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RESUMO

O presente trabalho estudou os efeitos do enriquecimento ambiental (EA) na expressao
comportamental de camundongos nos testes do labirinto em cruz elevado (LCE), campo
aberto (CA) e suspensao pela cauda (SPC) além de avaliar a expressao de c-fos no encéfalo de
camundongos submetidos ao LCE ap6s exposicdo ao EA em diferentes fases da vida. Casais
de camundongos foram colocados em dois ambientes, enriquecido ou padrdo e os filhotes
destes casais utilizados nos experimentos aos 70 dias de idade. No primeiro experimento, 0s
filhotes foram mantidos no mesmo ambiente de criacdo dos pais, sendo divididos em trés
grupos: PD1 (controle, ambiente padrdo por toda a vida), ENR-ADAPT (enriquecimento por
toda a vida, adaptado as condi¢bes padrdo por 1 semana antes dos testes), ENR-TOTAL
(enriquecimento por toda a vida) que foram submetidos a uma bateria de testes
comportamentais. Em um segundo experimento, foram estudados 4 grupos: ENR
(enriquecimento a vida inteira), ENRP (enriquecimento até o desmame), PENR
(enriguecimento apds o desmame) e CON (controle, vivendo em ambiente padrdo por toda a
vida) que foram submetidos ao LCE e logo apds realizada a imunohistoquimica para c-fos. No
experimento 1, os grupos ENR-ADAPT e ENR-TOTAL apresentaram menor grau de
ansiedade no LCE, caracterizado principalmente por maior % de tempo de permanéncia nos
bracos abertos. No CA, os grupos ENR-ADAPT e ENR-TOTAL apresentaram aumento das
atividades motora e exploratéria com aumento no ndmero de quadrantes percorridos e
levantamentos realizados. O protocolo utilizado ndo apresentou atividade do tipo
antidepressiva no SPC. No experimento 2, todos os grupos submetidos ao EA demonstraram
reducdo da ansiedade no LCE, caracterizada por aumento das % de tempo e entradas nos
bracos abertos. Na andlise da expressdo de c-fos ndo houve diferengas significativas na
analise de c-fos dos grupos ENR, ENRP e PENR em relacdo ao grupo CON na substancia
cinzenta periaquedutal, cortex cingulado e nos ndcleos medial, central e basolateral da
amigdala. Assim o enriquecimento ambiental parece promover efeitos ansioliticos quando
implementado em qualquer fase da vida no teste do LCE, este efeito parece ndo estar
correlacionado com alteracdes na atividade neuronal nas areas analisadas.

Palavras chave: neuroanatomia funcional, ativacdo neuronal, ansiolitico.



ABSTRACT

The present work aimed to study the effects of environmental enrichment (EE) on the
behavioral expression of mice in elevated plus maze (EPM), open field (OF) and tail
suspension (TST) tests as well as evaluate the expression of c-fos inthe brain of mice
submitted to the EPM after exposure to EE in different stages of life. Pairs of mice were
placed in two environments, enriched or standard and the offspring of these couples were used
in the experiments at 70 days old. In the first experiment, the pups were kept in the same
environment of them parents and were divided into three groups, PD1 (control, standard
environment for all them life), ENR-ADAPT (enrichment for all them life but adapted to the
standard conditions for 1 week before testing), ENR-TOTAL (enrichment for all them life)
who underwent a battery of behavioral tests. In a second experiment, four groups were
studied: ENR (enrichment lifetime), ENRP (enrichment up to weaning), PENR (enrichment
after weaning) and CON (control, living in standard environment for al them life). These
groups were exposed to the EPM and after that were used to perform the
immunohistochemistry for c-fos. In experiment 1, the groups ENR-ADAPT and ENR-
TOTAL showed lower levels of anxiety in the EPM than PD1 group, characterized mainly by
higher % of time spent in the open arms. In the OF, the groups ENR-ADAPT and ENR-
TOTAL showed an increase in motor and exploratory activities reflected by an increase in the
number of quadrants crossed and rearings. Antidepressant properties was not characterized in
the TST. In experiment 2, all groups submitted to the EE showed a reduction in the anxiety
expressed in the EPM, characterized by increase in the % time and entries in the open arms.
Considering the c-fos expression analysis, no significant differences in the analysis of c-fos
between ENR, ENRP, PENR and the CON group in the periaqueductal gray matter, cingulate
cortex, medial nucleus of the amygdala, basolateral nucleus of the amygdale and central
nucleus of the amygdala. Thus, environmental enrichment seems to promote anxiolytic effects
in the EPM test when implemented at any stage of life. This effect seems no to be correlated
with a changes in neuronal activity in the areas analyzed.

Keywords: functional neuroanatomy, neuronal activation, anxiolytic.
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1. INTRODUCAO
1.1. Transtornos de Ansiedade

As doencas neuropsiquiatricas tém alta prevaléncia na populacdo, alguns estudos
indicam que cerca de 35,5% dos pacientes atendidos em unidades de salde da cidade do Rio
de Janeiro apresenta, sintomas de doencas psiquiatricas (WHO, 2001) Considerando essas
condicBes psiquiatricas, os transtornos de ansiedade sdo os que tém maior prevaléncia tanto
em adultos quanto em criancas (CASTILLO et al. 2000) como é mostrado neste grupo de
pacientes dos quais cerca de 22,6% apresentam sintomas de transtorno de ansiedade (WHO,
2001). Estes dados parecem ser reproduzidos em outras populacdes ocidentais, por exemplo,
alguns estudos estimam que 26,2% da populacdo dos Estados Unidos da América apresentam
sintomas de transtornos psiquiatricos classificados segundo o Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, e que cerca de 18,1% da populagdo Norte Americana
apresentam sintomas de transtornos de ansiedade, obviamente ndo excluindo os casos em que
essas doencas estdo em comorbidade com outras condi¢fes psiquiatricas (KESSLER et. al.
2005). Vale salientar também que os transtornos de ansiedade ocorrem junto com outras
doencas psiquiatricas, principalmente transtornos de humor como depressdao (HETTEMA et
al. 2001) ou outros transtornos de ansiedade (BORKOVEC et al. 1995; CASTILLO et al.
2000).

Admitindo que os transtornos de ansiedade possam ser consideradas a classe de
doengas mentais de mais alta prevaléncia na populacdo (SZTAINBERG et al. 2010) seu
estudo e a compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos nessas doencas sdo de
extrema importancia para futuras estratégias teraputicas (SINGEWALD, 2007).
Etimologicamente, a palavra ansiedade deriva do termo grego Anshein que significa
estrangular, sufocar, oprimir (GRAEFF, 1996). Tanto o medo quanto a ansiedade s&o
sentimentos que ocorrem naturalmente em resposta a ameaca. Porém engquanto o medo tem a
ver com a presenca de um estimulo aversivo real e h4 apenas o estimulo para o afastamento
deste, a ansiedade ocorre quando ha um potencial risco, seja pela novidade ou pela memoria
de outras situagdes de risco. Além disso, na ansiedade ocorre o conflito entre aproximacao e
afastamento do perigo (GRAEFF, 2007). Partindo do entendimento que a ansiedade € uma
resposta fisioldgica alguns autores estabelecem que a ansiedade sé é patolégica quando €
exagerada e interfere na qualidade de vida do individuo (SINGEWALD, 2007; CASTILLO et
al. 2000). Seguindo este raciocinio, Castilho e colaboradores definem que nos transtornos de
ansiedade, os sintomas de ansiedade sdo as causas primarias da doenca e estes ndo decorrem
de outras condicBes psiquiatricas como esquizofrenia ou depressdo (CASTILLO et al. 2000).
Complementarmente, outros autores acreditam que os transtornos de ansiedade em humanos
podem ser considerados como desordens defensivas em que a avaliacdo de perigo é feita de
maneira falha nos individuos acometidos, deflagrando assim comportamentos defensivos
exagerados (RODGERS et al. 1997). Os diversos transtornos de ansiedade descritos pelo
manual diagndstico e estatistico de transtornos mentais da associagdo norte americana de
psiquiatria (DSM-1V-TR) estéo listados abaixo (tabela 1).



Tabela 1: Adaptado de Branddo & Graeff 2006. Classificagdo dos transtornos de ansiedade
segundo o DSM-IV-TR.

®  Transtorno de panico sem agorafobia

Transtorno de panico com agorafobia

Agorafobia sem ataques de panico

Fobia especifica

Fobia social

Transtorno obsessivo- compulsivo

Transtorno de estresse pds- traumatico

Transtorno de estresse agudo

Transtorno de ansiedade generalizada

Transtorno de ansiedade por condicdo clinica inespecifica
Transtorno de ansiedade induzido por substancia

Transtorno de ansiedade néo especificado

De um modo geral os sintomas de transtornos de ansiedade podem incluir cansaco,
sudorese, irritabilidade, tonturas, distirbios de sono e gastrointestinais (ARIKAIN &
GORMAN, 2001). De modo especifico, podemos citar o transtorno de ansiedade generalizada
caracterizado por constante ansiedade e preocupacdo por aproximadamente 6 meses, 0s
pacientes podem apresentar outros sintomas como palpitacdes, tensdo muscular e boca seca
(CASTILLO et al. 2000; ARIKAIN & GORMAN, 2001), segundo Arikain e Gorman, outro
transtorno de ansiedade, o transtorno obsessivo-compulsivo é caracterizado por obsessdes
(pensamentos recorrentes que causam ansiedade e desconforto acentuado) e/ou compulsdes
(comportamentos estereotipados ou rituais que servem para aliviar a ansiedade) (ARIKAIN &
GORMAN 2001), enquanto o transtorno de panico caracteriza-se pela ocorréncia repetida e
de maneira inesperada de ataques de panico. Estes ataques podem ter intensas manifestacdes
autondmicas, tais como: palpitacdo e dispneia. Devido ao comprometimento e ate
incapacidade causada por estas doencas se faz necessario a implementacdo de medidas de
diagnostico e tratamento corretos para impedir a evolucdo desta, aliviar o sofrimento e os
outros custos tanto para o paciente quanto para os servigos de salde (ARIKAIN &
GORMAN, 2001).

Felizmente, para o tratamento dos diversos transtornos de ansiedade se dispde de
farmacos de diferentes classes como benzodiazepinicos, inibidores da monoamina oxidase,
agonistas parciais de receptores 5HT14, antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina (ARIKAIN & GORMAN, 2001) que podem ser associados ou ndo a
psicoterapia (BORKOVEC et al. 1995). Apesar de haver algumas opgdes de tratamento para
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estas doencas, existem efeitos adversos associados a estes medicamentos, especialmente
relacionados ao tratamento cronico, assim como a ndo responsividade de alguns pacientes,
além de fatores que levam a ndo adesao ao tratamento. Desta forma, um maior conhecimento
da neurobiologia da ansiedade, pode proporcionar além da descoberta de novos alvos
farmacologicos, o refinamento da terapéutica empregada nessas doencas, jA que 0s
mecanismos que envolvem estas doengas ndo sdo totalmente conhecidos (SINGEWALD,
2007). Desta forma, é imprescindivel que sejam feitas pesquisas neste contexto e para isso
uma ferramenta indispensavel é a utilizacdo de modelos animais em pesquisas pré clinicas
(RODGERS et al. 1997; WEISS et al. 2008). Assim, considerando o estudo da neurobiologia
da ansiedade, os estudos com animais tém diversas vantagens como a possibilidade de realizar
pesquisas com grande numero de individuos, um melhor controle do historico de estresse e a
possibilidade de realizar manipulagcdes genéticas. Mas também devemos considerar as
desvantagens como haver a possibilidade de que respostas corticais tdo refinadas como ocorre
em humanos ndo aparecam em outras espécies (SINGEWALD, 2007).

