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RESUMO

Dados na literatura demonstram que o Fator de Liberagdo de Corticotropina
(CRF — do inglés corticotropin releasing factor) € um neurotransmissor importante
na modulacdo das reacdes de defesa que animais exibem frente a estimulos
aversivos. Varios estudos tém investigado os substratos neurais envolvidos na
neurobiologia destas reacdes de defesa e muitos tém destacado a participacéo
da matéria cinzenta periaquedutal (MCP) do mesencéfalo. Neste sentido,
injecbes de CRF na porgdo dorsal da MCP (MCPd) sugerem um efeito
ansiogénico seletivo para receptores CRFérgicos do tipo 1 (CRF1) em
camundongos expostos ao teste de ansiedade do labirinto em cruz elevado
(LCE). Além disso, o bloqueio dos receptores CRF1 revelaram uma modulagéo
ténica CRFérgica no cortex pré-frontal medial (CPFm) de camundongos, porém
falhou em revelar quaisquer efeitos na MCPd destes roedores expostos ao
labirinto em cruz elevado (LCE). Assim, levantamos a hipotese de que um teste
de ansiedade potencialmente mais aversivo que o LCE recrutaria uma
quantidade maior de CRF enddégeno o qual poderia revelar efeitos deste
antagonista quando infundido na MCPd de camundongos. Para tanto,
camundongos apos 3 dias de habituagao foram submetidos a injegéo intra-MCPd
do antagonista de CRF1 - CP (0; 0,75; 1,5; ou 3,0 nmol) e dez minutos em
seguida foram expostos ao teste de exposigcdo ao rato (RET — do inglés rat
exposure test). O tratamento com o antagonista de CRF1 (CP) aumentou as
entradas (0,75 nmol) e o tempo de permanéncia (0,75-3,0 nmol) dos
camundongos na superficie do RET, local mais aversivo do aparato (préximo ao
predador), além de diminuir o tempo na toca (0,75-3,0 nmol), local menos

aversivo sugerindo um efeito ansiolitico. Além disso, os comportamentos



complementares como a frequéncia de levantamento e o tempo de contato
corroboraram as medidas espaco-temporais. Parece haver um ténus CRFérgico
na MCPd na modulagdo de comportamentos defensivos de camundongos

quando expostos ao RET.



1. INTRODUCAO

O medo e a ansiedade sao estados emocionais correlacionados, qualificados
subjetivamente como n&o prazerosos e desagradaveis acompanhados por
sentimento de apreensdao e insegurangca e um conjunto de alteragdes
comportamentais, fisiolégicas e cognitivas subjetivas (GRAEFF, 1990). Lader (1981)
atribuiu como causa principal da ansiedade a expectativa de um perigo iminente e
indefinido, porém sem que uma ameaca real seja identificada ou, quando existente,
considerada como desproporcional a intensidade da emocdo. Graeff (1990) cita
como uma das raizes principais da ansiedade o sentimento de medo por ser
encontrado praticamente em todas as espécies, cuja fungao ¢é sinalizar e preparar o
organismo para situagdes de ameaca ou perigo. A diferenga entre os dois estados
emocionais pode ser caracterizada em relagao aos estimulos e/ou situagées que os
desencadeiam, de forma que o medo surgiria diante de situacdes claras e evidentes
de ameaga e perigo, enquanto a ansiedade seria desencadeada por situagdes onde

0 perigo é apenas potencial, vago e incerto (BLANCHARD et al., 1990).

O estudo sistematico da ansiedade e do medo tomou grande impulso a partir
dos trabalhos originais de Charles Darwin publicados no seu livro The Expression of
Emotions in Man and Animals (1872, Apud ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). A partir
de entdo, a abordagem evolucionaria proposta por Darwin tem permeado muitas das
teorias sobre a funcdo e a importancia que as emocdes desempenham para as
diferentes espécies. Por esta abordagem, o homem, tendo outros animais como
ancestrais, compartilharia com estes suas emocgbes, possibilitando que
comparagdes entre o seu comportamento e o de outros animais fossem tragcadas
(ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). Com base nesses achados, postula-se que medo e

