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Resumo

O transtorno do péanico tem como principal caracteristica a ocorréncia de
ataques de panico. O tratamento farmacologico é feito com antidepressivos e
benzodiazepinicos. O sistema endocanabinoide €é um sistema de
neurotransmissao envolvido na modulacdo de respostas aversivas. Portanto,
no presente trabalho testou-se a hipdtese de que este sistema inibe
comportamentos tipo-panico em animais experimentais. Na primeira parte, foi
investigado o envolvimento do receptor canabinoide CB; nos efeitos anti-
aversivos induzidos pela injecdo sistémica do benzodiazepinco alprazolam ou
do agonista para receptor 5-HT;an (8-OH-DPAT) na substancia cinzenta
periaquedutal dorsolateral (SCPdI). Em seguida, testou-se se a facilitacdo da
sinalizacdo endocanabinoide induz efeito panicolitico no modelo da fuga
induzida por cianeto de potassio (KCN). Por fim, foi validado o modelo de
panico induzido pelo doxapram, para o estudo dos efeitos dos canabinoides.
Observamos que o antagonismo de receptor CB; inibe os efeitos do alprazolam
e do 8-OH-DPAT. No modelo do KCN, nenhum dos canabinoides induziu efeito
anti-aversivo, embora o alprazolam tenha sido eficaz. Por fim, foi demonstrado
gue o doxapram induz efeito ansiogénico no labirinto em T elevado e ativacéo
celular da porcdo ventrolateral da SCP. Também neste modelo, o0s
canabinoides ndo foram eficazes. Pode-se concluir que o0 sistema
endocanabinoide estd envolvido no mecanismo de acdo de drogas
panicoliticas, mas ndo na inducdo de comportamentos tipo-panico induzidos
por KCN ou doxapram. Além disso, este trabalho sugere a hiperventilacdo
induzida pelo doxapram como um modelo animal para o estudo de ataques de

panico.



Abstract

The main feature of panic disorder is the occurrence of panic attacks.
Pharmacological treatment is made with antidepressants and benzodiazepines.
The endocannabinod system is a neurotransmitter system involved in the
modulation of aversive responses. Therefore, in the present study we tested the
hypothesis that this system inibits panic-like behaviors in experimental animals.
In the first part, we investigated the involvement of cannabinoid receptor 1
(CB1) in the antiaversive effects induced by systemic injection of alprazolam or
injection of the 5-HT1A agonist, 8-OH-DPAT, in the dorsolateral periaquedutal
gray (dIPAG). In addition, we tested if increasing endocannabinoid sigaling
induces panicolytic effects in the escape induced by KCN. We observed that
CB1 antagonism prevented the effects of alprazolam and 8-OH-DPAT. None of
the drugs tested was efficacious in the escape reaction induced by KCN,
however, alprazolam presented a panicolytic effect. In the last part, we showed
that doxapram induces anxiogenic efffects in the elevated T maze and cellular
activation of the ventrolateral portion of the PAG. It can be concluded that the
endocannabinoid system is involved in the mechanism of action of panicolytic
drugs, but not in the induction of panic-like behaviors induced by KCN or
doxapram. Moreover, this study suggests the utilization of the hyperventilation
induced by doxapram as an animal model of panic attack.
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Introducao




1. Introducdao

1.1 Transtorno do panico: aspectos histéricos e clinicos

A palavra panico origina-se do nome Pan, uma entidade da mitologia
grega que vivia nas florestas assustando os viajantes devido a sua apari¢ao
subita e aspecto monstruoso. Na era classica, portanto, ja havia relatos,
expressados sob a forma da metafora do mito de Pan, sobre uma sensacao de
terror subita vivida por viajantes. Na era moderna, diversos psiquiatras
observaram e descreveram manifestacdes de ansiedade aguda, angustia,
terror e “medo de sentir medo” (revisado por Nardi e Freire, 2016). Diversas
teorias foram elaboradas para explicar esses sintomas. Entretanto, elas

possuiam um carater mais filoséfico do que empirico.

Na segunda metade do século XX, houve uma revolugdo na psiquiatria.
Diversas drogas se mostraram eficazes em aliviar sintomas psiquiatricos e,
com isso, foi possivel teorizar sobre causas bioldgicas e neuroquimicas para 0s
transtornos psiquiatricos (Lopez-Munoz et al.,, 2012). A imipramina, um
antidepressivo triciclico, passou a ser utilizada para tratar sintomas
depressivos, enquanto 0s benzodiazepinicos eram utilizados para tratar a
ansiedade (Lopez-Munoz e Alamo, 2009; Lopez-Munoz et al., 2011). No ano de
1964, o psiquiatra norte-americano Donald Klein publicou um artigo no qual ele
relata que diversos pacientes que apresentavam o que ele chamou de “ataques
de panico” melhoravam com o tratamento crénico com a imipramina, mas nao
com os sedativos (Klein, 1964). De acordo com Klein, os pacientes
apresentavam além do ataque de panico, sintomas como ondas de calor e frio,
respiracdo acelerada, palpitacbes, fragueza e sensacdo de morte iminente
(Klein e Fink, 1962; Klein, 1964).

Os estudos de Klein influenciaram a terceira edicdo do Manual de
Estatistica e Diagndéstico para Transtornos Mentais (DSM- Ill). Nesta edi¢&o, foi
feita a distingdo entre transtorno do panico e transtorno da ansiedade

generalizada. O primeiro, sensivel a imipramina e o segundo, sensivel aos
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benzodiazepinicos. De acordo com aquela edi¢cdo, o transtorno do panico
caracteriza-se pela presenca de ataques de panico recorrentes, 0s quais se
caracterizam por sintomas somaticos, como palpitacdes, dores no peito,
sudorese, e sintomas cognitivos, como medo de morrer, desconforto e "medo
de ficar louco". O transtorno do péanico pode vir acompanhado de uma averséo
a espacos publicos chamada de agorafobia. O transtorno da ansiedade
generalizada, por sua vez, caracteriza-se pela presenca de ansiedade crbnica
sem causa aparente (DSM-III). Atualmente, a quinta edicdo do DSM considera
a agorafobia uma condicdo que pode se manifestar na presenga ou na
auséncia de ataques de panico, sendo, entdo, uma categoria distinta de
transtorno. Além disso, 0 ataque de panico passou a ser um fator de
prognostico para todos os transtornos mentais ((Asmundson et al., 2014)DSM-
V). Assim, o0 seu tratamento pode melhorar o prognéstico de diversas

condicBes psiquiatricas

Atualmente, os medicamentos mais utilizados para o tratamento do
transtorno do péanico sdo os antidepressivos inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina (ISRS) e o0s benzodiazepinicos de alta poténcia, como o
alprazolam e o clonazepam (Bandelow et al., 2008; Baldwin et al., 2014).
Alguns dos efeitos adversos provocados pelo uso prolongado de
antidepressivos sdo ganho de peso, sonoléncia, disfuncdo sexual e déficits na
memoria e concentracdo (Nardi et al., 2011; Nardi et al., 2012). J4 para o
alprazolam e o clonazepam, os efeitos adversos mais comuns sao sonoléncia e
déficits na memoria e concentracdo (Nardi et al., 2012). A eficacia dos ISRS
indica que o0 sistema serotoninérgico esta envolvido na etiologia ou
patofisiologia do transtorno. Essa observacao levou ao desenvolvimento da
teoria serotoninérgica do transtorno do panico (Deakin e Graeff, 1991; Graeff et
al., 1996).

Outra teoria proposta para explicar a etiologia do transtorno € a teoria do
alarme falso de sufocacédo (AFS) (Klein, 1993). Ela propde a existéncia de um
sistema de deteccao de sufocacdo que seria erroneamente ativado levando ao
ataque de péanico (Klein, 1993). A teoria serotoninérgica e a teoria do AFS

permitem a elaboracdo de hipbteses sobre os mecanismos envolvidos nas
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causas do ataque de panico, possibilitando o desenvolvimento de estratégias

alternativas para o tratamento do transtorno.

1.2 Teoria serotoninérgica do TP e labirinto em T elevado

A ansiedade € uma emocao natural do ser humano, que o prepara para
situacdes de risco, conflitos e desafios. Presente também em outros animais,
como roedores e aves, a ansiedade pode se manifestar em situacfes de
conflito através de comportamentos especificos de cada espécie (Blanchard et
al., 1990). O pombo, por exemplo, pode ser treinado a evitar a realizar um dado
comportamento devido a apresentacdo contigencial de uma punicao (choque)
(Graeff e Schoenfeld, 1970). Dessa maneira, € colocada uma situacdo de
conflito ao animal entre realizar o comportamento ou evita-lo, devido ao
choque. Estudos utilizando esse modelo experimental demonstraram que 0
bloqgueio de receptores serotoninégicos aumenta a frequéncia do
comportamento punido, ou seja, induz um efeito ansiolitico (Graeff e
Schoenfeld, 1970). Posteriormente, foi demonstrado que a deplegao de fibras
serotoninérgicas que projetam para o prosencéfalo também induz um aumento
da frequéncia do comportamento punido, corroborando o efeito ansiolitico (Tye
et al., 1977). A hipétese formulada, portanto, foi a de que a serotonina liberada
em regides prosencefélicas apresenta um efeito ansiogénico (revisado em
Graeff et al, 2002)

Contrapondo tais observacdes, foi demonstrado que a serotonina exerce
funcdo oposta, antiaversiva, em uma estrutura mesencefalica, a substancia
cinzenta periaquedutal (SCP). Fibras serotoninérgicas oriundas do nucleo
dorsal da rafe (NDR) projetam para a SCP. A estimulacdo elétrica da porcao
dorsal SCP (SCPd) induz aumento da atividade locomotora, exoftalmia,
hiperventilacdo, aumento da resposta pressora e bradicardia (Graeff et al.,
1986). Tais respostas sdo aversivas, pois 0s ratos aprendem a evita-la
realizando comportamentos operantes, como pressionar uma barra (Kiser et
al., 1978; Kiser et al., 1980; Jenck et al., 1995). Utilizando-se a estimulagao da
SCPd como punicdo, foi demonstrado que a facilitagcdo local dos efeitos da

serotonina apresentava um efeito anti-aversivo. Ou seja, era necessario uma
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corrente de maior intensidade para provocar o comportamento de pressionar a
barra (Kiser et al., 1978; Kiser et al., 1980). Foi desenvolvida a hipétese entao,
de que a serotonina ao atuar no prosencéfalo teria um efeito ansiogénico, ja ao

atuar na SCPd, teria um efeito anti-aversivo.

Estes comportamentos foram, posteriormente, considerados correlatos
de ataques de péanico (Graeff, 2004). Dentre outros, contribuiram para esta
visao os pesquisadores Caroline Blanchard e Robert Blanchard que realizaram
estudos sobre comportamentos defensivos em ratos (Blanchard e Blanchard,
1989b; 2003; Graeff, 2004). Os comportamentos defensivos constituem um
repertério de respostas que o animal pode apresentar diante de uma ameaca,
como um predador. S&o elas a avaliacao de risco, a esquiva, o congelamento,
a fuga e o ataque (Blanchard e Blanchard, 1989a). Dependendo da distancia
gue o roedor encontra-se do predador, ele ird apresentar um ou outro
comportamento. Por exemplo, com o predador a uma longa distancia, a
probabilidade maior é a de que o roedor apresente um comportamento de
avaliacdo de risco e esquiva, jA quando o predador encontra-se proximo do
roedor e ha uma rota de fuga, ele ira fugir. Caso nao haja rota de fuga, o roedor
ird atacar (Blanchard e Blanchard, 1989a; Blanchard et al., 1990).

Em relagdo aos substratos neurais de cada comportamento, hipotetiza-
se que o sistema septo-hipocampal e a amigdala seriam estruturas recrutadas
durante os comportamentos de avaliacdo de risco e esquiva. Ja o0s
comportamentos de fuga e congelamento seriam mediados pela SCP
(Mcnaughton e Corr, 2004). Tais estruturas comporiam o sistema neural de
defesa (Gross e Canteras, 2012). De fato, em seres humanos, a estimulacéo
da amigdala ou da SCPd provocam sensacfes de medo, ansiedade, terror e
manifestac6es autondmicas simpaticas (Nashold et al.,, 1969a; b; Davis e
Whalen, 2001; Lanteaume et al., 2007). As respostas mediadas pela SCP em
humanos séo similares aos sintomas do ataque de panico. Dessa forma,
baseado no sistema neural de defesa e no papel dessas estruturas em
humanos, € possivel associar os comportamentos defensivos a determinados
transtornos da ansiedade (Blanchard et al., 1990; Graeff e Del-Ben, 2008; Del-
Ben e Graeff, 2009; Canteras e Graeff, 2014). A avaliagdo de risco e a esquiva

estariam relacionadas a ansiedade, correlacionando-se, entdo, com o TAG,
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enguanto a fuga induzida por estimulacdo da SCP e o congelamento estariam
relacionados ao ataque de panico, correlacionando-se com o TP (Graeff et al.,
1998; Schenberg et al., 2001). De acordo com a teoria serotoninérgica,
portanto, foi proposto que em modelos animais envolvendo a esquiva, a
serotonina atuaria no prosencéfalo, apresentando um efeito ansiogénico, ja em
modelos envolvendo a fuga, a serotonina atuaria no mesencéfalo apresentando

um efeito panicolitico (figura X) (Deakin e Graeff, 1991).

