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RESUMO

O sistema canabinoide modula comportamentos defensivos mediados pela
substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdI) e pelo cortex pré-frontal
ventromedial (CPFvm). Dentre os diversos canabinoides descritos, destacam-
se a anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) que exercem seus
efeitos via ativacado de receptores canabinoides do tipo 1 (CB1r) e do tipo 2
(CBZ2r). Embora a participagdo da AEA em respostas relacionadas a ansiedade
esteja bastante consolidada na literatura, poucos trabalhos descrevem o
envolvimento do 2-AG nessas respostas. Assim, 0 primeiro objetivo desse
estudo foi verificar a hipotese de que a facilitacdo da sinalizacdo do 2-AG em
regides que modulam o comportamento de defesa como a SCPdl e o CPFvm,
promovera efeitos ansioliticos. Inicialmente verificou-se se a injecdo intra-
SCPdl ou intra-CPFvm do 2-AG ou do URB602 (inibidor da monoacilglicerol
lipase, enzima responsavel pela hidrélise do 2-AG) promoveu efeito do tipo
ansiolitico e anti-aversivo nos modelos animais do labirinto em cruz elevado
(LCE) e de estimulacdo quimica da SCPdl, verificando também qual receptor
canabinoide estaria envolvido na modulagcdo dessas respostas.
Adicionalmente, alguns estudos sugerem que a ativacdo de receptores
glutamatérgicos metabotrépicos do tipo 5 (mGIuR5) é necesséaria para a
sintese do 2-AG e consequentemente, para os efeitos desencadeados por esse
endocanabinoide. Para verificar essa hipétese, nosso trabalho avaliou se o pré-
tratamento com doses inefetivas com MPEP (antagonista de mGIuR5) seria
capaz de inibir a resposta tipo-ansiolitica promovida pelo URB602 (intra-SCPdI
ou intra-CPFvm) no LCE. Através da imunofluorescéncia demonstramos que a
enzima envolvida na sintese do 2-AG (diacilglicerol lipase) é co-expressa com
receptores mGIuR5 na SCPdl e no CPFvm. Em conjunto nossos resultados
sugerem que a sinalizacdo mediada pelo 2-AG também € importante na
modulacdo de respostas defensivas via ativacdo tanto de CB1 quanto de CB2.
Adicionalmente, nossos dados farmacolégicos e da imunofluorescéncia na
SCPdI e CPFvm reforcam a hipétese de que a via mGIuR5-DGL é importante
para a formacao do 2-AG.



ABSTRACT

The cannabinoid system modulates defensive behaviors mediated by the
dorsolateral periaqueductal gray (dIPAG) and the ventromedial prefrontal cortex
(vmPFC). Among the various cannabinoids described, anandamide (AEA) and
2-arachidonoylglycerol (2-AG), which exert their effects through activation
cannabinoid receptor type 1 (CB1lr) and type 2 (CB2r). Although AEA
participation in responses related to anxiety disorders is very well described,
little is known concerning the role of of 2-AG in these responses. Thus, the first
aim of this study was verify if the augmentation of 2AG signaling in brain
regions responsible for defensive reactions, such as the dIPAG and vmPFC,
would induce anxiolytic-like effects. For this, we verified if intra-dIPAG or intra-
vmPFC injection of 2-AG or URB602 (monoacilglicerol lipase inhibitor, enzyme
responsible for 2-AG hydrolisis) would induce anxiolytic-like effect in the EPM
test or anti-aversive effect after chemical stimulation of dIPAG. We also verified
the type o cannabinoid receptor involved in such effects. In addition, some
studies have suggested that activation of metabotropic glutamate receptor type
5 (mGIuR5) would be necessary for the synthesis of 2-AG and consequently, to
the effects triggered by this endocannabinoid. Thus, our study also verified if the
pretreatment with mGIuR5 antagonist would inhibit the anxiolytic-like response
promoted by URBG602 (into-dIPAG or into-vmPFC) in the EPM. We also
performed immunofluorescence assay that showed co-expression of
diacylglicerol lipase (the enzyme involved in the synthesis of 2-AG) and the
MGIuRS in dIPAG and vmPFC. Altogether, our results showed a role for 2-AG in
defensive reactions similar to AEA. Their actions are mediated by both CB1 and
CB2 receptors. Additionally, our pharmacological and immufluorescence data of
dIPAG and vmPFC reinforce the hypothesis of 2-AG synthesis is dependent
MGIuR5-DGL pathway.
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Introducgéo

1. Respostas defensivas

O comportamento defensivo consiste no conjunto de respostas que 0s
animais apresentam frente a estimulos e situagdes que envolvem ameaga ou
perigo. Estes comportamentos sdo altamente conservados entre os mamiferos
e rapidamente condicionados a situacbes ameacadoras. O tipo de resposta
defensiva esta correlacionado com as caracteristicas do estimulo ameacgador
(real versus potencial) e a situacdo no qual este € encontrado (Blanchard and
Blanchard 1988).

Em seu livro, “The Expression of Emotions in Man and Animals”, Charles
Darwin (1872) descreveu a semelhanca entre o comportamento dos humanos e
dos demais animais na expressdo das emocOes de natureza aversiva. Seu
trabalho indicava que o estudo do comportamento de outros animais era o
caminho para a compreensdo das emoc6es no homem. A partir de entédo a
abordagem evolutiva proposta por Darwin possibilitou o desenvolvimento de
diversas teorias sobre a funcdo e a importancia que as emocdes
desempenham nas diferentes espécies.

Estudos de Blanchard e Blanchard (1988) sugerem que o padrdo de
resposta de defesa animal é determinado pela distancia entre a ameaca e o
animal, sendo que quando o animal encontra-se distante do predador, os
comportamentos de avaliacdo de risco e esquiva Sdo expressos, e, conforme
essa distancia diminui, a reacdo de defesa passa a caracterizar-se por
comportamentos de luta ou fuga (Blanchard, Sakai et al. 1993). Dessa maneira,
sugere-se que o estado de ansiedade, ou ainda o tipo do comportamento
defensivo, estd possivelmente relacionado com presengca mais distal ou
proximal do predador (Blanchard, Sakai et al. 1993; Faria, Muscara et al. 1997;
Maren 2007).

Os comportamentos defensivos variam desde avaliacdo de risco,
esquiva, imobilidade, luta, fuga e ativacdo autondmica, e sdo expressos em
decorréncia da neurotransmissao mediada pelo sistema encefalico de defesa,
constituido por hipotalamo, amidala, cortex pré-frontal e a substancia cinzenta
periaguedutal [SCP, (Graeff 1981; Brandao, Cardoso et al. 1994; Canteras,
Ribeiro-Barbosa et al. 2001; Carobrez, Teixeira et al. 2001; Bergink, van Megen

et al. 2004; Guimaraes, Beijamini et al. 2005)].
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Introducgéo

2. Substratos neurais envolvidos no comportamento defensivo

2.1 Substancia Cinzenta Periaguedutal

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP) refere-se a regiao
mesencefalica que circunda o aqueduto cerebral (Sylvius). Essa regido é
dividida anatomico-funcionalmente em quatro colunas que se estendem ao
longo do eixo rostro-caudal em: dorsomedial, lateral, ventrolateral e dorsolateral
[SCPdI (Bandler, Keay et al. 2000)].

Devido as conexdes reciprocas entre a SCP e o sistema limbico, essa
regido foi postulada como pertencente a chamada area limbica mesencefélica
(Nauta 1958), e considerada uma das estruturas chaves na elaboracédo de
respostas defensivas ativas ou passivas (Carrive 1993; Bandler, Keay et al.
2000). Especificamente, a porcado dorsolateral da SCP possui conexdes
intrinsecas com outras subdivisbes da SCP e essa interconectividade diversa
mantém a SCP dorsal em conexdo com diferentes estruturas relacionadas ao
sistema motor, sensorial, limbico e autondmico (Beitz 1982), o que
provavelmente possibilita o envolvimento da SCPdl na mediagcdo do
comportamento defensivo.

Sugere-se que o0 comportamento ativo mediado pela SCP dorsal
provavelmente é impulsionado por estressores que tem um forte componente
psicolégico (Floyd, Price et al. 2000), o que desencadeia preferencialmente
uma reacdo comportamental ativa - luta ou fuga. Em relacéo a porcao lateral da
SCP, essa € ativada por estressores fisicos - escapaveis, desencadeando a
mesma resposta ativa, no entanto, a por¢cado ventrolateral é ativada por
estressores fisicos e psicolégicos - inescapaveis que desencadeiam uma
resposta comportamental passiva - imobilidade e quietude (Bandler, Keay et al.
2000; Keay and Bandler 2001).

Nesse sentido, trabalhos anteriores demonstraram que alguns pacientes,
submetidos a estimulagdo elétrica da SCP dorsal relatavam sensacfes
subjetivas de medo e perigo iminente, similares aos relatados por pacientes em
quadros de ataques espontaneos de panico (NASHOLD, WILSON et al. 1969).
De forma analoga, ratos e camundongos submetidos a estimulagcdo da SCP
dorsal apresentam comportamentos semelhantes (Schenberg, De Aguiar et al.
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Introducgéo

1983; Krieger and Graeff 1985), como corrida e pulos, antecedidos e seguidos
por momentos de imobilidade (Schenberg, Bittencourt et al. 2001). Assim,
devido & semelhanga entre as reacfes humanas e animais, a estimulacdo da
SCP dorsal em animais € proposta como um modelo experimental de ataques
de panico (Deakin and Graeff 1991; Lovick 1993).

Ainda estudos que utilizam a técnica de imunohistoquimica para a
proteina Fos, uma proteina transcrita a partir do gene de expresséo imediata c-
Fos e amplamente utilizada como ferramenta para mapeamento funcional de
neurénios (Morgan and Curran 1989; Chaudhuri 1997), mostraram o aumento
da expresséao da proteina na SCP, especialmente na coluna dorsal da SCP em
situacdes de perigo iminente, como por exemplo, em ratos expostos ao
predador (Canteras and Goto 1999; Dielenberg, Hunt et al. 2001; McGregor,
Schrama et al. 2002; Beijamini and Guimaraes 2006; Aguiar, Almeida-Santos et
al. 2014). Além disso, a lesdo dessa regido reduziu as respostas defensivas
promovidas pelo odor do gato (Dielenberg, Leman et al. 2004). Nesse sentido,
pode-se dizer que a SCP constitui um importante substrato neural na
coordenacdo de respostas relacionadas a aversdo, estresse e ansiedade
(Behbehani 1995).

2.2. Cortex pré-frontal

Assim como a SCP, o cortex pré-frontal (CPF) desempenha um
importante papel no controle de respostas autonémicas e comportamentais
observadas durante reacdes de defesa (Abbruzzese, Ferri et al. 1995; Vertes
2006; Bishop 2007; Aguiar, Terzian et al. 2009).

Anatomicamente, o CPF recebe proje¢cbes de areas corticais sensoriais,
motoras e limbicas (Uylings and van Eden 1990) sendo considerado um centro
capaz de regular diversas funcdes, tais como memoria, atencdo e percepcao
(Leonard 1972, Dalley, Cardinal et al. 2014).0 CPF de roedores divide-se em
duas grandes regides: lateral e medial [CPFm (Leonard 1972; Groenewegen
1988; Sesack, Deutch et al. 1989)]. O CPFm, por sua vez, é constituido pela
porcado dorsal (formado pela area pré-central e anterior cingulado) e ventral

[constituido pela area medial orbital, pré-limbico (PL) e infra-limbico (IL), sendo
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Introducgéo

essas duas Uultimas éareas conjuntas denominadas de CPF ventromedial
[CPFvm (Heidbreder and Groenewegen 2003; Dalley, Cardinal et al. 2004)].

