeção bilateral intra CPFm-IL de RU486 

(antagonista dos receptores glicocorticóides, GR) nas fases de aquisição e 

consolidação da memória de camundongos submetidos ao protocolo de teste e 

reteste no LCE. No Experimento 1 (fase de aquisição), grupos independentes 

de camundongos machos suíços receberam injeção bilateral intra mPFC-IL de 

veículo ou RU486 (0,3 ou 1 ng/0,1µL) 5 minutos antes do teste, e foram 

expostos ao LCE, durante 5 minutos. Vinte e quatro horas depois, os sujeitos 

receberam injeções de veículo ou MDZ (2 mg/kg, intraperitoneal, i.p.), 30 

minutos antes do reteste no LCE. No Experimento 2 (fase de consolidação),  

semelhante ao Experimento 2, exceto que os animais de cada grupo foram 

expostos ao teste no LCE durante 5 minutos, e posteriormente, receberam 

injeção intra CPFm-IL de veículo ou RU486. A análise de variância para 

medidas repetidas (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan mostrou que no 

Experimento 1, a exposição prévia ao labirinto (teste), produziu o fenomeno 

OTT no grupo Veículo/Veículo durante o reteste. O midazolam produziu efeito 

ansiolítico no reteste (Veículo/MDZ). Entretanto, nenhuma das doses de RU486 

reverteu o efeito ansiolítico produzido pelo midazolam, porém diminuíram 

parâmetros comportamentais tais como, avaliação de risco (esticar protegido, 

SAP). Para o Experimento 2, após o período de teste, nenhuma das doses de 

RU28318 produziu efeito sobre o OTT, sugerindo ausência de efeitos sobre a 

fase de consolidação da memória. Os resultados indicam que o o bloqueio dos 
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receptores glicocorticóides intra CPFm-IL com RU486, desempenham um 

papel importante na aquisição da memória, fortalecendo a memória aversiva 

que é avaliada durante o reteste no LCE. Entretanto, este efeito é abolido na 

consolidação da memória. Tomados em conjunto, os presentes resultados 

demonstram que os receptores glicocorticóides do CPFm-IL estão envolvidos 

no desenvolvimento de aspectos mnemônicos relacionados a aprendizagem 

em situações aversivas. 

Palavras-chave: Ansiedade. Labirinto em Cruz elevado. One trial tolerance. 

Córtex pré-frontal medial. Memórias aversivas. Receptores glicocorticóides.  
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ABSTRACT 

A single experience (test) in the elevated plus maze (EPM) increases the 

avoidance of open arms and impairs the anxiolytic efficacy of the midazolam 

benzodiazepine agonist (MDZ) in a subsequent re-esposition (retest). 

Phenomenon known in the literature as "one trial tolerance" (OTT). Studies 

consider that OTT is due to a memory of the first exposure that allows changes 

in the strategy adopted at retest or day 2. Glucocorticoid receptors in the 

infralimbic subregion (IL) of the medial prefrontal cortex (mPFC) have been 

described as important modulators of learning and cognition; however, their 

involvement in establishing OTT remains unknown. This study investigated the 

effects of bilateral injection intra- mPFC -IL of RU486 (glucocorticoid receptor 

antagonist, GR) in the acquisition and consolidation phases of the memory of 

mice submitted to the test and retest protocol on the EPM. Experiment 1 

(acquisition phase): independent groups of Swiss male mice received either 

intra-IL bilateral vehicle injection or RU486 (0.3 or 1 ng / 0.1μL) 5 minutes 

before the test and were exposed to EPM for 5 minutes. Twenty-four hours 

later, the subjects received vehicle injections or MDZ (2 mg/kg) (i.p), 30 minutes 

before retest in the EPM. Experiment 2 (consolidation phase): similar to 

Experiment 1, except that the animals in each group were exposed to the EPM 

test for 5 minutes, and after received injection intra- mPFC -IL of vehicle or 

RU486. The analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan's post hoc 

showed that in Experiment 1, prior to the test period, none of the doses of 

RU486 had an effect on OTT for MDZ, suggesting no effect on the phase of 

memory acquisition. However, the combined treatment was able to reduce 

behavioral parameters such as risk assessment (SAP) in the reexposure to 

EPM. For Experiment 2 after the test period,  none of the doses of  RU28318 

had an effect on OTT for MDZ, suggesting no effect on the memory 

consolidation phase. These results indicate that RU486 does not play a role on 

the memory acquisition of a trial 1 in the EPM, however was observed 

attenuation on anxiety-like behaviors. Additionally, our data indicate that RU486 

does not play a role on the memory consolidation of a trial 1 in the EPM. Taken 

together, the present results demonstrate that the glucocorticoid receptors 

located within the mPFC -IL are involved in the development of mnemonic 

aspects related to learning in aversive situations. 

Keywords: Anxiety. Elevated plus maze. One trial tolerance. Medial prefrontal 

cortex. Aversive memories. Glucocorticoid receptor. 
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A memória é um processo cognitivo essencial para a adaptação as 

mudanças ambientais, e consequentemente para a sobrevivência. O 

armazenameno das informações é determinado pelo grau de atenção, 

relevância e a emoção gerada (IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000). A memória 

compreende um conjunto de mecanismos que operam no sistema nervoso 

central (SNC) que levam ao armazenamento duradouro de informações 

relacionadas ao ambiente e ao comportamento. Tais mecanismos operam em 

sequência, e correspondem às diferentes fases da memória. A primeira é a 

fase de aquisição, onde toda informação relacionada a um traço particular é 

reunida através dos sistemas sensoriais ou a introspecção (IZQUIERDO; 

MCGAUGH, 2000). Após a aquisição, estas informações devem ser codificadas 

e armazenadas, o que constitui a fase de consolidação. A consolidação refere-

se a um processo molecular pelo qual um traço particular de memória de curto 

prazo é transferido para uma memória estável de longo prazo (DE QUERVAIN; 

SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016). A consolidação pode ser de curto prazo 

(segundos a minutos), longo prazo (horas e meses) e longa duração (tempo de 

vida). Estudos demonstram,  que drogas podem  bloquear preferencialmente a 

memória de curto prazo (segundos-minutos) ou de longo-prazo (horas-meses) 

sugerindo que os estágios de memória dependentes do tempo são baseados 

em processos independentes que atuam em paralelo (MCGAUGH, 2000). 

Enquanto permanecerem armazenadas, as informações consolidadas podem 

ser acessadas, o que constitui a fase de evocação, e representa o ato de 

lembrar (MCGAUGH, 2000; ABEL; LATTAL, 2001). As memórias são 

reativadas por dicas associadas a aquisição de informação, e a reativação 
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repetida da memória pode reforçar e promover a consolidação de longo prazo 

(SQUIRE; ALVAREZ, 1995). 

Geralmente, experiências emocionais significativas resultam em 

memórias intensas e duradouras que facilitam a expectativa e antecipação de 

eventos futuros, em relação à expressão de comportamentos que foram 

adequados em uma situação já vivenciada (IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000; 

MCGAUGH, 2000; ROOZENDAAL; BARSEGYAN; LEE, 2007). Nesse sentido 

a aprendizagem de situações aversivas está diretamente relacionada aos 

estados de ansiedade (JOËLS et al., 2006a; DUDAI, 2009; YEHUDA; JOËLS; 

MORRIS, 2010). Além disso, alguns aspectos da neurobiologia como vias 

neurais e certos aspectos neurofisiológicos da ansiedade e da memória são 

compartilhados, os quais ocorrem de maneira paralela e influenciam um ao 

outro (LEDOUX, 2000; MCNAUGHTON; CORR, 2004).  

 As respostas de ansiedade e o medo são emoções que compreendem 

um conjunto de reações autonômicas, cognitivas e comportamentais que 

auxiliam o sujeito no recrutamento de respostas adequadas, assegurando 

assim a sua sobrevivência (GRAEFF et al., 1993). Em situações ameaçadoras 

ou de perigo em potencial a ansiedade é uma reação normal e adaptativa, que 

permite avaliar os riscos ligados aos estímulos aversivos. Em contrapartida, as 

respostas de medo são caracterizadas por reações mais intensas, destinadas a 

suprir a demanda de estímulos onde o perigo está caracteristicamente mais 

próximo. Em ambos os casos, as respostas podem produzir reações 

autonômicas e comportamentais adequadas, bem como recrutam sistemas 

cerebrais de forma distinta. Embora tais reações sejam consideradas naturais, 

a partir do momento em que são expressas de forma excessiva e persistente, 
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ou em situações inapropriadas, elas podem se tornar em uma condição 

patológica (STAPLES, 2010). 

 Os transtornos de ansiedade são caracterizados por alterações 

autonômicas, que compreendem mudanças hormonais, cardiovasculares, 

gastrointestinais e respiratórias as quais são acompanhadas por alterações 

comportamentais como aumento de atenção, evitação ou enfrentamento de 

eventos aversivos gerando um estado emocional qualificado subjetivamente 

como desagradável (SIMON et al., 1999; PEREIRA, 2004; NUTT, 2005). 

 Considerando a perspectiva evolucionista, na qual animais e humanos 

compartilham aspectos neurobiológicos envolvidos nas respostas emocionais a 

estímulos aversivos, bem como nas diversas formas de enfrentamento 

(BLANCHARD; BLANCHARD; RODGERS, 1991), o uso de modelos animais 

naturalísticos são fundamentais para compreender os mecanismos implicados 

na neurobiologia da ansiedade assim como permitir o desenvolvimento e teste 

de novos fármacos para seu tratamento (BLANCHARD; BLANCHARD; 

RODGERS, 1991; STAPLES, 2010). Um dos paradigmas amplamente 

utilizados para o entendimento da neurobiologia dos transtornos de ansiedade 

é a exposição de roedores ao labirinto em cruz elevado (LCE), um modelo 

animal que gera conflito entre a aproximação ou exploração de um espaço 

novo e a esquiva induzida pela incerteza de potenciais ameaças (PELLOW et 

al., 1985; LISTER, 1987; CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994).  