De forma a se testar essa hipotese, foi desenvolvido o labirinto em T
elevado (LTE), um modelo animal capaz de medir a esquiva (ansiedade) e a
fuga (panico) no mesmo animal (Graeff et al., 1998; Zangrossi e Graeff, 2014).
O LTE foi baseado no labirinto em cruz elevado, entretanto, ele apresenta dois
bracos abertos e um fechado. As medidas realizadas no aparelho sado a
esquiva inibitéria no braco fechado e a fuga do braco aberto. Para a esquiva
inibitéria, o animal é colocado no braco fechado e mede-se a laténcia para
atingir o centro do labirinto, onde ndo ha paredes. A exposicdo € repetida trés
vezes e ha um aumento progressivo da laténcia indicando que o animal
aprendeu que no centro do labirinto ha um espaco aberto e, portanto, aprendeu
a evita-lo. A fuga € medida a partir da exposi¢cédo do animal ao braco aberto por
trés vezes consecutivas. Foi demonstrado que o comportamento de fugir do

braco aberto ndo sofre habituagdo e ndo ha aprendizado (Teixeira et al., 2000).

De acordo com a validacado farmacolégica do modelo, drogas que sao
utilizadas na clinica para o tratamento do TAG, como o diazepam, e alguns
antidepressivos administrados cronicamente, sédo eficazes em reduzir a laténcia
da esquiva inibitoria, sugerindo um efeito ansiolitico. JA o alprazolam
administrado de forma aguda e todos os antidepressivos administrados de
forma crbnica testados até entdo séo eficazes em aumentar a laténcia da fuga,
sugerindo um efeito panicolitico (ver tabelas em Zangrossi & Graeff, 2014). O
efeito panicolitico da fluoxetina parece depender da ativacdo de receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT;5 na SCPdI (SCPd) (Zanoveli et al., 2010).

Outro modelo que permite avaliar comportamentos do tipo-pénico € a
fuga induzida por estimulacéo elétrica da SCPdI (Jenck et al., 1995; Schenberg

et al., 2001; Schenberg et al., 2014). A validacdo farmacoldgica desse modelo
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mostra que a clomipramina e a fluoxetina administradas de forma aguda ou
cronica e benzodiazepinicos de alta poténcia aumentam o limiar de corrente
necessaria para induzir a fuga (Jenck et al., 1995; Vargas e Schenberg, 2001;
Schenberg et al., 2002). Uma desvantagem para o uso desse modelo é que a
estimulacdo elétrica da regido leva a ativacdo indiscriminada de corpos
celulares e fibras de passagem. Dessa forma, a estimulacdo quimica da SCPdI
por meio de agonistas excitatérios permite o estudo de populacbes de
neurénios especificas (Aguiar et al., 2006; Moreira et al., 2013). Em relagéo a
validagdo farmacoldgica, foi demonstrado que a ativacdo de receptores de
serotonina do tipo 1A (5-HT14) na SCPdI atenua a resposta de fuga, enquanto o
tratamento crénico com a imipramina ndo altera essa resposta. Contudo, com o
tratamento combinado de um agonista para receptores 5-HT;5 € a imipramina,
houve atenuagdo da fuga (Beckett e Marsden, 1997; Mongeau e Marsden,
1997). Assim, o comportamento de fuga do LTE, a fuga por estimulacdo
guimica da SCPdI e a fuga por estimulacédo elétrica da SCPd respondem de
maneira diferente a tratamentos que interferem no sistema serotoninérgico, o

gue indica que esses comportamentos apresentam mecanismos distintos.
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Fig 1. Representacdo esquematica mostrando neurbnios serotoninérgicos
oriundos do nucleo dorsal da rafe (NDR) atuando na SCP, inibindo o panico, ou

na amigdala, facilitando a ansiedade. Modificado de (Graeff et al., 1996).
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1.3 Teoria do alarme falso de sufocacéo

O ataque de panico pode ser induzido em individuos que apresentam o
transtorno por meio da exposicao a certas substancias, chamadas portanto de
panicogénicas, como o CO,;, o doxapram, o lactato, o isoproterenol, a
colecistocinina, a cafeina, entre outros (Fyer et al., 1987; Balon et al., 1988;
Hollander et al., 1989; Zwanzger et al., 2003; Nardi et al., 2008). A inalagédo de
uma mistura de gas com alta concentracdo de CO, (hipercapnica) é o método
mais utilizado para se estudar o ataque de panico em humanos (Amaral et al.,
2013). Individuos que apresentam o transtorno e sdo expostos ao protocolo de
inalacdo reportam sintomas como medo de morrer, dor no peito, respiracao
curta, parestesia, sensacdo de sufocacdo e vertigem, similar ao que é relatado
durante um ataque de panico espontaneo (Nardi et al., 2006) (nardi et al, 2006
— psychopathological profile). A observacdo de que a hipercapnia induz
ataques de panico levou ao desenvolvimento da hip6tese de que individuos
diagnosticados com o transtorno sao hipersensiveis a alteracfes da presséo
parcial de CO, e ao pH do sangue (Papp et al., 1989; Vollmer et al., 2015).

Outra teoria proposta baseada nessa observacao € a teoria do alarme
falso de sufocacdo (AFS), de acordo com essa teoria, individuos
diagnosticados com o TP apresentariam um alarme para deteccdo de
sufocagcdo que seria erroneamente ativado, causando os sintomas do ataque
(Klein, 1993; 1994). Uma situacao real de eminéncia de sufocacdo em um
individuo ndo diagnosticado com o transtorno levaria a comportamentos de luta

ou fuga, medo e reacdes autondmicas.

Outras evidéncias para a teoria do AFS séo o fato de que o TP é mais
prevalente em individuos asmaticos e com doenca pulmonaria obstrutiva
cronica e fumar cigarro € um fator de risco para o desenvolvimento do
transtorno (Klein, 1994; Hasler et al., 2005; Willgoss e Yohannes, 2013). Os
sintomas presentes na sindrome congénita de hipoventilagdo central sugerem
a presenca de um sistema central de deteccdo de sufocacdo (Klein, 1993).
Essa sindrome caracteriza-se pela incapacidade de respirar durante o sono

levando o individuo a hipoxia e possibilidade de morte. Esses individuos n&o
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apresentam uma reacdo natural a hipdxia, como resposta de alerta e
hiperventilagcdo, sugerindo, entdo, que eles ndo apresentam um sistema de
deteccao de sufocacdo (Movahed et al., 2005).

Em uma tentativa de se investigar estruturas cerebrais que comporiam o
sistema de deteccdo de sufocacdo, a resposta comportamental do
guimiorreflexo foi proposta como um modelo animal de ataque de panico
(Schimitel et al., 2012). O quimiorreflexo constitui uma reacgéo reflexa a uma
situacdo de hipdxia (Costa et al., 2014). Em roedores, a hipdxia pode ser
induzida tanto por uma mistura de gas com baixa concentracdo de O2 quanto
pela injecdo intravenosa de cianeto de potassio (KCN). O KCN gera uma
hipdxia citotoxica cuja resposta reflexa € caracterizada por aumento da pressao
arterial, hiperventilacdo, bradicardia e um breve aumento da atividade
locomotora (Haibara et al.,, 1999). A figura 2 mostra a anatomia do

guimiorreflexo.

O aumento da atividade locomotora induzida pelo KCN é dependente do
hipotalamo dorsomedial (HDM) e da porcéo dorsolateral da SCP (Schimitel et
al., 2012; Silva et al., 2015). De forma similar a SCP, a estimulagdo do HDM
provoca uma reacdo de fuga, além disso, essa estrutura € recrutada quando o
roedor encontra-se diante de um predador (gato), sugerindo que essa estrutura
também pode estar envolvida na génese do ataque de panico (Canteras, 2002;
Freitas et al., 2009; De Bortoli et al., 2013). Devido ao fato do substrato neural
da atividade locomotora induzida pelo KCN depender de estruturas do sistema
neural de defesa, sugeriu-se que essa resposta representaria um
comportamento defensivo de fuga (Schimitel et al., 2012). De forma a se propor
a resposta de fuga induzida por KCN como um modelo animal de ataque de
panico, foi feita uma validacdo farmacoldgica com o clonazepam administrado
de forma aguda e a fluoxetina administrada cronicamente. Ambos o0s
tratamentos reduziram a duragcdo da fuga (Schimitel et al., 2014). Isso indica
gue o modelo pode apresentar boa preditabilidade farmacoldgica para drogas
panicoliticas. Como os efeitos do KCN dependem da SCPdI, essa estrutura foi
proposta como parte do suposto sistema de deteccdo de sufocagdo. Tal

proposicao permite a convergéncia entre a teoria do sistema neural de defesa e
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a teoria do alarme falso de sufocacéo (Schimitel et al., 2012; Schenberg et al.,
2014).
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Fig. 2 Representacdo esquemética da anatomia do quimiorreflexo. Alteragdes
na presséao parcial de O, ou pH do sangue ativam quimiorreceptores periféricos
no corpo carotideo que sinalizam ao nucleo do trato solitario (NTS). O NTS, por
sua vez, envia projecbes a diversas estruturas do bulbo, como o nucleo
ambiguo (NA), &rea Boétzinger, pre-Bot, grupamento respiratério ventral rostral
e caudal (rVRG e cVRG), porgcao ventrolateral rostral do bulbo (RVLM) e
porcdo ventrolateral caudal do bulbo (CVLM). Modificado de (Costa et al.,
2014)

1.4 Doxapram, um agente panicogénico em humanos

O ataque de péanico constitui um fendbmeno complexo que envolve tanto
sintomas cognitivos e comportamentais quanto respostas autondmicas,
sintomas vestibulares, entre outros (revisado por Perna et al, 2016). Diversos
estudos enfatizam o papel das respostas fisioldgicas na etiologia do transtorno
(Perna et al., 2004; Esquivel et al., 2010). A hipersensibilidade ao CO,, as
comorbidades com doencas pulmonares e cardiacas e 0s sintomas somaticos

sugerem que alteracdes nos sistemas respiratorio, cardiaco e de equilibrio
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estdo envolvidas no desenvolvimento do transtorno (Perna et al., 2001;
Katerndahl, 2008; Amaral et al., 2013).

A heterogeneidade de sintomas do ataque de panico e a proeminéncia
de sintomas respiratérios permitiram uma classificacdo entre transtorno do
panico do subtipo respiratério e ndo-respiratorio (Briggs et al., 1993). O subtipo
respiratorio caracteriza-se pela presenca dos seguintes sintomas: medo de
morrer, falta de ar, parestesias, dor ou desconforto no peito e sensagéo de
sufocacdo. JA no subtipo nao-respiratorio, esses sintomas estdo ausentes
(Zugliani et al., 2015). Alguns estudos, entretanto, ndo observaram essa
distincdo (revisado em Zugliani et al, 2016). Apesar disso, é possivel que
alteracdes no sistema cardiorespiratdrio exercam algum papel na etiologia ou
no processo de desenvolvimento do transtorno, especialmente para o subtipo

respiratorio.

Além da hipercapnia, outra forma de se induzir um ataque de pénico em
individuos diagnosticados com o transtorno € por meio da injecdo intravenosa
de doxapram (Lee et al., 1993; Abelson, Weg, et al.,, 1996; Gutman et al.,
2005). O doxapram € um estimulante respiratério (analéptico) utilizado em
seres humanos e outros animais para recuperacdo do efeito de anestésicos no
pés-operatério (Yost, 2006). Ele aumenta a frequéncia respiratoria, o volume
corrente e a ventilacdo minuto de individuos acordados (Burki, 1984; Martinez
et al., 2015). A terapia cognitivo comportamental € capaz de atenuar os efeitos

panicogénicos desta substancia (Abelson, Nesse, et al., 1996).

O efeito panicogénico do doxapram constitui mais uma evidéncia para o
envolvimento do sistema cardiorrespiratério na etiologia ou fisiopatologia do
transtorno (Kinkead et al., 2014). Investigacbes acerca do mecanismo de acéo
e da caracterizacdo dos efeitos centrais do doxapram podem contribuir para um
melhor entendimento do transtorno do panico. Entretanto, poucos estudos em
roedores foram realizados. Esses estudos mostram que o doxapram apresenta
propriedades aversivas nos modelos de interagdo social, campo aberto e no
medo condicionado em ratos (Sullivan, Gregory M. et al., 2003). Além disso, a
injecdo de doxapram leva a um aumento da expresséo da proteina c-Fos e do

horménio liberador de corticotrofina na amigdala central de ratos (Sullivan,
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Gregory M. et al., 2003; Choi et al., 2005). A avaliacdo do efeito de drogas
potencialmente panicoliticas nos efeitos provocados pelo doxapram pode
ajudar a elucidar quais neurotransmissores estdo envolvidos na génese do
ataque de panico. Portanto, mais estudos em roedores sdo necessarios para

se investigar os mecanismos envolvidos nos efeitos do doxapram.