Enquanto a regido dorsal do CPFm apresenta maiores conexdes com
areas corticais sensoriais e motoras (Room, Russchen et al. 1985; Heidbreder
and Groenewegen 2003), estudos neuroanatdmicos demonstraram que o
CPFvm possui conexdes com estruturas responsaveis pelos comportamentos
de medo e ansiedade, como por exemplo, complexo amidaloide, hipocampo
(principalmente projecBes oriundas da regido CAl) e SCP, sugerindo a
participacdo dessa regido na expressao desses comportamentos (Gray 1987;
LeDoux 1992; Fisk and Wyss 2000; Vertes 2004; Sotres-Bayon and Quirk
2010).

Estudos que verificaram a participacdo do CPFvm nos comportamentos
relacionados com ansiedade demonstraram que lesdes nas regides IL e PL do
CPFvm promoveram efeitos tipo-ansiolitico em animais submetidos aos testes
de ansiedade, o campo aberto e o labirinto em cruz elevado [LCE, (Lacroix,
Spinelli et al. 2000; Stern, Do Monte et al. 2010)]. Ainda, a inativacéo
farmacoldgica temporaria da regido PL ou IL promoveu um comportamento
tipo-ansiolitico no modelo do medo condicionado ao contexto, teste de
interac&o social e no teste de lamber punido de Vogel [VCT (Resstel, Correa et
al. 2008; Lisboa, Stecchini et al. 2010, Shah and Treit 2003)].

Em oposicdo a esses resultados, outros estudos demonstraram que
lesbes nas areas PL e IL promoveram comportamento do tipo ansiogénico em
animais submetidos ao LCE e campo aberto (Heidbreder, Thompson et al.
1996; Jinks and McGregor 1997; Lisboa, Stecchini et al. 2010; de Visser, Baars
etal. 2011).

Ressaltando ainda a participacdo do CPFvm na modulacao de respostas
defensivas, observou-se que animais expostos ao LCE ou ao modelo de
exposicdo ao odor de gato apresentaram aumento da expressdo da proteina
Fos nessa estrutura (Duncan, Knapp et al. 1996; McGregor, Hargreaves et al.
2004).

Tais comportamentos supracitados sdo mediados por diversos sistemas
de neurotransmissores presentes no CPFvm relacionados aos comportamentos

de ansiedade, a citar, o nitrérgico, noradrenérgico, vaniloide, glutamatérgico e
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canabinoide (Pellow, Chopin et al. 1985; Resstel, Correa et al. 2008; Aguiar,
Terzian et al. 2009; Do-Monte, Kincheski et al. 2010).

3. Neurotransmissores envolvidos no comportamento defensivo

Os circuitos neuroanatdbmicos responsaveis pelo comportamento
defensivo sdo modulados por varios sistemas de neurotransmissores, a citar o
horménio liberador de corticotrofinas, neuropeptideo Y, substancia P,
transmissores monoaminérgicos (noradrenalina, serotonina e dopamina), acido
gamma-aminobutirico (GABA), 6xido nitrico (NO), canabinoides e glutamato
(Deakin and Graeff 1991; Guimaraes, Del Bel et al. 1993; Carobrez 2003;
Bergink, van Megen et al. 2004; Harro 2006; Kalueff and Nutt 2007; Moreira,
Aguiar et al. 2007). Neste trabalho daremos énfase na participacdo dos

sistemas glutamatérgico e canabinoide presentes na SCPdl e CPFvm.

3.1. Sistema glutamatérgico

Descrito inicialmente por Watkins & Collingridge, o glutamato &
considerado o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central
[SNC (Watkins 2000)]. Sua sintese ocorre em neurdnios pré-sinapticos, onde a
enzima glutaminase converte a glutamina em glutamato, sendo este
armazenado em vesiculas e posteriormente liberado por exocitose dependente
do influxo de célcio (Ca®").

Uma vez liberado na fenda sinaptica, o glutamato exerce seus efeitos
através de seus receptores, sendo esses divididos em duas classes:
metabotropicos (MGIUR) e ionotrépicos [iGIUR (Nakanishi 1992)]. Os mGIluRs
podem ser divididos em 3 grupos, sendo o grupo | composto pelos receptores
MGIuR1 e mGIuR5, que sdo acoplados a uma proteina Gq estimuladora da
fosfolipase C. Os demais pertencem ao grupo Il (mGIluR2 e mGIuR3) e ao
grupo Il (mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIUR8) e sdo acoplados a uma
proteina Gi que por sua vez inibe a adenilato ciclase (Pin and Duvoisin 1995).

Ja os receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (a amino-3-hidroxi
5-metil 4-isoxazolepropionato) e Cainato, constituem a familia dos receptores
ionotrépicos. Os receptores AMPA sdo canais ibnicos compostos pelas
subunidades GluR1-4 permeaveis ao Na* e K* e a ativacdo destes receptores
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promove a despolarizacdo necessaria para que haja abertura dos canais
NMDA [constituido por véarias subunidades denominadas NR1 (sitio de ligacdo
da glicina), NR2A-D (sitio de ligacdo do glutamato) e a NR3A-B (Borges and
Dingledine 1998; Javitt 2004)]. Os receptores Cainato sdo formados pelas
subunidades Glu 5-7 e KA1-2 sendo localizados tanto pré quanto poés-
sinapticamente e apresentam baixa permeabilidade ao Ca** (Bleakman and
Lodge 1998; Huettner 2003). O término das ac¢des do glutamato ocorre com a
recaptacao pelo proprio neurdnio ou por astrécitos (Amara and Fontana 2002;
Shigeri, Seal et al. 2004).

Dentre os diversos receptores glutamatérgicos supracitados, Vvarios
estudos demonstram principalmente a participacdo dos receptores do tipo
NMDA e mGIuR5 na modulacéo de respostas defensivas.

Nesse sentido, além da estimulacdo elétrica da SCP dorsal descrita
anteriormente, a injecdo de aminoacidos excitatérios como o glutamato, L-
aspartato e D,L-homocisteico (DLH) na SCP de gatos também desencadeia o
comportamento defensivo, como a dilatacdo da pupila, erecdo dos pélos,
retracdo das orelhas e vocalizacdo, que sdo semelhantes as estratégias
naturais ocorridas quando esses animais sdo ameacados ou atacados (Bandler
1982; Bandler and Carrive 1988; Finn, Jhaveri et al. 2003).

Em ratos, a estimulacdo quimica da SCP, através da administracdo de
glutamato ou agonistas seletivos dos receptores NMDA promove
comportamentos incondicionados, como reacfes de escape, fuga,
congelamento e alteracbes autondmicas [elevacdo da pressao arterial e da
frequéncia cardiaca, sudorese e piloerecdo (Krieger and Graeff 1985; Bandler
and Carrive 1988; Schenberg, Bittencourt et al. 2001; Bittencourt, Carobrez et
al. 2004; Ferreira-Netto, Borelli et al. 2005; Aguiar, Moreira et al. 2006)]
enquanto que a administracdo do AP5 ou AP7 (antagonistas de receptores
NMDA) intra-SCPdI ou intra-CPFm induz efeitos tipo-ansiolitico nos modelos
animais de ansiedade, o LCE, VCT, medo condicionado ao contexto e o teste
de interagdo social (Guimaraes, Carobrez et al. 1991; Molchanov and
Guimaraes 2002; Resstel, Correa et al. 2008, Dunn, Corbett et al. 1989; Corbett
and Dunn 1993; Puighermanal, Busquets-Garcia_et al. 2013).

Assim como a modulagdo dos receptores inotropicos € apontada como

importante na mediacdo do comportamento defensivo, alguns estudos
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descrevem também a participacdo dos receptores metabotropicos nessas
respostas. A administracdo intra-SCPdl do antagonista de receptores
metabotropicos tipo 1 [(MGIuR1), AIDA (RS 1-aminoindan-1,5-dicarboxylic
acid)] e tipo 5 [(mGIuR5), MPEP (2-methyl-6-phenylethynyl-pyridine)] produziu
comportamento tipo-ansiolitico em ratos expostos ao VCT e ao LCE (Lima,
Molchanov et al. 2008). Este mesmo efeito produzido pelo MPEP foi observado
também em ratos expostos a outro modelo animal de ansiedade, a caixa claro-
escuro (Perez de la Mora, Lara-Garcia et al. 2006; Mikulecka and Mares 2009)
e ainda, atenuou o comportamento ansiogénico promovido pela retirada do
etanol (Kumar, Hapidin et al. 2013). Adicionalmente, a administragéo intra-
amidala basolateral do MPEP foi capaz de diminuir o tempo de freezing em
ratos expostos ao medo condicionado ao contexto (Rea, Olango et al. 2013).
Nesse sentido, diversos estudos apontam os antagonistas de mGIuR como
possiveis estratégias terapéuticas para tratamento dos transtornos de
ansiedade (Busse, Brodkin et al. 2004; Mitsukawa, Mombereau et al. 2006).
Além do sistema glutamatérgico, pesquisas recentes demonstram o

sistema canabinoide como importante mediador do comportamento defensivo.

3.2. Sistema endocanabinoide

A planta Cannabis sativa tem sido usada h& séculos tanto em
circunstancias comerciais e médicas, quanto recreativas. O primeiro relato do
uso da Cannabis foi na China ha 4000 a.C., onde as fibras da planta eram
utilizadas principalmente na fabricacdo de cestos, cordas e outros produtos
téxteis. J& o0 uso da Cannabis para fins medicinais foi primariamente descrito na
farmacopeia chinesa (2800 a.C.) a qual era indicada para fins analgésicos
(Carter et al. 2002). Entretanto, somente na metade do século XX que o0s
principais constituintes quimicos da Cannabis foram elucidados.

Essa planta possui mais de 60 componentes, dentre eles destacam-se o
canabidiol e o A%tetrahidrocanabinol (A°-THC), sendo este Ultimo o
responsavel pelos principais efeitos psicoativos decorrentes do uso da planta
(Gaoni and Mechoulam 1971; Mechoulam, Braun et al. 1972; Mechoulam,

Lander et al. 1980, Mechoulam, 1990). Entretanto, o acentuado carater lipofilico
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dificultou o isolamento dos constituintes da Cannabis, tornando complexo o
estudo das propriedades farmacologicas da planta.

A observacdo de que a atividade psicotrépica promovida pelos
canabinoides esta intrinsecamente relacionada com a estrutura quimica, levou-
se a hipétese da expressdo dos receptores canabinoides no organismo
(Mechoulam, Lander et al. 1980; Devane, Dysarz et al. 1988).

Em 1984, Howlett e Fleming demonstraram que os canabinoides eram
capazes de inibir a enzima adenilato ciclase em concentracdes que se
correlacionavam com as utilizadas em modelos animais. Posteriormente,
através de ensaios com ligantes marcados (“binding”) e com o auxilio do ligante
radioativo [3H]CP-55940 observou-se que este composto era deslocado do
sitio de ligacdo pelos canabinoides com diferentes afinidades (Howlett et al.
1984). Além disso, identificou-se também uma correlacdo entre a ordem de
afinidade pelo sitio de ligacéo e a ordem de poténcia para a indugéo de efeitos
farmacolégicos em humanos e em animais experimentais. Essas
caracteristicas preenchiam os critérios para a proposta de um novo receptor,
ao qual se ligariam os canabinoides (Herkenham, Lynn et al. 1990).

