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Resumo

O glutamato € um neurotransmissor que facilita comportamentos defensivos
relacionados a ansiedade e ao panico, ativando receptores do subtipo N-metil-
d-aspartato (NMDA, responsivos ao agonista de mesmo nome). Ao contrario, a
anandamida, um endocanabinoide, € um neurotransmissor que inibe tais
reacoes. Diversas estruturas encefalicas estdo envolvidas na elaboracdo
dessas respostas, destacando-se a Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP).
Considerando evidéncias de que endocanabinoides inibem a neurotransmissao
glutamatérgica, o presente trabalho testou a hipotese de que a ativacdo de
receptores canabinoides CB1 poderia inibir o efeito panicogénico induzido pela
injecdo de agonista NMDA na SCP dorsolateral (SCPdI), em ratos. Para tal, os
animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canula
nessa estrutura e, apos 7 dias, foram submetidos a uma caixa de observacao.
A injecao intra-SCPdl de NMDA produziu rea¢des de fuga caracterizadas pelo
aumento no numero de cruzamentos e de pulos. Tal efeito foi prevenido pela
injecdo local de um agonista CB1, o ACEA, ou de um inibidor da hidrélise de
anandamida, o URB-597. O URB-597 também preveniu o aumento na
expressao de proteina Fos, um marcador de atividade neuronial, induzido pelo
NMDA. Todos os efeitos deste inibidor da hidrolise de anandamida foram
bloqueados por um antagonista CB1, o AM251. Dessa forma, conclui-se que 0s
receptores canabinoides CB1 modulam as respostas defensivas induzidas pela

ativacao de receptores NMDA na SCPdI.



Abstract

Glutamate is a neurotransmitter that facilitates defensive responses related to
anxiety and panic, through the activation of N-methyl-d-aspartate receptors
(NMDA, named after the selective agonist). On the contrary, the
endocannabinoid anandamide is a neurotransmitter that inhibits such reactions.
Several brain regions are involved in these responses, including the
periaqueductal gray (PAG). Considering the evidence that endocannabinoids
inhibit the glutamatergic neurotransmission, the present work tested the
hypothesis that the activation of cannabinoid CB1 receptors could inhibit the
panicogenic effects of NMDA injected into the dorsolateral PAG (dIPAG) in rats.
The animals underwent stereotactic surgery for implantation of the cannula in
dIPAG and after 7 days their behaviour was analyzed in an observation box.
NMDA injection into the dIPAG produced escape reactions characterized by an
increase in the number of crossings and jumps. This effect was prevented by
local injection of a CB1 agonist, ACEA, or an anandamide-hydrolysis inhibitor,
URB-597. In addition, URB-597 also prevented the increase in Fos protein
expression, a marker of neural activation, induced by NMDA. All the effects of
this anandamide-hydrolysis inhibitor were blocked by a CB1 receptor
antagonist, AM251. It is concluded that cannabinoid CB1 receptors modulate

defensive responses induced by NMDA receptor activation in the dIPAG.
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ANSIEDADE:

A ansiedade é caracterizada por um estado de tensdo semelhante ao
medo, mas em resposta a um perigo abstrato, ndo real. Essa sensacao
desagradavel vem acompanhada de sintomas autonémicos como: sudorese,
taquicardia, tremores, dificuldade de concentracdo, perturbacées do sono e
nauseas. Até certo ponto, a ansiedade € benéfica e pode favorecer o
desempenho do individuo. Além desse ponto designado como 6timo, a
ansiedade passa a ser patologica e contraproducente (GRAEFF, 1999).

Segundo a Classificagdo do Manual de Diagnostico e Estatistica dos
Disturbios Mentais (Diagnostic Statistical Manual of Mental Disorders - DSM) da
Associagao Psiquiatrica Norte Americana, os transtornos de ansiedade podem
ser agrupados em categorias:

Fobia (especifica ou social)

Transtorno de Panico (com ou sem agorafobia)

Transtorno de ansiedade generalizada

Transtorno de estresse pos-trauméatico

Transtorno de Estresse agudo

Tanstorno de estresse devido a uma condicdo médica geral
Transtorno de ansiedade produzido por substancias quimicas

Outros Transtornos de Ansiedade (Atipicos ou ndo-especificados)

12



TRANSTORNO DO PANICO:

Em humanos, o Transtorno de Panico (TP) caracteriza-se pela presenca
de ataques de Panico recorrentes e inesperados (espontaneo, ndo evocado),
seguidos por pelo menos 1 més de preocupacéo persistente acerca de se ter
um outro ataque (DSM 1V, 1994).

O TP inicia-se com um intenso medo ou desconforto, seguido de
palpitacdo, aumento de frequéncia cardiaca, tremor, sensacdo de falta de ar,
dor no peito, tonturas, desmaio, além da sensacdo de estar perdendo o
controle, ficando louco ou de morte iminente (DEL-BEN & GRAEFF, 2009).

O TP esta frequentemente associado a agorafobia, condicao
caracterizada pela esquiva de locais ou situagcées nas quais poderia ser dificil
escapar ou obter ajuda, caso o individuo apresente um ataque de panico.
Estudos epidemiolégicos indicam que a prevaléncia mundial de TP durante
toda a vida (com ou sem Agorafobia) situa-se entre 1,5 e 3,5%. As taxas de
prevaléncia anual estdo entre 1 e 2% e cerca de um terco até metade dos
individuos diagnosticados com TP também tém Agorafobia (DSM 1V, 1994).

Esforcos vém sendo empregados na tentativa de se conhecer as bases
neurobioldgicas envolvidas nos transtornos de ansiedade, incluindo o TP. Por
questdes praticas, econbmicas e, principalmente, éticas, estes estudos
empregam a experimentagdo animal, mais especificamente o uso de modelos
animais de ansiedade (GRAEFF, 2007). A possibilidade de se modelar
transtornos de ansiedade em animais tem como base a proposta de que eles

apresentariam 0s mesmo substratos neurais responsaveis pelas reacdes de
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defesa dos humanos (PANKSEPP, 1990; BLANCHARD & BLANCHARD, 1990;

GRAEFF, 1999)

O COMPORTAMENTO DEFENSIVO:

A relacdo entre emocdes humanas e respostas comportamentais
animais foi proposta pela primeira vez por Charles Darwin. Em seu livro
intitulado The Expression of Emotions in Man and Animals (1872), Darwin
propds que o homem compartilharia com seus ancestrais as emocdes bésicas
frente a situacdes de perigo.

As ameacas que constituem perigo para 0s animais podem incluir
predadores, altura, ambiente iluminado, estimulos nociceptivos, novos objetos,
mudanca de ambiente e confronto com animais da mesma espécie
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1988).

Por meio de observacfes das estratégias defensivas frente a ameacas
predatérias em ratos selvagens, Robert e Caroline Blanchard classificaram
essas respostas de acordo com a distancia que 0s animais se encontram da
ameaca: ameacga potencial (também chamada de incerta); ameaca distal e
ameaca proximal (BLANCHARD & BLANCHARD 1988; 1990; BLANCHARD et
al.1997, 2001)

A ameaca potencial se da quando a presenca do predador € incerta, ou
guando o animal depara-se com estimulos relacionados ao predador (odor, por
exemplo, APFELBACH, 2005). Nessas condi¢cdes, os animais adotam uma
postura de avaliagcdo de risco, como a exploracdo cautelosa do ambiente para

investigar a presenca de uma provavel ameaca (BLANCHARD et. al 1997;
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2003). Os substratos neurais envolvidos nesse tipo de resposta seriam o
sistema septo-hipocampal e a amigdala (BLANCHARD et al., 2003; GRAY &
McNAUGHTON, 2000; GRAEFF, 1994).

As respostas a ameagas em potencial envolvem um conflito entre duas
situacOes distintas. A primeira envolve a exploragcdo do ambiente e significa
aproximar-se do perigo, enquanto na segunda o animal adota uma postura de
esquiva, evitando o perigo. Esse comportamento tem sido relacionado com o
transtorno de ansiedade generalizada, uma vez que envolve conflito para o
animal (GRAY & MCNAUGHTON, 2000; GRAEFF, 2002; GRAEFF &
ZANGROSSI, 2002; BLANCHARD et al., 2003).

