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Resumo 

Camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado aberto (LCEa: 4 braços abertos) 

exibem intensa resposta antinociceptiva, elevadas concentrações de corticosterona 

plasmática e comportamentos defensivos. Contudo, substratos e neurotransmissores 

envolvidos nas respostas antinociceptiva e comportamental eliciadas pela exposição ao 

LCEa ainda são pouco conhecidos. É possível que o complexo amidaloide esteja 

envolvido nestas respostas uma vez que destaca-se como uma das principais regiões 

encefálicas envolvidas no processamento de estímulos aversivos, nas respostas 

emocionais relacionadas ao medo e na modulação de dor. O presente estudo investigou 

se a inativação do complexo amidaloide, através da microinjeção de cloreto de cobalto, 

atenuaria a expressão tanto da dor provocada pelo teste de formalina na pata, como da 

antinocicepção e comportamentos defensivos de camundongos, sob estímulo 

nociceptivo ou não, expostos ao LCEa (Experimento 1). Os resultados mostraram que a 

inativação do complexo amidaloide promoveu um efeito antinociceptivo nos animais 

submetidos ao teste de formalina e expostos a caixa de vidro (ambiente seguro), porém, 

não alterou a resposta antinociceptiva e reações de defesa induzidos pela exposição ao 

LCEa (ambiente aversivo). Por outro lado, na ausência do estímulo nociceptivo, a 

inativação da amídala promoveu: redução no tempo de permanência dos camundongos 

nas regiões proximais dos braços do LCEa e na frequência total de SAP (stretched 

attend posture); e aumento na permanência nas extremidades do LCEa e na frequência 

de mergulhos (head-dipping), sugerindo efeito ansiolítico. O Experimento 2 teve como 

objetivo avaliar a ativação neuronal, através da quantificação de proteína Fos, do 

complexo amidalóide de camundongos submetidos ao teste da formalina na pata e de 

camundongos expostos ao LCEa. O conjunto de resultados desse experimento 

demonstrou que o estímulo nociceptivo e a exposição ao LCEa promoveram aumento 

da expressão de células positivas para a proteína Fos no complexo amidalóide, 

sobretudo no núcleo basolateral da amídala (BLA), sem haver diferença significativa 

entre os hemisférios direito e esquerdo. Visto que o CRF desempenha um papel na 

mediação de respostas defensivas e antinociceptiva eliciadas por estímulos aversivos, 

investigamos o papel do antagonista de CRF1 (CP376395) na amídala na modulação 

destas respostas eliciadas em camundongos expostos ao LCEa, sob estímulo nociceptivo 

ou não. Os resultados mostraram que a inibição dos receptores de CRF do tipo 1 da 

amídala, sob influência ou não da nocicepção, não alterou a antinocicepção e os 

comportamentos defensivos induzidos pela exposição ao LCEa. Os resultados sugerem 



que, independente de lateralização e da neurotransmissão CRF-érgica, a amídala, 

sobretudo o BLA, tem um papel importante na modulação 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, antinocicepção, 

comportamentos defensivos, amídala, CRF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Exposure of rodents to an open elevated plus maze (oEPM, 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 (CoCl2: 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. Introdução  

A dor pode ser definida como “uma experiência sensorial e emocional 

desagradável, associada a um dano tissular real ou potencial ou ainda, descrita em 

termos que sugerem tal dano” (Associação Internacional para o Estudo da Dor - IASP, 

2006). Embora seja desagradável, a dor é importante para a sobrevivência, pois se trata 

de um mecanismo de aviso sobre a ocorrência de estímulos lesivos provenientes do 

meio externo ou do próprio organismo (Lent, 2001).  

É importante destacar dois componentes importantes da dor, os quais são 

processados por substratos neurais envolvidos diretamente com processos cognitivos e 

afetivos: o componente perceptivo-discriminativo e o componente aversivo-cognitivo-

motivacional. O primeiro compreende a identificação do estímulo como doloroso, 

enquanto o segundo, também denominado reacional, compreende comportamentos 

defensivos que vão desde a retirada reflexa do membro até respostas emocionais do tipo 

luta/fuga e geralmente são acompanhados por fortes sensações subjetivas de desconforto 

(Brandão, 2012). Assim, a dor não deve ser considerada apenas um fenômeno sensorial, 

mas também envolve o fenômeno emocional.  

De forma geral, os estímulos nociceptivos são captados por terminações 

nervosas livres de fibras de neurônios ganglionares espinais denominadas nociceptores. 

Estes são responsáveis por transmitir os impulsos nervosos para a medula espinal por 

meio de dois tipos de fibras sensoriais, cuja classificação é baseada na sua estrutura e 

velocidade de condução. Enquanto as fibras Aδ são mielinizadas e condutoras rápidas, 

as fibras C são amielinizadas e de condução lenta. A condução da informação 

nociceptiva até estruturas superiores do sistema nervoso central se dá por meio das vias 

ascendentes da dor. Sucintamente, a informação é transmitida através das fibras 

aferentes primárias para o corno dorsal da medula espinal e, em seguida, para regiões 

encefálicas via dois canais principais de comunicação: o trato paleoespinotalâmico, de 

condução lenta, e o trato neoespinotalâmico, de condução rápida. Enquanto a via 

paleoespinotalâmica, denominada via polissináptica, tem conexões com a matéria 

cinzenta periaquedutal (MCP), tálamo, córtex e estruturas límbicas contribuindo para o 

componente afetivo da dor, a via neoespinotalâmica envia projeções diretamente para o 

tálamo e córtex sensorial, onde ocorre a percepção da dor, contribuindo para o 

componente sensorial da dor. Além das vias ascendentes da dor, existe a via 
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descendente modulatória da dor, cuja ativação pode levar à inibição ou facilitação da 

dor. Essa via é composta por projeções da MCP para regiões do tronco encefálico, como 

o bulbo rostral ventromedial (RVM) que, por sua vez, envia projeções para a medula 

espinal. Uma vez que a MCP também integra impulsos originados em regiões límbicas, 

fatores como medo, atenção, expectativa, podem regular o processamento da dor, 

demonstrando o aspecto emocional da dor (D'mello e Dickenson, 2008; Brandão, 2012).  

Apesar de a dor ser de suma importância para a sobrevivência dos animais, 

quando confrontados com ameaças ao seu bem estar, à integridade física ou à 

sobrevivência, além de exibirem respostas comportamentais (fuga, luta, congelamento, 

vocalização) e neurovegetativas (taquicardia, hipertensão, defecação), esses 

normalmente apresentam diminuição da sensibilidade dolorosa ou antinocicepção 

(Kelly, 1986; Rodgers, 1995).  

A inibição da resposta nociceptiva é resultado da ativação do sistema inibitório 

descendente de modulação da dor. Diante de uma ameaça ou situação aversiva, 

estruturas encefálicas, como amídala, córtex cingulado anterior, MCP, são ativadas. 

Sucintamente, neurônios que partem dessas regiões fazem sinapses inibitórias com 

neurônios de segunda ordem no corno dorsal da medula espinal impedindo a 

propagação da informação nociceptiva pelas fibras aferentes primárias, o que resulta na 

antinocicepção. A analgesia induzida pela estimulação elétrica da matéria cinzenta 

periaquedutal foi uma das primeiras evidências sobre a existência desse sistema 

(Reynolds, 1969). A ativação dessa estrutura mesencefálica inibe neurônios 

nociceptivos do corno dorsal da medula espinal resultando na inibição de respostas 

comportamentais provocadas pelo estímulo nocivo (Bandler e Keay, 1996).  

Uma vez que os estímulos nociceptivos induzem a exibição de uma série de 

comportamentos recuperativos (ex., lambidas das lesões, repouso, etc.), a 

antinocicepção apresenta claro valor adaptativo mediante situações aversivas, pois 

permite ao animal exibir reações defensivas como congelamento, luta e fuga, mesmo 

que uma injúria tenha ocorrido, aumentando, deste modo, suas chances de sobrevivência 

(Bolles e Fanselow, 1980). 