Em 1990, Matsuda e colaboradores clonaram o primeiro receptor
canabinoide e posteriormente, estudos de Munro e colaboradores apontaram
para a existéncia de um segundo tipo de receptor canabinoide (Munro, Thomas
et al. 1993), os quais foram denominados respectivamente receptor
canabinoide do tipo 1 (CB1) e do tipo 2 (CB2). Os receptores canabinoides séo
receptores metabotropicos, pois estdo ligados a proteina Gi/Go, e
consequentemente, atuam inibindo a enzima adenilato ciclase (Howlett and
Fleming 1984; Matsuda, Bonner et al. 1993; Howlett 2002; Pertwee 2010).
Além disso, a ativacio desses receptores resulta na abertura de canais para K*
e reduzem a condutancia de canais para Ca®". Devido a localizagéo pré-
singptica, os rCBs atuam como moduladores da liberagcdo de outros
neurotransmissores (Piomelli 2003).

Apbs a descricdo dos receptores canabinoides, diversos estudos foram
conduzidos com o0 objetivo de descobrir quais seriam os ligantes enddégenos
destes receptores. Em 1992 o grupo de pesquisas liderado por Raphael

Mechoulam descreveu o primeiro ligante endogeno, a araquidonoil
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etanolamida, uma etanolamida do acido araquidénico, a qual foi denominado
de anandamida [AEA (Devane, Hanus et al. 1992)].

A AEA é sintetizada a partir de fosfolipidios de membrana através de
processos dependentes do influxo de Ca®* sendo degradada pela hidrolase de
amidas de acido graxo [FAAH (Di Marzo, Melck et al. 1998; Dinh, Freund et al.
2002; De Petrocellis, Cascio et al. 2004, Di Marzo, Bifulco et al. 2004;
Maccarrone, Rossi et al. 2008)].

Aléem da AEA outros endocanabinoides encontram-se descritos na
literatura, dentre esses, destaca-se o 2-araquidonoilglicerol (2-AG). O
isolamento do 2-AG ocorreu a partir de intestino de cées, sendo, sua estrutura
quimica determinada por espectrometria de massa e por comparacao direta
com outra amostra sintética. Observou-se também que a amostra do 2-AG se
ligava aos rCB1l e rCB2 e que o0 2-AG inibia a adenilato ciclase em uma
poténcia semelhante ao A°-THC (Mechoulam, Ben-Shabat et al. 1995)
sugerindo dessa forma o 2-AG como um endocanabinoide.

Estudos posteriormente demonstraram que o 2-AG é formado pela
hidrolise de fosfolipidios através da fosfolipase C (PLC) B ou 9, liberando
diacilglicer6is e, em seguida, esses diacilgliceréis sofrem a acdo da
diacilglicerol lipase (DGL) a ou B (Gao, Vasilyev et al. 2010; Tanimura,
Yamazaki et al. 2010).

Embora o envolvimento de PLCs na sintese de diacilglicerois e do 2-AG
nao esteja completamente elucidado, o desenvolvimento de camundongos
deficientes de DGL-a e B reforgou os papéis destas enzimas na sintese de 2-
AG. Aparentemente a DGL-a é a principal enzima no cérebro e na medula
espinhal, enquanto DGL-B desempenha um papel primario no figado com
papéis modestos no cérebro (Gao, Vasilyev et al. 2010; Tanimura, Yamazaki et
al. 2010). Uma vez sintetizado, o 2-AG [Figura 1 (Mechoulam, Ben-Shabat et
al. 1995; Sugiura, Kondo et al. 1995)] é metabolizado pela enzima
monoacilglicerol lipase (MGL) que consiste em uma hidrolase de serina que
degrada preferencialmente monoacilglicerois e acidos graxos, sendo sua maior
expressao no cérebro, no tecido adiposo branco e no figado (Cravatt, Demarest
et al. 2001; Dinh, Freund et al. 2002; Ahn, McKinney et al. 2008). A
compreensao do metabolismo e os papéis fisiolégicos da MGL foi muito

acelerada nos ultimos anos devido a sintese de inibidores eficazes altamente
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potentes e seletivos in vivo, tais como JZL-184 e URB602, além do
desenvolvimento de camundongos nocaute para MGL (King, Duranti et al.
2007; Long, Li et al. 2009; Schlosburg, Carlson et al. 2009; Chanda, Gao et al.
2010).

Neurénio

pré-sinaptico
Neurénio

pos-sinaptico

Figura 1. Via de sinalizagdo do 2-AG. (1) O 2-AG é sintetizado sob demanda e liberado no
neurdnio pés-sinaptico apds influxo de calcio. (2) Uma vez sintetizado o 2-AG pode atuar sobre
receptores CB1 e CB2. (3) O 2-AG é removido da fenda sinaptica pela captagéo pré-sinaptica.
(4) Uma vez no interior dos neurénios, o 2-AG é hidrolisado pela MGL. Adaptado de (Saito,
Wotjak et al. 2010).

A inativacdo farmacoldgica ou genética de MGL promove o aumento da
acdo do 2-AG para mais de 80% na maioria dos tecidos, incluindo o cérebro,
enquanto os 20% restantes decorre da acdo das hidrolases de serina, como
alpha/beta hidrolase [ABHD6 e ABHD12 (Dinh, Freund et al. 2002; Blankman,
Simon et al. 2007)]. Embora as hidrolases ABHD6 e ABHD12 desencadeiem
um papel na hidrélise do 2-AG, foi a inativagdo farmacoldgica e genética da
MGL que promoveu uma grande elevacdo nos niveis de 2-AG no cérebro,
confirmando que MGL é de fato a principal enzima envolvida na degradacéo de
2-AG in vivo (Long, Li et al. 2009; Schlosburg, Carlson et al. 2009; Nomura,
Morrison et al. 2011).

Diferente da AEA, que possui maior afinidade pelos rCB1, o 2-AG possui

afinidade semelhante para ambos receptores, rCB1 e rCB2. Nesse sentido, o

23



Introducgéo

sistema endocanabinoide tem recebido destague em estudos comportamentais
com animais devido a localizagcdo dos rCB1 e rCB2 em estruturas relacionadas
com a elaboracéo de respostas defensivas, como hipotalamo, amidala, SCP e
CPF (Herkenham 1991; Onaivi 2006; Onaivi, Ishiguro et al. 2006; Onaivi,
Ishiguro et al. 2006; Moreira, Aguiar et al. 2007; Campos, Moreira et al. 2012;
Almeida-Santos, Moreira et al. 2013).

Dessa forma, a administrac&o intraperitoneal do A*-THC promoveu uma
diminuicdo da expressao da proteina c-Fos na amidala e no CPF (Rubino, Sala
et al. 2007) e induziu comportamento tipo-ansiolitico no teste da caixa claro-
escuro e no LCE (Berrendero and Maldonado 2002; Rubino, Realini et al.
2008).

A administracdo sistémica ou intra-SCPdl da AEA e do AM404 (inibidor
do transportador de AEA) promoveu efeito tipo ansiolitico em animais
submetidos ao medo condicionado ao contexto, ao LCE e ao teste de
vocalizagdo induzida pelo isolamento (Berrendero and Maldonado 2002; Patel,
Roelke et al. 2005; Bortolato, Campolongo et al. 2006; Moreira, Aguiar et al.
2007; Lisboa, Resstel et al. 2008). Esse mesmo efeito foi observado apos a
administracdo intra-CPFm do ACEA (agonista rCB1) no LCE e VCT, sendo
esse efeito bloqueado pelo pré-tratamento com AM251, antagonista desse
receptor (Fogaca, Aguiar et al. 2012).

Adicionalmente, estudo de Finn e colaboradores demonstrou que o pré-
tratamento intra-SCP dorsal com AEA e com o agonista do rCB1, HU210, foi
capaz de bloguear a resposta de fuga induzida pelo NMDA intra-SCP dorsal
(Finn, Jhaveri et al. 2003). Além disso, a inibicdo genética e farmacologica da
FAAH também induziu efeitos ansioliticos via rCB1 (Kathuria, Gaetani et al.
2003; Moreira and Lutz 2008).

Em consonéncia com a hipotese de que outros endocanabinoides além
da AEA poderiam também modular reacdes aversivas (Patel, Roelke et al.
2005; Bortolato, Campolongo et al. 2006; Patel and Hillard 2006; Lisboa,
Resstel et al. 2008; Moreira and Lutz 2008; Moreira, Aguiar et al. 2012), a
administracdo do inibidor da MGL, promoveu aumento dos niveis enddégenos
do 2-AG, induziu efeito tipo-ansiolitico, via rCB1, em animais submetidos ao
modelo animal de ansiedade, o teste de enterrar bolinhas, caracterizado pelo

comportamento repetitivo e compulsivo inerente a transtornos de ansiedade
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(Kinsey, Nomura et al. 2011). Ainda, a inibicdo da MGL também promoveu
efeito tipo-ansiolitico no LCE (Busquets-Garcia, Puighermanal et al. 2011;
Sciolino, Zhou et al. 2011) e a administragao cronica reverteu o comportamento
de ansiedade induzido pelo estresse (Sumislawski, Ramikie et al. 2011).

Diante do exposto, os inibidores da MGL, bem como inibidores da FAAH,
ou agonistas canabinoides diretos, surgem como uma possivel alternativa na
modulacdo dos comportamentos defensivos relacionados a ansiedade.
Entretanto, a participacdo do 2-AG na SCPdl e no CPFvm em modelos animais
de ansiedade ainda néo foi elucidado. Dessa forma, a nossa hipétese inicial €
que a administracdo do 2-AG nessas regides induzira efeito tipo-ansiolitico no
modelo animal do LCE.

3.3 Interacao entre a neurotransmissdo canabinoide e glutamatérgica

Conforme descrito anteriormente, 0s sistemas canabinoide e
glutamatérgico modulam respostas defensivas na SCPdl e CPFvm. Nesse
sentido, alguns estudos sugerem uma relacao entre a ativacdo dos receptores
metabotropicos do glutamato e a sintese do 2-AG (Calignano, Katona et al.
2000; Hajos, Katona et al. 2000; Di Marzo, Bisogno et al. 2001; Kreitzer and
Regehr 2001).

Os endocanabinoides s&@o considerados mensageiros retrégrados e
fisiologicamente sdo capazes de promover o processo de sinalizacao
denominado despolarizacéo induzida pela supressao da inibicdo [DSI; (Ohno-
Shosaku, Maejima et al. 2001; Wilson and Nicoll 2001; Wilson and Nicoll
2002)]. A DSI é produzida quando um endocanabinoide é liberado e ativa rCB1
localizados em interneurdnios inibitérios promovendo a supressao de correntes
inibitorias pos-sinapticas (IPSC). Em contraste a acdo dos endocanabinoides, a
ativacdo dos mGIuR promove o aumento da DSI, sendo esse efeito, bloqueado
por antagonistas dos mGIuR e dos rCB1. Além disso, foi descrito que a DSI é
ausente em camundongos nocaute para rCB1 e, surpreendentemente, que 0s
agonistas mGIluRs nao tém efeito sobre IPSC nesses camundongos, sugerindo
que a supressao de IPSC seja realmente mediada por endocanabinoides
(Varma, Carlson et al. 2001).