A ameaca distal ocorre quando o perigo existe, mas encontra-se a certa
distancia. Nesse caso, a fuga € a resposta predominante (BLANCHARD &
BLANCHARD, 1988). Quando isso ndo € possivel, o animal adota o
comportamento de freezing ou imobilidade, seguido de vocalizacdo
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1980).

Davis e colaboradores propuseram que projecdes que partem da
amigdala rumo a porcdo ventrolateral da Substancia Cinzenta Periaquedutal
(SCP) estariam envolvidas no comportamento de freezing dos animais frente a
estimulos aversivos (DAVIS, 1992a; 1992b, 1998). Segundo GRAEFF (1994),
0s comportamentos dos animais diante de ameacas proximais poderiam ser
correlacionados com medo em humanos.

Em ultimo caso, quando a ameaca é proximal, as respostas observadas
sdo de freezing, fuga, vocalizagbes, saltos, luta e mordidas (caso haja um
confronto presa-predador) (BLANCHARD & BLANCHARD, 1988, 1990;

BLANCHARD et. al, 1986).
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Com a demonstracdo de que a estimulacdo elétrica da SCP induzia
reacoes de luta ou fuga, essa regido passou a ser considerada o principal
substrato neural envolvido na ameacga distal (HUNSPERGER, 1956 apud
FERNANDEZ DE MOLINA & HUNSPERGER, 1959; SKULTETY, 1963).

Experimentos feitos com pacientes acordados submetidos a estimulagéo
da SCP relatam sentimentos de terror, morte iminente, desejo de fugir,
taquicardia e hiperventilagdo (YOUNG, 1989). A similaridade entre o que
ocorria quando pacientes submetidos a neurocirurgia tinham a SCP estimulada
e o0s sintomas de Transtorno de Panico (TP), sugeriu a participacdo dessa
estrutura na neurobiologia de ataques de panico (GENTIL, 1988;

GRAEFF,1994; 2002; 2004).

SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL E AS RESPOSTAS DE FUGA

A SCP localiza-se no mesencéfalo, entre o terceiro e quarto ventriculo,
circundando o aqueduto cerebral. Pode ser subdividida em quatro regides que
formam uma coluna ao longo do eixo rostro-caudal: dorsomedial, dorsolateral,
lateral e ventrolateral. (CARRIVE, 1993; BANDLER et al., 2000).

A porcéao dorsal da SCP - que compreende as colunas dorsomedial e
dorsolateral - esta particularmente envolvida na elaboracdo do comportamento
defensivos de escape ou fuga (GRAEFF, 1990; 2004; ZANGROSSI et al,
2001). Como mencionado anteriormente, a estimulagéo elétrica desta estrutura
induz comportamentos do tipo luta e/ou fuga similares aqueles evocados por
situacdes naturais de perigo e ameaca (HESS & BRUGGER, 1943 apud

FERNANDEZ DE MOLINA & HUNSPERGER, 1959).
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NASHOLD e colaboradores demonstraram em 1969 que a estimulagao
elétrica de areas mesencefalicas (incluindo a SCP) em humanos
desencadeava sentimentos de medo, pavor e morte iminente. Essas
manifestacfes se assemelhavam aquelas ocorridas em um ataque de panico.
Ainda reforcando a hipétese do envolvimento da SCP em reacdes de defesa,
estudos demonstraram que lesdes nessa estrutura eliminavam respostas
defensivas a estimulos ameacadores em animais experimentais (EDWARDS &
ADAMS 1974; BLANCHARD et al 1981)

Em 1982, GOODCHILD e colaboradores estimularam a SCP de gatos
por meio da injecdo de aminoé&cidos excitatérios, observando a ocorréncia de
reacfes defensivas. Estudos posteriores empregando a mesma técnica
confirmaram esse achado também em ratos. (KRIEGER & GRAEFF, 1985;
HILTON & REDFERN, 1986). A estimulacdo da porgcdo dorsal da SCP por
aminoacidos excitatérios promove reacdes de fuga, congelamento e alteracdes
autondmicas como: elevacdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca,
sudorese, piloerecdo, vasodilatacdo da musculatura esquelética e dilatacao
pupilar (BANDLER & CARRIVE, 1988, KRIEGER & GRAEFF, 1985;
SCHENBERG et al., 2001; CARRIVE, 1993).

Considerando as semelhancas entre os comportamentos de humanos e
de animais frente a estimulos ameacadores, bem como entre o0s
comportamentos evocados pela estimulagcdo da SCP e por perigos e ameacas
naturais, a estimulacdo desta estrutura tem sido utilizada como um modelo
animal de ataques de panico (GRAEFF, 1994).

Nesse contexto, estudos que empregam a técnica de imunoistoquimica

para Fos, uma proteina transcrita a partir do gene de expressao imediata c-fos,
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vém sendo amplamente utilizados como ferramenta para marcacao de ativacao
neuronal (MORGAN & CURRAN, 1989). Sob condi¢cbes basais, 0 nimero de
células c-fos detectaveis é muito baixo (HUGHES et al., 1992), mas apds
estimulo o nivel maximo de expressdo de FOS ocorre entre 1 e 3 horas e
desaparece gradualmente apds 4-6 horas (KOVACS & SAWCHENKO,1996)

Estudos demonstram que h& aumento na expressdao de Fos apos
comportamento de fuga desencadeado pela estimulacéo elétrica ou quimica de
regides envolvidas em comportamentos defensivos (SANDER et al., 1998).
Além disso, ha aumento de expressdo de Fos também quando ratos sao
expostos ao seu predador natural (CANTERAS et al., 1997).

Com relacdo a SCP, diversos estudos demonstram que a evocacao de
comportamentos defensivos promove ativagao de Fos principalmente na coluna
dorsolateral, sustentando a importancia dessa regido mesencefalica para a
elaboracao de tais respostas (Kovacs, 1998; Silveira et al., 1994; Singewald &
Sharp,2000; Vianna et al., 2003)

Diversos neurotransmissores podem modular tais respostas, dentre eles
o glutamato (CAROBREZ et al., 2001; GUIMARAES et al., 1991) e o sistema

endocanabinoide ( MOREIRA et al.,2012)

NEUROTRANSMISSORES ENVOLVIDOS NAS RESPOSTAS DEFENSIVAS

SISTEMA GLUTAMATERGICO:

O Glutamato € um dos mais importantes neurotransmissores excitatorios

do Sistema Nervoso Central (WATKINS & COLLINGRIDGE, 1994; JAVITT,
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2004). E sintetizado a partir da Glicose proveniente do Ciclo de Krebs, ou da
Glutamina (sintetizada pelas células da Glia e captada por neurénios).

A sintese do Glutamato ocorre em neurdnios pré-singpticos, onde a
enzima Glutaminase converte Glutamina em Glutamato. Esse ultimo é
armazenado em vesiculas por meio do transportador do Glutamato e sua
liberacdo se da por exocitose dependente do calcio. O término das a¢des do
Glutamato ocorre quando ele é recaptado pelo préprio neurdnio ou por
astrocitos. (AMARA & FONTANA, 2002; SHIGERI et al, 2004).

Existem duas classes de receptores Glutamatérgicos: metabotrépicos
(mGIuR) e ionotrépicos (iIGIUR) (NAKANISHI, 1992). Os mGIluRs podem ser
divididos em 3 classes, conforme os tipos de segundos mensageiros que
modulam.

A classe | é composta pelos receptores mGIuR1 e mGIuUR5, que séo
acoplados a uma proteina Gq estimuladora da fosfolipase C. Os demais
pertencem ao grupo Il (MGIuR2 e mGIuR3), e ao grupo Il (mGluR4, mGIuRS6,
MGIuR7 e mGIuR8) e séo acoplados a uma proteina Gi que inibe a adenilato
ciclase (PIN & DUVOISIN, 1995) .