1.2. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Como o descrito por Pellow e seus colegas o teste do labirinto em cruz elevado (LCE)
deriva dos trabalhos experimentais com labirinto em y feitos por Montgomery na década de
1950, que observou que ratos tinham menor atividade exploratéria em bracos abertos do que
em bracos fechados. Depois disso foi desenvolvido em 1984 por Handley e Mithani o
labirinto X (citado em PELLOW et al. 1985; RODGERS & DALVI, 1997; WEISS et al.
1998) e os resultados conseguidos por estes autores inspiraram Pellow e colaboradores a
validarem de forma comportamental, fisiologica e farmacolégica o teste do labirinto em cruz
elevado para ratos (LISTER, 1987; VIOLLE et al. 2009) e posteriormente Lister valida-lo
para camundongos (RODGERS et al. 1997; RODGERS & DALVI, 1997). Dentre os
diversos modelos de ansiedade em animais que existem, o mais utilizado ¢ o LCE
(RODGERS et al. 1997, RODGERS & DALVI, 1997; VIOLLE et al. 2009), onde séo
avaliados os efeitos de fatores ambientais e fArmacos no comportamento analogo a ansiedade
em animais, bem como investigadas as bases neurobioldgicas e genéticas destes tipos de
comportamentos (VIOLLE et al. 2009).

Varios sdo os motivos da grande aceitacdo do LCE, Pellow e colaboradorres indicam
algumas qualidades comparativas com outros testes de ansiedade que séo: (1) a simplicidade
do teste aliada ao baixo custo dos equipamentos utilizados, (2) ndo haver necessidade de
treinamento, ou estimulacdo nociva, ou ainda privacdo de agua ou alimento e o principal, se
basear no comportamento espontaneo do animal, (3) discrimina efeitos agudos de
benzodiazepinicos e (4) ser bidirecional, respondendo tanto a manipulagdes ansiogénicas
guanto ansioliticas nas mesmas condicdes de realizacdo dos testes (PELLOW et al. 1985;
RODGERS & DALVI, 1997). Outro motivo que explica sua larga utilizacdo é que o tipo de
ansiedade produzida pelo labirinto em cruz elevado nos roedores pode ser comparado com 0
transtorno de ansiedade generalizada em humanos (RODGERS & DALVI, 1997), devido ao
estado de ansiedade que este teste parece promover nos animais ser comandado pelos mesmos
circuitos envolvidos na ansiedade patologica em humanos (HOLMES et al. 2000). Também
por isso, este teste tem sido usado para avaliar o estado de ansiedade em camundongos e ratos
(NISHIKAWA et al. 2004).

O LCE tem como base, a natural aversdo que os roedores tém de locais abertos
(LISTER, 1987), e esta aversao tem sido ligada a comportamentos defensivos (CAROBREZ
& BERTOGLIO, 2005). Apesar disso, e também por ndo haver necessidade de treinamento
para a realizacédo do teste e deste usar o comportamento espontaneo como supracitado, o LCE
ndo pode ser considerado um teste de resposta incondicionada apenas. Isto, devido ao



aprendizado que ocorre durante o teste mostrado no aumento da aversdao aos bragos abertos
que aumenta proporcionalmente com o decorrer do teste, quando este é avaliado minuto a
minuto (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).

Os parametros cléssicos que servem como indice de ansiedade do teste sdo as
porcentagens de entradas nos bragos abertos e de tempo de permanéncia do animal nos bracos
abertos, estas ttm uma correlacdo inversa com a ansiedade, ou seja, quanto maior forem estas
porcentagens, menos ansioso o animal estard (CRUZ et al. 1994; LISTER, 1987; PELLOW et
al. 1985; RODGERS & JHONSON 1995; WEISS et al. 1998; VIOLLE et. al. 2009). Estes
parametros sdo aumentados por drogas ansioliticas como clorodiazepdxido e diazepam e
diminuidos por farmacos ansiogénicos como ioimbina e pentilenotetrazol (PELLOW et al.
1985). No entanto, farmacos que podem causar euforia, e por conta disso alteram parametros
de atividade locomotora, tém possibilidade de interferir com estes indices de ansiedade
produzindo resultados controversos como € o caso da anfetamina (WEISS et al. 1998). Além
destes, outro parametro cléassico relacionado a ansiedade é a defecacdo que se relaciona
diretamente com a ansiedade (PELLOW et al. 1985).

Estudos posteriores, intencionando uma maior compreensdo dos comportamentos
realizados durante este teste, perceberam a existéncia de outros parametros relacionados a
ansiedade, os chamados de comportamentos de avaliacdo de risco (RODGERS et al. 1997).
Desta forma os comportamentos de stretch attend position (posicdo estendida de atencdo ou
“estiramentos”) e de sniffing (cheirar) mostraram estar presentes neste teste como
comportamentos de avaliacdo de risco (ROY & CHAMPILLON, 2004; ROGERS &
JHONSON, 1995). Além disso, os comportamentos de avaliacdo de risco podem ser usados
para discriminar efeitos ligados a ansiedade de efeitos de comprometimento motor causados
por sedacdo (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005). Este incremento na avaliagdo
proporcionou uma melhor utilizacdo do teste ja que as acGes ansioliticas dependentes de acéo
5HT1a s6 séo observadas no LCE quando se consideram parametros de avaliagdo de risco,
(RODGERS et al. 1999).

Além dos comportamentos de avaliagdo de risco, outra classe homologa de
comportamentos e, portanto também relacionada a ansiedade sdo 0s comportamentos de
tomada de decisdo (RODGERS & JHONSON, 1995), estes comportamentos s&o
correlacionados com as seguintes medidas no teste do LCE: porcentagem de tempo
despendido na plataforma central (diretamente relacionado a ansiedade), tempo despendido na
realizacdo de auto-limpeza e porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos fechados
(inversamente relacionados) (RODGERS & JHONSON, 1995). Outros parametros analisados
no LCE ndo tém ligacdo direta com a ansiedade, no entanto, devem ser usados para uma
melhor elucidacdo dos resultados. Dentre estes parametros podemos destacar, a porcentagem
de entradas nos bracos fechados que é relacionado a atividade locomotora horizontal, que tem
maior correlacdo com a atividade locomotora do que o ndmero total de entradas nos bracos
(CRUZ et al. 1994; RODGERS & JHONSON, 1995). Vale ressaltar os comportamentos
associados a atividade exploratoria geral que se destacam os nimeros totais de mergulhos de
cabeca e de estiramentos realizados (CRUZ et al. 1994; RODGERS & JHONSON, 1995) e,
pardmetros associados a atividade locomotora vertical, como a duracdo e o numero de
episdédios do comportamento de erguer-se sob as patas posteriores (RODGERS & JHONSON,
1995).

Apesar das diversas vantagens apresentadas e da minuciosa caracterizacdo dos
comportamentos realizados pelos animais neste teste, devemos ter um olhar critico também
sobre possiveis interferentes que podem até mascarar ou subestimar os resultados
(RODGERS & DALVI, 1997; VIOLLE et al. 2009). O ambiente do teste deve ser 0 mais
calmo possivel como em qualquer ambiente de manipulagéo de animais, porém outros fatores
como iluminacdo, tamanho da sala e material em que o LCE é construido também podem
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alterar os niveis basais de ansiedade (RODGERS & DALVI, 1997; VIOLLE et al. 2009).
Considerando apenas os animais, o teste pode ser influenciado pelas seguintes variaveis:
espécie, linhagem, sexo, estresse e outros testes que possam ter sido feitos com o animal.
Levando em conta as espécies mais utilizadas neste teste, ratos e camundongos, é importante
ressaltar que os niveis de ansiedade tendem a serem maiores com 0 avan¢o da idade
(RODGERS & DALVI, 1997). Mesmo com estes interferentes o teste do LCE tem sido usado
para definir quais sdo as areas do cérebro relacionadas ao medo e a ansiedade tais como
substancia cinzenta periaquedutal, hipocampo, diversos nucleos da amigdala, hipotdlamo, e
cortex pré-frontal medial (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005; RODGERS et al. 1997).
Estas identificacdes tém muitas vezes sido feitas com ajuda de técnicas de anatomia funcional
como imunohistoquimica para proteina c-fos (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).

1.3. c-fos

A imunohistoquimica para proteina c-fos pode ser comparada com outras técnicas de
neuroanatomia funcional utilizadas em humanos como a eletroencefalografia que permite um
mapa de atividade neuronal com excelente resolucdo temporal, porém para roedores devido ao
pequeno tamanho do encéfalo, esta técnica se torna menos precisa quanto a anatomia,
principalmente considerando estudos experimentais de ansiedade. Este problema também esta
presente em outras técnicas usadas para 0 mapeamento da atividade neuronal em humanos
como a tomografia por emissdo de positrons (SINGEWALD, 2007). J& a ressonancia
magnética funcional é usada em humanos e animais e tem uma defini¢do anatdbmica melhor
do que a tomografia por emissdo de positrons (MUEGGLER et al. 2011), porém estudos com
esta técnica em animais podem necessitar de anestesia para diminuir artefatos, sendo isto uma
desvantagem importante em comparacdo com a imunohistoquimica para c-fos que ndo
necessita de prévia anestesia (SINGEWALD, 2007).

Devido a localizagdo da proteina c-fos no nucleo do neurbnio esta tem sido muito
usada para criacdo de mapas de ativacdo neuronal por estimulos especificos, outra vantagem
do método é que o mesmo permite que seja feita dupla marcacdo imunohistoquimica
mostrando qual o fenétipo neuronal marcado (HOFFMAN & LYO, 2002; NIKOLAEV et al.
2002; SILVEIRA et al. 2001). Outras trés caracteristicas fazem com que a expressao de c-fos
seja uma Gtima ferramenta de neuroanatomia funcional, (1) seus baixos niveis de expressao
basal, (2) sua expressdo ser influenciada por varios estimulos transcricionais trans sinapticos e
(3) tempo curto entre 0 aparecimento do RNA mensageiro e a producdo da proteina pela
célula (KOVACS, 1998; SINGEWALD, 2007). Por conta disso a inducdo da expressdo de c-
fos € a ferramenta mais usada para o mapeamento da atividade neuronal em roedores
(KOVACS, 1998).

No inicio da década de 1980 percebeu-se que varios estimulos que provocavam a
ativacdo neuronal induziam a expressao da proteina c-fos (SINGEWALD, 2007). Esta
proteina, que é produto da expressdo do pro-oncogene c-fos, foi a primeira proteina
caracterizada da familia fos (DUNCAN et al. 1996; HOFFMAN et al. 1993; SILVEIRA et al.
2001). Enquanto a expressdo da proteina c-fos € rapida e induzida por modificacbes agudas,
outros membros da familia fos apresentam outras caracteristicas de inducdo de suas
expressdes. O gene fos B e seu Splice variante AfosB produzem outras proteinas desta familia
como a 33 fos-like induzida por estimulos agudos, a Fra-1 (Fos related antigens-1) que é
expressa por estimulos cronicos e repetidos e a FRA-2 (Fos related antigens-2) que também
responde a estimulos crénicos e repetidos. Os FRAs também sao relacionados a estimulacéo
tonica de neurdnios (KOVACS, 1998). Estas proteinas possuem na sua estrutura um ziper de
leucina que permitem sua heterodimerizagdo com membros da familia jun (como c-jun, jun-B
e jun-D), formando o fator de transcri¢do da proteina AP-1, sendo que o complexo formado



pelo heterodimero e a proteina AP-1 age em regides de regulacdo de outros genes,
estimulando ou reprimindo a transcrigdo destes (HOFFMAN et al. 1993; KOVACS, 1998;
SINGEWALD, 2007).

De um modo geral, 0s neurbnios ndo expressam ou expressam pouca c-fos em niveis
de atividade basais (HOFFMAN et al.1993), porém quando estimulados, 0s niveis maximos
de proteina c-fos sdo encontrados de uma a trés horas apds a ocorréncia do estimulo que
induziu sua expressdo e desaparecem de 4 a 6 horas depois deste estimulo (KOVACS, 1998;
SINGEWALD, 2007). A expressdo dela ocorre pelo aumento dos niveis intracelulares de
calcio ou AMP ciclico, ou ainda por qualquer fator que promova a fosforilacdo do fator de
transcricdo elemento responsivo a AMPc (CREB) (KOVACS, 1998; SILVEIRA et al. 2001;
SINGEWALD, 2007). Outros fatores tém sido implicados como interferentes na expresséo de
c-fos, como o elemento indutivel por sis (SIE) em condi¢6es especiais, e a proteina AP-1 que
pode agir promovendo um mecanismo de retroalimentacdo negativa. Além do fato que
repetidos estimulos podem dessensibilizar a expressdo de c-fos para 0 mesmo estimulo, ou
aumentar o limiar para que este produza a expressao da proteina c-fos. Outro fator a ser
considerado é que o limiar para expressao de c-fos também pode variar em funcdo da regido
do encéfalo (KOVACS, 1998).