Nesse sentido, Lafourcade e colaboradores (2007) utilizando a técnica
de microscopia eletrénica no CPF de camundongos, demonstraram que a DGL-
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a [enzima responsavel pela sintese do 2-AG (Gao, Vasilyev et al. 2010)] é
expressa nos mesmos dendritos que expressam mMGIUR5. Além disso, a
inibicdo da sintese do 2-AG pelo tetrahidrolipstatin (inibidor da DGL-q)
bloqueou a depressdo a longo prazo (LTD) induzida por endocanabinoides
(Lafourcade, Elezgarai et al. 2007) sugerindo uma possivel interacao funcional
entre mGIluR5, DGL-a e 2-AG.

Adicionalmente, em experimentos eletrofisiologicos a administracdo do
2-AG induziu a LTD em fatias da amidala basolateral e de forma oposta, a
administracdo do inibidor da DGL-a promoveu a diminuicdo na magnitude da
LTD, sendo essa diminuicdo também observada quando a preparacdo foi
tratada com antagonistas de mGIUR5/mGIuR1. Dessa forma, sugere-se que a
LTD foi mediada, em parte, pela atividade da DGL-a que foi dependente da
sinalizacdo de mGIUR5/mGIuR1 (Sumislawski, Ramikie et al. 2011).

In vivo, experimentos realizados por Palazzo e colaboradores (2001)
demonstraram que o antagonismo de mGIUR5 bloqueou o efeito antinociceptivo
produzido pelo WIN 55,212-2 (agonista de rCB1 e rCB2) na SCP (Palazzo,
Marabese et al. 2001) sugerindo mais uma vez que 0s sistemas canabinoide e
glutamatérgico possam estar funcionalmente inter-relacionados.

Ainda considerando a possivel interacdo dos sistemas glutamatérgico e
canabinoide, estudo de Jung et al. (2005) demonstrou que a ativacado de
MGIuUR5 desencadeia a biossintese do endocanabinoide 2-AG, mas ndo da
AEA, em culturas primarias de cortex, estriado e fatias de hipocampo de ratos
neonatos (Jung, Mangieri et al. 2005). Corroborando este dado, observou-se
que a estimulacdo das fibras glutamatérgicas no hipocampo promove aumento
na liberacdo do 2-AG (Stella, Schweitzer et al. 1997).

Dessa forma, varios estudos sugerem que a biossintese do 2-AG é
iniciada por ativagdo de mGIluR5, sendo catalisada pela atividade da fosfolipase
C e da DGL, sendo dependente de Ca*" intracelular (Stella, Schweitzer et al.
1997; Bisogno, Howell et al. 2003; Hashimotodani, Ohno-Shosaku et al. 2005).

Considerando-se a possivel interagdo entre estes sistemas, a outra
hipotese desse trabalho € que o antagonismo de mGIluR5 bloqueara os efeitos

promovidos pelo aumento da sinalizacdo do 2-AG na SCPdl e no CPFvm.
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Objetivos

1. Objetivo Geral
Investigar o papel do endocanabinoide 2-AG na modulacao de respostas
defensivas mediadas pela SCPdl e CPFvm, bem como analisar a interacdo dos

receptores mGIuR5 nos efeitos mediados pelo 2-AG.

2. Objetivos Especificos

» Verificar se a injecdo intra-SCPdlI do 2-AG ou do inibidor da MGL
promovera efeito tipo-ansiolitico no LCE e anti-aversivo no modelo de
estimulacdo quimica da SCPdI;

» Verificar a participacdo dos receptores CB1 e CB2 na modulacao
dessas respostas comportamentais;

* Verificar se havera ativacdo de rCB1 na SCPdI ap6s a fuga induzida
pelo NMDA intra-SCPdI;

» Verificar se o pré-tratamento com o antagonista de mGIuUR5 (intra-
SCPdl) bloqueara o efeito tipo-ansiolitico promovido pelo inibidor da MGL intra-
SCP, em ratos submetidos ao LCE;

 Verificar se a injeg¢édo intra-CPFvm do 2-AG ou do inibidor da MGL
também promovera efeito tipo-ansiolitico em ratos submetidos ao LCE;

» Verificar se o pré-tratamento com o antagonista de mGIuR5 (intra-
CPFvm) também bloqueara o efeito tipo-ansiolitico promovido pelo inibidor da
MGL, em ratos submetidos ao LCE;

* Verificar se ha co-localizacdo da enzima diacilglicerol lipase (DGL) e

dos receptores mGIuR5 na SCPdl e CPFvm de ratos.
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1. Animais

Ratos da linhagem Wistar, peso 230-240 g, provenientes do CEBIO-
UFMG, apds aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (protocolo 66/2010). Os ratos foram mantidos em grupos de 5 animais
por gaiola, com livre acesso a agua e comida, ciclo claro-escuro de 12x12

horas.

2. Protocolos experimentais

2.1. Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados com Ketamina (60mg/Kg) e Xilazina
(8mg/KQ), i.p e fixados a um aparelho estereotaxico. Realizou-se uma incisdo
sagital para exposicdo da calvaria e remocdo do periésteo e perfuracdo da
calota craniana para introducdo da céanula guia (11 mm) dirigida a SCPdI
[coordenadas: AP-lambda O mm, L-1,9 mm, P-4,3 mm, angulo-16° (Paxinos
1997)], ou para introducédo de duas canulas guia (11 mm) dirigida ao CPFvm
[coordenadas: AP=+3.2mm bregma, L=+2.5mm, D=-3,3 mm, angulo-23°
(Paxinos 1997)]. As canulas foram fixadas ao cranio com cimento acrilico,
conforme descrito em trabalhos prévios (Guimaraes, Carobrez et al. 1991;
Aguiar, Terzian et al. 2009). Introduziu-se um mandril de aco inoxidavel em
cada céanula guia para evitar obstrucdo nos dias que antecederam o0s
experimentos comportamentais. Os animais receberam injecdo de pentabidtico
e do analgésico, antitérmico e anti-inflamatério Banamine® (flunixin meglumine,
25 mg/Kg). Apos a recuperagdo da anestesia, os animais foram alojados no
biotério até seu restabelecimento (5-7 dias) e entdo foram submetidos aos

protocolos experimentais.

2.2. Drogas
e 2-araquidonoilglicerol [2-AG (agonista rCB1 e rCB2)], Tocris®: 5, 50 e
500 pmol/0.2pL diluido em 50% DMSO e salina estéril (dose baseada
em Moreira, Aguiar et al. 2007);
e URBG602 [inibidor da monoacilglicerol lipase (MGL)], [1,1_-biphenyl]-3-yI-
carbamic acid cyclohexyl ester, Tocris ®: 30, 100, 300 e 1000 pmol/0.2uL
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diluido em 50% DMSO e em solucdo tampao fosfato (dose baseada em
Moreira, Aguiar et al. 2007);

e AM251 (antagonista de rCB1), Tocris®: 100 pmol/0.2uL diluido em
salina estéril (Moreira, Aguiar et al. 2007; Terzian, Aguiar et al. 2009;
Fogaca, Aguiar et al. 2012);

e AMG630 (antagonista de rCB2), Tocris®: 10, 100 e 1000 nmol/0.2ul;
(dose baseada em Moreira, Aguiar et al. 2007);

e NMDA (agonista de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA),
Sigma®): 1 nmol/0.2 pL, diluido em Salina 0.9% (Almeida-Santos,
Moreira et al. 2013);

e MPEP, 2-methyl-6-(phenylethynyl)-pyridine (antagonista de mGIuRb),
Tocris®: 1e 10 nmol/0.2ul (Lima, Molchanov et al. 2008).

2.3. Injecdo
A injecéo foi unilateral para a SCPdI e bilateral para o0 CPFvm. Nesse

procedimento, imobilizou-se gentilmente o animal para a retirada do mandril e
introducdo pela canula guia, uma agulha odontoldgica gengival até atingir a
SCPdl ou CPFvm, 1mm abaixo da extremidade da canula. A agulha estava
conectada a uma seringa Hamilton de 10 ul por meio de um segmento de
Polietileno (P10). Realizaram-se as injecbes com ajuda de uma bomba de
infusdo (Insight®, Brasil) no volume de 0.2 pl, a uma velocidade de 0.4pl/min.

2.4. Testes Comportamentais

= Labirinto em Cruz Elevado (LCE):

O aparelho é constituido de quatro bragcos de madeira de iguais
dimensdes, sendo dois deles abertos e dois fechados situados a 50 cm de
altura do solo. O LCE foi desenvolvido em 1984 e se baseia no conflito entre
explorar um ambiente novo, caracterizado pela saida do braco fechado mais
seguro, em contrapartida a um evento aversivo caracterizado pelos bracos
abertos, uma vez que o animal estd mais exposto a possiveis agbes de
predadores (Handley and Mithani 1984). Os experimentos foram filmados com
auxilio de uma camera de video (Microsoft®) localizada 1,5 metros acima do
labirinto durante 5 minutos. Simultaneamente, foram analisados com auxilio do
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software ANY-MAZE (versao 4.5), o qual registra a posicédo do animal no LCE e
calcula a porcentagem de entradas nos bracos abertos, a porcentagem de
tempo gasto nos bracos abertos e o numero de entradas nos bragos fechados
do LCE. Foi considerado como entrada, as quatro patas do animal no braco do
LCE. No intervalo entre os testes de cada animal o labirinto foi limpo com uma

solucéo de alcool 70 %.

= Caixa de Observacéo:

Para verificar a resposta de fuga induzida pela injecdo intra-SCPdI de
NMDA utilizou-se uma caixa de observacgéo constituida de acrilico transparente
(29 X 19 X 34 cm) com tampa de malha plastica. O comportamento dos
animais foi gravado por 2 minutos a partir do inicio da infusdo das solucdes por
uma camera de video (Samsung, SMX-C10LN/XAA) localizada lateralmente a
caixa, a uma distancia aproximada de 50 cm. Os filmes foram depois
reproduzidos em um computador, e o experimentador registrou o niumero de
pulos e cruzamentos da linha média da caixa. O critério utilizado para
considerar um pulo era de que o animal retirasse as quatro patas do chéo
simultaneamente, e para considerar um cruzamento era necessario que 0
animal atravessasse a linha média com as quatro patas (Aguiar, Moreira et al.
2006; Almeida-Santos, Moreira et al. 2013). ApoOs cada teste a caixa foi limpa

com alcool 70 %.

2.5. Histologia:

Ao término dos testes os animais sofreram perfusao intracardiaca para
retirada do encéfalo e posterior analise histoldgica. Para isso os animais foram
anestesiados com Uretana (25%, 5 ml/Kg de peso) e sofreram perfusédo
intracardiaca com salina 0.9 % e formol 10 %. Os cérebros foram extraidos,
estocados em formol 10 % por trés dias, e cortados, ao nivel do sitio de
injegcdo, em secgdes de 50 ym de espessura em um criostato (Microm HM 505
N). Os cortes foram montados em laminas de vidro gelatinizadas e foram
analisados para a verificacdo do local de injecdo com o auxilio de um

microscopio, segundo os diagramas do Atlas Paxinos (Paxinos 1997).
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2.6. Imunofluorescéncia:

» Dupla-marcacéo para proteina Fos e rCB1:

Duas horas apds o término do experimento comportamental os animais
foram eutanasiados com injecao i.p. de uretana (25%, 5 ml/Kg de peso) e
perfundidos com salina e paraformaldeido 4% fosfatado e tamponado em PBS
0,1 M, pH 7,4. Os encéfalos foram removidos e processados para obtencao de
cortes representativos e foram obtidas secc¢des (25 um) em triplicata da SCP e
do CPFvm (Aguiar and Guimaraes 2009; Casarotto, Terzian et al. 2012). As
seccOes foram inicialmente lavadas por 30 min (3 lavagens de 10 min) em PBS
0,1M em seguidas incubadas em solucdo de PBS + glicina 0,1M por 10min,
para bloqueio de sitios aldeidos formados pelo PFA. Apds 2 lavagens de 5 min
cada em PBS 0,1M, as secc¢des foram incubadas com soro albumina bovina
(BSA) 5% em PBS 0,1M acrescido de Triton-X 0,4%, durante 1h para bloqueio
dos sitios inespecificos, evitando marcacdes inespecificas e para aumentar a
permeabilidade da membrana celular. Em seguida as secc¢fes foram incubadas
em solucédo contendo PBS + BSA5% + Triton 0,4% e 0s anticorpos primarios:
anti c-Fos policlonal produzido em coelho (1:1000, Santa Cruz®) e anti CB1r
policlonal produzido em cabra (1:200, Santa Cruz®), durante 24 horas.
Posteriormente, as secg¢des foram lavadas por 30 minutos (3 lavagens de 10
min) em PBS e foram incubadas durante 1h com o0s seguintes anticorpos
secundarios: Alexa Fluor 488 anti-cabra produzido em jumento (1:1000,
emissdo de fluorescéncia verde) e Alexa Flaor 594 anti-coelho produzido em
jumento (1:1000, emisséo de fluorescéncia vermelha) ambos Invitrogen®.