A inibição da resposta nociceptiva pode ser provocada por estímulos tanto 

aprendidos como inatos que predizem o perigo. A antinocicepção induzida por 

estímulos inatos de perigo pode ser evidenciada, por exemplo, quando animais estão 

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 braços abertos e 2 braços 

fechados), porém apresenta os quatro braços abertos, não permitindo ao animal 

esquivar-se do ambiente ameaçador (braços abertos). Além da intensa resposta 

antinociceptiva, camundongos expostos ao LCEa também apresentam elevadas 

concentrações de corticosterona plasmática, um marcador biológico do estresse 

(Mendes-Gomes et al., 2011), e comportamentos defensivos (Sorregotti et al., 2013), 

confirmando a natureza aversiva deste ambiente e corroborando evidências anteriores 

que indicam serem os estados emocionais aversivos dependentes do tipo de estressores 

aos quais estão associados, isto é, se escapáveis ou não (Henry e Stephens, 1977; 

Teskey e Kavaliers, 1987; Blanchard et al., 1993; Lovick, 1993).  

Embora dados da literatura indiquem a participação de alguns 

neurotransmissores, como serotonina e GABA, envolvidos na resposta antinociceptiva 

induzida por aversão (Nunes-De-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009), ainda não 

está totalmente esclarecido quais substratos e neurotransmissores estão envolvidos na 

modulação desta resposta. Estudos eletrofisiológicos, comportamentais e bioquímicos 

apontam a amídala como um importante sítio de modulação 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 regiões encefálicas 

envolvidas no processamento de estímulos aversivos e nas respostas emocionais 

relacionadas ao medo (exemplos, antinocicepção, sobressalto, congelamento, fuga, luta) 

(Graeff et al., 1993; Davis, 1998; Ledoux, 2000; Leite-Panissi et al., 2003; Leite-Panissi 

et al., 2004). A amídala é uma estrutura prosencefálica bilateral composta de núcleos 

com complexas conexões inter e intranucleares. Esses núcleos estão subdivididos em 

três principais grupos: o grupo basolateral, que inclui os núcleos lateral, basal e basal 

acessório; o grupo superficial ou cortical, incluindo os núcleos corticais e o núcleo do 

trato olfatório lateral; e o grupo centromedial, composto pelos núcleos medial e central 

(para revisão, ver Sah et al., 2003). Têm-se estabelecido que os subnúcleos basolateral e 

central desempenham papéis fundamentais na aquisição e expressão de comportamentos 

relacionados ao medo (Sah et al., 2003).  
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Embora a amídala seja uma estrutura bilateral, alguns estudos demonstram haver 

lateralização funcional desta estrutura em modelos animais e humanos (Baker e Kim, 

2004; Carrasquillo e Gereau, 2007; 2008; Ji e Neugebauer, 2009), porém, evidências de 

lateralização relacionada à dor são conflitantes. Por exemplo, Ji e Neugebauer (2009) 

demonstraram maior atividade neuronal no núcleo central da amídala direita no modelo 

de artrite. Por outro lado, Goncalves e Dickenson (2012) demonstraram atividade 

neuronal dos hemisférios esquerdo e direito do núcleo central da amídala igualmente 

aumentada em ratos submetidos ao modelo de ligação do nervo espinal.  

Estudos com lesões da amídala resultaram na interrupção das respostas 

emocionais relacionadas ao medo (para uma revisão ver Rosen e Schulkin, 1998). Por 

exemplo, a lesão química bilateral dos núcleos basolateral ou central da amídala inibiu a 

aversão condicionada por lugar induzida por injeção de formalina na pata de ratos 

(Tanimoto et al., 2003). Ainda neste contexto, Manning e Mayer (1995) demonstraram 

que a lesão do núcleo central da amídala atenuou a antinocicepção induzida por morfina 

em ratos submetidos ao teste de formalina na pata. Assim, é possível que o complexo 

amidalóide esteja envolvido na antinocicepção e nos comportamentos defensivos 

induzidos pelo LCEa e que a inativação desta estrutura atenue estas respostas. 

Para mapear substratos neurais de animais expostos a vários tipos de situações 

experimentais tem sido usada a avaliação imunoistoquímica da proteína Fos, produzida 

pelo gene de expressão imediata c-fos. Neste sentido, a expressão da proteína Fos tem 

sido identificada em várias estruturas límbicas, incluindo a amídala, de animais 

expostos ao LCE (Silveira et al., 1993; Duncan et al., 1996; Linden et al., 2003; Salome 

et al., 2004). Porém, ainda não existem dados demonstrando o padrão de ativação dos 

substratos neurais quando camundongos são expostos ao LCEa. No que diz respeito à 

indução de c-fos por estímulos nociceptivos, existem divergências entre os estudos que 

mostram o padrão de ativação do complexo amidalóide induzida por formalina na pata.  

Por exemplo, Nakagawa e colaboradores (2003) demonstraram que a injeção de 

formalina na pata de ratos aumentou a expressão de RNAm de c-fos nos núcleos lateral 

e basolateral da amídala, mas não no central, enquanto Hayashi e colaboradores (2009) 

demonstraram que a injeção de formalina na pata de camundongos aumentou a 

expressão de Fos nos núcleos central e basolateral. Por outro lado, Rea e colaboradores 

(2011) demonstraram que não há diferença significativa na expressão de c-fos no núcleo 

central da amídala na nocicepção induzida por formalina. Diante dessas evidências, as 
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investigações sobre o padrão de ativação da amídala induzida por formalina na pata e de 

camundongos expostos ao LCEa parecem relevantes para a compreensão dos processos 

neurobiológicos envolvidos na antinocicepção induzida por aversão.  

A amídala contém diversos neurotransmissores e respectivos receptores com 

importantes implicações em estados emocionais (Davis, 1993; Castellano et al., 2003; 

Mcgaugh, 2004). Dentre os neurotransmissores que desempenham um papel na 

mediação de respostas defensivas e antinociceptivas eliciadas por estímulos aversivos 

está o fator de liberação de corticotropina (CRF, do inglês “corticotrophin-releasing 

factor”) (Lariviere e Melzack, 2000; Carvalho-Netto et al., 2007; Miguel e Nunes-De-

Souza, 2011). O CRF é um peptídeo com 41 aminoácidos que ativa o eixo hipotálamo-

pituitária-adrenal (HPA) e outras áreas encefálicas, como amídala, locus coeruleus e 

MCP (Chen et al., 1992; Carrasco e Van De Kar, 2003; Borelli e Brandao, 2008). Os 

mecanismos de ação do CRF se dão por sua interação com dois tipos de receptores, o 

CRF1 e o CRF2, que são acoplados ao sistema de segundos mensageiros via proteína G 

(Gs/Gq) (Chang et al., 1993; Vita et al., 1993; Lovenberg et al., 1995; Perrin et al., 

1995). Resultados do nosso laboratório mostraram que receptores CRF 1, mas não CRF 

2, exercem importante papel nos efeitos ansiogênico e antinociceptivo induzidos por 

CRF na MCP dorsal em camundongos (Miguel e Nunes-De-Souza, 2011). Além disso, 

Ji e colaboradores (2007) demonstraram que injeções do antagonista CRF 1 NBI27914 

no núcleo central da amídala, mas não 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 exposição de camundongos e ratos a estímulos estressores 

provoca aumento da liberação de CRF na amídala (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 amídala é um dos maiores sítios extra-hipotalâmicos 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 

mediação CRF-érgica.  

Resultados recentes do nosso laboratório (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 sensíveis ao estímulo nociceptivo. Uma vez que o CRF 

é liberado em resposta a estímulos estressores/aversivos e a amídala 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 possível que as respostas antinociceptiva e ansiogênica 

eliciadas pela exposição de camundongos ao LCEa sejam mediadas por liberação 

endógena desse peptídeo nesta estrutura.  

Diante das evidências apontadas acima, é possível que a inativação da amídala, 

assim como a inibição da neurotransmissão CRF-érgica, atenue a aversão do LCEa e, 

portanto, a antinocicepção e os comportamentos defensivos induzidos pela exposição a 

este aparato. Dessa forma, em conjunto, os experimentos desse estudo são relevantes 

para a compreensão dos processos neurobiológicos envolvidos na antinocicepção 

induzida por aversão. 

 

2. Objetivos 

2.1. Geral 

Investigar o envolvimento, o padrão de ativação e a neurotransmissão CRFérgica 

do complexo amidaloide nas reações de defesa e na antinocicepção induzida pela 

exposição a uma situação aversiva inata (labirinto em cruz elevado aberto). 