Somado a esses fatores que podem interferir na expresséo de c-fos , outro fator que
deve ser considerado criticamente em ensaios imunohistoquimicos para proteina c-fos € que
pode ocorrer expressdo de c-fos sem despolarizacdo e despolarizacdo sem a expresséo de c-
fos. Por exemplo, no estriado a dopamina aumenta os niveis de AMPc e por sua acdo em
receptores D1 diminui a taxa de disparo, assim nessa situacdo ocorre a expressao de c-fos que
ndo tem relacdo com a atividade neuronal. Outro problema € que engquanto alguns neurdnios
sempre expressam c-fos, outros ndo expressam esta proteina mesmo quando estimulados
(HOFFMAN & LYO, 2002; SINGEWALD, 2007). Levando-se em conta outras técnicas de
neuroanatomia funcional, a imunohistoquimica para fos apresenta as seguintes desvantagens:
(1) como c-fos € um marcador indireto da atividade neuronal pode ocorrer a expressao de c-
fos sem haver a despolarizacdo do neurénio, (2) a ativacdo neuronal também pode ocorrer e
ndo se refletir em expressdo de c-fos, (3) a proteina c-fos ndo ser responsiva a estimulos
inibitorios, devido aos seus baixos niveis basais e (4) sua resolucdo temporal ruim, ou seja,
com essa técnica ndo é possivel a avaliacdo de variacdes em intervalos de tempo consecutivos
como, por exemplo, é conseguida com técnicas de eletroencefalografia (SINGEWALD,
2007).

Mesmo com essas limitacdes o uso da técnica de imunohistoquimica para c-fos pode
revelar informagGes sobre como os estimulos alteram a atividade no sistema nervoso e assim
proporcionar uma melhor compreensdo deste estimulo (HOFFMAN et al.1993), e segundo
Duncan e colaboradores, mesmo a expressdo de fos ndo sendo um marcador universal de
ativacdo neuronal a sua avaliagdo promove um bom mapa de ativacdo neuronal dos
comportamentos do animal (DUNCAN et al. 1996). Interessantemente, fatores ambientais,
como novos ambientes, podem interferir na expressao de c-fos (BECK & FIBIGER, 1995;
KOVACS, 1998). Adicionalmente, a imunohistoquimica para c-fos tem sido usada para
entender os efeitos comportamentais induzidos pelo enriquecimento ambiental em protocolos
gue mimetizam a abstinéncia e avalia comportamentos homologos a dependéncia de drogas
de abuso (CHAUVET et al. 2011), e da modulagdo das respostas promovidas ao
enriquecimento ambiental quando os animais sS40 submetidos a estimulos aversivos
(NIKOLAEYV et al. 2002).



1.4. Enriguecimento Ambiental

O enriquecimento ambiental pode ser definido como uma condi¢do ambiental que
proporciona melhores condigdes de vida para animais cativos, isto ocorre porque 0s animais
em enriquecimento ambiental tém maiores chances de desenvolver o comportamento natural
de sua espécie, ja que € permitido a esses animais maiores possibilidades de interaces sociais
e com objetos inanimados mais préximos do que eles encontrariam em seu habitat natural,
promovendo assim uma melhoria do bem estar animal (BAUMANS, 2005; SHYNE, 2006).

Estratégias de enriquecimento ambiental tém sido largamente usadas para a melhoria
do bem estar animal em animais laboratorios e de zool6gicos na prevencdo e tratamento de
comportamentos estereotipados (SHYNE, 2006), comportamentos estes que segundo Marashi
e colaboradores sdo movimentos sem fungéo apreciavel, feito repetidas vezes, que em animais
sdo relacionados a transtornos comportamentais (MARASHI et al. 2005). Além disso, o
enriquecimento ambiental é implementado tanto em zooldgicos quanto em laboratdrios, na
intencdo de diminuir os niveis de estresse de animais cativos (BELZ et al. 2003; BOERE,
2001). Considerando apenas animais de laboratério, a estratégia adotada para enriquecimento
ambiental tem sido o uso de objetos e desenhos diferenciados de gaiolas, quebrando o
ambiente mondtono presente nas condi¢Ges padréo de criacdo (BELZ et al. 2003), sempre se
levando em consideracdo também o custo e a praticidade na manutencdo dos animais bem
como a higienizacdo da caixa e objetos de enriquecimento (BAUMANS, 2005).

Quanto aos niveis de corticosterona basais e as respostas endocrinas destes animais
quando sdo submetidos ao estresse ha controvérsias na literatura sobre o enriquecimento
ambiental, ocorrendo dados que indicam aumento, diminuicdo ou ndo alteracdo dessas
mensuracfes de animais com ambientes enriquecidos quando comparados com animais
criados em ambiente padrdo (FOX et al. 2006). Por exemplo, Belz e colaboradores mostraram
uma diminuicdo dos niveis basais de corticosterona, enquanto o grupo de Benaroya-Milshtein
observou o contrario, um aumento destes niveis, porém estes animais apresentaram uma
menor responsividade ao estresse (BELZ et al. 2003; BENAROYA-MILSHTEIN et. al.
2004), o que sugere que o enriquecimento ambiental seria um estressor leve que melhoraria a
responsividade aos glicocorticoides e consequentemente a outros estressores, além de prevenir
os efeitos deletérios do estresse (BENAROYA-MILSHTEIN et al. 2004; FOX et al. 2006).

Apesar de o enfoque inicial ser o bem estar animal, o enriquecimento ambiental tem se
mostrado uma excelente ferramenta para o estudo de alteracGes cerebrais dependentes da
experiéncia (FOSTER & DUMAS 2001; ICKES et al. 2000; KEMPERMANN et al. 1997,
1998; NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006). Como o descrito por Simpson e Kelly
0 primeiro a trabalhar com enriquecimento ambiental do ponto de vista neurobioldgico foi
Donald Hebb, no fim da década de 1940 que demonstrou que ratos que viviam em um
ambiente mais variado tinham melhor aprendizado que animais que viviam em seu no
laborat6rio em condic¢des padréo de criacdo (citado em SIMPSON & KELLY, 2011). Mesmo
com as criticas da falta de controle dos experimentos de Hebb (NITHIANANTHARAJAH &
HANNAN, 2006), estes trabalhos foram o ponto de partida para diversos estudos que
demonstraram alteracbes comportamentais, que podem resultar em mudancgas morfologicas no
sistema nervoso central como espessura do cOrtex e alteragbes bioguimicas no cerebro
(NIKOLAEV et al. 2002; NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006).

Neste sentido, diversos trabalhos vém demonstrando que o enriquecimento ambiental
altera tanto fenbmenos neuroquimicos quanto a expressao comportamental de animais
submetidos a estes protocolos. Dentre estes efeitos demonstrados estdo: a melhoria de
aspectos cognitivos, como aprendizado e memoria, a redugdo da ansiedade e a facilidade de
recuperacdo frente a lesdes cerebrais, assim como, retardo no aparecimento de sintomas
provenientes de doencas neurodegenerativas (FOX et al., 2006; NITHIANANTHARAJAH &



HANNAN, 2006). Provavelmente, grande parte destes efeitos esta relacionada a uma serie de
fendmenos de neuroplasticidade cerebrais induzidas pelo enriquecimento ambiental, incluindo
0 aumento da neurogénese hipocampal e a reducédo da apoptose nesta area (KEMPERMANN
et al.,, 1997, 1998; YOUNG et. al. 1999), isto pode ocorrer pelo aumento nos niveis de
neurotrofinas, entre elas o fator de crescimento do nervo, o fator de crescimento derivado do
cérebro, neurotrofina 3 (ICKES et al., 2000; NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006;
KEMPERMANN et al., 1997, 1998 ) e aumento dos niveis de fator de crescimento vascular
endotelial (NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006). Somado a isto, o enriquecimento
ambiental ainda aumenta no namero de sinapses e a densidade de espinhas dendriticas, além
de alteragdes na prépria transmissao sinaptica (FOSTER & DUMAS, 2001). Adicionalmente
as alteracOes provocadas pelo enriquecimento ambiental ja descritas que podem interferir nas
tarefas de aprendizado e memoria, o enriquecimento ambiental pode modular o sistema
glutamatérgico de forma importante, alterando a expressdo de receptores NMDA e AMPA e
também fendmenos neuroplasticos como a potencializacdo de longa duracdo (LTP)
(NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006), bem como aumentar a funcdo de receptores
AMPA e mecanismos para a formacéo de LTP (FOSTER & DUMAS 2001). Outro ponto a
ser considerado é que os efeitos do enriquecimento ambiental nos niveis de neurotrofinas
podem influenciar o sistema colinérgico no prosencéfalo basal e de neuropeptideos que
modulam o sistema limbico (ICKES et al. 2000). Soma-se a isso ainda que 0 enriquecimento
ambiental promove 0 aumento da quantidade e da capacidade de ligacéo de receptores SHT1a
(GALANI et al. 2007) e os contetdos de serotonina e noradrenalina no hipocampo (BRENES
et al. 2009).

Devido aos varios efeitos que o enriquecimento ambiental promove nos sistemas de
neurotransmissores e no sistema limbico, facilmente se deduz que o enriquecimento ambiental
pode influenciar comportamentos inclusive as similares a ansiedade em animais. Por conta
disso, em um primeiro experimento promovemos uma bateria de testes comportamentais
sugerida por Brenes e colaboradores (BRENES et al. 2009), porém com a utiliza¢do do teste
de suspensdo pela cauda ao invés do nado forcado como teste de avaliacdo de comportamento
similar a desespero (BAI et al. 2001). O uso de baterias de testes comportamentais apresenta a
vantagem de permitir uma avaliagdo comportamental mais ampla utilizando um menor
nimero de animais do que a realizacdo de testes independentes (PAYLOR et al. 2006). A
partir de resultados que indicavam efeito ansiolitico no LCE decidimos investir neste modelo
de ansiedade em roedores com o mapeamento da expressao de c-fos em diversas areas do
encéfalo ap6s a exposicao ao LCE.

Um dos efeitos comportamentais imputados ao enriquecimento ambiental é a reducao
da ansiedade (BENAROYA-MILSHTEIN et al., 2004; CHAMPILLON et. al.1999; FOX et.
al. 2006). Porém quanto ao LCE alguns resultados na literatura sdo conflitantes com o préprio
grupo de Champillon que em um experimento onde o enriquecimento ambiental comec¢ando
aos 7 dias de gestacdo das maes e mantidos neste protocolo até o 49° dia de vida promove
efeito ansiolitico, enquanto outro experimento do mesmo grupo ndo mostra efeito ansiolitico.
Esta diferenca foi imputada a alteragdes nos niveis de luminosidade durante a realizagdo do
teste (CHAMPILLON et al. 1999; ROY et al., 2001). Outro grupo que também ndo obteve
efeito ansiolitico com enriquecimento ambiental foi o grupo de Brenes que introduziu os ratos
em ambiente enriquecido aos 32 dias po6s desmame (BRENES et al. 2009). No entanto, foi
demonstrado um efeito tipo ansiolitico, mesmo apos 3 meses de exposi¢ao ao enriquecimento,
em camundongos cuja méae foi submetida ao enriquecimento ambiental porém no segundo dia
pos-desmame os filhotes cresceram sob condi¢Ges padrdo sugerindo que alteragdes no
ambiente no periodo perinatal podem influenciar a atividade futura no LCE (FRISKE &
GAMMIE, 2005). Considerando estas questdes, este trabalho intencionou avaliar a influéncia
do enriguecimento ambiental no periodo perinatal e pds-desmame no comportamento de



camundongos e analisar a expressao de c-fos apos estimulo pelo labirinto em cruz elevado.
Assim podemos descrever os objetivos deste trabalho nos itens abaixo:
e Avaliar os efeitos gerais do enriquecimento ambiental em alguns testes de atividade no
Sistema Nervoso Central
e Observar a influéncia da experiéncia de vida em ambientes mais complexos, em
diversos momentos da vida, no teste do LCE.
e Verificar se os protocolos de enriquecimento ambiental adotados podem promovem
alteracdes na expressdo de c-fos em animais submetidos ao LCE.
e Auvaliar se as possiveis alteracbes na expressdo da proteina c-fos podem ser
relacionadas a expressdo comportamental desses animais que viveram em ambientes
enriquecidos no LCE.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais e Ambientes de Criacdo

