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RESUMO 

 

O neuropeptídeo/hormônio CRF integra respostas de estresse a nível endócrino, 

imunológico e comportamental dos mamíferos. A atividade neuronal CRFérgica 

inapropriada pode estar por trás do aparecimento de sintomas associados a transtornos 

neuropsiquiátricos. Os experimentos apresentados nesta tese descrevem a modulação 

farmacológica de ligantes de CRF que compõem o sistema CRFérgico em ratos Wistar 

machos submetidos ao protocolo de estresse por derrota social. A experiência de 

episódios intermitentes à derrota social prejudicou o comportamento de interação social. 

Microinjeções de antagonista da proteína ligante de CRF e antagonista (CRF6-33) e 

antagonista específico do receptor de CRF do tipo 1 (CP316311) no núcleo intersticial da 

estria terminal, separadamente, restauraram a aproximação social em animais estressados. 

Esses achados sugerem que o conteúdo de CRF no núcleo intersticial da estria terminal 

está envolvido na modulação de respostas relacionadas à ansiedade induzidas pelo 

estresse social. 

 

Palavras-chave:  hormônio liberador de corticotropina; derrota social; ansiedade; 

CRF6-33; CP316311; núcleo intersticial da estria terminal; 
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ABSTRACT 

 

The CRF neuropeptide/hormone integrates endocrine, immune and behavioral stress 

responses of mammals. Inappropriate CRFergic neuronal activity may underlie the 

appearance of symptoms associated with neuropsychiatric disorders. The experiments 

presented in this dissertation describe the pharmacological modulation of CRF ligands 

composing the CRFergic system in male Wistar rats submitted to the social defeat stress 

protocol. The experience of intermittent episodes of social defeat disrupted behaviors of 

social interaction. Microinjections of an antagonist of CRF binding protein (CRF6-33) and 

specific antagonist of CRF receptor type 1 (CP316311) in the bed nucleus of stria 

terminalis, separately, restored the social approach behavior in stressed animals. These 

findings suggest that the CRF content in the bed nucleus of stria terminalis is involved in 

the modulation of anxiety-related responses induced by social stress. 

 

Keywords: corticotropin-releasing hormone; social defeat; anxiety; CRF6-33; 

CP316311; bed nucleus of stria terminalis; 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Esta seção tem por finalidade apresentar o tema central deste trabalho e apresentar 

os manuscritos que compõe esta tese. O intuito deste capítulo inicial é fornecer 

informações fundamentais à compreensão e melhor apreciação deste trabalho pela banca 

examinadora e por todos aqueles que desejarem ler este trabalho.  

O estresse é um fenômeno fortemente associado à trajetória evolutiva dos animais. 

Várias das características presentes nas espécies atualmente vivas podem ser 

compreendidas como resultado da correta adaptação às demandas do ambiente. Apesar 

de seu significado evolutivo remoto, o conceito de estresse é bem moderno. O termo 

“Estresse” compreende uma série de respostas fisiológicas adaptativas impostas por 

eventos fisiológicos e psicológicos chamados “estressores” (Chrousos & Gold, 1992; de 

Kloet, Vreugdenhil, Oitzl, & Joëls, 1998; McEwen, 2008). O ajustamento evolutivo de 

uma espécie depende da correta resposta a estes eventos estressores por parte de seus 

indivíduos, essas respostas podem ser neurovegetativas, endócrinas, imunológicas, 

cardíacas, reprodutivas, comportamentais, entre outras. Ao longo do processo evolutivo, 

moléculas de sinalização que coordenam e orquestram todas essas respostas foram 

finamente desenvolvidas dentro da classe dos mamíferos. O nível de conservação dessas 

moléculas dentre as espécies denota suas importâncias tanto nas causas proximais quanto 

nas causas distais do comportamento animal (Denver, 1999). 