2.2. Específicos 

- Investigar os efeitos da inativação do complexo amidaloide na nocicepção em 

camundongos submetidos ao teste de formalina na pata. 

- Investigar os efeitos da inativação do complexo amidaloide nos 

comportamentos defensivos e na antinocicepção induzida por aversão em camundongos 

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

- Investigar os efeitos da injeção de formalina na pata sobre a marcação de 

proteína Fos no complexo amidaloide de camundongos expostos a uma situação 

controle (caixa de vidro). 

- Investigar os efeitos da exposição ao LCEa sobre a marcação de proteína Fos 

no complexo amidaloide de camundongos. 

- Investigar os efeitos de microinjeções intra-amídala do antagonista de 

receptores do tipo 1 de CRF (CP 376395) nos comportamentos defensivos e na 

antinocicepção induzida por aversão 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 Suíços albinos machos (25-35g), provenientes 

do biotério central da Universidade Estadual Paulista, UNESP. Os animais foram 

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) e tiveram livre acesso ao alimento e à 

água, exceto durante os curtos períodos de teste. Todos os procedimentos envolvendo o 

uso de animais neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade Estadual Paulista, Campus de 

Araraquara - CEUA nº 14/2014. 

3.2. Cirurgia 

A fim de realizar microinjeções de fármacos diretamente no complexo 

amidalóide, realizou-se cirurgia estereotáxica semelhante ao procedimento descrito por 

Cornelio e Nunes-De-Souza (2007). Os camundongos receberam implantação 

intracraniana bilateral de cânulas guia (25 gauge) de 7,0 mm de comprimento, após 

anestesia com a combinação de cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p.). As 

cânulas foram fixadas no crânio do animal com cimento acrílico. No final da cirurgia, os 

animais receberam pentabiótico (56,7 mg/Kg i.m.) e o antiinflamatório flunixina (0,5 

mg/Kg). A princípio as coordenadas estereotáxicas para implantação da cânula 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 à 

sutura mediana e 3,4 mm ventral à superfície craniana. 

3.3. Drogas utilizadas 

- cloreto de cobalto(II) hexahidratado (CoCl2: bloqueador não seletivo de 

sinapses) diluído em salina (NaCl 0,9%) na dose de 1mM/0,1μl; 

- CP 376395 nas doses de 0,375, 0,75 e 1,5 nmol/0,1μl, como antagonista 

seletivo de receptores de CRF1.  

As doses utilizadas foram baseadas em estudos anteriores (Cipriano et al., 2016; 

Costa et al., 2016). 
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3.4. Administração das drogas  

A ponta da cânula guia foi posicionada + 1,0 mm dorsal à estrutura alvo. A 

injeção dos fármacos foi feita através da inserção de uma agulha (33 gauge) de 8,0 mm 

de comprimento no interior da cânula guia. A agulha de injeção foi conectada, por meio 

de um tubo de polietileno (PE-10), a uma microsseringa Hamilton. Após a 

microinjeção, a agulha de injeção permaneceu por mais 45 segundos no interior da 

cânula 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 injeções confirmou o fluxo da solução. 

3.5. Teste de formalina na pata 

O teste de formalina é um modelo amplamente utilizado para avaliar 

comportamentos nociceptivos em roedores (Abbott et al., 1995). A injeção de formalina 

provoca uma resposta nociceptiva bifásica (Dubuisson e Dennis, 1977). A primeira fase 

(fásica) é observada nos primeiros 5 minutos, enquanto a segunda fase (tônica) inicia-se 

depois de 20 minutos da injeção de formalina e dura por volta de 40-50 minutos. A 

primeira fase é ocasionada predominantemente pela estimulação direta de nociceptores 

(Le Bars et al., 2001) enquanto a segunda parece ser dependente da combinação de uma 

reação inflamatória no tecido periférico injuriado, com mudanças funcionais no corno 

dorsal da medula espinal (Tjolsen et al., 1992; Mccall et al., 1996). No presente estudo, 

os camundongos foram tratados com 50 μL de solução de formalina a 2,5%, injetada 

subcutaneamente na superfície dorsal da pata traseira direita. 

3.6. Labirinto em Cruz Elevado Aberto  

O labirinto em cruz elevado aberto (LCEa) é similar àquele descrito por Lister 

(1987), contudo, consiste de quatro braços abertos (30 x 5 x 0,25 cm) elevados 38,5 cm 

do solo por um suporte de madeira (Figura 1). Cada braço do LCEa foi dividido em 

duas partes, as quais foram denominadas áreas proximais (10x5cm) e extremidades 

[união das áreas intermediárias e distais (20x5cm)] em relação ao centro (Sorregotti et 

al., 2013). Ressalta-se que assim como o LCE padrão, este modelo baseia-se na aversão 

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

 

3.7. Avaliação das medidas espaço-temporais e complementares 

Foram analisadas as medidas espaço-temporais [tempo em cada região dos 

braços (centro, regiões proximais e extremidades) e frequência total de entradas], 

medidas complementares [frequência total de esticadas (stretched attend posture- SAP): 

o animal estica o corpo sem movimentar as patas traseiras e volta à posição inicial; 

frequência de mergulhos nos braços (head dipping – HD): animal estica a cabeça e 

pescoço para fora do labirinto em direção ao solo; e duração total (em segundos) de 

andar agachado (flatback - FB): animal movimenta-se com o corpo esticado, com o 

abdômen e tórax 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, Ciências e Letras de 

Ribeirão Preto, USP. 

3.8. Labirinto em Cruz Elevado Fechado  

O LCE fechado (LCEf) é similar àquele descrito por Lister (1987), contudo, 

consiste de quatro braços 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 

situação controle do LCEa. Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de 

luz, em uma sala com baixa iluminação (50 lux, no nível do assoalho do aparato). 
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Figura 2: Labirinto em cruz elevado fechado 

3.9. Caixa de vidro 

A caixa de vidro (30 x 20 x 25 cm) consiste em um ambiente potencialmente não 

aversivo (neutro) para os camundongos (Figura 3). Este aparato foi utilizado como 

situação controle para o registro do tempo de lambidas na pata tratada com formalina.  

 

Figura 3: Camundongo exposto à caixa de vidro 

3.10. Histologia 

Ao final do experimento envolvendo microinjeção, todos os animais foram 

anestesiados e perfundidos com uma solução de paraformaldeído (4%), seguida pela 

injeção intra-amídala de uma solução de 1% de azul de metileno. Os animais foram 

então decapitados, seus encéfalos removidos e acomodados em recipientes contendo 

solução de formalina (10%) para sofrerem seções coronais ao longo do trajeto da cânula 

com o auxílio de um criostato (Leica CM 1850). As seções foram inspecionadas com o 

uso de uma lupa (Leica DM LB) e a visualização da dispersão do azul de metileno 

indicou o local da injeção. 

3.11. Imunoistoquímica 

Noventa minutos após os testes, os camundongos foram anestesiados e 

perfundidos com solução salina tamponada com fosfato (PBS), seguido por 

paraformaldeido 4%. Os encéfalos removidos foram pós-fixados em paraformaldeido 

por 2h e transferidos para solução de sacarose 30% em PBS 4°C. Após 2 dias, os 

encéfalos foram congelados em gelo seco em pó por 1h e mantidos em -80°C até serem 

fatiados em fatias coronais de 35μm de espessura no criostato. Cabe ressaltar que foi 
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feita uma marcação, com uma agulha, no lado direito dos encéfalos com o propósito de 

investigar a presença ou não de lateralização. As fatias contendo a região encefálica de 

interesse (amídala) foram lavadas 3 vezes (10 minutos cada lavagem) em PBS e 

incubadas em solução bloqueadora (soro de cabra 3% e Triton X-100 0,25% dissolvidos 

em PBS) por uma hora à temperatura ambiente. Após o bloqueio as fatias foram 

incubadas com anticorpo anti-Fos (diluição 1:2000; Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, EUA; produzido em coelho), em solução bloqueadora por 24 horas, à 

4°C. Após essa incubação, as fatias foram lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos 

cada lavagem) e incubadas com anticorpo secundário biotinilado anti-coelho (diluição 

1:400; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) em PBS-Tx (Triton X-100 0,25%) 

e soro de cabra 3%, por 2 horas, à temperatura ambiente. Em seguida, as fatias foram 

lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e incubadas por 1 hora em 

solução de avidina-biotina-peroxidase (ABC Elite kit, PK-6100; Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, EUA), Triton X-100 0,5% e PBS. Na sequência, 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 solução de PBS e montadas em lâminas gelatinizadas. 