ansiedade sdo emocdes decorrentes das respostas dos animais frente a estimulos
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aversivos que lhes apresentem perigo ou ameaga a sobrevivéncia. Tais estimulos,
como por exemplo, o ataque de um predador ou confrontos com co-especificos,
podem resultar na exibicdo de reac¢des de defesa (ou respostas comportamentais
defensivas, por exemplo: luta, fuga, imobilidade, vocalizagdo), coordenadas pela
ativacdo de determinadas areas encefalicas que conjuntamente compdem o sistema
encefalico de defesa, com objetivo de manter e proteger a vida (GRAEFF, 1990).
Outros estimulos ambientais, tais como altura excessiva, iluminacdo intensa,
tempestades, incéndio, exposicdo a lugares novos, também sao caracterizados
como aversivos e podem eliciar tais reagdes, que sao compostas por fuga e/ou
ataque defensivo (luta), esquiva ativa e inibitoéria, congelamento (freezing) e

avaliagdo de risco (BLANCHARD et al.,1993; BLANCHARD; BLANCHARD, 2003).

As reacodes de defesa sdo a base de estudo para a compreensédo de emocgdes
como o medo e a ansiedade e sao orquestradas pelo sistema cerebral de defesa e
processadas por regides encefalicas tais como a amigdala, o hipotalamo e a matéria
cinzenta periaquedutal (MCP).

Estas reagdes, somadas as alteracbes endoégenas como liberagdo de
horménios e neurotransmissores, sinalizam que o organismo esta preparado para
responder aquela ameaca, seja fugindo ou enfrentando-a, dependendo da natureza
da ameacga e a estratégia adotada. Embora tais alteragdes sejam importantes diante
de um contexto ou situagao aversivos, tornam-se mal adaptadas em condi¢cdes que
nao oferecem perigo nem hostilidade ao individuo. Em se tratando da espécie
humana, estas respostas defensivas eliciadas podem indicar a ocorréncia de
transtornos de ansiedade. (BLANCHARD et al., 2001; GRAY; MCNAUGHTON,
2000; MCNAUGHTON; CORR, 2004). Nesse contexto, quando o medo e a

ansiedade superam niveis considerados de normalidade, interferindo com o
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cotidiano do individuo, passam a ser consideradas patologias do sistema de defesa
humano. Portanto, numa perspectiva evolutiva, a investigagdo do comportamento
defensivo em varios mamiferos (como os roedores) é de crucial importancia para a
compreensao dos mecanismos neurobiologicos subjacentes aos estados de medo e
ansiedade (GRAY; MACNAUGHTON, 2000; BLANCHARD et al., 2001; GRAEFF;
ZANGROSSI, 2002). Com relagdo aos substratos neurais envolvidos nestas
manifestacbes, cabe destacar estruturas prosencefalicas, como o complexo
amidaldide e o cértex pré-frontal e estruturas mesencefalicas, como nucleos da rafe
e a MCP (GRAY; MACNAUGHTON, 2000). Esta ultima tem sido destacada como um
dos principais substratos da aversao no sistema nervoso central (GRAEFF, 2004),
demonstrando importancia na mediacdo de comportamentos defensivos, haja vista o
envolvimento de diferentes neurotransmissores neste sitio na mediagdo de
respostas comportamentais e autondmicas frente ao estresse, medo e ansiedade
(BANDLER; DEPAULIS, 1991; BEHBEHANI, 1995; BRANDAO, 2004; GRAEFF et
al., 1993; GRAEFF, 2004; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006; 2011). Além disso, a
estimulacdo quimica ou elétrica da MCP provoca vigorosas respostas
somatomotoras, acompanhadas de simpatoexcitacdo e antinocicepgédo (diminui¢ao
da percepcéao dolorosa) (BANDLER; DEPAULIS, 1991; BEHBEHANI, 1995; LOVICK,
2000; MORGAN; WHITNEY; GOLD, 1998), de maneira semelhante aquelas exibidas

em situagdes aversivas ou ameacadoras proximais (DEAKIN; GRAEFF, 1991).

