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Resumo
Camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado aberto (LCEa: 4 bragos abertos)
exibem intensa resposta antinociceptiva, elevadas concentragdes de corticosterona
plasméatica e comportamentos defensivos. Contudo, substratos e neurotransmissores
envolvidos nas respostas antinociceptiva e comportamental eliciadas pela exposi¢éo ao
LCEa ainda sdo pouco conhecidos. E possivel que o complexo amidaloide esteja
envolvido nestas respostas uma vez que destaca-se como uma das principais regides
encefalicas envolvidas no processamento de estimulos aversivos, nas respostas
emocionais relacionadas ao medo e na modulacdo de dor. O presente estudo investigou
se a inativacdo do complexo amidaloide, através da microinjecéo de cloreto de cobalto,
atenuaria a expressdo tanto da dor provocada pelo teste de formalina na pata, como da
antinocicepcdo e comportamentos defensivos de camundongos, sob estimulo
nociceptivo ou ndo, expostos ao LCEa (Experimento 1). Os resultados mostraram que a
inativagdo do complexo amidaloide promoveu um efeito antinociceptivo nos animais
submetidos ao teste de formalina e expostos a caixa de vidro (ambiente seguro), porém,
ndo alterou a resposta antinociceptiva e reacdes de defesa induzidos pela exposicdo ao
LCEa (ambiente aversivo). Por outro lado, na auséncia do estimulo nociceptivo, a
inativacdo da amidala promoveu: reducdo no tempo de permanéncia dos camundongos
nas regides proximais dos bracos do LCEa e na frequéncia total de SAP (stretched
attend posture); e aumento na permanéncia nas extremidades do LCEa e na frequéncia
de mergulhos (head-dipping), sugerindo efeito ansiolitico. O Experimento 2 teve como
objetivo avaliar a ativacdo neuronal, através da quantificacdo de proteina Fos, do
complexo amidaldide de camundongos submetidos ao teste da formalina na pata e de
camundongos expostos ao LCEa. O conjunto de resultados desse experimento
demonstrou que o estimulo nociceptivo e a exposicdo ao LCEa promoveram aumento
da expressdo de células positivas para a proteina Fos no complexo amidal6ide,
sobretudo no nicleo basolateral da amidala (BLA), sem haver diferenca significativa
entre os hemisférios direito e esquerdo. Visto que o CRF desempenha um papel na
mediacdo de respostas defensivas e antinociceptiva eliciadas por estimulos aversivos,
investigamos o papel do antagonista de CRF1 (CP376395) na amidala na modulacao
destas respostas eliciadas em camundongos expostos ao LCEa, sob estimulo nociceptivo
ou ndo. Os resultados mostraram que a inibicdo dos receptores de CRF do tipo 1 da
amidala, sob influéncia ou ndo da nocicepcdo, ndo alterou a antinocicepcdo e 0s

comportamentos defensivos induzidos pela exposi¢cdo ao LCEa. Os resultados sugerem



que, independente de lateralizacdo e da neurotransmissdo CRF-érgica, a amidala,
sobretudo o BLA, tem um papel importante na modulacdo das respostas nociceptivas
induzidas pelo teste de formalina e nas respostas comportamentais de camundongos
expostos ao LCEa.

Palavras-chaves: labirinto em cruz elevado aberto, camundongos, antinocicepcao,

comportamentos defensivos, amidala, CRF.



Abstract
Exposure of rodents to an open elevated plus maze (0EPM, an EPM with all four open
arms) elicits antinociceptive responses, high level of plasma corticosterone and
defensive behaviors. However, very little is known about the neural substrates and
neurotransmitters that modulate the antinociceptive responses and the defensive
behavior of oEPM-exposed animals. It is known that the amygdala plays an important
role in the modulation of defensive behavior and pain responses. Accordingly, the
Experiment 1 investigated the effects of chemical inactivation of the amygdala [through
local injection of cobalt chloride (CoCl,: a nonspecific synaptic blocker)] on the
nociception of mice injected formalin into the right hind paw (nociceptive test) and on
the defensive behavior of oEPM-exposed mice. Results showed that the amygdala
inactivation induced an antinociceptive response in mice injected formalin into the right
hind paw when exposed to the glass-cage (safe situation). However, the antinociceptive
response was not altered when mice were exposed to the oEPM (aversive situation). In
addition, the mice amygdala inactivation reduced the time spent in the proximal area of
the arms as well as the frequency of stretched attend postures (SAP), and increased time
spent in the arm ends and the head-dipping frequency, suggesting an anxiolytic-like
effect. Experiment 2 assessed the pattern of activation of the basolateral (BLA) and
central (CeA) nuclei of the amygdala through quantification of Fos protein expression
in mice exposed to the oEPM (aversive situation) or injected with formalin into the right
hind paw. Fos-positive labeled cells were bilaterally increased in the amygdaloid
complex, particularly in the BLA, compared to the control groups. Whereas the
neuropeptide corticotropin-releasing factor (CRF) plays a role in the modulatory system
of defensive and antinociceptive responses to aversive situations, the Experiment 3
investigated the effects of intra-amygdala microinjections of CRF1 antagonist
(CP376395) on these responses on mice exposed to the oEPM. Results showed that the
antinociceptive and defensive responses did not change by the blocked of CRF1 in the
amygdala. These results are suggestive that the amygdala (in particular, its BLA
nucleus) plays a role in the modulation of nociceptive response induced by formalin test

and in the modulation of defensive behaviors in oEPM-exposed mice.

Keywords: open elevated plus maze, mice, antinociception, defensive behaviors,

amygdala, CRF.
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1. Introducéo

A dor pode ser definida como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada a um dano tissular real ou potencial ou ainda, descrita em
termos que sugerem tal dano” (Associacdo Internacional para o Estudo da Dor - 1ASP,
2006). Embora seja desagradavel, a dor é importante para a sobrevivéncia, pois se trata
de um mecanismo de aviso sobre a ocorréncia de estimulos lesivos provenientes do
meio externo ou do proprio organismo (Lent, 2001).

E importante destacar dois componentes importantes da dor, os quais s3o
processados por substratos neurais envolvidos diretamente com processos cognitivos e
afetivos: o componente perceptivo-discriminativo e 0 componente aversivo-cognitivo-
motivacional. O primeiro compreende a identificacdo do estimulo como doloroso,
enquanto o segundo, também denominado reacional, compreende comportamentos
defensivos que vao desde a retirada reflexa do membro até respostas emocionais do tipo
luta/fuga e geralmente sdo acompanhados por fortes sensacdes subjetivas de desconforto
(Brandao, 2012). Assim, a dor ndo deve ser considerada apenas um fenémeno sensorial,
mas também envolve o fendmeno emocional.

De forma geral, os estimulos nociceptivos sdo captados por terminagdes
nervosas livres de fibras de neurdnios ganglionares espinais denominadas nociceptores.
Estes sdo responsaveis por transmitir os impulsos nervosos para a medula espinal por
meio de dois tipos de fibras sensoriais, cuja classificacdo é baseada na sua estrutura e
velocidade de conducédo. Enquanto as fibras Ad sdo mielinizadas e condutoras rapidas,
as fibras C sdo amielinizadas e de conducdo lenta. A conducdo da informacao
nociceptiva até estruturas superiores do sistema nervoso central se da por meio das vias
ascendentes da dor. Sucintamente, a informacdo é transmitida atraveés das fibras
aferentes primarias para o corno dorsal da medula espinal e, em seguida, para regides
encefalicas via dois canais principais de comunicacao: o trato paleoespinotalamico, de
conducdo lenta, e o trato neoespinotaldamico, de conducdo répida. Enquanto a via
paleoespinotalamica, denominada via polissinaptica, tem conexBes com a matéria
cinzenta periaquedutal (MCP), tdlamo, cortex e estruturas limbicas contribuindo para o
componente afetivo da dor, a via neoespinotalamica envia projecdes diretamente para o
talamo e cortex sensorial, onde ocorre a percep¢do da dor, contribuindo para o

componente sensorial da dor. Além das vias ascendentes da dor, existe a via
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.....

dor. Essa via é composta por projec6es da MCP para regifes do tronco encefélico, como
0 bulbo rostral ventromedial (RVM) que, por sua vez, envia proje¢Oes para a medula
espinal. Uma vez que a MCP também integra impulsos originados em regides limbicas,
fatores como medo, atencdo, expectativa, podem regular o processamento da dor,
demonstrando o aspecto emocional da dor (D'mello e Dickenson, 2008; Brandéo, 2012).

Apesar de a dor ser de suma importancia para a sobrevivéncia dos animais,
quando confrontados com ameacas ao seu bem estar, a integridade fisica ou a
sobrevivéncia, além de exibirem respostas comportamentais (fuga, luta, congelamento,
vocalizacdo) e neurovegetativas (taquicardia, hipertensdo, defecacdo), esses
normalmente apresentam diminui¢cdo da sensibilidade dolorosa ou antinocicepcao
(Kelly, 1986; Rodgers, 1995).

A inibi¢8o da resposta nociceptiva é resultado da ativagdo do sistema inibitorio
descendente de modulacdo da dor. Diante de uma ameaca ou situacdo aversiva,
estruturas encefalicas, como amidala, cortex cingulado anterior, MCP, sdo ativadas.
Sucintamente, neurdnios que partem dessas regides fazem sinapses inibitdrias com
neuronios de segunda ordem no corno dorsal da medula espinal impedindo a
propagacao da informacao nociceptiva pelas fibras aferentes priméarias, o que resulta na
antinocicepcdo. A analgesia induzida pela estimulacdo elétrica da matéria cinzenta
periaquedutal foi uma das primeiras evidéncias sobre a existéncia desse sistema
(Reynolds, 1969). A ativacdo dessa estrutura mesencefalica inibe neurdnios
nociceptivos do corno dorsal da medula espinal resultando na inibicdo de respostas
comportamentais provocadas pelo estimulo nocivo (Bandler e Keay, 1996).