Após a secagem, as lâminas foram hidratadas em água destilada e, em seguida, 

desidratadas em gradiente seriado de titulações crescentes de etanol (30%, 60%, 90%, 

95% e 100%) e xilol (LabSynth, São Paulo, Brasil). Por fim, foram cobertas com 

Permount (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EUA) e lamínulas. 

A imunomarcação de Fos foi capturada através de uma câmera acoplada a um 

microscópio (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., versão 4.8. O valor de 

células positivas para cada animal representa a média das 4 imagens. 

 

3.12. Procedimentos 

 

3.12.1. Experimento 1: Investigação da participação do complexo amidalóide na 

antinocicepção e reações de defesa induzidas pela exposição de camundongos ao 

LCEa. 

 



22 

 

3.12.1.1. Experimento 1A: Investigação dos efeitos da inativação do complexo 

amidaloide na nocicepção em camundongos submetidos ao teste de formalina na 

pata. 

Cinco dias após a cirurgia de implante de cânula na amídala, os camundongos 

foram tratados com formalina injetada subcutaneamente na superfície dorsal da pata 

traseira direita. Após 15 minutos da injeção de formalina, os animais receberam 

microinjeção bilateral de salina ou cloreto de cobalto e, após 10 minutos, foram 

expostos à caixa de vidro por 10 minutos para registro do tempo (em segundos) de 

lambidas na pata a fim de investigar os efeitos da inativação da amídala na nocicepção. 

 

3.12.1.2. Experimento 1B: Investigação dos efeitos da inativação do complexo 

amidaloide na antinocicepção e reações de defesa induzidas pela exposição de 

camundongos ao LCEa: influência da dor. 

O protocolo do Experimentos 1B foi semelhante ao Experimento 1A, exceto 

que, ao invés de serem expostos à caixa de vidro, os animais foram expostos ao LCEa: 

cinco dias após a cirurgia estereotáxica, os camundongos receberam formalina na 

superfície dorsal da pata traseira direita e, 15 muntos depois, cada animal recebeu salina 

ou cloreto de cobalto intra-amídala. Dez minutos após a injeção intra-amídala, todos os 

animais foram expostos ao LCEa por 10 minutos para avaliação do tempo de lambidas 

na pata e das medidas espaço-temporais e complementares (para detalhes, ver seção 

3.7). 

 

3.12.1.3. Experimento 1C: Investigação dos efeitos da inativação do complexo 

amidaloide nas reações de defesa induzidas pela exposição de camundongos ao 

LCEa. 

O protocolo do Experimentos 1C foi semelhante ao Experimento 1B, exceto que 

os animais não receberam formalina na pata antes de serem expostos ao LCEa: cinco 

dias após a cirurgia estereotáxica, os camundongos receberam salina ou cloreto de 

cobalto intra-amídala. Dez minutos após a injeção intra-amídala, todos os animais foram 

expostos ao LCEa por 10 minutos para avaliação das medidas espaço-temporais e 

complementares (para detalhes, ver seção 3.7). 
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3.12.2. Experimento 2: Investigação do padrão de ativação da amídala de 

camundongos submetidos ao teste de formalina na pata ou expostos ao LCEa. 

Com o propósito de investigar o padrão de ativação da amídala quando 

camundongos são submetidos ao teste de formalina na pata ou são expostos ao LCEa, 

foi realizado o Experimento 2. Ainda, este experimento foi delineado para avaliar 

eventuais diferenças na ativação neuronal na amídala localizada nos hemisférios 

esquerdo e direito, bem como do envolvimento dos diferentes subnúcleos amidalóides: 

núcleos central e basolateral. 

Após 10 dias de habituação [conduzida pela manipulação diária dos animais e 

exposição a caixa de vidro ou LCEf (Martinez et al., 2008)], os animais foram 

distribuídos aleatoriamente em 4 grupos: grupos 1 e 2, animais receberam (grupo 1) ou 

não (grupo 2) injeção de formalina na pata e foram expostos a caixa de vidro (ambiente 

potencialmente não aversivo) por 35 minutos; grupos 3 e 4, animais foram expostos ao 

LCEa (grupo 3) ou LCEf (grupo 4) por 10 minutos. Noventa minutos após o teste, todos 

os animais foram perfundidos e os encéfalos removidos e processados para a 

imunoistoquímica de Fos. 

 Paralelamente a esses grupos, a fim de se investigar o padrão de ativação 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 

imunoistoquímica de Fos. 

 

3.12.3.  Experimento 3: Investigação do envolvimento dos receptores CRF1 da 

amídala na antinocicepção e reações de defesa induzidas pela exposição de 

camundongos ao LCEa. 

 

3.12.3.1. Experimento 3A: Investigação dos efeitos da microinjeção do antagonista 

de CRF1 (CP376395) na amídala na nocicepção de camundongos submetidos ao 

teste de formalina na pata. 

Cinco a sete dias após a cirurgia de implante de cânula na amídala, os 

camundongos foram tratados com 50 μl de solução de formalina a 2,5%, injetada 

subcutaneamente na superfície dorsal da pata traseira direita. Após 15 minutos da 

injeção de formalina, os animais receberam microinjeção de salina ou CP376395 

(antagonista de receptor CRF1) e, após 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: Investigação dos efeitos da microinjeção do antagonista 

de CRF1 (CP376395) na amídala na antinocicepção e reações de defesa induzidas 

pela exposição de camundongos ao LCEa: influência da dor. 

O protocolo do Experimento 3B foi semelhante ao Experimento 3A, exceto que, 

ao invés de serem expostos à caixa de vidro, os animais foram expostos ao LCEa: cinco 

dias após a cirurgia estereotáxica, os camundongos receberam formalina na superfície 

dorsal da pata traseira direita e, 15 minuntos depois, cada grupo recebeu salina ou 

CP376395 na dose 1,5 nmol/0,1 μl (obtida previamente). Dez minutos após a injeção 

intra-amídala, todos os animais foram expostos ao LCEa por 10 minutos para avaliação 

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

 

3.12.3.3. Experimento 3C: Investigação dos efeitos da microinjeção do antagonista 

de CRF1 (CP376395) na amídala nas reações de defesa induzidas pela exposição de 

camundongos ao LCEa. 

O protocolo do Experimentos 3C foi semelhante ao Experimento 3B, exceto que 

os animais não receberam formalina na pata antes de serem expostos ao LCEa: cinco 

dias após a cirurgia estereotáxica, os camundongos receberam salina ou CP376395 na 

dose 1,5 nmol/0,1 μl (obtida previamente). Dez minutos após a injeção intra-amídala, 

todos os animais foram expostos ao LCEa por 10 minutos para avaliação das medidas 

espaço-temporais e complementares.  

 

3.13. Análises Estatísticas 

Inicialmente todos os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de 

variância de Levene.  

Experimento 1A:  

Para a análise do efeito da inativação da amídala 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 análise do efeito da inativação uni ou bilateral da amídala 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 análise do efeito da inativação do complexo amidaloide na antinocicepção e 

comportamentos defensivos de camundongos submetidos ou não ao teste de formalina 

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

Experimento 2: 

Para análise da marcação média de Fos (mm
2
) nos hemisférios direito e esquerdo 

do complexo amidalóide 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 - 

condição: basal, caixa de vidro, formalina, LCEf ou LCEa; fator 2 - hemisfério: direito 

(D) ou esquerdo (E)].  

Para análise do padrão de ativação dos núcleos CeA e BLA  foi utilizada a 

ANOVA bifatorial [fator 1 - condição: basal, caixa de vidro, formalina, LCEf ou LCEa; 

fator 2 - núcleo: basolateral (BLA) ou central (CeA)]. 