 O LCE é um modelo validado para ratos (PELLOW et al., 1985) e para 

camundongos (LISTER, 1987), composto por dois braços fechados com 

paredes laterais opostos a dois braços abertos, ligados ortogonalmente entre si 
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por uma plataforma central e elevados do solo geralmente a 50cm (RODGERS; 

SHEPHERD, 1993; RODGERS; JOHNSON, 1995; DALVI; RODGERS, 1996; 

TEIXEIRA et al., 1996; RODGERS; DALVI, 1997; RODGERS et al., 1999; 

CAROLA et al., 2002; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). O LCE é amplamente 

utilizado para a triagem de agentes com ação sobre transtornos de ansiedade 

atuando de forma bidirecional na alteração do conflito esquiva-aproximação 

(CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). Assim, a utilização de drogas com ação 

ansiolítica diminuem a esquiva aos braços abertos, enquanto os drogas com 

atividade ansiogênica produzem diminuição da exploração dos braços abertos 

(PELLOW et al., 1985; LISTER, 1987). 

No entanto, alguns aspectos ligados às mudanças comportamentais de 

animais que são re-expostos ao aparelho são pouco esclarecidos. Neste 

contexto, roedores inexperientes apresentam um aumento característico na 

exploração nos braços abertos depois da administração de drogas ansiolíticas. 

No entanto, se os sujeitos tiveram uma experiência prévia de 5 minutos no LCE 

(teste), eles  não respondem mais a essas drogas na re-exposição (reteste). 

Este fenômeno foi observado pela primeira vez com o benzodiazepínico 

clordiazepóxido (LISTER, 1987), e posteriormente foi denominado tolerância de 

uma exposição (OTT, da sigla inglesa para one-trial tolerance) (FILE; 

MABBUTT; HITCHCOTT, 1990). Embora o fenômeno de OTT esteja 

relacionado a redução da eficácia de drogas ansiolíticas devido a uma 

experiência prévia (teste 1) sem droga, o fenômeno também pode ser 

entendido como uma tolerância comportamental, onde essa única experiência 

prévia é suficiente para promover  redução na exploração dos braços abertos 

na re-exposição ao aparelho (FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; FILE; 
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ZANGROSSI, 1993; GONZALEZ; FILE, 1997; HOLMES; RODGERS, 1998; 

BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002a; CARVALHO et al., 2005; ALBRECHET-

SOUZA; BORELLI; BRANDÃO, 2008; ZHOU et al., 2015; BOURIN, 2018). O 

fenômeno OTT não é dependente do tratamento com drogas no teste  (dia 1), 

nem do tipo de  material utilizado para a construção do LCE (FILE; MABBUTT; 

HITCHCOTT, 1990; FILE; ZANGROSSI, 1993). Alguns autores propuseram 

que a perda da eficácia dos benzodiazepínicos pode ser decorrente da 

habituação da atividade locomotora entre as tentativas (DAWSON et al., 1994). 

Entretanto outros autores observaram pouca evidência ou ausência de redução 

nas medidas principais de locomoção tais como, entradas totais nos braços 

e/ou entradas nos braços fechados, durante o reteste (FILE, 1990; RODGERS 

et al., 1992; RODGERS; SHEPHERD, 1993; FERNANDES; FILE, 1996; 

RODGERS et al, 1996; RODGERS et al., 1997a, BERTOGLIO; CAROBREZ, 

2002a,b; REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008; BARBALHO; NUNES-DE-SOUZA; 

CANTO-DE-SOUZA, 2009). 

A tolerância a alguns benzodiazepínicos, barbitúricos, etanol, e algumas 

drogas com atividade noradrenérgica, serotonérgica,ou glutamatérgica também 

podem apresentar redução nos seus efeitos, quando administradas antes da 

reexposição ao LCE (FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; FILE et al., 1994; 

GONZALEZ; FILE, 1997; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002a; DAL-CÓL et al., 

2003; CARVALHO et al., 2005; ALBRECHET-SOUZA; BORELLI; BRANDÃO, 

2008; ZHOU et al., 2015). Interessantemente, o OTT foi evidenciado também 

em animais que são reexpostos a uma situação aversiva em outros modelos de 

ansiedade, tal como no teste de quatro placas (HASCOET; BOURIN; TERTRE, 

1997) e o teste claro-escuro (HOLMES et al., 2001). Foi relatado que este 
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fenômeno persiste após a exposição inicial em intervalos de 24h até 28 dias 

em ratos, e até 14 dias em camundongos (SCHNEIDER et al., 2011).  

Com o intuito de explicar o fenômeno do OTT, várias hipóteses 

baseadas em perspectivas comportamentais, farmacológicas e neuroquímicas 

tem sido reportadas. Dentre elas a habituação locomotora (DAWSON et al., 

1994; RODGERS; JOHNSON, 1995), mudança no estado emocional evocado 

na segunda exposição ao LCE (FILE; ZANGROSSI, 1993; RODGERS; 

SHEPHERD, 1993; HOLMES; RODGERS, 1998), mudança no estado do sítio 

de ligação ou complexo do receptor envolvido (GONZALEZ; FILE, 1997; 

BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002b), ou a mudança de uma resposta de medo 

incondicionado para esquiva aprendida (HOLMES; RODGERS, 1998; DAL-

CÓL et al., 2003; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2004), 

Estudos tem demostrado que o OTT  também parece ser dependente do 

aprendizado na primeira exposição ao aparelho, onde a aquisição e 

consolidação de uma memória formada na primeira exposição ao LCE permite 

aos animais ainda norteados pelo conflito, adotar uma estratégia 

comportamental diferente da utilizada na exposição inicial (RODGERS; 

SHEPHERD, 1993; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005; STERN; CAROBREZ; 

BERTOGLIO, 2008; GAZARINI; STERN; BERTOGLIO, 2011). Estudos tem 

demonstrado que a administração de drogas amnésicas antes da primeira 

exposição previne a ocorrência de OTT, enquanto a facilitação da consolidação 

da memória adquirida na primeira exposição o potencializa (FILE; MABBUTT; 

HITCHCOTT, 1990; STERN; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2008). Nesse 

contexo, injeções de histamina no vérmis cebelar  produziram prejuízo na 
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consolidação da memória emocional de camundongos expostos ao reteste no 

LCE (GIANLORENÇO et al., 2012). 

 Entretanto, resultados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a 

neurotransmissão pelo complexo receptor GABA/benzodiazepínico de 

neurônios presentes na substância cinzenta periaquedutal (SCP) está 

envolvida no estabelecimento do OTT, uma vez que a administração de 

midazolam diretamente nesta estrutura antes da reexposição, não resulta em 

efeitos ansiolíticos em animais que foram expostos previamente ao LCE 

(REIS;CANTO-DE-SOUZA, 2008). Porém em outro estudo,  a administração 

intra-amígdala de midazolam produziu  efeito ansiolítico em camundongos re-

expostos ao LCE, mostrando que os receptores GABA/benzodiazepínicos 

presentes na amígdala parecem não ter envolvimento no OTT (BARBALHO; 

NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2009).  

Além da participação da neurotransmissão gabaérgica, outros estudos 

evidenciam a participação de diferentes neurotransmissores como o glutamato, 

serotonina e dopamina em estruturas encefálicas tais como, hipotálamo 

dorsomedial, córtex pré-frontal medial e hipocampo, ligadas ao aprendizado 

emocional durante a primeira exposição ao LCE e no desenvolvimento do OTT 

(FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; FILE et al., 1994; NUNES-DE-SOUZA 

et al., 2000; CANTO-DE-SOUZA; NUNES-DE-SOUZA; RODGERS, 2002; 

CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005; ALBRECHET-SOUZA et al., 2007; STERN et 

al., 2010; GAZARINI; STERN; BERTOGLIO, 2011). 

Anatomicamente, o córtex pré-frontal medial (CPFm) compõe parte do 

córtex pre-frontal. Na sua porção ventromedial, o CPFm compreende 



22 
 

subdivisões prelímbica (PrL), infralímbica (IL) e o córtex orbital medial, além de 

uma porção dorsal que compreende o córtex cingulado anterior, córtex 

precentral medial e uma porção dorsal do PrL (PAXINOS; FRANKLIN, 2001; 

RESSTEL; CORRÊA, 2006; HOOVER; VERTES, 2007). O CPFm é uma 

estrutura encefálica com conexões proeminentes com outras estruturas 

límbicas e possui papel essencial tanto na formação de memórias aversivas, 

como na modulação neuroendócrina em resposta ao estresse (JONES et al., 

2011; ZHANG et al., 2012).  As estruturas límbicas são as responsáveis por 

processar e integrar informações relacionadas  a resposta defensiva. Dentre as 

principais estruturas do sistema límbico temos: hipocampo, tálamo, hipotálamo, 

amígdala, giro cingulado e o córtex pré-frontal (BRANDÃO, 2004). Tanto em 

humanos como em roedores o CPFm está envolvido em amplos e variados 

aspectos da cognição, incluindo a regulação da atenção, o comportamento 

inibitório, aprendizagem e memória (LAMPREA et al., 2000; CARVALHO et al., 

2005; MILLER; MCEWEN, 2006). Porém, a função dessa estrutura nos 

processos que envolvem ansiedade e a memória aversiva no LCE não está 

totalmente esclarecida. Resultados  tem demonstrado diferenças nas funções 

entre as regiões PrL e IL. Neste sentido,  a microestimulação do PrL aumenta a 

expressão e extinção do medo contextual; enquanto a microestimulação do IL 

diminui a aquisição e extinção desse tipo de memória aversiva (VIDAL-

GONZALEZ et al., 2006). Além disso, estudos evidenciaram o papel do CPFm 

na resposta neuroendócrina induzida por situações aversivas, onde o PrL 

bloqueia a ativação do eixo hipotálamo-hipófise, adrenal (HPA), enquanto a 

subdivisão IL exerce o antagonismo deste (RADLEY; ARIAS; SAWCHENKO, 

2006; JONES; MYERS; HERMAN, 2011).  



23 
 

 Dados da literatura indicam um papel esencial dos hormônios do 

estresse nas funções cerebrais, na formação, consolidação e expressão de 

memórias aversivas (JOËLS et al., 2006a). Assim, durante a exposição a 

novidade e, principalmente, durante situações potencialmente ameaçadoras os 

corticosteróides (p. ex. corticosterona em roedores, cortisol no homem) são 

mediadores do estresse (DE KLOET; JOËLS; HOLSBOER, 2005), facilitando a 

adaptação e a consolidação da informação frente a potenciais ameaças. Neste 

sentido, foi demonstrado um papel crucial para os corticosteróides no 

desenvolvimento do OTT, identificando uma importante correlação entre a 

liberação desses hormônios e a expressão de comportamentos de avaliação de 

risco em ratos expostos ao LCE, tanto no teste como no reteste (ALBRECHET-

SOUZA et al., 2007). 