1.5 O papel do sistema endocanabinoide no transtorno do panico

O sistema endocanabinoide € um sistema de neurotransmissao atipica
(Alger e Kim, 2011). Ele é constituido por receptores canabinoides do tipo 1 e 2
(CB; e CB,), pelos ligantes enddégenos anandamida (AEA) e 2-araquidonoil
glicerol (2-AG), pelas enzimas de sintese e degradacdo dos ligantes e pelo
transportador de anandamida (Devane et al., 1988; Devane et al., 1992; Cravatt
et al., 1996; Dinh et al., 2002; Howlett et al., 2002; Gong et al., 2006; Fowler,
2012). A AEA é um agonista parcial de receptores CB; e CB,, enquanto o 2-AG
€ um agonista pleno desses receptores (Mackie et al., 1993; Felder et al., 1995;
Reggio, 2010). Ambos os endocanabinoides sdo sintetizados em neurdnios
pos-sinapticos e, ao serem liberados, ligam-se aos receptores canabinoides em
neurbnios pré-sinapticos, sendo, entdo, uma neurotransmissdo retrograda
(Katona et al., 1999; Katona e Freund, 2012). Esses receptores sao acoplados
a proteina Gi, sendo que a ativacdo do receptor CB; esta associada a uma
reducdo na liberacdo de neurotransmissor pelo neurdnio pré-sinaptico
(Hoffman e Lupica, 2000). A AEA pode ser degragada pela enzima hidrolase
amida de acidos graxos (FAAH), enquanto o 2-AG pode ser degradado pela
monoacilglicerol lipase (MAGL) (Cravatt et al., 1996; Dinh et al., 2002) (fig 3).
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EtNH, + AA

Fig 3. Representacdo esquematica do sistema endocanabinoide. AEA
(anandamida) 2-AG (2-araquidonoil glicerol), NMDAR (receptores NMDA),
FAAH ( hidrolase amida de &cidos graxos), EtNH2 (etanolamida), AA (acido
araquiddnico), T (transportador de anandamida), MAGL (monoacilglicerol
lipase), TRPV1 (receptor vaniloide de potencial transiente 1), CB1 (receptor
CB1), CB2 (receptor CB2), GLU (glutamato). A liberacdo de endocanabinoides
pode levar a reducédo da liberacéo de glutamato pelo neurénio pré-sinaptico via

receptor CB1.
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Atualmente, os receptores e as enzimas de degradacdo séao
considerados alvos farmacoldgicos com potencial terapéutico para o tratamento
de transtornos da ansiedade (Batista et al., 2014; Fowler, 2015b). Agonistas e
antagonistas para o receptor CB; foram exaustivamente testados em diversos
modelos de ansiedade sensiveis aos benzodiazepinicos, revisado em-(Viveros
et al.,, 2005; Griebel e Holmes, 2013). Em sintese, foi demonstrado que
agonistas para receptor CB; em modelos animais de ansiedade exibem uma
curva em U invertido, ou seja, doses intermediarias sdo mais eficazes em
atenuar os comportamentos do tipo-ansiedade do que doses baixas ou altas —

revisado em (Viveros et al., 2005).

Experimentos envolvendo injecdes centrais sugerem que estruturas
como a amigdala e a SCPdI estdo envolvidas nesse efeito ansiolitico (Moreira
et al., 2007; Rubino et al., 2007; Griebel e Holmes, 2013; Batista et al., 2014).
Os antagonistas podem apresentar um efeito ansiogénico ou nenhum efeito
nesses modelos. Os inibidores da degradacdo de AEA também apresentam
efeitos ansioliticos, entretanto, tal efeito pode depender do nivel de
“aversividade” que o modelo possui, ou seja, em alguns estudos o efeito
ansiolitico foi observado apenas em protocolos com estimulos aversivos mais
intensos (Haller et al., 2009; Batista et al., 2015). Os inibidores da degradacao
do 2-AG também parecem apresentar um efeito ansiolitico, embora mais
estudos sejam necessarios para se confirmar essa hipétese (Busquets-Garcia
et al., 2011; Almeida-Santos, Gobira, et al., 2013).

Em relagdo a modelos animais de ataque de pénico, os resultados
mostram um efeito panicolitico tanto de agonistas para o receptor CB; quanto
de inibidores da degradacdo de AEA e 2-AG (Finn et al., 2003; Finn et al.,
2004; Casarotto et al.,, 2012; Almeida-Santos, Gobira, et al., 2013; Almeida-
Santos, Moreira, et al., 2013; Batista et al., 2015; Viana et al., 2015). Até o
presente momento, os estudos sugerem que a facilitacdo da sinalizacdo do
receptor CB; parece promover um efeito panicolitico. De acordo com a maioria
dos estudos, esse efeito depende da ativacao de receptores CB; em neurbnios
da SCPdI revisado em-(Batista et al., 2014). A partir desses resultados é
possivel propor a hipétese de que uma menor ativagdo de receptores CB; na

SCPdI poderia predispor o individuo a um ataque de péanico (Batista et al.,
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2015; Viana et al.,, 2015; Morena et al., 2016). Drogas panicoliticas, como
antidepressivos e benzodiazepinicos, portanto, exerceriam seu efeito
terapéutico aumentando a ativacdo de receptor CB; nessa estrutura (Garcia-
Gutierrez e Manzanares, 2010; Gunduz-Cinar et al., 2015). Uma das hipoteses
testadas no presente trabalho € se o efeito panicolitico mediado pela ativacéo
de receptor 5-HT14 na SCPdl e pelo alprazolam dependem da ativacdo de

receptores CBj.

Até o momento, o papel do sistema endocanabinoide no ataque de
panico foi investigado em modelos baseados na teoria do sistema neural de
defesa. Entretanto, a utilizacdo de modelos de ataque de panico baseados em
outras teorias pode revelar um papel diferente para o sistema nos
comportamentos tipo-panico. Assim, devido a relevancia do sistema
cardiorrespiratorio na patofisiologia do TP, neste trabalho também foi avaliado
se a ativacdo do receptor CB; apresenta um efeito panicolitico no modelo da
fuga induzida pela injecdo de KCN. Além das abordagens comportamentais,
também foi testada a hipétese de que a facilitacdo da sinalizacdo
endocanabinoide atenua as respostas ventilatérias induzidas pelo doxapram.
Dessa forma, este trabalho complementa os estudos prévios sobre o papel do
sistema endocanabinoide em modelos baseados na teoria do sistema neural de
defesa e investiga pela primeira vez este papel em modelos baseados na teoria
do AFS.
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Objetivos
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2.

Objetivo geral

Investigar o papel do sistema endocanabinoide em modelos animais de ataque

de panico e caracterizar os efeitos do doxapram como uma nova abordagem

para o estudo do ataque de panico em ratos

2.1 Objetivos especificos:

a)

b)

f)

9)

h)

)

Testar a hipétese de que o efeito anti-aversivo do alprazolam, injetado
de forma sistémica, depende de receptores CB;.

Testar a hipétese de que o efeito anti-aversivo induzido por ativacao de
receptor 5-HT14 na SCPdl, no modelo do labirinto em T elevado,
depende de receptores CB; nessa estrutura.

Testar a hipétese de que o efeito anti-aversivo induzido por ativacao de
receptor 5-HT14, N0 modelo de fuga induzida por estimulacdo quimica da
SCPdl, depende de receptores CB; nessa estrutura.

Testar a hipotese de que o alprazolam atenua a fuga e as respostas
cardiovasculares induzidas por KCN.

Testar a hipbétese de que drogas que facilitam o sistema
endocanabinoide (WIN55,212-2, URB597, AA-5-HT e o CBD) atenuam a
duracédo da fuga induzida por KCN.

Caracterizar os efeitos do doxapram injetado via intravenosa nas
respostas cardiorespiratérias.

Testar a hipétese de que o alprazolam atenua as respostas ventilatorias
induzidas pelo doxapram.

Testar a hipétese de que o URB597 atenua as respostas ventilatorias
induzidas pelo doxapram.

Testar a hipétese de que o doxapram, injetado via intraperitoneal,
apresenta propriedades aversivas no modelo do labirinto em T elevado e
da aversao condicionada ao lugar.

Testar a hipotese de que a injecao intravenosa de doxapram induz

aumento da expressao de proteina c-Fos na SCPdI.
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3. Descricao dos experimentos

3.1 Parte 1. Envolvimento do receptor CB; nos efeitos anti-aversivos do

alprazolam e de um agonista 5-HT 1,

O objetivo deste grupo de experimentos foi testar a hipétese de que o
receptor CB; esta envolvido nas respostas anti-aversivas mediadas pela
injecao sistémica de alprazolam e pela ativagéo do receptor 5-HT14 na SCPdI.
Para isso, foi utilizado o modelo do LTE e a fuga induzida por estimulagéo da
SCPdl. O protocolo consistia em administrar uma dose ineficaz de AM251 via
intraperitoneal, seguido da administracdo de uma dose eficaz de alprazolam
também via intraperitoneal. Posteriormente, os animais foram expostos ao LTE.
O outro protocolo consistiu em injetar via intra-SCPdl uma dose ineficaz de
antagonista para receptor CB;, AM251, seguido da administragcéo intra-SCPdlI
de uma dose eficaz de agonista para receptor 5-HT1a, 8-OH-DPAT. ApOs as
injecdes, os animais foram expostos ao LTE ou a caixa de observacao para a
avaliacdo da fuga induzida por estimulacdo da SCPdI. A fig. X mostra o

delineamento experimental relativo a esses experimentos

3.2 Parte 2: efeito de canabinoides naresposta de fuga induzida por KCN

Neste grupo de experimentos foi testada a hipotese de que drogas que
atuam no sistema endocanabinoide atenuam a fuga induzida por KCN.
Inicialmente, o alprazolam foi testado como validagdo farmacoldgica na fuga e
nos parametros cardiovasculares. Posteriormente, foi feita uma curva dose-
resposta das seguintes drogas injetadas via intraperitoneal: WIN55212-2,
URB597, AA-5-HT e CBD, seguido da injecdo iv de KCN. Apenas o
comportamento foi medido. A fig. X mostra o delineamento experimental

relativo a esses experimentos

3.3 Parte 3: Caracterizacdo do doxapram em respostas ventilatérias e

comportamentais e efeitos de canabinoides

Pouco se sabe sobre os efeitos do doxapram em ratos acordados,

assim, neste grupo de experimentos foram avaliados os efeitos do doxapram
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nos seguintes parametros: resposta cardiorrespiratoria, aversao condicionada
ao lugar, LTE e expressdo da proteina c-Fos na SCP. Para a resposta
cardiorrespiratéria e a expressdo da proteina c-Fos, o doxapram foi
administrado  via intravenosa, enquanto para 0S  experimentos
comportamentais, a droga foi injetada via intraperitoneal. A fig. X mostra o

delineamento experimental relativo a esses experimentos

Além das abordagens comportamentais, o URB597 e o alprazolam
foiram testados nas respostas ventilatérias induzidas pelo doxapram. A
frequéncia respiratéria foi avaliada por meio da técnica da pletismografia de
corpo inteiro. Para isso, 0os animais receberam alprazolam ou URB597 via
intraperitoneal e em seguida, o doxapram foi injetado via iv. A fig. X mostra o

delineamento experimental relativo a esses experimentos
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4. Material e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (220 — 300 gramas) fornecidos pelo
centro de bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas (CEBIO). Eles foram
mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia da UFMG com ciclo
claro-escuro de 12 horas e livre acesso a ragdo e a agua. Os protocolos foram
aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob
0s protocolos 059/2011 e 259/2013.

4.2 Drogas

a) AM251 (Cayman Chemicals®, EUA). antagonista/agonista inverso CB;
e Doses: 100 pmol/0,2 uL e 0,3 mg/kg
e Diluicao: etanol, cremophor e salina (1:1:18)
b) 8-OH-DPAT (Tocris®, UK,): agonista 5-HTa
e Doses: 3,2; 8 e 16 nmol/0,2 pL
e Diluicdo: salina
c) NMDA (Sigma Aldrich®, EUA, doac¢éo): agonista NMDA
e Doses: 1 nmol/0,2 uL
e Diluicdo: salina
d) Alprazolam (doacéo): bezodiazepinico modulador alostérico de receptor
GABA.
e Doses: 1, 2 e 4 mg/kg
e Diluicdo: Tween 2% e salina.
e) WINbS5,212-2 (Cayman Chemicals®, EUA): agonista CB; e CB2
e Doses: 0,1; 0,1 e 1 mg/kg
¢ Diluicdo: etanol, cremophor e salina (1:1:18)
f) URB597 (Cayman Chemicals®, EUA): inibidor da enzima FAAH.
e Doses: 0,1; 0,3 e 1 mg/kg
¢ Diluicdo: etanol, cremophor e salina (1:1:18)
g) AA-5-HT (Cayman Chemicals®, EUA): inibidor da enzima FAAH e
antagonista TRPV1.
e Doses: 1; 2,5 e 5 mg/kg
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¢ Diluicdo: etanol, cremophor e salina (1:1:18)
h) Canabidiol (THC Pharm®, ALE, doacéo): agonista 5-HT1a e inibidor da
enzima FAAH.
e Doses: 5, 10, 20, 40 mg/kg
e Diluicdo: Tween 5% e salina
i) Cianeto de potassio (KCN; Cromoline®, BRA, doacao): estimulador dos
guimiorreceptores periféricos.
e Doses: 80 pg/0,1 mL e 160 pg/0,1 mL
e Diluicdo: salina
j) Cloridrato de doxapram (Viviram-V®, Holliday-Scott, BRA): analéptico,
possivel estimulador de quimiorreceptores periféricos.
e Doses: 5, 10, 20 mg/kg

e Diluicdo: salina

4.3 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados com cetamina (Cetaminl®, Syntec, BRA)
e xilazina (Anasedan®, Vetbrands, BRA) na propor¢do de 3:5 (0,01g/mL e
0,023g/mL) em um volume de 1 mL/kg. Em seguida, foram colocados no
aparelho estereotaxico e aplicados: anestésico e vasoconstritor (cloridrato de
lidocaina e hemitartarato de epinefrina 2%,), Alphacaine 100®, DFL, BRA via
subcutanea; antibiético (Agrosil 5 mega® Vansil) em um volume de 0,2uL por
animal via intramuscular; analgésico, antitérmico e antiinflamatorio
(Banamine®, Schering Plough, BRA) na dose de 0,05 mL/kg via subcutanea.
Para expor a calota craniana, foi feito um pequeno corte na pele da cabeca do
animal e todo o tecido que envolve a calota foi retirado para a visualizacao das
suturas no cranio, onde encontram-se o0s pontos de referéncia lambda e
bregma de acordo com o atlas Paxinos & Watson (2006). A inclinacdo da
cabeca do animal no aparelho foi ajustada de modo que o lambda e o bregma
estivessem no mesmo plano horizontal. Tendo o lambda como ponto de
referéncia, as medidas lateral (-1.9) e dorsoventral (-4.8) foram feitas. Uma
canula de 11 mm foi colocada em um angulo de 16°, além de um mandril para

a obstrucéo do ducto da canula. A canula e o mandril foram fixados a cabeca
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do animal através de cimento acrilico para dentista fixados a dois parafusos.
Os animais foram mantidos no biotério por no minimo 5 dias até o experimento
comportamental para os experimentos com a estimulacédo da SCPdI ou por 3-4

dias para os experimentos com o LTE.
4.4 Aparelhos experimentais

4.4.1 Labirinto em T Elevado (LTE): o labirinto em T Elevado (Fig. 2) possui
um braco com paredes laterais opacas perpendicular a dois bracos sem
paredes com 50cm de comprimento por 12cm de largura elevados a 50cm do
chédo. O protocolo experimental consistia nos seguintes passos: 0S animais
eram manipulados durante 3 dias por 3 minutos para habituacdo ao
experimentador. No dia seguinte, 0s ratos eram expostos ao bragco aberto do
labirinto, esse procedimento visa eliminar o componente exploratorio do
comportamento no dia do teste comportamental no qual é medida a fuga. No
quinto dia, o teste era realizado da seguinte maneira: para a esquiva inibitoria,
o animal era colocado no braco fechado do labirinto e o tempo gasto até ele
atingir o centro era medido em trés sessfes consecutivas intercaladas por um
intervalo de 30 segundos. Antes de se comecar a medir o tempo da esquiva,
uma barreira de madeira era colocada na frente do animal por 30 segundos de
modo a evitar uma fuga imediata do animal da méo do experimentador apés a
exposicao ao labirinto. Caso o animal ndo se locomovesse até o centro em um
tempo maximo de 300 segundos, ele era retirado do labirinto. 30 segundos
apos a terceira e Ultima exposicao, o animal era colocado no braco aberto para
a fuga. As laténcias para sair do braco aberto do labirinto eram medidas
também em trés sessdes consecutivas intercaladas por um intervalo de 30
segundos, o tempo maximo de permanéncia no braco aberto também era de

300 segundos.