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss machos e fémeas para formar
casais com 60 dias de idade fornecidos pelo Biotério de Criacdo de Roedores do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas / UFRRJ, estes casais foram alocados em dois tipos de
ambientes: padrdo e enriquecido (figura 1). O ambiente enriquecido utilizado foi uma
adaptacdo do protocolo de enriquecimento proposto por MARASHI et al. (2003), e consistiu
em uma caixa de polipropileno opaca branca de 34 x 40 x 20 cm (I x ¢ x a), uma tampa com
uma parte 4,5 cm mais alta que a altura maxima da caixa, taneis circulares de PVC (cloreto de
polivinila) de 7 x 7 cm ( comprimento x didametro), e tuneis semi circulares de 5,5 x 3,5 cm (
comprimento X raio), e tocas de PVC 16 x 7cm (comprimento x diametro), as tocas diferiam
dos tdneis além do tamanho porque uma das extremidades era fechada. Além disso, existia
material para aninhamento que era papel toalha, dois pedacos de aproximadamente 10 x 45
cm (I x ¢) por caixa e uma plataforma de acrilico opaco branco de 15,5 x 13,5 cm (I X ¢)
suspensa por fios de arame e presa a parte mais alta da tampa, ficando suspensa a 3 cm do
nivel da maravalha. No ambiente enriquecido o volume total era de 26244 cm® sem ser
descontado o volume ocupado pela maravalha e materiais de enriquecimento. O Ambiente
Padrdo consistiu em uma caixa de polipropileno opaca branca de 20 x 30 x 13 cm (I x ¢ x a)
contento apenas maravalha e a tampa de metal, o volume total deste ambiente sem descontar o
volume ocupado pela maravalha foi de 7254 cm®. Ap6s o nascimento dos animais estes foram
mantidos nos ambientes que os pais viviam (enriquecido ou padrdo) até o desmame. Apds o
desmame foram mantidos 6 animais machos por cada caixa independentemente do tipo de
ambiente. Todos os animais foram mantidos em temperatura (22 + 1°C) e iluminagdo
(iluminado de 7:00h as 19:00h / escuro de 19:00h as 7:00h) controladas, assim como,
fornecimento de agua e racdo ad libitum.



AE = Ambiente Enriquecido AP = Ambiente Padrdo

Figura 1: Ambientes de criacéo.
2.2. Testes Comportamentais

Todos os testes comportamentais foram gravados através da cdmera infra-vermelha
TopWay Collor ccd (Topway do Brasil), e utilizagdo do software GeoVision GV 800 System
para posterior analise, que foi realizada manualmente.

2.2.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Este ensaio foi baseado no modelo proposto de LISTER (1990) para camundongos, e
consistiu de dois bracos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm),
tambeém opostos. Os bragos abertos e fechados eram conectados por uma plataforma central
(5 x 5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bragos fechados eram confeccionadas em
acrilico transparente. O aparelho estava elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. O
teste foi iniciado quando o animal foi colocado na plataforma central com a cabeca voltada
para um dos bracos fechados e a duragéo do teste foi de 5 minutos. Os testes foram realizados
sob luz vermelha, e no periodo de 6:00 &s 12:00 horas.

As medidas comportamentais registradas no LCE foram: porcentagem de tempo
permanecido nos bracos abertos e de entradas nos bragos abertos em relacdo ao total, nimero
de entradas nos bracos fechados e porcentagem de tempo de permanecia na plataforma
central, estiramentos e mergulhos de cabeca (Head Dipping) e estiramentos (Stretched attend
postures — SAP) totais realizados, e as porcentagens de estiramentos e mergulhos de cabeca
realizados em areas protegidas em relacdo ao total realizado de cada um desses
comportamentos (RODGERS AND JHONSON, 1995). Os animais foram submetidos ao teste
comportamental na idade de 70 + 2 dias.
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Figura 2: Labirinto em Cruz Elevado.
2.2.2. Teste do Campo Aberto

Dois dias depois do teste do LCE do experimento 1 foi realizado o teste do campo
aberto. Este teste foi realizado em uma caixa de plastico com chdo preto (30 x 30 cm)
dividido em 9 quadrantes iguais € com paredes de 15 cm de altura transparentes, 0s animais
foram colocados no centro do campo aberto e avaliados durante os 5 minutos (ROCHA et al.
2011). Os seguintes parametros foram avaliados: quadrantes cruzados para a avaliagdo da
atividade locomotora horizontal, levantamentos (rearing) para a avaliacdo da atividade
exploratoria vertical, auto-limpezas (Grooming) realizadas e seu tempo de duragdo e tempo de
inatividade (ARCHER, 1973; BRENES et al. 2009). Este teste foi usado para a avaliacdo da
atividade locomotora.
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Fig. 3 Campo Aberto.

2.2.3. Teste de Suspensao Pela Cauda (SPC)

Dois dias apds o teste do campo aberto foi realizado o teste de suspensédo pela cauda.
Este teste foi utilizado para avaliacdo de potenciais manipulacdes antidepressivas (STERU et
al. 1985), foi realizado da seguinte forma: a cauda do animal foi presa cuidadosamente com
fita adesiva e fixada deixando o animal a 50 cm do chéo da sala por 6 minutos sendo contado
o tempo de imobilidade do animal nos 4 minutos finais. (HEDLUND et al. 2005).

Figura 4: Teste de suspensao pela cauda. Obtido de
http://cfnewsads.thomasnet.com/images/large/828/828524.jpg
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2.3. Experimento 1

Os animais foram mantidos apds o desmame nos mesmos ambientes em que viviam,
até os 65 dias de idade. Neste momento, o grupo de animais que estavam em enriquecimento
ambiental foi subdividido em dois grupos um foi colocado em ambiente padrdo (ENR-ADPT)
por 5 dias até a bateria de testes comportamentais e outro mantido em ambiente enriquecido
durante toda a vida (ENR-TOTAL). Os animais em ambiente padrdo (PD1) foram mantidos
neste ambiente durante todo o experimento. Ap6s o periodo de adaptacdo, os animais foram
submetidos a uma bateria de testes comportamentais realizados na seguinte ordem: teste do
Labirinto em Cruz Elevado, teste do Campo Aberto e teste de Suspensdo pela cauda com
intervalo de dois dias entre eles. Ao final da Bateria de testes comportamentais 0s animais
sofreram eutandsia por decapitacao.

Experimento 1

Dia0 212dia 652 dia 702 dia 72%dia  742dia

! ! ! |
A B C D E F

A = Nascimento dos filhotes

B = Desmame dos filhotes

C = Troca de ambiente para os animais do grupo ENR-ADAPT
D = Teste do Campo Aberto

E = Teste do Labirinto em Cruz Elevado

F = Teste da Suspensado Pela Cauda e Eutanasia

Figura 5: Protocolo experimental e linha temporal do experimento 1.

2.4. Experimento 2

Os filhotes oriundos destes casais foram criados em mesmos ambientes dos pais até o
desmame onde foram colocados seis machos por caixa, os filhotes foram mantidos no mesmo
ambiente ou foram criados no outro ambiente de criacdo apds o desmame gerando 0s quatro
grupos listados abaixo:

Grupo CON: Casais em ambiente padrédo, filhotes mantidos em ambiente padrdo. Grupo
ENR: Casais em ambiente enriquecido, filhotes mantidos em ambiente enriquecido.

Grupo PENR: Casais em ambiente padrdo, filhotes mantidos em ambiente enriquecido ap6s
0 desmame.

Grupo ENRP: Casais em ambiente enriquecido, filhotes mantidos em ambiente padrdo ap6s
desmame.
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Experimento 2

Dia 0 212 dia 702 dia

A = Nascimento dos filhotes
B = Desmame e formagdo dos grupos experimentais
C = Teste do Labirinto em cruz Elevado, eutanasia e coleta de tecido nervoso.

Figura 6: Protocolo experimental e linha temporal do experimento 2.

Aos 70 £ 2 dias de vida os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz
elevado durante 5 min. (Linden et al. 2003, 2004) e duas horas depois, 0s animais sofreram
eutanasia por perfusdo sob anestesia com sobredose de tiopental sédico (200mg/kg, i.p.
Crisatélia produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, SP Brasil), no momento em que o animal
ndo apresentava reacdo ao estimulo nociceptivo de pincamento da cauda foi realizada a
cirurgia para a introducdo da canula para a perfusdo intracardiaca. Esta cirurgia consistiu em
incisar a parede abdominal com uma tesoura até evidenciar a cartilagem xiféide, pincamento
da cartilagem xifoide e incisdo do diafragma com posterior exposi¢do do coracdo. Com o
coracdo ainda batendo foi introduzida uma céanula de 10,8 mm de tamanho e 1,2 mm de
calibre ligada a uma bomba peristaltica (EL-500 insigth Ltda, Ribeirdo Preto- SP Brasil).

Foram infundidas duas solugbes com fluxo constante de 10 mL/minuto. Primeiro,
foram perfundidos 20 mL de salina 0,9% contendo heparina 50Ul por litro, sendo seguida de
perfusdo de 100 mL de uma solucdo contento 4% de paraformaldeido (VETEC Quimica Fina
Ltda, Duque de Caxias-RJ Brasil) em tampdo fosfato em um pH de 7,6. Todas as solugdes
usadas na perfusdo estavam a 4°C, desta forma, a perfusdo sob anestesia foi 0 método de
eutanasia utilizado.

Apds a eutanasia, a calota craniana foi retirada e o encéfalo cuidadosamente retirado e
imerso em solucéo de paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato a 4°C, permanecendo por 4
horas nesta solugcdo. Apos este periodo, o encéfalo foi colocado em uma solucéo de sacarose a
30% em tampdo fosfato, e estocado a 4°C para posterior processamento (VILHENA-
FRANCO et al. 2011).

Os encéfalos foram cortados em criostato (Microm, Walldorf, Alemanha) (-20°C) em
seccOes coronais de 30 um de espessura, sendo os cortes divididos em duas duplicatas
acondicionadas em dois eppendorfs para cada uma das duplicatas, contendo uma solugéo anti-
freezen que era composta de 300mL de etilenoglicol, 200mL de glicerol e 500 mL de PB
0,1M pH 7,2 sendo estocados a -20°C. Apenas uma destas duplicatas foi utilizada para
imunohistoquimica.
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2.4.1. Imunohistoquimica (realizado no Laboratério de neuroendocrinologia FMRP-
USP)

A imunohistoquimica seguiu o protocolo realizado por Vilhena-Franco e
colaboradores (2011). Inicialmente foram realizadas trés lavagens dos cortes com PB (0,01M
por 5 minutos) para retirar a solucdo anti-freezer, sendo entdo, realizado o0 ensaio
imunohistoquimico propriamente dito. Os cortes foram incubados em solucdo contendo 100
mL de PB 0, 1 M, 300 ul de H,O, e 300 pL de Triton X-100 (Sigma) por 30 minutos (esta
etapa promove a inibicdo da peroxidase endogena que ainda possa estar ativa no tecido). Logo
apos isso os cortes foram incubados em solucdo contendo 100 mL de PB 0,1 M, 300 pL de
TritonX-100 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) e 5g de albumina bovina (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) por uma hora. A albumina presente nesta solucao
dificulta a ligacdo inespecifica dos anticorpos primarios contra c-fos que serdo adicionados na
etapa seguinte.

Em seguida os cortes foram incubados com 20 pL de anticorpo anti c-fos (Ab-5,
rabbit; Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluido na proporcdo de 1:10000 em
solugédo contendo 60 pL de TritonX-100, 400 uL de soro normal de cabra, em PB 0,1M e
completando o volume total da solucdo que foi de 20 mL, esta incubacéo foi realizada por 18
horas. A incubacdo posterior foi realizada na seguinte solucdo: 50 pL do anticorpo secundario
contra o anticorpo primario (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA.) produzido em
cabras (goat anti rabbit) diluido na propor¢do de 1:200 na seguinte solugdo 300 uL de soro
normal de cabra, 60 pL de triton X-100 em PB 0,1M com volume final de 20 mL, durante
uma hora. Nos ultimos 20 minutos desta incubacao, foi preparada a solucdo para a incubacéo
seguinte.

