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RESUMO

Os endocanabinoides desempenham um papel importante na regulacdo da
expressao das respostas relacionadas ao medo e ansiedade em varias regides encefalicas,
incluindo a substadncia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdl). O 2-
araquidonilglicerol (2-AG) e a anandamida (AEA) s&o os principais endocanabinoides,
0s quais exercem seus efeitos através da ativagdo dos receptores canabinoides do tipo 1
(rCB1) ou do tipo 2 (rCB2). Trabalhos prévios mostram que o aumento da sinalizacdo
da AEA intra-SCPdI inibe as respostas aversivas nessa regidao em diversos modelos
animais de ansiedade. Porém, o envolvimento do 2-AG sobre tais respostas ainda é
pouco esclarecido. Assim, este trabalho foi proposto para verificar a hipotese de que a
administracdo de 2-AG ou URB602, um inibidor de MAGL (enzima responsavel pela
hidrélise 2-AG), induz efeitos do tipo ansiolitico em dois modelos animais distintos de
ansiedade, o teste de Medo Condicionado ao Contextoe o teste do Conflito de VVogel.
Foram utilizados ratos Wistar (220-240 gramas) que tiveram canulas unilaterais
implantadas na SCPdI através da cirurgia estereotaxica. Apos o periodo de recuperacao,
0os animais foram submetidos aos testes comportamentais. No testedo Medo
Condicionado ao Contexto (CFC), os animais foram submetidos a choques elétricos nas
patas (6 ciclos 1.5 mA randomizados com duragdo de 2s) em uma caixa acrilica onde
permaneceram por 10 minutos. Apds 24 horas, realizou-se a administracdo do 2-AG:5,
50 e 500 pmol/0,2uL; URB602: 30, 100, 300 pmol/0,2uL; ou veiculo (0,2uL) intra-
SCPdI. Dez minutos apos a injecdo cada animal foi re-exposto a caixa acrilica por 10
minutos, porém, sem receber 0s choques. Durante esse periodo avaliou-se o tempo de
congelamento do animal. No teste de Conflito de Vogel (VCT), o animal foi privado de
agua por 24 horas, e apés esse periodo foi colocado na caixa de Vogel com livre acesso
a agua por 3 minutos. Apds 24 horas, 0s animais receberam a administracao intra-SCPdl
do 2-AG:5, 50, 500 e 5000 pmol/0,2uL;URB 602: 30, 100, 300 pmol/0,2uL ou veiculo
(0,2uL). Dez minutos apos a injecdo, os animais foram novamente colocados na caixa
por 3 minutos, onde receberam lambidas punidas (1 choque de 0.5 mA, a cada 20
lambidas). A administracdo de 2-AG (50 pmol e 500 pmol) diminuiu
significativamente o tempo de congelamento observado apds nova exposicdo ao
contexto aversivo, enquanto que no teste de Vogel apenas a dose de 5000 pmol

aumentou o numero de lambidas punidas, sugerindo um efeito tipo ansiolitico nos dois



modelos. Por outro lado, a administracdo intra-SCPdl de URB602 n&o alterou a
expressdo da resposta de medo contextual, e também ndo aumentou o numero de
lambidas punidas no teste do VCT. A fim de verificar qual receptor canabinoide estava
mediando os efeitos do 2AG, realizamos experimentos em que 0s animais receberam
intra-SCPdl a administracdo do antagonista dos rCB1 AM251: 100pmol/0,2uL ou
antagonista dos rCB2 AM630 1000pmol/0,2 uL, previamente a inje¢do do 2-AG nos
dois modelos. Nossos resultados mostraram que os efeitos do 2-AG foram decorrentes
da ativacdo tanto de rCB1 quanto rCB2, pois ambos antagonistas atenuaram o efeito
ansiolitico do 2-AG. Nossos resultados, sugerem que a facilitacdo da sinalizacdo 2-AG
na SPCdl, através do inibidor MAGL, parece ndo ser essencial para inibir respostas
aversivas na SCPdl. No entanto, ndo podemos excluir o papel deste endocanabinoide
em inibir a expressao de respostas aversivas mediadas por essa regido, uma vez que o 2-
AG per se foi capaz de promover efeitos ansioliticos nos dois modelos quando

administrado diretamente.

Palavras chave: 2-araquidonoilglicerol (2-AG), ansiedade, substancia cinzenta

periaquedutal dorsolateral, medo condicionado ao contexto, teste conflito de VVogel.



ABSTRACT

The endocannabinoids have an important role on the regulation of fear
expression in response to aversive stimuli, in several brain regions, including the
periaqueductal gray (PAG). The 2-arachidonoylglycerol (2-AG) and anandamide (AEA)
are the main endocannabinoids and exerts its effects through activation of cannabinoid
receptors type 1 (rCB1) and type 2 (rCB2). Previous works have been show the anti-
aversive effects induced by augmentation of AEA signalling in different animal models
of anxiety. However, the role of 2-AG on the aversive reactions modulated by dIPAG is
not completely understood. Thus, we verified whether the administration of 2AG or
URBG602, an inhibitor of MGL (enzyme responsible for 2-AG hydrolysis), will induce
anxiolytic-like effect in two animal’s model of anxiety, the Contextual Fear
Conditioned test and Vogel Conflict test. Male Wistar rats with unilateral cannulae
aimed at the dIPAG, were submitted to Contextual Fear Conditioning (CFC) test and
VCT test. After a 7 days recovery period, the animals were submitted to behavioral
tests. In the Contextual Fear Conditioned Test (CFC), the animals were exposed to an
acrylic chamber where they received electrical-foot shocks (6 cycles of 1.5mA
randomized with duration of 2s) in an interval of ten minutes. Twenty-four hours later
the animals received intra-SCPdI injection of 2-AG5, 50 and 500 pmol/0.2 uL, URB602
30, 100, 300 pmol/0.2 uL or wvehicle (0.2uL), followed by re-exposure to acrcylic
chamber10 minutes after injection. The time expent in freezing behavior was evaluated
during ten minutes. In the Vogel conflict test (VCT), the animal was initially deprived
of water for 24 hours, after this period they were exposed to an acrylic chamber
containing a bottle of water. The animals had free access to water during 3 minutes.
After 24 hours, the animals received intra-SCPdI administration of 2-AG5, 50, 500 and
5000/0.2 uLpmol or URB 602 30, 100, 300 pmol/ 0.2uL or vehicle (0.2 uL). Ten
minutes later they were placed in the chamber for 3 minutes, where it received punished
licks (1 shock of 0.5 mA, every 20 licks).

Our results showed that the administration of 2-AG (50pmol and 500pmol) significantly
decreased the freezing time (s) observed during the re-exposure to the aversive
conditioned context , and only the dose of 5000 pmol increased the number of punished
licks suggesting an anxiolytic-like effect of 2-AG. These injection of URB 602 did not
induced these effects in both models. In order to verify which cannabiboid receptor was

involved in 2-AG effects, we performed experiments where the animals received the
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pre-treatment of CB1 receptor antagonist, AM 251 100pmol/0.2 uL, or CB2 antagonist,
AM 630 1000/0.2uL before 2-AG injection. The anxiolytic-like effects of 2-AG were
dependent upon activation of rCB; and rCB; since their antagonistsprevented the effects
induced by 2-AG in the CFC and VCT.