4.4.2 Caixa de observacado: para os experimentos com o modelo da fuga
induzida por estimulagéo da SCPdI, os animais foram colocados em uma caixa
de acrilico transparente (29 x 19 x 34 cm), acoplada a uma tampa de malha
plastica com um orificio que permite a passagem do polietileno P-10 (Fig.X).

Adbs a injecdo das drogas, a reacdo dos animais foi gravada por uma camera
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de video localizada em frente a caixa de observacdo durante 2 minutos. Foi
guantificado o namero de pulos que o animal exibia na caixa, o pulo foi
considerado quando o animal retirou as quatro patas do chdo (AGUIAR et al.,
2006). Apos a retirada do animal da caixa, o chdo e as paredes da mesma

eram limpas com alcool 70%.

4.4.3 Aversao condicionada ao lugar: a aversao condicionada ao lugar foi
realizada em uma caixa com trés compartimentos (A, B e centro) diferenciados
pela parede e assoalho. O objetivo desse modelo é avaliar se os animais
tratados com o doxapram apresentam uma aversdo ao lugar no qual foi
injetada a droga. O protocolo consistia em 1 dia de pré-condicionamento, 6 dias
de condicionamento e 1 dia de teste. No pré-condicionamento 0s animais eram
colocados no centro da caixa por 15 minutos e exploravam a caixa livremente.
Os animais que permaneciam em um lado da caixa, seja o A, B ou o centro por
mais de 75% do tempo maximo eram excluidos do experimento. Na fase de
condicionamento os animais receberam o doxapram em 1 lado da caixa, por
exemplo, o lado A, e o veiculo no lado B em dias alternados. No
condicionamento os animais eram confinados no lado A ou B da caixa e la
permaneciam por 30 minutos. A fase de condicionamento foi randomizada e
alternada, ou seja, metade dos animais que receberam doxapram ou veiculo
foram condicionados no lado A e a outra metade no lado B. No dia do teste os
animais eram reexpostos a caixa com as portas dos compartimentos abertas
onde era permitido explorar toda a caixa. A analise da aversao condicionada ao
lugar foi feita a partir do seguinte calculo: tempo no lado pareado com a droga
de interesse no dia do teste — tempo pareado no mesmo lado no dia do pré-

condicionamento.
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Figura 6. Caixa de aversdo condicionada ao lugar
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4.5 Injecédo das drogas

Para a injecdo das drogas foi utilizada uma agulha odontolégica gengival
de 12 mm conectada a um tubo de polietileno (P10 — Intramedic Clay Adams ®,
EUA) preenchido com agua destilada, uma bolha de ar foi deixada entre a
droga e a agua destilada. O tubo, por sua vez, conectava-se a uma seringa de
10 pL (Hamilton Company®, EUA) controlada por uma bomba de infusdo. O
volume injetado foi de 0,2 uL em uma frequéncia de 0,4 puL/min. Apéds a injecao,
a agulha permaneceu na canula durante 30 segundos. Para os experimentos
na caixa de observacdo, imediamente apos a infusdo de NMDA o animal ja
apresentava pulos e o comportamento era, entdo, medido. Para o0s
experimentos na caixa de observacdo e LTE o intervalo entre a injecéo e o
teste comportamental foi de 10 minutos para o 8-OH-DPAT. Quando foram
realizadas duas injecbes (AM251 e 8-OH-DPAT) o0 antagonista era
administrado primeiro e 5 minutos depois 0 8-OH-DPAT era injetado.

4.6 Verificacao dos sitios de injecao

Um dia apés o experimento comportamental os animais foram
anestesiados com uma overdose de cetamina e xilazina (0.4 mL/rato) e o
procedimento da injecéo intracerebral foi repetido para a injecdo de corante
azul de Tripan para a visualizacdo do sitio de inje¢cdo. Os cérebros, entéo,
foram retirados e armazenados em uma solucdo de formalina por no minimo 2
dias. Em seguida, os cérebros foram fatiados com um bisturi em sentido
coronal até que se atingisse um plano no qual fosse possivel observar o

corante marcando o sitio de injecao.

4.7 Implantagdo de canulas arterial e venosa

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg ip) e
canulas de polietileno preenchidas com heparina (Liguemine®, BRA) e salina
(1:5) foram introduzidas na aorta abdominal através da artéria femoral ou na

veia femoral. As canulas foram feitas a partir de um tubo de polietileno PE50
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(CPL Medicals ®, BRA) de 15 cm, soldado por aquecimento a um tubo PE10
(Intramedic Clay-Adams®, EUA) de 2 ou 4 cm, para veia ou artéria femoral
respectivamente, obstruidos por um alfinete de metal. As canulas foram
expostas no dorso do animal de forma subcutanea para posterior manipulacao.
Em seguida, as incis6es foram fechadas com suturas e os animais levados ao
biotério. A canula arterial foi utilizada para se registrar a pressao arterial e a

frequéncia cardiaca e a canula venosa para se administrar KCN ou doxapram.

4.8 Injecdao de KCN e registro dos parametros cardiovasculares e

comportamentais

Um dia ap6s a cirurgia, as canulas foram conectadas a um tubo de
polietileno (PE-50, CPL Medicals®, BRA) e os animais foram colocados em um
campo aberto (figX). Para os experimentos comportamentais, apds 10 min de
habituacéo, os ratos receberam uma injecao in bolus de KCN (0,80 pg/0,1 mL).
O comportamento foi gravado durante 30 segundos a partir da injecdo de KCN
por uma camera localizada acima da caixa. A duracdo da fuga foi medida
posteriormente por andlise cega. Para 0s experimentos que envolveram o
registro cardiovascular, os animais receberam uma injecdo de KCN (injecéao 1),
seguido da injecao intraperitoneal de alprazolam. 30 minutos apos a injecao,
uma segunda injecdo de KCN foi feita (injecdo 2). Tal procedimento foi
escolhido de forma a se eliminar os animais que apresentavam uma resposta
anormal (hipotensdo) ao KCN. Este procedimento estd validado e ¢é
rotineiramente utilizado pelo grupo de pesquisa da Prof. Dr. Andréa S. Haibara
para o estudo da fisiologia do quimiorreflexo. Para o registro da pressao arterial
e da freqUéncia cardiaca a canula arterial foi conectada a um transdutor de
pressdo ligado a um sistema de aquisicdo de dados digital (Biopac Systems
MP 150®). O software Acgknowledge 3.8.1 foi utilizado para a visualizacao da
pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC).

4.9 Campo aberto
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Os animais foram colocados em uma caixa quadrada de 50m2 sob uma camera
colocada ao teto. A locomocéo basal foi filmada durante 5 min e a distancia
percorrida foi avaliada automaticamente pelo software AnyMaze. O alprazolam
ou o doxapram foram injetados via intraperitoneal 30 min antes da exposi¢céo

ao campo aberto.

4.10 Injecéo de doxapram e registro da ventilagao:

Cada animal foi colocado em uma camara pletismografica de 61L. O espaco
ocupado pelo animal o permitia mover livremente pela caixa. Os animais foram
habituados por 15 min a caixa com ar ambiente. A caixa era conectada a um
transdutor (espirbmetro ML14, PowerLab, ADInstruments, AUS) que se
conectava a um computador onde eram registrados os parametros ventilatorios
pelo software LabChart (ADInstruments, AUS). Para os registros, a caixa era
hermeticamente fechada e o transdutor captava as diferencas de pressao
causadas pelos ciclos respiratorios. A frequéncia respiratéria (FR) foi
guantificada manualmente. Os ciclos de inspiracdo e respiragdo foram
guantificados em intervalos de 2s por um periodo de 10s antes e depois da
injecdo de doxapram (5 mg/kg) (Granjeiro e Machado 2009; Silva 2015) . Logo
apos a injecao de doxapram, o animal exibia um aumento da locomocéo e
agitacdo, dessa forma, a FR foi quantificada 4s apds a injecao para se evitar
artefatos oriundos da movimentacao do animal. A FR foi expressa sob a forma
de respiracdes/minuto. Quando houve pré-tratamento, a droga de interesse foi

injetada 30 min antes da injecdo de doxapram.

4.11 Imunoistoquimica para c-Fos

Duas horas apés a injecao de doxapram, os animais foram anestesiados
via ip com cetamina e xilazina e perfundidos transcardiacamente com salina 0,9
% e paraformaldeido 4% (tamponado em PBS 0,1 M, pH 7,4). Os encéfalos
foram removidos e processados conforme procedimento descrito por De
Oliveira et al., (2001). As seccdes foram inicialmente pré-tratadas com H202

1% em PBS 0,05M durante 10 minutos, para reducdo da atividade da
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peroxidase enddgena. Posteriomente, as seccbes foram incubadas com soro
albumina bovina (BSA) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos. Em seguida foi
realizada a incubacdo com o anticorpo primario policlonal de coelho anti-Fos
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology) acrescido de Triton-X 0,02% e (BSA) 1%
em PBS 0,05M por 24 horas, para bloqueio dos sitios de liga¢gdes inespecificos.
Apobs esse tempo, as secgdes foram lavadas com PBS 0,05M (4 lavagens de 5
minutos cada) antes de serem incubadas com o anticorpo secundério
biotinilado (1:1000) por 1 hora. O anticorpo biotinilado foi diluido em (BSA) 1%
em PBS 0,05M acrescido de Triton-X 0,02%.Todas as incubagcdes foram
realizadas a temperatura ambiente com agitacdo constante. Apds sucessivas
lavagens com PBS as secc¢des foram incubadas com o complexo AB avidina-
biotina (1:1500, Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories), por 90 minutos. A
atividade da peroxidase foi revelada usando o tetracloreto de 3'3'-
diaminobenzidina (DAB) contendo H202 0,02%. Finalmente, apds as lavagens
os cortes foram montados em l|aminas previamente gelatinizadas. A
imunorreatividade para c-Fos foi visualizada como um produto castanho
depositado no interior dos nucleos neuronais. Quantificou-se a expresséo de c-
Fos nas colunas dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral da SCP em
trés planos distintos, rostral, intermediario e caudal. Os planos escolhidos estéao
representados na figura 7. A quantificacdo foi feita por meio do software
ImageJ de forma cega.

4.12 Anélise estatistica

4.12.1 Parte 1 - Envolvimento do receptor CB1 nos efeitos anti-
aversivos do alprazolam e de um agonista 5-HT1A: a distribuicdo dos dados
foi analisada pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Como
os resultados do LTE apresentaram distribuicdo normal, os tempos de laténcia
para saida dos bracos do labirinto foram comparados por andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, levando-se em conta os fatores
tratamento (veiculo ou drogas) e sessdo (ja que 3 exposicdes consecutivas
foram realizadas). Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni. Os dados estédo

apresentados como média e erro padrdo da média (EPM). Para avaliacdo da
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resposta de fuga ao NMDA, que ndo apresentou distribuicdo normal, o nimero
de pulos foi analisado pelos testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis seguido
de Mann-Whitney e os dados estdo apresentados como mediana e intervalo
interquartil. O nivel de significancia estabelecido em todos os testes foi de
p<0,05.

4.12.2 Parte 2 — canabinoides e KCN: a distribuicdo dos dados foi analisada
pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e os resultados apresentam
distribuicdo normal. Para os experimentos comportamentais, foi utilizada a
ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-Keuls. Para a analise dos
parametros cardiovasculares foi utilizado a ANOVA de duas vias, considerando
os fatores tratamento e injecdo de KCN seguido do teste de Bonferroni. Os
dados estdo apresentados como média e EPM. O nivel de significancia

estabelecido em todos os testes foi de p<0,05.