Apbs o processo de imunofluorescéncia as secg¢des foram lavadas por
30 min (6 lavagens de 5 min cada) em PBS e por ultimo em &gua destilada
para retirar o excesso de sal. Posteriormente, as secc¢oes foram distendidas em
laminas gelatinizadas e cobertas por laminulas usando Fluoromount como meio
de montagem.

As seccdes foram analisadas em microscépio para fluorescéncia e as
imagens capturadas por camera digital (ambos provenientes da Zeiss). A
contagem, embora realizada com o auxilio de um sistema computadorizado de
analise de imagem (Image J 1.42q National Institute of Health, USA), foi feita
manualmente de forma cega, marcando-se 0s neurbnios positivos, bem como

agueles com dupla-marcacao.
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» Dupla-marcacao para DGL-a e mGIuR5

Foram realizados o0s mesmos procedimentos descritos para a
imunofluorescéncia de CB1lr e da proteina Fos. Entretanto, os anticorpos
primarios utilizados foram: anti DGL-a policlonal produzido em coelho (1:200,
Santa Cruz®) e anti mGIuR5 policlonal produzido em cabra (1:100, Santa
Cruz®), durante 24 horas. Posteriormente, as seccdes foram lavadas por 30
minutos (3 lavagens de 10 min) em PBS e foram incubadas durante 1h com os
seguintes anticorpos secundarios: Alexa Fluor 488 anti-cabra produzido em
jumento (1:1000, emissdo de fluorescéncia verde) e Alexa Fluor 594 anti-
coelho produzido em jumento (1:1000, emissao de fluorescéncia vermelha)

ambos Invitrogen®.

3. Delineamento experimental

D I D oga 2 I Modelo
roga > >
animal

Ratos Wistar Cirurgia estereotixica

220-
220-240¢ SCRdlon K Injecio intra-SCPdl ou intra-CPFm

/N
-

LCE (5 min) Caixa de Observagio (2 min)

CPFvm SCPdl

Perfusao

Analise histologica

Figura 2: Representacédo esquematica dos protocolos experimentais.
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Experimento |: Efeito da administracéo intra-SCPdl de 2AG em animais

submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL)
Grupo 2) 2AG (5 pmol/0.2pL)
Grupo 3) 2AG (50 pmol/0.2puL)
Grupo 4) 2AG (500 pmol/0.2pL)

Experimento 1I: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito do

2-AG era dependente da ativacdo de rCB1. Para isso os animais foram pré-
tratados intra-SCPdI com AM251, seguido da administracdo de 2AG e
submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + 2AG (50 pmol/0.2uL)

Grupo 3) AM251 (100 pmol/0.2pL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 4) AM251 (100 pmol/0.2uL) + 2AG (50 pmol/0.2puL)

Experimento Ill: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito da

administracao intra-SCPdl do AM630 em animais submetidos ao LCE uma vez
que, ndo existia na literatura dados sobre a dose deste antagonista na SCPdl.
Grupo 1) Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) AM630 (10 pmol/0.2uL)

Grupo 3) AM630 (100 pmol/0.2uL)

Grupo 4) AM630 (1000 pmol/0.2puL)

Experimento IV: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito do

2-AG foi dependente da ativacdo de rCB2. Para isso 0s animais foram pré-
tratados intra-SCPdI com AMG630, seguido da administracdo de 2AG e
submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + 2AG (50 pmol/0.2uL)

Grupo 3) AM630 (1000 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2pL)

Grupo 4) AM630 (1000 pmol/0.2uL) + 2AG (50 pmol/0.2uL)
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Experimento V: Efeito da administracao intra-SCPdl do URB602 em

animais submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) URB602 (30 pmol/0.2uL)
Grupo 3) URB602 (100 pmol/0.2uL)
Grupo 4) URB602 (300 pmol/0.2pL)

Experimento VI: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito do

URB602 foi dependente da ativacdo de rCB1, os animais foram pré-tratados
intra-SCPdl com AM251 e submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2puL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + URB602 (100 pmol/0.2pL)

Grupo 3) AM251 (100 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 4) AM251 (100 pmol/0.2pL) + URB602 (100 pmol/0.2uL)

Experimento VII: O objetivo desse experimento foi verificar se se o efeito

do URBG602 foi dependente da ativacao de rCB2, os animais foram pré-tratados
intra-SCPdl com AM630 seguido da administracdo de URB602 e submetidos
ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + URB602 (100 pmol/0.2pL)

Grupo 3) AM630 (1000 pmol/0.2pL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 4) AM630 (1000 pmol/0.2puL) + URB602 (100 pmol/0.2pL)

Experimento VIII: Efeito da administragdo intra-SCPdlI do MPEP em

animais submetidos ao LCE.
Grupo 1) Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) MPEP (1 pmol/0.2uL)
Grupo 3) MPEP (10 pmol/0.2uL)

Experimento IX: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito do

URBG602 foi dependente da ativacdo de mGIuR5, os animais foram pré-tratados
intra-SCPdl com MPEP e submetidos ao LCE.
Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)
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Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + URB602 (100 pmol/0.2uL)
Grupo 3) MPEP (10 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2uL)
Grupo 4) MPEP (10 pmol/0.2pL) + URB602 (100 pmol/0.2uL)

Experimento X: O objetivo desse experimento foi verificar se o0 2AG inibe

as respostas de fuga induzidas pelo NMDA intra-SCPdl.
Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)
Grupo 3) 2AG (5 pmol/0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2 L)
Grupo 4) 2AG (50 pmol/0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)
Grupo 5) 2AG (500 pmol/0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)

Experimento XI: O objetivo desse experimento foi verificar se 0 URB602

inibe as respostas de fuga induzidas pelo NMDA intra-SCPdl.
Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)

Grupo 3) URB602 (30 pmol/0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)
Grupo 4) URB602 (100 pmol/0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)
Grupo 5) URB602 (300 pmol/0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)

Experimento XlI: Efeito promovido pelo URB602 e NMDA intra-SCPdI

sobre o numero de células c-Fos positivas e rCB1 em ratos expostos a caixa de

observacéao.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2pL) + NMDA (1 nmol/0.2pL)

Grupo 3) URB602 (100 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2uL)
Grupo 4) URB602 (100 pmol/0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)

Experimento Xlll: O objetivo desse experimento foi verificar se o

tratamento combinado do URB602 e 2AG (doses ineficazes) inibe as respostas
de fuga induzidas pelo NMDA intra-SCPdI.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)

Grupo 3) URB602 (30 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)
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Grupo 4) Veiculo (0.2uL) + 2AG (50 pmol/0.2uL) + NMDA (1 nmol/0.2uL)
Grupo 5) URB602 (30 pmol/0.2uL) + 2AG (50 pmol/0.2uL) + NMDA (1
nmol/0.2pL)

Experimento XIV: Efeito da administracdo intra-CPFvm de 2AG em

animais submetidos ao LCE.
Grupo 1) Veiculo (0.2uL)
Grupo 2) 2AG (5 pmol/0.2puL)
Grupo 3) 2AG (50 pmol/0.2uL)
Grupo 4) 2AG (500 pmol/0.2pL)

Experimento XV: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito do

2AG foi dependente da ativacdo de rCB1. Para isso os animais foram pré-
tratados intra-CPFvm com AM251, seguido da administracdo de 2AG e
submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + 2AG (500 pmol/0.2uL)

Grupo 3) AM251 (100 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 4) AM251 (100 pmol/0.2uL) + 2AG (500 pmol/0.2puL)

Experimento XVI: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito

do 2AG foi dependente da ativacdo de rCB2. Para isso os animais foram pré-
tratados intra-CPFvm com AMG630, seguido da administracdo de 2AG e
submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + 2AG (500 pmol/0.2uL)

Grupo 3) AM630 (1000 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2pL)

Grupo 4) AM630 (1000 pmol/0.2uL) + 2AG (500 pmol/0.2uL)

Experimento XVII: Efeito da administragéo intra-CPFvm de URB602 em

animais submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) URB602 (30 pmol/0.2uL)
Grupo 3) URB602 (100 pmol/0.2uL)
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Grupo 4) URB602 (300 pmol/0.2uL)

Experimento XVIII: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito

do URBG602 foi dependente da ativacdo de rCB1. Para isso os animais foram
pré-tratados intra-CPFvm com AM251, seguido da administracédo de URB602 e
submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + URB602 (300 pmol/0.2pL)

Grupo 3) AM251 (100 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 4) AM251 (100 pmol/0.2pL) + URB602 (300 pmol/0.2uL)

Experimento XIX: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito

do URB602 foi dependente da ativacdo de rCB2. Para isso 0os animais foram
pré-tratados intra-CPFvm com AM630, seguido da administracdo de URB602 e
submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + URB602 (300 pmol/0.2pL)

Grupo 3) AM630 (1000 pmol/0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 4) AM630 (1000 pmol/0.2uL) + URB602 (300 pmol/0.2uL)

Experimento XX: O objetivo desse experimento foi verificar se o efeito do

URBG602 foi dependente da ativacdo de mGIuR5, os animais foram pré-tratados
intra-CPFvm com MPEP e submetidos ao LCE.

Grupo 1) Veiculo (0.2uL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 2) Veiculo (0.2uL) + URB602 (300 pmol/0.2uL)

Grupo 3) MPEP (10 pmol/0.2puL) + Veiculo (0.2uL)

Grupo 4) MPEP (10 pmol/0.2uL) + URB602 (300 pmol/0.2uL)

Experimento XXI: Os animais foram perfundidos e os cortes da SCP e

CPF foram submetidos a técnica de imunofluorescéncia para verificagdo da co-
localizacdo da DGL-a (enzima responsavel pela sintese do 2-AG) e mGIuR5 na
SCPdI e CPFvm.

Grupo 1) Naive
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4. Analise estatistica

Os resultados foram representados como média + erro padrdo da média
(E.P.M). O nivel de significancia foi p<0.05. A andlise estatistica foi realizada
por meio do software GraphPad Prism5® para Windows. Os resultados
comportamentais foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) seguida
de poés-teste de Duncan, ou pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Mann-Whitney, em caso de ndo haver homogeneidade
entre 0S grupos.