Our results suggest that facilitation of 2-AG signaling in the dIPAG, through MGL
inhibitor, may not be essential to inhibit aversive stimuli in the dIPAG. However, we
cannot exclude the role of this endocannabinoid in aversive responses modulated by this
region, since the 2-AG injected directly induced anxiolytic-like effects.

Key words: 2-AG, anxiety, dorsolateral periaqueductal gray, endocannabinoides, fear
conditioned context, Vogel conflict test
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1REVISAO DE LITERATURA
1.1 Comportamento defensivo animal

O comportamento defensivo caracteriza-se como a expressdo de respostas
fisiolbégicas e comportamentais que os animais apresentam frente a situacGes que
promovem risco a sua sobrevivéncia (BANDLER e CARRIVE, 1988; BELZUNG e
GRIEBEL, 2001; DEPAULIS et al.,, 1989). A presenca de predadores, lugares
desconhecidos e outros perigos provenientes do ambiente como altura e luminosidade
podem levar a tais comportamentos (BLANCHARD et al., 1990). Assim, sugere-se que
as repostas comportamentais defensivas que os animais apresentam em determinadas
situagcbes de perigo e aversdo, correlaciona-se com os comportamentos de medo e
ansiedade nos humanos (BLANCHARD e BLANCHARD, 1988; BLANCHARD e
BLANCHARD, 1989). Adicionalmente, a compreensdo do comportamento defensivo
animal a partir de diferentes situacbes, permite a identificacdo das bases neurais
envolvidas nesses transtornos, consequentemente, permitindo a identificacdo de novos
alvos terapéuticos (UYS et al., 2003).

De acordo com a proposta de Blanchard e Blanchard (1988), as respostas
defensivas podem ser classificadas em potenciais (incerta) e reais, sendo as respostas
reais variaveis de acordo com a presenca do perigo em proximais ou distais.Ainda de
acordo com a proposta desses pesquisadores, os padrdes de respostas variam de acordo
com os diferentes estados emocionais. Assim, perigos potenciais induzem respostas de
avaliacdo de risco (risk-assessment), em que ha a exploracdo cautelosa do ambiente para
investigar a presenca de uma provavel ameaca, tais comportamentos assemelham-se
com a ansiedade (BLANCHARD e BLANCHARD, 1988; MCNAUGHTON e CORR,
2004). Na ameaca real, com a fonte de perigo distante, 0 comportamento predominante
é o de fuga, na impossibilidade de fugir o animal adota a postura de congelamento
seguido de vocalizacdo (BLANCHARD e BLANCHARD, 1988). Por fim, se a ameaca
é real e proximal, o animal tende a ficar imovel (freezing), fugir, saltar, lutar ou morder
em caso de confronto direto.Tais comportamentos estariam relacionados ao sentimento
de medo e panico (BLANCHARD e BLANCHARD, 1988; BLANCHARD et al.,
1986).



13

1.2 Modelos animais para estudo do medo e ansiedade

O medo e ansiedade sdo estudados nos animais através da avaliacdo do
comportamento defensivo utilizando-se modelos experimentais (MCKINNEY, 1984).
Tais modelos podem ser utilizados em diferentes espécies, sendo as diferentes espécies
deroedores as mais empregadas (MCKINNEY, 1984).

Nos animais 0 medo e a ansiedade como conceituados anteriormente, sdo 0
conjunto de respostas, que eles apresentam frente a fontes de perigos e ameagas reais
(medo) ou potenciais (ansiedade). Tais respostas sdo acompanhadas de alteragOes
fisiolégicas, como por exemplo, o aumento da frequéncia cardiaca, aumento da pressao
arterial e reducéo da temperatura da cauda (BELZUNG e GRIEBEL, 2001).

Os modelos animais desenvolvidos para estudo do medo e ansiedade baseiam-se
em avaliacGes comportamentais (BOURIN et al., 2007) Esses comportamentos podem
ser agrupados em duas classes: a primeira envolve respostas condicionadas, quando
ocorre 0 pareamento entre o estimulo incondicionado aversivo com um ambiente neutro
0s animais sdo submetidos a estimulos aversivos dolorosos como choque nas patas; a
segunda avalia comportamentos etologicos, onde 0s animais sdo expostos a situacdes
naturalmente aversivas como locais altos e iluminados (BELZUNG e GRIEBEL, 2001;
BOURIN et al., 2007; CAMPOS et al., 2013; LISTER, 1990; SANGER et al., 1991).

O labirinto em cruz elevado (LCE), € um classico modelo etoldgico e devido a
sua facilidade de execucdo e outras vantagens, tornou-se um dos mais utilizados para
estudo de ansiedade nos animais (CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). Foi
desenvolvido a partir de observacdes prévias de padrdes exploratorios, em que
ambientes novos ou desconhecidos evocam medo e curiosidade, criando uma situacao
de conflito entre explorar os ambientes abertos e inseguros e permanecer nos bracos
fechados do aparato (PELLOW e FILE, 1986).

Em relacdo aos modelos condicionados, esses se diferenciam dos modelos
descritos acima pela necessidade de treinamento e submissao dos animais a privacao de
comida ou &gua além de estimulos nocivos (BOURIN et al., 2007; TREIT,
1985).Assim,0 modelo do Medo Condicionado ao Contexto (CFC, conditioned fear
contextual) envolve um condicionamento pavloviano (PAVLOV, 2010). Inicialmente, o
animal € exposto a um contexto neutro pareado a um estimulo aversivo, posteriormente
durante a re-exposicdo ao contexto neutro, esse ambiente passa a ser um estimulo

condicionado e o animal apresenta respostas defensivas como, por exemplo, a postura
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imovel de congelamento, onde ele permanece imovel com uma postura caracteristica,
somente com 0s movimentos da respiragdo (BLANCHARD e BLANCHARD, 1969;
BORELLI et al., 2013; FANSELOW, 1980).

Além do modelo CFC, o teste de conflito de Vogel, o qual foi baseado nos
trabalhos de Geller et al. (GELLER et al., 1962),0 animal previamente privado de agua,
encontra-se emuma situacdo de conflitoentre saciar a sede ou receber um choque
punitivo. Nesse modelo, drogas que aliviam a ansiedade geram uma resposta inibitoria
ao comportamento de punicédo, ou seja, 0 animal recebe lambidas punidas a despeito da
punicdo (CAMPOS et al., 2013; VOGEL et al., 1971).