Os cortes foram entdo incubados em solugdo contendo avidina biotina peroxidase
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA.). Os cortes entdo foram incubados na
seguinte solucdo: 2 gotas do reagente A (avidina), 2 gotas do reagente B (biotina), 60 puL de
TritonX-100 e 20 mL de PB 0,1 M, incubados por uma hora. Apés isso os cortes foram
incubados em solucdo de diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
USA) intensificado até apresentarem a coloracdo escurecida (15 minutos). A solucdo de DAb
intensificado foi a seguinte: 5 mg de DAB, 50 pL de H,O,, 1 mL de NiSO4, 1,25 mL de
CoCl, e foi completado até o volume final de 100 mL com PB 0,1 M. Apds este
processamento, foram realizadas as Gltimas trés lavagens por 5 minutos em PB 0,01 M e
entdo os cortes foram acondicionados em solucdo de PB 0,01 M a 4°C até sua colocacdo em
laminas previamente gelatinizadas, este prazo ndo excedeu 3 dias. Exceto antes da incubacéo
na solucdo contendo anticorpo primario, antes e ap0s todas as incubacdes foram realizadas
trés lavagens com PB 0,01M, e todas as incubacOes e lavagens foram realizadas sob agitacédo
leve e em temperatura ambiente (25°C).

2.4.2. Confeccéo, Fotografia e Analise das Laminas

Os cortes foram colocados nas laminas e depois de secos, as laminas foram colocadas
em xilol por 5 minutos e depois rapidamente colocadas as laminulas previamente untadas com
entelam® (Merck Chemicals, Darmstadt, Alemanha) e entdo foram guardadas para posterior
andlise.

As laminas foram fotografadas em camera Nikon DS-Fi 1 acoplada ao microscopio
Nikon eclipse 200 na objetiva de 10x. As regides foram identificadas com ajuda de atlas
FRANKLIN & PAXINQOS, 2007. Foram retiradas fotos da substancia cinzenta periaquedutal
(-4,04 mm do Bregma a -4,48 mm do Bregma) usando como referéncia anatdmica o aqueduto
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mesencefalico, nacleos medial, central e basolateral da amigdala (-1,06 mm do Bregma a -
1,82 mm do Bregma) usando como referéncia anatbmica o trato Optico e de cortex cingulado
(0,98 mm do Bregma a 0,14 mm do Bregma) usando como referéncia anatbmica o forceps
menor do corpo caloso. Todas as fotos identificadas como presentes nas regides/ nucleos
definidas através do atlas, tiveram uma area padrdo onde as células foram contadas. Esta foi
feita manualmente com auxilio do programa imagej (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html),
foram contadas todos os cortes obtidos destas regides pré-definidas acima, e foi feita uma
meédia por animal para cada regido analisada da contagem de células imunorreativas, apds isso
os resultados foram normalizados pela area de 0,01mm.

2.5. Peso corporal, Analise Estatistica e Comité de Etica

Apds o desmame no experimento 2 todos os animais foram pesados semanalmente. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste de Tukey, ja para a analise dos pesos foi
realizada andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni, todas
essas avaliagBes estatisticas foram realizadas com auxilio dos programas Graphpad Prism®
versdo 4.0 e SPSS versdao 19. Os experimentos seguiram todos os preceitos éticos e legais
para 0 uso de animais de experimentacdo, tendo parecer favoravel a realizacdo dos
experimentos pelo comité de ética da UFRRJ (COMEP-UFRRJ- 172/2011).

3. RESULTADOS
3.1. Experimento 1
3.1.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

No teste do LCE, os grupos ENR-ADAPT (20,0 £ 3,7%; p = 0,014) e ENR-TOTAL
(24,0 £ 1,9 %; p = 0,002) apresentaram aumento significativo na porcentagem de tempo em
que permaneceram nos bragos abertos em relagdo ao grupo PD1 (6,9 + 3,2 %) (figura 7A).
Ocorreu um aumento significativo na porcentagem de entradas nos bracos abertos em relacao
ao total de entradas no grupo ENR-TOTAL (32,2 + 1,8%; p = 0,001) em rela¢do ao grupo
PD1 (11,7 + 4,2 %), porém isso nao foi observado no grupo ENR-ADAPT (23,3 £ 3,4 %; p =
0,054) (figura 7B). Em relacdo ao nimero total de entradas nos diversos bracos, percebeu-se
um aumento significativo tanto no grupo ENR-ADAPT (17,3 = 1,5; p = 0,044) gquanto no
ENR-TOTAL (18,2 + 1,6; p = 0,021) em relacdo ao grupo PD1(11,6 £+ 1,7) (figura 7C). No
que se refere ao tempo de permanéncia na plataforma central, o grupo ENR-ADAPT (62,3 +
5,9 s; p = 0,021) mostrou um aumento significativo em relacdo ao grupo PD1 (36,2 + 7,9 s)
que ndo foi observado no grupo ENR-TOTAL (50,6 £5,1 s; p=0,275) (figura 7D).

O numero de estiramentos realizados durante o teste se mostrou significativamente
diminuido nos grupos ENR-ADAPT (33,2 + 2,3; p = 0,035) e ENR-TOTAL (31,9+4,1;p =
0,021) em relagéo ao grupo PD1 (44,2 £ 2,4) (figura 8A), quando avaliamos a porcentagem de
estiramentos realizados em areas protegidas em relacdo ao total desses comportamentos
ocorreu uma diminuicdo significativa no grupo ENR-TOTAL (71,0 = 5,9 %, p =0,005) em
relacdo ao grupo PD1 (92,8 = 2,9 %), no entanto ndo houve diferencga estatisticamente
significativa quando comparados os grupos ENR-ADAPT (79,9 £ 45 %; p = 0,110) e
PD1(figura 8B). O numero de mergulhos de cabeca realizados se mostrou significativamente
aumentado nos animais ENR-TOTAL (21,6 + 1,7; p = 0,011) em relagdo ao grupo PD1 (12,2
+ 1,5) 0 que ndo foi observado no grupo ENR-ADAPT (15,9 + 2,7; p = 0,423) (figura 8C).
Quando comparamos a porcentagem de mergulhos de cabeca realizados em areas protegidas
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em relacdo ao total de mergulhos de cabeca realizados durante o teste ocorreu uma
diminuigéo significativa no grupo ENR-TOTAL (49,5 + 4,1 %; p = 0,005) em relagdo ao
grupo PD1(85,9 + 5,6 %), diferenca esta, ndo observada no grupo ENR-ADAPT (72,4 £ 5,4
%,; p = 0,110) em relagéo ao PD1 (figura 8D). Nao foram observadas diferencas significativas
entre 0s grupos ENR-TOTAL, ENR-ADPT e PD1 nos parametros entradas nos bracos
fechados (12,3 +1,1; p = 0,996; 13,4 £ 1,3; p = 0,884 € 9,8 + 1,2; respectivamente) e nimero
de levantamentos realizados (31,0 = 3,3;p = 0,126; 22,8 + 1,9; p = 0,994 e 23,2 + 2,9;
respectivamente).

TESTE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO - EXPERIMENTO 1

A B KKk
30- ” 40-
8 * *%* o
S — 4
E --------------- 0 30-
=, g -
= < o
- % 95 201
o % -:-:-:-:-:-:-:- -% _%
£ 10- e =
: . IR
o] ()
g -:-:-:-:-:-:-:- ko)
0- . N 0-
~ AN N N N
& & O ® &
v & & &
& )
C ‘f Qxé D Q/é Q/é
*
25- * _ *
2 801
8 =
< &5 20- 5 _
c [ s 601
L o
v T 15- £
T S ~
T 9 T W 40
5 & 104 8
+— E o
o %) g 20-
O o 54
E c o
S g
z 0- T 2 0
N N N N N
h ~ ¥
& & &

Figura 7: Parametros comportamentais avaliados durante exposic¢do por 5 minutos no teste do
labirinto em cruz elevado. Porcentagem de tempo despendido nos bragos abertos (A),
porcentagem de entradas nos bracos abertos (B), nimero total de entradas (C), porcentagem
de tempo despendido na plataforma central (D). As barras representam as médias e linhas os
erros padrBes das médias. *p < 0,05; **p < 0,01;***p < 0,001. ANOVA de uma via seguida
de pos teste de Tukey. N = 11-12.
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Figura 8: Pardmetros comportamentais avaliados durante exposicao por 5 minutos no teste do
labirinto em cruz elevado. NUmero de estiramentos realizados (A), porcentagem de
estiramentos realizados em areas protegidas (B), numero total de mergulhos de cabeca (C),
Porcentagem de mergulhos de cabeca realizados em areas protegidas (D). As barras
representam as médias e linhas os erros padroes das médias. *p < 0,05; **p < 0,01;. ANOVA
de uma via seguida de pos teste de Tukey. N = 11- 12.

3.1.2 Teste do Campo Aberto

Os animais do grupo ENR-ADAPT (139,3 + 9,0; p = 0,013) e do grupo ENR-TOTAL
(133,8 + 9,7; p = 0,026) apresentaram aumento significativo do nuimero de quadrantes
percorridos em relacdo ao grupo PD1 (96,7 £ 9,6) (figura 9A) assim como foi observado
aumento significativo no namero de levantamentos realizados nos grupos ENR-ADAPT (60,0
+ 6,7; p = 0,013) e ENR-TOTAL (69,3 = 3,4; p <0,001) vs. PD1 (37,7 = 4,7) (figura 9B).
Outros parametros analisados como episodios e tempo de duracdo de auto-limpezas e 0 tempo
de inatividade ndo diferiram entre 0s grupos e estdo sumarizados na tabela 2.
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TESTE DO CAMPO ABERTO - EXPERIMENTO 1
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Figura 9: Pardmetros comportamentais avaliados durante exposicdo por 5 min no teste do
campo aberto. NUmero de quadrantes percorridos (A), numero de levantamentos realizados
(B).As barras representam as médias e linhas os erros padrfes das médias. *p < 0,05; ***p
<0,001. ANOVA de uma via seguida de pos teste de Tukey. N = 11- 12.

Tabela 2: Parametros adicionais analisados no teste do campo aberto (experimento 1). Os
resultados estéo apresentados na forma de média * erro padrdo da média. N=11-12.

PD1 ENR-ADAPT ENR-TOTAL
Episddios de 2,7+05 31+04(p=0,369) 2,3%0,5(p=0,994)
Auto-limpeza
Tempo de duracgéo da 10,0+1,6 141+19(p=0,756) 15,2+6,4 (p=0,133)
Auto-limpeza (s)
Tempo de Inatividade (s) 8,4+1,8 35+£08(p=0,126) 4,8+20(p=0,284)
Bolos fecais 1,7+05 29+05(p=0,173) 14+0,4 (p=0,895)
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3.1.3. Teste de Suspensdo Pela Cauda

Neste teste foi analisado o tempo de imobilidade do animal, este parametro nao
apresentou diferencgas significativas entre os grupos. Os resultados estdo sumarizados no
quadro 2.

Tabela 3: Tempo de imobilidade teste de suspensdo pela cauda. Valores em um total de 4
minutos. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro padrdo da média. N= 11-
12.