A MCP é uma estrutura que circunda o aqueduto mesencefalico, sendo
dividida anatomica e funcionalmente ao longo do eixo rostrocaudal em quatro
colunas, denominadas de acordo com a posicdo em relacdo ao aqueduto, em
dorsomedial (MCPdm), dorsolateral (MCPdI), lateral (MCPI) e ventrolateral (MCPvI)

(CARRIVE, 1993; BANDLER E SHIPLEY, 1994). Tal condi¢do sugere que essa
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estrutura esteja interligada a um grande numero de circuitos neurais responsaveis
pela modulagdo e coordenagdo de muitas fungdes fundamentais para a
sobrevivéncia do organismo. De fato, a MCP esta envolvida com a modulagao de
reacoes de defesa relacionadas ao medo e a ansiedade, processamento de
informacéao dolorosa, controle motor e cardiovascular (BEHBEHANI, 1995). O estudo
das reacdes de defesa tem levado a um crescente interesse pelo desenvolvimento
de modelos animais voltados a investigacao de estados emocionais potencialmente
associados a desordens psiquiatricas. Dessa forma, torna-se clara a contribuicdo
dos testes em animais para a compreensao da neurobiologia de diversos disturbios

mentais/emocionais (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004).

Resultados recentes do nosso laboratorio mostraram o envolvimento do
sistema CRFérgico na modulagdo destas reacdes defesa. O CRF (do inglés —
corticotropin releasing factor) € um neuropeptideo liberado em resposta ao estresse,
sendo denominado por muitos pesquisadores como “horménio do estresse”. Ele é
um neurotransmissor importante na modulacdo das reacdes de defesa que animais
exibem frente a estimulos aversivos. Varios estudos tém investigado os substratos
neurais envolvidos na neurobiologia destas reagbes de defesa e muitos tém
destacado a participagdo da matéria cinzenta periaquedutal (MCP) do mesencéfalo.
Existem receptores CRFérgicos dos tipos 1 e 2 na MCP, nos quais ele atua. Seu
envolvimento com a ansiedade tem sido observado em estudos que demonstraram
efeitos ansiogénicos apds injegdes intracerebroventricular (i.c.v.) e intra-MCP desse
peptideo em ratos e camundongos expostos ao LCE (BALDWIN et al., 1991;
MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 1997; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2011).

Assim, inje¢cdes na porgédo dorsal da matéria cinzenta periaquedutal (MCPd)

do neuropeptidio aumentam a esquiva dos bracos abertos do labirinto em cruz
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elevado (LCE) em camundongos, um efeito que foi completamente bloqueado pela
injecao local do antagonista de receptores CRFérgicos do tipo1 (CRF1), o NBI
27514, porém nao do antagonista de receptores do tipo 2 (CRF2), sugerindo a
participagdo do CRF1 da MCPd na modulacdo das reacdes de defesa em
camundongos expostos ao LCE (MIGUEL & NUNES-DE-SOUZA, 2011).

Estudos anteriores do nosso laboratorio consistiram na construgcao de uma
curva dose resposta para o antagonista de receptores CRFérgicos do tipo 1 (CP —
0,75, 1,5 e 3,0 nmol) intra-MCP sobre seus efeitos na ansiedade de camundongos
expostos ao LCE (dados nao publicados). Nesse contexto, nenhuma das doses
utilizadas levou a efeitos intrinsecos sobre a ansiedade desses animais. Assim,
embora existam evidéncias de que a ativacado de receptores CRF1 provoque efeitos
pré-aversivos (LITVIN et al, 2007; CARVALHO-NETTO et al, 2007), o oposto parece
nao ser verdadeiro. Em outras palavras, o bloqueio de receptores CRF1 da MCP
nao produziu per se alteragao da ansiedade avaliada no LCE.

Qualquer evidéncia contraria a auséncia de efeitos do CP376395 poderia
contribuir para um papel diferencial dos mecanismos CRFérgicos da MCPd na
modulacdo da ansiedade de camundongos. Neste sentido levantamos a hipotese
que um modelo de ansiedade potencialmente mais aversivo poderia liberar CRF

endogeno suficiente para revelar efeitos deste antagonista (CP).