4.12.3 Parte 3 — caracterizagcdo dos efeitos do doxapram em respostas
ventilatérias e comportamentais e efeito de canabinoides: a distribuicao
dos dados foi analisada pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e
os resultados apresentam distribuicdo normal. Para a analise da frequéncia
respiratéria foi utilizada a ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni.
Os dados estdo apresentados como média e EPM. Para a avaliacdo da
pressado arterial média, da frequéncia cardiaca, do campo aberto e da aversdo
condicionada ao lugar foi utilizada a ANOVA de uma via, seguido do teste de
Newman-Keuls. Para o LTE foi utilizada a ANOVA de duas vias seguido do
teste de Bonferroni. Para a andlise da imunohistoquimica para c-Fos foi
utilizada a ANOVA de uma via. Os dados estdo apresentados como média e

EPM. O nivel de significancia estabelecido em todos os testes foi de p<0,05.
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Fig. 7 Planos coronais utilizados para quantificacdo da proteina c-Fos na SCP
em relagdo ao bregma (Modificado de Paxinos & Watson, 1997). (A) Plano

rostral. (B) Plano intermediario. (C) Plano caudal.
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5. Delineamento experimental

5.1 Parte 1: envolvimento do receptor CB; nos efeitos anti-aversivos do

alprazolam e de um agonista 5-HT 4

ﬂ 10min 30 min
O O

3
Injegao ip Injecao ip LTE
AM251 Alprazolam
10 min
O 3
Micro-injecdo Caixa de observacao (2 min)
DPAT Micro-injecao de NMDA
ﬂ 5min 10 min
O O =3
Micro-injecao Micro-injecdo Caixa de observacdo (2 min)
AM251 DPAT ou LTE

Fig. 8. (A) Protocolo para os experimentos envolvendo injecao sistémica (B) e

(C) Protocolo para os experimentos envolvendo intracerebral.
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5.2 Parte 2: KCN e canabinoides

Habituacao
ao campo aberto
20 min 10 min
O O

Injecdo IP Injecao

Drogas de KCN

30 min
= o 3m_in 0o Registro o
Registro da Injecdo Injecdo ip Injecao

da PAM e FC basais KCN (KCN1) Alprazolam KCN (KCN2)

Fig.8 (A) Protocolo para os experimentos envolvendo injecdo ip e fuga mediada
pelo KCN. (B) Protocolo para os experimentos envolvendo injecao ip e medidas

cardiovasculares.
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5.3 Parte 3: caracterizagdo dos efeitos do doxapram em respostas

ventilatérias e comportamentais e efeito de canabinoides

Registro PAM
0 e FC 2h

Injecao iv
de doxapram

Perfusao e remocao
dos cérebros

30 min
O — =
Injecao ip LTE, CPA,
de doxapram campo aberto

; Registro
. Registro

o 20 min Imin 3 min

P Habituacdo o, .

Injecao ip 10 min Injecao iv

URB597 ou alprazolam doxapram

Fig 9.. (A) Protocolo para as medidas cardiovasculares do doxapram. (B)
Protocolo para os experimentos comportamentais com o doxapram. (C)
Protocolo para a avaliacdo das respostas ventilatorias do doxapram apos o

tratamento com URB597 ou alprazolam.
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6. Resultados

6.1 Parte 1 — Envolvimento do receptor CB; nos efeitos anti-aversivos do

alprazolam e de um agonista 5-HT .

6.1.1 Efeito do pré-tratamento com AM251 no efeito anti-aversivo do
alprazolam: modelo do LTE

Neste experimento objetivamos testar a participacdo do receptor CB; nos
efeitos panicoliticos e ansioliticos do alprazolam. O alprazolam (4 mg/kg)
reduziu a laténcia da esquiva, indicando um efeito ansiolitico F(6,64)=1.72, ns,
interacao; F(3,64)=2.59, p=0.06, tratamento; F(2,64)=25.22, p<0.01, sessédo. O
alprazolam (4 mg/kg) aumentou a laténcia da fuga, indicando um efeito
panicolitico F(6,64)=2.34, p=0.04, interacdo; F(2,64)=5.82, p<0.01, fator
sessao; F(3,64)=1.83, ns, fator tratamento. O pré-tratamento com AM251 (0,3

mg/kg) reverteu ambos os efeitos (Figuras 10 e 11).

6.1.2 Efeito do pré-tratamento com AM251 nos efeitos anti-aversivos do 8-
OH-DPAT: modelo do LTE

O objetivo deste experimento foi verificar se havia participacdo de receptores
CB; no efeito panicolitico ou ansiolitico do 8-OH-DPAT (3.2 nmol/0,2 pL). O 8-
OH-DPAT reduziu a laténcia da E1, indicando um efeito ansiolitico. O pré-
tratamento com o AM251 (100 pmol/0,2 pL) reverteu o efeito ansiolitico do 8-
OH-DPAT: ANOVA de duas vias: F(6,46)=2; p=0,07, interacéo; F(2,46)=46
P<0,01, fator sessdo; F(3,46)=3,9; p<0.05, fator droga. O 8-OH-DPAT nao
alterou a laténcia da fuga: ANOVA de duas vias, F(6,46)=1,1; ns, interacao;
F(2,46)= 3,2; p=0,04, fator sesséao; F(3,46)=0,27; ns, fator droga (Figuras 12 e
13). Assim, testamos essa mesma hip6tese em outro modelo animal de ataque

de panico.
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6.1.3 Curva dose-resposta do 8-OH-DPAT (8 e 16 nmol/0,2 pL): modelo da

fugainduzida por estimulacdo da SCPdI

De modo a se confirmar o efeito panicolitico da ativacdo de receptor 5-HT;4 na
SCPdI, testamos duas doses de 8-OH-DPAT (8 e 16 nmol/0,2 uL) na fuga
induzida por estimulacdo da SCPdl. A dose de 8 nmol reduziu o nimero de

pulos de forma significativa: Kruskal-Wallis: H=8,4; p<0,05. (Figura 14)

6.1.4 Efeito do pré-tratamento com AM251 no efeito panicolitico do 8-OH-
DPAT femodelo da fuga induzida por estimulagcao da SCPdI

O objetivo deste experimento foi verificar se havia participacdo de receptores
CB: no efeito panicolitico do 8-OH-DPAT (8 nmol/0,2 pL). Confirmando a
hipotese nula, o pré-tratamento com AM251 (100 pmol/0,2 yL) néo reverteu o
efeito produzido pelo 8-OH-DPAT: Kruskal-Wallis: H=10,75. p<0,05. (Figura 15)
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Fig. 10 Efeito do alprazolam (4 mg/kg) e do tratamento combinado com AM251
(0,3 mg/kg) e alprazolam na laténcia da esquiva inibitéria. LB refere-se a linha
de base, E1 e E2 a esquiva 1 e 2. MediatEPM; *p<0,01, ANOVA de duas vias
e teste de Bonferroni; n=12,7,9,8.
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Fig. 11 Efeito do alprazolam (4 mg/kg)e do tratamento combinado com AM251
(0,3 mg/kg) e alprazolam na laténcia da fuga. F1, F2, F3 referem-se a fuga 1, 2
e 3. MediatEPM. n=12,7,9,8.
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Fig. 12 Efeito do 8-OH-DPAT e do tratamento combinado com AM251 e 8-OH-
DPAT na laténcia da esquiva inibitéria. LB refere-se a linha de base, E1 e E2 a
esquiva 1 e 2.. MediaztEPM; *p<0,01, ANOVA de duas vias e teste de
Bonferroni. n=7,7,5,8.

201
&3 v-v
E3 V-DPAT
157 B AM251-V

v 0 AM251-DPAT

Laténcia (s)
|_\
<

o1
1

Fig. 13 Efeito do DPAT e do tratamento combinado com AM251 e DPAT na
laténcia da fuga. F1, F2, F3 referem-se a fuga 1, 2 e 3. MediatEPM. n=7,7,5,8.
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Fig. 14 Curva dose-resposta do 8-OH-DPAT na fuga induzida por estimulacdo
da SCPdl. Mediana # intervalo interquartil; *p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney; n=9,8,7.

0 [T1 M

Veic AM251 Veic AM251
Veic Veic DPAT DPAT

Fig. 15 Efeito do 8-OH-DPAT e do tratamento combinado com AM251 e 8-OH-
DPAT na fuga induzida por estimulagdo da SCPdl. Mediana = intervalo
interquartil; *p<0,05, testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. n=8,9,10,11.
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6.2 Parte 2 — KCN e canabinoides
6.2.1 Curva dose-resposta do KCN (20, 40 e 80 pg/kg)

Inicialmente foi realizada uma curva dose-resposta do KCN para se definir a
dose a ser utilizada nos experimentos subsequentes. Para o parametro
comportamental, apenas a dose de 80 pg/0,1mL levou a um aumento
significativo da atividade locomotora: ANOVA de uma via: F(3;38) = 5,05;
p<0,005 (Figura 16). J4 para os parametros cardiovasculares, todas as doses
levaram a um aumento da presséo arterial, ANOVA de uma via: F(3;38)=18,87;
p<0,0001; e a uma bradicardia, sendo esta, dose-dependente, ANOVA de uma
via: F(3;38)=33,28; p<0.0001 (Figuras 17 e 18). A dose de 80 pg/0,1mL entéao,

foi escolhida para os experimentos comportamentais.

6.2.2 Efeito do alprazolam na fuga induzida por KCN e nos parametros

cardiovasculares

Para a validagcdo farmacolégica do modelo nas nossas condi¢des
experimentais, foi utilizado o alprazolam. O alprazolam (1, 2 e 4 mg/kg) reduziu
a duracdo da fuga em todas as doses, ANOVA de uma via: F(3, 38)=5,3;
p<0,01. (Figura 19) A atividade locomotora basal ndo foi alterada pela injecao
de alprazolam (1, 2 e 4 mg/kg), como avaliado pelo campo aberto, ANOVA de
uma via: F(3;23)=2,62; p=0,07 (Figura 20). Como o alprazolam apresentou um
efeito panicolitico, foi avaliado o efeito da droga nos parametros
cardiovasculares do quimiorreflexo. A dose de 4 mg/kg reduziu o aumento da
pressao arterial provocado pelo KCN sem alterar a bradicardia. ANOVA de
duas vias para a pressao arterial: F(1;12)=5,27; P=0,04, interacdo entre os
fatores; F(1;12)=9,17; p=0,01, fator tratamento; F(1;12) = 8,84; p=0,01, fator
injecdo. ANOVA de duas vias para a bradicardia: F(1;12)=5,78; p=0,03,
interacdo entre os fatores; F(1;12)=0,75; p>0,05, fator tratamento;
F(1,12)=0,04; p>0,05, fator injecbes (Figura 21 e 22). Essa dose nao alterou

esses parametros por si so (tabela 1).
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Fig.16 Duracdo da fuga induzida por injecdo iv de KCN ou veiculo.
MediatEPM p**<0,01 ANOVA de uma via e teste de Newman-Keuls.
n=8,10,11,10.
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Fig. 17 Variacdo da presséao arterial média (PAM) apds e antes da infusdo iv
de KCN ou veiculo. MediaztEPM ***p<0,0001, ANOVA de uma via e teste de

Newman-Keuls. n = 8,10,11,10.
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Fig. 18 Variacdo da frequéncia cardiaca (FC) apés e antes da infuséo iv de
KCN ou veiculo. MediatEPM, **p<0,01; ***p<0,0001, ANOVA de uma via e

teste de Newman-Keuls. n =8,10,11,10.
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Fig 19. Efeito do alprazolam ou veiculo injetado via ip na duracdo da fuga

induzida por KCN. MediaztEPM *p<0,05; **p<0,01, ANOVA de uma via e teste
de Newman-Keuls. n=14, 9, 9, 10.
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Fig.20 Efeito do alprazolam ou veiculo na locomog¢ao basal de ratos expostos
ao campo aberto.
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Fig. 21 Efeito do alprazolam (4 mg/kg) ou veiculo injetado via ip ha variacdo da
PAM induzida pelo KCN. KCNL1 refere-se a primeira injecdo iv de KCN. 3 min
apos essa injecdo, os animais receberam uma dose de alprazolam. 30 minutos
depois, uma nova injecdo de KCN (KCN2) foi realizada. MediaxtEPM **p<0,01

ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni. n=7/grupo.
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Fig. 22 Efeito do alprazolam (4 mg/kg) ou veiculo injetado via ip na variacdo da
frequéncia cardiaca (FC) induzida pelo KCN. KCN1 refere-se a primeira infuséo
iv de KCN. Logo apds essa infusdo, os animais receberam uma dose de

alprazolam. 30 minutos depois, uma nova infusdo de KCN (KCNZ2) foi realizada.

n=7/grupo.
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Tabela 1

Grupo PAM 1 FC1 PAM 2 FC2
Veiculo 118+ 1,7 390+9,5 121 + 3,7 439 £ 9,7
Alprazolam (4 mg/kg) 122 +3,4 382+225 111+472 426 + 15,1
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6.2.3 Efeito do URB597 (0,1; 0,3 e 1 mg/kg) na fuga induzida por KCN

Para se investigar se manipulagdes do sistema endocanabinoide interferem no
comportamento tipo-panico do KCN, testamos o URB597, um inibidor da
hidrélise da anandamida. A administracdo de URB597 néo interferiu com a fuga
induzida por KCN, ANOVA de uma via: F(3,42)=1,2; p=0,3 (Figura 23).

6.2.4 Efeito da AA-5-HT (1; 2,5 e 5 mg/kg) na fuga induzida por KCN

A anandamida, além de ser um agonista parcial de receptores CB;, € um
agonista de receptores TRPV1, cuja ativacdo esta associada a
comportamentos panicogénicos e ansiogénicos. Assim, objetivamos testar a
hipétese de que a inibicdo da enzima simultaneamente ao blogueio do receptor
TRPV1 reduziria a duracdo da fuga. Confirmando a hipétese nula, nenhuma
dose de AA-5-HT reduziu a duracéo da fuga, ANOVA de uma via F(3;42)=1,07;
p=0,3 (Figura 24).