Uma vez que os estimulos nociceptivos induzem a exibicdo de uma série de
comportamentos recuperativos (ex., lambidas das lesGes, repouso, etc.), a
antinocicepcdo apresenta claro valor adaptativo mediante situacdes aversivas, pois
permite ao animal exibir reacdes defensivas como congelamento, luta e fuga, mesmo
que uma injaria tenha ocorrido, aumentando, deste modo, suas chances de sobrevivéncia
(Bolles e Fanselow, 1980).

A inibicdo da resposta nociceptiva pode ser provocada por estimulos tanto
aprendidos como inatos que predizem o perigo. A antinocicepcdo induzida por
estimulos inatos de perigo pode ser evidenciada, por exemplo, quando animais estdo

diante de um predador (Lester e Fanselow, 1985; Kavaliers, 1988; Lichtman e
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Fanselow, 1990); de um ambiente novo (Netto et al., 1987; Torres et al., 2001) ou
aberto, como é o caso do labirinto em cruz elevado aberto (LCEa) (Mendes-Gomes e
Nunes-De-Souza, 2005; Cornelio e Nunes-De-Souza, 2009; Mendes-Gomes e Nunes-
De-Souza, 2009; Mendes-Gomes et al., 2011; Sorregotti et al., 2013).

O LCEa é similar ao labirinto em cruz elevado (LCE: 2 bracos abertos e 2 bragos
fechados), porém apresenta os quatro bragos abertos, ndo permitindo ao animal
esquivar-se do ambiente ameacador (bracos abertos). Além da intensa resposta
antinociceptiva, camundongos expostos ao LCEa também apresentam elevadas
concentracbes de corticosterona plasmatica, um marcador biolégico do estresse
(Mendes-Gomes et al., 2011), e comportamentos defensivos (Sorregotti et al., 2013),
confirmando a natureza aversiva deste ambiente e corroborando evidéncias anteriores
que indicam serem os estados emocionais aversivos dependentes do tipo de estressores
aos quais estdo associados, isto €, se escapaveis ou ndo (Henry e Stephens, 1977;
Teskey e Kavaliers, 1987; Blanchard et al., 1993; Lovick, 1993).

Embora dados da literatura indiquem a participacdo de alguns
neurotransmissores, como serotonina e GABA, envolvidos na resposta antinociceptiva
induzida por aversdo (Nunes-De-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009), ainda nao
estd totalmente esclarecido quais substratos e neurotransmissores estdo envolvidos na
modulacdo desta resposta. Estudos eletrofisiologicos, comportamentais e bioquimicos
apontam a amidala como um importante sitio de modulacdo de dor (Lariviere e
Melzack, 2000; Mcnally e Akil, 2002; Greenwood-Van Meerveld et al., 2006; Ulrich-
Lai et al., 2006; Ji e Neugebauer, 2007) e uma das principais regides encefalicas
envolvidas no processamento de estimulos aversivos e nas respostas emocionais
relacionadas ao medo (exemplos, antinocicepcao, sobressalto, congelamento, fuga, luta)
(Graeff et al., 1993; Davis, 1998; Ledoux, 2000; Leite-Panissi et al., 2003; Leite-Panissi
et al., 2004). A amidala é uma estrutura prosencefalica bilateral composta de nucleos
com complexas conexdes inter e intranucleares. Esses nlcleos estdo subdivididos em
trés principais grupos: o grupo basolateral, que inclui os nucleos lateral, basal e basal
acessorio; o grupo superficial ou cortical, incluindo os ndcleos corticais e o nicleo do
trato olfatdrio lateral; e o grupo centromedial, composto pelos nicleos medial e central
(para revisdo, ver Sah et al., 2003). Tém-se estabelecido que os subnicleos basolateral e
central desempenham papéis fundamentais na aquisicao e expressdo de comportamentos

relacionados ao medo (Sah et al., 2003).
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Embora a amidala seja uma estrutura bilateral, alguns estudos demonstram haver
lateralizagcdo funcional desta estrutura em modelos animais e humanos (Baker e Kim,
2004; Carrasquillo e Gereau, 2007; 2008; Ji e Neugebauer, 2009), porém, evidéncias de
lateralizacdo relacionada a dor sdo conflitantes. Por exemplo, Ji e Neugebauer (2009)
demonstraram maior atividade neuronal no nucleo central da amidala direita no modelo
de artrite. Por outro lado, Goncalves e Dickenson (2012) demonstraram atividade
neuronal dos hemisférios esquerdo e direito do ndcleo central da amidala igualmente
aumentada em ratos submetidos ao modelo de ligacdo do nervo espinal.

Estudos com lesbes da amidala resultaram na interrupcdo das respostas
emocionais relacionadas ao medo (para uma revisdo ver Rosen e Schulkin, 1998). Por
exemplo, a lesdo quimica bilateral dos nucleos basolateral ou central da amidala inibiu a
aversdo condicionada por lugar induzida por injecdo de formalina na pata de ratos
(Tanimoto et al., 2003). Ainda neste contexto, Manning e Mayer (1995) demonstraram
que a lesdo do nucleo central da amidala atenuou a antinocicepgédo induzida por morfina
em ratos submetidos ao teste de formalina na pata. Assim, é possivel que o complexo
amidaloide esteja envolvido na antinocicep¢do e nos comportamentos defensivos
induzidos pelo LCEa e que a inativacdo desta estrutura atenue estas respostas.

Para mapear substratos neurais de animais expostos a varios tipos de situacées
experimentais tem sido usada a avaliacdo imunoistoquimica da proteina Fos, produzida
pelo gene de expressdo imediata c-fos. Neste sentido, a expressdo da proteina Fos tem
sido identificada em varias estruturas limbicas, incluindo a amidala, de animais
expostos ao LCE (Silveira et al., 1993; Duncan et al., 1996; Linden et al., 2003; Salome
et al., 2004). Porém, ainda ndo existem dados demonstrando o padréo de ativacdo dos
substratos neurais quando camundongos sdo expostos ao LCEa. No que diz respeito a
inducdo de c-fos por estimulos nociceptivos, existem divergéncias entre os estudos que
mostram o padrdo de ativacdo do complexo amidaldide induzida por formalina na pata.
Por exemplo, Nakagawa e colaboradores (2003) demonstraram que a injecdo de
formalina na pata de ratos aumentou a expressdao de RNAm de c-fos nos nucleos lateral
e basolateral da amidala, mas ndo no central, enquanto Hayashi e colaboradores (2009)
demonstraram que a injecdo de formalina na pata de camundongos aumentou a
expressdo de Fos nos nicleos central e basolateral. Por outro lado, Rea e colaboradores
(2011) demonstraram que ndo ha diferenca significativa na expressdo de c-fos no nucleo

central da amidala na nocicepcdo induzida por formalina. Diante dessas evidéncias, as
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investigacdes sobre o padrdo de ativacdo da amidala induzida por formalina na pata e de
camundongos expostos ao LCEa parecem relevantes para a compreensdo dos processos
neurobioldgicos envolvidos na antinocicepcdo induzida por aversao.

A amidala contém diversos neurotransmissores e respectivos receptores com
importantes implicagdes em estados emocionais (Davis, 1993; Castellano et al., 2003;
Mcgaugh, 2004). Dentre 0s neurotransmissores que desempenham um papel na
mediacdo de respostas defensivas e antinociceptivas eliciadas por estimulos aversivos
esta o fator de liberagdo de corticotropina (CRF, do inglés “corticotrophin-releasing
factor”) (Lariviere e Melzack, 2000; Carvalho-Netto et al., 2007; Miguel e Nunes-De-
Souza, 2011). O CRF é um peptideo com 41 aminoé&cidos que ativa o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) e outras areas encefalicas, como amidala, locus coeruleus e
MCP (Chen et al., 1992; Carrasco e Van De Kar, 2003; Borelli e Brandao, 2008). Os
mecanismos de acdo do CRF se dao por sua interagdo com dois tipos de receptores, o
CRF1 e 0 CRF2, que sdo acoplados ao sistema de segundos mensageiros via proteina G
(Gs/Gq) (Chang et al., 1993; Vita et al., 1993; Lovenberg et al., 1995; Perrin et al.,
1995). Resultados do nosso laboratorio mostraram que receptores CRF 1, mas ndo CRF
2, exercem importante papel nos efeitos ansiogénico e antinociceptivo induzidos por
CRF na MCP dorsal em camundongos (Miguel e Nunes-De-Souza, 2011). Além disso,
Ji e colaboradores (2007) demonstraram que injecfes do antagonista CRF 1 NBI127914
no nucleo central da amidala, mas ndo do antagonista de CRF 2 astressin, inibem a
resposta nociceptiva de ratos submetidos ao modelo de artrite induzida no joelho.
Também é conhecido que a exposi¢do de camundongos e ratos a estimulos estressores
provoca aumento da liberacdo de CRF na amidala (Cummings et al., 1983; Merlo Pich
et al., 1995; Rodriguez De Fonseca et al., 1997; Merali et al., 1998; Cipriano et al.,
2016). Além disso, a amidala € um dos maiores sitios extra-hipotalamicos de receptores
CRF 1 e, em menor escala, de CRF 2 (Dautzenberg e Hauger, 2002; Reul e Holsboer,
2002), caracterizando-a como um interessante substrato para os estudos envolvendo a
mediacdo CRF-érgica.