O surgimento de um evento estressor resulta no direcionamento do 

comportamento em busca da apreciação da magnitude desse estressor. Se o evento supera 

a representação cognitiva que o indivíduo carrega de suas experiências anteriores ocorre 

uma excitação, aumento no estado de alerta e vigilância, aumento de processos 

atencionais e do processamento cognitivo (de Kloet, Joëls, & Holsboer, 2005). O 

processamento da informação sensorial de entrada e o processo de avaliação interno se 

dão com a ajuda de estruturas organizadas dentro do sistema límbico. O evento estressor 

também desencadeia repostas fisiológicas e comportamentais voltadas ao 

reestabelecimento da homeostase (Chrousos & Gold, 1992). Brevemente descrita, a 

resposta ao estresse se reflete numa rápida ativação do sistema simpático, com liberação 

de adrenalina pela medula adrenal, ativação do sistema endócrino com aumento nos níveis 

de glicocorticoides produzidos pelo córtex adrenal, ambas respostas obedecendo a 

períodos de tempo bem estabelecidos (McEwen, 2007). Alguns determinantes das 
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características desta resposta incluem a habilidade de prever eventos futuros e a 

capacidade de exercer controle sobre a situação (de Kloet et al., 2005). 

Em face de uma situação percebida como estressante, vários circuitos neurais 

podem ser ativados, dentre as moléculas que atuam nesses circuitos dois neuropeptídios 

são conhecidos como fundamentais na coordenação das respostas iniciais 

comportamentais e metabólicas ao estresse: o fator liberador de corticotropina 

(corticotropin-releasing fator - CRF) e o hormônio antidiurético ou vasopressina (de 

Kloet et al., 2005). Além da sua atuação como hormônio, CRF em particular, também 

atua como neurotransmissor no sistema nervoso. Um grande corpo de literatura sugere 

que o CRF integra as respostas aos estressores a nível endócrino, imunológico e 

comportamental dos mamíferos (Owens & Nemeroff, 1991). Os estudos apresentados 

nesta tese, baseiam-se na possibilidade de a atividade neuronal CRFérgica inapropriada 

ser manifestada na forma de transtornos mentais e afetivos, bem como outros transtornos 

associados ao estresse (Bale & Vale, 2004). 

Nesta tese, avaliou-se o papel da modulação experimental farmacológica do 

sistema CRFérgico sobre as adaptações comportamentais induzidas pela exposição ao 

estresse social. Além disso, aprofundou-se o conhecimento sobre a sinalização do CRF e 

seus ligantes a nível celular, na tentativa de compreender como embasam a resposta ao 

estresse em modelos animais. Para isso, um estudo teórico e dois estudos empíricos foram 

elaborados. 

O primeiro manuscrito intitulado “Corticotropin-releasing factor receptor 

signaling and pharmacological modulation: implications to stress response and 

resilience” foi desenvolvido com o intuito de revisar os conceitos básicos a respeito do 

sistema CRFérgico, seus componentes e suas principais funções. Nesta tese, ele introduz 

ao leitor mecanismos celulares de sinalização, comumente descritos em livros-texto de 

neurociências e psicologia, desencadeados pela ativação dos receptores de CRF e 

possíveis mecanismos associados à proteína ligante de CRF (CRF binding protein – 

CRFBP). Várias lacunas do conhecimento a respeito deste sistema foram apontadas, bem 

como algumas possíveis aplicações do conhecimento já obtido. O manuscrito foi 

preparado para ser enviado à resvista Trends in Psychiatry and Psychoterapy. 

O segundo manuscrito, sob o título “Recovery of stress-impaired social behavior 

by an antagonist of the CRF binding protein, CRF6-33, in the bed nucleus of the stria 

terminalis of male rats”, foi desenvolvido com o intuito de avaliar os efeitos da derrota 

social intermitente no comportamento social de ratos Wistar machos, além de tentar 
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compreender como a modulação do CRF, através do antagonismo farmacológico da 

proteína ligante de CRF, no núcleo intersticial da estria terminal interfere nos efeitos da 

exposição ao estresse. Nesta tese, este artigo introduz o protocolo de derrota social ou 

social defeat, trata-se de um protocolo de estresse social para roedores gerado em situação 

de laboratório que apresenta como principal característica sua validade etológica 