Neste contexto, em recente avaliagdo etofarmacoldgica do emprego do teste
de exposicao ao rato (RET — do inglés rat exposure test), mostramos que o perfil
comportamental defensivo do camundongo € sensivel, sobretudo ao tratamento
agudo com benzodiazepinico potente (alprazolam) (CAMPOS et al., 2013),
sugerindo que o RET poderia ser considerado potencialmente mais aversivo que o

LCE, dado que benzodiazepinicos classicos (por exemplo o diazepam), que
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atenuam a ansiedade de animais no LCE, ndo alteraram o comportamento de
camundongos no RET (CAMPOS et al., 2013). Logo, nosso intuito foi o de investigar
eventuais efeitos do antagonista de receptores CRF1, per se, na modulagdo das
reagcoes de defesa de camundongos expostos a um teste de ansiedade mais
aversivo que o LCE, o teste do RET. Esse modelo animal permite avaliar os

comportamentos defensivos, através da interagao presa-predador.

2. OBJETIVO
O objetivo do projeto foi avaliar o papel dos receptores CRF1 da MCPd,
através da infusdo do antagonista seletivo CP376395, em camundongos expostos

ao RET.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Sujeitos

Foram utilizados camundongos albinos machos (25-35g), provenientes do
biotério central da Universidade Estadual Paulista — UNESP, mantidos em situagdes
controladas de temperatura (23 £ 1°C), umidade (55 + 5%) e luz (ciclo de 12/12
horas, luzes acesas as 07:00 e apagadas as 19:00). Os animais possuiram livre
acesso ao alimento e a agua, exceto durante os curtos periodos de teste. Os
protocolos experimentais foram realizados em conformidade com os principios éticos
do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité
de Etica local (CEUA) 43/2015. Todo esforgo foi feito a fim de minimizar o sofrimento

animal.
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3.2 Farmaco

Foi utilizado o antagonista de receptores CRFérgicos do subtipo 1, CP
396375 (Tocris Bioscience), nas doses de 0,75; 1,5 e 3,0 nmol. O farmaco foi diluido
em solugdo de cloreto de sodio a 0,9% (salina). (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA,

2008). O volume final de injecéao foi de 0,2 pL.

3.3 Cirurgia e administracéo de droga na MCPd

Camundongos foram submetidos a cirurgia estereotaxica unilateral para
receberem implantacao intracraniana de canula guia (26 gauge — aco inoxidavel) de
7,0 mm de comprimento, apos anestesia com Cetamina + Xilazina 100 e 10mg/kg,
respectivamente. A canula foi fixada no cranio do animal com cimento acrilico e as
coordenadas estereotaxicas para implantacdo da canula guia na MCP foram
baseadas no Atlas de Paxinos e Franklin (2001). As coordenadas foram: 4,1 mm
posterior e 1,4 mm lateral ao bregma (encontro das suturas) e 2,3 mm ventral a
superficie do cranio, com a agulha ajustada para angulo de 26 graus. Apds a cirurgia
0s animais receberam uma injecdo de anti-inflamatorio (Megluminato de Flunixina —
Intervet Schering—Plough, Rio de Janeiro, na dose de 3,5 mg/kg pela via
subcuténea) seguida de pentabidtico (Pentabidtico Veterinario — Fort Dodge Saude
Animal Ltda. pela via intramuscular na dose de 56,7 mg/kg) a fim de prevenir
infeccdes. A ponta da canula guia foi posicionada a + 1,0 mm dorsal a estrutura alvo.
A injecéo das solugdes na MCP foi feita de cinco a sete dias ap6s a cirurgia (periodo
de recuperagdo dos animais) e ocorreu através da inser¢cdo de uma agulha (33
gauge) de 8,0 mm de comprimento no interior da canula guia, conectada, por meio
de um tubo de polietileno (PE-10), a uma micro seringa (marca Hamilton), através da