Resultados recentes do nosso laboratério (Sorregotti et al., 2013) demonstraram
que camundongos expostos ao LCEa apresentaram comportamentos defensivos
caracterizados por esticadas (stretched attend postures: SAP) e mergulhos (head
dipping), os quais mostraram-se sensiveis ao estimulo nociceptivo. Uma vez que o CRF

é liberado em resposta a estimulos estressores/aversivos e a amidala parece ser um
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importante substrato neural comum entre estado afetivo e dor (Nunes-De-Souza et al.,
2000; Meagher et al., 2001; Rhudy e Meagher, 2003; Neugebauer et al., 2004; Myers et
al., 2005; Ji et al., 2007) é possivel que as respostas antinociceptiva e ansiogénica
eliciadas pela exposicdo de camundongos ao LCEa sejam mediadas por liberagdo
enddgena desse peptideo nesta estrutura.

Diante das evidéncias apontadas acima, € possivel que a inativacdo da amidala,
assim como a inibi¢do da neurotransmissdo CRF-érgica, atenue a aversdo do LCEa e,
portanto, a antinocicep¢do e os comportamentos defensivos induzidos pela exposigédo a
este aparato. Dessa forma, em conjunto, 0s experimentos desse estudo sdo relevantes
para a compreensdo dos processos neurobiolégicos envolvidos na antinocicepcao

induzida por aversao.

2. Objetivos
2.1. Geral

Investigar o envolvimento, o padrdo de ativacao e a neurotransmissdo CRFergica
do complexo amidaloide nas reacGes de defesa e na antinocicepcdo induzida pela
exposicdo a uma situacdo aversiva inata (labirinto em cruz elevado aberto).

2.2.  Especificos

- Investigar os efeitos da inativacdo do complexo amidaloide na nocicepgdo em
camundongos submetidos ao teste de formalina na pata.

- Investigar os efeitos da inativacio do complexo amidaloide nos
comportamentos defensivos e na antinocicep¢do induzida por aversao em camundongos
submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao LCEa.

- Investigar os efeitos da injecdo de formalina na pata sobre a marcacdo de
proteina Fos no complexo amidaloide de camundongos expostos a uma situacao
controle (caixa de vidro).

- Investigar os efeitos da exposicdo ao LCEa sobre a marcacdo de proteina Fos
no complexo amidaloide de camundongos.

- Investigar os efeitos de microinjecbes intra-amidala do antagonista de
receptores do tipo 1 de CRF (CP 376395) nos comportamentos defensivos e na
antinocicepcdo induzida por aversao em camundongos submetidos ao teste de formalina

na pata e expostos ao LCEa.
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3. Material e Métodos
3.1.  Animais

Foram utilizados camundongos Suigos albinos machos (25-35¢g), provenientes
do biotério central da Universidade Estadual Paulista, UNESP. Os animais foram
mantidos em condicOes controladas de temperatura (23 £ 1°C) e luz (ciclo de 12/12
horas, luzes acesas as 07:00 e apagadas as 19:00) e tiveram livre acesso ao alimento e a
agua, exceto durante os curtos periodos de teste. Todos 0s procedimentos envolvendo o
uso de animais neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Araraquara - CEUA n° 14/2014.
3.2.  Cirurgia

A fim de realizar microinjecbes de farmacos diretamente no complexo
amidaloide, realizou-se cirurgia estereotaxica semelhante ao procedimento descrito por
Cornelio e Nunes-De-Souza (2007). Os camundongos receberam implantagédo
intracraniana bilateral de canulas guia (25 gauge) de 7,0 mm de comprimento, apos
anestesia com a combinacdo de cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p.). As
canulas foram fixadas no cranio do animal com cimento acrilico. No final da cirurgia, os
animais receberam pentabiotico (56,7 mg/Kg i.m.) e o antiinflamatorio flunixina (0,5
mg/Kg). A principio as coordenadas estereotaxicas para implantacdo da canula guia
foram baseadas em estudos anteriores (Cornelio e Nunes-De-Souza, 2007; Barbalho et
al., 2009) bem como no Atlas de Paxinos e Franklin (2004), sendo posteriormente
ajustadas de acordo com os resultados obtidos em testes (Cipriano et al., 2016). Sendo
assim, as coordenadas utilizadas foram 1,1 mm posterior ao bregma, +3,1 mm lateral a
sutura mediana e 3,4 mm ventral a superficie craniana.
3.3. Drogas utilizadas

- cloreto de cobalto(ll) hexahidratado (CoCl2: bloqueador ndo seletivo de
sinapses) diluido em salina (NaCl 0,9%) na dose de 1mM/0,1pl;

- CP 376395 nas doses de 0,375, 0,75 e 1,5 nmol/0,1ul, como antagonista
seletivo de receptores de CRFL1.

As doses utilizadas foram baseadas em estudos anteriores (Cipriano et al., 2016;
Costa et al., 2016).
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3.4. Administragédo das drogas

A ponta da canula guia foi posicionada + 1,0 mm dorsal a estrutura alvo. A
injecdo dos farmacos foi feita através da insercdo de uma agulha (33 gauge) de 8,0 mm
de comprimento no interior da canula guia. A agulha de injecéo foi conectada, por meio
de um tubo de polietileno (PE-10), a uma microsseringa Hamilton. Apds a
microinjecdo, a agulha de injecdo permaneceu por mais 45 segundos no interior da
canula guia e durante todo o procedimento o animal foi contido manualmente pelo
experimentador com uso de uma flanela. O movimento de uma pequena bolha de ar no
tubo de polietileno durante as inje¢cdes confirmou o fluxo da solucéo.
3.5.  Teste de formalina na pata

O teste de formalina € um modelo amplamente utilizado para avaliar
comportamentos nociceptivos em roedores (Abbott et al., 1995). A injecdo de formalina
provoca uma resposta nociceptiva bifasica (Dubuisson e Dennis, 1977). A primeira fase
(fasica) é observada nos primeiros 5 minutos, enquanto a segunda fase (tbnica) inicia-se
depois de 20 minutos da injecdo de formalina e dura por volta de 40-50 minutos. A
primeira fase é ocasionada predominantemente pela estimulacdo direta de nociceptores
(Le Bars et al., 2001) enquanto a segunda parece ser dependente da combinacdo de uma
reacdo inflamatoria no tecido periférico injuriado, com mudancas funcionais no corno
dorsal da medula espinal (Tjolsen et al., 1992; Mccall et al., 1996). No presente estudo,
0s camundongos foram tratados com 50 uL. de solugdo de formalina a 2,5%, injetada
subcutaneamente na superficie dorsal da pata traseira direita.
3.6. Labirinto em Cruz Elevado Aberto

O labirinto em cruz elevado aberto (LCEa) é similar aquele descrito por Lister
(1987), contudo, consiste de quatro bracos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) elevados 38,5 cm
do solo por um suporte de madeira (Figura 1). Cada braco do LCEa foi dividido em
duas partes, as quais foram denominadas areas proximais (10x5cm) e extremidades
[unido das areas intermediarias e distais (20x5¢cm)] em relagcdo ao centro (Sorregotti et
al., 2013). Ressalta-se que assim como o LCE padrdo, este modelo baseia-se na aversdo

natural de roedores a espacos abertos.
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Figura 1: Camundongo exposto ao labirinto em cruz elevado aberto (LCEa)

3.7.  Avaliacdo das medidas espacgo-temporais e complementares

Foram analisadas as medidas espaco-temporais [tempo em cada regido dos
bracos (centro, regibes proximais e extremidades) e frequéncia total de entradas],
medidas complementares [frequéncia total de esticadas (stretched attend posture- SAP):
0 animal estica o0 corpo sem movimentar as patas traseiras e volta & posicéo inicial;
frequéncia de mergulhos nos bracos (head dipping — HD): animal estica a cabeca e
pescoco para fora do labirinto em direcdo ao solo; e duracdo total (em segundos) de
andar agachado (flatback - FB): animal movimenta-se com o corpo esticado, com 0
abdémen e térax em contato com o assoalho do labirinto]; e tempo (em segundos) de
lambidas na pata (Blanchard et al., 1993; Dalvi e Rodgers, 1996; Nunes-De-Souza et
al., 2002; Borelli e Brandao, 2008; Sorregotti et al., 2013).

Os comportamentos foram gravados e posteriormente avaliados por um
observador treinado utilizando o software “X-plo-rat 2005” desenvolvido pelo grupo do
Prof. Dr. Silvio Morato de Carvalho, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, USP.

3.8.  Labirinto em Cruz Elevado Fechado

O LCE fechado (LCEf) é similar aquele descrito por Lister (1987), contudo,
consiste de quatro bracos com paredes laterais (fechados) (30 x 5 x 15 cm) elevados
38,5 cm do solo por um suporte de madeira (Figura 2). Este aparato foi utilizado como
situacdo controle do LCEa. Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de

luz, em uma sala com baixa iluminacgéo (50 lux, no nivel do assoalho do aparato).
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Figura 2: Labirinto em cruz elevado fechado
3.9. Caixade vidro
A caixa de vidro (30 x 20 x 25 cm) consiste em um ambiente potencialmente ndo
aversivo (neutro) para os camundongos (Figura 3). Este aparato foi utilizado como
situacdo controle para o registro do tempo de lambidas na pata tratada com formalina.