Quando  o organismo percebe o estímulo estressor, principalmente dois 

sistemas são ativados: o eixo simpato-adrenal e o HPA. Inicialmente ocorre a 

ativação do complexo amigdaloíde que estimula o hipotálamo, o qual promove 

a ativação do sistema simpático. Esse por sua vez, atua tanto na região 

medular das glándulas adrenais estimulando a liberação de catecolaminas 

(noradrenalina e adrenalina); como no núcleo do trato solitário e locus 

coeruleus promovendo a liberação de noradrenalina nas regiões encefálicas. O 

segundo sistema ativado em resposta ao estresse é o HPA. O início dessa 

resposta começa com a secreção do hormônio liberador de corticotrofina 

(CRH) pelas celulas parvocelulares do hipotálamo. O CRH na adeno-hipófise 

anterior, promove a liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) na 

corrente sanguínea. No córtex das glandulas adrenais, o ACTH stimula a 
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síntese e liberação dos corticosteroides. Essas vias sofrem retroalimentação 

negativa (HYMAN, 2009).  

Os corticoides são moléculas lipossolúveis sintetizadas a partir do 

colesterol que se fundem através da membrana citoplasmática, ligando-se ao 

seu receptor e forman dímeros. O seu receptor, pertence a grande familia de 

receptores nucleares, no entanto,  ele permanece no citosol. Sem ligação com 

os corticosteroides, o receptor encontra-se ligado às chaperonas que são 

proteínas que proporcionam estabilidade e afinidade pelos corticosteroides. 

Uma vez os corticosteroides ligam-se ao seu receptor, o complexo receptor – 

corticosteroide sofre mudança conformacional, desligando-se das suas 

chaperonas deslocando-se, assim através dos poros da membrana até o 

núcleo. A ligação receptor e corticosteroides, regula a expressão gênica de 3 

formas: a) ligando-se diretamente ao seu domínio no DNA, b) interagindo com 

outros fatores de ativação ou repressão da transcrição do DNA; e c) ligando-se 

diretamente ao DNA e interagindo com fatores vizinhos de ativação ou 

repressão da transcrição gênica. Os corticosteroides podem sinalizar de forma 

não genômica através da alterações na atividade de varias kinases (CAIN; 

CIDLOWSKI, 2015).  

O  subtipo MR está presente principalmente em neurônios da formação 

hipocampal, septo lateral e moderadamente na amígdala, locus coeruleus, 

núcleo paraventricular e o CPFm, acarretando em ações primárias envolvendo 

cognição, emoção e processamento inicial do estresse. Os receptores GR 

estão encontrados na maioria das áreas encefálicas como no CPFm, atuando 

tanto no processamento emocional quanto na estabilização dos processos 

neuroquímicos em resposta ao aprendizado (DE KLOET, 1991; DE KLOET; 
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JOËLS; HOLSBOER, 2005). Apesar da ampla distribuição dos receptores GR, 

eles estão presentes em maior número em áreas como o hipocampo, 

amígdala, septo lateral e núcleo paraventricular, onde controlam não só o 

aprendizado aversivo, mas também a alça de retroalimentação do eixo HPA 

(REUL; DE KLOET, 1986). 

Neste conexto, vários esudos têm demostrado que a atividade normal 

dos corticosteroides sobre os receptores GR, parecem ter um papel essencial 

na modulação dos processos mnemônicos ligados a situações aversivas (DE 

QUERVAIN et al., 2000; JOËLS et al., 2006a). Assim Rimmele et al., (2010) e 

Rimmele et al., (2013) demonstraram que o bloqueio ou a hiperatividade dos 

corticosteroides sobre os receptores GR prejudica a aquisição e a consolidação 

da aprendizagem em uma variedade de tarefas, tanto em humanos, quanto em 

animais de laboratório. 

Embora estudos apontem para uma ampla distribuição de receptores 

corticosteroides no complexo amigdalóide, pouca ou moderada expressão 

destes receptores ocorre na SCP (JOËLS; BARAM, 2009), sugerindo que os 

resultados diferentes obtidos com a administração de midazolam intra-

amígdala e intra-SCP antes do reteste no LCE, possam  ser decorrentes de 

uma modulação diferente realizada pelos receptores corticosteroides. 

Levando em consideração os trabalhos descritos na literatura sobre o 

OTT, recentemente estudo do nosso laboratório demonstrou que injeções de 

RU28318 (antagonista seletivo dos receptores MR) no CPFm, restaurou os 

efeitos ansiolíticos do midazolam administrado antes do reteste no labirinto em 

camundongos (ALBERNAZ et al., 2018). 
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Entretanto, nenhum estudo investigou se  os receptores glicocorticóides 

da subdivisão IL do CPFm podem estar envolvidos no estabelecimento do 

OTT. Desta forma, levando em consideração as evidências de que o 

aprendizado emocional de animais expostos à primeira sessão no LCE pode 

ser  um fator preponderante para a mudança na estratégia comportamental, e 

na diminuição e/ou abolição dos efeitos dos benzodiazepínicos em animais 

reexpostos ao aparato, bem como nas evidências que demonstram que o os 

corticosteróides podem estar envolvidos na aquisição/consolidação deste 

aprendizado, será importante investigar se os receptores GR estão envolvidos 

no estabelecimento do OTT. 

Diante das evidências da literatura apontadas acima, a nossa hipótese é 

que os  receptores GR  participam na formação da memória ligada à primeira 

exposição ao LCE.   
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2.1. Objetivo geral 

Investigar o papel dos receptores glicocorticóides (GR) presentes na 

região infralímbica (IL) do córtex pré-frontal medial (CPFm), na memória de 

camundongos submetidos ao protocolo de teste e reteste no labirinto em cruz 

elevado (LCE). 

2.2. Objetivos específicos  

1. Avaliar o efeito do antagonista GR no CPFm (região IL) sobre a fase de 

aquisição da memória de camundongos submetidos ao protocolo de teste e 

reteste no LCE. 

2. Avaliar o papel dos receptores GR do CPFm (região IL) sobre a fase de 

consolidação da memória de camundongos submetidos ao protocolo de teste e 

reteste no LCE. 
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3.1. Sujeitos 

 Foram utilizados 128 camundongos adultos machos da linhagem Suiço 

albino, com idade entre 35 e 45 dias e peso entre 30-40g, provenientes do 

biotério central da Universidade Federal de São Carlos – UFSCar. Os sujeitos 

foram alojados no biotério setorial do laboratório de Psicologia da 

Aprendizagem (LPA), agrupados em gaiolas coletivas (41x34x16cm, 10 por 

gaiola), mantidos em condições controladas de temperatura (23 ± 1°C) e luz 

(ciclo de 12/12 horas, luzes acesas às 07:00 e apagadas às 19:00 horas), com 

livre acesso ao alimento e à água, exceto durante os curtos períodos de teste. 

3.2. Drogas 

Para os testes experimentais: 

 - Midazolam, 8-cloro-6-(2-fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo(1,5a)(1,4) 

benzodiazepina (MDZ, agonista GABAA-benzodiazepínico; Roche®, Brasil), na 

dose de 2,0 mg/kg, (intraperitoneal, i.p.), diluído em salina estéril (0,9% NaCl), 

utilizado como controle (grupo veículo).  

-  RU486  (antagonista GR; Tocris Bioscience, EUA), nas doses de 0,3 e 

1,0 ng/0,1µL (intra- CPFm), dissolvido em veículo (2% etanol, diluído em 

solução fisiológica 0,9% NaCl), utilizado como controle (grupo veículo).  

Para os procedimentos cirúrgicos: 

- Cloridrato de cetamina e Xilazina (100mg/kg e 10mg/kg 

respetivamente, i.p, anestésico; Syntec, Brasil),  



31 
 

- Cetoprofeno (5,0 mg/kg, i.p.,anti-inflamatório) e ceftriaxona (4 mg/kg, 

i.p., antibiótico).  

As doses foram escolhidas de acordo com estudos prévios (KIM et al., 

1998; MESSIER; KALASKA, 1999; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; 

MCEOWN; TREIT, 2011; TER HORST et al., 2014). 

3.3. Cirurgia estereotáxica e Injeção  

Após anestesia com solução de cloridrato de cetamina e xilazina 

(100mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente), os animais passaram por cirurgia 

para a implantação bilateral intracraniana de cânulas-guia (25-gauge x 7 mm; 

Insight Equipamentos, Brasil) direcionadas para o córtex pré-frontal infralímbico 

(CPFm IL) e fixadas com resina acrílico (JET®). As coordenadas 

estereotáxicas utilizadas foram: +1,7 mm anterior ao bregma; 0,3 mm 

bilateralmente a linha média e -1 mm ventral à superfície craniana (PAXINOS; 

FRANKLIN, 2001). Um mandril de aço inoxidável (33-gauge; Fishtex®, Brasil) 

foi inserido dentro de cada cânula-guia para evitar obstrução e prevenir 

contaminação. Após o término do procedimento cirúrgico, os camundongos 

receberam injeção do antiinflamatório cetoprofeno (5mg/kg i.p) (LU et al., 2004) 

e do antibiótico ceftriaxona (4mg/kg, i.m) (STEPANOVIC-PETROVIC et al., 

2014) para auxiliar na recuperação pós-operatória.  

No dia do teste os animais receberam injeções bilaterais 5 minutos antes 

da exposição ao LCE. As agulhas de injeção (33-gauge, aço inoxidável, Insight 

Equipamentos, Brasil), cujo comprimento ultrapassa em aproximadamente 2,0 

mm as pontas das cânulas-guia, foram inseridas dentro das mesmas para a 

injeção de veículo ou RU486 intra-CPFm-IL. A agulha de injeção foi conectada, 
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por meio de tubo de polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton de 10 µL 

acoplada em uma bomba de infusão (BI 2000 – Insight Equipamentos, Brasil), 

que foi programada para injetar 0,1 µL de solução durante 30 segundos. 

O procedimento de injeção bilateral consistiu na remoção do mandril, 

inserção da agulha de injeção e a injeção das soluções por 30 segundos. A 

permanência da agulha de injeção foi por 60 segundos, enquanto o animal era 

contido manualmente pelo experimentador com auxílio de uma flanela. O 

movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno antes, durante e 

depois das injeções confirmou o fluxo da solução (NUNES-DE-SOUZA et al., 

2008). 