qual foi injetado um volume total de 0,2 uL. Apds a microinje¢ao, a agulha de inje¢ao
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permaneceu por mais 30 segundos no interior da canula guia para garantir o
escoamento e infusdo das solugdes, e durante todo o procedimento de injecdo o
animal foi contido gentiimente pelo experimentador através de uma flanela. O
movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno durante as injegbes
confirmou o fluxo da solugao.
3.4 Aparato do RET
O aparato é composto por uma caixa de acrilico transparente medindo 46
(comprimento) x 24 (largura) x 21 (altura) centimetros (caixa de exposig¢ao) coberta
por uma tampa de acrilico preto. A caixa de exposicdo é dividida em dois
compartimentos de igual tamanho (superficie e compartimento do predador) por uma
tela de arame. Além disso, uma toca medindo 12 x (comprimento) x 7 (largura) x 7
(altura) centimetros e feita de acrilico preto em 3 faces e de acrilico transparente em
1 face (para permitir a filmagem) é conectada a superficie através de um tunel de

acrilico transparente (4,4 cm didmetro, 13 cm comprimento) (Figura 1).

Figura 1: Aparato do RET ilustrando o compartimento da superficie (regido aversiva)
e os compartimentos da toca conectada a superficie pelo tunel (regides protegidas).
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3.5 Anélise Comportamental

No dia do Experimento animais foram expostos individualmente ao RET por
dez minutos e filmados durante todo o tempo. Todos os experimentos foram
filmados através de um aparato filmadora/DVD/TV integrados. Esse material foi
arquivado em DVDs, que foram analisados posteriormente por um observador
treinado (confiabilidade = 90%). Essa analise foi feita com auxilio do programa X-
Plo-RAT (versdo 2005), o qual permite andlises espacgo-temporal e
comportamentais. Ao final da analise, o programa gera tabelas quantificando todos
0s parametros avaliados.

Os comportamentos analisados no RET envolveram as medidas
convencionais espago-temporais, que correspondem a frequéncia de entradas em
cada compartimento (toca, tunel e superficie) do aparato (a entrada em um
compartimento foi definida como a entrada com todas as quatro patas para dentro
da area) e duragdo do tempo gasto nestes compartimentos. Além das medidas
espacgo-temporais, foram também registradas as medidas complementares como,
frequéncia de levantamento (movimento exploratério na qual o animal retira as duas
patas dianteiras do chao e se estica estendendo o corpo), tempo de escalada na tela
de arame, tempo de congelamento, tempo de grooming (comportamento de auto-
limpeza), tempo de contato com a tela de arame e frequéncia de ocultagédo defensiva
(comportamento que o animal se esconder do predador, trazendo a sua frente

maravalha do compartimento toca no sentido de evitar que seja visto).
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3.6 Histologia
Apos o término dos experimentos, todos os animais receberam injecéao central
de uma solucéo de 1% de azul de Evans (procedimento semelhante ao descrito no
item 3.3) para checar se a cirurgia atingiu o local desejado para agdo da droga. Apds
o sacrificio em camara de CO,, os animais foram entdo decapitados, seus encéfalos
removidos e acomodados em recipientes contendo solugdo de formalina (10%) para
posteriormente sofrerem secgbdes coronais ao longo do trajeto da canula com o
auxilio de um criostato (Leica CM 1850). As secc¢des foram inspecionadas com o uso
de um microscoépio (Leica DM LB) e a visualizacdo da dispersao do azul de Evans

indicou o local da injegao da droga durante o experimento.

3.7 Estatistica

Os resultados do experimento foram inicialmente submetidos ao teste de
homogeneidade de Levene e posteriormente submetidos a analise de variancia
ANOVA unifatorial (fator: tratamento). Nos casos de valores significantes de p foram
realizadas comparagdes post-hoc através do teste de comparagdes multiplas de
Duncan. Valores de p iguais ou inferiores a 0,05 (p<0,05) foram considerados

significativos.

3.8 Delineamento experimental

Cinco dias apos a cirurgia para implantagdo de canula guia, todos os animais
foram habituados ao aparato do RET por 3 dias consecutivos durante 10 minutos
com livre acesso aos compartimentos (toca, tunel e superficie) sem a presenga do
predador. No quarto dia os animais receberam a infusdo de CP376395 (0; 0,75; 1,5

ou 3,0 nmol) intra-MCPd. Dez minutos apds o tratamento, os animais foram expostos
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ao aparato, agora com a presenga do predador (rato macho Long Evans) do outro
lado da tela de arame e tiveram o0s comportamentos espago-temporais e

complementares registrados em video durante 10 minutos para posterior analise.