Figura 3: Camundongo exposto a caixa de vidro

3.10. Histologia

Ao final do experimento envolvendo microinjecdo, todos os animais foram
anestesiados e perfundidos com uma solucdo de paraformaldeido (4%), seguida pela
injecdo intra-amidala de uma solucdo de 1% de azul de metileno. Os animais foram
entdo decapitados, seus encéfalos removidos e acomodados em recipientes contendo
solucdo de formalina (10%) para sofrerem se¢Bes coronais ao longo do trajeto da canula
com o auxilio de um criostato (Leica CM 1850). As se¢des foram inspecionadas com o
uso de uma lupa (Leica DM LB) e a visualizacdo da dispersdo do azul de metileno
indicou o local da injecéo.
3.11. Imunoistoquimica

Noventa minutos apds os testes, os camundongos foram anestesiados e
perfundidos com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), seguido por
paraformaldeido 4%. Os encéfalos removidos foram pos-fixados em paraformaldeido
por 2h e transferidos para solugdo de sacarose 30% em PBS 4°C. Apds 2 dias, 0s
encéfalos foram congelados em gelo seco em p6 por 1h e mantidos em -80°C até serem

fatiados em fatias coronais de 35um de espessura no criostato. Cabe ressaltar que foi
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feita uma marcacdo, com uma agulha, no lado direito dos encéfalos com o propoésito de
investigar a presenca ou ndo de lateralizagdo. As fatias contendo a regido encefalica de
interesse (amidala) foram lavadas 3 vezes (10 minutos cada lavagem) em PBS e
incubadas em solucdo bloqueadora (soro de cabra 3% e Triton X-100 0,25% dissolvidos
em PBS) por uma hora a temperatura ambiente. Apds o bloqueio as fatias foram
incubadas com anticorpo anti-Fos (diluicdo 1:2000; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA; produzido em coelho), em solugdo bloqueadora por 24 horas, a
4°C. Apos essa incubacdo, as fatias foram lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos
cada lavagem) e incubadas com anticorpo secundario biotinilado anti-coelho (dilui¢do
1:400; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) em PBS-Tx (Triton X-100 0,25%)
e soro de cabra 3%, por 2 horas, a temperatura ambiente. Em seguida, as fatias foram
lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e incubadas por 1 hora em
solucdo de avidina-biotina-peroxidase (ABC Elite kit, PK-6100; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA), Triton X-100 0,5% e PBS. Na sequéncia, as fatias foram
lavadas 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e incubadas em 3,3’-diaminobenzidina
(DAB) por aproximadamente 7 minutos. Finalmente, foram lavadas 4 vezes (5 minutos
cada lavagem), transferidas para solucdo de PBS e montadas em laminas gelatinizadas.
ApoOs a secagem, as laminas foram hidratadas em &gua destilada e, em seguida,
desidratadas em gradiente seriado de titulacfes crescentes de etanol (30%, 60%, 90%,
95% e 100%) e xilol (LabSynth, Sdo Paulo, Brasil). Por fim, foram cobertas com
Permount (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EUA) e laminulas.

A imunomarcacgdo de Fos foi capturada através de uma camera acoplada a um
microscopio (Zeiss Axioskop 2). Foram capturadas 4 imagens por hemisfério
[denominados D (direito) e E (esquerdo)] por camundongos e as células positivas para
Fos foram contadas utilizando o programa Axio Vision Rel., versdo 4.8. O valor de

células positivas para cada animal representa a média das 4 imagens.
3.12. Procedimentos
3.12.1. Experimento 1: Investigacdo da participacdo do complexo amidaldide na

antinocicepcado e reacdes de defesa induzidas pela exposi¢cdo de camundongos ao
LCEa.
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3.12.1.1. Experimento 1A: Investigacdo dos efeitos da inativagdo do complexo
amidaloide na nocicep¢cdo em camundongos submetidos ao teste de formalina na
pata.

Cinco dias ap6s a cirurgia de implante de canula na amidala, os camundongos
foram tratados com formalina injetada subcutaneamente na superficie dorsal da pata
traseira direita. Apds 15 minutos da injecdo de formalina, os animais receberam
microinjecdo bilateral de salina ou cloreto de cobalto e, apds 10 minutos, foram
expostos a caixa de vidro por 10 minutos para registro do tempo (em segundos) de
lambidas na pata a fim de investigar os efeitos da inativacdo da amidala na nocicep¢éo.

3.12.1.2. Experimento 1B: Investigacdo dos efeitos da inativacdo do complexo
amidaloide na antinocicepcdo e reacOes de defesa induzidas pela exposicdo de
camundongos ao LCEa: influéncia da dor.

O protocolo do Experimentos 1B foi semelhante ao Experimento 1A, exceto
que, ao invés de serem expostos a caixa de vidro, os animais foram expostos ao LCEa:
cinco dias ap0s a cirurgia estereotaxica, os camundongos receberam formalina na
superficie dorsal da pata traseira direita e, 15 muntos depois, cada animal recebeu salina
ou cloreto de cobalto intra-amidala. Dez minutos ap6s a inje¢do intra-amidala, todos os
animais foram expostos ao LCEa por 10 minutos para avaliagdo do tempo de lambidas
na pata e das medidas espaco-temporais e complementares (para detalhes, ver secao
3.7).

3.12.1.3. Experimento 1C: Investigacdo dos efeitos da inativacdo do complexo
amidaloide nas reacdes de defesa induzidas pela exposicdo de camundongos ao
LCEa.

O protocolo do Experimentos 1C foi semelhante ao Experimento 1B, exceto que
0s animais ndo receberam formalina na pata antes de serem expostos ao LCEa: cinco
dias apds a cirurgia estereotaxica, os camundongos receberam salina ou cloreto de
cobalto intra-amidala. Dez minutos apds a injecdo intra-amidala, todos os animais foram
expostos ao LCEa por 10 minutos para avaliacdo das medidas espaco-temporais e

complementares (para detalhes, ver secdo 3.7).
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3.12.2. Experimento 2: Investigagdo do padrdo de ativacdo da amidala de
camundongos submetidos ao teste de formalina na pata ou expostos ao LCEa.

Com o propdsito de investigar o padrdo de ativacdo da amidala quando
camundongos sdo submetidos ao teste de formalina na pata ou sdo expostos ao LCEa,
foi realizado o Experimento 2. Ainda, este experimento foi delineado para avaliar
eventuais diferencas na ativagdo neuronal na amidala localizada nos hemisférios
esquerdo e direito, bem como do envolvimento dos diferentes subnucleos amidal6ides:
ndcleos central e basolateral.

Apo6s 10 dias de habituacdo [conduzida pela manipulacdo diaria dos animais e
exposicdo a caixa de vidro ou LCEf (Martinez et al., 2008)], os animais foram
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: grupos 1 e 2, animais receberam (grupo 1) ou
ndo (grupo 2) injecdo de formalina na pata e foram expostos a caixa de vidro (ambiente
potencialmente ndo aversivo) por 35 minutos; grupos 3 e 4, animais foram expostos ao
LCEa (grupo 3) ou LCEf (grupo 4) por 10 minutos. Noventa minutos apos o teste, todos
os animais foram perfundidos e os encefalos removidos e processados para a
imunoistoquimica de Fos.

Paralelamente a esses grupos, a fim de se investigar o padrao de ativacao basal
de Fos, foi adicionado um grupo (basal), cujos animais foram retirados da caixa moradia
e imediatamente perfundidos, os encéfalos removidos e processados para a

imunoistoquimica de Fos.

3.12.3. Experimento 3: Investigacdo do envolvimento dos receptores CRF1 da
amidala na antinocicepcdo e reacbes de defesa induzidas pela exposicdo de

camundongos ao LCEa.

3.12.3.1. Experimento 3A: Investigacédo dos efeitos da microinjecdo do antagonista
de CRF1 (CP376395) na amidala na nocicep¢do de camundongos submetidos ao
teste de formalina na pata.

Cinco a sete dias apds a cirurgia de implante de canula na amidala, os
camundongos foram tratados com 50 ul de solugdo de formalina a 2,5%, injetada
subcutaneamente na superficie dorsal da pata traseira direita. Apos 15 minutos da
injecdo de formalina, os animais receberam microinjecdo de salina ou CP376395

(antagonista de receptor CRF1) e, ap6s 10 minutos, foram expostos a caixa de vidro por
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10 minutos para registro do tempo (em segundos) de lambidas na pata. Com este visou-
se obter uma curva dose-resposta do CP 376395, nas doses 0,375, 0,75 e 1,5 nmol.

3.12.3.2. Experimento 3B: Investigacdo dos efeitos da microinje¢do do antagonista
de CRF1 (CP376395) na amidala na antinocicepc¢ao e reagdes de defesa induzidas
pela exposi¢do de camundongos ao LCEa: influéncia da dor.

O protocolo do Experimento 3B foi semelhante ao Experimento 3A, exceto que,
ao invés de serem expostos a caixa de vidro, os animais foram expostos ao LCEa: cinco
dias ap6s a cirurgia estereotaxica, os camundongos receberam formalina na superficie
dorsal da pata traseira direita e, 15 minuntos depois, cada grupo recebeu salina ou
CP376395 na dose 1,5 nmol/0,1 ul (obtida previamente). Dez minutos apds a injecdo
intra-amidala, todos os animais foram expostos ao LCEa por 10 minutos para avaliacdo

do tempo de lambidas e das medidas espaco-temporais e complementares.

3.12.3.3. Experimento 3C: Investigacdo dos efeitos da microinjecdo do antagonista
de CRF1 (CP376395) na amidala nas reacdes de defesa induzidas pela exposicéo de
camundongos ao LCEa.

O protocolo do Experimentos 3C foi semelhante ao Experimento 3B, exceto que
0s animais ndo receberam formalina na pata antes de serem expostos ao LCEa: cinco
dias apds a cirurgia estereotaxica, os camundongos receberam salina ou CP376395 na
dose 1,5 nmol/0,1 ul (obtida previamente). Dez minutos apds a injecdo intra-amidala,
todos os animais foram expostos ao LCEa por 10 minutos para avaliacdo das medidas

espago-temporais e complementares.

3.13. Analises Estatisticas

Inicialmente todos os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de
variancia de Levene.

Experimento 1A:

Para a analise do efeito da inativacdo da amidala sobre o tempo total de lambidas
na pata de camundongos submetidos ao teste de formalina e sobre tempo registrado a
cada 2 minutos foram utilizados o test t de Student e a ANOVA bifatorial para medidas

repetidas (fator 1: tratamento; fator 2: tempo), respectivamente.
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Para a andlise do efeito da inativagdo uni ou bilateral da amidala sobre o tempo
de lambidas na pata de animais submetidos ao teste de formalina foi utilizada a
ANOVA unifatorial (fator tratamento).