PD1 ENR-ADAPT ENR-TOTAL
Tempo de 91,73+10,83 63,91 + 15,01 60,67 £ 13,24
Imobilidade (p = 0,465) (p = 0,589)

(em segundos)

3.2. Experimento 2
3.2.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Apds exposicao dos animais ao Labirinto em Cruz Elevado foi observado um aumento
significativo na porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos nos grupos ENR
(20,42 = 2,7 %; p = 0,002), ENRP (19,23 £ 2,7%; p = 0,004) e PENR (22,7 + 3,2%; p =
0,001) em relacdo ao grupo CON (5,2 + 1,5%) (figura 10A), assim como um aumento
significativo na porcentagem de entradas realizadas aos bragos abertos nos grupos ENR (33,7
+ 2,8 %; p = 0,001), ENRP (28,3 £ 4,4 %; p = 0,023) e PENR (33,5 + 4,2%; p = 0,003) em
relacdo ao grupo CON (12,1 + 3,0 %) (figura 10 B). O namero total de entradas nos bragcos
(abertos e fechados) apresentou-se significativamente aumentado nos grupos ENR (16,4 +
1,4; p =0,039), ENRP (16,7 £ 0,9; p = 0,026) e PENR (20,8 £ 1,8; p < 0,001) em relacéo ao
grupo CON (11,1 + 1,0) (figura 10 C) enquanto o nimero entradas nos bracos fechados se
mostrou aumentado significativamente apenas no grupo PENR (13,7 + 1,3; p = 0,025) em
relacdo ao grupo CON (9,5 £ 0,7), os grupos ENR (10,6 = 0,8; p = 0,873) e ENRP (11,7 £
0,8; p = 0,390) ndo apresentaram esta diferenca (figura 10D). J& o nimero de estiramentos
apresentou-se significativamente diminuido nos grupos ENR (3,6 £ 0,7; p = 0,002), ENRP
(3,8 £0,8; p =0,003) e PENR (2,1 £ 0,5; p < 0,001) em relacdo ao grupo CON (8,9 + 1,7)
(figura 11A). Os mergulhos de cabeca apresentaram-se significativamente aumentados nos
grupos ENR (18,0 + 1,5; p = 0,038) e PENR (18,2 £ 2,0; p = 0,046) em relacdo ao grupo
CON (10,9 + 1,6) resultado nédo verificado no grupo ENRP (13,2 £ 1,8; p = 0,798) (figura
11B). A porcentagem de estiramentos realizados em areas protegidas se mostrou diminuida
significativamente no grupo PENR (44,4 + 13,7 %; p = 0,004) em relacdo ao grupo CON
(97,3 £ 1,8 %;), porém ndo houve diferenca estatistica entre os grupos ENR (67,1 + 8,4 %; p
=0,145) e ENRP (69,2 £ 10,4 %; p = 0,193) (figura 11C) neste parametro. J& no que se refere
a porcentagem de mergulhos de cabeca realizados em areas protegidas os grupos ENRP (57,5
+ 5,6 %; p = 0,003) e PENR (57,6 £ 5,2 %; p = 0,006) diminuiram significativamente este
parametro quando comparados com 0 CON (84,6 + 4,6 %) enquanto o grupo ENR (71,0 + 4,2
%; p = 0,258) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo CON (figura 11D).
Né&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos CON, ENR, ENRP e PENR
nos parametros Tempo de permanéncia na plataforma central (14,0 + 1.9; 199 + 19; p =
0,063; 205 £ 1,9; p = 0,092 e 189 + 2,0; p = 0,114 respectivamente) e numero de
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levantamentos realizados (17,0 £ 1; 20,3+ 2,0; p=0,65019,0£ 1,5; p=0,900e 21,5+ 2,6; p
= 0,468 respectivamente).

TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO- EXPERIMENTO 2
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Figura 10: Pardmetros comportamentais avaliados durante exposi¢cao por 5 minutos no teste
do labirinto em cruz elevado. Porcentagem de tempo despendido nos bragos abertos (A),
porcentagem de entradas nos bragos abertos (B), numero total de entradas (C), nimero de
entradas nos bracos fechados (D). As barras representam as médias e linhas os erros padrdes
das médias. *p < 0,05; **p < 0,01;***p < 0,001. ANOVA de uma via seguida de pos teste de
Tukey. N =12,
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Figura 11: Pardmetros comportamentais avaliados durante exposi¢cdo por 5 minutos no teste
do labirinto em cruz elevado. NUmero total de estiramentos realizados (A), nimero total de
mergulhos de cabeca realizados (B), porcentagem de estiramentos realizados em é&reas
protegidas (C), Porcentagem de mergulhos de cabeca realizados em areas protegidas (D). As
barras representam as médias e linhas os erros padrdes das médias. *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001. ANOVA de uma via seguida de pés teste de Tukey. N = 12.
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3.2.2. Acompanhamento de peso

Né&o foi observada qualquer diferenca estatistica nos pesos dos animais dos diversos
grupos. Os resultados séo sumarizados abaixo na tabela 4.

Tabela 4: Peso em gramas dos animais submetidos ao protocolo experimental 2.

CON ENR ENRP PENR
Semana 4 199+1,6 23,7+0,7 21,7+1,8 19,7+1,6
Semanab 286 +0,9 32,1+0,7 30,4+19 28,7+x11
Semana 6 33,4+0,8 358+0,5 334+24 340+1,3
Semana 7 386+1,1 38,2+0,5 39,8+1,6 36,3+1,2
Semana8 40,9 +0,9 415+0,6 422+14 39,9+0,8
Semana 9 425+15 42,7+0,8 451+14 410+1,0
Semana 10 446 +1,2 43,6 +0,8 459+14 416+0,7

Os valores estdo representados por média * erro padrdo da média. Os valores estatistico para a
ANOVA com medidas repetidas foram F= 1,275; p=0,305.

3.2.3. Analise da expressao de c-fos

N&o houve diferencas significativas na contagem de c-fos na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal e no cortex cingulado (tabela 5). No nicleo medial da amigdala néo foi
encontrada diferencas significativas nas contagens de células imunorreativas dos grupos ENR
(5,6 £1,1; p=0,876), ENRP (6,8 £ 0,8; p = 1,000) e PENR (6,8 £ 1,6; p =1,000) em relacdo
ao grupo CON (6,9 + 1,1) (figura 12 A). Do mesmo modo, também ndo foram observadas
diferencas estatisticas nas contagens de c-fos dos grupos ENR (1,6 £ 0,5; p = 0,519), ENRP
(2,8 £0,9; p=0,999) e PENR (2,0 £ 0,4; p = 0,833) em relag¢do ao grupo CON (2,7 £ 0,5) no
nacleo central da amigdala (figura 12 B). Também ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as contagens de células imunorreativas para c-fos entre os grupos ENR
(1,6 £0,3; p=0,201), ENRP (2,8 £ 0,3; p = 0,999) e PENR (1,8 £ 0,3; p = 0,385) em relacédo
ao grupo CON (2,7 £ 0,6) no nucleo basolateral da amigdala (figura 12 C).

Tabela 5: Andlise imunihistoquimica para neurdnios imunoreativos para c-fos para cada
0,01mm? em animais submetido ao LCE.

CON ENR ENRP PENR
PAG 54 +0,43 4,3+0,32 3,7+0,97 4,7+0,53
(p=0,722) (p=0,378) (p=0,912)
Cortex 1,4+0,24 0,7+0,02 2,2+0,36 1,7+0,20
Cingulado (p =0,992) (p=0,770) (p = 1,000)

Os valores sdo representados por média + erro padrdo da média. PAG = Substancia Cinzenta
Periaquedutal Dorsal
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IMUNOHISTOQUIMICA PARA C- FOS APOS EXPOSICAO AO LCE

tivos para >

c-fos no MeA na area de 0,01 mm2

10+

Onios imunorrea

A

c-fos no CeA na area de 0,01 mm2

c-fos no BLA na area de 0,01 mm2

Numero de neur6nios imunorreativos para () Namero de neurdnios imunorreativos para W Numero de neur

Figura 12: Namero de células imunoreativas para c-fos na area de 0,01 mm? apds exposicdo
por 5 minutos no teste do labirinto em cruz elevado. (A) nucleo medial amigadala (MeA), (B)
nacleo central da amigdala (CeA), (C) nucleo basolateral da amigdala (BLA). As barras
representam as medias e linhas os erros padrdes das medias. *p < 0,05;. ANOVA de uma via
seguida de p0s teste de Tukey. N = 5.
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FOTOS REPRESENTATIVAS DE CORTES DE AMIGDALA

Figura 13: Fotos representativas da amigdala aumento de 10x, a relagdo entre as fotos e os
grupos € apresentada a seguir: A = CON, B = ENR, C = ENRP e D = PENR. Barra de
calibracdo presente na foto A mede 100 pm.
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Figura 14: Foto de neurbnios da substancia cinzenta periaguedutal com ndcleos
imunoreativos para c-fos, aumento de 20x. Barra de calibracdo presente na foto mede 100

um.

4. DISCUSSAO
4.1. Experimento 1

O experimento 1 visou analisar 0s possiveis efeitos do enriquecimento ambiental em
uma bateria de testes comportamentais composta por CA, LCE e SPC. Apesar de relatos na
literatura de que o enriquecimento ambiental apresenta efeito na reducdo de comportamentos
analogos a depressao, neste experimento o teste de SPC ndo apresentou diferencas entre 0s
grupos. A auséncia de efeito no teste SPC sugere que o protocolo por noés utilizado ndo tem
potencial de reduzir comportamentos analogos a depressdo (BAI et al. 2001). J& no teste do
CA o0 aumento de quadrantes percorridos reflete um aumento da atividade locomotora,
enquanto o ndimero de levantamentos realizados reflete atividade exploratdria (ARCHER,
1973; BRENES et al. 2009). Estes resultados concordam com a proposi¢do de Roy e
colaboradores de que animais submetidos ao enriquecimento ambiental tém uma maior
motivacdo em explorar o ambiente devido a redu¢do do medo a ambientes novos (ROY et al.
2001).

Em relacdo ao teste do LCE os grupos submetidos aos protocolos de enriquecimento
ambiental apresentaram um aumento da porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos
abertos em relagdo ao tempo total do teste, este pardmetro € largamente aceito como um
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indicativo de reducdo dos niveis de ansiedade. Do mesmo modo, a porcentagem de entradas
nos bragos abertos em relacdo ao total de entradas nos diversos bragos (abertos e fechados)
também € associada a reducdo da ansiedade (CRUZ et al. 1994; LISTER, 1987; PELLOW et
al. 1985; RODGERS & JHONSON, 1995; WEISS et al. 1998; VIOLLE et al. 2009), neste
ultimo parametro sé se observou aumento no grupo ENR-TOTAL. Ja o numero total de
entradas nos diversos bragos mostra-se aumentado nos dois grupos submetidos ao
enriquecimento ambiental neste experimento. Este resultado pode ser correlacionado com o
aumento da atividade locomotora no teste. Apesar do parametro nimero total de entradas ser
relacionado ao aumento de atividade motora, devemos considerar que este parametro é
influenciado pelo nimero de entradas nos bragos abertos que é um indice de ansiedade neste
teste e do nimero de entradas nos bracos fechados. Considerando o nimero de entradas nos
bracos fechados que € um parametro relacionado a atividade locomotora, ndo foi observada
diferenca estatistica nos grupos, apesar das médias dos grupos submetidos ao enriquecimento
serem maiores o0 que pode ter contribuido para o resultado no nimero de entradas totais
realizadas (CRUZ et al. 1994; RODGERS & JHONSON, 1995).

Devemos ser cautelosos e considerar estes resultados junto com o aumento de
atividade motora no teste do campo aberto, ja que segundo Weiss e colaboradores o aumento
da atividade locomotora pode gerar confusdo na analise de ansiedade no LCE, porém estes
mesmos autores destacaram que o0 aumento do nimero total de entradas foi acompanhado pelo
aumento da preferéncia aos bragos abertos quando os animais foram tratados com drogas
ansioliticas (WEISS et al. 1998). Adicionalmente o aumento na porcentagem de permanéncia
na plataforma central apresentado pelo grupo ENR-ADAPT pode ser associado como um
comportamento de tomada de decisdo (RODGERS & JHONSON, 1995). Entdo considerando
as variaveis classicas do LCE acreditamos haver um efeito ansiolitico nos animais criados em
ambiente enriquecido.

Os grupos ENR-TOTAL e ENR-ADAPT apresentaram redugdo nos estiramentos
realizados, este parametro é diretamente relacionado a comportamentos de avaliacdo de risco,
portanto a reducdo destes comportamentos é um indicativo de reducdo dos niveis de ansiedade
(RODGERS & JHONSON, 1995), j& que comportamentos de avaliacdo de risco foram
caracterizados como comportamentos defensivos realizados em situaces de alto nivel de
medo e/ou ansiedade (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005; WEISS et al. 1998). No que se
refere a0 numero total de mergulhos de cabeca realizados, apenas o grupo ENR-TOTAL
apresentou um aumento, este resultado pode ser associado a maior atividade exploratéria no
teste (HOLMES et al. 2000; RODGERS & JHONSON, 1995). Considerando que o LCE pode
ser dividido em duas regides, areas desprotegidas representadas pelos bracos abertos e areas
protegidas representadas pelos bracos fechados e pela plataforma central (HOLMES et al.
2000; RODGERS et al. 2004), quando analisamos preferéncia de regides protegidas do LCE
para a realizacdo dos comportamentos de estiramentos e de mergulhos de cabeca, percebemos
uma diminuicdo nesses dois parametros nos animais do grupo ENR-TOTAL, a diminuicao
dessas porcentagens pode ser associada a reducdo da ansiedade nesse teste (RODGERS &
JHONSON, 1995).