4. RESULTADOS
4.1  Sitio de injecéao

A Figura 2 representa um desenho esquematico de um corte histolégico que
contem a matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPd), envolvendo as colunas
dorso-medial e dorso-lateral, estrutura alvo dos experimentos realizados neste

trabalho.

Figura 2: Representacao esquematica da area considerada positiva (regiao cinza)
para os sitios de microinje¢cao na MCPd.



17

4.2 Efeito ansiolitico do antagonista CRF1 intra-MCPd de camundongos
expostos ao RET

A Figura 3 mostra a analise espago-temporal de camundongos tratados intra-
MCPd com CP (0; 0,75; 1,5 ou 3,0 nmol) e expostos ao RET. A ANOVA unifatorial
revelou significancia para a entrada na superficie (F3,18=3,02; p<0,05), para o
tempo na toca (F3,18=5,25; p<0,05) e tempo na superficie (F3,18=4,19; p<0,05). O
teste de comparagdes multiplas de Duncan confirmou um aumento das entradas na
superficie no grupo tratado com CP 0,75 em comparagdo com o veiculo (p<0,05).
Ainda todas as doses aumentaram o tempo de permanéncia dos animais na
superficie, resultado esse que se refletiu na toca, onde o tratamento com CP
diminuiu o tempo de permanéncia neste compartimento em todas as doses

utilizadas (p<0,05).
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Figura 3: Efeitos do CP (0, 0,75, 1,5 ou 3,0 nmol) intra-MCPd nos comportamentos
espaco-temporais de camundongos expostos ao RET. N=3-8. *P<0,05 comparado
com grupo veiculo.

A Figura 4 reporta a analise complementar dos camundongos tratados com

CP (0; 0,75; 1,5 ou 3,0 nmol) intra-MCPd e expostos ao RET. A ANOVA unifatorial

nao revelou significAncia para os comportamentos analisados, porém devido a

valores de P proximos a significancia, a andlise post-hoc foi realizada e revelou
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diferengas significativas para os parametros levantamento (Fig. 4A) e contato (Fig.

4B) nos animais tratados com CP 0,75 (p<0,05).
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complementares de camundongos expostos ao RET. N=3-8. *P<0.05 comparado
com grupo veiculo.

nenhum grupo tratado que justificasse o uso de graficos e/ou tabelas.

N&o houve valores significativos de ocultagdo defensiva e congelamento para
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5.  DISCUSSAO

Os principais resultados deste estudo mostram que o bloqueio dos receptores
CRF1 na MCPd de camundongos aumentaram as entradas (0,75 nmol) e o tempo
gasto (0,75-3,0 nmol) no compartimento da superficie (regido aversiva) do RET além
de diminuir o tempo na toca (0,75-3,0 nmol). Tais resultados sao corroborados pela
analise completar que revelou aumento no levantamento (0,75 nmol) e contato (0,75
nmol) nos camundongos tratados intra-MCPd com CP. Esses resultados sugerem
um ténus CRFérgico na MCPd modulando as reagdes de defesa de camundongos
expostos ao RET.

Nos Experimentos realizados € possivel observar que o tratamento intra-
MCPd com CP (antagonista CRF1) aumentou as entradas (0,75 nmol) e o tempo de
permanéncia (0,75-3,0 nmol) de camundongos no compartimento aversivo do
aparato do RET (superficie), além de diminuir o tempo no compartimento protegido
(0,75 nmol), sugerindo um efeito ansiolitico.

A analise complementar corroborou as medidas espago-temporais, sobretudo
com o aumento no tempo de contato com a tela de arame nos animais tratados intra-
MCPd com CP 0,75 nmol. Isso demonstra uma atenuag¢ao da ansiedade dos animais
e reforgca o efeito ansiolitico, pois além de permanecer maior tempo na superficie
(ambiente aversivo), ainda realizaram comportamentos que condizem com o efeito.
Ainda neste contexto, o contato sugere um baixo nivel de ansiedade uma vez que &
um comportamento no qual os animais se levantam em diregdo ao compartimento
do predador e permanecem com as duas patas fixas na tela de arame, local mais
aversivo do aparato para o camundongo, na qual do outro lado estava o rato Long
Evans (predador natural de camundongos). Na esfera da analise complementar

destaca-se também o aumento nos levantamentos no grupo tratado localmente com
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CP 0,75 comparado ao grupo veiculo. Tal resultado reflete um aumento na analise
exploratéria nesse grupo de animais, minimizando o viés de prejuizo locomotor
comumente associado a drogas ansioliticas que geralmente possuem caracteristicas
hipnoéticas e sedativas.