Experimentos 1B e 1C:

Para analise do efeito da inativacdo do complexo amidaloide na antinocicep¢éo e
comportamentos defensivos de camundongos submetidos ou ndo ao teste de formalina
na pata e expostos ao LCEa foi utilizado o teste t de Student.

Experimento 2:

Para anélise da marcagdo média de Fos (mm?) nos hemisférios direito e esquerdo
do complexo amidal6ide de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e de
camundongos expostos ao LCEf ou ao LCEa foi utilizada a ANOVA bifatorial [fator 1 -
condig&o: basal, caixa de vidro, formalina, LCEf ou LCEa; fator 2 - hemisfério: direito
(D) ou esquerdo (E)].

Para analise do padrdo de ativacdo dos nucleos CeA e BLA foi utilizada a
ANOVA bifatorial [fator 1 - condicdo: basal, caixa de vidro, formalina, LCEf ou LCEga;
fator 2 - nucleo: basolateral (BLA) ou central (CeA)].

Experimento 3A:

Para analise do efeito das diferentes doses do antagonista de CRF1 (CP 376395
nas doses 0,375, 0,75 e 1,5 nmol) na nocicepcdo (tempo total de lambidas na pata) de
camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e expostos a caixa de vidro foi
utilizada a ANOVA unifatorial (fator tratamento).

Experimentos 3B e 3C:

Para analise do efeito da dose 1,5 nmol de CP 376395 na amidala sobre a
antinocicepcdo e comportamentos defensivos de camundongos submetidos ou ndo ao

teste de formalina na pata e expostos ao LCEa foi utilizado o teste t de Student.

Nos casos aonde foram detectadas diferencas pela ANOVA, a analise prosseguiu
com o teste post hoc de comparagdes multiplas de Duncan. Valores de p iguais ou

inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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4. Resultados

Todos os sitios de injecdo foram confirmados pela analise histologica dos cortes
da amidala. A Figura 4 mostra uma representacdo esquematica (esquerda) e uma
fotomicrografia (direita) de um sitio de inje¢do na amidala de um camundongo
representativo. As seccOes ocorreram a 1.10 mm anterior ao bregma (Paxinos e
Franklin, 2001).

Figura 4: Representacdo esquematica (esquerda) e fotomicrografia de uma seccdo coronal
(direita) mostrando um sitio de injecdo na amidala de um camundongo representativo.

4.1. Experimento 1: Papel do complexo amidaloide na resposta nociceptiva e nas
reacOes de defesa de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e
expostos ao LCEa.

4.1.1. Experimento 1A: Atenuacdo da resposta nociceptiva provocada pela
inativacdo bilateral do complexo amidaloide em camundongos submetidos ao teste
de formalina na pata.

A Figura 5 mostra o efeito da inativacdo do complexo amidaloide sobre o tempo
total de lambidas de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e expostos
a caixa de vidro (ambiente seguro). O teste t de Student revelou que a inativagdo da
amidala diminuiu significativamente o tempo total de lambidas na pata [tg) = 6,69;
p<0,01].
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Figura 5: Efeito da inativacdo do complexo amidaloide sobre o tempo de lambidas na pata
tratada com formalina 2,5%. *p<0,01 versus salina. Barras = média £+ EPM (erro padrdo da
media). N =5

O efeito da inativacdo do complexo amidaloide sobre tempo de lambidas,
registrado em intervalos de 2 minutos, de camundongos submetidos ao teste de
formalina na pata expostos a caixa de vidro (ambiente seguro) pode ser observado na
Figura 6. A ANOVA bifatorial para medidas repetidas (fator 1: tratamento; fator 2:
tempo) revelou efeitos significativos para tratamento [F ;g = 44,81, p<0,01] e tempo [F
432 = 3,75, p<0,05], mas ndo para interacdo tratamento x tempo [F 43, = 2,10, p>0,05].
O teste de Duncan indicou que a inativacdo da amidala promove uma diminui¢cdo no
tempo de lambidas da pata pelos camundongos nos tempos 27 a 31 minutos e 33 a 35
minutos.
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Figura 6: Curva temporal do efeito da inativagdo do complexo amidaloide sobre o tempo de
lambidas na pata tratada com formalina 2,5%. Os dados sdo representados em intervalos de 2
minutos. *p<0,05 versus salina. Barras = média + EPM (erro padrdo da média). N=5.
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Na Figura 7 observa-se o tempo total de lambidas de camundongos submetidos
ao teste de formalina na pata e que receberam salina ou CoCl, intra-amidala
uni/bilateralmente. Os resultados também mostram o grupo “out”, cujas injecdes
acertaram bilateralmente outras regides, que ndo a amidala. A ANOVA unifatorial
mostrou que apenas 0 grupo que teve a inativagdo bilateral do complexo amidaloide
apresentou uma diminuicdo significativa do tempo total de lambidas [F 420=3,79,
p<0,01].
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Figura 7: Efeito da inativacdo uni ou bilateral da amidala sobre o tempo de lambidas na pata de
animais submetidos ao teste de formalina. *p<0,05 versus todos os grupos. Barras = média +
EPM (erro padrdo da média). N = 5 para grupos salina, CoCl; bilateral e CoCl, amidala direita;
N=6 para grupo out; N=4 para CoCl, amidala esquerda.

4.1.2. Experimento 1B: Auséncia de efeitos da inativacdo do complexo amidaloide
sobre a antinocicepcdo e reacdes de defesa apresentadas por camundongos
expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo.

A Figura 8 ilustra o efeito da inativacdo do complexo amidaloide sobre a
nocicepcdo (tempo de lambidas na pata) de camundongos submetidos ao teste de
formalina e expostos ao LCEa. O test t de Student ndo revelou efeitos significativos do
tratamento com CoCl, na antinocicepcdo induzida por aversao em camundongos

submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao LCEa [t7)= 0,45; p>0,05].
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Figura 8: Auséncia de efeito da inativacdo do complexo amidaloide na antinocicepg¢éo induzida
por aversdo em camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao LCEa.
Barras = média £ EPM (erro padrdao da média). N = 5 para grupo salina; N=6 para grupo CoCl,.

Os efeitos da inativacdo da amidala sobre os comportamentos defensivos de
camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao LCEa pode ser
observada através da Figura 9. O test t de Student ndo revelou efeitos significativos do
tratamento com CoCl;, nas reacOes de defesa induzidas pela exposi¢cdo de camundongos
ao LCEa [tempo de permanéncia no centro tg) = -1,42; areas proximais tg = -0,82 e
extremidades do LCEa tg) = 1,24 (A); frequéncia de SAP total tg) = 0,15 (B); total de
entradas te) = 1,07 (C); flatback total tgy= 0,11 (D) e head dipping no bragos t) = 0,06
(Bl
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Figura 9: Auséncia de efeito do tratamento do CoCl, sobre o tempo de permanéncia no centro,
nas areas proximais e extremidades do LCEa (A), frequéncia de SAP (B); total de entradas (C);
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tempo total de flatback (D) e head dipping nos bragos (E) de camundongos expostos ao LCEa
sob estimulo nociceptivo. Barras = média + EPM (erro padrdo da média). N = 5 para grupo
salina; N=6 para grupo CoCl,.

4.1.3. Experimento 1C: Efeitos da inativacdo do complexo amidaloide nos
comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa.

A Figura 10 mostra os efeitos do tratamento com CoCl, sobre os
comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa. O teste t de Student
revelou que a inativacdo da amidala diminuiu o tempo de permanéncia dos animais nas
areas proximais do LCEa [tu7) = 2,97; p<0,05; Fig. 10A], assim como a frequéncia total
de SAP [tur) = 2,17; p<0.05; Fig. 10B]. Além disso, o tratamento com CoCI2 promoveu
um aumento do tempo em que 0s animais permaneceram nas extremidades do LCEa
[ta7) = -2,60; p<0,05; Fig. 10A] e de head dipping nos bracos [tu7) = -3,06; p<0,05; Fig.
10E]. A andlise estatistica ndo revelou efeitos significativos (p>0,05) para o tempo
gasto centro do LCEa (Fig.10A) e tempo total de flatback (Fig.10D).
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Figura 10: Efeitos da inativacdo da amidala sobre os comportamentos defensivos [tempo de
permanéncia no centro, areas proximais e extremidades do LCEa (A); frequéncia de SAP total
(B); total de entradas (C); flatback total (D); e head dipping nos bracos (E)] de camundongos
expostos ao LCEa. Barras = média + EPM. N = 11 para grupo salina; N= 8 para grupo CoCl;;
*p<0,05 versus salina.
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4.2. Experimento 2: Padrdo de ativacdo da amidala: quantificacdo de células
positivas para Fos da amidala de camundongos submetidos ao teste de formalina

na pata ou expostos ao LCEa.

4.2.1. Quantificacdo de células positivas para Fos nos hemisférios direito e
esquerdo da amidala de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata ou

expostos ao LCEa: auséncia de lateralizagdo funcional.

A Figura 11 mostra um corte representativo do encéfalo, indicando o complexo

amidaloide, onde foram quantificadas as células positivas para Fos.

500 pm

Figura 11: Corte representativo do complexo amidaloide, onde foram quantificadas as
células positivas para a proteina Fos.