1.3 Sitios neurais envolvidos no comportamento defensivo: substancia cinzenta
periaqueductal

A amidala, hipotalamo dorsomedial e substancia cinzenta periaquedutal (SCP)
sdo as principais estruturas enceféalicas responsaveis pela elaboracdo dos
comportamentos defensivos e fazem parte do chamado sistema cerebral de defesa
(GRAEFF, 1990). A identificacdo desses sitios neurais € proveniente de estudos que
verificaram que tanto a estimulacdo elétrica ou quimica dessas regides promovia
comportamentos aversivos nos animais, semelhantes aquelas observadas em situacoes
de panicos em humanos (GRAEFF e KRIEGER, 1985, SCHENBERG e
BITTENCOURT 2001), enquanto que lesdes promovia diminuicdo das respostas de
defesas ou efeitos tipo-ansioliticos (CANTERAS et al., 1997; CEZARIO et al., 2008;
MARTINEZ et al., 2008).

Acredita-se que essas estruturas estejam organizadas paralelamente,
hierarquicamente e de maneira simétrica na modulacdo desses comportamentos
(MCNAUGHTON e CORR, 2004). Nesse sentido, pequenas distancias da fonte de
perigo ativariam estruturas mais caudais, como a SCP e distancias maiores ativariam
estruturas mais corticais, como o cortex pré-frontal (CPF), estrutura prosencefalica que
atualmente também faz parte do sistema cerebral de defesa(BLANCHARD e
BLANCHARD, 1988; BLANCHARD et al., 1993; MCNAUGHTON e CORR, 2004).

Especificamente a SCP é uma regido mesencefalica, que circunda o aqueduto
cerebral. Funcbes como reagdes defensivas, analgesia e regulacdo autondmica sao
classicamente associadas a essa estrutura (BEHBEHANI, 1995).Alguns estudos
eletrofisioldgicos apontaram que a SCP poderia ser dividida em quatro regides distintas

anatomicamente e funcionalmente: dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral.
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(BANDLER et al., 2000; CARRIVE, 1993). Dessa forma, a por¢do dorsolateral da
SCPestaria envolvida nas respostas de congelamento e escape durante 0 comportamento
defensivo, evidenciados por estudos imunohistoquimicos demonstrado pelo aumento da
expressao de proteina FOS apos estimulacdo elétrica dessa regido (VIANNA et al.,
2003).

Trabalhos classicos demonstraram a participacdo da SCP dorsolateral na
elaboracdo de respostas defensivas. Através da injecdo de Aminoacidos Excitatorios
(AE) na SCP de gatos houve a indugdo de respostas defensivas (FERNANDEZ DE
MOLINA e HUNSPERGER, 1959),posteriormente utilizando técnica semelhante,
observou-se essa mesma resposta em ratos (HILTON e REDFERN, 1986; KRIEGER e
GRAEFF, 1985).

Nesse contexto os pesquisadores SCHENBERG e GRAEFF (1978) observaram
quea estimulacdo da porcdo dorsal da SCP que compreende as porcGesdorsomedial e
dorsolateral, também possui propriedades aversivas,pois ratos treinados aprendiam
rapidamente a interromper a estimulacdo elétrica dessa regido(SCHENBERG e
GRAEFF, 1978).

Estudos utilizando a técnica de imunorreatividade da proteina Fos, também
caracterizaram a SCP como estrutura que compde o sistema acionado apos estimulos
ameacadores, através da marcacgdo celular (KOVACS, 1998; SILVEIRA et al., 1993;
SINGEWALD e SHARP, 2000; VIANNA et al.,, 2003).Nos seres humanos a
ativacdoda porcao dorsal da SCP também ocorreu sob ameacas proximais evidenciadas
por imagens de ressonancia magnéticas publicadas por Mobbset al em 2007 (MOBBS et
al., 2007).

Trabalhos publicados pelo nosso grupo também ja demonstram a participacéo da
SCPdI na modulacdo do comportamento defensivo (AGUIAR et al., 2006; MOREIRA
et al.,, 2007). Além disso, diversos neurotransmissores presentes na SCPdIl estdo
envolvidos nas respostas defensivas, dentre eles o GABA, Glutamato, 5-HT e os
endocanabinoides(AGUIAR et al., 2006; GRAEFF et al., 1986; GUIMARAES et al.,
1991; JARDIM et al., 2005; SCHUTZ et al., 1985).
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1.4 SistemaEndocanabinoide

Em 1964 o pesquisador Rafael Mechoulamisolou diversos compostos da planta
Cannabissativa, popularmente conhecida como maconha, dentre eles o A-9-
tetrahidrocanabinol (A-9-THC),principal componente psicoativo da
planta(Gaoni&Mechoulam 1964). Esse foi o primeiro passo para a descoberta do
sistema atualmente conhecido como sistema endocanabinoide.

Atualmente, sabe-se que osistema endocanabinoide € composto pelos receptores
do tipo 1 (rCB;) e do tipo 2 [rCB;, (DI MARZO et al., 1998; HERKENHAM, 1991)],
0s compostos enddgenos conhecidos como endocanabinoides, sendo os principais a N-
araquidonoiletanolamidatambém conhecida como Anandamida [AEA, (DEVANE et al.,
1992)] e o 2-araquidonoilglicerol [2-AG, (SUGIURA et al., 1995)], além das
enzimasresponsaveis pela degradacdo(DI MARZO, 2008; PIOMELLI, 2003)].

Os endocanabinoides sdo compostos lipofilicos produzidos a partir de
fosfolipideos de membrana através de vias biossintéticas sensiveis ao Ca*?. Uma
importante caracteristica desses compostos é que 0s mesmos sdo produzidos sob
demanda, diferentemente dos neurotransmissores tipicos que sao sintetizados e
armazenados em vesiculas para liberacdo apds estimulo(MECHOULAM et al., 1998;
WILSON e NICOLL, 2002).Embora 0 mecanismo de recaptacdo dos endocanabinoides
ndo seja completamente elucidado, acredita-se envolver carreamento de membrana por
proteina intracelular e possivelmente endocitose, sendo inativados por
hidrolasesenzimaticas(FU et al., 2011).

Trabalhos da literatura sugerem que o 2-AG ¢ produzido pela acdo consecutiva
de duas enzimas encontradas nos neurénios pds-sinapticos, a fosfolipase C (PLC) e a
diacilglicerol lipase [DGL, (HASHIMOTODANI et al., 2008)]. A PLC hidrolisa o
segundo mensageiro fosfatidilinositol para gerar o diacilglicerol, que por sua vez é
clivado pela DGL para formar o 2-AG (JUNG et al., 2007; PIOMELLI, 2003).A
principal enzima responsavel pela hidrolise do 2-AG é a monoacilglicerollipase [MGL,
(KANO et al., 2009)]. Compostos que inibem seletivamente a acdo dessa enzima
elevam as concentracfes desse endocanabinoide e sdo atualmente importante alvos
farmacolégicos(ALMEIDA-SANTOS et al., 2013; KINSEY et al., 2009; SCIOLINO
etal., 2011).