Experimento 3A: 

Para análise do efeito das diferentes doses do antagonista de CRF1 (CP 376395 

nas doses 0,375, 0,75 e 1,5 nmol) na nocicepção (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 análise do efeito da dose 1,5 nmol de CP 376395 na amídala sobre a 

antinocicepção e comportamentos defensivos de camundongos submetidos ou não ao 

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

 

Nos casos aonde foram detectadas diferenças pela ANOVA, a análise prosseguiu 

com o teste post hoc de comparações múltiplas de Duncan. Valores de p iguais ou 

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

 

Todos os sítios de injeção foram confirmados pela análise histológica dos cortes 

da amídala. A Figura 4 mostra uma representação esquemática (esquerda) e uma 

fotomicrografia (direita) de um sitio de injeção na amídala de um camundongo 

representativo. As secções ocorreram a 1.10 mm anterior ao bregma (Paxinos e 

Franklin, 2001). 

 

 

Figura 4: Representação esquemática (esquerda) e fotomicrografia de uma secção coronal 

(direita) mostrando um sítio de injeção na amídala de um camundongo representativo. 

 

4.1. Experimento 1: Papel do complexo amidaloide na resposta nociceptiva e nas 

reações de defesa de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e 

expostos ao LCEa. 

 

4.1.1. Experimento 1A: Atenuação da resposta nociceptiva provocada pela 

inativação bilateral do complexo amidaloide em camundongos submetidos ao teste 

de formalina na pata. 

A Figura 5 mostra o efeito da inativação 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 inativação da 

amídala diminuiu significativamente o tempo total de lambidas na pata [t(8) = 6,69; 

p<0,01]. 



27 

 

*

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

Te
m

p
o

 d
e

 la
m

b
id

as
 (

s)

Salina

CoCl2

 

Figura 5: Efeito da inativação do complexo amidaloide sobre o tempo de lambidas na pata 

tratada com formalina 2,5%. *p<0,01 versus salina. Barras = média ± EPM (erro padrão da 

média). N = 5 

 

O efeito da inativação 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 1,8 = 44,81, p<0,01] e tempo [F 

4,32 = 3,75, p<0,05], mas não para interação tratamento x tempo [F 4,32 = 2,10, p>0,05]. 

O teste de Duncan indicou que a inativação da amídala promove uma diminuição 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 inativação do complexo amidaloide sobre o tempo de 

lambidas na pata tratada com formalina 2,5%. Os dados são representados em intervalos de 2 
minutos. *p<0,05 versus salina. Barras = média ± EPM (erro padrão 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 CoCl2 intra-amídala 

uni/bilateralmente. Os resultados também mostram o grupo “out”, cujas injeções 

acertaram bilateralmente outras regiões, que não a amídala. A ANOVA unifatorial 

mostrou que apenas o grupo que teve a inativação bilateral do complexo amidaloide 

apresentou uma diminuição significativa do tempo total de lambidas [F 4,20=3,79, 

p<0,01]. 
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Figura 7: Efeito da inativação uni ou bilateral da amídala 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 padrão da média). N = 5 para grupos salina, CoCl2 bilateral e CoCl2 amídala direita; 

N=6 para grupo out; N=4 para CoCl2 amídala esquerda.  

 

4.1.2. Experimento 1B: Ausência de efeitos da inativação do complexo amidaloide 

sobre a antinocicepção e reações de defesa apresentadas por camundongos 

expostos ao LCEa sob estímulo nociceptivo. 

A Figura 8 ilustra o efeito da inativação do complexo amidaloide sobre a 

nocicepção (tempo de lambidas na pata) de camundongos submetidos ao teste de 

formalina e expostos ao LCEa. O test t de Student não revelou efeitos significativos do 

tratamento com CoCl2 na antinocicepção induzida por aversão em camundongos 

submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao LCEa [t(7) = 0,45; p>0,05]. 
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Figura 8: Ausência de efeito da inativação do complexo amidaloide na antinocicepção induzida 

por aversão em camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao LCEa. 
Barras = média ± EPM (erro padrão da média). N = 5 para grupo salina; N=6 para grupo CoCl2. 

 

Os efeitos da inativação da amídala 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 não revelou efeitos significativos do 

tratamento com CoCl2 nas reações de defesa induzidas pela exposição de camundongos 

ao LCEa [tempo de permanência no centro t(9) =  -1,42; áreas proximais t(9) = -0,82 e 

extremidades do LCEa t(9) = 1,24 (A); frequência de SAP total t(9) = 0,15 (B); total de 

entradas t(9) = 1,07 (C); flatback total t(9) = 0,11 (D) e head dipping no braços t(9) = 0,06 

(E)].  
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Figura 9: Ausência de efeito do tratamento do CoCl2 sobre o tempo de permanência no centro, 

nas áreas proximais e extremidades do LCEa (A), frequência de SAP (B); total de entradas (C); 
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tempo total de flatback (D) e head dipping nos braços (E) de camundongos expostos ao LCEa 

sob estímulo nociceptivo. Barras = média ± EPM (erro padrão da média). N = 5 para grupo 
salina; N=6 para grupo CoCl2. 

 

4.1.3. Experimento 1C: Efeitos da inativação do complexo amidaloide nos 

comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa. 

A Figura 10 mostra os efeitos do tratamento com CoCl2 sobre os 

comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa. O teste t de Student 

revelou que a inativação da amídala diminuiu o tempo de permanência dos animais nas 

áreas proximais do LCEa [t(17) = 2,97; p<0,05; Fig. 10A], assim como a frequência total 

de SAP [t(17) = 2,17; p<0.05; Fig. 10B]. Além disso, o tratamento com CoCl2 promoveu 

um aumento do tempo em que os animais permaneceram nas extremidades do LCEa 

[t(17) = -2,60; p<0,05; Fig. 10A]  e de head dipping nos braços [t(17) = -3,06; p<0,05; Fig. 

10E]. A análise estatística não 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 inativação da amídala sobre os comportamentos defensivos [tempo de 

permanência no centro, áreas proximais e extremidades do LCEa (A); frequência de SAP total 
(B); total de entradas (C);  flatback total (D); e head dipping nos braços (E)]  de camundongos 

expostos ao LCEa. Barras = média ± EPM. N = 11 para grupo salina; N= 8 para grupo CoCl2; 

*p<0,05 versus salina. 
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4.2. Experimento 2: Padrão de ativação da amídala: quantificação de células 

positivas para Fos da amídala de camundongos submetidos ao teste de formalina 

na pata ou expostos ao LCEa. 

 

4.2.1. Quantificação de células positivas para Fos nos hemisférios direito e 

esquerdo da amídala de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata ou 

expostos ao LCEa: ausência de lateralização funcional. 

 

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

amidaloide, onde foram quantificadas as células positivas para Fos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

A marcação média de Fos (mm
2
) nos hemisférios direito (D) e esquerdo (E) do 

complexo amidalóide de camundongos submetidos (grupo formalina) ou não (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, há um grupo 

basal, cujos animais não receberam formalina nem foram expostos aos labirintos. A 

ANOVA bifatorial revelou diferenças significativas na marcação de células positivas 

para Fos para o fator condição (F 4,74 = 6,51; p<0,05). Porém, não mostrou diferenças 

significativas para o fator hemisfério (F 1,74 = 0,34; p>0,05) e interação condição x 

hemisfério (F 4,74 = 0,02; p>0,05). O teste de Duncan mostrou que os animais 

submetidos ao teste de formalina na pata ou expostos ao LCEa tiveram ativação da 

proteína Fos igualmente aumentada nos dois hemisférios quando comparados aos 

grupos basal, caixa de vidro e LCEf. 

500 µm 
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Tabela 1: Número de células positivas para Fos (mm2) nos hemisférios direito e esquerdo da 

amídala de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata (grupo formalina), e de 
camundongos expostos à caixa de vidro, ao LCEf ou ao LCEa. O grupo basal não recebeu 

formalina ou foi exposto aos labirintos.  

 

Grupos Hemisférios Fos/mm2 

   

Basal (n=9) Esquerdo 83,74±15 

 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 LCEf. 

 

4.2.2. Quantificação de células positivas para Fos nos núcleos BLA e CeA da 

amídala: aumento da expressão de Fos promovido pelo estímulo nociceptivo e pela 

exposição ao LCEa.  