Os iGIluR podem ser classificados em NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (a amino-3-hidroxi 5-metil 4-isoxazolepropionato) e Cainato, de acordo
com seus agonistas especificos.(CONN & PINN, 1997).

Os receptores NMDA, de especial interesse para este trabalho, possuem
dois tipos de subunidades: NR1 e NR2, podendo existir ainda diversas
isoformas dessas subunidades. S&o permeaveis ao Ca** e bloqueados pelo

Mg*? (JAVIT, 2004).
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Os receptores AMPA sao canais ibnicos compostos pelas subunidades
GluR1-4, permedaveis ao Na* e K*. A ativacéo dos receptores AMPA promove a
despolarizacdo necessaria para que haja abertura dos canais NMDA (BORGES
& DINGLEDINE, 1998; JAVITT, 2004). J& os receptores Cainato sdo formados
pelas subunidades Glu 5-7 e KA1-2. Possuem localizacao pré e pds- sinptica
e baixa permeabilidade ao célcio (BLEAKMAN & LODGE, 1998; HUETTNER,
2003).

A presenca de receptores Glutamatérgicos, principalmente na porcao
dorsolateral da SCP (ALBIN, 1990) e o papel facilitador do Glutamato nas
reacoes de fuga (GOODCHILD, 1982; KRIEGER & GRAEFF, 1985; HILTON &
REDFERN, 1986) evidenciaram a importancia deste neurotransmissor na
elaboracdo de comportamentos defensivos.

Posteriormente, observou-se que reacdes de fuga também poderiam ser
desencadeadas por administracdo de agonistas especificos dos rNMDA, como
o0 NMDA na SCPdI (AGUIAR et al. 2006; BITTENCOURT et al., 2004; ZHANG
et al., 1990). Essas reacOes foram acompanhadas por aumento de expressao
da proteina Fos em regides relacionadas com o comportamento defensivo
(FERREIRA-NETTO et al., 2005).

Além disso, a injecao intra-SCPdIl de AP-7, um antagonista dos rNMDA ,
induz efeitos ansioliticos em diversos modelos animais de ansiedade (AGUIAR
& GUIMARAES 2009, BEIJAMINI & GUIMARAES, 2006; GUIMARAES et al.,
1991; MORAES et. al,2008).

Em conjunto, todos estes trabalhos reforcam a participacdo dos

receptores NMDA do Glutamato na elaboracao das respostas defensivas.
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SISTEMA ENDOCANABINOIDE:

A planta Cannabis sativa, popularmente conhecida como maconha, tem
sido usada por muitos anos para determinados fins terapéuticos e,
principalmente, de forma recreacional. Todavia, seu mecanismo de agao
permaneceu incerto até 1964, quando GOANI & MECHOULAM isolaram e
identificaram o seu principal constituinte ativo: o A-9-tetrahidrocanabinol (A-9-
THC) (GOANI & MECHOULAM, 1964). Tal composto é o principal responsavel
pela maioria dos efeitos da maconha (MARTIN, 1991; COMPTON et al., 1992).

Devido ao carater lipofilico do A-9-THC e seus analogos sintéticos
(denominados canabinoides), pensou-se inicialmente que seus efeitos seriam
mediados por mecanismo de acdo semelhante aos anestésicos gerais, ou seja,
dispersdo na bicamada lipidica da membrana celular. Porém, determinadas
observacdes, como a de que as relagbes entre dose e resposta para esses
compostos sao muito sensiveis a alteragcbes em suas estruturas quimicas,
conduziram a hipétese de que seus efeitos poderiam ser mediados por algum
receptor.

Outro indicio que apontava para a existéncia de receptores canabinoides
foi a descoberta de que esses compostos eram capazes de inibir a adenilato
ciclase, um mecanismo bioquimico comum a varios receptores, em células de
neuroblastoma (HOWLETT & FLEMING, 1984). De fato, em 1988, Devane e
colaboradores propuseram a existéncia de um receptor no qual essas
substéancias se ligariam (DEVANE et al., 1988).

Dois anos depois, o primeiro tipo de receptor canabinoide foi identificado

e clonado (MATSUDA et. al, 1990), sendo outro subtipo descoberto em seguida
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(MUNRO et al.,, 1993). O Comité para Nomenclatura de Receptores e
Classificacdo de Drogas da Unido Internacional de Farmacologia Basica e
Clinica (International Union of Basic and Clinical Pharmacology - IUPHAR)
denominou tais receptores de CB1 e CB2, respectivamente (HOWLETT et. al,
2002; PERTWEE et. al, 2010).

Os receptores CB1 localizam-se principalmente no Sistema Nervoso
Central (HERKENHAM et al., 1991), enquanto os receptores CB2 localizam-se
em células do sistema imune (MUNRO et al.,, 1993), embora estudos mais
recentes apontem para a existéncia de receptores CB2 também no Sistema
Nervoso Central (ONAIVI et al., 2012).

O mecanismo de transducédo de sinal para os receptores canabinoides
baseia-se na ativacdo de uma Proteina Gi, que inibe a Adenilato Ciclase. Como
consequéncia, ha uma menor conversao de Trifosfato de Adenosina (ATP) em
Monofosfato Ciclico de Adenosina (AMPc), o que leva a uma menor ativacao
da Proteina Quinase A (PKA). Logo, todos os efeitos biolégicos mediados pela
PKA estardo reduzidos (HOWLETT & FLEMING, 1984). Além disso, 0s
receptores Canabinoides também aumentam a condutancia de Canais para
Potassio e reduzem a condutancia de canais para Célcio, agindo como
moduladores da liberacdo de outros neurotransmissores (PIOMELLI, 2003).

Apds a demonstracdo da existéncia de um receptor canabinoide e a
elucidagédo de seu mecanismo de transdugdo, descobriu-se o primeiro ligante
endogeno desse receptor: a N-araquidonoil etanolamina, também chamada
Anandamida (DEVANE et al., 1992) A demonstracdo de que esta substancia,

isolada do encéfalo de mamiferos, era capaz de mimetizar os efeitos do A-9-
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THC, consolidava a ideia de que ela seria um equivalente endégeno deste
composto, ou seja, um endocanabinoide (Fride e Mechoulam, 1993).

A Anandamida pode ainda se ligar ao receptor do tipo TRPV1 (Transient
Receptor Potential Vanilloid Type-1; ROSS, 2003), onde exerce funcdes
opostas aquelas exercidas quando se liga aos receptores CB1 (STAROWICZ
et al.,2007; TERZIAN et al., 2009). Além disso, outros endocanabinoides foram
identificados, a exemplo o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (SUGIURA et al. 1995).
Enquanto a Anandamida possui afinidade maior por receptores do tipo CB1, 2-
AG possui afinidade semelhante para ambos receptores (MECHOULAM,
1995). Além deles, também sédo considerados endocanabinoidess os seguintes
compostos: 2-aracdonil-glicerol-éter (Noladina), Oleamida e O-aracdonil
etanolamina (Virodamina) (PORTER et al. 2002; LEGGETT et al. 2004).

A sintese dos endocanabinoides ocorre a partir de fosfolipides de
membrana e inicia-se com a despolarizacdo neuronal e consequente entrada
de cdlcio. Tao logo sejam sintetizados em neurdnios pas-sinapticos, 0s
endocanabinoides se difundem para o meio extracelular, uma vez que ndo séo
armazenados em vesiculas (sintese sob demanda). Eles exercem sua acdo em
neurbnios pré-sindpticos caracterizando uma neurotransmissao do tipo
Retrograda (WILSON & NICOLL, 2001; PIOMELLI, 2003).

O término da acdo dos endocanabinoides se da por meio de sua
recaptacao pelos terminais sinapticos e metabolizacao pelas enzimas Hidrolase
Amida de Acidos Graxos (Fatty Acid Amide Hydrolase, FAAH) e
Monoacilglicerol Lipase (MGL), que metabolizam a Anandamida e o 2-AG,

respectivamente (PIOMELLI, 2003).
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Em conjunto, os endocanabinoides, seus receptores e suas enzimas
constituem o sistema endocanabinoide (Piomelli, 2003). Uma ilustragéo

simplificada desse sistema de neurotransmisséao pode ser vista ha FIGURA 1.