Em relacdo aAEA, parece ser sintetizada principalmente, a partir de N-

araquidonoilfosfatidil etanol (NAPE), sendo uma das rotas de sintese identificada pela
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hidrélise de NAPE por NAPE-PLD. Outra rota proposta é a clivagem da ligacdo
fosfodiéster de NAPE por NAPE PLC seguida por defosforilacdo da fosfo-anandamida,
(LIU et al., 2006).A principal enzima responsavel pela degradacdo da AEA é
aamidahidrolase de &cidos graxos (FAAH)(LIU et al., 2006).

Os receptores CB; sdo amplamente distribuidos no SNC, e sdo expressos em
maior concentracdo em regibes como hipocampo, cértex, cerebelo e ganglios da base
(HERKENHAM, 1991; MATSUDA et al., 1993; TSOU et al., 1998), além de estarem
presentes na SCP dorsolateral (Herkenhamet al. 1991; Bandleret al. 2000; Egertova et
al. 2003). Tal expressdo sugere que esses receptores modulem as respostas
comportamentais relacionadas com ansiedade. O receptor canabinoide tipo 2 é expresso
primariamente em elementos vasculares, ou seja perifericamente (REF). Porém, alguns
estudos ja demonstraram sua expressdo e seu papel em alguns efeitos no
SNC(RAMIREZ et al., 2012; WALTER et al., 2003).

Os receptores CB; e CBgpertencema um subtipo de proteina Gi/o, sua
sinalizacéo inclui a inibicdo da enzima adenilatociclase,ocorre também a regulacéo de
canais idnicos, através da inibicdo de canais de Ca*? voltagem dependentes e ativacéo
de canais de K. De maneira geral, promovema inibicio da liberacdo de diversos
neurotransmissores (HOWLETT e FLEMING, 1984; MACKIE, 2006). Além disso, em
decorréncia da ativacdo de CB; e CB,ocorrem outras alteracoes fisiologicas celulares,
incluindo funcdo sinaptica, transcricdo génica e motilidade celular(HOWLETT, 2002;
HOWLETT et al., 2002).

Considerando-se a participacdo dos ECs nas respostas emocionais, ja € bem
descrito na literatura os efeitos psicotropicos e comportamentais promovidos por
agonistascanabinoides(ALMEIDA-SANTOS et al.,, 2013; AMERI, 1999; FINN;
GUIMARAES et al., 1990; MOREIRA e WOTJAK, 2010; PERTWEE, 2008;
PIOMELLLI, 2003). Reforcando essa possibilidade, trabalhos que verificaram atividade
neuronial através da expressdo da proteina Fos,observaram o aumento expressivo dessa
proteina nas regibes encefalicas relacionadas com a ansiedade ap0s a administracéo
sistémica ou i.c.v. de agonistas canabinoides(tMCGREGOR et al., 1998).

Em relacdo aos niveis dos endocanabinoides,observa-se que situacbes de
estresse, como por exemplo, o estresse de restricdo, induz aumento nos niveis de 2-AG
e diminuicdo da AEA no CPF, hipotalamo e SCP em ratos(HILL e MCEWEN, 2010).

Adicionalmente, animais que receberam choque nas patas apresentaram aumento nos
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niveis de 2-AG na SCP, sendo este efeito relacionado com a analgesia mediada pelo
estresse (GREGG et al., 2012; HOHMANN et al., 2005). Além disso,treinamentos que
envolvem consolidacdo de memoria revelam que apenas a AEA estd elevada no
treinamento em que os animais receberam choques com alta intensidade, enquanto nos
niveis do 2-AG nao estiveram alterados(MORENA et al., 2014).

Trabalhos recentes do nosso grupo demonstraram efeito tipo ansiolitico do 2-AG
através da injecdo intraSCPdI no modelo do LCE em ratos (ALMEIDA-SANTOS et al.,
2013) e efeito anti-aversivo na mesma regido no modelo de panico induzido por
estimulacdo quimica da SCPdI(AGUIAR et al., 2006; BATISTA et al., 2014;
GOBIRA et al, 2013; GOBIRA et al, 2016; MOREIRA et al., 2006;2007;
MOREIRA et al., 2012).

Esses dados sugerem que assim como a anandamida, o 2-AG também pode
participar nas respostas defensivas mediadas pela SCPdl. No entanto, a participacéo
desseendocanabinoide em modelos animais que envolvam um componente mais

aversivo, ainda ndo foi estabelecido.



19

20BJETIVOS
2.10Dbjetivo Geral

Testar a hipotese de que o aumento da sinalizagdo de 2-AG na
SCPdlpromoveraefeitosansioliticos em modelos animais de ansiedade que envolvem

respostas condicionadas ou situac¢des de conflito.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar se a administragdo intra-SCPdl do 2-AGou do URB 602 (inibidor da enzima
responsavel pela degradacdo de 2AG) promovera efeito ansiolitico nos modelos de
medo condicionado ao contexto e no teste de Conflito de Vogel

.- Verificar qual receptor canabinoideestdenvolvido com os efeitos anti-aversivos

promovidos por essas drogas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, pesando entre 220-240 gramas,
mantidos agrupados (4-5 animais) em gaiolas, provenientes do CEBIO-UFMG. Projeto
aprovado segundo protocolo (66/2010) pelo comité de Etica em Pesquisa em

Experimentacdo Animal.

3.2 Drogas
e 2-araquidonoilglicerol (2-AG): 5, 50, 500 e 5000 pmol/0.2ul (ALMEIDA-
SANTOS et al., 2013)
e URBG602 (inibidor da lipase monoacilglicerol): 30, 100 e 300 pmol/0.2
HI(ALMEIDA-SANTOS et al., 2013)
e AM251(antagonista de receptor CB1): 100 pmol/0.2 uL diluido em Salina 0,9%

(MOREIRA et al., 2007; TERZIAN et al., 2009).

e AMBG30 (antagonista de rCB2, Tocris®): 1000 pmol/0.2pl; dose obtida dos dados

prévios do laboratério na SCPdl (ALMEIDA-SANTOS et al., 2013)

3.3 CirurgiaEstereotaxica

Os animais foram anestesiados com Ketamina (60 mg/Kg) e Xilazina (8mg/Kg),
via i.p, e fixados a um aparelho estereotaxico. Foi realizada uma incisdo sagital para
exposicdo da calvaria e remocdo do periosteo, a calota craniana foi perfurada com um
orificio (coordenadas: AP-lambda O mm, L-1,9 mm, P-4,3 mm, angulo-16°, (PAXINOS
e WATSON, 2007) para introducdo da canula guia (11 mm) dirigida a SCPdI. A canula
foi fixada ao cranio com cimento acrilico, conforme descrito em trabalhos prévios de
(AGUIAR et al., 2006; GUIMARAES et al., 1991). Foi introduzido na canula um
mandril de aco inoxidavel para evitar obstrucdo. Os animais receberam injecdo de
pentabi6tico e do analgésico, antitérmico e antiinflamatérioBanamine® (flunixinmaa
glumina, 1 ml/Kg). Apds a recuperacdo da anestesia, os animais foram alojados no
biotério até seu restabelecimento (7 dias) e entdo foram submetidos aos testes

comportamentais.
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3.3.1 Procedimento de microinjecdo

Apbs a retirada do mandril, foi introduzida pela cénula guia uma agulha
odontoldgica gengival (12 mm). A agulha foi conectada a um segmento de Polietileno
(P10) e este a uma seringa Hamilton® de 10 pl. As inje¢des foram realizadas por uma
bomba de infusdo (Insight®) sendo o volume injetado 0,2 pl, a uma taxa de infusdo de
0.4ul/min. Apods a inje¢do, a agulha permaneceu no interior da canula-guia por 30
segundos, para evitar refluxo da droga. Apds cada injecdo, a bomba de infusdo era

novamente acionada, com a finalidade de se verificar se a agulha ndo estava entupida.