E possivel verificar tendéncias nos comportamentos de escalada e grooming
(autolimpeza), que nao foram significativos, provavelmente devido ao elevado erro
padrdao. Um aumento na escalada no grupo tratado com CP refletiria diminuigdo de
ansiedade. Ja a tendéncia de diminuicdo no grooming nos grupos tratados com CP,
se confirmada, indicaria que a neurotransmissao CRFérgica participa de reac¢des de
defesa mais sutis, uma vez que o comportamento de autolimpeza parece refletir uma
tentativa de diminuicdo de odor para o predador. Somente uma abordagem
experimental aumentando o numero de animais poderia confirmar ou refutar tais
tendéncias.

E relevante citar alguns comportamentos observados no grupo controle do
experimento. Esses animais geralmente apresentaram um comportamento de
esquiva do predador, no sentido de que quando o predador se movimentava ou se
apresentava mais ativo, os camundongos que estavam na superficie se dirigiam a
toca rapidamente em um comportamento de fuga, indicando o ambiente ansiogénico
gerado pelo aparato do RET. Porém esse comportamento ndo foi observado com
clareza nos grupos tratados, resultado que corrobora o efeito ansiolitico gerado pelo
CP. Embora esse tipo de comportamento nao foi quantificado, € importante a viséo
do pesquisador durante o experimento, tanto na interpretacdo dos resultados,
quanto para que os proximos estudos se atentem também a essas observacgoes.

Diante dos estudos no nosso laboratério, esses resultados mostram a

importancia da investigacdo do papel dos receptores CRF1 na MCPd, através da
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infusdo do antagonista seletivo CP376395, em camundongos expostos ao RET; ja
que outros resultados do nosso laboratério mostraram auséncia de efeitos do
tratamento intra-MCPd do antagonista CRFérgico do tipo 1, CP376395, no
comportamento de camundongos expostos ao LCE (MIGUEL & NUNES-DE-SOUZA,
2011). Sendo assim o uso do RET pode contribuir para um papel diferencial dos
mecanismos CRFérgicos da MCPd na modulagcédo da ansiedade, pois os resultados
demonstraram que o bloqueio dos receptores CRF1 da MCPd de camundongos
produz um efeito ansiolitico em camundongos expostos ao modelo do RET. Sendo
assim, parece que o paradigma do RET possivelmente recruta CRF enddgeno o
suficiente para revelar efeitos do antagonismo de CRF1 na MCPd de camundongos.

Pelo menos duas evidéncias parecem convergir para confirmar a hipétese de
que o RET é potencialmente um modelo de ansiedade mais aversivo que o LCE; (i)
o trabalho de Campos e colaboradores (2013) mostrou através de abordagens
farmacoldgicas que benzodiazepinicos classicos que atenuam a ansiedade de
roedores no LCE n&o possuiam efeitos no RET. Em contrapartida, o alprazolam
(benzodiazepinico mais potente) atenuou as reagdes de defesa de camundongos
expostos ao RET. Somando-se a isso (ii) os atuais resultados permitem tracar um
paralelo em relagdo ao perfil de efeito do CP (antagonista CRF1) nos dois modelos
em questdo, e de maneira robusta, revelou ansidlise somente quando infundido na

MCPd de camundongos expostos ao RET.
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6.  CONCLUSAO

Parece haver um tbnus CRFérgico na MCPd na modulagdo de
comportamentos defensivos de camundongos quando expostos ao RET. Tais
resultados, somados a outras abordagens farmacologicas (CAMPOS et al., 2013),

sugerem que o RET é potencialmente mais aversivo que o LCE.
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