Os resultados da imunofluorescéncia foram analisados pela Anova de

duas vias seguida do pés-teste de Bonferroni.
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Figura 3: Localizagcdo de sitios de injecdo em diagramas modificados do Atlas de Paxinos e
Watson (1997). (®) intra-SCPdI (o) fora-SCPdI.
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1. Efeito promovido pelo 2-AG intra-SCPd|l em ratos expostos ao LCE.

A injecéo intra-SCPdI do 2-AG (50 pmol/0.2uL) ndo promoveu alteragbes
significativas na porcentagem de tempo nos bracos abertos do LCE (F326)=
2.60, p=0.0686; ns; Figura 4A) porém, promoveu o aumento significativo da
porcentagem de entradas nos bracos abertos em comparacdo ao grupo
controle (Fz26=4.22, p=0.012, Anova seguida do teste de Duncan, Figura 4B).
Em relacdo ao numero de entradas nos bragos fechados, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos (F,26=0.36, ns; Figura 4C), o que sugere que oS
efeitos do 2-AG néo foram decorrentes de alteracdo da atividade locomotora

basal dos animais.
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Figura 4: Efeito do 2-AG (5, 50 ou 500 pmol/0.2uL) administrado intra-SCPdlI em ratos
submetidos ao LCE. As barras representam a média + S.E.M. da porcentagem de tempo gasto

(A) e de entradas nos bracos abertos (B) e o nimero de entradas nos bracos fechados (C).
*Diferenca estatisticamente significativa do grupo veiculo + veiculo. p<0.05, ANOVA seguido

por teste de Duncan; n= 7-14/grupo.
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Resultados

2. Efeito promovido pelo AM251 sobre o comportamento tipo-ansiolitico
promovido pelo 2-AG intra-SCPdI, em ratos expostos ao LCE.

A administragdo do 2-AG (50pmol/0.2uL) intra-SCPdI promoveu um
efeito tipo-ansiolitico evidenciado pelo aumento significativo na porcentagem de
tempo nos bragos abertos do LCE (F27)=2.967, p=0.05; Anova seguida do
teste de Duncan, Figura 5A).0 pré-tratamento com o antagonista de rCB1, o
AM251 (100 pmol/0.2uL) reverteu este efeito (teste de Duncan, p<0.05; Figura
5A). Nenhum efeito foi encontrado no nimero de entradas nos bracos fechados
(F(,27=0.156, ns; Figura 5C).
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Figura 5: Efeito do pré-tratamento com AM251 (100 pmol), seguido por 2-AG (50 pmol) intra-
SCPdI em ratos submetidos ao LCE. As barras representam a média + S.E.M. da porcentagem
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seguido por teste de Duncan; n=6-10/grupo).
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Resultados

3. Efeito promovido pelo AM630 intra-SCPdIl em ratos expostos ao LCE.

A injegdo intra-SCPdI do antagonista de rCB2, AM630 (10, 100 ou 1000
pmol/0.2uL) n&o induziu qualquer alteragdo na porcentagem de tempo gasto
(F17=0.715, ns; Figura 6A) e de entradas (F17=1.31, ns; Figura 6B) nos
bracos abertos. Além disso, ndo foi observada diferenca significativa no
numero de entradas nos bragos fechados (F17=0.061, ns). Como o AM630,
por si s, ndo promoveu nenhuma alteragdo nas respostas comportamentais do
LCE, a dose de 1000 pmol foi escolhida para o proximo experimento.

Assim, 0 2-AG induziu efeito tipo-ansiolitico e esse efeito foi bloqueado
pelo pré-tratamento com AM630 (1000 pmol/0.2uL), evidenciado pela reducdo
do aumento da porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LCE em
relacdo ao grupo veiculo+2-AG (F27)=2.267, teste de Duncan, p<0.05; Figura
7A). Nao foi observado nenhum efeito sobre o nimero de entradas nos bragos
fechados [(F(,27=2.035, ns),Figura 7C)].
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p<0.05, ANOVA seguido por teste de Duncan; n=6-9/grupo).

49



Resultados

4. Efeito promovido pelo URB602 (inibidor da MGL, intra-SCPdI) em ratos
expostos ao LCE.

O inibidor da MGL (enzima responsével pela hidrélise do 2-AG), URB602
(100 pmol/0.2uL), intra-SCPdI, aumentou significativamente a porcentagem de
tempo (F26=2.015, p=0.136, Anova seguida do teste de Duncan) gasto nos
bracos abertos quando comparado ao grupo controle (Figura 8A). Nenhuma
alteracdo foi encontrada no numero de entradas nos bragos fechados
(F,26=0.217, ns, Figura 8C), o que sugere que o efeito do URB602 n&o alterou

a atividade locomotora.
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Resultados

5. Efeito promovido pelo AM251 (antagonista rCB1l) sobre o
comportamento tipo-ansiolitico promovido pelo URB602 intra-SCPdI, em
ratos expostos ao LCE.

O URB602 (100 pmol/0.2uL) aumentou significativamente a percentagem
de tempo (F26=4.283, p=0.013; Anova seguida do teste de Duncan) e a
porcentagem de entradas nos bragos abertos (F26=5.98, p=0.003; Anova
seguida do teste de Duncan). Esse efeito observado foi atenuado pela
administracdo intra-SCPdl do AM251 (teste de Duncan, p<0.05; Figura 9A e
9B). Nenhum efeito foi observado no nimero de entradas bracos fechados
(F(3,26)=0.09, ns; Figura 9C).
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Figura 9: Efeito do AM251 (100 pmol), seguido por URB602 (100 pmol), administrado intra-
SCPdI de ratos submetidos ao LCE. As barras representam a média + S.E.M. da porcentagem
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seguido por teste de Duncan; n=6-9/grupo).
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Resultados

6. Efeito promovido pelo AM630 (antagonista rCB2) sobre o
comportamento tipo-ansiolitico promovido pelo URB602 intra-SCPdI, em
ratos expostos ao LCE.

A administracdo do URB602 (100 pmol/ 0.2uL) promoveu o aumento da
porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE (F31)=4.525, p=0.009;
Anova seguida do teste de Duncan). O pré-tratamento com AM630 (1000
pmol/0.2uL) bloqueou esse efeito (teste de Duncan, p<0.05, Figura 10B).
Nenhum efeito foi observado no numero de entradas nos bracos fechados
(F(z,31)=0.763, ns; Figura 10C).
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Figura 10: Efeito do AM630 (1000 pmol), seguido por URB602 (100 pmol), administrado intra-
SCPdI de ratos submetidos ao LCE. As barras representam a média + S.E.M. da porcentagem
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seguido por teste de Duncan; n=6-9/grupo).
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Resultados

7. Efeito promovido pelo MPEP intra-SCPdIl em ratos expostos ao LCE.

A injecdo intra-SCPdl do antagonista de mGIuR5, MPEP (1 ou 10
pmol/0.2uL) n&o promoveu nenhuma alteracdo na porcentagem de tempo
(F2,23=0.2453, ns; Figura 11A) e de entradas (F(23=0.1116, ns; Figura 11B)
nos bragos abertos. Além disso, ndo se observou diferenca estatisticamente
significativa no niumero de entradas nos bracos fechados (F,23=0.0274, ns).
Como o MPEP, por si s6, ndo promoveu nenhuma alteracdo nas respostas
comportamentais do LCE, a dose de 10 pmol foi escolhida para o préoximo

experimento.
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Resultados

8. Efeito promovido pelo MPEP (antagonista mGIuR5) sobre o
comportamento tipo-ansiolitico promovido pelo URB602 intra-SCPdI, em
ratos expostos ao LCE.

A administracéo intra-SCPdl do URB602 (100 pmol/ 0.2uL) promoveu o
aumento da porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE
(F3.28=5.943, p=0.0029; Anova seguida do teste de Duncan). O pré-tratamento
com MPEP (10 pmol/0.2uL) bloqueou esse efeito (teste de Duncan, p<0.05,
Figura 12B). Nenhum efeito foi observado no nimero de entradas nos bracos
fechados (F28=1.336, ns; Figura 12C).
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Figura 12: Efeito do MPEP (10 pmol), seguido por URB602 (100 pmol), administrado intra-
SCPdl de ratos submetidos ao LCE. As barras representam a média + S.E.M. da porcentagem
de tempo gasto (A) e de entradas nos bracos abertos (B) e o nimero de entradas nos bracos
fechados (C). *Diferenca estatisticamente significativa do grupo veiculo + veiculo (p<0.05,

ANOVA seguido por teste de Duncan; n=7-9/grupo).
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Resultados

9. Efeito promovido pelo 2-AG sobre as respostas de fuga induzidas pelo
NMDA intra-SCPd|l em ratos expostos a caixa de observacéao.

A administragdo do NMDA (1nmol/0.2uL) induziu reacbes de fuga que
ocorreram a partir do inicio da injecao intra-SCPdI. Estas rea¢des caracterizam-
se por um aumento significativo no numero de cruzamentos (Hs=13.70;
p=0.0083, Kruskal-Wallis, Figura 13A) e pulos (Hs=13.89; p=0.0077, Kruskal-
Wallis) nos animais quando comparados ao grupo controle (Figura 13B, Mann-
Witney p<0.05).

O pré-tratamento com 2-AG na dose de 50 pmol atenuou as respostas
de fuga e a dose de 500 pmol/0.2uL foi capaz de bloquear significativamente
estas reagoes induzidas pelo NMDA na SCPdI (p<0.01, Mann-Whitney), Figura
13A e 13B.
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Figura 13: Efeito do 2-AG (5, 50 ou 500 pmol/0.2 pL) na reacdo de fuga promovida pela
injecdo de NMDA (1 nmol/0.2uL) na SCPdI de ratos observados na caixa durante dois minutos
a partir do inicio das injecdes. As barras representam mediana = I.LR do numero de
cruzamentos (A) e de pulos (B). (*p<0.001 em relagdo ao grupo veiculo+veiculo; #p<0.01 em

relacdo ao grupo veiculo+NMDA,; Kruskall Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6-7/grupo).
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Resultados

10. Efeito promovido pelo URB602 sobre as respostas de fuga induzidas
pelo NMDA na SCPdIl em ratos expostos a caixa de observagéo.

A injecao intra-SCPdI do NMDA (1nmol/0.2uL) produziu reacdes de fuga
caracterizadas por um aumento significativo no numero de cruzamentos
(Hs=13.16; p=0.0105, Kruskal-Wallis) e pulos (Hs=12.75; p=0.0126, Kruskal-
Wallis) em relag&o ao grupo controle (Figura 14A e 14B respectivamente).

O pré-tratamento com URB602 (100 pmol/0.2uL) reduziu
significativamente estas respostas induzidas pelo NMDA, demonstrado, pela
diminuicdo do aumento no numero de cruzamentos (p<0.05, Mann-Whitney;
Figura 14A) e pulos (p<0.05, Mann-Whitney; Figura 14B). A dose de 300
pmol/0.2uL também reduziu o numero de pulos (p<0.05, Mann-Whitney; Figura
14B).
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relagdo ao grupo Veiculo+NMDA; Kruskall Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6-7/grupo).
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Resultados

11. Efeito promovido pelo NMDA (1nmol/0.2uL, intra-SCPdl) sobre o
numero de células c-Fos positivas e rCB1 em ratos expostos a caixa de
observacao.