3.4 Injecéo

A injecdo foi feita unilateral (SCPdl) segurando o animal gentilmente para
retirada do mandril e introducéo, pela canula guia, de uma agulha odontologica gengival
(12 mm para a SCPdI), até atingir a regido desejada 1mm abaixo da extremidade das
canulas (Fig. 1). A agulha foi conectada a uma seringa Hamilton® de 10 uL por meio
de um segmento de Polietileno (P10). As injecdes foram realizadas com ajuda de uma

bomba de infusdo Insight® a uma velocidade de 1pl/min em um volume total de 0,2 pL.

3.4.1 Verificacéo do sitio de injecdo

ApoOs 0s experimentos, os animais foram anestesiados por via intraperitonial
(i.p.) com Uretana (25% - 5ml/kg) e, ap0s a constatacdo da anestesia profunda
(verificada pela auséncia do reflexo de retirada da cauda apds estimulo nociceptivo),
foram submetidos a uma toracotomia para exposicdo do coracdo. Uma agulha
hipodérmica foi inserida no ventriculo esquerdo, por onde foram administradas as
solucdes de salina 0,9 % e formaldeido 25% com o auxilio de uma bomba peristaltica
(Milan®), a uma taxa de perfusdo de 14ml/min. Paralelamente, foi feita uma incisdo no
arco aortico para permitir a saida do sangue. Os animais foram decapitados, os cérebros
retirados com o auxilio de uma espatula e estocados em formaldeido 10% por 3 dias.

Apds 3 dias em formol 10 % , os cérebros foram cortados em sec¢des de 50 pm
de espessura, com o auxilio de um criostato (Microm HM 505 N). Os cortes foram
colocados em laminas de vidro gelatinizadas e o sitio de injecdo foi confirmado por

meio dos diagramas contidos no Atlas Paxinos e Watson, 2007.
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Figura 1. Representacdo dos sitios de injecdo na SCPdI em diagramas adaptados a
partir do Atlas de Paxinos

Fonte: (PAXINOS e WATSON, 1997;2007).
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3.5 Testes comportamentais

3.5.1 Medo condicionado ao contexto

O teste foi realizado em uma caixa de 25 x 22 x 22 cm (Fig. 2). O chdo da caixa
é formado por uma grade constituida por 18 barras de aco inoxidavel (2 mm de
didmetro), com espagcamento de 1,5 cm de distancia e ligados a um gerador de choque
(Insight®, Brasil). No periodo da manh4, os animais foram expostos a caixa (habituago)
por um periodo de 3 minutos e posteriormente receberam nas patas seis choques
elétricos (1,5mA/3s) com duracdo de 20 segundos cada choque, sendo 1 minuto de
intervalo entre os choques (condicionamento), totalizando o tempo de permanéncia dos
animais na caixa de 10 minutos. Vinte e quatro horas ap6s o condicionamento, 0s
animais foram reexpostos (teste) a caixa por 10 minutos sem aplicacdo dos choques
(RESSTEL et al., 2008). Durante o teste, 0 comportamento dos animais foi filmado com
auxilio de uma camera Samsung, SMX-C10LN/XAA, e posteriormente, 0 tempo que 0s
animais permaneceram em congelamento (freezing), definido como a auséncia completa
de movimentos diferentes da respiracdo(FANSELOW, 1980) foi quantificado pelo
experimentador. A caixa foi limpa com alcool 70% entre a exposi¢cdo dos animais.

Figura 2. Caixa do Medo Condicionado ao Contexto

Fonte: Fotografia da autora
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3.5.2 Teste de conflito de Vogel

Os animais foram privados de agua durante 48 h antes do teste. Apds as
primeiras vinte e quatro horas de privagdo, eles foram expostos a uma caixa
470x260x225 mm (Fig. 3) contendo um bebedouro, onde apds encontra-lo beberam
agua livremente durante 3 minutos. Os animais que ndo encontram o bico do bebedouro
foram excluidos do experimento. Vinte e quatro horas apds as drogas foram injetadas
intra-SCPdI e, ap6s 10 minutos, os animais foram colocados na caixa de teste. O teste
consistia em uma sessdo de 5 minutos, onde os animais recebiam uma lambida punida
com um choque de intensidade 0,5 mA a cada 20 lambidas apds cada teste a caixa foi
limpa com uma solugdo de alcool (70 %). O nimero de lambidas e choques foram

registrado automaticamente (Insight®, Brasil).

Figura 3. Caixa do Teste de Conflito de Vogel

Fonte: site http://www.insightltda.com.br



3.6 Procedimentos Experimentais

Experimentos 1 e 2 — Efeito da administragdo de 2-AG e URB 602 (inibidor da
hidrélise do 2-AG) intra-SCPdl em animais expostos ao Teste do Medo Condicionado

ao Contexto (n= 8/10grupo) (Fig. 4).

e Veiculo, 2-AG (5pmol), 2-AG (50 pmol) e2-AG (500 pmol).

e Veiculo, URB602 (30 pmol), URB602 (100 pmol), URB602 (300 pmol) URB602

(1000pmol).

Figura 4. Representacdo esquematica dos protocolos experimentaisl e 2 (n= 8/10

Estereotaxia
SCPdI

grupo).

24 horas

Teste

10 minutos

Caixa do medo

Biotério
condicionado | ——>

choque(6 ciclos Animais
1,5mA) 10 min. isolados

individualmente

1° Injecao Caixa do
':> medo
condicionado
Histologia Perfuséo

Fonte: Criada pela autora

<
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Experimentos 3 e 4 - Efeito da administragdo de 2-AG e URB 602 (inibidor da
hidrélise do 2-AG) intra-SCPdIl em animais expostos ao Teste de conflito de Vogel
(n=6-13/grupo) (Fig. 5).

e Veiculo, 2-AG (5pmol), 2-AG (50 pmol), 2-AG (500 pmol) e 2-AG (5000 pmol)
e Veiculo, URB602 (30 pmol), URB602 (100 pmol) e URB602 (300 pmol)

Figura 5.Representacdo esquematica do protocolo experimental 3 e 4 (n= 6/13 grupo).