Com a caracterizacdo dos receptores foi possivel sintetizar moléculas
que de alguma forma pudessem interferir no sistema endocanabinoide.
Exemplos sdo os antagonistas CB1 Rimonabanto (SR 141716; RINALDI-
CARMONA et at, 1994) e AM 251 (GATLEY et al, 1996) e os agonistas WIN
55-212, ACEA e HU 210 (PERTWEE, 1999; 2000). Além disso, outra estratégia
de intervencdo no sistema se da por meio de drogas que inibem as enzimas
gue degradam os endocanabinoides. Como exemplo, pode-se citar o URB 597
(KATHURIA et al., 2003) e URB 602 (HOHMANN et al., 2005), que inibem a

degradacédo da Anandamida e do 2-AG, respectivamente.

EtNH,

AA

Saito et al, 2010

Figura 1: Representacdo esquematica da sinapse canabinoide. N-araquidonoil
etanolamina - Anandamida (AEA) e 2- araquidonoilglicerol (2-AG) séo sintetizados em
neurdnios pos-sinapticos, apoés influxo de célcio (1). AEA e 2-AG se ligam a receptores
CB1 em neurbnios pré-sinpticos (2), exercendo suas ag¢fes. O término da acdo
destes endocanabinides se da por recaptagao por transportadores (3) e metabolizacédo
pela Hidrolase Amida de acidos graxos (FAAH) e Monoacil Monoacilglicerol Lipase
(MGL), que metabolizam AEA e 2-AG respectivamente (4).
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SISTEMA ENDOCANABINOIDE E ANSIEDADE:

Diversos estudos tém demonstrado a participacdo do sistema
endocanabinoide na modulacdo dos transtornos de ansiedade, incluindo o
Transtorno do Panico.

FINN e colaboradores demonstraram que o tratamento com o
Canabinoide sintético HU 210 foi capaz de reverter a fuga induzida pelo
aminoacido excitatério Acido D, L-homocisteico (DLH), ambos injetados na
SCP (FINN et al, 2003). Além disso, MOREIRA e colaboradores (2007)
demonstraram que a administragcdo do agonista Canabinoide Anandamida na
coluna dorsolateral da SCP promoveu efeitos do tipo ansiolitico, evidenciado
pelo aumento do nimero de entradas no braco aberto do Labirinto em Cruz
Elevado. Esse efeito foi revertido pelo tratamento prévio com o antagonista AM
251 (MOREIRA et al., 2007). Os efeitos ansioliticos da Anandamida foram
mimetizados pelo agonista seletivo CB1 - ACEA - e potencializados pelo AM
404(um inibidor do transportador de Anandamida) injetados na SCP (MOREIRA
et al.,2007).

Os efeitos ansioliticos da inje¢cdo de Anandamida na SCP puderam ser
confirmados em outro modelo de ansiedade, o teste de conflito de Vogel
(LISBOA et al, 2008). Corroborando esses estudos, RESSTEL e
colaboradores demonstraram que a tanto a Anandamida quanto o AM 404
reduziram a porcentagem de congelamento (“freezing”) quando os animais
foram re-expostos a um contexto previamente associado com choque. Houve
ainda uma atenuacao significativa na elevacdo da frequéncia cardiaca e
pressao arterial média quando os animais eram tratados com Anandamida e

AM 404 e re-expostos ao contexto (RESSTEL et al,2008).
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Nado somente a Anandamida, mas drogas que modulam o sistema
canabinoide sem atuar diretamente sobre receptores CB1, também se
mostraram capazes de exercer efeito ansiolitico. De particular interesse é a
inibicdo da hidrolise de anandamida, bloqueando-se a atividade da FAAH. A
inibicdo farmacoldgica ou genética dessa enzima aumenta o0s niveis de
anandamida e induz efeito tipo ansiolitico em animais, sendo este mediado
pelo receptor CB1 (KATHURIA et al., 2003; MOREIRA et al,2008).

Em conjunto, esses resultados sugerem fortemente que o sistema
endocanabinoide desempenha um importante papel no comportamento

defensivo mediado pela SCP.
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OBJETIVOS
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Objetivo Geral:
Verificar a participagdo do Sistema Endocanabinoide da Substancia Cinzenta

Periaguedutal dorsolateral na modulacéo de respostas defensivas

Objetivos Especificos:

1. Testar a hipdtese de que a administracdo local de ACEA (um agonista
canabinoide seletivo para receptores CB1) atenuaria a resposta de fuga
induzida pela administracdo de NMDA na SCPdI.

2. Testar a hipotese de que o URB597, um inibidor da hidrélise da
Anandamida, poderia atenuar a resposta de fuga induzida por NMDA.

3. Testar a hipotese de que o pré-tratamento com o AM251, um
antagonista dos receptores canabindides, poderia reverter os efeitos
produzidos pelo URB 597.

4. Testar a hipotese de que o URB 597 atenua a ativacdo neuronial

induzida por NMDA.
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MATERIAIS E METODOS
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1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 230-250 gramas,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG, com livre acesso a agua e comida. Os animais foram
mantidos em um ciclo claro-escuro de 12x12 horas, com inicio as 7:00 e
tempertura controlada ( 24° C).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e

Experimentacdo Animal (CETEA), protocolo nimero 059/11.

2. Drogas:

e Arachidonyl-2-chloroethylamide - ACEA (agonista seletivo para o
receptor CB1, Cayman®): 0,005 ; 0,05; 0,5 pmol/0,2 uL, solucdo em
metil-acetato, diluido em salina (CASAROTTO et al., 2012)

e 3’(aminocarbonyl)[1,1"- biphenyl]-3-yl)-cyclohexylcarbamate URB 597
(Inibidor da Hidrélise da Anandamida, Cayman®) 0,3; 1,0; 3,0 nmol/0,2
UL, diluido em 1 Etanol: 1 Cremofor : 18 Salina (RUBINO, 2007)

e N-(piperidin-1yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-
pyrazole-3-carboxamide, AM251(antagonista de receptor CB1, Sigma®):
100 pmol/0,2 pL diluido em 1 DMSO : 9 Salina (MOREIRA et al, 2007).

e NMDA (agonista de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, Sigma®)
1nmol/0,2 pL diluido em Salina 0,9% (ALMEIDA-SANTOS & AGUIAR,

dados néo publicados).
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e Pentilenotretazol (PTZ, Sigma): 55 mg/Kg. Esta droga foi utilizada como
controle positivo para 0s ensaios de imunoistoquimica para c-Fos,

dissolvida em salina 0,9% estéril

3. Cirurgia Estereotaxica

Os animais foram anestesiados com Ketamina — Xilazina (3:5; 1mL/KQ)
via intraperitoneal e fixados a um aparelho estereotaxico (David Kopf®). Apos
injecdo subcutanea de anestésico local (Xilocaina + Epinefrina 1:2000), e
intramuscular de Pentabidtico (0,2 mL/rato), foi feita uma incisdo sagital para
exposicao da calota craniana . Dois parafusos foram fixados ao cranio e uma
canula-guia (11 mm) foi implantada na SCPdl segundo coordenadas
estabelecidas de acordo com o Atlas Paxinos & Watson (2007): 1,9 mm lateral;
4,3 mm dorso-ventral, 0 mm antero-posterior em relacdo ao Lambda. Com a
finalidade de evitar perfuracdo do seio venoso, o aparelho estereotaxico foi
angulado em 16°. A canula foi fixada a calota craniana por meio de uma massa
acrilica. Um mandril de aco inoxidavel foi introduzido na canula para evitar a

oclusdao da mesma.

Ao témino da cirurgia, 0S animais receberam o0 analgésico e
antiinflamatério Banamine® (Flunixina meglumina, 1 mL/Kg), permanecendo no
laboratério até completa recuperacdo.Apos esse periodo, foram levados ao
biotério, onde permaneceram por 7 dias, depois dos quais foram submetidos

aos procedimentos experimentais.
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4. Procedimento de Microinjecao

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

de se verificar se a agulha ndo estava entupida.