6.2.5 Efeito do WIN55,212-2 (0,1; 0,3 e 1 mg/kg) na fuga induzida por KCN

Considerando o fato de que a facilitagdo da neurotransmissdo da anandamida
em regides especificas do cérebro ndo interferiu com a fuga, testamos a
hipétese de que uma ativacéo de receptor CB; de forma generalizada atenuaria
a fuga. A administracdo de WIN55,212-2 também n&o alterou a duracdo da
fuga, ANOVA de uma via: F(3;40)=1.45; p=0,2 (Figura 25).

6.2.6 Efeito do CBD (5, 10, 20, 40 mg/kg) na fuga induzida por KCN

O CBD é uma droga com amplo espectro de acao, interferindo tanto no sistema
endocanabinoide quanto no sistema serotoninérgico. A administracdo de CBD
também néao foi capaz de alterar a duracdo da fuga de forma estatisticamente
significativa, ANOVA de uma via: F(4;52)=2,23; p=0,07 (Figura 26).
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Veh URBO,1 URBO0,3 URB1

Fig.23 Efeito do URB597 ou veiculo injetados via ip na fuga induzida por KCN.
n=11, 12, 10, 12.

Veiculo AA-5-HT 1 AA-5-HT 2.5 AA-5-HT 5

Fig.24 Efeito da AA-5-HT ou veiculo injetados via ip na fuga induzida por KCN.
n=14, 10, 9, 10.
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Fig.25 Efeito do WIN55,212-2 ou veiculo injetados via ip na fuga induzida por
KCN. n=12, 10, 9, 10.

T
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Fig.26 Efeito do CBD ou veiculo injetados via ip na fuga induzida por KCN.n=
13,11, 9,11, 9.
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6.2.7 Fuga induzida por 80 e 160 pg/0,1mL de KCN

A partir dos resultados anteriores, hipotetizamos que a linha de base para a
fuga estava baixa, ou seja, a fuga estava pouco intensa, dificultando a
observacdo de um efeito panicolitico de reduzir esse comportamento. Além
disso, o sistema endocanabinoide parece ser recrutado em situacdes que
apresentam um nivel elevado de estresse e aversdo. Assim, testamos se uma
maior dose de KCN levaria a uma fuga com maior duragéo. A hipotese nula foi
confirmada e uma dose 2x maior de KCN ndo aumentou a duracédo da fuga:
t(17)=0,03. p=0,97 (Figura 27).
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Fig. 27 Comparacdo entre duas doses de KCN (80 e 160 pg/0,1mL). n=
8,11.
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6.3 Partes 3 e 4: caracterizagéo dos efeitos do doxapram e do URB597
6.3.1 Efeito do doxapram na frequéncia respiratéria

Foi realizada uma curva-dose resposta do doxapram (5, 10 e 20 mg/kg) na
frequéncia respiratéria para se confirmar o efeito tipico da droga como um
estimulante respiratorio. De acordo com a ANOVA de duas vias, as 3 doses
testadas aumentaram a frequéncia respiratoria. Interacdo entre os fatores:
F(27,144)=5,12, p<0,0001; tratamento: F(3,144)=12,55, p<0,05; tempo:
F(9,144)=50,83 p<0,0001; (Figura 28).

6.3.2 Efeito do doxapram na presséao arterial média e frequéncia cardiaca

As 3 doses de doxapram (5, 10 e 20 mg/kg) testadas levaram a um aumento da
pressdo arterial média (PAM) e a uma bradicardia: F(3,20)=20,79, p<0,01,;
F(3,20)= 19,6, p<0,01, respectivamente (ANOVA de uma via) (Figura 29 e 30).

6.3.3 Efeito do alprazolam na hiperventilacdo induzida pelo doxapram

De modo a se avaliar a preditabilidade farmacologica para drogas panicoliticas,
realizamos uma curva dose-resposta do alprazolam (1, 2 e 4 mg/kg). De acordo
com a ANOVA de duas vias, houve efeito do fator tempo e interagéo entre 0s
fatores tempo e tratamento: (27,126)=2,41, p<0,0001 interagao;
F(9,126)=75,58, p<0,0001 fator tempo; F(3,126)=0,71, ns, fator tratamento
(Figura 31).

6.3.4 Efeito do URB597 na hiperventilacédo induzida pelo doxapram

Foram testadas 3 doses de URB597 (0,1; 0,3 e 1 mg/kg). De acordo com a
ANOVA de duas vias, ndo houve interacdo entre os fatores, entretanto, houve
efeito do fator tempo e tratamento: F(27,153)=0,56, ns interacao;
F(9,153)=49,50, p<0,0001, tempo; F(3,153)=4,05, p<0,05 tratamento (Figura
32).
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6.3.5 Efeito do doxapram na aversdo condicionado ao lugar

Foi realizada uma curva dose-resposta do doxapram no modelo da aversao
condicionada ao lugar. Nenhuma das doses testadas provocou uma averséo
condicionada ao lugar (Figura 33). A figura 34 mostra a distribuicdo dos dados
individuais. F(3,40)=2; ns (ANOVA de uma via).

6.3.6 Efeito do doxapram no modelo do LTE

Foi realizada uma curva dose-resposta do doxapram no LTE. Para a esquiva
inibitéria, a ANOVA de duas vias mostra que houve efeito do fator sessao,
indicando aprendizado: F(2,60)=78, p<0.01. Houve interacdo entre a sessao e
o tratamento: F(2,60)=78, p<0.01. Nao houve efeito do tratamento: F(3,60)=2;
ns (Figura 35 e 36).

6.3.7 Efeito do doxapram na locomocéao basal

Como foi observado um efeito do doxapram na esquiva inibitéria no modelo do
LTE, avaliamos o efeito das 3 doses de doxapram na locomocdo basal.
Nenhuma das doses alterou a locomo¢cao basal (ANOVA de uma via),
indicando que n&o ha interferéncia da locomocdo no efeito ansiogénico do
doxapram. F(3,21)=0.19, ns (Figura 37).

6.3.8 Efeito do doxapram na expressao da proteina c-Fos na SCP

O numero de células c-Fos positivas foi avaliado nos planos caudal,
intermediario e rostral. A injecéo intravenosa de doxapram levou a um aumento
desse numero na SCPvl no plano intermediéario: F(3,19)=5; p<0,05 e caudal
F(3,19)=6,75; p<0.01 (ANOVA de uma via). N&do houve diferengca para as
outras regides em nenhum dos planos. Plano rostral: SCPdm, F(3,19)=0,36, ns;
SCPdI, F(3,19)=1,13, ns; SCPI, F(3,19)=2,45, ns; SCPvl, F(3,19)=2,12, ns.
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Plano intermediario: SCPdm, F(3,19)=1,88, ns; SCPdI, F(3,19)=1,49, ns; SCPI,
F(3,19)=2,73, ns; SCPvI(3,19)=5, p<0,05. Plano caudal: SCPdm,
F(3,19)=11,60, ns; SCPdl, F(3,19)=1,23, ns; SCPI, F(3,19)=1,34, ns;
SCPvI(3,19)=6,75, p<0,01 (Figura 38).
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Fig. 28 Curva dose-resposta do doxapram na frequéncia respiratéria. ***
p<0,0001, 20 e 10 mg/kg em relacédo ao veiculo; MediaxtEPM. **p<0,01, 5

mg/kg em relacdo ao veiculo, ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni.
n=6,4,5,5.
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Fig. 29 Efeito do doxapram na variacdo da pressao arterial média (PAM) antes
e apos a injecédo de doxapram. MediatEPM, ***p<0,0001, ANOVA de uma via e

teste de Newman-Keuls. n=5,5,6,5.
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Fig. 30 Efeito do doxapram na variacdo da frequéncia cardiaca (FC) antes e
apos a injecdo de doxapram. MediatEPM ***p<0,0001, ANOVA de uma via e

teste de Newman-Keuls. N=5,5,6,5.
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Fig. 31 Curva dose-resposta do alprazolam na hiperventialacao induzida pelo
doxapram (5 mg/kg). MediatEPM **p<0,01, 4 mg/kg em relacdo ao veiculo.
*p<0,05, 2 mg/kg em relacdo ao veiculo. ANOVA de duas vias e teste de
Bonferroni. n=4,5,5,4.
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Fig. 32 Curva dose-resposta do URB597 na hiperventilacdo induzida pelo
doxapram (5 mg/kg). N=6,5,5,5.
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Fig. 33 Efeito do doxapram na aversao condicionada ao lugar. Variagdo entre
os testes significa a diferenca entre o tempo permanecido no lado pareado com

a droga no dia do teste subtraido pelo tempo permanecido no lado pareado
com a droga no dia do pré-teste. N=13,9,9,13
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Fig. 34 Distribuicdo dos dados individuais relativos ao gréafico X
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Fig 35 Efeito de 3 doses de doxapram e veiculo na laténcia da esquiva
inibitoria. LB refere-se a linha de base, E1 e E2 a esquiva 1 e 2. Média tEPM,
***p<(0,0001; **p<0,01; *p<0,05, ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni.
n=9,8,9,9.
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Fig 36 Efeito de 3 doses de doxapram e veiculo na laténcia da fuga. F1, F2 e

F3 referem-se a fuga 1, 2 e 3. n=9,8,9,9.
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Fig. 37 Efeito de 3 doses de doxapram e veiculo na locomocdo basal. A
locomocéao foi medida durante 5 min.
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Fix. 38 Curva dose-resposta do doxapram na expressao de proteina c-Fos nos
planos rostral (A), intermediario (B) e caudal (C) para as por¢des dorsomedial,
dorsolateral, lateral e ventrolateral. MédiaxtEPM *p<0,05; **p<0,01, ANOVA de

uma via e teste de Newman-Keuls. n=4,5,5,6.
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7. Discussao

7.1 Envolvimento do receptor CB; nos efeitos anti-aversivos do alprazolam e de

um agonista 5-HT

A primeira parte desta tese objetivou avaliar a participacdo do receptor
CB; nos efeitos anti-aversivos mediados pela ativacao de receptores 5-HT5 na
dIPAG e pelo alprazolam injetado de forma sistémica. Os resultados mostram
gue o efeito ansiolitico e panicolitico do alprazolam dependem de receptores
CB;. O efeito ansiolitico, mas ndo o panicolitico, mediado pela ativacdo de

receptores 5-HT1a na dIPAG depende de receptores CB; nesta estrutura.

O alprazolam é um benzodiazepinico potente e de acdo rapida em
relacdo a outras drogas desta classe, como o diazepam e o clordiazepdxido
(Altamura et al., 2013). Atualmente, este benzodiazepinico é considerado um
farmaco de segunda escolha para o tratamento do transtorno do péanico
principalmente devido aos efeitos adversos que o tratamento pode causar.
Alguns desses efeitos sao prejuizo psicomotor, amnésia anterdgrada e
sonoléncia (Verster et al., 2002; Nardi et al., 2012; Chowdhury et al., 2016).

Em roedores, o alprazolam também provoca prejuizos na memoria,
motores e atenuacdo de comportamentos tipo-panico e tipo-ansioso (Hascoet e
Bourin, 1997; Vandesquille et al., 2012; Gobira et al., 2013). Estudos prévios
demonstraram que o alprazolam apresenta um efeito ansiolitico e panicolitico
no LTE (Gobira et al.,, 2013). No presente estudo, confirmamos o efeito
ansiolitico e panicolitico do alprazolam neste modelo. O pré-tratamento com o
antagonista para receptor CB;, AM251, preveniu esses efeitos anti-aversivos.
De forma similar, foi demonstrado que os efeitos sedativos, ansioliticos e
amnésticos do alprazolam dependem de receptores CB; (Garcia-Gutierrez e
Manzanares, 2010). JA em outro estudo, uma dose ineficaz de AM251 nao
reverteu o efeito ansiolitico do diazepam (Naderi et al., 2008). Esses estudos

mostram que o alprazolam e o diazepam atuam por mecanismos distintos. Tal
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observacédo esta de acordo com a utilizacdo desses farmacos para diferentes

sintomas psiquiatricos.

Em relacdo ao receptor CB;, esses resultados sugerem que o
mecanismo de acdo do alprazolam envolve a facilitacdo da sinalizacao
endocanabinoide. Essa facilitacdo acontece em regifes cerebrais nas quais o
alprazolam atua modulando positivamente a sinalizacdo gabaérgica. E possivel
propor, portanto, que o aumento da sinalizagcdo endocanabinoide pode ser um

alvo farmacoldgico para o tratamento do TAG e do TP.

Embora o alprazolam apresente eficacia contra o TP, o tratamento de
primeira escolha é feito com antidepressivos ISRS. De acordo com a teoria
serotoninérgica do transtorno do panico, o efeito panicolitico dos
antidepressivos seria mediado principalmente pela ativacdo de receptores 5-
HT1a na dPAG (Zangrossi et al., 2001; Zanoveli et al., 2010). No presente
estudo, demonstramos que a ativagédo de receptor 5-HT;5 na dIPAG induz um
efeito ansiolitico no LTE, confirmando estudos prévios. Entretanto, nao
observamos um efeito panicolitico. Uma explicacdo para essa discrepancia
pode ser o fato de que neste trabalho as injecbes foram feitas apenas na
porcao dorsolateral da PAG, enquanto nos trabalhos anteriores, as injecoes
foram feitas na zona dorsal da PAG, o que inclui a porcdo dorsomedial e
dorsolateral (Zanoveli et al., 2003; Zanoveli, Nogueira, et al., 2007). As porcdes
dorsomedial e dorsolateral diferem em termos de projecbes e
neurotransmissores (Vianna e Brandao, 2003). Assim, € possivel que o efeito
panicolitico seja mediado por receptores 5-HT;a principalmente na porcdo

dorsomedial.