7dias 24 horas
Estereotaxia . . Caixa do teste
Animal privado
SCPd —> P —> | de conflito de
de agua :
Vogel 3 min.
Biotério
24 horas
depois teste
Teste
Animais 7 dias 10 minutos
ambientados na sala |——> 1° Injecéo Caixa do teste de
de experimento ':> conflito de Vogel
5 min.

J

Histologia ¢ Perfusdo

Fonte: Criada pela autora
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Experimentos5 e 6 — Efeito do pré-tratamento com AM251 (antagonista CB1 ou

AMG630 (antagonista CB)sobre as respostas promovidas pelo 2AGintra-SCPdI

noTestedo Medo Condicionado ao Contexto (Fig. 6).

e Veiculo + Veiculo (0,2 pul).

e Veiculo + AM630 (1000 pmol) ou AM251 (100 pmol).

e Veiculo + 2AG (50 pmol).

e AM251 (100 pmol)ou AM630 (1000 pmol) + 2-AG (50 pmol).

Figura 6.Representacdo esquematica do protocolo experimental 5 e 6 (n= 6/12 grupo).

7 dias 10 minutos

Estereotaxia Caixa do medo
SCPdl —> condicionado —>

choque(6 ciclos

1,5mA) 10 min.

Teste
7dias 10 minutos
Animais

ambientados na sala
de experimento

Histologia

:> 1° Injecdo

: Perfusédo <:|

Fonte: Criada pela autora
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Experimento7 e 8- Efeito do pré-tratamento com AM251(antagonista CB1 ou AM630
antagonista CB2) sobre as respostas promovidas pelo 2AG intra-SCPdl no teste de
Conflito de Vogel (Fig. 7).

. Veiculo + Veiculo (0,2 pul).

Veiculo + AM630 (1000 pmol) ou AM251 (100 pmol).

Veiculo + 2-AG (50 pmol).

AM251 (100 pmol) ou AM630 (1000 pmol) + 2-AG (50 pmol).

Figura 7.Representacdo esquematica do protocolo experimental 7 e 8 (n= 7/10 grupo).

7 dias 24 horas
Estereotaxia Animal orivad Caixa do teste
SCPdI |:'|> nimail privado |:|'> de conflito de
de agua Vogel 3 min.
Biotério
24 horas
depois teste
Teste
7 dias 10 minutos
Animais 1° Iniecio > Inecio
ambientados na | C——> 1e¢ —> jec
sala de
experimento
Histoloa USA Caixa do teste
istologia | (| Perfusdo | ——| e confiito de
Vogel 5 min.

Fonte: Criada pela autora
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3.7 ANALISE ESTATISTICA
O resultado de ambos os testes foram analisados pela Andlise de Variancia

(ANOVA) seguida do pds teste de Bonferroni e o nivel de significancia estabelecidofoi
de p < 0,05. O programa utilizado para as analises estatisticas e elaboracdo dos graficos
foi 0 GraphPadPrism 5 ®.
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4RESULTADOS

4.1 Efeito do tratamento com o 2-AG intraSCPdl na expressdo do medo
condicionado ao contexto.

A injecdo intraSCPdI do 2-AG (50 e 500 pmol/0,2 uL) reduziu o tempo de
imobilidade do animal apds segunda exposicdo ao contexto aversivo (Fs31)=6,49
p=0,001, ANOVA seguido do teste de Bonferroni)(Fig. 8).

w 500-
L]
2 400 —=—=
ko T
2 300 * %
= T _T
o 200-
g
8 100
£
Lo ]
F oo
Veiculo 5 50 500

2-AG
Figura 8. Efeito do 2-AG (5, 50, 500 pmol/0,2 uL) intraSCPdI no tempo de imobilidade
dos animais expostos ao teste do medo condicionado ao contexto. As colunas
representam a media £+ EPM do tempo de imobilidade dos animais (*p<0,005 em

relacdo ao veiculo; ANOVA seguido do teste de Bonferroni, n=8-10/grupo).

4.2 Efeitos da administracdo do inibidor da MGL, o URB602, intra-SCPdI na
expressdo do medo condicionado ao contexto.

A injecdo intra-SCPdl do URB602 (30, 100, 300 e 1000 pmol/0,2 uL) ndo
modificou em nenhuma das doses utilizadas o tempo de imobilidade dos animais
expostos ao contexto aversivo (Fu37n=0,77 p=0,55, ANOVA)(Fig. 9).



31

_|

300 T €I T T

== =]
= =
= =
1 1

Tempo de imobilidade (s)

Veiculo 30 100 300 1000

URBG02

Figura 9. Efeito do URB 602 (30, 100, 300 e 1000 pmol/0,2 uL) intraSCPdI no teste do
Medo Condicionado ao Contexto. As colunas representam a média + EPM do tempo de

imobilidade dos animais (n= 6-10/grupo).

4.3Efeito do pré-tratamento com os antagonistas de CBjou CB;AM251 e
AMG630,no efeito do 2-AG intra-SCPdl no testedo MedoCondicionamento ao
Contexto.

A administracdo de 2-AG, foi capaz de reduzir o tempo de imobilidade dos
animais no modelo de condicionamento ao contexto.(Fi39=3,27 p=0,03,
ANOVAseguido do Teste de Bonferroni)(Fig.10). Os animais que receberam o pré-
tratamento com AM251 ndo diferiram dos animais que receberam veiculo (Bonferroni,
p>0,05).
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Figura 10. Pré-tratamento com AM251 intra-SCPdI sobre o efeito promovido pelo 2-
AG intra-SCPdI no teste do Medo Condicionado ao Contexto. As colunas representam a
média £ EPM do tempo de imobilidade dos animais (* p<0,05 em relagdo ao grupo
veiculo+veiculo; ANOVA seguida de Bonferroni, n=8-10/grupo).

No experimento subseqliente, observamos novamente que o 2-AG foi capaz de
reduzir o tempo de imobilidade dos animais durante a reexposicéo ao contexto aversivo
(Fe21=6,99 p=0,001, ANOVA seguida do teste de Bonferroni)(Fig. 11). O pré-
tratamento com o antagonista de CB, reverteu significativamente esse efeito. (p<0,05

teste de Bonferroni).



33

“— 500~
"
ok
= 4004
= I #
= T'
£ 300+ *
2 ——
E
a 2004
=
g— 100
E
Lok
=0
L] L] T T
1 Inj. Veiculo  AMG30  Veiculo  AME30
2 Inj. Weiculo Weiculo 2AGS0  2-AG S0

Figura 11. Pré-tratamento com AMG630 intra-SCPdI sobre o efeito promovido pelo
2-AG intraSCPdl no teste do Medo Condicionado ao Contexto. As barras
representam a média £+ EPM do tempo de imobilidade dos animais (*p<0,05 em
relacdo ao grupo veiculo+veiculo, # p 0,05 em relacdo ao grupo veiculo + 2-AG;
ANOVA seguida de Bonferroni, n=6-7/grupo).