4.2. Experimento 2

Em virtude dos resultados do experimento 1, foi realizado o segundo experimento para
avaliar a influéncia do enriquecimento ambiental em diferentes fases da vida no estado de
ansiedade. Associado a isso foi feito também um estudo de neuroanatomia funcional para
avaliar se a diferenca no comportamento apresentado pelos animais era refletida na expressao
de proteina c-fos um marcador geral de atividade neuronal (KOVACS, 1998).
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Conforme observado no experimento 1, no teste do LCE houve aumento da
porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos em todos os grupos submetidos ao
enriquecimento ambiental, esse resultado € associado a diminuicdo da ansiedade em roedores
neste teste. Além disso, os grupos ENR, ENRP e PENR tambeém apresentaram aumento da
porcentagem de entradas nos bragcos abertos que também sugere uma diminuicdo de
comportamentos analogos a ansiedade no LCE (CRUZ et al. 1994; LISTER, 1987; PELLOW
et al. 1985; RODGERS & JHONSON, 1995; WEISS et al. 1998; VIOLLE et al. 2009).
Quando observamos o numero total de entradas ha um aumento em todos 0s grupos
submetidos ao enriquecimento ambiental, sendo este pardmetro associado a atividade
locomotora durante este teste (CRUZ, et al. 1994; RODGERS & JHONSON 1995; WEISS et
al. 1998). Mas quando consideramos outro parametro associado a atividade motora neste teste
0 numero de entradas nos bracos fechados (CRUZ et al. 1994; RODGERS & JHONSON,
1995), percebemos um aumento apenas no grupo PENR. Somado a isso todos 0s grupos que
foram submetidos ao enriquecimento mostraram reducdo no numero de estiramentos
realizados. Esta reducdo pode ser associada a reducdo dos niveis de ansiedade como ja
descrito anteriormente. Em relacdo aos mergulhos de cabeca observamos um aumento nos
grupos ENR e ENRP, indicando assim um aumento da atividade exploratoria nesses grupos
(HOLMES et al. 2000; RODGERS & JHONSON, 1995). Porém, quando consideramos a
preferéncia de realizacdo de mergulhos de cabeca em areas protegidas do LCE, percebemos
uma reducdo nos grupos ENRP e PENR ndo sendo observada no grupo ENR, além disso,
também foi observada uma reducdo dos estiramentos realizados em areas protegidas apenas
no grupo PENR, néo sendo observada nos outros grupos. Estes sdo mais dois indicativos de
reducdo da ansiedade nestes animais (RODGERS & JHONSON, 1995).

Assim, admitindo que o LCE possa ser usado para avaliar o estado de ansiedade dos
animais (CHAMPILLON et al. 1999; NISHIKAWA et al. 2004), apesar de pequenas
diferencas quando consideramos parametros isolados, apresentamos aqui dois experimentos
que indicam um efeito ansiolitico dos protocolos de enriquecimento ambiental adotado. Uma
possivel explicacdo para esses resultados é que o enriquecimento ambiental proporciona
melhores possibilidades de expressdao comportamental de animais cativos durante a vida em
relagdo aos animais criados em ambiente padrdo de laboratério, e isso se reflete em testes
comportamentais (BAUMANS, 2005). Isso concorda com varios autores que observaram
efeitos ansioliticos proporcionados por protocolos de enriquecimento ambiental
(CHAMPILLON et. al. 1999; FOX et. al. 2006) mesmo quando adotado depois do desmame
(SIMPSON & KELLY, 2011). Assim, nosso protocolo de enriquecimento ambiental baseado
no controle do ambiente e em um ambiente com sem alteracdes frequentes, parece reduzir
comportamentos analogos a ansiedade e promover maior atividade exploratéria nos animais
criados nele quando submetidos ao LCE. Isso independentemente se a adogéo do protocolo de
enriquecimento ambiental é feita antes ou depois do desmame e mesmo se é retirado apds o
desmame.

Apbs duas horas do teste do LCE os animais sofreram eutanasia e seus encéfalos
foram coletados para avaliagio da expressdo de proteina c-fos. A avaliacdo
imunohistoquimica para c-fos pode ser considerada um mapeamento da ativagdo neuronal em
resposta a um estimulo, e tem sido usada associada a exposicdo de roedores ao LCE
(BEJAMINI & GUIMARAES, 2006; CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005). No nosso
experimento foram analisadas as seguintes regides: parte dorsal da substancia cinzenta
periaqueductal, nacleos basolateral, medial e central da amigdala, e cortex cingulado. Estas
areas estdo envolvidas com comportamentos defensivos inclusive os comportamentos
realizados pelos animais no LCE (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005; DUNCAN et al.
1996; HINKS et al. 1996; LINDEN et al. 2004; GRAEFF et al.1993).
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A substancia cinzenta periaquedutal (PAG) é uma area ativada pelo medo em animais
e em humanos e parece ter fungao na organizacdo de comportamentos defensivos, desta forma
ndo € surpreendente que esta seja uma das regides implicadas na fisiopatologia de transtornos
de ansiedade (GRAEFF et al. 1993; SILVEIRA et al. 1993). Esta regido recebe e emite
projecdes para diversas outras areas relacionadas ao comportamento de medo e ansiedade
como amigdala hipotadlamo, e cdrtex medial pré-frontal (DAVIS et al. 1992; GRAEFF et al.
1993 KICHENSKI & CAROBREZ, 2010; SAH et al. 2003). Evidéncias experimentais
mostram que estimulagfes elétricas e quimicas na PAG dorsal provocam em animais
comportamentos semelhantes a ataques de panico em humanos (ANDRADE et al. 2012;
SILVEIRA et al. 2001; SIQUEIRA et al. 2010), também é sugerido que 0s sintomas
apresentados por pacientes com sindrome de panico podem ocorrer por disfuncao na atividade
da PAG (GRAEFF et al. 1993).

Além da participacdo na sindrome do panico, Graeff e seus colaboradores perceberam
que a injecdo de midazolam (um benzodiazepinico) na PAG dorsal induziu efeitos ansioliticos
no LCE, e a administracdo anterior de flumazenil (um antagonista competitivo de receptores
de benzodiazepinicos) ao midazolam aboliu esta resposta ansiolitica, indicando que uma
menor atividade da PAG reflete em diminuicdo dos comportamentos analogos a ansiedade no
LCE (GRAEFF et al. 1993). Isto € reforcado pela observagdo de Kishenski e Carobrez de que
a administracdo de antagonistas glutamatérgicos na PAG induz um comportamento ansiolitico
neste teste (KICHENSKI & CAROBREZ, 2010). Por conta disso, a PAG também pode estar
envolvida no transtorno de ansiedade generalizada, ja que o LCE induz aumento do estado de
ansiedade que pode ser associado com o transtorno de ansiedade generalizada (RODGERS &
DALVI, 1997). Além disso, a administracdo sistémica de drogas que induzem ansiedade em
humanos também aumenta a expressdo de c-fos na PAG (SINGEWALD & SHARP, 2000).
Nossos resultados ndo mostram qualquer alteracdo na expressdo de c-fos em animais
submetidos ao enriquecimento ambiental nesta regido. Isso concorda com os dados obtidos
com o tratamento sistémico com midazolam que mesmo promovendo efeitos ansioliticos no
teste do LCE, ndo promoveu diferencas na a expressao de c-fos na PAG de animais expostos a
este teste (ALBRECHET-SOUZA et al. 2009).

Outra regido analisada foi a amigdala, segundo Sah e colaboradores, o complexo
amigdaloide que compreende 13 divisGes estd localizado no lobo temporal, e pode ser
dividido em trés grandes complexos: complexos basolateral (composto pelos nucleos
basolateral, lateral e basal acessorio), corticomedial (que tem diversos nucleos sendo eles:
nacleo lateral do trato olfatério, ndcleo leito do trato olfatério, nucleo cortical e o cértex pré-
amigdaloide) e centromedial (consistindo nos nucleos central, medial e a parte amigdaldide
do ndcleo leito da estria terminal e ainda outros nucleos como ndcleo intercalar, area
amigdalar anterior e area amigdalo-hipocampal (SAH et al. 2003). Apesar de muitos nucleos
gue compBem o complexo amigdalGide receberem e emitirem projecGes para outras areas
encefélicas, a principal entrada de informacdes para a amigdala é o complexo é basolateral, e
a principal saida € o nucleo central da amigdala (DAVIS, 1992; SAH et al. 2003). A amigdala
recebe projecdes de regides relacionadas com todas as modalidades sensoriais, como diversas
regibes sensoriais do cOrtex, e com dareas que compde 0S circuitos responsaveis por
comportamentos defensivos, como o cortex medial pré-frontal, hipocampo, hipotdlamo e PAG
(GRAEFF et al. 1993; HEIDBREDER & GROENEWEGEN, 2003; SAH et al. 2003).

Neurdnios localizados na amigdala emitem projecfes ao hipotadlamo, modulando as
respostas endocrinas e autonémicas relacionadas ao medo e ansiedade. A amigdala também
altera as respostas autondmicas através da inervacdo a PAG, e por inervagédo direta ao nucleo
dorsal do nervo vago. Além disso, a amigdala também modula outros comportamentos
caracteristicos de situagdes que envolvem medo e ansiedade como sobressaltos, através de
projecdes para o nucleo reticular pontino caudal e a expresséo facial de medo em humanos
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devido a inervacao ao nucleo motor do nervo trigémeo (DAVIS, 1992). Estudos em humanos
mostraram que a estimulacdo elétrica da amigdala produz sensacfes de medo e ansiedade, que
sdo acompanhadas de aumento dos niveis de glicocorticoides circulantes, aumento da pressao
arterial e ritmo cardiaco que sdo alteragdes autondmicas e enddcrinas associadas a essas
sensacOes. Esta regido tem grandes concentracdes de receptores GABAErgicos com sitios de
ligacdo para benzodiazepinicos e parece ter importancia na fisiopatologia do transtorno de
ansiedade generalizada (DAVIS, 1992; GRAEFF et al. 1993).

Estudos com animais utilizando tanto protocolos de medo condicionado ou
incondicionado também mostram o envolvimento da amigdala (NICOLAEYV et al. 2002; SAH
et al. 2003), soma-se a isso que estudos com animais submetidos a estimulos aversivos
mostram aumento da expressdo de c-fos na amigdala (DUNCAN et al. 1996; NIKOLAEYV et
al. 2002; SILVEIRA et al. 2001). Quando consideramos o enriquecimento ambiental, a
simples exposicao a ambientes mais complexos por curtos periodos pode induzir um aumento
na expressdo de c-fos nesta regido (ALI et al. 2009), o enriquecimento ambiental também
pode induzir diminuicdo na expressdo desta proteina induzida por estimulos aversivos
(NIKOLAEYV et al. 2002). No nosso experimento nds avaliamos especificamente os nucleos:
medial, basolateral e central da amigdala.

O nucleo medial da amigdala pode ser uma regido envolvida com a resposta
comportamental no teste do LCE (BEIJAMINI & GUIMARAES, 2006), soma-se a isso que a
administracdo sisttmica de drogas ansiogénicas pode aumentar a expressdo de c-fos neste
nicleo (SINGEWALD et al. 2003). Adicionalmente, Nikolaev e colaboradores (2002)
mostraram que o enriquecimento ambiental reduz a expressdo desta proteina nesse nucleo
induzida por choque na pata de ratos, apesar disso, em nosso experimento ndo encontramos
qualquer diferenca entre os grupos na expressao de c-fos neste ndcleo, isso concorda com
outros autores que também ndo observaram diferenca na expressdo de c-fos neste nlcleo em
camundongos expostos ao LCE e pré-tratados com midazolam (ALBRECHET-SOUZA et al.
2009) ou LY 354740, outra droga ansiolitica (LINDEN et al. 2004).