3.4. Labirinto em Cruz Elevado  

 O Labirinto em cruz elevado (LCE) é um aparato construído em madeira, 

composto de quatro braços dispostos uns dos outros de forma ortogonal, sendo 

dois fechados lateralmente com paredes transparentes (30 x 5 x 15cm) e dois 

abertos (30 x 5 x 0,25cm), e elevado do solo a 38,5cm. Semelhante ao utilizado 

por (LISTER, 1987). 

 

Figura 1- Labirinto em cruz elevado (LCE) 
Da produção do Laboratório de Psicologia da Aprendizagem (LPA). 
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3.5. Análise Comportamental 

Os experimentos foram gravados por um sistema de câmera conectada 

a um computador posicionado em sala adjacente a sala de teste. Durante as 

sessões experimentais foram realizados os registros comportamentais 

utilizando o programa X-Plo-Rat 2005, versão 1.1.0 (GARCIA; CARDENAS; 

MORATO, 2005).  

A entrada em um braço é definida pelo cruzamento com todas as quatro 

patas para dentro do braço. As medidas avaliadas foram: % entradas nos 

braços abertos (entradas nos braços abertos X 100/total de entradas), % de 

tempo gasto nos braços abertos (tempo gasto nos braços abertos X 100/300), 

total de entradas nos braços fechados (frequência, também utilizada como 

medida de atividade locomotora). Também foram avaliados: total de SAP 

(frequência; stretched attend postures –SAP: postura exploratória na qual o 

corpo estende-se para frente, depois retrai-se à posição original sem 

locomoção efetiva, resposta relacionada a avaliação de risco), porcentagem de 

SAP protegido, total de mergulhos (frequência; movimento exploratório com a 

cabeça/ombros para fora dos braços abertos), porcentagem de mergulhos 

protegidos (protegido = plataforma central = braços fechados), total e levantar 

(frequêcia; movimento vertical contra as paredes) (RODGERS; COLE, 1993; 

CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; RODGERS; JOHNSON, 1995). 

3.6. Histologia 

 Terminados os procedimentos experimentais, os animais foram 

anestesiados com solução de cloridrato de cetamina e xilazina (100/10 mg/kg, 
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i.p.), e receberam injeção bilateral (0,1 µL), do corante, azul de Evans 1%, de 

maneira semelhante ao procedimento de injeção das drogas. Posteriormente, 

foi realizada a retirada dos encéfalos, que foram acondicionados em 

formaldeído 10% por no mínimo 24 horas. Previamente ao processo de secção, 

os encéfalos foram transferidos da solução de formaldeído 10%, e 

acondicionados em uma solução de sacarose 30%, para promover a 

crioproteção do tecido durante a secção, e mantidos em geladeira por no 

mínimo 24 horas.  

Utilizando um criostato (Leica CM 1850), os encéfalos foram congelados 

e cortados em secções de 35μm na proximidade da área demarcada pelo 

corante. Em seguida, os cortes foram montados em lâminas de microscopia e 

analisadas quanto ao sítio de injeção com auxílio de um microscópio (Olympus 

BX41, Olympus, Japão). 

3.7. Ética  

 O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animas  

(CEUA-UFSCar)  N°9286190517 (Anexo 1), regido segundo as recomendações 

da diretriz brasileira para o cuidado e utilização de animais para fins científicos 

e didáticos, elaborada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal – CONCEA.  

3.8. Delineamento Experimental  

3.8.1 Procedimento Geral 

 Os  animais foram transportados para sala adjacente à sala de teste 30 

minutos antes do início do experimento, para habituação ao local. As sessões 

consistiram no dia 1 (Teste), onde os sujeitos foram expostos por 5 minutos ao 
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LCE, após 24 horas, foram re-expostos por 5 minutos ao aparelho no dia 2 

(Reteste), de acordo com o protocolo de cada experimento.  

Após 5 minutos das administrações intra-CPFm (IL) e 30 minutos das 

administrações sistêmicas, , os sujeitos foram submetidos ao teste ou reteste 

no LCE. Exceto para o Experimento 2, onde a administração inicial do veículo 

ou RU486 intra-CPFm (IL) foi realizada imediatamente após a primeira 

exposição ao LCE (Teste). 

Após a retirada do animal e antes da exposição de outro, o labirinto foi 

limpo com algodão umedecido em solução de álcool a 20% (v/v) e seco com 

papel toalha. Os testes foram conduzidos sob a fase clara do ciclo de luz sob 

iluminação moderada (77 lux). 

3.8.2. Experimento 1. Avaliação dos efeitos do RU486 injetado no CPFm 

(IL) e do midazolam (i.p.), sobre a aquisição da memória de camundongos 

expostos a protocolo de teste e reteste no LCE. 

 Para avaliar a aquisição da memória, cinco minutos antes da exposição 

ao teste no LCE,  diferentes grupos foram tratados com administrações de 

veículo ou RU486 (0,3 e 1,0 ng/0,1µL) intra-mPFC (IL). Após 24 horas, metade 

dos animais de cada grupo foram tratados com veículo (controle) ou MDZ 

(2mg/kg), e 30 minutos após, os mesmos foram expostos ao reteste no LCE. 

 

 Assim, foram formados 6 grupos experimentais: veículo/veículo, 

veículo/MDZ(2mg/kg), RU486 (0,3ng/0,1μL)/veículo, RU486 (0,3 

ng/0,1μL)/MDZ(2mg/kg), RU486 (1,0ng/0,1μL)/veículo, RU486 (1,0 

ng/0,1μL)/MDZ (2mg/kg). 
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3.8.3. Experimento 2. Avaliação dos efeitos do RU486 injetado no CPFm 

(IL) e midazolam (i.p.), sobre a consolidação da memória de 

camundongos expostos a protocolo de teste e reteste no LCE. 

Para avaliar a evocação da memória, inicialmente os sujeitos foram 

expostos ao LCE, por 5 minutos. Imediatamente após o teste, quando ocorreu 

a aquisição da memória,  e antes de ocorrer o processo de consolidação, foram 

formados os grupos que receberam injeção de veículo ou RU486 (0,3 e 1,0 

ng/0,1µL) intra-CPFm (IL). Vinte e quatro horas após a primeira injeção, 

metade dos animais de cada grupo receberam injeção de veículo ou  MDZ (2 

mg/kg, i.p.), e 30 minutos após foram submetidos  ao reteste no labirinto, como 

delineado abaixo: 

 

Assim, foram formados 6 grupos experimentais: veículo/veículo, 

veículo/MDZ(2mg/kg), RU486 (0,3 ng/0,1μL)/veículo, RU486 (0,3 

ng/0,1μL)/MDZ(2mg/kg), RU486 (1,0 ng/0,1μL)/veículo, RU486 (1,0 

ng/0,1μL)/MDZ (2mg/kg). 

 

 

3.9. Análise estatística 

 Os dados são apresentados como média ± EPM (erro padrão da média).  

Os dados foram analisados pela análise de variância (ANOVA) de duas vias 

para medidas repetidas [fator 1: teste – veículo ou RU486 (nas doses de 0,3  e 

1,0 ng/0,1μL), fator 2: reteste – salina ou MDZ (2mg/kg)].  
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Os casos de significância foram analisados pelos testes de comparação 

múltiplas de Duncan. O valor de p menor ou igual a 0,05 foi adotado como nível 

de significância.  
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A análise histológica confirmou que um total de 74 camundongos 

receberam canulação na região IL do CPFm no Experimento 1 e  54 no 

Experimento 2 (Figura 2).  

Figura 2 – Representação dos sítios de injeção no córtex pré-frontal medial 

(CPFm IL). (A) Representação esquemática dos locais de injeção dentro 

(círculos pretos) ou fora (círculos cinza) do CPFm. As seções estão entre + 

1,54 e + 1,94 mm do bregma, de acordo com o atlas de Paxinos e Franklin 

(2001) (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). (B) Fotomicrografia de uma secção 

coronal de um sujeito representativo mostrando o local de injeção (círculo 

preto) dentro do CPFm IL. Devido à sobreposição, o número de pontos 

representados é menor do que o número real de camundongos. De produção 

do próprio autor.  
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Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos (teste/reteste): 

Experimento 1: veículo/veículo= 12; veículo/MDZ (2mg/kg)= 14;  RU486 

(0,3 ng/0,1μL)/veículo= 14;  RU486 (0,3 ng/0,1μL)/MDZ (2mg/kg)= 12 no grupo; 

RU486 (1,0 ng/0,1μL)/veículo= 11; RU486 (1,0 ng/0,1μL)/MDZ (2mg/kg)= 11. 

Experimento 2: veículo/veículo= 9; veículo/MDZ (2mg/kg)= 11; RU486 

(0,3 ng/0,1μL)/veículo= 8; RU486 (0,3 ng/0,1μL)/MDZ (2mg/kg)= 9; RU486 (1,0 

ng/0,1μL)/veículo= 8; RU486 (1,0 ng/0,1μL)/MDZ (2mg/kg)= 9. 

4.1. Experimento 1. Avaliação dos efeitos do RU486 injetado no CPFm (IL) 

e do midazolam (i.p.), sobre a aquisição da memória de camundongos 

expostos a protocolo de teste e reteste no LCE. 

 A Figura 3 (A, B, C) mostra os efeitos da injeção de veículo ou RU486 

(0,3 e 1,0 ng/0,1μL) no CPFm (IL) antes do teste, e de veículo ou MDZ 

(2mg/kg, i.p.) antes do reteste em camundongos avaliados no LCE. 