4.4 Efeito do tratamento com o agonista canabinoide, 2-AG, intra-SCPdI no teste
de Conflito de Vogel

No teste de Vogel a administracdo de 2-AG (5000 pmol/0,2 uL)intra-SCPdI
aumentou significativamente o numero de lambidas punidas (F(s53=3,04 p=0,02,

ANOVA seguida do teste de Bonferroni)(Fig. 12) dos animais durante o teste.
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Figura 12. Efeito da injecdo intra- SCPdl do 2-AG (5, 50, 500 e 5000 pmol/0,2 uL) no

teste de conflito de Vogel. As barras representam a média + EPM do nimero de

lambidas punidas (p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo; ANOVA seguida de

Bonferroni= 9-13/grupo).

4.4 Efeito do tratamento com o inibidor da MGL o URB602 intraSCPdI no teste de

Conflito de Vogel

Semelhante ao resultado no modelo do medo condicionado ao contexto, a

administracdo de URB602 também néo apresentou efeito ansiolitico, pois ndo foi capaz

de aumentar o nimero de lambidas punidas no teste de Vogel em nenhuma das doses

utilizadas ((F,26=1,05 p=0,29, ANOVA)(Fig. 13).
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Figura 13. A administragdo de URB 602 (30, 100 e 300 pmol/0,2 uL) intra- SCPdl ndo
foi capaz de modificar o nimero de lambidas punidas de animais submetidos ao Teste
de Conflito de Vogel. As barras representam a media = EPM do ndmero de lambidas
punidas dos animais (p>0,05; ANOVA, n=7-9/grupo)

4.5Efeito do pré-tratamento com AM251 (antagonista CB1) e AM630 (antagonista
CB2)nos efeitos promovidos pelo 2-AG intraSCPdI no teste do Conflito de Vogel

Como observado no experimento anterior, a administracdo de 2-AG intra-SCPdI foi
capaz de aumentar significativamente o numero de lambidas punidas nos animais
submetidos ao teste de Vogel(F(s30=6,00 p=0,002, ANOVA seguida do teste de
Bonferroni)(Fig. 12). O antagonismo de CB;, promovido pelo pré-tratamento com o
AM251 (100 pmol) foi capaz de reverter o efeito ansiolitico nesse teste (Bonferroni,
p<0,05) (Fig. 14).
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento com AM251 intra-SCPdI sobre o efeito promovido
pelo 2-AG na SCPdI no teste de Conflito de Vogel. As barras a media £+ EPM do
namero de lambidas punidas (* p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo+veiculo, # p<0,05
em relacdo ao grupo veiculo + 2-AG; ANOVA seguida de do teste deBonferroni, n= 8-

10/grupo).

A fim de verificar se os efeitos do 2-AG também seriam mediados pelos
receptores CB,, realizamos o pré-tratamento com o antagonista desses receptores o
AMG630. Novamente, a administracdo intra-SCPdl de 2-AG promoveu aumento no
numero de lambidas punidas nesse modelo (F31)=5,01 p=0,006, ANOVA seguida do
teste de Bonferroni)(Fig. 15). O pré-tratamento com AM630 reverteu significativamente
esse efeito, sugerindo que os efeitos do 2-AG também sdo mediados pela ativacdo de
CB; (p<0,05, teste de Bonferroni).



37

100+

= =}
= ®
=
=
= 804 I
(=
o
= #
= 60~
|
E 404
(== ]
=
E 20+
8=
E 0 . : : :
1 Inj Veiculo AMG3I0 Veiculo AMEG30
2Inj.  Veiculo Veiculo 2-AG 5000  2-AG 5000

Figura 15.Efeito do pre-tratamento com AMG630 intra-SCPdI sobre o efeito promovido
pelo 2-AG na SCPdI no teste de Conflito de Vogel. As colunas representam a média *
EPM do nimero de lambidas punidas (*p <0,05 em relacdo ao grupo veiculo+veiculo, #
p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo + 2-AG; ANOVA seguida de Bonferroni (n=7-
10/grupo).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, nossos resultados demonstraram que o endocanabinoide 2-
AG, em dois modelos animais distintos, foi capaz de promover efeitos ansioliticos ao
atenuar a expressdo de respostas aversivas, enquanto que o URB 602, inibidor da
monoacil glicerol lipase (MGL), ndo alterou as respostas comportamentais em nenhum
dos modelos utilizados.

Apesar da semelhanca do efeito ansiolitico do 2-AG, observamos que a dose
efetiva no modelo de Vogel foi dez vezes maior do que a dose necessaria para induzir
efeito ansiolitico no modelo do Medo Condicionado ao Contexto.No CFC o animal é
condicionado e recebe os choques um dia antes de passar pelo teste, ou seja, a
administracao da droga e o estimulo aversivo ndo ocorrem no mesmo dia(FANSELOW,
1980). No caso do teste de Vogel, no dia do experimento, o conflito gerado e a
administracdo da droga ocorrem praticamente ao mesmo tempo(VOGEL et al., 1971).
Assim, protocolos empregando diferentes niveis aversivos sugerem que 0S
endocanabinoides sejam recrutados de maneira diferente dependendo do
contexto(HALLER et al., 2009; HALLER et al., 2004a; NAIDU et al., 2007).

Animais nocaute para receptor CB1 apresentaram comportamento tipo ansioso
apenas sob alta luminosidade caracterizando a participacdo do sistema canabinoide em
respostas comportamentais contexto dependente(HALLER et al., 2004a).Haller e
colaboradores demonstraram ainda que a AEA apresentou efeitos ansioliticos robustos
apenas sob condigdes mais aversivas e estressantes, como 0 aumento da luminosidade
durante o teste e ndo ambientacdo do animal(HALLER et al., 2009).

A exploracdo de alvos farmacologicos que aumentam os niveis endogenos dos
endocababinoides, sdo importantes estratégias para producdo de drogas que induzem
comportamento tipo ansiolitico. (ALMEIDA-SANTOS et al., 2013; KATHURIA et al.,
2003; MOREIRA et al., 2008). Com relacdo ao URB602, inibidor da MGL, sua ndo
seletividade para inibicdo da MGL e sua baixa poténcia em aumentar os niveis
sistémicos do 2-AG, podem ser as causas da inefetividade dessa droga,observados nos
nossos resultados.Com tudo, em algumas circunstancias outras enzimas como a FAAH,
ABHD6 e ABHD12,podem ter hidrolisado esse endocanabinoide impossibilitando os
efeitos do URB 602 nesse estudo(BLANKMAN et al., 2007; MARRS et al., 2010;
SUGIURA et al., 2002).
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O JZL 184, outro inibidor da MGL apresentou efeitos ansioliticos no modelo de
ansiedade MarbleyBuring, apenas sob maior luminosidade do ambiente(SCIOLINO et
al., 2011). Essa droga é mais potente e possui maior seletividade para MGL(KINSEY et
al., 2009). Dessa forma, seria importante verificarmos se a administragdo dessa droga
intra-SCPdI altera as respostas comportamentais promovidas nos modelos utilizados no
presente estudo.