A marcacdo média de Fos (mm?) nos hemisférios direito (D) e esquerdo (E) do
complexo amidaldide de camundongos submetidos (grupo formalina) ou ndo (grupo
caixa de vidro) ao teste de formalina na pata, e de camundongos expostos ao LCEf ou
ao LCEa pode ser observada na Tabela 1. Além desses quatro grupos, hd um grupo
basal, cujos animais ndo receberam formalina nem foram expostos aos labirintos. A
ANOVA bifatorial revelou diferencas significativas na marcacdo de células positivas
para Fos para o fator condi¢do (F 474 = 6,51; p<0,05). Porém, ndo mostrou diferencas
significativas para o fator hemisfério (F 174 = 0,34; p>0,05) e interacdo condi¢do x
hemisfério (F 474 = 0,02; p>0,05). O teste de Duncan mostrou que 0s animais
submetidos ao teste de formalina na pata ou expostos ao LCEa tiveram ativacdo da
proteina Fos igualmente aumentada nos dois hemisférios quando comparados aos

grupos basal, caixa de vidro e LCETf.
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Tabela 1: Numero de células positivas para Fos (mm2) nos hemisférios direito e esquerdo da
amidala de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata (grupo formalina), e de
camundongos expostos a caixa de vidro, ao LCEf ou ao LCEa. O grupo basal ndo recebeu
formalina ou foi exposto aos labirintos.

Grupos Hemisférios Fos/mm2
Basal (n=9) Esquerdo 83,7415
Direito 95,87+22
Caixa de vidro (n=7) Esquerdo 91,79+13
Direito 99,54+19
LCEf (n=8) Esquerdo 80,95+15
Direito 87,77+18
Formalina (n=8) Esquerdo 169,98*+26
Direito 184,07*+37
LCEa (n=9) Esquerdo 137.84*+18
Direito 139.24*+14

*p<0.05 versus hemisférios direito e esquerdo dos grupos basal, caixa de vidro e LCETf.

4.2.2. Quantificacdo de células positivas para Fos nos nucleos BLA e CeA da
amidala: aumento da expressédo de Fos promovido pelo estimulo nociceptivo e pela

exposicdo ao LCEa.

Uma vez que ndo houve diferenca de ativacdo entre os hemisférios direito e
esquerdo da amidala, para quantificar as células positivas nos nucleos BLA e CeA foi

considerado o numero total de células positivas para Fos.

A Figura 12 mostra um corte representativo do complexo amidal6ide, indicando
0s nucleos BLA e CeA da amidala de camundongos, onde foram quantificadas as

células positivas para Fos.
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200 pm

Figura 12: Corte representativo da amidala, indicando os nudcleos basolateral (BLA) e
central (CeA) da amidala de camundongos, onde foram quantificadas as células positivas

para Fos.

A Figura 13 ilustra células positivas para a proteina Fos (mm2) nos nucleos
basolateral (BLA) e central (CeA) da amidala de camundongos do grupo basal, de
camundongos submetidos (grupo formalina) ou ndo (grupo caixa de vidro) ao teste de
formalina na pata, e de camundongos expostos ao LCEf ou ao LCEa. A ANOVA
bifatorial [fator 1 - condicdo: basal, caixa de vidro, formalina, LCEf ou LCEa; fator 2 -
nucleo: basolateral (BLA) ou central (CeA)] revelou efeitos significativos para o0s
fatores condicdo (F 476 = 20,19, p<0,05), nucleo (F 176 = 54,16, p<0,05) e interacdo
condicdo x nucleo (F 476 = 3,09, p<0,05). O teste de Duncan mostrou que 0s animais
submetidos ao teste de formalina na pata ou expostos ao LCEa apresentaram um
aumento do numero de células positivas para Fos nos ndcleos CeA e BLA quando
comparados aos demais grupos, sendo que esse aumento foi significativamente maior

para o nlcleo BLA.
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Figura 13: Células positivas para a proteina Fos nos nucleos central (CeA) e basolateral
(BLA) da amidala de camundongos do grupo basal; expostos a caixa de vidro; submetidos
ao teste de formalina na pata; expostos ao labirinto em cruz elevado fechado (LCEf) ou
aberto (LCEa). *p<0,05 versus grupo CeA; #p<0,05 versus todos os grupos; &p<0,05
versus basal, caixa de vidro e LCEf (CeA).

4.3. Experimento 3: Avaliacdo da participacdo da neurotransmissdo CRF-érgica
na amidala nas respostas nociceptiva e reacdes de defesa de camundongos

submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao LCEa.

4.3.1. Experimento 3A: Curva dose-resposta do CP376395, antagonista dos
receptores de CRF1, intra-amidala sobre a nocicepcdo de camundongos
submetidos ao teste de formalina na pata.

A Figura 14 mostra os efeitos das doses 0,375, 0,75 e 1,5 nmol de CP376395
intra-amidala na nocicepc¢do de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata
e expostos a caixa de vidro. A ANOVA unifatorial ndo revelou diferencas significativas
das doses 0,375, 0,75 e 1,5 nmol no tempo de lambidas na pata (Fz 34 = 1,74, p=0,18).
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Figura 14: Avaliacdo dos efeitos da microinjecdo intra-amidala do antagonista dos receptores
de CRF1, CP376395, sobre o tempo de lambidas (S) na pata de camundongos submetidos ao
teste de formalina na pata e expostos a caixa de vidro (ambiente seguro). Barras = média + EPM
(erro padrdo da média). N = 6 para os grupos salina e CP 0,75 nmol; N=8 para os grupos CP
0,375 e CP 1,5 nmol.

4.3.2. Experimento 3B: Auséncia de efeitos da microinjecdo intra-amidala de CP
376395 sobre a antinocicepcdo e comportamentos defensivos em camundongos

expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo.

A Figura 15 ilustra a auséncia de efeitos da microinjecdo intra-amidala de CP
376395 na dose de 1,5 nmol sobre a antinocicep¢do de camundongos expostos ao LCEa

sob estimulo nociceptivo.
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5 -

w
1

lambidas (s)
N

0 -

Figura 15: Auséncia de efeito da microinjecdo de CP376395 intra-amidala na antinocicepgédo
induzida por aversdo em camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao
LCEa. Barras = média £ EPM (erro padrdo da média). N = 6 para grupo salina; N=7 para grupo
CP 1,5 nmol.
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Os efeitos do bloqueio de receptores de CRF1 da amidala sobre os
comportamentos defensivos apresentados por camundongos expostos ao LCEa, sob
estimulo nociceptivo, estdo ilustrados na Figura 16. O test t de Student ndo revelou
efeitos significativos do tratamento com CoCl, em nenhum dos comportamentos
avaliados em camundongos expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo [tempo de
permanéncia no centro tui) = -1,96; areas proximais tui) = -0,66 e extremidades do
LCEa t(11) = -1,86 (A); frequéncia de SAP total t;1) = -0,93 (B); total de entradas tu1) =
0,85 (C); flatback total t11y= 0,63 (D) e head dipping no bragos tu1)= 1,62 (E)].
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Figura 16: Auséncia de efeitos da microinje¢do intra-amidala de CP376395 na dose 1,5 nmol
sobre os comportamentos defensivos [tempo de permanéncia no centro, areas proximais e
extremidades do LCEa (A); frequéncia de SAP total (B); total de entradas (C); flatback total (D)
e head dipping no bracos (E)] de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e
expostos ao LCEa. Barras = média £+ EPM. N = 6 para o grupo formalina+salina; N=7 para
grupo formalina+CP 1,5 nmol.

4.3.3. Auséncia de efeitos da microinjecdo intra-amidala de CP 376395 sobre os
comportamentos defensivos apresentados por camundongos expostos ao LCEa.
A Figura 17 mostra a auséncia de efeitos do tratamento com CP 376395 sobre 0s

comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa. O test t de Student ndo



37

revelou efeitos significativos do tratamento com CP 376395 em nenhum dos

comportamentos avaliados em camundongos expostos ao LCEa sob estimulo

nociceptivo [tempo de permanéncia no centro tg0) = 0,66; areas proximais tug) = -0,42 e
extremidades do LCEa t0) = -0,40 (A); frequéncia de SAP total t10)= 0,78 (B); total de
entradas t(0) = -0,08 (C); flatback total t10) = 0,93 (D) e head dipping no bracos tg) = -

0,062 (E)].
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Figura 17: Auséncia de efeitos da microinjecdo intra-amidala de CP376395 na dose 1,5 nmol
sobre os comportamentos defensivos [tempo de permanéncia no centro, areas proximais e
extremidades do LCEa (A); frequéncia de SAP total (B); total de entradas (C); flatback total (D)
e head dipping no bragos (E)] de camundongos expostos ao LCEa. Barras = média = EPM. N =

6.
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5. Discussao

A busca por um modelo animal para o estudo da neurobiologia da
antinocicepcao induzida pelo medo nos levou ao emprego do labirinto em cruz elevado
aberto, uma versdo modificada do labirinto em cruz elevado. Além da intensa resposta
antinociceptiva, camundongos expostos ao LCEa também apresentam elevadas
concentragdes de corticosterona plasmatica (Mendes-Gomes et al., 2011) e
comportamentos defensivos (Sorregotti et al., 2013), confirmando a natureza aversiva
deste ambiente. Entretanto, a modulacdo da resposta antinociceptiva ainda ndo esta
totalmente esclarecida. Assim, nosso objetivo principal foi de avaliar substratos e
neurotransmissores subjacentes a antinocicep¢do desencadeada pela exposicdo de
camundongos a situagdes ameacgadoras ou de perigo. Evidéncias da literatura mostram
que o complexo amidaloide € uma das principais regides encefalicas envolvidas no
processamento de estimulos aversivos, nociceptivos e nas respostas emocionais
relacionadas ao medo (Lariviere e Melzack, 2000; Ledoux, 2000; Sah et al., 2003).
Sendo assim, fez-se relevante avaliar o papel desse substrato sobre a antinocicepc¢ao
induzida pela exposicao ao LCEa (situacdo aversiva).