 A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para a porcentagem de entradas 

nos braços abertos [pré-tratamento (F(2,68)=0,75, P>0,05) e tratamento 

(F(1,68)=3,47, P>0,05), exceto para a interação pré-tratamento e tratamento  

que apresentou efeito estatístico significativo (F(2,68)=3,51, P>0,05). O teste 

de Duncan mostrou que no reteste ocorreu aumento significativo na 

porcentagem de entradas nos braços abertos para o grupo midazolam 

(Veículo/MDZ), em comparação ao grupo controle (veículo/veículo). Os grupos 

RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, apresentaram diminuição na porcentagem 

de entradas nos braços abertos quando comparados ao grupo midazolam 

(Veículo/MDZ).  
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O post hoc mostrou que no reteste ocorreu diminuição na porcentagem 

de entradas nos braços abertos para os grupos Veículo/Veículo, RU486 

0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 1,0/Veículo e RU486 1,0/MDZ, quando 

comparados aos respectivos grupos no teste. O post hoc mostrou que nenhum 

dos grupos Veículo/MDZ, RU486 0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 

1,0/Veículo e RU486 1,0/MDZ, alterou a porcentagem de entradas nos braços 

abertos quando comparados ao controle (Veículo/Veículo) durante o teste 

(Figura 3A). 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para a porcentagem tempo gasto 

nos braços abertos [pré-tratamento (F(2,68)=1,22, P>0,05) e tratamento 

(F(1,68)=2,80, P>0,05), exceto para a interação pré-tratamento e tratamento  

que apresentou efeito estatístico significativo (F(2,68)=6,43, P<0,05). O teste 

de Duncan mostrou que no reteste ocorreu aumento significativo na 

porcentagem de tempo gasto nos braços abertos para o grupo midazolam 

(Veículo/MDZ), em comparação ao grupo controle (veículo/veículo).  Os grupos 

RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, apresentaram diminuição na porcentagem 

de tempo gasto nos braços abertos quando comparados ao grupo midazolam 

(Veículo/MDZ).  

O post hoc mostrou que no reteste ocorreu diminuição na porcentagem 

de tempo gasto nos braços abertos para os grupos Veículo/Veículo, RU486 

0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, quando comparados aos respectivos grupos no 

teste. O post hoc mostrou que nenhum dos grupos Veículo/MDZ, RU486 

0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 1,0/Veículo e RU486 1,0/MDZ, alterou a 
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porcentagem de entradas nos braços abertos quando comparados ao controle 

(Veículo/Veículo) durante o teste (Figura 3B). 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para as entradas nos braços 

fechados [pré-tratamento (F(2,68)=0,93, P>0,05) e interação pré-tratamento e 

tratamento (F(1,68)=1,12, P>0,05), exceto para o tratamento que apresentou 

efeito estatístico significativo (F(2,68)=14,87, P<0,05).  O teste de Duncan 

mostrou que no reteste ocorreu diminuição das entradas nos braços fechados 

para os grupos RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, quando comparados ao 

grupo Veículo/Veículo e ao seu respectivo grupo RU486 0,3/Veículo e RU486 

1,0/Veículo.  

O post hoc mostrou que no reteste ocorreu diminuição nas entradas dos 

braços fechados para os grupos RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, quando 

comparados aos respectivos grupos no teste.  O post hoc mostrou que nenhum 

dos grupos veículo/MDZ, RU486 0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 

1,0/Veículo e RU486 1,0/MDZ, alterou as entradas nos braços fechados 

quando comparados ao controle (Veículo/Veículo) durante o teste (Figura 3C).  

 

 

 

 

 

 



43 
 

Figura 3. Efeito das injeções combinadas de RU486 (0,3 e 1,0 ng/0,1μL) intra-

CPFm IL antes do teste, e de midazolam (MDZ 2mg/Kg, i.p) antes do reteste 

em camundongos expostos ao protocolo de teste e reteste no labirinto em cruz 

elevado (LCE).  

 

           

As barras representam as médias e o erro padrão da média (M+EPM) para a % 

de entradas nos braços abertos (A), a % de tempo gasto nos braços abertos (B) e 

entradas nos braços fechados (C) (n=11-14). *p<0,05 em comparação ao respectivo 

grupo veículo (Veículo/Veículo). #p<0,05 em comparação ao respectivo grupo no 

teste. @ p<0,05 em comparação ao respectivo grupo midazolam. $p<0,05 em 

comparação ao respectivo grupo RU486 0,3/Veículo ou RU4861,0/Veículo.  
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A Tabela 1 mostra os efeitos da injeção de veículo ou RU486 (0,3 e 1,0 

ng/0,1μL) no CPFm (IL) antes do teste, e de veículo ou MDZ (2mg/Kg, i.p.) 

antes do reteste em camundongos avaliados no LCE. 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) mostrou diferença significativa para o total de SAP [pré-tratamento 

(F(2,68)=3,13, P<0,05), tratamento (F(1,68)=14,85, P<0,05), e para a interação 

pré-tratamento e tratamento F(2,68)=6,88, P<0,05)]. O teste de Duncan 

mostrou que no reteste ocorreu diminuição significativa do total de SAP para os 

grupos RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, quando comparados ao grupo 

midazolam (Veículo/MDZ) e ao seu respectivo grupo RU486 0,3/Veículo e 

RU486 1,0/Veículo.  O post hoc mostrou que no reteste ocorreu diminuição do 

total de SAP para os grupos RU486 0,3/MDZ  e RU486 1,0/MDZ , quando 

comparados ao respectivo grupo no teste. O post hoc mostrou que nenhum dos 

grupos Veículo/MDZ, RU486 0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 1,0/Veículo 

e RU486 1,0/MDZ, alterou o total de SAP quando comparados ao controle 

(Veículo/Veículo) durante o teste (Tabela 1). 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para a porcentagem de SAP 

protegido [pré-tratamento (F(2,68)=2,88, P>0,05), exceto para o tratamento 

(F(1,68)=7,80, P<0,05) e interação pré-tratamento e tratamento (F(2,68)=4,83, 

P<0,05) que foram estatisticamente diferentes. O teste de Duncan mostrou que 

no reteste ocorreu diminuição significativa da porcentagem de esticar protegido 

para o grupo midazolam (Veículo/MDZ), em comparação ao grupo controle 

(veículo/veículo). Os grupos RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, apresentaram 

aumento na porcentagem de esticar protegido quando comparados ao grupo 
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midazolam (Veículo/MDZ).  O post hoc mostrou que no reteste ocorreu 

aumento na porcentagem de esticar protegido para os grupos Veículo/Veículo,  

RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, quando comparados ao respectivo grupo 

no teste. O post hoc mostrou que nenhum dos grupos Veículo/MDZ, RU486 

0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 1,0/Veículo e RU486 1,0/MDZ, alterou a 

porcentagem de esticar protegido quando comparados ao controle 

(Veículo/Veículo) durante o teste (Tabela 1). 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para o total de mergulhos para 

[pré-tratamento (F(2,68)=1,31, P>0,05) e tratamento (F(1,68)=0,0007, P>0,05), 

exceto para a interação pré-tratamento e tratamento que apresentou efeito 

estatístico significativo (F(2,68)=6,22, P<0,05). O teste de Duncan mostrou que 

no reteste ocorreu aumento significativo do total de mergulhos para o grupo 

midazolam (Veículo/MDZ), em comparação ao grupo controle (veículo/veículo). 

Os grupos RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, apresentaram diminuição no 

total de mergulhos quando comparados ao grupo midazolam (Veículo/MDZ).  O 

post hoc mostrou que no reteste ocorreu diminuição no total de mergulhos para 

os grupos Veículo/Veículo, RU486 0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, quando 

comparados aos respectivos grupos no teste. O post hoc mostrou que nenhum 

dos grupos Veículo/MDZ, RU486 0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 

1,0/Veículo e RU486 1,0/MDZ, alterou o total de mergulhos quando 

comparados ao controle (Veículo/Veículo) durante o teste (Tabela 1). 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para a porcentagem de 

mergulhos protegidos [pré-tratamento (F(2,68)=1,33, P>0,05) e interação pré-
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tratamento e tratamento (F(2,68)=2,28, P>0,05), exceto para o tratamento que 

apresentou efeito estatístico significativo (F(1,68)=7,95, P<0,05). O teste de 

Duncan mostrou que no reteste ocorreu diminuição significativa da 

porcentagem de mergulhos protegidos para o grupo midazolam (Veículo/MDZ 

2), em comparação ao grupo controle (veículo/veículo). Os grupos RU486 

0,3/MDZ e RU486 1,0/MDZ, apresentaram aumento na porcentagem de 

mergulhos protegidos quando comparados ao grupo midazolam (Veículo/MDZ).  

O post hoc mostrou que no reteste ocorreu aumento na porcentagem de 

mergulhos protegidos para o grupo Veículo/Veículo quando comparado ao 

respectivo grupo no teste. O post hoc mostrou que nenhum dos grupos 

Veículo/MDZ, RU486 0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 1,0/Veículo e 

RU486 1,0/MDZ, alterou a porcentagem de mergulhos protegidos quando 

comparados ao controle (Veículo/Veículo) durante o teste (Tabela 1). 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para a frequência de levantar 

[pré-tratamento (F(2,68)=2,04, P>0,05) e interação pré-tratamento e tratamento 

tratamento (F(2,68)=0,05, P>0,05), exceto para o tratamento  que apresentou 

efeito estatístico significativo (F(1,68)=10,76, P<0,05). O teste de Duncan 

mostrou que no reteste ocorreu diminuição da frequencia de levantar para o 

grupo RU486 1,0/MDZ em comparação ao grupo controle (veículo/veículo). O 

post hoc mostrou que no reteste ocorreu diminuição no grupo RU486 0,3/MDZ 

para a frequencia de levantar, quando comparados ao respectivo grupo no 

teste. O post hoc mostrou que nenhum dos grupos Veículo/MDZ, RU486 

0,3/MDZ,  RU486 1,0/Veículo e RU486 1,0/MDZ, alterou a frequencia de 



47 
 

levantar quando comparados ao controle (Veículo/Veículo) durante o teste 

(Tabela1). 
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Tabela 1. Efeito das injeções combinadas de RU486 (0,3 e 1,0 ng/0,1μL) intra-CPFm IL antes do teste, e de midazolam (MDZ 

2mg/Kg, i.p) antes do reteste em camundongos expostos ao protocolo de teste e reteste no labirinto em cruz elevado (LCE). 