5. Teste Comportamental: Caixa de Observagéo

Para se avaliar o comportamento dos animais apos injecao das drogas,
foi utilizada 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 P10 (FIGURA 2).

Durante dois minutos, a rea¢ao dos animais foi gravada por uma camera
de video (Samsung, SMX-C10LN/XAA) localizada em frente a caixa de
observacgéo. Os parametros quantificados em cada video foram cruzamentos e
pulos. Considerou-se cruzamento quando o animal atravessou a linha média da
caixa com as quatro patas e pulo quando o animal retirou as quatro patas do

ché&o simultaneamente (AGUIAR et al., 2006).
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ApGs a retirada do animal da caixa, o chdo e as paredes da mesma

foram limpos com alcool 70%.

Figura 2: Caixa de Observagéo

6. Perfusao Intracardiaca

Os animais foram anestesiados por via intraperitonial (i.p.) com Uretana
(25% - 5ml/kg) e, apds a constatacdo da anestesia profunda (verificada pela
auséncia do reflexo de retirada da cauda apds estimulo nociceptivo), foram
submetidos a uma toracotomia para exposicdo do coracdo. Uma agulha
hipodérmica foi inserida no ventriculo esquerdo, por onde foram administradas

as solugbes de salina 0,9 % e formaldeido 25% com o auxilio de uma bomba
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peristaltica (Milan®), a uma taxa de perfusdo de 14ml/min. Paralelamente, foi
feita uma incisdo no arco adrtico para permitir a saida do sangue. Os animais
foram decapitados, os cérebros retirados com o auxilio de uma espatula e

estocados em formaldeido 10% por 3 dias

7. Histologia

Apbs 3 dias em formol 10 % , os cérebros foram cortados em sec¢des
de 50 um de espessura, com o auxilio de um criostato (Microm HM 505 N). Os
cortes foram colocados em laminas de vidro gelatinizadas e o sitio de injecédo
foi confirmado por meio dos diagramas contidos no Atlas Paxinos e Watson,

2007. Um sitio representativo pode ser visto ha FIGURA 3.

Figura 3: Fotomicrografia representativa do sitio de injecao na SCPdI.

34



8. Imunohistoquimica para Fos

Duas horas apds o término da exposicdo a caixa de fuga, os animais
foram anestesiados via i.p. com Uretana (25%, 5 ml/Kg) e perfundidos
transcardiacamente com salina 0,9 % e paraformaldeido 4% (fosfatado e
tamponado em PBS 0,1 M, pH 7,4) .

Os encéfalos foram removidos e processados conforme procedimento
descrito por DE OLIVEIRA et al., (2001). Os animais cuja canula ndo estava
devidamente implantada na SCPdI foram excluidos.

As seccOes foram inicialmente pré-tratadas com H,O, 1% em PBS
0,05M durante 10 minutos, para reducédo da atividade da peroxidase enddgena.
Apés 4 lavagens de 5 minutos cada em PBS 0,05M (pH 7,4) as secc¢bes foram
incubadas com soro albumina bovina (BSA) 1% em PBS 0,05M durante 30
minutos. Em seguida foi realizada 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 ligacdes inespecificos.

Apds esse tempo, as sec¢gbes foram novamente lavadas com PBS
0,05M (4 lavagens de 5 minutos cada) antes de serem incubadas com o
anticorpo secundario 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
incubacdes foram realizadas a temperatura ambiente com agitacao constante.

Uma vez removido o anticorpo secundario, através de sucessivas
lavagens em PBS 0,05M (3 lavagens de 5 minutos), as secc¢des foram

incubadas com o complexo AB avidina-biotina (1:1500, Vectastain ABC Kit,
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Vector Laboratories), por 90 minutos. A atividade da peroxidase foi revelada
usando o tetracloreto de 3’3’-diaminobenzidina (DAB) contendo H,0O, 0,02%.

Finalmente, apds as lavagens adequadas, as fatias foram distendidas
em laminas previamente gelatinizadas. Em seguida, as Laminas foram
desidratadas através de uma série de alcoois (70%, 80%, 95% e 100%, 5
minutos cada), clareadas no xilol (2 x 10 minutos) e cobertas com Entellan® e
laminulas

A imunorreatividade para Fos (Fos-IR) foi visualizada como um produto
castanho depositado no interior dos nucleos neuroniais Quantificou-se a
expresséo de Fos nas colunas dorsomedial, dorsolateral e ventrolateral da SCP
(ipsi e contralateral a injecdo) procurando focalizar o plano 48 ou o mais
proximo dele possivel. O experimentador estava cego em relacdo aos grupos
experimentais e a contagem foi feita com o auxilio do Software Image J
(Versao 5.0). Um diagrama do plano e as colunas da SCP quantificadas estao

representados conforme a FIGURA 4

Bregma -7,64 mm

-

S(‘de

Figura 4: Diagrama do plano representativo das estruturas quantificadas (modificado
de Paxinos e Watson, 1997)
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9. Grupos Experimentais:

Experimento 1: Efeito do ACEA, agonista seletivo CB1, sobre as

respostas de fuga induzidas pelo NMDA na SCPdI (n= 4-6 animais/ grupo).

Grupo experimental 1:

e Veiculo (0,2 puL) + Veiculo (0,2 pL)

e Veiculo (0,2 pL) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

e ACEA (0,005 pmol/0,2 pL) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

e ACEA (0,05 pmol/0,2 uL) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

Estereotaxia 1°
SCPdl 7 dias injecao
_—
Histologia 3 dias Perfusdo
4—

ACEA (0,5 pmol/0,2 L) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

10 minutos

261
injecao

Caixa de
observacéo
(2 min)

Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo experimental 1
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Experimento 2: Efeito do URB 597 sobre as respostas de fuga induzidas

pelo NMDA na SCPdI (n= 4-6 animais/ grupo).

Grupo experimental 2:

e Veiculo (0,2 pL) + Veiculo (0,2 pL)

e Veiculo (0,2 pL) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

e URB (0,3 nmol/0,2 uL )+ NMDA (1 nmol/0,2 uL)

e URB (1 nmol/0,2 uL) + NMDA (1 nmol/0,2 uL)

e URB (3 nmol/0,2 uL) + NMDA (1 nmol/0,2 uL)

Estereotaxia 7 dias
SCPdI —_—
Histologia

Figura 6: Representacdo esquemética do protocolo experimental 2

1¢ oa
injecdo 10 minutos injecéo
, Caixa de
Sdias | perfusio |«—— | observacgo
(2 min)
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Experimento 3: Efeito do AM251 sobre a reversdo do bloqueio das

respostas de fuga provocadas pelo URB 597 na SCPdI (n= 4-6 animais/

grupo).

Grupo experimental 3:

e Veiculo (0,2 pL) + Veiculo (0,2 yL) + Veiculo (0,2 pL)

e Veiculo (0,2 pL) + Veiculo (0,2 pL) + NMDA (1 nmol/0,2 uL)

e Veiculo (0,2 pL) + URB (3 nmol/0,2 pL) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

e AM251(100 pmol/0,2 uL) + Veiculo (0,2 pL) + NMDA (1 nmol/0,2

ML)

e AM251(100 pmol/0,2 pL) + URB (3 nmol/0,2 pL) + NMDA (1

nmol/0,2 pL)

Estereotaxia
SCPdI

7 dias

Histologia

la . 26
injecéo 5 minutos . injecéo
10 minutos
3a
3 dias Perfusao injecao
«— -—

Figura 7: Representacdo esquemética do protocolo experimental 3
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Experimento 4: Efeito do ACEA e do URB 597, injetados na SCPdI,

sobre a atividade motora (n= 5-6 animais/ grupo).