O presente estudo compreendeu a realizacdo de trés experimentos. O
Experimento 1 investigou, primeiramente, o efeito da inativacdo da amidala, através da
administracao de cloreto de cobalto, sobre a nocicepcao de camundongos submetidos ao
teste de formalina na pata (Experimento 1A). Em seguida, investigou também o efeito
da inativacdo da amidala sobre a antinocicepcdo e comportamentos defensivos de
camundongos expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo (Experimento 1B) ou nédo
(Experimento 1C). O Experimento 2 investigou o padrdo de ativacdo neuronial dos
hemisférios direito e esquerdo do complexo amidaloide, através da quantificacdo de
proteina Fos, em camundongos submetidos ao teste da formalina na pata ou expostos ao
LCEa. Em seguida, também avaliou a marcacdo de proteina Fos nos nucleos central
(CeA) e basolateral (BLA) da amidala diante do estimulo nociceptivo, bem como
durante a exposicdo ao LCEa. Por fim, o Experimento 3 investigou a participacdo dos
receptores CRF1 da amidala, através da administracdo intra-amidala do antagonista de
CR1 CP376395, na nocicepcdo (Experimento 3A) e nas reacdes de defesa de
camundongos submetidos (Experimento 3B) ou ndo (Experimento 3C) ao teste de

formalina na pata e expostos ao LCEa.
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Os resultados do Experimento 1A demonstraram que a inativagdo do complexo
amidaloide promoveu uma diminuigcdo da resposta nociceptiva nos animais submetidos
ao teste de formalina e expostos a caixa de vidro (ambiente seguro), uma vez que
diminuiu significativamente o tempo total de lambidas na pata (Figura 5). Além disso,
esse efeito foi independente do tempo no qual a resposta nociceptiva foi avaliada
(Figura 6) e somente ocorreu quando as injecOes acertaram a amidala bilateralmente
(Figura 7). Esses resultados sugerem que a amidala participa da modulacéo da resposta
nociceptiva induzida pelo teste de formalina na pata.

E bem descrito na literatura que amidala pode ativar as vias modulatdrias
descendentes da dor em resposta a estimulos aversivos (Rhudy e Meagher, 2003;
Minami, 2009). Sendo assim, uma vez que a injecdo de formalina na pata é um evento
aversivo [por exemplo, promove aversdo condicionada por lugar (Tanimoto et al.,
2003)], sua resposta é predominantemente facilitada pelo sistema descendente (Vanegas
e Schaible, 2004). Diante dessas evidéncias, podemos sugerir que a inje¢do de formalina
ativaria a amidala facilitando o processo nociceptivo e a sua inativacdo pelo CoCl,
promoveria a antinocicepcao devido a ativacdo das vias inibitdrias descendentes da dor.
Considerando que o efeito antinociceptivo ocorreu apenas para injecoes bilaterais, pode-
se sugerir que ndo ha lateralizacdo funcional da amidala envolvida na dor eliciada pela
injecdo de formalina na pata, ou seja, é necessario a inativacdo bilateral desse substrato
para que a antinocicepc¢do ocorra.

O Experimento 1B avaliou o efeito da inativacdo da amidala sobre a
antinocicepcdo e sobre os comportamentos defensivos de camundongos expostos ao
LCEa sob estimulo nociceptivo (Figuras 8 e 9). Nossa hipdtese inicial era de que a
antinocicepcdo eliciada pela exposicdo ao LCEa era devido a ativacdo da amidala e,
portanto, a sua inativacdo atenuaria o efeito antinociceptivo e 0s comportamentos
defensivos. Os resultados do presente estudo demonstraram que a resposta
antinociceptiva (Figura 8) e os comportamentos defensivos (Figura 9) induzidos pela
exposicdo ao LCEa nao foram alterados pela inativacdo bilateral do complexo
amidaloide. Tal auséncia de efeito nos leva a sugerir que a amidala pode ndo estar
envolvida na mediacdo da inibicdo de dor induzida pela exposicdo ao LCEa. Porém,
evidéncias na literatura indicam o envolvimento dessa estrutura na mediacdo da
antinocicepcdo induzida por diferentes situacfes aversivas. Por exemplo, a lesdo

eletrolitica bilateral do CeA atenuou a analgesia induzida por situag@es aversivas, como
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exposicao ao gato e choque nas patas (Fox e Sorenson, 1994). Além disso, Helmstetter e
Bellgowan (1993) demonstraram que a lesdo eletrolitica do complexo amidaldide
bloqueou a hipoalgesia condicionada no teste de retirada da cauda em ratos. Neste
mesmo sentido, a antinocicepc¢do exibida por camundongos submetidos ao teste de
contorgdes abdominais e confinados nos bragos abertos do LCE foi bloqueada pela
administracdo intra-amidala do benzodiazepinico midazolam (Baptista et al., 2009;
Nunes-de-Souza, 2000).

As evidéncias contrarias aos nossos resultados podem ser justificadas pelas
diferencas nos procedimentos experimentais, como tipo de lesdo/inativacdo da amidala
(reversivel ou irreversivel), natureza do estimulo (incondicionado ou condicionado) e
teste nociceptivo (somatico ou visceral), uma vez que alguns fatores influenciam na
ativacdo do sistema defensivo diante de uma situacao aversiva, como a possibilidade de
escape, a natureza do evento estressor ou se o0 estimulo é condicionado ou
incondicionado (Branddo et al., 2003). Desta forma, considerando que a amidala
modula a nocicep¢do no ambiente protegido [(caixa de vidro) - ver ExperimentolA],
mas ndo no ambiente aversivo (LCEa), podemos sugerir que sua funcdo na modulacao
da nocicepcéo é dependente da situacdo em que o animal se encontra.

Ainda, é bem descrito na literatura que a amidala € composta por subnucleos que
apresentam diferentes funcdes (Sah et al.,, 2003; Minami, 2009) e apresenta
interconexdes com areas corticais, subcorticais e tronco encefalico, além de conexdes
intrandcleos. Enquanto o CeA recebe informac6es, predominantemente nociceptivas, da
medula espinal e tronco encefalico e € considerado uma regido de “output”
(Neugebauer, 2015), o BLA recebe informag6es sensoriais (por exemplo, nociceptivas)
de areas talamicas e corticais que sdo processadas e transmitidas para o CeA e, entao,
para regides do tronco encefalico, como a matéria cinzenta periaquedutal. Além disso,
0 BLA também apresenta conexdes reciprocas com o cOrtex prefrontal medial e
hipocampo ventral levando a exibicdo de respostas defensivas (Sah et al., 2003;
Knapska et al., 2007; Neugebauer, 2015; Tovote et al., 2015). Considerando que a lesao
da MCP ndo alterou a resposta antinociceptiva de camundongos expostos ao LCEa
(Mendes-Gomes et al., 2011), podemos sugerir que a comunicacdo top down CeA-MCP
tem menor participacdo para os efeitos da exposicdo ao LCEa e que a antinocicepcao

exibida por camundongos expostos ao LCEa é modulada por outras estruturas.
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Sendo assim, € importante destacar que outras estruturas do sistema defensivo
podem modular a antinocicepcao induzida pela exposi¢do ao LCEa. Por exemplo, lesbes
excitotoxicas do cortex cingulado anterior e do nucleo leito da estria terminal atenuaram
as respostas nociceptivas induzidas pela injecdo de formalina na pata (Minami, 2009).
Portanto, faz-se relevante investigar o papel de outras estruturas pertencentes ao sistema
defensivo na modulacéo da antinocicepcao induzida pela exposicdo ao LCEa.

O Experimento 1C, que avaliou o efeito da inativacdo da amidala sobre os
comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa na auséncia do
estimulo nociceptivo, demonstrou que os camundongos que receberam CoCl, intra-
amidala permaneceram mais tempo nas extremidades do LCEa (Figura 10A) e exibiram
maior frequéncia de head-dipping (Figura 10E) quando comparados aos animais que
receberam salina. A inativagdo da amidala também promoveu uma reducdo do tempo
em que 0s animais permaneceram nas areas proximais do LCEa (Figura 10A) e reducéo
da frequéncia total de SAP (Figura 10B), além de n&o ter alterado a frequéncia total de
entradas. Resultados prévios do nosso laboratorio demonstraram que camundongos
tratados com o ansiolitico alprazolam exibiram menor frequéncia de SAP e aumento de
head-dipping quando expostos ao LCEa (Sorregotti et al., 2013). Ainda, quando
realizados no LCE, reducao de SAP e aumento de head-dipping podem ser interpretados
como atenuacdo da ansiedade (Cole e Rodgers, 1995; Fernandez Espejo, 1997). Assim,
considerando que a inativacdo da amidala alterou esses comportamentos, podemos
sugerir que, na auséncia do estimulo nociceptivo, a amidala modula comportamentos
defensivos de camundongos expostos ao LCEa. Nossos resultados corroboram estudos
prévios que mostraram que lesdes do complexo amidaloide reduziram as medidas de
ansiedade no labirinto em T elevado (Bueno et al., 2005; Herdade et al., 2006) e no
teste de transicdo claro-escuro (Mchugh et al., 2004; Bueno et al., 2005).

E importante considerar que as conexdes com outros substratos e as conexdes
intra-nucleos da amidala determinam as respostas eliciadas de acordo com a via ativada.
Por exemplo, enquanto a ativacdo da via BLA-CeA resulta em ansiolise, a ativacao da
via BLA-hipocampo ventral resulta em ansiogénese (Knapska et al., 2007; Sah et al.,
2003; Tovote et al.,, 2015). Sendo assim, uma vez que a inativacdo da amidala
promoveu respostas do tipo ansioliticas em camundongos expostos ao LCEa, podemos
sugerir que a exposicdo de camundongos a esta situacdo aversiva pode estar ativando a

via BLA-hipocampo ventral.
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De forma geral, os resultados do Experimento 1 sugerem que a amidala participa
da modulacdo dos comportamentos defensivos induzidos pela exposicdo ao LCEa
somente quando ndo ha influéncia da dor, uma vez que, sob acdo da formalina, o efeito
ansiolitico promovido pela inativacdo desta estrutura foi prejudicado. Esses dados
corroboram resultados da literatura que mostraram que o estimulo nociceptivo da
formalina prejudicou os efeitos ansioliticos da lesdo bilateral da MCP dorsal, assim
como os efeitos da injecdo intra-MCP de midazolam (Mendes-Gomes e Nunes-De-
Souza, 2005; Mendes-Gomes et al., 2011).