Comportamentos

Tratamento Total SAP % SAP Protegido Total Mergulho %Mergulho Protegido Frequência Levantar 

Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste

Veículo-Veículo 52,7 ± 3,6 60,4 ± 3,9 72,4 ± 5,1 89,1 ± 3,7# 49,4 ± 5,3 27,5 ± 5,6# 51,6 ± 5,1 75,5 ± 6,5# 20,1 ± 2,9 23,4 ± 2,3

Veículo-MDZ 51,5 ± 3,9 50,2 ± 5,5 66,4 ± 5,9 61,7 ± 7,2* 42,8 ± 4,8 51,3 ± 10,5* 46,1 ± 7,5 33,1 ± 8,3* 14,9 ± 1,8 19,5 ± 2,8

RU486 0,3-Veículo 49,7 ± 4 61 ± 3,8 77,2 ± 3,5 87,9 ± 3,8 48 ± 4,8 31,7 ± 3,8 53,6 ± 6,1 72,2 ± 6,5 19,7 ± 2,3 20 ± 2,2

RU486 0,3-MDZ 57,4 ± 3,4 26,9 ± 6,8$*#@ 69,3 ± 4,5 87,4 ± 5,4#@ 50,8 ± 5,8 18,5 ± 5,7#@ 47,6 ± 6,5 59,6 ± 10,9@ 25,4 ± 3 12,9 ± 3,9#

RU486 1,0-Veículo 50,1 ± 3,5 54,9 ± 4,4 80,2 ± 4 87,3 ± 4,1 41,8 ± 4,4 31,5 ± 5,2 55,6 ± 5,2 72,7 ± 8,1 24,7 ± 1,3 25 ± 3,9

RU486 1,0-MDZ 52,5 ± 2,8 19 ± 5,0$*#@ 66,6 ± 5,4 88,3 ± 4,7#@ 46,3 ± 4,3 20,6 ± 8,7#@ 46,3 ± 5,8 68,2 ± 11,3@ 18 ± 2,3 12,5 ± 2,1$*

 Os dados representam a média  ± erro padrão da média (n=11-14). *p<0,05 em comparação ao respectivo grupo veículo. #p<0,05 

em comparação ao respectivo grupo no teste. @ p<0,05 em comparação ao respectivo grupo midazolam. $p<0,05 em comparação 

ao respectivo grupo RU486 0,3/Veículo ou RU4861,0/Veículo.  

 SAP= esticar.
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4.2. Experimento 2. Avaliação dos efeitos do RU486 injetado no CPFm (IL) e 

do midazolam (i.p.), sobre a consolidação da memória de camundongos 

expostos ao protocolo de teste e reteste no LCE. 

 

A Figura 4 (A, B, C) mostra os efeitos da injeção de veículo ou RU486 

(0,3 e 1,0 ng/0,1μL) no CPFm (IL) imediatamente após o teste, e veículo ou 

MDZ (2mg/Kg, i.p.) antes do reteste em camundongos avaliados no LCE. 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para os seguintes 

comportamentos: porcentagem de entradas nos braços abertos [pré-tratamento 

(F(2,48)=0,67, P>0,05), tratamento (F(1,48)=6,85, P>0,05), e para a interação 

pré-tratamento e tratamento (F(2,48)=0,13, P>0,05) (Figura 4A); porcentagem 

de tempo gasto nos braços abertos [pré-tratamento (F(2,48)=0,19, P>0,05), 

tratamento (F(1,48)=3,21, P>0,05), e para a interação pré-tratamento e 

tratamento (F(2,48)=0,18, P>0,05) (Figura 4B); entradas nos braços fechados 

[pré-tratamento (F(2,48)=1,16, P>0,05), tratamento (F(1,48)=0,11, P>0,05), e 

para a interação pré-tratamento e tratamento (F(2,48)=1,04, P>0,05) (Figura 

4C). 
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Figura 4. Efeito das injeções combinadas de RU486 (0,3 e 1,0 ng/0,1μL) intra-

CPFm IL imediatamente depois do teste, e de midazolam (MDZ 2mg/Kg, i.p) 

antes do reteste em camundongos expostos ao protocolo de teste e reteste no 

labirinto em cruz elevado (LCE).  

 

    

            

            As barras representam as médias e o erro padrão da média (M+EPM) para a 

% de entradas nos braços abertos (A), a % de tempo gasto nos braços abertos (B) e 

entradas nos braços fechados (C) (n=8-11). A seta representa o momento de injeção 

após o teste.  
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A Tabela 2 mostra os efeitos da injeção de veículo ou RU486 (0,3 e 1,0 

ng/0,1μL) no CPFm (IL) imediatamente após o teste, e de veículo ou MDZ 

(2mg/kg, i.p.) antes do reteste em camundongos avaliados no LCE. 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para os seguintes 

compostamentos: total de SAP [pré-tratamento (F(2,48)=0,11, P>0,05), 

tratamento (F(1,48)=0,61, P>0,05), e para a interação pré-tratamento e 

tratamento (F(2,48)=0,91, P>0,05); porcentagem de SAP protegido [pré-

tratamento (F(2,48)=0,22, P>0,05), tratamento (F(1,48)=3,02, P>0,05), e para a 

interação pré-tratamento e tratamento (F(2,48)=0,32, P>0,05); total de 

mergulhos [pré-tratamento (F(2,48)=0,31, P>0,05), tratamento (F(1,48)=0,95, 

P>0,05), e para a interação pré-tratamento e tratamento (F(2,48)=0,43, 

P>0,05); frequência de levantar [pré-tratamento (F(2,48)=1,00, P>0,05), 

tratamento (F(1,48)=0,19, P>0,05), e para a interação pré-tratamento e 

tratamento (F(2,48)=0,31, P>0,05) (Tabela 2). 

A ANOVA de dois fatores (pré-tratamento, intra CPFm IL e tratamento, 

sistêmico) não mostrou diferença significativa para a porcentagem de 

mergulhos protegidos [pré-tratamento (F(2,68)=0,43, P>0,05) e interação pré-

tratamento e tratamento (F(2,68)=0,75, P>0,05)], exceto para o tratamento que 

apresentou efeito estatístico significativo (F(1,68)=5,64, P<0,05). O teste de 

Duncan mostrou que no reteste ocorreu aumento significativo da porcentagem 

de mergulhos protegidos para o grupo RU486 1,0/Veículo, quando comparado 

ao respectivo grupo no teste. O post hoc mostrou que nenhum dos grupos 

Veículo/MDZ, RU486 0,3/Veículo, RU486 0,3/MDZ,  RU486 1,0/Veículo e 
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RU486 1,0/MDZ, alterou a porcentagem de mergulhos protegidos quando 

comparados ao controle (Veículo/Veículo) durante o teste. 

O post hoc mostrou que no reteste ocorreu diminuição da porcentagem 

de mergulhos protegidos no grupo RU486 1,0/MDZ, quando comparado ao seu 

respectivo grupo RU486 1,0/Veículo (Tabela 2). 
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Tabela 2. Efeito das injeções combinadas de RU486 (0,3 e 1,0 ng/0,1μL) intra-CPFm IL imediatamente depois do teste, e de 

midazolam (MDZ 2mg/Kg, i.p) antes do reteste em camundongos expostos ao protocolo de teste e reteste no labirinto em cruz 

elevado (LCE).

Comportamentos

Tratamento Total SAP % SAP Protegido Total Mergulho %Mergulho Protegido Frequência Levantar 

Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste

Veículo-Veículo 67 ± 4,9 49,7 ± 6,6 86,2 ± 2,6 85,4 ± 5,0 43,7 ± 4,9 22,7 ± 7,5 66,5 ± 6,2 61,7 ± 9,9 25,1 ± 1,7 19,1 ± 3,0

Veículo-MDZ 67,1 ± 4,4 44,3 ± 7,1 76,7 ± 4,9 76,8 ± 6,4 47,1 ± 6,7 31,6 ± 8,8 54,3 ± 5,7 49,0 ± 8,6 25,0 ± 2,2 14,5 ± 2,8

RU486 0,3-Veículo 66,1 ± 6,1 46,2 ± 7,0 77,8 ± 3,5 86,1 ± 4,8 42,3 ± 5,2 29,7 ± 8,6 57,0 ± 6,1 70,2 ± 7,8 26,5 ± 4,2 15 ± 3,6

RU486 0,3-MDZ 67,4 ± 2,6 51,6 ± 7,7 80,4 ± 5,7 82,8 ± 2,5 51,4 ± 5,9 34 ± 4,9 64,2 ± 6,5 59,5 ± 6,1 29,8 ± 3,5 17,2 ± 3,1

RU486 1,0-Veículo 70,3 ± 3,2 59,2 ± 7,7 81,5 ± 4,8 92,7 ± 2,4 42,7 ± 6,9 24,7 ± 4,3 62,6 ± 7,6 82,0 ± 5,8# 30,2 ± 3,7 24,6 ± 5,3

RU486 1,0-MDZ 66,4 ± 3,5 42 ± 7,1 78,4 ± 4,4 82,2 ± 4,8 40 ± 3,2 30,6 ± 10,6 51,5 ± 7,2 52,4 ± 7,7* 27,8 ± 3,1 22,1 ± 4,1

Os dados representam a média  ± erro padrão da média (n=8-11). Veículo (injetado imediatamente após o teste); RU486 

(Antagonista GR injetado imediatamente após o teste nas diferentes doses: 0,3ng/0,1μL e 1,0ng/0,1μL). *p<0,05 em comparação 

ao respectivo grupo veículo. #p<0,05 em comparação ao respectivo grupo no teste.   

SAP= esticar.
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 No experimento 1, os nossos resultados mostraram  que durante a 

avaliação da aquisição da memória, ocorreu diminuição das porcentagens de 

entradas e de tempo gasto nos braços abertos do LCE para o grupo controle, 

tratado com Veículo intra CPFm-IL e Veículo (i.p.), confirmando o fenômeno 

conhecido como tolerância a uma única exposição ao LCE (OTT). As injeções 

combinadas de RU486 intra CPFm-IL, nas doses de 0,3 e 1,0 ng 

(RU0,3/Veículo, RU0,3/MDZ, RU1,0/Veículo e RU1,0/MDZ), não alteraram os 

comportamentos relacionados a ansiedade durante o teste. Entretanto, durante 

o reteste as injeções combinadas de RU486 intra CPFm-IL (RU0,3/MDZ e 

RU1,0/MDZ), quando comparadas as injeções de midazolam (2,0 mg/Kg, i.p., 

Veículo/MDZ), produziram diminuição das porcentagens de entradas e de 

tempo gasto nos braços abertos do labirinto em camundongos. As injeções 

combinadas de midazolam sistêmico (Veículo/MDZ), produziram efeito 

ansiolítico durante o reteste. Estes resultados sugerem que o bloqueio dos 

receptores glicocorticóides com o RU486 no CPFm-IL antes do teste, mantém 

a memória do evento aversivo, impedindo o efeito ansiolítico do midazolam no 

reteste (Experimento 1).  