Os efeitos do 2-AG foram mediados pelos receptores CB; e CB;, pois 0 pré-
tratamento com seus respectivos antagonistas atenuaram as respostas ansioliticas
encontradas nos modelos estudados. A participacdo dos receptores canabinoides
também foram observadas em estudos prévios do grupo tanto em modelos etol6gicos
como o LCE(ALMEIDA-SANTOS et al., 2013) quanto em modelos mais aversivos
como 0 Medo condicionado (RESSTEL et al., 2008). Embora o receptor CB;tenha sido
proposto como principal responsavel pela mediacdo das respostas comportamentais e
mais expressivo no SNC em relacdo a CB,(MOREIRA et al., 2007; MOREIRA et al.,
2008; PATEL e HILLARD, 2006; SCIOLINO et al., 2011) a participacdo do receptor
canabinoide CB, também ja esta bem estabelecida(ALMEIDA-SANTOS et al., 2013;
ONAIVI, 2006; VAN SICKLE et al., 2005). E importante ressaltar, que nas doses
utilizadas nesse trabalhonenhum dos antagonistaspromoveu efeito per se.

Recentemente, avaliando a acdo do endocanabinoide 2-AG na SCPdI, nosso
grupo demonstrou que a administracdo desse endocanabinoide, aumentou o tempo que
o animal permanece nos bracos abertos do LCE, indicando efeito tipo ansiolitico, bem
como a administracdo do URB 602 também promoveu o mesmo efeito, possivelmente
através do aumento dos niveis enddgenos do 2-AG(ALMEIDA-SANTOS et al.,
2013).Diferentemente, no presente trabalho o URB 602 ndo foi capaz de promover
efeitos ansioliticos no teste de Vogel e no CFC.

Por se tratar de um sistema complexo e recente em termos de tempo de estudo,o
sistema endocanabinoidepode apresentar resultadosfarmacolégicosndo esclarecidos.
Tanto as diferencas entre 0s protocolos experimentais e condicbes ambientais
diferenciadas como discutido anteriormente poderiam justificar nossosdados atuais em
relacdo aos efeitos do URB602 no LCE.No Medo Condicionado ao Contexto e no teste
de Conflito de Vogel, ha um estimulo aversivomais intenso quando comparado ao
modelo do LCE, logo uma proposta seria de que maior demanda e disponibilidade do 2-
AG seria necessario para possivel efeito ansiolitico(SCIOLINO et al., 2011; SUAREZ
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et al.,, 2010; SUTT et al., 2008).0s parametros aversivos utilizados como os choques
nas patas no modelo do medo condicionado, e o nimero de lambida punidas, no teste do
Vogel, mimetizam situacOes estressantes que podem levar ao recrutamento e aumento
da sinalizacdo do 2-AG na SCPdI, como conseqiiéncia apresentar efeitos ansiolitico,
como sugerido por Greeg e colaboradores(GREGG et al., 2012). Complementando
esses dados, outras regides cerebrais envolvidas no comportamento animal como
hipocampo, amigdala e cortex pré frontal, também foram registrados aumento na
sinalizacdo canabinoide ap6s experiéncias estressantes (CAMPOS et al., 2010; HILL et
al., 2005; LISBOA et al., 2010). Porém o recrutamento de AEA e 2-AG sob condi¢des
aversivas podem ser diferentes,uma vez que ocorre 0 aumento dos niveis de AEA em
animais submetidos a choques de alta intensidade,enquanto os niveis do 2-AG
permanecem inalterados(MORENA et al., 2014).

Sugere-se ainda a associagao entre testes experimentais que envolvem memorias
aversivas e a extingdo dessas memorias através do aumento da sinalizagdo do sistema
canabinoide(HALLER et al., 2004b; LARICCHIUTA et al., 2013; MARSICANO et
al., 2002). A busca por métodos e farmacos que atuem na extingdo dessas memarias
pode ser uma boa estratégia para tratamento de medo e ansiedade.Modelos como o
medo condicionado também sdo estudados nessa perspectiva da extingdo da
memoria(LLORENTE-BERZAL et al., 2015).

Deve-se levar em consideracdo também, a participacdo do sistema canabinoide
na modulacio da dor e analgesia (CALIGNANO et al., 1998). E expressivo a
quantidade de dados cientificos demonstrando a participacdo dos canabinoides no
controle da dor e agdes antinociceptivasem regides centrais como a SCP(CALIGNANO
et al., 1998; HOHMANN e SUPLITA, 2006; HOHMANN et al., 2005; MENG et al.,
1998; WALKER et al., 1999). O aumento dos niveis de endocanabinoidessob
condicdes aversivas e estressantes como choques pode mediar efeitos antinociceptivos e
ansioliticos (GREGG et al., 2012; HOHMANN et al., 2005; WALKER et al., 1999).

Embora o uso desses modelos proporcione muitos conhecimentos, 0S mesmos
apresentam certas limitacGes, pois ndo retratam a patologia em si, mas uma reagdo ou
resposta momentanea (STEIMER, 2011). Tendo conhecimento das limitacdes, faz-se
necessario o desenvolvimento de novos modelos animais que visem maior proximidade
com os sintomas clinicos da patologia. A exemplo, estudos com animais geneticamente

modificados, o0s quais se acredita apresentar de fato um estado permanente ansioso no
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animal, s&o novas ferramentas para estudo do comportamento defensivo
animal(SARTORI et al., 2011).

Assim, o principal objetivo desse trabalho foi investigar a acdo do
endocanabinoide 2-AG em modelos animais condicionados que empregam intensidade
aversiva alta, como consequéncia caracterizar diferentes momentos e condicGes para a
acdo desseendocanabinoide.

Os resultados apresentados reforcamos efeitos ansioliticos do 2-AG como
possivel farmaco para tratamento de transtornos de ansiedade em humanos.Sendo esse
mais um importante passo para prosseguir com o0s estudos envolvendo sitios neurais
especificos como a SCP e a modulacdo do sistema endocanabinoide nas respostas
emocionais.
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6 CONCLUSAO
No intuito de verificar se 0 aumento da sinalizacdo do 2-AG ou a acdo direta

desse endocanabinoide, promoveria a inibicdo do comportamento aversivas no modelo
de medo condicionado ao contexto e efeito ansiolitico no teste de Vogel, observamos
que apenas 0 2-AG injetado diretamente na SCPdI apresentou efeitos ansioliticos, e
queo inibidor da hidrélise do 2-AG administrado intra-SCPdI ndo foi capaz de inibir a
expressao das respostas de medo associado ao contexto ou aumentar o ndmero de
lambidas punidas, sugerindo que esse endocanabinoide pode ter um efeito diferencial
dependendo do modelo animal e da intensidade do estimulo aversivo empregado.
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