(Vasconcelos, Stein, & Almeida, 2015). O protocolo se caracteriza por uma confrontação 

residente-intruso e apresenta vantagens no estudo das respostas fisiológicas ao estresse 

quando comparado a protocolos que expõem indivíduos a privação de recursos ou 

sofrimento fisiológico (Belzung & Lemoine, 2011). Os achados descritos neste 

manuscrito sugerem que o conteúdo de CRF do núcleo intersticial da estria terminal, 

modulado pela proteína ligante do CRF, está envolvido na modulação de respostas 

associadas à ansiedade induzidas pelo estresse social. Este artigo foi publicado na 

Behavioural Brain Research, tendo sido disponibilizado online em 9 de janeiro de 2018. 

O terceiro manuscrito, intitulado “Anxiolytic effects of CP376395, a CRF receptor 

1 specific antagonist, in the bed nucleus of the stria terminalis of male rats exposed to 

social defeat” descreve experimentos que complementam os achados do manuscrito 

descrito anteriormente. Como demonstrado no estudo anterior, após infusões locais do 

CRF 6-33 no núcleo intersticial da estria terminal, o comportamento de interação social em 

animais com um histórico de exposição ao estresse foi reestabelecido à níveis similares 

de animais não estressados. Esses experimentos demonstraram o envolvimento da 

sinalização CRF no desenvolvimento de comportamentos relacionados à ansiedade após 

a experiência de episódios intermitentes de derrota social. Contudo, o estudo não avaliou 

qual o subtipo de receptor de CRF estaria envolvido neste estado induzido pela exposição 

ao estresse. Nesta tese, este artigo demonstra a reprodução dos métodos descritos no 

segundo manuscrito e uma tentativa de refinar os achados derivados do mesmo. Para tal, 

foram utilizadas duas drogas, um antagonista específico de receptor de CRF do tipo 1 

testado em uma leva de experimentos, e um antagonista específico de receptor de CRF 

do tipo 2 testado em uma segunda leva de experimentos. Os métodos descritos neste 

trabalho oferecem uma oportunidade para abordar a questão aberta pelo primeiro artigo 

experimental e ampliar o conhecimento sobre o tema. Os achados descritos no manuscrito 

reforçam o papel da sinalização do CRF extra-hipotalâmico na modulação de respostas 

relacionadas à ansiedade induzidas pelo estresse social, um efeito possivelmente mediado 

pela ativação de receptores de CRF de tipo 1. O manuscrito foi preparado para ser enviado 

à resvista Neuroscience Letters. 
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DISCUSSÃO GERAL 

 

Em seres humanos, o estresse social é um estímulo prevalente, de forma que o 

modelo de derrota social tem o intuito de mimetizar os efeitos dessa exposição ao estresse 

social em roedores (Björkqvist, 2001; Miczek, 1979). A exposição recorrente ao estresse 

é conhecidamente associada ao desenvolvimento de transtornos como a depressão, 

ansiedade e abuso de drogas (de Kloet et al., 2005; Kendler & Karkowski-Shuman, 1997; 

McEwen, 2007). Déficits na interação social são interpretados como indícios de 

transtornos psiquiátricos, como estados depressivos, ansiedade social e transtornos do 

espectro autista. Esses transtornos conferem aos indivíduos disfunções aparentes na 

reciprocidade das interações sociais e má adaptação ao ambiente de interação (Heimberg 

et al., 2014; Mehling & Tassé, 2016). Possivelmente, as neuroadaptações promovidas 

pela exposição à derrota social impuseram dificuldades aos animais utilizados nos estudos 

desta tese em se ajustar a desafios sociais, de forma que estes resultados foram 

interpretados como comportamentos relacionado à ansiedade. A exposição intermitente 

não foi severa o bastante a ponto de induzir déficits motivacionais que pudessem explicar 

decréscimo na interação social, descartando a possibilidade desses animais terem 

desenvolvido sintomas depressivos. 