 

Uma vez que não houve diferença de ativação entre os hemisférios direito e 

esquerdo da amídala, para quantificar as células positivas nos núcleos BLA e CeA  foi 

considerado o número total de células positivas para Fos. 

 

A Figura 12 mostra um corte representativo do complexo amidalóide, indicando 

os núcleos BLA e CeA da amídala de camundongos, onde foram quantificadas as 

células positivas para Fos. 
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Figura 12: Corte representativo da amídala, indicando os núcleos basolateral (BLA) e 

central (CeA) da amídala de camundongos, onde foram quantificadas as células positivas 

para Fos. 

 

A Figura 13 ilustra células positivas para a proteína Fos (mm2) nos núcleos 

basolateral (BLA) e central (CeA) da amídala de camundongos do grupo basal, de 

camundongos submetidos (grupo formalina) ou não (grupo caixa de vidro) ao teste de 

formalina na pata, e de camundongos expostos ao LCEf ou ao LCEa. A ANOVA 

bifatorial [fator 1 - condição: basal, caixa de vidro, formalina, LCEf ou LCEa; fator 2 - 

núcleo: basolateral (BLA) ou central (CeA)] revelou efeitos significativos para os 

fatores condição (F 4,76 = 20,19, p<0,05), núcleo (F 1,76 = 54,16, p<0,05) e interação 

condição x núcleo (F 4,76 = 3,09, p<0,05). O teste de Duncan mostrou que os animais 

submetidos ao teste de formalina na pata ou expostos ao LCEa apresentaram um 

aumento do número de células positivas para Fos nos núcleos CeA e BLA quando 

comparados aos demais grupos, sendo que esse aumento foi significativamente maior 

para o núcleo BLA. 

 

Fos 
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Figura 13: Células positivas para a proteína Fos nos núcleos central (CeA) e basolateral 

(BLA) da amídala 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: Avaliação da participação da neurotransmissão CRF-érgica 

na amídala nas respostas nociceptiva e reações 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 nocicepção 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-amídala na nocicepção de camundongos submetidos ao teste de formalina na pata 

e expostos a caixa de vidro. A ANOVA unifatorial não revelou diferenças significativas 

das doses 0,375, 0,75 e 1,5 nmol no tempo de lambidas na pata (F3,34 = 1,74, p=0,18). 
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Figura 14: Avaliação dos efeitos da microinjeção 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 padrão 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: Ausência de efeitos da microinjeção intra-amídala de CP 

376395 sobre a antinocicepção e comportamentos defensivos em camundongos 

expostos ao LCEa sob estímulo nociceptivo.  

 

A Figura 15 ilustra a ausência de efeitos da microinjeção intra-amídala de CP 

376395 na dose de 1,5 nmol sobre a antinocicepção de camundongos expostos ao LCEa 

sob estímulo nociceptivo.  
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Figura 15: Ausência de efeito da microinjeção de CP376395 intra-amídala na antinocicepção 

induzida por aversão em camundongos submetidos ao teste de formalina na pata e expostos ao 

LCEa. Barras = média ± EPM (erro padrão 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 amídala sobre os 

comportamentos defensivos apresentados por camundongos expostos ao LCEa, sob 

estímulo nociceptivo, estão ilustrados na Figura 16. O test t de Student não revelou 

efeitos significativos do tratamento com CoCl2 em nenhum dos comportamentos 

avaliados em camundongos expostos ao LCEa sob estímulo nociceptivo [tempo de 

permanência no centro t(11) = -1,96; áreas proximais t(11) = -0,66 e extremidades do 

LCEa t(11) = -1,86 (A); frequência de SAP total t(11) = -0,93 (B); total de entradas t(11) = 

0,85 (C); flatback total t(11) = 0,63 (D) e head dipping no braços t(11) = 1,62 (E)]. 
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Figura 16: Ausência de efeitos da microinjeção intra-amídala de CP376395 na dose 1,5 nmol 
sobre os comportamentos defensivos [tempo de permanência no centro, áreas proximais e 

extremidades do LCEa (A); frequência de SAP total (B); total de entradas (C); flatback total (D) 

e head dipping no braços (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. Ausência de efeitos da microinjeção intra-amídala de CP 376395 sobre os 

comportamentos defensivos apresentados por camundongos expostos ao LCEa. 

A Figura 17 mostra a ausência de efeitos do tratamento com CP 376395 sobre os 

comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa. O test t de Student não 
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revelou efeitos significativos do tratamento com CP 376395 em nenhum dos 

comportamentos avaliados em camundongos expostos ao LCEa sob estímulo 

nociceptivo [tempo de permanência no centro t(10) = 0,66; áreas proximais t(10) = -0,42 e 

extremidades do LCEa t(10) = -0,40 (A); frequência de SAP total t(10) = 0,78 (B); total de 

entradas t(10) = -0,08 (C); flatback total t(10) = 0,93 (D) e head dipping no braços t(10) = -

0,062 (E)]. 
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Figura 17: Ausência de efeitos da microinjeção intra-amídala de CP376395 na dose 1,5 nmol 

sobre os comportamentos defensivos [tempo de permanência no centro, áreas proximais e 
extremidades do LCEa (A); frequência de SAP total (B); total de entradas (C); flatback total (D) 

e head dipping no braços (E)]  de camundongos expostos ao LCEa. Barras = média ± EPM. N = 

6. 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 



38 

 

5. Discussão  

A busca por um modelo animal para o estudo da neurobiologia da 

antinocicepção induzida pelo medo nos levou ao emprego do labirinto em cruz elevado 

aberto, uma versão modificada do labirinto em cruz elevado. Além da intensa resposta 

antinociceptiva, camundongos expostos ao LCEa também apresentam elevadas 

concentrações de corticosterona plasmática (Mendes-Gomes et al., 2011) e 

comportamentos defensivos (Sorregotti et al., 2013), confirmando a natureza aversiva 

deste ambiente. Entretanto, a modulação da resposta antinociceptiva ainda não está 

totalmente esclarecida. Assim, nosso objetivo principal foi de avaliar substratos e 

neurotransmissores subjacentes a antinocicepção desencadeada pela exposição de 

camundongos a situações ameaçadoras ou de perigo. Evidências da literatura mostram 

que o complexo amidaloide é uma das principais regiões encefálicas envolvidas no 

processamento de estímulos 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 antinocicepção 

induzida pela exposição ao LCEa (situação aversiva). 

O presente estudo compreendeu a realização de três experimentos. O 

Experimento 1 investigou, primeiramente, o efeito da inativação da amídala, através da 

administração de cloreto de cobalto, sobre a nocicepção de camundongos submetidos ao 

teste de formalina na pata (Experimento 1A). Em seguida, investigou também o efeito 

da inativação da amídala sobre a antinocicepção e comportamentos defensivos de 

camundongos expostos ao LCEa sob estímulo nociceptivo (Experimento 1B) ou não 

(Experimento 1C). O Experimento 2 investigou o padrão de ativação neuronial dos 

hemisférios direito e esquerdo do complexo amidaloide, através da quantificação de 

proteína Fos, em camundongos submetidos ao teste da formalina na pata ou expostos ao 

LCEa. Em seguida, também avaliou a marcação de proteína Fos nos núcleos central 

(CeA) e basolateral (BLA) da amídala diante do estímulo nociceptivo, bem como 

durante a exposição ao LCEa. Por fim, o Experimento 3 investigou a participação dos 

receptores CRF1 da amídala, através da administração intra-amídala do antagonista de 

CR1 CP376395, na nocicepção (Experimento 3A) e nas reações de defesa de 

camundongos submetidos (Experimento 3B) ou não (Experimento 3C) ao teste de 

formalina na pata e expostos ao LCEa. 
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Os resultados do Experimento 1A demonstraram que a inativação do complexo 

amidaloide promoveu uma diminuição 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 injeções acertaram a amídala bilateralmente 

(Figura 7). Esses resultados sugerem que a amídala participa da modulação da resposta 

nociceptiva induzida pelo teste de formalina na pata.  