A ANOVA de duas vias revelou que injecao intra-SCPdl do NMDA
[F3,18=9.646; p=0.0005] promoveu um aumento no numero de células c-Fos
positivas na coluna dorsolateral da SCP em relacdo ao grupo veiculo,
enquanto, a administragéo intra-SCPdl do URB602 promoveu uma diminuigdo
do numero de células c-Fos em relacdo aos animais tratados com NMDA
[F,18=9.646; p=0.0005], Figura 15B. Nenhuma alteracdo em relacdo a
expresséo de células CB1 foi observada, [F18=2.211; ns], Figura 15A.

Foi observado também que o NMDA [F3,1=9.532; p=0.0005] induziu o
aumento no namero de células duplamente marcadas para CB1 e c-Fos na

coluna dorsolateral da SCP, Figura 15C.

Fotomicrografias representativas de seccbes coronais da SCPdl. As amostras foram
processadas para imunofluorescéncia para a deteccao da proteina Fos (A), receptor CB1 (B) e

dupla marcacédo Fos/CB1 (C). Aumento= 20x.
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Figura 15: Efeito promovido pelo URB602 (100pmol/0.2uL) e NMDA (1nmol/0.2yL, intra-
SCPdI) sobre o ndmero de células CB1 e c-Fos positivas em ratos expostos a caixa de

observagédo durante dois minutos a partir do inicio da inje¢do. As barras representam a média +
S.E.M do nimero de células marcadas (*p<0.01 em relacdo ao grupo veiculo+veiculo, #p<0.01

em relacdo ao grupo veiculo+NMDA. Anova de duas vias, seguido do pés-teste de Bonferroni;

n=5-6/grupo).
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Resultados

12. Efeito promovido pelo tratamento combinado do URB602 (30
pmol/0.2pL - dose nao efetiva) e 2-AG (50 pmol/0.2uL - dose néo efetiva)
sobre as respostas de fuga promovidas pelo NMDA na SCPdl em ratos
expostos a caixa de observacao.

A injecao intra-SCPdl do NMDA (1nmol/0.2uL) produziu reacdes de fuga
caracterizadas por um aumento significativo no numero de cruzamentos
(Hs=17.17; p=0.0018, Kruskal-Wallis) e pulos (Hs=16.54; p=0.0024, Kruskal-
Wallis) em relacdo ao grupo controle (Figura 16A e 16B, respectivamente).

Tanto a injecdo do URB602 (30 pmol/0.2uL) quanto a injecdo de 2-AG
(50 pmol/0.2uL) administradas isoladamente n&do reverteram o aumento do
ndmero de cruzamentos (p>0.05, Mann-Whitney) e pulos (p>0.05, Mann-
Whitney) promovidos pelo NMDA. Porém, o pré-tratamento com URB602 (30
pmol/0.2uL) seguido da injecdo de 2-AG (50 pmol/0.2uL), reverteu o aumento
do ndmero de cruzamentos promovido pelo NMDA (p<0.05, Mann-Whitney),
Figura 16A.
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Figura 16: Efeito promovido pelo tratamento combinado do URB602 (30 pmol/0.2uL - dose néo
efetiva) e 2-AG (50 pmol/0.2uL - dose néo efetiva) sobre as respostas de fuga promovidas pela
injecdo de NMDA (1 nmol/0.2pL) na SCPdI de ratos observados na caixa durante dois minutos

a partir do inicio das injecbes. As barras representam mediana + LR do numero de
cruzamentos (A) e de pulos (B). (*p<0.001 em relagdo ao grupo controle; #p<0.01 em relagéo

ao grupo Veiculo+NMDA,; Kruskall Wallis seguido de Mann-Whitney; n=6-7/grupo).

67



RESULTADOS: CPFvm
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Figura 17: Localizacao de sitios de injecdo em diagramas modificados do Atlas de PAXINOS e

WATSON (1997). (') intra-CPFvm. (°) fora-CPFvm.
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Resultados

1. Efeito promovido pelo 2-AG intra-CPFvm em ratos expostos ao LCE.

A injecéo intra-CPFvm do 2-AG (500 pmol/0.2uL) promoveu o aumento
significativo da porcentagem de entradas nos bracos abertos em comparacéo
ao grupo controle (F35=4.704 p=0.0075, Anova seguida do teste de Duncan,
Figura 18B). Em relacdo ao numero de entradas nos bracos fechados, nao
houve diferenga estatistica entre os grupos (Fs35=0.0314, ns; Figura 18C), o
que sugere que o0 2-AG intra-CPFvm ndo é capaz de alterar a atividade

locomotora basal dos animais.
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Figura 18: Efeito do 2-AG (5, 50 ou 500 pmol/0.2uL) administrado intra-CPFvm em ratos
submetidos ao LCE. As barras representam a média + S.E.M. da porcentagem de tempo gasto

(A) e de entradas nos bracos abertos (B) e o nimero de entradas nos bracos fechados (C).
*Diferenca estatisticamente significativa do grupo veiculo (p<0.05, ANOVA seguido por teste de

Duncan; n=9-11/grupo).
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Resultados

2. Efeito promovido pelo AM251 sobre o comportamento tipo-ansiolitico
promovido pelo 2-AG intra-CPFvm, em ratos expostos ao LCE.

A administracdo do 2-AG (500 pmol/0.2puL) intra-CPFvm promoveu um
efeito tipo-ansiolitico evidenciado pelo aumento na percentagem de entradas
nos bragos abertos do LCE (F3,27=9.539, p=0.0002; Anova seguida do teste de
Duncan, Figura 19B), sendo que o pré-tratamento com o antagonista de rCB1,
o0 AM251 (100 pmol/0.2uL), bloqueou este efeito (teste de Duncan, p<0.05,
Figura 19A). Nenhum efeito foi encontrado no nimero de entradas nos bracos
fechados (F27=0.6593, ns), Figura 19C.
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Figura 19: Efeito do pré-tratamento com AM251 (100 pmol), seguido por 2-AG (500 pmol) intra-
CPFvm em ratos submetidos ao LCE. As barras representam a média + S.E.M. da

porcentagem de tempo gasto (A) e de entradas nos bracos abertos (B) e o nimero de entradas
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3. Efeito promovido pelo AM630 (antagonista rCB2) sobre o
comportamento tipo-ansiolitico promovido pelo 2-AG intra-CPFvm, em
ratos expostos ao LCE.

O efeito tipo-ansiolitico promovido pelo 2-AG (F332=5.012, p=0.0064,
Anova seguida do teste de Duncan) foi parcialmente blogueado pelo pré-
tratamento com AMG630 (1000 pmol/0.2uL) evidenciado pela reducdo do
aumento da porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE (teste de
Duncan, p<0.05; Figura 20A). Nao foi observado nenhum efeito sobre o
nuamero de entradas nos bracos fechados (F32=0,2423, ns, Figura 20C),

sugerindo que este efeito ndo decorre de alteragdo da atividade locomotora.
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Figura 20: Efeito do pré-tratamento com AM630 (1000 pmol), seguido por 2-AG (500 pmol),
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veiculo, (p<0.05, ANOVA seguido por teste de Duncan; n=6-9/grupo).
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Resultados

4. Efeito promovido pelo URB602 (inibidor da MGL, intra-CPFvm) em ratos
expostos ao LCE.

O inibidor da MGL (enzima responsével pela hidrélise do 2-AG), URB602
(30 e 300 pmol/0.2uL), intra-CPFvm, aumentou significativamente a
porcentagem de tempo (F27=6.282, p=0.0024, Anova seguida do teste de
Duncan) gasto nos bracos abertos quando comparado ao grupo controle
(Figura 21A), bem como, o URB602 (300 pmol/0.2L) promoveu o aumento da
porcentagem de entradas nos bragos abertos (F27=4.148, p=0.0158, Anova
seguida do teste de Duncan), Figura 21B. Nenhuma alteracéo foi encontrada
no numero de entradas nos bracos fechados (F27=2.555, ns, Figura 21C), o
que sugere que o0 URB602 néo alterou a atividade locomotora.
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Figura 21: Efeito do URB602 (30, 100 ou 300 pmol/0.2 uL) intra-CPFvm de ratos submetidos
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entradas nos bracos abertos (B) e o nimero de entradas nos bracos fechados (C). *Diferenca

estatisticamente significativa do grupo veiculo (p<0.05, ANOVA seguido por teste de Duncan;
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5. Efeito promovido pelo AM251 (antagonista rCB1l) sobre o
comportamento tipo-ansiolitico promovido pelo URB602 intra-CPFvm, em
ratos expostos ao LCE.

A injecdo intra-CPFvm do URB602 (300 pmol/0.2uL aumentou
significativamente a porcentagem de entradas nos bracos abertos
(F(3,22=5.195, p=0.0073; Anova seguida do teste de Duncan) e este efeito foi
atenuado pelo AM251 (teste de Duncan, p<0.05, Figura 22B). Nenhum efeito
foi observado no ndmero de entradas bragos fechados (F22=0.3939, ns;
Figura 22C).
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79



Resultados

6. Efeito promovido pelo AM630 (antagonista rCB2) sobre o
comportamento tipo-ansiolitico promovido pelo URB602 intra-CPFvm, em
ratos expostos ao LCE.

A administracdo do URB602 (300 pmol/ 0.2uL) promoveu o aumento da
porcentagem de entradas nos bragos abertos do LCE (F3,22=6.809, p=0.0020;
Anova seguida do teste de Duncan) sendo esse efeito, bloqueado com o pré-
tratamento com AM630 (1000 pmol/0.2uL, teste de Duncan, p<0.05), Figura
23B). Nenhum efeito foi observado no numero de entradas nos bracos
fechados (F22=0.9791, ns; Figura 23C).
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7. Efeito promovido pelo MPEP (antagonista mGIuR5) sobre o
comportamento tipo-ansiolitico promovido pelo URB602 intra-CPFvm, em
ratos expostos ao LCE.

O URBG602 intra-CPFvm promoveu o aumento da porcentagem de
entradas nos bragos abertos do LCE (F30=6.761, p=0.0016; Anova seguida
do teste de Duncan) e o pré-tratamento com MPEP (10 pmol/0.2uL) bloqueou
esse efeito (teste de Duncan, p<0.05), Figura 24B. Nenhum efeito foi
observado no numero de entradas nos bracos fechados (Fs30=0.2866, ns;
Figura 24C).
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8. Verificacdo da co-expressdo da DGL-a (enzima responsavel pela
sintese do 2-AG) e mGIuR5 na SCPdIl e CPFvm.

Os animais foram eutanasiados para remocdo do encéfalo e
posteriormente as secc¢des do cortex e da substancia cinzenta periaquedutal

obtidas, foram submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia para marcacéo da

enzima DGL-a e mGIuR5.
-
-

Figura 25: Fotomicrografias representativas de secc¢des coronais da SCPdl e CPFvm. As

amostras foram processadas para imunofluorescéncia para a deteccdo da enzima DGL-a e
MGIURS5. Aumento= 20x. A. Expressao da enzima DGL-a no CPFvm. B. Expressdo de mGIuR5
no CPFvm. C. Co-expressédo da enzima DGL-a e mGIluR5 no CPFvm. D. Expressédo da enzima
DGL-a na SCPdI E. Expressdo de mGIuR5 na SCPdI. F. Co-expressédo da enzima DGL-a e
MGIuR5 na SCPdl.
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Discussao

O comportamento defensivo caracteriza-se pelas respostas
desencadeadas em situacbes ameacadoras as quais sao adaptativas ao
estimulo de perigo. Por consequéncia, tais comportamentos manifestam-se de
formas distintas, sendo que a presenca do perigo iminente desencadeia
respostas que variam desde fuga até mesmo ataque, enquanto que a presenca
distal do perigo desencadeia comportamentos de avaliacdo de risco e esquiva
(Blanchard and Blanchard 1989; McGregor, Hargreaves et al. 2004;
McNaughton and Corr 2004; Maren 2007; Blanchard and Blanchard 2008).