O CRF, então, pode ser considerado o fator comum entre a exposição ao estresse 

e o desenvolvimento de transtornos psiquiátricos (Wood et al., 2013). Além de iniciar a 

resposta do eixo HPA ao estresse, as ações do CRF em regiões extra-hipotalâmicas 

medeiam respostas comportamentais, cognitivas e autonômicas necessárias à adequada 

superação do estresse (de Kloet et al., 2005). A modulação farmacológica exercida pelos 

antagonistas da CRFBP e do CRFR1 e consequente reversão do sintoma de ansiedade, 

como demonstrado nos estudos apresentados nesta tese, se apresentam como evidência 

que corrobora o papel da sinalização de CRF na modulação dessas respostas. Apesar de 

não terem sido realizados estudos de conteúdo direto de CRF no núcleo intersticial da 

estria terminal, a modulação exercida pela microinjeção do CRF6-33 e CP376395 nesta 

região, corrobora seu envolvimento nas respostas relacionadas à ansiedade. 

O artigo de revisão, como primeiro estudo desta tese, introduz o sistema 

CRFérgico e esclarece questões fundamentais para compreensão dos resultados dos 

estudos experimentais que se seguem. Em resumo, os receptores de CRF são receptores 

de membrana acoplados a proteína G, sendo responsáveis por detectar CRF ou outros 
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agonistas para ativar vias internas de transdução de sinal e, finalmente, as respostas 

celulares. Foram descritos mecanismos para a regulação da sinalização dos receptores de 

CRF, estes mecanismos parecem estar mais bem elucidados em outros sistemas de 

neurotransmissão, deixando evidente algumas lacunas do conhecimento a respeito da 

sinalização do CRF e demonstrando a necessidade de mais estudos neste campo. Também 

foi discutido como alguns destes mecanismos predispõem indivíduos a um maior risco de 

doença mental ao longo do desenvolvimento ou conferem proteção sob condições 

adversas. 

O primeiro estudo experimental apresentou evidências de como o antagonismo da 

CRFBP no núcleo intersticial da estria terminal foi capaz de reduzir comportamentos 

associados a ansiedade em ratos com um histórico de estresse. Este estudo serviu como 

base para delimitar a metodologia a ser empregada nos demais experimentos da tese, além 

de permitir a discussão do papel da CRFBP dentro do sistema CRFérgico. Assim como 

no artigo de revisão, o artigo experimental traz as principais hipóteses propostas para o 

funcionamento da CRFBP: a) molécula sequestradora do CRF, promovendo um 

antagonismo para o CRFR1; b) papel facilitador para a sinalização do CRFR2; c) 

propriedades de sinalização independentes dos receptores de CRF. Contudo, não foram 

testados quais dos subtipos de receptor de CRF poderiam estar associados à sinalização 

do peptídeo no núcleo intersticial da estria terminal e desenvolvimento de ansiedade. 

O segundo estudo experimental se apresenta como uma continuidade dos estudos 

apresentados sobre a CRFBP. Foram descritos dois experimentos similares aos 

experimentos descritos no primeiro artigo experimental, tendo sido adicionado aos 

métodos do estudo o teste do labirinto em cruz elevado e novas variáveis derivadas dos 

dados obtidos no teste de interação social. Neste artigo, foi testado um antagonista do 

CRFR1 (CP376395) em um dos experimentos e um antagonista do CRFR2 (Astressina-

2B) num segundo conjunto de experimentos. Infelizmente, o estudo conduzido com a 

Astressina-2B não teve sua análise levada a diante. Foram reproduzidos os efeitos da 

exposição ao estresse social intermitente e consequente déficit nos comportamentos de 

interação social. A microinjeção do antagonista do CRFR1 no núcleo intersticial da estria 

terminal foi capaz de reverter este efeito induzido pelo estresse, de forma que os animais 

do grupo estresse passaram mais tempo na zona de interação do teste de três câmaras 

quando microinjetados com este antagonista. 

Os achados deste último artigo corroboram as evidências de que a sinalização de 

CRF no núcleo intersticial da estria terminal tem um papel na modulação de respostas 
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relacionadas à ansiedade induzidas pelo estresse social, um efeito possivelmente 

modulado pela ativação do CRFR1. Recentemente foi demonstrado que o estresse social 

causa uma maior expressão de RNAm de CRF no núcleo intersticial da estria terminal de 

camundongos submetidos a um regime de derrota social (Albrechet-Souza et al., 2017). 