No Experimento 2, avaliamos os efeitos do RU486 (antagonista GR), 

injetado no CPFm (IL), sobre a consolidação da memória em camundongos 

expostos a protocolo de teste e reteste no LCE. Os resultados mostraram que 

as injeções de midazolam (i.p.) após o teste, não promovem alteração das 

respostas de ansiedade avaliadas no labirinto. O bloqueio dos receptores 

glicocorticóides com o RU486 no CPFm-IL após o teste não interferiu com a 

consolidação da memória.  
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Levando em consideração os resultados do Experimento 1, vários 

trabalhos têm mostrado que a experiência prévia sem tratamento 

farmacológico, promove redução na exploração dos braços abertos do labirinto 

durante a reexposição ao aparelho (FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; 

FILE; ZANGROSSI, 1993; GONZALEZ; FILE, 1997; HOLMES; RODGERS, 

1998; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Os resultados obtidos no nosso 

trabalho mostraram diminuição da porcentagem de entradas e tempo gasto nos 

braços abertos, assim como redução de comportamentos de avaliação de 

risco, sem afetar a atividade locomotora em camundongos expostos ao reteste 

no LCE. Estes achados corroboram com os trabalhos da literatura citados 

acima, confirmando que uma única exposição ao labirinto promove o fenômeno 

OTT.  

  Foi observado  que o tratamento com midazolam (2,0 mg/kg) promoveu 

diminuição da ansiedade avaliada em camundongos reexpostos ao labirinto. O 

papel da modulação GABA/benzodiazepiníca na ansiedade já foi descrita em 

vários estudos (PELLOW et al., 1985; FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; 

RODGERS; COLE, 1993; GRIEBEL et al., 1997; HOLMES; RODGERS, 1998; 

MENARD; TREIT, 1999; TEIXEIRA; CAROBREZ, 1999; BERTOGLIO; 

CAROBREZ, 2004; GAZARINI; STERN; BERTOGLIO, 2011).  

  Diferente do resultado observado no nosso Experimento 1, outros 

trabalhos já mostraram que a experiência prévia ao labirinto aumenta a 

evitação dos braços abertos (FERNANDES; FILE, 1996; HOLMES; RODGERS, 

1998; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2000), altera o comportamento natural (FILE; 

ZANGROSSI, 1993; HOLMES; RODGERS, 1998), e compromete o efeito 

ansiolítico dos benzodiazepínicos na subsequente exposição ao labirinto (FILE; 
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MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; RODGERS et al., 1999; BERTOGLIO; 

CAROBREZ, 2002a). Além disso, Reis; Canto-de-Souza, (2008) demonstraram 

que a injeção de midazolam (3 e 30 nmol) na matéria cinzenta-periaquedutal 

(MCP) produziu efeito ansiolítico em camundongos expostos ao LCE, efeito 

abolido durante a reexposição ou reteste.  

Entretanto, no nosso estudo a perda dos efeitos ansiolíticos do 

midazolam durante a reexposição, não foi observado. Apesar da diferença do 

local de administração, resultado semelhante foi observado com administração 

de midazolam (3 e 30 nmol) na amígdala,  resultando em diminuição dos 

comportamentos relacionados com ansiedade em camundongos expostos ao 

teste e ao reteste no LCE (BARBALHO; NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-

SOUZA, 2009). 

Algumas hipóteses foram sugeridas para explicar o fenomeno OTT tais 

como, habituação locomotora (DAWSON et al., 1994), sensibilização do medo 

aos braços abertos (RODGERS; SHEPHERD, 1993), mudança qualitativa  no 

estado emocional na subseqüente exposição ao labirinto (HOLMES; 

RODGERS, 1998) e alteração do estado do sítio de ligação e/ou  do complexo 

receptor envolvido (GONZALEZ; FILE, 1997; BERTOGLIO; CAROBREZ, 

2002a, 2002b, 2003), ou ainda alterações nos neurônios contendo receptores 

GABAérgicos após a primeira experiência no LCE (BARBALHO; NUNES-DE-

SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2009). 

A ansiedade e a memória compartilham vias neurais e funções 

desempenhadas por certas estruturas no cérebro (LEDOUX, 2000; 

MCNAUGHTON; GRAY, 2000). A esse respeito, evidências indicam que a 

formação de uma memória no teste no LCE, pode estar associada a mudanças 
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observadas no reteste. Por exemplo, estudos que empregaram a administração 

de drogas que facilitam o aprendizado, como anfetamina ou pentilenotetrazol, 

demonstrou facilitar os efeitos do OTT (VARGAS; DA CUNHA; ANDREATINI, 

2006); e estudos que usaram drogas que produziam amnésia, por exemplo, 

clordiazepóxido e escopolamina, ou alguns que interferem na transmissão 

sináptica bloqueando-a, como a lidocaína, impediram o surgimento do 

fenômeno OTT (FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; FILE; GONZALEZ; 

GALLANT, 1998; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2004).  

Levando em consideração os resultados descritos acima, nós 

observamos que as injeções de RU486 no CPFm-IL antes do teste,  não 

restauraram os efeitos ansiolíticos do midazolam administrado antes do reteste, 

sugerindo que o antagonismo desses receptores GR nesta estrutura, parece 

interferir na fase de aquisição da memória de camundongos expostos ao 

protocolo de teste e reteste no LCE. No entanto, são necessários mais estudos 

experimentais que avaliem por exemplo, quais os efeitos da  injeção 

combinada de midazolam central (CPFm IL) e midazolam sistêmico. Desta 

forma, será possível confirmar se o midazolam vai sofrer a perda do efeito 

ansiolítico, caracterizando a  ocorrencia do OTT. 

Estudos têm demonstrado indução de analgesia e aumento da liberação 

de hormônios corticosteroides em animais expostos ao LCE (LEE; RODGERS, 

1990; FILE et al., 1994). Esses hormônios relacionados à resposta emocional 

aversiva, possuem um papel fundamental nas mudanças comportamenais em 

futuras reexposições ao LCE (ALBRECHET-SOUZA et al., 2007; GAZARINI; 

STERN; BERTOGLIO, 2011). Os hormônios relacionados ao estresse têm 

funções periféricas (GOMEZ-SANCHEZ; GOMEZ-SANCHEZ, 2014) e centrais 
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(DE KLOET et al., 1998), ativadas diante de uma situação estressante ou 

potencialmente ameaçadora, atuando no processo de aprendizagem e 

facilitando a aquisição e consolidação de memórias aversivas (JOËLS et al., 

2006b). 

Neste sentido, alguns autores (ALBRECHET-SOUZA et al., 2007), 

observaram aumento no comportamento de avaliação de risco e nos níveis de 

corticosterona em ratos reexpostos ao LCE. Esses resultados sugerem uma 

relação entre o aumento dos níveis desse hormônio e a expressão de certos 

comportamentos, tais como congelamento, defecação e esticar (PELLOW et 

al., 1985). Da mesma forma, destaca o papel dos hormônios corticosteroides 

nos processos de aprendizagem emocional e sua provável contribuição para o 

estabelecimento do OTT.  

Em um primeiro momento, todas as áreas do encéfalo estão expostas a 

este hormônio, entretanto, seus receptores estão localizados em regiões 

específicas. Os mineralocorticóides (MR) são encontrados nos neurônios do 

hipocampo, septo lateral, complexo amigdalóide, locus coeruleus, núcleo 

paraventricular e CPFm e os glicocorticóides estão presentes em quase todas 

as regiões (DE KLOET et al., 1998; DE KLOET; JOËLS; HOLSBOER, 2005). A 

ação dos corticosteroides ocorre em conjunto com seus dois receptores, MR e 

GR, respectivamente. A relação entre a ocupação desses receptores influência 

diretamente as ações futuras e a manutenção das respostas de defesa do 

animal (JOELS; DE KLOET, 1994; DE KLOET et al., 1997).  

Dados do nosso laboratório demonstraram que injeções de RU28318 

(antagonista seletivo dos receptores MR) no mPFC restaurou os efeitos 

ansiolíticos do midazolam administrado antes do reteste no labirinto em 
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camundongos. Este antagonista produziu aumento da porcentagem de tempo 

gasto nos braços abertos do labirinto (ALBERNAZ et al., 2018). Esses dados 

sugerem que o antagonismo desses receptores de MR no CPFm interferem 

com a fase de aquisição da memória. 

As respostas de avaliação de risco podem ser caracterizadas por um 

complexo padrão comportamental associado à ansiedade, que relaciona tanto 

a tomada de decisão, quanto o esforço para enfrentar uma situação 

ameaçadora (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; SHEPHERD et al., 1994). Nos 

nossos resultados, o antagonista seletivo dos receptores glicocorticóides 

RU486 (0,3 ou 1,0 ng) intra-CPFm IL, produziu diminuição do total de SAP em 

amimais reexpostos ao labirinto e ausência de efeitos para a porcentagem de 

SAP protegido, mergulhos e frequência de levantamentos. Esses resultados 

reforçam  achados prévios da literatura mostrando ação não genômica dos 

glicocorticóides. Por exemplo, MIKICS et al., (2005) demonstraram que a 

administração de metirapona (i.p), um bloqueador da síntese de corticosterona, 

diminuiu o total de SAP, mas não alterou o SAP protegido, total de mergulhos, 

mergulhos protegidos e o total de levantar. Nesse sentido, outros achados 

também têm demonstrado que o bloqueio dos glicocorticóides prejudica a 

aquisição e consolidação em tarefas de aprendizagem em seres humanos e 

em animais de laboratório (OITZL; DE KLOET, 1992; SANDI; ROSE, 1997; 

RIMMELE et al., 2010, RIMMELE et al., 2013, ZHOU et al., 2010, ZHOU et al., 

2011).  

Os nossos resultados observados no Experimento 2, durante a fase de 

consolidação da memória mostraram que as injeções de RU486 no CPFmIL 

imediatamente depois do teste,  não foram capazes de alterar as respostas de 
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ansiedade avaliadas em camundongos durante o reteste no labirinto. O 

fenômeno OTT não foi observado durante as avaliações das porcentagens de 

entradas e tempo gasto nos braços abertos do labirinto. O antagonismo desses 

receptores GR no CPFm-IL parece não interferir na fase de consolidação da 

memória de camundongos expostos ao protocolo de teste e reteste no LCE.  