Grupo experimental 4

e Veiculo (0,2 pL) + Veiculo (0,2 pL)

e ACEA (0,5 pmol/0,2 pL) + Veiculo (0,2 pL)

e URB (3 nmol/0,2 L) + Veiculo (0,2 pL)

Estereotaxia
SCPdI

7 dias v 10 minutos
Sm— injecdo >
Histologia 3 dias Perfusao |

2&
injecao

Caixa de
observacao
(2 min)

Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo experimental 4
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10.ANALISE ESTATISTICA:

As variaveis analisadas foram as comportamentais, sendo estas o
namero de cruzamentos e o de pulos na caixa de observacdo, ou
imunohistoquimicas, qual seja o niumero de células positivas para Fos em
diferentes colunas da SCP. Por nao apresentarem distribuicdo normal
(segundo teste de Kolmogorov-Smirnov), os dados foram comparados por
andlise estatistica ndo-paramétrica e estdo apresentados na forma de mediana
e intervalos interquartis.

Os testes utilizados foram o de Kruskal-Wallis para comparagOes
multiplas, seguido de Mann-Whitney para comparagcbes entre dois grupos.
Além disso, foram realizadas analises de correlacdo de Spearman (r) entre 0s
dados comportamentais e o numero de células positivas para Fos nas colunas
dorsolateral, dorsomedial e ventrolateral da SCP. Para todos os testes, o nivel
de significancia estabelecido foi p<0,05. O programa utilizado para as analises

estatisticas e elaboracado dos gréaficos foi o GraphPad Prism 5°.
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RESULTADOS
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1. Efeito do pré-tratamento com ACEA nas respostas de fuga

induzidas pelo NMDA na SCPdI.

No primeiro experimento, o teste de Kruskal-Wallis revelou diferenca
entre 0s grupos para os parametros cruzamentos (p= 0,0089) e pulos (p=
0,0043) (Figura 9). A injecdo de NMDA (1nmol/0,2 pL) intra-SCPdI produziu
reagcdes de fuga, caracterizadas por um aumento significativo no numero de

cruzamentos e pulos em rela¢do ao grupo controle.

O pré-tratamento com ACEA foi capaz de reduzir o numero de
cruzamentos e pulos nas doses de 0,005 pmol/0,2uL (p=0,0152 e p= 0,0043,
para cruzamentos e pulos, respectivamente; Mann-Whitney), 0,05 pmol/0,2uL
(p = 0,01 e p=0,0303; para cruzamentos e pulos, respectivamente; Mann—
Whitney) e 0,5 pmol/0,2uL (p= 0,0095 para cruzamentos e pulos; Mann —

Whitney).
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Figura 9: Efeito do ACEA (0,005; 0,05 e 0,5 pmol/0,2uL) na reagéo de fuga induzida
por NMDA (1 nmol/0,2uL) na SCPdI de ratos observados durante dois minutos a partir
do inicio das inje¢Bes. As colunas nos painéis superior e inferior representam mediana
+ |I.R. do numero de cruzamentos e pulos, respectivamente (*p< 0,05 em relagéo ao
grupo controle; # p <0,05 em relagédo ao grupo Veiculo-NMDA,; Kruskall-Wallis seguido
de Mann-Whitney; n=4-6).
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Efeito do pré-tratamento com URB 597 nas respostas de fuga induzidas
pelo NMDA na SCPdI.

Neste experimento, o teste de Kruskal-Wallis revelou diferenga nos
nameros de cruzamentos (p=0,01) e pulos (p=0,001) (Figura 10). A injecdo de
NMDA (1nmol/0,2 pL) intra-SCPdI produziu reac¢des de fuga caracterizadas por

aumento nesses parametros.

O pré-tratamento com URB 597 foi capaz de reduzir o niumero de
cruzamentos nas doses de 0,3 nmol/0,2uL (p=0,0411; Mann-Whitney), 1
nmol/0,2uL (p= 0,0281 ; Mann—-Whitney) e 3 nmol/0,2uL (p= 0,0043; Mann—
Whitney). J& para o numero de pulos, apenas as doses de 0,3 nmol/0,2uL e 3
nmol/0,2uL (p=0,0079 e p=0,0041 respectivamente; Mann—-Whitney) foram

capazes de reverter o efeito do NMDA.
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Figura 10: Efeito do URB 597(0,3; 1; 3 pmol/0,2uL) na reagédo de fuga induzida por
NMDA (1 nmol/0,2uL) na SCPdI de ratos observados durante dois minutos a partir do
inicio das injecBes. As colunas nos painéis superior e inferior representam mediana +
I.R. do numero de cruzamentos e pulos, respectivamente (*p <0,05 em relagdo ao
grupo controle; # p <0,05 em relagao ao grupo Veiculo-NMDA,; Kruskall-Wallis seguido
de Mann-Whitney; n=4-6)
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2. Efeito do pré-tratamento com AM 251 sobre o bloqueio do

URB 597 nas respostas de fuga induzidas por NMDA na SCPdlI.

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferencas tanto no numero de
cruzamentos (p= 0,0160) quanto de pulos (p= 0,0234) (FIGURA 11). A injegéo
de NMDA (1nmol/0,2 pL) intra-SCPdI produziu reac¢des de fuga, caracterizadas
por um aumento em ambas as medidas.

O tratamento com URB diminuiu significativamente o numero de
cruzamentos e pulos (p= 0,0286; Mann-Whitney) quando comparado ao grupo
veiculo-veiculo-NMDA. J& o tratamento com Veiculo-AM 251-NMDA nao diferiu

estatisticamente do grupo Veiculo-Veiculo-NMDA.

O tratamento com o antagonista AM 251 foi capaz de reverter a
atenuacdo no comportamento de fuga induzido por URB 597. Tal resposta
pode ser evidenciada pelo aumento no niumero de cruzamentos (P= 0,0195;
Mann-Whitney) e pulos (p= 0,0179; Mann-Whitney), quando comparado ao

grupo veiculo-veiculo-URB.
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Figura 11: Efeito do AM 251 (100pmol/0,2uL) na reacao de fuga induzida por NMDA
(1 nmol/0,2uL) na SCPdI de ratos observados durante dois minutos a partir do inicio
das injecdes. As colunas nos painéis superior e inferior representam mediana * |.R. do
namero de cruzamentos e pulos, respectivamente (*p <0,05 em relagdo ao grupo
controle; # p <0,05 em relagdo ao grupo Veiculo-NMDA,; Kruskall-Wallis seguido de
Mann-Whitney; n=4-6)
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3. Efeito do tratamento com ACEA e URB 597 sobre a atividade

motora

Com a finalidade de verificar se 0 ACEA e o0 URB 597 por si s6 poderiam
alterar o numero de cruzamentos e pulos nos animais, foram administradas as
maiores doses dessas drogas e comparadas com o veiculo. Ndo houve
diferenca significativa no namero de cruzamentos (Veiculo: 5,25/6,00/7,500;
ACEA 0,5 pmol: 3,50/5,00/7,00; URB597 3 nmol: 5,00/7,50/9,25; p=0,2289,
Kruskall-Wallis) nem no numero de pulos, que foi de zero para todos 0s grupos;

p=0,9874, Kruskall-Wallis).

49



4. Efeito do tratamento com URB 597 intra-SCPdl sobre a
expresséo de Fos em diferentes regides da SCP de ratos submetidos a

fuga pelo modelo de administragdo de NMDA

A administracdo de NMDA elevou significativamente o numero de
células Fos positivas na SCPdl no lado contralateral a injecdo (p= 0,0248;
Kruskall-Wallis). Essa elevacgéao foi atenuada pelo pré-tratamento com URB 587
3nmol (p= 0,0212, Mann-Whitney). N&o houve diferenga significativa no
namero de células Fos positivas entre os grupos veiculo-veiculo e veiculo-
URB (FIGURA 12, painel superior).

De igual maneira, o NMDA elevou significativamente o numero de
células Fos positivas na SCPdl no lado ipsilateral a injecdo (p= 0,0030;
Kruskall-Wallis). Essa elevacéao foi atenuada pelo pré-tratamento com URB 587
3nmol (p=0,0159; Mann-Whitney). Nao houve diferenca significativa no nimero
de células Fos positivas entre os grupos veiculo-veiculo e veiculo- URB
(FIGURA 12, painel inferior).