É bem descrito na literatura que amídala pode ativar as vias modulatórias 

descendentes da dor em resposta a estímulos aversivos (Rhudy e Meagher, 2003; 

Minami, 2009). Sendo assim, uma vez que a injeção de formalina na pata é um evento 

aversivo [por exemplo, promove aversão condicionada por lugar (Tanimoto et al., 

2003)], sua resposta é predominantemente facilitada pelo sistema descendente (Vanegas 

e Schaible, 2004). Diante dessas evidências, podemos sugerir que a injeção de formalina 

ativaria a amídala facilitando o processo nociceptivo e a sua inativação pelo CoCl2 

promoveria a antinocicepção devido a ativação das vias inibitórias descendentes da dor. 

Considerando que o efeito antinociceptivo ocorreu apenas para injeções bilaterais, pode-

se sugerir que não há lateralização funcional da amídala envolvida na dor eliciada pela 

injeção de formalina na pata, ou seja, é necessário a inativação bilateral desse substrato 

para que a antinocicepção ocorra.  

O Experimento 1B avaliou o efeito da inativação da amídala sobre a 

antinocicepção e sobre os comportamentos defensivos de camundongos expostos ao 

LCEa sob estímulo nociceptivo (Figuras 8 e 9). Nossa hipótese inicial era de que a 

antinocicepção eliciada pela exposição ao LCEa era devido a ativação da amídala e, 

portanto, a sua inativação atenuaria o efeito antinociceptivo e os comportamentos 

defensivos. Os resultados do presente estudo demonstraram que a resposta 

antinociceptiva (Figura 8) e os comportamentos defensivos (Figura 9) induzidos pela 

exposição ao LCEa não foram alterados pela inativação bilateral do complexo 

amidaloide. Tal ausência de efeito nos leva a sugerir que a amídala pode não estar 

envolvida na mediação da inibição de dor induzida pela exposição ao LCEa. Porém, 

evidências na literatura indicam o envolvimento dessa estrutura na mediação da 

antinocicepção induzida por diferentes situações aversivas. Por exemplo, a lesão 

eletrolítica bilateral do CeA atenuou a analgesia induzida por situações aversivas, como 
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exposição ao gato e choque nas patas (Fox e Sorenson, 1994). Além disso, Helmstetter e 

Bellgowan (1993) demonstraram que a lesão eletrolítica do complexo amidalóide 

bloqueou a hipoalgesia condicionada no teste de retirada da cauda em ratos. Neste 

mesmo sentido, a antinocicepção exibida por camundongos submetidos ao teste de 

contorções abdominais e confinados nos braços abertos do LCE foi bloqueada pela 

administração intra-amídala do benzodiazepínico midazolam (Baptista et al., 2009; 

Nunes-de-Souza, 2000).  

As evidências contrárias aos nossos resultados podem ser justificadas pelas 

diferenças nos procedimentos experimentais, como tipo de lesão/inativação da amídala 

(reversível ou irreversível), natureza do estímulo (incondicionado ou condicionado) e 

teste nociceptivo (somático ou visceral), uma vez que alguns fatores influenciam na 

ativação do sistema defensivo diante de uma situação aversiva, como a possibilidade de 

escape, a natureza do evento estressor ou se o estímulo é condicionado ou 

incondicionado (Brandão et al., 2003). Desta forma, considerando que a amídala 

modula a nocicepção no ambiente protegido [(caixa de vidro) - ver Experimento1A], 

mas não no ambiente aversivo (LCEa), podemos sugerir que sua função na modulação 

da nocicepção é dependente da situação em que o animal se encontra. 

Ainda, é bem descrito na literatura que a amídala é composta por subnúcleos que 

apresentam diferentes funções (Sah et al., 2003; Minami, 2009) e apresenta 

interconexões com áreas corticais, subcorticais e tronco encefálico, além de conexões 

intranúcleos. Enquanto o CeA recebe informações, predominantemente nociceptivas, da 

medula espinal e tronco encefálico e é considerado uma região de “output” 

(Neugebauer, 2015), o BLA recebe informações sensoriais (por exemplo, nociceptivas) 

de áreas talâmicas e corticais que são processadas e transmitidas para o CeA e, então, 

para regiões do tronco encefálico, como a matéria cinzenta periaquedutal.  Além disso, 

o BLA também apresenta conexões recíprocas com o córtex prefrontal medial e 

hipocampo ventral levando à exibição de respostas defensivas (Sah et al., 2003; 

Knapska et al., 2007; Neugebauer, 2015; Tovote et al., 2015). Considerando que a lesão 

da MCP não alterou a resposta antinociceptiva de camundongos expostos ao LCEa 

(Mendes-Gomes et al., 2011), podemos sugerir que a comunicação top down CeA-MCP 

tem menor participação para os efeitos da exposição ao LCEa e que a antinocicepção 

exibida por camundongos expostos ao LCEa é modulada por outras estruturas. 
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Sendo assim, é importante destacar que outras estruturas do sistema defensivo 

podem modular a antinocicepção induzida pela exposição ao LCEa. Por exemplo, lesões 

excitotóxicas do córtex cingulado anterior e do núcleo leito da estria terminal atenuaram 

as respostas nociceptivas induzidas pela injeção de formalina na pata (Minami, 2009). 

Portanto, faz-se relevante investigar o papel de outras estruturas pertencentes ao sistema 

defensivo na modulação da antinocicepção induzida pela exposição ao LCEa. 

O Experimento 1C, que avaliou o efeito da inativação da amídala sobre os 

comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa na ausência do 

estímulo nociceptivo, demonstrou que os camundongos que receberam CoCl2 intra-

amídala permaneceram mais tempo nas extremidades do LCEa (Figura 10A) e exibiram 

maior frequência de head-dipping (Figura 10E) quando comparados aos animais que 

receberam salina. A inativação da amídala também promoveu uma redução do tempo 

em que os animais permaneceram nas áreas proximais do LCEa (Figura 10A) e redução 

da frequência total de SAP (Figura 10B), além de não ter alterado a frequência total de 

entradas. Resultados prévios do nosso laboratório demonstraram que camundongos 

tratados com o ansiolítico alprazolam exibiram menor frequência de SAP e aumento de 

head-dipping quando expostos ao LCEa (Sorregotti et al., 2013). Ainda, quando 

realizados no LCE, redução de SAP e aumento de head-dipping podem ser interpretados 

como atenuação da ansiedade (Cole e Rodgers, 1995; Fernandez Espejo, 1997). Assim, 

considerando que a inativação da amídala alterou esses comportamentos, podemos 

sugerir que, na ausência do estímulo nociceptivo, a amídala modula comportamentos 

defensivos de camundongos expostos ao LCEa. Nossos resultados corroboram estudos 

prévios que mostraram que lesões 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 transição claro-escuro (Mchugh et al., 2004; Bueno et al., 2005).  

É importante considerar que as conexões com outros substratos e as conexões 

intra-núcleos da amídala determinam as respostas eliciadas de acordo com a via ativada. 

Por exemplo, enquanto a ativação da via BLA-CeA resulta em ansiólise, a ativação da 

via BLA-hipocampo ventral resulta em ansiogênese (Knapska et al., 2007; Sah et al., 

2003; Tovote et al., 2015). Sendo assim, uma vez que a inativação da amídala 

promoveu respostas do tipo ansiolíticas em camundongos expostos ao LCEa, podemos 

sugerir que a exposição de camundongos a esta situação aversiva pode estar ativando a 

via BLA-hipocampo ventral. 



42 

 

De forma geral, os resultados do Experimento 1 sugerem que a amídala participa 

da modulação dos comportamentos defensivos induzidos pela exposição ao LCEa 

somente quando não há influência da dor, uma vez que, sob ação da formalina, o efeito 

ansiolítico promovido pela inativação desta estrutura foi prejudicado. Esses dados 

corroboram resultados da literatura que mostraram que o estímulo nociceptivo da 

formalina prejudicou os efeitos ansiolíticos da lesão bilateral da MCP dorsal, assim 

como os efeitos da injeção intra-MCP de midazolam (Mendes-Gomes e Nunes-De-

Souza, 2005; Mendes-Gomes et al., 2011). 

Cabe ressaltar que no Experimento 1 não foi possível especificar quais 

subnúcleos amidalóides foram inativados, uma vez que a amídala é uma estrutura 

relativamente pequena, principalmente em camundongos. Sendo assim, foram 

consideradas todas as microinjeções que acertaram quaisquer subnúcleos da amídala. 