Levando em consideração os estudos relacionados a via de 

administração, resultado anterior do nosso grupo mostrou ausência do efeito do 

midazolam injetado na SCP de camundongos re-expostos ao LCE (REIS; 

CANTO-DE-SOUZA, 2008). Considerando que estruturas como o CPFm e 

matéria cinzenta periaquedutal estão envolvidas em respostas emocionais e 

aprendizagem aversiva, é possível que alterações em neurônios que possuem 

receptores GABAérgicos após a primeira experiência no LCE, estejam 

envolvidos no fenômeno OTT (BARBALHO; NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-

SOUZA, 2009). 

A consolidação de memórias é um fenômeno complexo, modulado por 

vias interconectadas e regulado por vários neurotransmissores tais como, 

adrenalina, noradrenalina, hormônio adrenocorticotrófico ACTH, vasopresina, 

oxitocina, a neurotransmissão histaminérgica, glicocorticóides entre outros 

substratos neurobioquímicos (DE QUERVAIN et al., 2000; IZQUIERDO; 

MCGAUGH, 2000; ROOZENDAAL; BARSEGYAN; LEE, 2007; GIANLORENÇO 

et al., 2012).  

De forma geral, esses neurotransmissores e hormônios podem atuar 

através de influências desde o complexo basolateral do núcleo amigdalóide, 

com interação a outras regiões  incluindo o hipocampo e o córtex (DE 

QUERVAIN et al., 2000; IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000). No nível celular, os 
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glicocorticoides aumentam a consolidação da memória e a plasticidade 

sináptica através da sinalização intra e extracelular, as propiedades dos canais 

iônicos e a estrutura celular (KARST et al., 2002; BISAZ; CONBOY; SANDI, 

2009). Estudos sugerem que o hipocampo é essencial por algum tempo após a 

aquisição de informação, mas gradualmente se torna menos importante para o 

armazenamento e recuperação da mesma, já que parece depender mais de 

áreas corticais (SQUIRE; ALVAREZ, 1995; HARDT; NADEL, 2017).  

Evidências tem demonstrado  que os glicocorticoides administrados 

farmacologicamente ou agonistas GR, seguem uma relação dose-resposta em 

forma de U invertido sobre os seus efeitos na memória. Doses moderadas 

melhoram a memória, enquanto doses menores ou mais altas são tipicamente 

menos efetivas ou prejudicam a consolidação da memória (ROOZENDAAL; 

MCGAUGH, 1997; ROOZENDAAL; WILLIAMS; MCGAUGH, 1999; DE 

QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016). No entanto, faltam evidencias 

neurobioquímicas sobre o papel das estruturas corticais na modulação da 

consolidação de memórias aversivas. Nesse contexto, os dados obtidos nesse 

trabalho sugerem que os receptores glicocorticóides não modulam aspectos 

mnemônicos associados a consolidação no CPFm-IL em camundongos 

expostos ao reteste no LCE. Cabe ressaltar que foi observada alta variabilidade 

nas respostas comportamentais dos camundongos expostos ao reteste no 

LCE, talvez com  o aumento do número de sujeitos pudesse ser possível 

evidenciar o fenômeno OTT, assim como o papel dos receptores 

glicocorticóides no CPFm na consolidação de memórias aversivas. 

Vários autores têm observado que um breve período de estresse é 

capaz de afetar a plasticidade sináptica dos neurônios no CPFm, substrato 
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neural essencial relacionado às funções cognitivas (MILAD; QUIRK, 2002; 

GHASHGHAEI; HILGETAG; BARBAS, 2007)  e modular a resposta 

neuroendócrina do estresse (HERMAN et al., 2005; JONES; MYERS; 

HERMAN, 2011). Os achados demonstraram sensibilidade morfológica e 

fisiológica diferenciada dos neurônios CPFm ao estresse. Estudos mostraram 

que a lesão eletrolítica do CPFm na sub-região IL diminui o comportamento de 

ansiedade no LCE (LACROIX et al., 2000; SHAH; TREIT, 2003). 

Neste mesmo sentido, foi mostrado  que a estimulação de IL promoveu 

diminuição do medo contextual (VIDAL-GONZALEZ et al., 2006).Essa sub-

região também parece ser responsável pela facilidade de ativação do eixo HPA 

(LACROIX et al., 2000; WALL; MESSIER, 2000). 

Em conjunto, esses dados corroboram a hipótese de que a IL é uma 

região que participa da modulação da ansiedade em roedores. Outros autores 

sugerem que essa região seria capaz de processar informações convergentes 

de outras regiões encefálicas, tais como matéria cinzenta periaquedutal, área 

tegmental ventral, núcleos do complexo amidalóide, núcleos do tálamo e 

hipotálamo, mediando respostas de ansiedade e memória (WALL; MESSIER, 

2000; VERTES, 2006). 

 Korte et al., (1995) demonstraram que a injeção intra-cerebroventricular 

do antagonista RU486 (50 ng/2,0µL) aumentou a porcentagem de tempo gasto 

nos braços abertos, sugerindo efeitos ansiolíticos dessa droga em ratos. Esses 

resultados contrastam com os nossos. A discrepância pode ser atribuída a 

diferenças no desenho experimental. Os animais que exibiram efeitos do tipo 

ansiolítico tinham recebido previamente choques elétricos nas patas. Animais 

que não receberam choques não exibiram alterações comportamentais após a 
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injeção do antagonista de glicocorticóides, sugerindo que o antagonismo tem 

efeitos ansiolíticos somente quando o comportamento semelhante à ansiedade 

é aumentado, como por exemplo o resultado de exposição prévia ao estressor 

contextual. 
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                                                                                         6. CONCLUSÃO 
 



66 
 

Após a avaliação dos resultados obtidos neste estudo, concluímos que: 

 A experiência prévia ao labirinto em cruz elevado (LCE) produz 

aumento de comportamentos relacionados a ansiedade, conforme foi 

observado no grupo controle, durante a aquisição da memória,  em 

camundongos reexpostos ao labirinto, caracterizando o fenômeno OTT.  

 O agonista GABA-benzodiazepínico, midazolam (2,0 mg/kg), 

produziu efeito ansiolítico em camundongos reexpostos ao LCE. 

 O bloqueio dos receptores glicocorticóides com RU486 no CPFm-

IL, nas doses de (0,3 e 1,0 ng), inibiu os efeitos ansiolíticos do 

midazolam administrado antes do reteste, sugerindo a participação desta 

estrutura cortical no fenômeno OTT.  

 Os resultados sugerem que o antagonismo desses receptores no 

CPFm-IL na fase de consolidação da memória não participam do 

fenômeno OTT. 

 Este estudo mostra a importância dos receptores glicocorticóides 

na manutenção de respostas defensivas relacionadas a situações 

aversivas. 
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ANEXO 1 

 

 

 

CERTIFICADO 

 

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliação do papel dos receptores glicocorticoides da região infralímbica do córtex pré-

frontal medial na tolerância aos efeitos do midazolam em camundongos submetidos ao protocolo de teste e reteste no labirinto em 

cruz elevado ", protocolada sob o CEUA nº 9286190517, sob a responsabilidade de Profª Drª Azair Liane Matos do Canto de 

Souza e equipe; Aura Julieth Rodriguez Fonseca; Rimenez Rodrigues Souza ; Lara Maria Silveira - que envolve a produção, 

manutenção e/ou utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa 

científica ou ensino - está de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho 

de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA), e foi 

aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de São Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunião de 

13/06/2017. 

 

We certify that the proposal "Assessment of the role of glucocorticoid receptors in the infralimbic region of the medial prefrontal 

cortex in tolerance to the effects of midazolam in mice submitted to the test and retest paradigm in the elevated plus maze", 

utilizing 192 Heterogenics mice (192 males), protocol number CEUA 9286190517, under the responsibility of Profª Drª Azair 

Liane Matos do Canto de Souza and team; Aura Julieth Rodriguez Fonseca; Rimenez Rodrigues Souza ; Lara Maria Silveira - 

which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata 

(except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 

6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), 

and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of São Carlos (CEUA/UFSCAR) in the 

meeting of 06/13/2017. 

  

 
Finalidade da Proposta: Pesquisa 

 

Vigência da Proposta: de 06/2017 a 07/2018 Área: Psicologia    

Origem: Biotério Central da UFSCar     

Espécie: Camundongos heterogênicos sexo:  Machos idade: 25 a 35 dias N:   192 

Linhagem: Mus Musculus/Suiço Albino  Peso: 30 a 40 g  
 

Resumo: Um dos paradigmas amplamente utilizados para o entendimento da neurobiologia dos transtornos de ansiedade é a 

exposição de roedores ao labirinto em cruz elevado (LCE). Neste contexto, quando benzodiazepínicos são administrados em 

roedores antes da exposição inicial, aumentam o tempo gasto e as entradas aos braços abertos. Essa única experiência prévia no 

LCE torna ineficientes os componentes ansiolíticos observando-se o fenômeno de tolerancia por uma exposição (OTT, one trial 

tolerance) caracterizado por uma redução na exploração dos braços abertos na reexposição ao labirinto. Dados da literatura 

indicam que os hormônios relacionados ao estresse teriam função essencial nas alterações comportamentais entre o teste e o 

reteste no LCE. Os receptores para esses hormônios são constituídos pelos subtipos mineralocorticoide (MR) e glicocorticoide 

(GR). Os subtipo GR, estão presentes em maior número em áreas como o hipocampo, amígdala e o córtex pré- frontal medial 

(CPFm), estando extremamente ligados ao controle de estados emocionais intensos, com na aquisição e extinção de memórias 

aversivas, e também a alça de retroalimentação do eixo HPA. 
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 Dentre as áreas descritas como fundamentais para o controle dos estados emocionais aversivos, está o córtex pré-frontal medial 

(CPFm), que na subdivisão infralímbica (IL) está envolvida tanto na modulação neuroendócrina em resposta ao estresse, como na 

regulação do comportamento emocional. Com base nestes dados, o presente projeto se propõe a investigar o papel dos 

receptores glicocorticoides (GR) presentes no mPFC IL na tolerância dos efeitos do midazolam em camundongos submetidos ao 

protocolo de teste e reteste no LCE. Os resultados esperados, incluem a identifição do papel dos receptores GR no 

desenvolvimento de aspectos mnemônicos, bem como permitir o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas focadas na 

atividade dos hormonios do estresse. 

 

Local do experimento: Salas experimentais do Laboratório de Psicologia de Aprendizagem 
 

 
São Carlos, 16 de junho de 
2017 
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