Cabe ressaltar que no Experimento 1 ndo foi possivel especificar quais
subnicleos amidaldides foram inativados, uma vez que a amidala é uma estrutura
relativamente pequena, principalmente em camundongos. Sendo assim, foram
consideradas todas as microinjecdes que acertaram quaisquer subnucleos da amidala.
Contudo, os resultados do Experimento 2, em que avaliamos a marcacdo de proteina
Fos nos diferentes subnicleos da amidala, possibilitou observar quais por¢des desta
estrutura sdo ativadas diante do estimulo nociceptivo bem como na condicdo de
exposicédo ao LCEa.

O conjunto de resultados do Experimento 2 demonstrou que o estimulo
nociceptivo (formalina na pata) e a exposicdo ao LCEa promoveram um aumento da
expressdo de células positivas para a proteina Fos no complexo amidaldide, sem haver
diferenca significativa entre os hemisférios direito e esquerdo (Tabela 1). Esses
resultados corroboram aqueles obtidos no Experimento 1A, em que somente a
inativacdo bilateral da amidala foi capaz de promover um efeito antinociceptivo em
camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e expostos a um ambiente
seguro (caixa de vidro).

Os resultados do Experimento 2 também demonstraram que o estimulo
nociceptivo e a exposicdo ao LCEa aumentaram a expressao de Fos nos nucleos CeA e
BLA. Entretanto, esse aumento foi significativamente mais expressivo no BLA (Figura
12). E importante destacar que a dor (por exemplo, a provocada pela injecdo de
formalina na pata) apresenta dois componentes, o sensorial e o afetivo-emocional, e que
0 BLA recebe informagdes polimodais [por exemplo, estimulos olfatorio, nociceptivos e
aversivos (Knapska et al., 2007)], onde sdo integradas e processadas para executar
diferentes respostas. Considerando que o BLA apresentou maior atividade neuronal do

que 0 CeA e que a injecdo de formalina na pata além de ser um estimulo nociceptivo,
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também é um estimulo aversivo, assim como a exposi¢do ao LCEa, podemos sugerir
que as informacdes nociceptiva e aversiva provocadas pela injecdo de formalina na pata
e pela exposicdo ao LCEa sdo integradas no BLA e, por isso, ambos os estimulos
resultam no aumento da expressdo de Fos, sobretudo neste nucleo.

No mesmo sentido, Hayashi et al. (2009) demonstraram que a injecdo de
formalina na pata aumentou a expressdo de Fos nos nlcleos CeA e BLA da amidala de
camundongos e, ainda, elevada expressdao de c-Fos foi observada no BLA de ratos
expostos ao LCE (para uma revisdo ver Knapska et al., 2007), indicando que essa
estrutura esta envolvida no processamento da dor e de estimulos aversivos. Por outro
lado, Nakagawa e colaboradores (2003) demonstraram que 0s nucleos basolateral e
central contribuiram de forma diferente para a indugdo de Fos no teste de formalina na
pata e no teste de contor¢des abdominais. Enquanto a injecdo intraplantar de formalina
aumentou a expressdo de Fos no nucleo basolateral, mas ndo no nucleo central da
amidala, a injecdo intraperitoneal de acido acético promoveu o efeito oposto. Essas
evidéncias podem ser justificadas pelo fato de que a natureza do estimulo nociceptivo
influencia as respostas defensivas e as vias que sao ativadas. Enquanto a injecdo de
formalina é um estimulo somatico e a informacdo sensorial parece ser transmitida
através da via espino-talamo-cortico-amidaloide para 0 BLA e, entdo, para o CeA, a
injecdo de acido acético é um estimulo visceral cuja informacgdo sensorial parece ser
transmitida através das vias espino-parabraquio-amidaloide e nucleo do trato solitario-
amidaloide diretamente para o CeA (Minami, 2009).

E descrito na literatura que o aumento de células positivas para Fos pode ocorrer
diante de novos estimulos, por exemplo, um ambiente novo (Day et al., 2001). Neste
sentido, considerando que no presente experimento os animais foram habituados no
LCE fechado e testado no LCEa, poderia surgir a ddvida se 0 aumento da expressdo de
Fos nos animais expostos a este aparato foi devido a aversidade do LCEa ou a novidade.
Desta forma, alguns animais foram testados para avaliar esta questdo e os resultados
obtidos sugerem que, embora exista 0 componente da novidade, o aumento de células
positivas para Fos quando camundongos sdo expostos ao LCEa é devido a sua
aversividade (dados ndo mostrados).

Diante dessas evidéncias, a técnica de imunoistoquimica para Fos foi importante
para confirmar os resultados que mostraram que o nicleo BLA apresenta maior ativacao

em relacdo ao CeA e auséncia de diferenca funcional entre os hemisférios desse
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substrato em camundongos submetidos ao teste de formalina na pata ou expostos ao
LCEa.

Visto que a injecdo de formalina na pata de camundongos e a exposi¢cdo ao
LCEa aumentam a expressao de células positivas para Fos no complexo amidal6ide,
indicando que este substrato esta ativo nestas situacdes, e 0 CRF desempenha um papel
na mediacdo de respostas defensivas e antinociceptiva eliciadas por estimulos aversivos
(Carvalho-Netto et al., 2007; Lariviere e Melzack, 2000; Miguel e Nunes-de-Souza,
2011), o Experimento 3 investigou o papel do antagonista de CRF1, CP376395, na
modulacdo das respostas antinociceptiva e comportamental provocadas por
camundongos expostos ao LCEa sob estimulo nociceptivo ou ndo. Nossa hipotese
inicial era de que a antinocicepcéo e as reacdes de defesa eliciadas pela exposicdo ao
LCEa eram devidos a liberacdio de CRF na amidala e, portanto, o bloqueio da
neurotransmissdao CRF-érgica atenuaria o efeito antinociceptivo e 0s comportamentos
defensivos.

Os resultados demonstraram que a resposta antinociceptiva (Figura 15) e 0s
comportamentos defensivos (Figura 16) de camundongos expostos ao LCEa, sob
estimulo nociceptivo, ndo foram alterados pela inibicdo dos receptores de CRF1 do
complexo amidaloide, sugerindo que a neurotransmissdo CRF-érgica, via receptores do
tipo 1, parece ndo modular estas respostas. Esses resultados corroboram aqueles obtidos
através do Experimento 1B, em que a inativacdo da amidala ndo alterou a resposta
antinociceptiva e os comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa
sob estimulo nociceptivo, indicando que a amidala pode ndo estar envolvida na
mediacdo da inibicdo de dor induzida pela exposicdo ao LCEa. Considerando que o
CRF tem efeito dual em neurdnios da amidala, uma vez que baixas concentracfes de
CRF facilitam o processamento nociceptivo via receptores CRF 1, enquanto altas
concentragdes levam a antinocicep¢do mediada através de receptores CRF 2 (Ji e
Neugebauer, 2007), a auséncia de efeito nos leva a sugerir que os receptores do tipo 2
de CRF poderiam estar envolvidos na mediacdo da inibicdo de dor induzidas pela
exposicdo ao LCEa. Além disso, ndo podemos descartar a possibilidade da participacdo
de outras estruturas encefalicas enquanto os animais estdo no LCEa sob estimulacéo
nociceptiva concomitante.

Considerando que o Experimento 1C mostrou o envolvimento da amidala nos

comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa quando ndo ha
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influéncia da nocicepcdo e que a microinjecdo de antagonista de CRF1 (0,75nmol) na
amidala de camundongos atenuou os comportamentos defensivos induzidos pelo LCE
(Cipriano et al., 2016), era esperado que a inibicdo de receptores do tipo 1 de CRF na
amidala também atenuasse as reacdes de defesas de camundongos expostos ao LCEa.
Porém, o presente estudo demonstrou, através do Experimento 3C, que a microinjecao
do CP376395, na dose 1,5 nmol, ndo alterou as medidas comportamentais avaliadas no
LCEa na auséncia da nocicepcdo (Figura 17), sugerindo que esse receptor pode nao
estar envolvido com a modulacao tdnica dos comportamentos eliciadas pela exposicao
ao LCEa. Cabe ressaltar que o estado emocional do LCEa parece ser um pouco
diferente do LCE, uma vez que 0s animais ndo tém oportunidade de se esquivar do
ambiente potencialmente aversivo (bracos abertos). Além disso, a dose utilizada no
presente estudo foi diferente (1,5 nmol) daquela que atenuou os comportamentos no
LCE. Diante dessas evidéncias, podemos sugerir que a neurotransmissdo CRF-érgica,
via receptor 1 de CRF, parece ndo participar da modulacdo das respostas antinociceptiva
e comportamentais eliciadas pela exposicdo ao LCEa. Sendo assim, torna-se
interessante investigar o papel de outros neurotransmissores envolvidos nas respostas

induzidas pela exposi¢édo ao LCEa.
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6. Concluséo

Os resultados obtidos até o momento indicam que, independentemente da
lateralizacdo e da neurotransmissdo CRF-érgica, a amidala, sobretudo o ndcleo
basolateral, tem um papel importante na modulacdo das respostas nociceptivas
induzidas pelo teste de formalina e nas respostas comportamentais de camundongos
expostos ao LCEa. Considerando que a inativacdo da amidala ndo promoveu alteracdo
nos comportamentos avaliados no LCEa concomitante ao estimulo nociceptivo, as
respostas induzidas pela exposicdo a este labirinto podem também estar sendo
moduladas por outras estruturas com conexfes com o BLA, como o cortex pré-frontal

medial ou hipocampo ventral, o que requer futuras investigacoes.
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