Contudo, os resultados do Experimento 2, em que avaliamos a marcação de proteína 

Fos nos diferentes subnúcleos da amídala, possibilitou observar quais porções desta 

estrutura são ativadas diante do estímulo nociceptivo bem como na condição de 

exposição ao LCEa. 

O conjunto de resultados do Experimento 2 demonstrou que o estímulo 

nociceptivo (formalina na pata) e a exposição ao LCEa promoveram um aumento da 

expressão de células positivas para a proteína Fos no complexo amidalóide, sem haver 

diferença significativa entre os hemisférios direito e esquerdo (Tabela 1). Esses 

resultados corroboram aqueles obtidos no Experimento 1A, em que somente a 

inativação bilateral da amídala 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 estímulo 

nociceptivo e a exposição ao LCEa aumentaram a expressão de Fos nos núcleos CeA e 

BLA. Entretanto, esse aumento foi significativamente mais expressivo no BLA (Figura 

12). É importante destacar que a dor (por exemplo, a provocada pela injeção de 

formalina na pata) apresenta dois componentes, o sensorial e o afetivo-emocional, e que 

o BLA recebe informações polimodais [por exemplo, estímulos olfatório, nociceptivos e 

aversivos (Knapska et al., 2007)], onde são integradas e processadas para executar 

diferentes respostas. Considerando que o BLA apresentou maior atividade neuronal do 

que o CeA e que a injeção de formalina na pata além de ser um estímulo nociceptivo, 
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também é um estímulo aversivo, assim como a exposição ao LCEa, podemos sugerir 

que as informações nociceptiva e aversiva provocadas pela injeção de formalina na pata 

e pela exposição ao LCEa são integradas no BLA e, por isso, ambos os estímulos 

resultam no aumento da expressão de Fos, sobretudo neste núcleo.  

No mesmo sentido, Hayashi et al. (2009) demonstraram que a injeção de 

formalina na pata aumentou a expressão de Fos nos núcleos CeA e BLA da amídala de 

camundongos e, ainda, elevada expressão de c-Fos foi observada no BLA de ratos 

expostos ao LCE (para uma revisão ver Knapska et al., 2007), indicando que essa 

estrutura está envolvida no processamento da dor e de estímulos aversivos. Por outro 

lado, Nakagawa e colaboradores (2003) demonstraram que os núcleos basolateral e 

central contribuíram de forma diferente para a indução de Fos no teste de formalina na 

pata e no teste de contorções abdominais. Enquanto a injeção intraplantar de formalina 

aumentou a expressão de Fos no núcleo basolateral, mas não no núcleo central da 

amídala, a injeção intraperitoneal de ácido acético promoveu o efeito oposto. Essas 

evidências podem ser justificadas pelo fato de que a natureza do estímulo nociceptivo 

influencia as respostas defensivas e as vias que são ativadas. Enquanto a injeção de 

formalina é um estímulo somático e a informação sensorial parece ser transmitida 

através da via espino-tálamo-cortico-amidaloide para o BLA e, então, para o CeA, a 

injeção de ácido acético é um estímulo visceral cuja informação sensorial parece ser 

transmitida através das vias espino-parabraquio-amidaloide e núcleo do trato solitário-

amidaloide diretamente para o CeA (Minami, 2009).  

É descrito na literatura que o aumento de células positivas para Fos pode ocorrer 

diante de novos estímulos, 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 dúvida se o aumento da expressão de 

Fos nos animais expostos a este aparato foi devido a aversidade do LCEa ou à novidade. 

Desta forma, alguns animais foram testados para avaliar esta questão e os resultados 

obtidos sugerem que, embora exista o componente da novidade, o aumento de células 

positivas para Fos quando camundongos são expostos ao LCEa é devido à sua 

aversividade (dados não mostrados). 

Diante dessas evidências, a técnica de imunoistoquímica para Fos foi importante 

para confirmar os resultados que mostraram que o núcleo BLA apresenta maior ativação 

em relação ao CeA e ausência de diferença 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 injeção de formalina na pata de camundongos e a exposição ao 

LCEa aumentam a expressão de células positivas para Fos no complexo amidalóide, 

indicando que este substrato está ativo nestas situações, e o CRF desempenha um papel 

na mediação de respostas defensivas e antinociceptiva eliciadas por estímulos 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 

modulação das respostas antinociceptiva e comportamental provocadas por 

camundongos expostos ao LCEa sob estímulo nociceptivo ou não. Nossa hipótese 

inicial era de que a antinocicepção e as reações de defesa eliciadas pela exposição ao 

LCEa eram devidos à liberação de CRF na amídala e, portanto, o bloqueio da 

neurotransmissão CRF-érgica atenuaria o efeito antinociceptivo e os comportamentos 

defensivos.  

Os resultados demonstraram que a resposta antinociceptiva (Figura 15) e os 

comportamentos defensivos (Figura 16) de camundongos expostos ao LCEa, sob 

estímulo nociceptivo, não foram alterados pela inibição dos receptores de CRF1 do 

complexo amidaloide, sugerindo que a neurotransmissão CRF-érgica, via receptores do 

tipo 1, parece não modular estas respostas. Esses resultados corroboram aqueles obtidos 

através do Experimento 1B, em que a inativação da amídala não alterou a resposta 

antinociceptiva e os comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa 

sob estímulo nociceptivo, indicando que a amídala pode não estar envolvida na 

mediação da inibição de dor induzida pela exposição ao LCEa. Considerando que o 

CRF tem efeito dual em neurônios da amídala, uma vez que baixas concentrações de 

CRF facilitam o processamento nociceptivo via receptores CRF 1, enquanto altas 

concentrações levam à antinocicepção mediada através de receptores CRF 2 (Ji e 

Neugebauer, 2007), a ausência de efeito nos leva a sugerir que os receptores do tipo 2 

de CRF poderiam estar envolvidos na mediação da inibição de dor induzidas pela 

exposição ao LCEa. Além disso, não podemos descartar a possibilidade da participação 

de outras estruturas encefálicas enquanto os animais estão no LCEa sob estimulação 

nociceptiva concomitante.  

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

comportamentos defensivos de camundongos expostos ao LCEa quando não há 
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influência da nocicepção e que a microinjeção de antagonista de CRF1 (0,75nmol) na 

amídala de camundongos atenuou os comportamentos defensivos induzidos pelo LCE 

(Cipriano et al., 2016), era esperado que a inibição de receptores do tipo 1 de CRF na 

amídala também atenuasse as reações de defesas de camundongos expostos ao LCEa. 

Porém, o presente estudo demonstrou, através do Experimento 3C, que a microinjeção 

do CP376395, na dose 1,5 nmol, não alterou as medidas comportamentais avaliadas no 

LCEa na ausência da nocicepção (Figura 17), sugerindo que esse receptor pode não 

estar envolvido com a modulação tônica dos comportamentos eliciadas pela exposição 

ao LCEa. Cabe ressaltar que o estado emocional do LCEa parece ser um pouco 

diferente do LCE, uma vez que os animais não têm oportunidade de se esquivar do 

ambiente potencialmente aversivo (braços abertos). Além disso, a dose utilizada no 

presente estudo foi diferente (1,5 nmol) daquela que atenuou os comportamentos no 

LCE. Diante dessas evidências, podemos sugerir que a neurotransmissão CRF-érgica, 

via receptor 1 de CRF, parece não participar da modulação das respostas antinociceptiva 

e comportamentais eliciadas pela exposição ao LCEa. Sendo assim, torna-se 

interessante investigar o papel de outros neurotransmissores envolvidos nas respostas 

induzidas pela exposição ao LCEa. 
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6. Conclusão  

Os resultados obtidos até o momento indicam que, independentemente da 

lateralização e da neurotransmissão CRF-érgica, a amídala, sobretudo o núcleo 

basolateral, tem um papel importante na modulação das respostas nociceptivas 

induzidas pelo teste de formalina e nas respostas comportamentais de camundongos 

expostos ao LCEa. Considerando que a inativação da amídala não promoveu alteração 

nos comportamentos avaliados no LCEa concomitante ao estímulo nociceptivo, as 

respostas induzidas pela exposição a este labirinto podem também estar sendo 

moduladas por outras estruturas com conexões com o BLA, como o córtex pré-frontal 

medial ou hipocampo ventral, o que requer futuras investigações.  
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