Ambos os estudo estão de acordo com as afirmações a respeito de o CRF ser o principal 

agonista do CRFR1, é tentador especular que, em nosso estudo, a exposição intermitente 

à derrota social resultou numa elevação dos níveis de CRF na região estudada tendo como 

consequência a surgimento de respostas relacionadas à ansiedade. Os nossos resultados 

demonstraram que o bloqueio da ativação do CRFR1 consegue impedir o surgimento 

dessas repostas no teste de interação social. Mais ainda, nossos resultados demonstraram 

um efeito similar com o antagonismo da CRFBP. 

Estes achados sugerem uma interpretação distinta às hipóteses de funcionamento 

biológico propostas para CRFBP anteriormente mencionadas. É possível que a CRFBP 

promova uma facilitação à sinalização de CRFR1, e o antagonismo da CRFBP impeça o 

aparecimento da resposta associada à ansiedade. Alguns autores já sugeriram que a 

CRFBP pode aumentar a meia-vida de CRF ou outros ligantes assemelhados, protegendo-

os da degradação e facilitando sua ligação aos receptores no tecido alvo (Seasholtz, 

Valverde, & Denver, 2002). Não podemos descartar a possibilidade de a CRFBP ter 

efeitos de sinalização por conta própria, embora não tenha sido encontrados estudos que 

identificaram receptores para essa proteína (Chan et al., 2000). Possivelmente, a 

administração conjunta dos antagonistas de CRFR1 e CRFBP pudessem nos informar 

sobre a existência de um mecanismo de ação conjunta entre essas proteínas similar ao que 

já foi proposto para a CRFBP e CRFR2 na área tegmental ventral (Ungless et al., 2003). 

Vale salientar, que os estudo com essa proteína vêm demonstrando cada vez mais que o 

papel da CRFBP e seu mecanismo de ação podem depender de uma variedade de fatores, 

incluindo subtipo de receptor de CRF, região cerebral ou tipo celular específico associado 

(Ketchesin, Huang, & Seasholtz, 2017). 

 

Conclusões finais 

Regiões como o hipocampo, amígdala e córtex pré-frontal medial são 

consideradas como fundamentais na regulação do eixo HPA e resposta ao estresse, muito 

embora não se conheça inervações diretas dessas regiões para o núcleo paraventricular do 

hipotálamo (Herman et al., 2003). Neurônios do núcleo intersticial da estria terminal, 
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hipotálamo e tronco encefálico servem de conexão para que essas regiões reguladoras da 

resposta de estresse possam acessar outros neurônios com conteúdo de CRF (Herman et 

al., 2005). Um crescente número de evidências sugere que o núcleo intersticial da estria 

terminal desempenha um papel crucial na regulação da ansiedade (Duvarci et al., 2009; 

Fox et al., 2010; Somerville et al., 2010; Walker et al., 2003). Durante muito tempo essa 

região foi estudada somente como uma parte da amígdala expandida, tendo sua 

importância largamente ignorada em relação ao seu envolvimento na desregulação do 

humor, transtornos de ansiedade, disfunções sociais e trauma psicológico (Lebow & 

Chen, 2016). Esta tese se insere em um momento significativo em que o aumento da 

compreensão a respeito do núcleo intersticial da estria terminal promete fornecer 

informações translacionais importantes para tratamentos de doenças psiquiátricas 

humanas. Por fim, a relevância desta tese também reside na mudança importante ocorrida 

na farmacoterapia de transtornos psiquiátricos desde a caracterização inicial do sistema 

CRFérgico. Esta mudança se deu em direção ao estabelecimento de terapias com base na 

causalidade científica, fomentando uma farmacoterapia com efeito clínico rápido, menos 

efeitos colaterais e menor resistência ao tratamento. 
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ANEXO A 

Carta de aprovação dos experimentos conduzidos no Artigo Experimental 1
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ANEXO B 

Carta de aprovação dos experimentos conduzidos no Artigo Experimental 2 

 

 

 