Outro nucleo analisado foi o nucleo basoalteral, integrante do complexo basolateral da
amigdala, que pode ser considerado a principal porta entrada de informacdes da amigdala.
Este complexo é composto por diversos nlcleos que se interconectam entre eles o nicleo
lateral e o nicleo basolateral da amigdala (ANNDRADE et al. 2012; SAH et al. 2003). O
nacleo lateral é a principal porta de entrada para informacGes sensoriais provenientes do
tdlamo e cértex para a amigdala. O ndcleo lateral emite projecdes principalmente para 0s
ndcleos basolateral, basomedial e central da amigdala (ANDRADE et al. 2012). J& o nucleo
basolateral recebe conexdes de diversas outras regides de fora da amigdala tais como o cortex
pré frontal (ANDRADE et al. 2012), e o nlcleo da rafe associados a responsividade ao
estresse (HALE et al. 2012). Por conta da convergéncia de informacfes para o nucleo
basolateral da amigdala ndo é surpreendente que este nucleo esteja envolvido com a aquisicao
e retencdo de memoria relativa a estimulos aversivos (NIKOLAEV et al. 2002; SAH et al.
2003). Ainda mais quando é considerado que o nucleo basolateral da amigdala emite
projecdes para varias regides corticais envolvidas com a memdria tais como 0s cortices
parahipocampal, entorrinal e perirrinal (SAH et al. 2003). Essa ideia sobre a participagdo do
nucleo basolateral é reforcada devido ao aumento da expressdo de c-fos no nucleo basolateral
tanto em estudos que utilizam protocolos de medo condicionado (ANDRADE et AL. 2012)
como em outros que usam protocolos de medo incondicionado (BECK & FIBIGER, 1995),
mostrando que este nlcleo pode ter a expressdo de c-fos aumentada apds a exposi¢do dos
animais a estimulos aversivos.

No nosso experimento ndo observamos alteracdo na expressdo de c-fos no ndcleo
basolateral da amigdala em nenhum dos grupos analisados em relagcdo ao grupo padrdo. Este
resultado corrobora com o que foi relatado com animais tratados com drogas ansioliticas e
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depois expostos ao LCE, na qual ndo foi evidenciada alteracdo na expressao desta proteina no
ndcleo basolateral da amigdala (ALBRECHET-SOUZA et al. 2009; LINDEN et al. 2004). Ja
qguando animais foram expostos a ambientes enriquecidos por uma hora, foi evidenciado um
aumento da expressdo de c-fos neste nucleo da amigdala (ALI et al. 2009). Segundo estes
autores a exposicdo ao ambiente enriquecido pode promover aumento da expressdo de c-fos
nesse nucleo por conta do leve estresse que decorre da exposicdo a um novo ambiente,
estresse este ja descrito como um indutor da expressdo de c-fos (BECK & FIBIGER, 1995).
Interessantemente animais criados em protocolos de criagdo em ambientes enriquecidos,
assim como protocolos de manipulacdo neonatal tém mostrado efeitos de menor
responsividade a estressores (ABRAHAM & KOVACS, 2000). Mesmo assim, apesar dos
resultados comportamentais de animais criados em ambientes enriquecidos nos indicarem
uma menor responsividade ao estresse, devido a diminuicdo dos comportamentos analogos a
ansiedade, a ndo alteracdo na expressdo de c-fos nos sugere que essa melhor resposta ao
evento estressor nao esté relacionada com alteracéo da atividade neuronal neste nucleo.

O nucleo basolateral da amigdala emite projecdes para o nucleo central da amigdala
(SAH et al. 2003) e sua estimulacdo pode aumentar a atividade do nicleo central da amigdala
(LINDEN et al. 2004). Também devemos considerar que o transtorno de ansiedade
generalizada pode estar associado a disfuncéo da atividade do nucleo basolateral da amigdala
(CARVALHO et al. 2010), e que pacientes acometidos por esta doenca podem apresentar
conexdes alteradas entre os nucleos basolateral e central da amigdala (ANDRADE et al.
2012). Apesar disso, o nucleo central da amigdala foi outra regido da amigdala na qual foi
avaliada a expressdo de c-fos, € uma regido mais fortemente relacionada ao comportamento
de roedores no LCE segundo alguns autores (CARVALHO et al. 2010).

Como anteriormente descrito o ndcleo central da amigdala é a principal via de saida
das informac6es oriundas da amigdala e a ativacdo elétrica deste nucleo especifico promove
diversos efeitos como respostas autondémicas associadas ao medo. 1sso ocorre porque este
nacleo emite eferéncias para varias regides envolvidas com este tipo de resposta como o
hipotalamo, o nucleo do trato solitéario e varios nucleos localizados no tronco cerebral, como a
substancia cinzenta periaquedutal. Além disso, o nucleo central da amigdala também se
comunica com outras areas associadas com comportamentos defensivos como e ndcleo dorsal
da rafe e cortex pré frontal medial (HALE et al. 2012; LINDEN et al. 2004; SAH et al. 2003).

A expressdao de c-fos neste nicleo é aumentada pela administracdo de drogas
ansiogénicas (LINDEN et al. 2004; SINGEWALD, 2003) e outras situacdo associadas ao
aumento de ansiedade (KOVACS, 1998; KRAMER et al. 2006). Porém quando drogas
ansioliticas sdo administradas sistemicamente e 0s animais expostos ao LCE, a expressdo de
c-fos se mostra sem alteracdo ou aumentada neste nicleo (ALBRECHET-SOUZA et al. 2009;
LINDEN et al. 2004). Adicionalmente, Linden e colaboradores mostraram que apenas a
administracdo de drogas ansioliticas pode promover a expressdo de c-fos no nucleo central da
amigdala (LINDEN et al. 2004). Por outro lado, Abraham e Kovéacs mostraram prevencédo do
aumento da expressdo de c-fos no nucleo central da amigdala em animais submetidos a
manipulagdo neonatal. Estes autores sugerem que esta alteracdo possa ocorrer por haver uma
menor responsividade ao estresse nestes animais, e ainda admitem a possibilidade que a
diminuicdo na expressdo de c-fos no nudcleo central observada por eles, possa estar
relacionada a redugdo da ansiedade observada em testes comportamentais com animais
submetidos & manipulacéo neonatal (ABRAHAM & KOVACS, 2000).

Em nosso experimento ndo registramos nenhuma alteragéo na expresséo de c-fos no
nucleo central dos grupos analisados em relagdo ao grupo padrdo. Por conta disso, sugerimos
que a ativacdo neuronal do nucleo central da amigdala, ndo esteja diretamente relacionada a
reducdo da ansiedade no LCE apresentada pelos animais submetidos ao enriquecimento
ambiental. Apesar de na literatura haver observacgdes de que o aumento da atividade deste

31



nucleo induz o aumento da ansiedade (DAVIS, 1992; SAH et al. 2003) e que a inibicéo
farmacoldgica do nucleo central da amigdala promove respostas ansioliticas no LCE
(CARVALHO et al. 2012), ndo encontramos nenhum relato de que respostas
comportamentais ansioliticas que eram acompanhadas de diminuicdo na expressao de c-fos.
Assim acreditamos que as respostas ansioliticas obtidas no teste do LCE ndo podem ser
relacionadas diretamente a atividade neuronal geral deste nucleo.

A ultima regido entre as ja analisadas foi o cértex cingulado, esta regido junto com o0s
cortices infralimbico e pré-limbico compbe o coértex pré-frontal medial (ALBRECHET-
SOUZA et al. 2008, 2009; HEIDBREDER & GROENEWEGEN, 2003; SINGEWALD,
2007). O cortex pré-frontal medial apresenta maior atividade tanto em pacientes com
transtornos de ansiedade e em animais submetidos ao LCE (ALBRECHET-SOUZA et al.
2009; DUNCAN et al. 1996), além de modular a atividade em outras regides também
envolvidas com a ansiedade como area septal, hipocampo, hipotdlamo e amigdala
(ANDRADE et al. 2012; DIORIO et al. 1993; SAH et al. 2003). O cortex cingulado pode
promover um efeito modulatério no hipotalamo que é refletido em respostas endocrinas
quando os animais sdo submetidos a estresse (DIORIO et. al. 1993). Esta regido também é
atribuida como uma das areas envolvidas nas acbes ansioliticas de benzodiazepinicos
(ALBRECHET-SOUZA et al. 2009). Do mesmo modo que o ndcleo basolateral, a exposicéo
a ambientes enriquecidos por curtos periodos também induz aumento da expressao de c-fos no
cortex cingulado (ALI et al. 2009). Neste experimento ndo encontramos diferencas entre 0s
grupos submetidos ao enriguecimento quando comparados com animais criados em ambiente
padréo.

Assim devemos considerar que pode haver outros mecanismos neurofisiologicos
envolvidos nessas alteracbes comportamentais ndo evidenciados aqui. Ndo descartamos o fato
de que regibes associadas a comportamentos defensivos e resposta a estressores ainda nédo
analisadas como: os cortices pré-limbico e infralimbico (SINGEWALD, 2007), ndcleo
paraventricular do hipotdlamo (DIORIO et al. 1993) e nucleo dorsal da rafe (HALE et al.
2012), possam ter sua atividade alterada e contribuir para esta resposta comportamental. Ou
mesmo que outros processos nao detectaveis pela avaliacdo imunohistoquimica aplicada
estejam envolvidos no comportamento apresentado por estes animais no LCE, como por
exemplo, alteracdo nas concentracBes de neurotransmissores liberados, ou na expressdo de
receptores (SZTAINBERG et al. 2010). Ainda devemos considerar a possibilidade de que
essas respostas comportamentais se devam a populacoes especificas de neurdnios nas areas ja
analisadas, ou mesmo em outras areas que ainda serdo analisadas, ja que para a identificacdo
do fenotipo neuronal teria que ter sido feita dupla marcacdo na imunohistoquimica
(HOFFMAN & LYO, 2002), ndo realizada neste trabalho.

Contudo com os resultados comportamentais obtidos nos dois experimentos,
sugerimos um efeito ansiolitico causado pela introducdo de elementos inanimados de
enriquecimento ambiental em qualquer fase da vida. No entanto ao ndo conseguirmos
relacionar os resultados comportamentais obtidos com a contagem de células imunorreativas
para c-fos, obtivemos um indicativo de que ndo ha relacdo entre os resultados
comportamentais e 0s da imunohistoquimica, pelo menos nas areas analisadas até este
momento. Por conta disso, mais estudos serdo necessarios para a elucidacdo dos processos
fisioldgicos que levam as respostas comportamentais observadas aqui.
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5. CONCLUSOES

Assim podemos chegar as seguintes conclusdes enumeradas abaixo.

1- Apbs a bateria de testes foi observado uma resposta comportamental ansiolitica no
teste do LCE e de aumento de atividade locomotora no teste do campo aberto,
promovida pelo enriquecimento ambiental.

2- No teste do LCE constatamos que a vivéncia em ambientes mais complexos em
qualquer fase da vida promove efeitos ansioliticos

3- Ao avaliar a expressdo de c-fos, constatamos que o enriquecimento ambiental nao
alterou a a expressdo de c-fos nas areas estudadas.

4- E por fim como ndo houve alteracdo na expressao de c-fos, ndo podemos relacionar a
expressao de c-fos com a expressédo comportamental destes animais.

6. RECOMENDACOES DE PESQUISA

A partir deste trabalho surgem algumas duvidas que s6 podem ser elucidadas com a
continuacdo deste estudo e com experimentos futuros. Assim além de completar o
mapeamento funcional em &reas associadas a ansiedade sugerimos alguns experimentos para
uma melhor entendimento dessa modulacdo comportamental causada pelo enriquecimento
ambiental. A primeira sugestdo € replicar o experimento e realizar marcacao dupla para a
discriminacdo do fendtipo dos neurdnios ativados em diferentes grupos. Outra possibilidade
interessante seria a avaliacdo de como é o comportamento e se hd uma modula¢éo diferencial
guando estes animais sdo expostos a um segundo ensaio no LCE, bem como avaliar essas
variaveis (expressdao comportamental e de proteina c-fos) em outros testes associados a
comportamentos analogos a ansiedade como a caixa claro-escuro e o teste de esconder
esferas, além da exposicdo a odores de predadores, ou mesmo a um maior tempo de exposi¢do
ao LCE, dos animais submetidos a este protocolo de enriquecimento ambiental.
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