Os resultados deste trabalho mostram que o pré-tratamento com o
AM251 preveniu o efeito ansiolitico mediado pela ativagdo de receptores 5-
HT1a. Uma interacdo entre o sistema serotoninérgico e endocanabinoide ja
havia sido proposta para outros comportamentos. Estudos prévios
demonstraram que o receptor CB; esta envolvido no efeito agudo
antidepressivo e anticompulsivo da fluoxetina (Umathe et al., 2011). Além
disso, a fluoxetina crénica reduz a atividade da enzima de degradacdo da

anandamida (FAAH) na amigdala, levando a um aumento da sinalizacdo
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endocanabinoide (Gunduz-Cinar et al., 2015). Um mecanismo que pode estar
envolvido nos resultados observados neste trabalho € um aumento da
liberagcdo de endocanabinoides causado pela ativacdo de receptores 5-HTa.
Outra possibilidade € uma interacdo molecular entre os receptores 5-HT4 €
CB;. De acordo com essa ideia, foi demonstrado um prejuizo na sinalizacéo
intracelular de receptores 5-HTia no ndcleo dorsal da rafe (NDR) em
camundongos nocaute para o receptor CB; (Mato et al., 2007). Outro estudo
mostrou que o efeito ansiolitico e hipotérmico do agonista 8-OH-DPAT foi
abolido em camundongos nocautes para receptor CB; (Uriguen et al., 2004;
Mato et al., 2007). Além disso, a fluoxetina administrada de forma crénica
aumenta o acoplamento de receptores CB; em proteinas G inibitérias via
receptor 5-HT;a (Mato et al.,, 2010). Seria interessante avaliar se o efeito
ansiolitico e panicolitico de antidepressivos administrados de forma cronica

também dependem de receptores CB; na dPAG.

Como ndo observamos um efeito panicolitico do 8-OH-DPAT, ndés
avaliamos o efeito deste agonista na fuga induzida por estimulacdo da dIPAG.
A ativacdo de receptores do tipo NMDA na dIPAG provoca um aumento da
atividade locomotora e pulos, uma reacao similar a que acontece quando o rato
esta diante de um predador (Aguiar et al., 2006; Aguiar e Guimaraes, 2009). A
ativacao de receptores 5-HT;4 nha dPAG atenua a fuga induzida pela injecao de
acido D,L-homocistéico, um agonista nado-seletivo para receptores
glutamatérgicos (Beckett e Marsden, 1997). Ja o tratamento cronico com a
imipramina ndo alterou a resposta de fuga, contudo, apés tratamento com 8-
OH-DPAT, a imipramina atenuou a resposta (Mongeau e Marsden, 1997). O
tratamento agudo com a imipramina, entretanto, atenua a fuga induzida por
estimulacdo elétrica da dPAG (Schenberg et al., 2002). Tais resultados
sugerem que a fuga induzida pela estimulacdo elétrica, pela ativacdo de
receptores glutamatérgicos e pela exposicdo ao LTE envolvem mecanismos

serotoninérgicos diferentes.

Neste trabalho, o pré-tratamento com o AM251 néo reverteu o efeito
panicolitico mediado por receptores 5-HT;a, sugerindo que receptores CB; ndo
sdo0 necessarios para este efeito. Foi sugerido anteriormente que a ativagédo de

receptores 5-HT;4 pode levar a sintese e liberagdo de endocanabinoides.
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Entretanto, na presenca do agonista NMDA, é possivel que a quantidade de
endocanabinoides liberada ndo seja suficiente para produzir um efeito
panicolitico. De acordo com essa ideia, foi demonstrado que a ativacao de
receptores NMDA na medula espinhal aumenta a atividade da enzima MGL,
uma enzima que degrada o endocanabinoide 2-AG (Farooqui et al., 1993). Ou
seja, é possivel que na presenca de NMDA, haja um aumento da atividade da
enzima FAAH, o que prejudicaria o efeito panicolitico da anandamida. Os
resultados mostram que o receptor CB; esta envolvido no efeito ansiolitico
mediado pelos receptores 5-HT;4 na SCPdl e nos efeitos panicolitico e

ansiolitico do alprazolam.

Considerando-se os resultados apresentados até entdo, é possivel
propor a facilitacdo da sinalizacdo endocanabinoide como uma possivel
estratégia terapéutica para o tratamento de transtornos da ansiedade.
Entretanto, a utilizacdo de um agonista pleno ou parcial para receptores CB;
possui desvantagens similares as desvantagens do alprazolam. Agonistas
plenos para receptor CB; produzem em roedores efeitos amnésticos,
hiperlocomocédo e sedacdo (Baek et al.,, 2009; Polissidis et al., 2013). Além
disso, eles provocam sintomas tipo-psicoticos (Brosda et al., 2011). Da mesma
forma, o agonista parcial A-9-THC também produz em seres humanos efeitos
amnésticos, prejuizo motor, e sintomas psicéticos (D'souza et al., 2004). Uma
estratégia diferente para se aumentar a sinalizacdo endocanabinoide sem obter
esses efeitos indesejados é por meio da utilizacdo de inibidores da degradacéo

de endocanabinoides (Batista et al., 2014).

Diversas revisbes foram publicadas ao longo da Ultima década
defendendo a hipdtese de que os inibidores da degradacdo da anandamida e
do 2-AG apresentam efeitos ansioliticos e panicoliticos em modelos animais
(Blankman e Cravatt, 2013; Griebel e Holmes, 2013; Batista et al., 2014;
Fowler, 2015b).- PATEL 2017 Neste trabalho, foi avaliado o possivel efeito
panicolitico da inibicdo da hidrolise de anandamida em dois modelos animais

de ataque de panico.

7.2 Canabinoides e KCN
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Na segunda parte deste trabalho foi avaliado o potencial panicolitico de
diversas drogas que atuam no sistema endocanabinoide no modelo da fuga
induzida por injecdo de KCN. Nenhuma das drogas testadas apresentou um
efeito panicolitico. Entretanto, o alprazolam reduziu a duracédo da fuga e aboliu

0 aumento da resposta pressora provocados pelo KCN.

A validacdo farmacoldgica de modelos animais de ataque de péanico
mostra que, em geral, antidepressivos administrados de forma cronica ou
benzodiazepinicos de alta poténcia administrados de forma aguda atenuam o
comportamento tipo-panico (Schenberg et al., 2001; Zangrossi e Graeff, 2014).
De acordo com esses resultados, foi demonstrado que a administracdo aguda
de clonazepam e o tratamento por 21 dias com a fluoxetina reduzem a duracéo
da fuga induzida por KCN, indicando um efeito panicolitico (Schimitel et al.,
2014). No presente trabalho, todas as doses de alprazolam reduziram a

duracédo da fuga sem alterar a locomocéo basal.

Estudos prévios demonstraram que a fuga induzida pela injecdo de KCN
depende da integridade de neurénios da SCPdl e do HDM, ambas as regifes
fazem parte do sistema neural de defesa (Queiroz et al., 2011; Schimitel et al.,
2012). Essa observacédo juntamente com a validacao farmacolégica do modelo
sugere que a resposta comportamental do quimiorreflexo pode ser interpretada

como um comportamento defensivo de fuga.

Em relagdo ao componente cardiovascular do quimiorreflexo, os
resultados mostram que o alprazolam aboliu a resposta pressora. Este
benzodiazepinico também é eficaz em reduzir a resposta pressora de ratos
vulneraveis ao panico que receberam lactato de sédio (Johnson et al., 2013).
Esses resultados sugerem que o alprazolam atenua a resposta simpatica

induzida por estimulos que ativam o sistema de deteccéo de sufocacao.

Uma hipoétese plausivel é que o sistema endocanabinoide seja recrutado
em situacdes aversivas, como aquelas relacionadas a dor, a memoéria do medo
ou a reacdes de fuga, a fim de se contrapor ao estado aversivo gerado (Walker
et al.,, 1999; Hohmann et al., 2005; Olango et al., 2012; Viana et al., 2015).
Neste estudo, avaliamos se a inibicdo da hidrolise de anandamida pelo

URB597 atenuaria a reacao de fuga induzida pelo KCN. O URB597 apresenta

78



um potencial terapéutico, pois € bem tolerado em primatas ndo-humanos e
apresenta efeitos ansiolitico e panicolitico em modelos animais (Stewart e
Mcmahon, 2011; Batista et al., 2014; Fowler, 2015a). Entretanto, neste estudo,

nao foi observado um efeito panicolitico do URB597.

A literatura mostra que a anandamida também se liga a receptores
TRPV1, induzindo um efeito ansiogénico e panicogénico (Aguiar et al., 2014).
Assim, testamos a hipotese de que a inibicdo da hidrdlise de anandamida
juntamente ao bloqueio de receptores TRPV1 poderia exercer um efeito
panicolitico. Novamente, os resultados ndo deram suporte a hipétese. Como a
anandamida € sintetizada sob demanda, hipotetizamos que o nivel de
anandamida sintetizada e liberada poderia ndo ser suficiente para induzir um
efeito panicolitico, sendo assim, testamos um agonista pleno para receptor
CB;. O WIN,55-212-2 também nao reduziu a duracdo da fuga. Finalmente,
testamos o potencial panicolitico do canabidiol, uma droga com madultiplos
mecanismos de ac¢do, incluindo inibicdo da hidrélise de anandamida e ativacao
de receptores 5-HT1a (Russo et al., 2005; Campos et al., 2013). O canabidiol
ndo alterou a duracdo da fuga. Uma possivel explicacdo para a auséncia de
efeitos encontrada poderia ser o fato de que a linha de base para o
comportamento tipo-panico induzida pelo KCN estaria muito baixa para se
observar um efeito panicolitico. Geralmente, manipula-se o nivel de aversao de
modelos animais de ansiedade para facilitar a observacdo de um efeito anti-
aversivo ou aversivo, sendo que uma maior aversado permite a observacdo de
efeitos ansioliticos e uma menor aversdo permite a observacdo de efeitos
ansiogénicos (Haller et al.,, 2009; Haller et al.,, 2013). Neste trabalho,

observamos que uma maior dose de KCN n&o aumentou a duracéo da fuga.

Os resultados encontrados nesta parte do trabalho ndo estdo em acordo
uma extensa literatura que mostra que essas drogas apresentam efeitos anti-
aversivos. Uma caracteristica importante de modelos animais de ataque de
panico é a capacidade que o modelo possui de detectar novos agentes
panicoliticos com mecanismos de acao diferentes (Moreira et al., 2013). Caso
contrario, o modelo estaria limitado a encontrar agentes farmacoldgicos

similares aos ja utilizados na prética clinica. Considerando-se essa observacao,
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0s resultados obtidos neste estudo poderiam ser considerados falsos-

negativos.

Outra interpretacdo para esses resultados € a de que as drogas testadas
podem ndo ser boas candidatas ao desenvolvimento de drogas panicoliticas.
Por exemplo, o A-9-THC, um agonista parcial de receptores CB;, esta
associado a efeitos ansiogénicos em humanos (Burkey et al., 1997; Martin-
Santos et al., 2012). Além disso, doses altas de agonistas sintéticos
apresentam efeitos ansiogénicos em modelos animais de ansiedade (Viveros et
al., 2005; Rey et al., 2012). Em relacédo a drogas que aumentam a sinalizacéo
da anandamida, ndo hd uma associacdo com efeitos ansiogénicos, entretanto,
o efeito desta droga depende da sintese do ligante, que pode ndo ser o
suficiente para se produzir um efeito terapéutico. Mais estudos sdo necessarios

para se avaliar um possivel efeito panicolitico do 2-AG.

bY

Em relagdo a proposta de que a fuga mediada pela ativacdo de
guimiorreceptores possa representar um comportamento tipo-panico, ha
estudos que mostram que ndo ha diferencas entre o limiar para a resposta do
guimiorreflexo de pacientes que apresentam o transtorno do panico e
voluntarios sem o transtorno (Struzik et al., 2001; Katzman et al., 2002; Struzik
et al.,, 2002). Como concluido pelo estudo de Katzman et al (2002), o
qguimioreflexo pode nao estar envolvido na causa do ataque de panico, mas
sim, correlacionar-se ao fenbmeno, estando envolvido, portanto, na génese do

ataque.

Recentemente, foram desenvolvidos modelos animais de ataque de
panico baseados na teoria do alarme falso de sufocacgéo, como a fuga induzida
por KCN, a fuga induzida por hipOxia e as respostas comportamentais e
cardiovasculares a injecao de lactato (Johnson e Shekhar, 2006; Schimitel et
al., 2012; Spiacci et al., 2015). Tais modelos podem refletir os mecanismos
envolvidos no subtipo respiratorio do ataque de panico no qual os sintomas
respiratorios sdo mais evidentes. De forma a complementar os resultados
obtidos com o modelo da fuga induzida por KCN, avaliamos o potencial
panicolitico do URB597 nas respostas ventilatorias induzidas pelo doxapram.

Além disso, foi realizada uma caracterizacdo comportamental e molecular do
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doxapram para se investigar o potencial desta droga como agente

panicogénico em ratos.

7.3 Doxapram e canabinoides

Os efeitos do doxapram em ratos acordados sao pouco caracterizados.
Este estimulante respiratorio é utilizado principalmente para o estudo dos
mecanismos envolvidos no quimiorreflexo. O doxapram possivelmente atua por
meio da ativacdo de quimiorreceptores periféricos sensiveis a hipdxia , ja que a
desenervacédo do corpo carotideo abole as respostas ventilatérias induzidas
pelo doxapram (Nishino et al., 1982; Mizusawa et al., 1994). A injecdo de 2
mg/kg de doxapram em ratos provoca hiperventilacdo e liberacdo de glutamato
no nucleo do trato solitario (Mizusawa et al., 1994). Sugere-se que doses
maiores leve a ativagdo direta e nao-seletiva de neurbnios bulbares
respiratorios. Assim, o mecanismo de acdo do composto varia dependendo da

dose utilizada.