A administragdo de NMDA néo foi capaz de elevar de maneira
significativa o nimero de células Fos positivas na por¢cdo dorsomedial da SCP
quando comparado ao grupo veiculo-veiculo. A administracdo do URB 597
também néo alterou os niveis de expresséo de c-Fos. (FIGURAL3).

Com a administracdo de NMDA houve um aumento no numero de
células Fos positivas na SCPvl no lado contralateral a injecdo (p=0,0029;
Kruskal-Wallis). Porém, esse aumento nao foi atenuado pelo pré-tratamento

com URB 587 3nmol. Nao houve diferenca significativa no numero de células
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Fos positivas entre os grupos veiculo-veiculo e veiculo- URB (FIGURA 14,
painel superior).

Por fim, a administragédo de NMDA na SCPdI ocasionou um aumento de
expressao de c-Fos na SCPuvl ipsilateral (p=0,0076, ,Mann Whitney ), efeito que
foi atenuado pelo pré-tratamento com URB 587 3 nmol (p=0,0159,Mann
Whitney). A administracdo de URB por si s6 ndo ocasionou mudancas na
expressédo de c-Fos, quando comparado ao grupo veiculo-veiculo.(FIGURA 14,
painel inferior).

O aumento na expresséo de Fos foi acompanhado de uma elevagéao no
namero de cruzamentos e pulos para o grupo Veiculo-NMDA, quando
comparado ao grupo Veiculo-Veiculo (p= 0,0117 e p= 0,0079, respectivamente.
Figura.16). A diminuicdo da expressao de Fos promovida pelo pré-tratamento
com URB 597 foi acompanhada de uma redugc&o no comportamento tipo panico
dos animais, ou seja, houve uma reducdo no niumero de cruzamentos e pulos
quando comparado ao grupo Veiculo-NMDA (p=0,0357 e p=0,0357 para
cruzamentos e pulos, respectivamente, Mann-Whitney).

A analise de Spearman demonstrou uma correlacdo positiva entre o
namero de cruzamentos, bem como de pulos, e a expressao de Fos, conforme
demonstrado na Figura 17 (r= 0,6238, p= 0,0054 e r= 0,8150, p<0.0001 para a

correlacdo de Fos com cruzamentos e pulos, respectivamente).
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Figura 12 :Efeito do URB 597(3 nmol/0,2 pyL ) no numero de células c-Fos positivas
em ratos submetidos a injecéo intra SCPdI de veiculo ou NMDA e expostos a caixa de
observacdo durante 2 minutos.O painel superior mostra o numero de células no lado
contralateral a injecdo e o painel inferior no lado ipsilateral. As colunas representam
mediana * |.R. do nimero de células. (*p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; # p
<0,05 em relagao ao grupo Veiculo-NMDA,; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney)
(n=4-5)
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Figura 13 :Efeito do URB 597(3 nmol/0,2 pyL ) no numero de células c-Fos positivas
em ratos submetidos a injecdo intra SCPdm de veiculo ou NMDA e expostos a caixa
de observagdo durante 2 minutos. As colunas representam a mediana +* |.R. do
namero de células. (*p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; # p <0,05 em relagéo ao
grupo Veiculo-NMDA,; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney) (n=4-5).
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Figura 14: Efeito do URB 597(3 nmol/0,2 pyL ) no numero de células c-Fos positivas
em ratos submetidos a inje¢do intra SCPvl de veiculo ou NMDA e expostos a caixa de
observacdo durante 2 minutos.O painel superior mostra o numero de células no lado
contralateral & injecdo e o painel inferior no lado ipsilateral. As colunas representam a
média £ E.P.M. do nimero de células. (*p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; # p
<0,05 em relac&o ao grupo Veiculo-NMDA, Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney)
(n=4-5)
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Figura 15: Fotomicrografias representativas de secgbes coronais (40um) da SCPdI, de
um rato que recebeu injecdo de Veiculo-Veiculo (A), Veiculo-URB (B), Veiculo-NMDA
(C) e URB-NMDA (D). As amostras foram processadas para imunoistoquimica para a
deteccgédo da proteina Fos A seta indica uma célula positiva para Fos. Aumento= 10x.
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Figura 16: Efeito do URB 597(3 pmol/0,2uL) na reagao de fuga induzida por NMDA (1
nmol/0,2uL) na SCPdI de ratos observados durante dois minutos a partir do inicio das
injecdes. As colunas nos painéis superior e inferior representam mediana + |.R. do
nuamero de cruzamentos e pulos, respectivamente (*p <0,05 em relagdo ao grupo
controle; # p <0,05 em relagdo ao grupo Veiculo-NMDA; Kruskall-Wallis seguido de
Mann-Whitney; n=4-5)

56



Numero de células c-Fos positivas

0 | | | | | | ]
0 20 40 60 80
Cruzamentos
200-

o v ) v ) ) LJ
0 10 20 30 40 50

Pulos

Numero de células c-Fos positivas

Figura 17: Correlagdo entre o numero de células c-Fos positivas e nuimero de
cruzamentos (painel superior) e pulos (painel inferior) apés microinjecdo na SCPdI(r=
0,6238, p=0,0054 e r= 0,8150, p<0.0001 para a correlacdo de Fos com cruzamentos e

pulos, respectivamente; correlacdo de Spearman).
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DISCUSSAOQ:

58



Os presentes resultados mostram que a administragao intra-SCPdI de
NMDA é capaz de promover reacdes de fuga/escape em ratos. Esses
resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores nos quais a injecéo de
NMDA nas diversas colunas da SCP promoveu uma elevacdo no namero de
cruzamentos e pulos (AGUIAR et al, 2006; BITTENCOURT et al, 2004,
FERREIRA-NETTO et al, 2005), comportamentos possivelmente correlatos ao
panico (VARGAS & SCHENBERG, 2001). A resposta de fuga pode ainda ser
evocada pela administracéo intra-SCPdIl do préprio glutamato ou de agonistas
mMGIUR do grupol/ll (KRIEGER & GRAEFF, 1985; MOLCHANOV &
GUIMARAES, 1999), dados que reforcam o papel facilitador desse aminoécido

excitatorio nas respostas aversivas.

Estes efeitos parecem ser modulados por receptores CB1, uma vez que
todas as doses de ACEA, um agonista seletivo desse receptor, foram capazes
de atenuar as respostas de fuga, o que esta de acordo com os achados de
CASAROTTO et al (2012), onde o ACEA promoveu o aumento do limiar da
corrente elétrica necessaria para induzir o comportamento de fuga. Além disso,
0 ACEA foi capaz de promover efeito ansiolitico no labirinto em cruz elevado
(LCE) quando injetado na SCP (MOREIRA et al., 2007) e no coértex pré-limbico
(FOGACA et al, 2012), efeitos que foram revertidos pelo pré-tratamento com o

antagonista AM 251.

Aléem do ACEA, outros agonistas canabinoides inibiram respostas
aversivas em modelos animais de panico e ansiedade. O agonista seletivo
CB1-HU 210- quando injetado intra-SCP, foi capaz de atenuar as respostas de
panico induzidas pela administracdo do aminoacido excitatorio DLH, e pela

exposicdo ao ultrassom. (FINN et al, 2003; 2004). MCGREGOR e
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colaboradores (1996) também demonstraram que a administracdo sistémica do
agonista canabinoide CP 55,940 inibe a vocalizagdo ultrasbnica, um efeito
indicativo de atividade antiaversiva

Neste trabalho, o efeito panicolitico obtido com o ACEA pode ser
explicado pelo fato de que este agonista age via CB1 inibindo a entrada de
calcio nos neurdnios e abrindo canais para potassio, fatos que resultam em
hiperpolarizagdo neuronal e consequente reducdo da liberagcdo de
neurotransmissores, incluindo o Glutamato (VAUGHAN et al., 2000;
GERDEMAN & LOVINGER, 2001; HUANG et al., 2001; WANG, 2003). Outro
mecanismo pelo qual o ACEA poderia atenuar as respostas aversivas
induzidas por NMDA ¢é através da modulacdo do tbnus Gabaérgico enddgeno.
Evidéncias mostram o papel da serotonina em respostas anti-aversivas
(SCHUTZ et al., 1985; GRAEFF, 2004) e a estimulacdo de receptores CB1
localizados em interneurdnios Gabaérgicos poderia resultar em um aumento na
liberacdo de 5-HT via desinibicdo de neurdnios que liberam esse
neurotransmissor, com consequente atenuagdo de respostas comportamentais
(LOVICK, 2000).