No presente estudo todas as doses testadas elevaram a frequéncia
respiratoria, a pressdo arterial média e a frequéncia cardiaca. Nao foi
observada uma resposta comportamental consistente de fuga ou agitacao,
como é observado com a injecdo de KCN. Entretanto, é importante salientar
gue em 3 animais de 6 que receberam a dose intermediaria foi observado um
aumento subito e breve da locomocdo em direcdo a borda da caixa, similar a
um comportamento de fuga. Curiosamente, os animais que receberam a menor
dose de doxapram, quando confinados a caixa para registro pletismogréfico,
apresentaram uma agitacdo e giros na caixa com duragao de 2 a 6 segundos
imediatamente apds a infusdo de doxapram. Essa movimentacdo dificultou o

registro do volume corrente dos animais.

Em relacdo ao papel do sistema respiratorio no transtorno do péanico,
evidéncias mostram que pacientes diagnosticados com o TP apresentam
irregularidades respiratoria, como hiperventilacdo basal, maior variabilidade de
volume corrente, suspiros frequentes e apneia durante o sono (Ley, 1998;

Abelson et al., 2001; Nardi, 2009; Grassi et al., 2014). A injegdo intravenosa in
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bolus de doxapram nesses pacientes provoca uma hiperventilacdo que € maior
do que a observada em pacientes sem o diagnostico (Abelson, Nesse, et al.,
1996). Isso sugere que os mecanismos envolvidos no quimiorreflexo sdo mais
sensiveis nos pacientes com o TP. De forma muito interessante, uma
intervencado cognitiva é capaz de reduzir tanto a sensacao subjetiva associada
ao ataque de panico quanto a hiperventilacdo e a taquicardia provocadas pelo
doxapram (Abelson, Nesse, et al., 1996). Tal observacdo sugere a

possibilidade de uma modulag&o top-down dos centros respiratérios.

Baseado nos estudos que sugerem um papel para o sistema respiratério
no desenvolvimento do TP, a hiperventilacdo provocada pelo doxapram foi
utilizada como parametro tipo-panico para o estudo de drogas panicoliticas
(Kinkead et al., 2014). Variacbes na presséo arterial e na frequéncia cardiaca
também s&o observadas nos individuos com o transtorno, entretanto,
manipulagbdes farmacologicas do sistema cardiovascular, como o uso de [-
bloqueadores, ndo apresentam eficacia no tratamento do transtorno (Johnson
et al., 2014; Steenen et al., 2016). Esses parametros, portanto, apresentariam

pouca preditabilidade farmacoldgica.

O pré-tratamento com o alprazolam atenuou a hiperventilacdo causada
pelo doxapram nos segundos iniciais a injecédo. Este resultado est4 de acordo
com o efeito panicolitco desta droga nos modelos do LTE, da fuga induzida por
estimulacdo da SCPd e da fuga induzida pelo KCN (Jenck et al., 1995; Gobira
et al., 2013). Além disso, o alprazolam também reduz a hiperventilacdo
provocada pela injecdo intravenosa de lactato em ratos “vulneraveis ao panico”
(Shekhar e Keim, 2000). A hiperventilacdo induzida pelo doxapram parece
apresentar preditabilidade farmacologica para drogas panicoliticas, embora
mais estudos com outros farmacos sejam necessarios para se confirmar a
preditabilidade farmacolégica do modelo. O alprazolam pode exercer seu efeito
por meio da facilitacdo da sinalizacdo gabaérgica nos centros respiratorios do
bulbo ou em estruturas prosencefalicas em um mecanismo top-down de

regulacéao.

De forma a complementar os resultados obtidos neste trabalho com o

modelo da fuga induzida por KCN, testamos o potencial panicolitico do
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URB597 na hiperventilacdo induzida pelo doxapram. Corroborando o0s
resultados encontrados neste estudo, o URB597 ndo apresentou um efeito
panicolitico. A menor dose de URB597 pareceu reduzir a frequéncia
respiratoria basal dos animais, entretanto, essa reducdo ndo levou a uma
atenuacdo da hiperventilagdo ap6s a injecdo de doxapram. Poucos estudos
investigaram o papel do sistema endocanabinoide no quimiorreflexo ou na
modulacdo da respiracdo. Os resultados apresentados aqui sugerem que 0
sistema nao apresenta um papel relevante na modulacdo do quimiorreflexo.
Entretanto, estudos com inje¢Oes intra-cerebrais podem revelar outro papel

para o sistema.

Além das respostas cardiorrespiratorias, foi avaliado se o doxapram
apresenta propriedades aversivas no modelo da aversdo condicionada ao
lugar. O estudo da preferéncia ou aversdo condicionada ao lugar permite
caracterizar a droga como apresentando propriedades reforcadoras ou néo
(Huston et al., 2013). O modelo é classicamente utilizado para o estudo das
drogas de abuso, estas induzem uma preferéncia condicionada ao lugar
(Huston et al., 2013). Foi demonstrado que drogas ansioliticas, como o
diazepam e o alprazolam também induzem preferéncia ao lugar (File, 1986). Ja
drogas ansiogénicas, como a yohimbina e a picrotoxina, produzem uma
aversdo condicionada ao lugar (File, 1986). A estimulagdo da SCPd também
funciona como um estimulo aversivo que induz aversao condicionada ao lugar
(Zanoveli, Ferreira-Netto, et al., 2007). No presente estudo, nenhuma das
doses de doxapram apresentou uma propriedade aversiva no modelo da
aversdo condicionada ao lugar. A auséncia de efeitos pode ser devido ao
protocolo utilizado. E possivel que um maior tempo de condicionamento induza
essa aversdo. Além disso, a linha de corte para a preferéncia basal dos
animais por um dos lados da caixa pode ser alterada de modo a reduzir a

variabilidade.

Em seguida, avaliamos se o0 doxapram apresenta propriedades
aversivas no modelo do LTE. Observamos que todas as doses de doxapram
aumentaram a laténcia da esquiva inibitoria, indicando um efeito ansiogénico.
Porém, a laténcia da fuga ndo foi alterada, sugerindo que a droga nao

apresenta um efeito panicogénico, contrariando a nossa hipotese inicial. Ainda
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assim, a deteccédo do efeito ansiogénico ndo descarta a hipotese mais geral de

gue a droga apresenta propriedades aversivas.

Finalmente, com o objetivo de se investigar possiveis locais de acdo do
doxapram no sistema nervoso central, avaliamos o padrdo de expressdo da
proteina c-Fos na SCP em trés planos. A SCP foi escolhida devido ao seu
possivel papel na génese do ataque de péanico, como proposto pela teoria
serotoninérgica do transtorno do panico (Paul et al., 2014; Schenberg et al.,
2014). Nossos resultados mostram que a maior dose de doxapram aumenta a
expressao de proteina c-Fos na porcdo ventrolateral da estrutura nos planos

intermediério e caudal.

A porcéo ventrolateral da SCP esta envolvida em respostas de defesa
passiva, como a imobilidade (Zhang et al., 1990; Bandler e Keay, 1996). Essa
imobilidade seria posterior a um comportamento ativo de defesa, como a fuga
e, portanto, estaria relacionado a um processo de recuperacdo de uma
situacdo aversiva (Brandao et al., 2008). Outra hipétese sugere que a SCPvI
estaria relacionada ao congelamento induzido pelo protocolo de medo
condicionado ao contexto (Carrive et al., 1997). Esse congelamento dependeria
de uma via entre a amigdala e a SCPvl (Carrive et al., 2000). De acordo com
essa hipotese, foi demonstrado que o doxapram injetado via intraperitoneal
induz aumento da expressao de proteina c-Fos na amigdala central de ratos
(Sullivan, Gregory M. et al., 2003). Além disso, 0 doxapram aumenta o tempo
de congelamento em um protocolo de medo condicionado ao contexto ou ao
som (Sullivan, G. M. et al., 2003). Esse efeito pré-aversivo do doxapram pode
envolver tanto a amigdala central, como previamente demonstrado, e a SCPVvI.
Entretanto, € importante salientar que uma dose de doxapram similar & dose do
estudo de Sullivan ndo levou ao aumento da expresséo de c-Fos na SCP. Além
disso, no estudo de Sullivan, a injecéo foi feita via intraperitoneal. As diferentes
doses e vias de administracdo dificultam a relacdo entre os dois estudos.
Experimentos futuros do nosso laboratério pretendem investigar o efeito da

injecao intravenosa de doxapram na expressao da proteina c-Fos na amigdala.

A injecdo intravenosa de doxapram em ratos expostos a um campo

aberto ndo induz um comportamento de fuga consistente. A maior dose de
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doxapram induz uma hiperventilacdo visivel, acompanhado de certo grau de
imobilidade. Entretanto, essa imobilidade parece estar relacionada a dificuldade
de locomocao durante o periodo de hiperventilacdo, ndo aparentando ser um

comportamento defensivo.

Em relacdo ao papel da SCPvl na modulacdo da resposta a hipoxia,
estudos prévios demonstraram que uma lesdo nessa regido nao altera a
resposta cardiorrespiratéria a hipoxia (Lopes et al., 2014). De acordo com esse
resultado, outro estudo mostrou que a SCPvl ndo é ativada durante a
estimulac&o do corpo carotideo (Casanova et al., 2013). E possivel hipotetizar
gue em doses altas, o doxapram aja diretamente na SCPvl e, possivelmente,
em outras regides da SCP.

Em relacdo as outras regides da estrutura, uma lesdo na regidao dorsal
(porcbes dorsomedial e dorsolateral) leva a um aumento da resposta
ventilatoria durante uma situacao de hipdxia (Lopes et al., 2014). No presente
estudo, néo foi observado um aumento significativo na expressdo de c-Fos na
porcdo dorsal, isso pode ser devido ao fato de que o nimero de animais por
grupo esta muito baixo e com alta variabilidade. Assim, mais experimentos séo

necessarios para que se confirme o papel dessa regiao no efeito do doxapram.

Estudos recentes investigaram os possiveis locais de acdo do KCN, um
estimulador de quimiorreceptores periféricos (Muller et al., 2017). A injecéo
intravenosa de KCN levou a ativacdo da porcédo lateral no plano rostral e da
porcdo ventrolateral na porcdo caudal (Muller et al., 2017). Este ultimo
resultado esta de acordo com os achados encontrados neste trabalho. Dessa
forma, embora estudos anteriores ndo tenham observado um papel relevante
da SCPvI durante a hipoxia, os resultados encontrados no estudo de Muller e
neste trabalho, propde um papel para essa estrutura nos efeitos do KCN e do

doxapram.
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8. Conclusodes

A primeira parte do trabalho sugere que a facilitacdo da sinalizac&o
mediada pelo receptor CB; estd envolvida no mecanismo anti-aversivo do
alprazolam e de agonistas do receptor 5HT;4. Os modelos utilizados para esta
parte do trabalho foram extensamente validados farmacologicamente e,
portanto, apresentam utilidade para o estudo do substrato neural do transtorno
do péanico. Contudo, pouco se sabe sobre o potencial desses modelos para o
desenvolvimento de novos farmacos. A maioria dos estudos nessa area utiliza
modelos classicos de ansiedade, como o labirinto em cruz elevado e a caixa
claro-escuro. Porém, preditabilidade farmacolégica para drogas ansioliticas e
panicoliticas desses modelos é baixa. Assim, estudos clinicos sdo necessérios
para que se conheca a real preditabilidade farmacol6gica dos modelos de

panico utilizados nesta parte do trabalho.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa confirmaram o potencial
panicolitico de drogas que atuam no sistema endocanabinoide. Farmacos,
como o alprazolam ou antidepressivos, podem ter sua eficacia potencializada
por meio de manipulagcbes do sistema endocanabinoide, por exemplo.
Entretanto, neste trabalho foi demonstrada uma auséncia de efeitos
panicoliticos para diversas drogas que atuam no sistema endocanabinoide. O
modelo da fuga induzida por KCN e a hiperventilacdo induzida pelo doxapram
podem estar mais relacionados ao subtipo respiratério do transtorno do panico.
Dessa forma, os canabinoides podem ndo apresentar eficacia para esse
subtipo de transtorno. Apesar dessa observagao, o sistema endocanabinoide
ainda pode ser considerado como um possivel alvo farmacolégico para o
desenvolvimento de drogas panicoliticas, haja vista a heterogeneidade do

transtorno.

Em relacéo a caracterizacao dos efeitos do doxapram, conclui-se que a
droga apresenta uma propriedade ansiogénica e que a hiperventilacdo pode
ser utilizada como um parametro para a investigacdo de drogas panicoliticas.
Baixas doses de doxapram parecem nao recrutar a SCP, enquanto a maior
dose leva a ativacdo da porcéo ventrolateral da estrutura. Mais estudos séo

necessarios para que se esclareca o papel funcional da SCP nos efeitos do
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doxapram e também para que se conheca o papel de outras estruturas, como a

amigdala e o hipotdlamo nos efeitos do doxapram.

Como concluséo, o ataque de panico pode ser estudado tanto por meio
de modelos que envolvem a ativacdo da SCP quanto por meio da estimulacao
do quimiorreflexo. Parametros autonémicos podem apresentar preditabilidade
farmacoldgica e relevancia para o estudo do substrato neural dos sintomas
respiratorios do transtorno do panico. Em relagdo ao sistema endocanabinoide,
este parece estar mais envolvido em modelos que envolvem estimulagéo direta
da SCP, possivelmente devido ao maior nivel de aversividade do modelo. O
sistema endocanabinoide, portanto, pode estar mais envolvido em alguns tipos
de manifestacbes de ataque de panico, como aquelas nas quais os sintomas

cognitivos sdo mais proeminentes.
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