Quanto ao inibidor de Hidrélise da Anandamida, este trabalho
demonstrou que o URB 597 exerceu efeito panicolitico, caracterizado por uma
reducdo do numero de cruzamentos e pulos em todas as doses utilizadas.
Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores do nosso grupo, que
demonstraram que injecOes intraperitoneais de URB 597 promoveram efeito
antipanico no modelo do labirinto em T elevado (GOBIRA & MOREIRA, dados

nao publicados)
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KATHURIA et al. (2003) e PATEL & HILLARD (2006) ja haviam
demonstrado previamente que o URB 597 também promovia agédo ansiolitica
no LCE, efeito que também foi encontrado por BUSQUETS-GARCIA (2011) no
modelo do Labirinto em Zero elevado. Nao somente a inibicdo farmacologica,
mas também a inibicAo genética da FAAH €& capaz de promover efeitos
ansioliticos (MOREIRA et al., 2008), corroborando a hipétese de que a
elevacdo dos niveis endogenos de canabinoides favorecem comportamentos

anti-aversivos em modelos animais de ansiedade e panico.

Como a sintese de endocanabinoides ocorre sob demanda, € necessario
um estimulo desencadeador (DI MARZO et al., 1994), que neste caso é o
aumento do influxo de célcio secundario a administracdo de NMDA. Uma vez
sintetizada, a Anandamida nédo é hidrolizada, devido a presenca do URB 597, e
assim fica mais disponivel para se ligar a receptores e exercer seus efeitos. Os
endocanabinoides sintetizados em neurdnios pos-sinapticos se difundem para
0s terminais pré-sinapticos, onde ativam receptores canabinoides que reduzem
o influxo de Célcio e aumentam o efluxo de potassio, fato que culmina com a
reducdo da atividade neuronal (CHEVALEYRE et al., 2006; MARSICANO
&LUTZ, 2006). Assim, a Anadamida reduz a liberacdo de neurotransmissores,
inclusive o Glutamato (VAN DER STELT et al, 2005; FREUND et al, 2003), o

que explica a acao antipanico do URB 597.

O efeito panicolitico do URB 597 encontrado no presente traballho esta
ainda de acordo com os achados de CASSANO e colaboradores (2011), onde
camundongos nocautes para FAAH apresentaram comportamento ansiolitico.
Adicionalmente, em fatias de SCP, a Anandamida inibiu a transmissao

sinaptica excitatoria em presenca de URB 597 (KAWAHARA et al.,2011). Em
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conjunto, esses dados demonstram papel inibitério na modulacdo dos
comportamentos defensivos e reforcam a teoria de que drogas que aumentam

os niveis de endocanabinoides exercem efeitos panicoliticos.

Os efeitos anti-aversivos promovidos pelo URB 597(3nmol) foram
revertidos pelo pré-tratamento com um antagonista para os receptores CB1 -
AM251- sustentando a hipétese de que os receptores CB; modulam os estados
relacionados ao medo e ansiedade e, possivelmente sao ativados na SCPdI
durante um evento aversivo (MOREIRA et al., 2007; 2009; 2011; PATEL &
HILLARD, 2006 ). Nossos achados corroboram estudos anteriores que
demonstram que injecdes de AM 251 na SCPdl podem reverter efeitos
ansioliticos nos modelos do Labirinto em Cruz elevado, teste de conflito de
Vogel e medo condicionado ao contexto (MOREIRA et al., LISBOA et al., 2008;

RESSTEL et al., 2008)

MARTIN e colaboradores (2001) demonstraram que camundongos
knock-out para CB1 ou animais que receberam AM 251 exibiram um aumento
no comportamento tipo-ansiedade, elevacdo na agressividade quando
submetidos ao teste de interacdo social e maior suceptibilidade para
desenvolver um estado de anedonia. Ainda nesse sentido, NAVARRO e
colaboradores (1997) demonstraram que outro antagonista canabinoide, o
SR141716 (Rimonabant) promove efeitos ansiogénicos no LCE, sugerindo que
h&d uma modulagéo tonica do sistema canabinoide. Posteriormente, outros
estudos corroboraram a hipétese de que o blogueio do tdnus canabinoide
endogeno poderia promover efeito ansiogénico (HALLER et al. 2004; PATEL

&HILLARD 2006)
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Com a finalidade de verificar se a resposta panicolitica promovida por
URB 597 (3nmol) era acompanhada de uma reducdo da ativacdo neuronal,
foram feitas analises imonohistoquimicas para deteccdo de ativacdo de
proteina Fos. O efeito panicogénico provocado pelo NMDA foi acompanhado
de um aumento na expressdo desta proteina, principalmente na porgao
dorsolateral da SCP. Esses dados estdo de acordo com os estudos de
AGUIAR & GUIMARAES (2009), que demonstraram que a administracdo de
antagonistas Glutamatérgicos intra-SCP atenuam respostas comportamentais e
reduzem a expressao de Fos frente a exposicdo ao predador. Esses dados
reforcam o papel facilitador do glutamato nas reagdes defensivas mediadas

pela SCP, especialmente sua porc¢ao dorsolateral.

Nossos resultados estdo de acordo com a hipétese de que SCPdI é um
ndcleo capaz de mediar respostas defensivas evocadas pela estimulacdo
quimica, elétrica, ou ainda pela exposicao ao predador (CANTERAS & GOTO,

1999).

Estudos realizados por FERREIRA-NETO e colaboradores (2005)
também demonstraram a ativacdo da porcdo dorsolateral da SCP apés
injecdes de NMDA. Tal estudo demonstra ainda um aumento na expresséo de
FOS na porgcao dorsomedial, fato que n&o foi observado no presente trabalho.
Porém, as doses de NMDA utilizadas por FERREIRA-NETO e colaboradores

foram de 4 nmol e 7 nmol, enquanto que a dose aqui utilizada foi de 1nmol.

A reducéo do numero de cruzamentos e pulos provocado pelo URB 597
na dose de 3nmol foi acompanhada de uma diminuicdo na expressédo da
proteina c-Fos quando comparada ao grupo NMDA nas porcdes dorsolateral e
ventolateral. Esses dados estéo de acordo com os trabalhos de SINGEWALD &
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SHARP (2000). Nesse estudo feito em ratos, ap0s a injecdo de drogas que
provocam panico em humanos, houve aumento na expressdo de c-Fos nas

areas dorsolateral e ventrolateral da SCP.

BANDLER & DEPAULIS (1988) demonstraram que a porgcao
ventrolateral estaria envolvida na resposta de freezing de animais que foram
submetidos a estimulacdo da SCP com acido Cainico. De fato, imediatamente
antes do inicio da fuga induzida por NMDA, os animais apresentam um periodo
de imobilidade antes de iniciarem a resposta de fuga. Tal fato poderia explicar

a alta expressao de Fos encontrada na SCPvI neste trabalho.

Nota-se uma correlagéo positiva entre o nimero de células Fos positivas
e 0 numero de cruzamentos e pulos dos animais na por¢cdo dosolateral da
SCP, demonstrando, mais uma vez que essa é a regido onde ha maior
ativacdo neuronal quando animais sdo submetidos a estimulos aversivos

(VIANNA et al., 2003; FERREIRA-NETO et al., 2004; BORELLI et al., 2005).

Em concluséo, os dados aqui apresentados demonstram que agonistas
canabinoides ou drogas que elevam os niveis de Anandamida promoveram
efeitos anti-panico, com consequente reducao de atividade neuronal no modelo
de estimulacdo quimica da SCPdI por NMDA. Nossos resultados sustentam a
hip6tese de que os receptores CB1 podem modular respostas de péanico
mediadas pela SCPdl.,, possivelmente devido a uma reducdo da

neurotransmissao Glutamatérgica nessa regiao.
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