Neste trabalho avaliamos o comportamento animal relacionado aos
transtornos de ansiedade, o LCE, modelo animal preditivo de ansiedade
generalizada e 0 modelo de fuga induzido pelo NMDA, preditivo de ataques de
panico (Handley and Mithani 1984; Deakin and Graeff 1991; Lovick 2000).

Corroborando nossa hipétese inicial, nossos resultados demonstraram
gue a neurotransmissao canabinoide mediada pelo endocanabinoide 2-AG
induziu respostas tipo-ansiolitica e anti-panico.

Nesse sentido, demonstramos que a administracdo intra-SCPdI do
endocanabinoide 2-AG promoveu efeito tipo-ansiolitico no LCE, evidenciado
pelo aumento da exploracdo dos bracos abertos (Pellow and File 1986). Esse
mesmo efeito também foi observado com o URB602, que promoveu a
facilitacdo das acdes do 2-AG através da inibicdo da sua hidrélise. Ao
investigar os mecanismos envolvidos nessa resposta, verificou-se que ambos
os rCB1 e rCB2 contribuem para o efeito tipo-ansiolitico desse composto.

Esses resultados corroboram trabalhos anteriores que sugerem que o
sistema endocanabinoide modula respostas de ansiedade em animais de
laboratério. A injecdo de anandamida intra-SCP promoveu efeito tipo-ansiolitico
em animais submetidos ao LCE (Moreira, Aguiar et al. 2007) e ao VCT (Lisboa,
Resstel et al. 2008) sendo esse efeito bloqueado pelo pré-tratamento com o
antagonista de rCB1. Em consonancia, outro estudo demonstrou que a inje¢ao
bilateral do 2-AG na amidala basolateral reduziu o tempo de freezing em ratos
submetidos ao teste do medo condicionado ao contexto (Rea, Olango et al.
2013).

Nossos dados demonstram que o 2-AG na dose intermediaria promoveu
efeito tipo-ansiolitico no teste do LCE, sendo a menor e a maior dose desse
composto, ineficazes. Dessa forma, o efeito promovido pelo 2-AG intra-SCPdI
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caracterizou-se por uma curva dose-resposta em forma de sino. Esse mesmo
tipo de curva ja foi também descrito para outros canabinoides no teste do LCE
(Onaivi, Green et al. 1990; Patel and Hillard 2006; Moreira, Aguiar et al. 2007).
Além disso, injecdes locais do A°-THC, principal substancia psicoativa presente
na Cannabis sativa, em estruturas cerebrais responsaveis pelo controle dos
comportamentos defensivos tais como a amidala, hipocampo e CPF, também
induziram esse perfil de agéo (Rubino, Guidali et al. 2008).

Diversos estudos sugerem que esse efeito demonstrado pela curva em
forma de sino invertida seja relacionado ao fato que os canabinoides sao
sintetizados sob demanda. Dessa forma, esse efeito pode ser influenciado por
fatores ambientais como o nivel de estresse, além da capacidade que os
canabinoides apresentam de modular a liberacdo de outros neurotransmissores
como glutamato e GABA que possuem acdes opostas sobre estados de
ansiedade (Krieger and Graeff 1985; Molchanov and Guimaraes 1999; Viveros,
Marco et al. 2005; Di Marzo 2008; Moreira and Lutz 2008; Rey, Purrio et al.
2012).

Adicionalmente, trabalhos recentes sugerem que durante situacfes
aversivas a sinalizagdo do 2-AG pode ser estimulada no intuito de inibir as
respostas defensivas. Nesse contexto, Gregg e colaboradores demostraram a
localizacdo da enzima responséavel pela sintese de 2-AG, a DGL-a, na SCPdl e
gue a aplicacdo do estimulo aversivo (chogque nas patas de ratos) desencadeou
a rapida formacdo de 2-AG nesta regido, sendo este efeito revertido pela
injecdo local de um inibidor seletivo da DGL-a (Gregg, Jung et al. 2012).

Conforme descrito anteriormente, a SCP juntamente com o hipotalamo e
a amidala constituem um sistema organizado responsavel pela expressao de
alteragcbes comportamentais e neurovegetativas em resposta a estimulos
aversivos, denominado sistema encefalico de defesa (Graeff 1990).

Em nosso trabalho demonstramos que a administragao intra-SCPdI do
URB602, inibidor da hidrélise do 2-AG, induziu efeito tipo-ansiolitico em
animais expostos ao LCE. Corroborando nossos dados, estudos prévios
demonstraram que a injecao sistémica do JZL-184 (outro inibidor da hidrdlise
do 2-AG) promoveu efeito tipo-ansiolitico no LCE e no labirinto em zero, bem
como no teste de enterrar bolinhas (Busquets-Garcia, Puighermanal et al.
2011; Kinsey, Nomura et al. 2011; Aliczki, Balogh et al. 2012).
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Tal efeito, induzido pelo 2-AG e pelo inibidor da MGL, foi bloqueado com
a administracdo dos antagonistas AM251 e AM630, sugerindo que ambos os
rCB1 e rCB2 respectivamente, estdo envolvidos nesta resposta do LCE. Nesse
contexto, outros estudos demonstraram que o efeito tipo-ansiolitico induzido
pelo JZL-184 é mediado pela ativacdo de rCB1 e rCB2 (Busquets-Garcia,
Puighermanal et al. 2011; Kinsey, O'Neal et al. 2011; Sciolino, Zhou et al. 2011,
Aliczki, Balogh et al. 2012).

Dessa forma, enquanto a AEA e o inibidor da FAAH, promovem efeitos
anti-aversivos através de mecanismos via rCB1, a resposta tipo-ansiolitica
observada ap6s o aumento da sinalizacdo de 2-AG foi dependente da ativagado
de ambos rCB1 e rCB2. Cabe ressaltar que a administracdo desses
antagonistas sozinhos nao foi capaz de induzir nenhuma alteracao
comportamental nos animais submetidos ao LCE.

Assim, observamos que o efeito induzido pelo 2-AG € decorrente da
participacédo dos rCB1 e rCB2 (Devane, Breuer et al. 1992; Felder, Briley et al.
1993; Mechoulam, Ben-Shabat et al. 1995). Os primeiros estudos que foram
conduzidos relativos a descoberta e localizacdo dos rCB1 demonstraram a
localizacéo desse tipo de receptor em diversas areas do SNC (Devane, Dysarz
et al. 1988; Herkenham 1991). De maneira diferente, a localizagéo dos rCB2 foi
inicialmente descrita em células do sistema imune (Munro, Thomas et al. 1993),
entretanto, estudos recentes indicam que os rCB2 sdo também expressos em
neurdnios de diversas estruturas cerebrais e podem modular comportamentos
defensivos, conforme demonstramos (Van Sickle, Duncan et al. 2005; Onaivi
2006; Garcia-Gutierrez and Manzanares 2011; Ortega-Alvaro, Aracil-Fernandez
et al. 2011). Em consonéancia Garcia-Gutiérrez & Manzanares demonstraram
que animais que super expressam rCB2 apresentaram uma menor
susceptibilidade a ansiedade (Garcia-Gutierrez and Manzanares 2011).

Além dos receptores canabinoides, diversos trabalhos demonstram que
0s receptores metabotrépicos do glutamato estdo envolvidos na mediagdo de
respostas defensivas [para revisdo ver (Millan 2003)]. Lima e colaboradores
demonstraram que a administracao intra-SCPdl do tACPD e tADA (agonistas
do grupo 1 de mGIluR) promoveram o aumento do numero de cruzamentos e
pulos caracterizando respostas de fuga; esse efeito, foi bloqueado pelo pré-
tratamento com o MPEP [antagonista mGIuR5 (Lima, Molchanov et al. 2008)].
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Ainda, a administracdo do MPEP induziu respostas tipo-ansioliticas nos
testes de interacéo social, Geller-Seifter, sobressalto potencializado pelo medo
e na caixa claro-escuro (Spooren, Vassout et al. 2000; Tatarczynska,
Klodzinska et al. 2001; Spooren and Gasparini 2004; Ballard, Woolley et al.
2005; Mikulecka and Mares 2009).

Adicionalmente, alguns estudos sugerem uma interacdo entre 0S
MGIUR5 e os efeitos promovidos pelo sistema endocanabinoide (Calignano,
Katona et al. 2000; Hajos, Katona et al. 2000; Di Marzo, Bisogno et al. 2001;
Kreitzer and Regehr 2001). Nesse sentido, a administracdo do antagonista de
MGIuUR5, blogueou o efeito antinociceptivo produzido pelo WIN 55,212-2
(agonista de rCB1 e rCB2) na SCP (Palazzo, Marabese et al. 2001).

Trabalhos in vitro, sugeriram pela primeira vez que a formagéo de 2-AG
esta relacionada com a ativac&o de receptores metabotrépicos glutamatérgicos
do tipo 5 (mMGIuRb5) pois a ativagao desses receptores estimulou a formagéo de
2-AG a partir da enzima DGL (Chevaleyre and Castillo 2003; Jung, Mangieri et
al. 2005; Jung, Astarita et al. 2007).

O papel da DGL e consequentemente dos efeitos mediados pelo 2-AG
no comportamento relacionado a ansiedade foi demonstrado recentemente no
estudo realizado por Shonesy e colaboradores (2014) em que camundongos
nocaute para a enzima DGL-a apresentaram comportamento tipo-ansiogénico
nos testes da caixa claro-escuro e no campo aberto (Shonesy, Bluett et al.
2014). Ressaltando a interagdo entre os mGIuR5 e a DGL, foi observado que
nas sinapses do SNC, a DGL € co-expressa com receptores mGIURS5,
sugerindo que a formacao de 2-AG in vivo também relaciona-se com a ativacéo
desse receptor (Maejima, Hashimoto et al. 2001).

Nesse sentido, estudos conduzidos por Gregg et al (2012) mostraram
que a estimulacdo de mGIuR5 na SCPdlI aumentou a formacédo de 2-AG e
aumentou a antinocicep¢ao induzida pelo estresse por um mecanismo
dependente da DGL, sugerindo mais uma vez que a ativagdo desses
receptores é necessaria para a formacdo de 2AG. Adicionalmente, a inibicdo
da DGL diminuiu a formacédo de 2-AG sem alterar os niveis de AEA. Ainda, os
receptores mGIUR5 estavam co-expressos com a enzima DGL em regides pos-

singpticas da SCP, reforcando a hipotese de que a via mGIuR5-DGL é
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importante para a formacdo de 2-AG nessa regido e consequentemente para
os seus efeitos (Gregg, Jung et al. 2012) .

Em nosso trabalho, utilizando o MPEP (intra-SCPdl) em doses ineficazes
[uma vez que trabalhos anteriores ja demonstraram que o antagonismo de
MGIUR5 é capaz de induzir respostas anti-aversivas (Spooren, Vassout et al.
2000; Tatarczynska, Klodzinska et al. 2001; Spooren and Gasparini 2004;
Ballard, Woolley et al. 2005; Lima, Molchanov et al. 2008; Mikulecka and Mares
2009)], demonstramos que o efeito tipo-ansiolitico mediado pelo URB602 é
dependente da ativacdo de mGIuR5. Diante desse resultado, sugerimos que €
necesséria a ativacdo dos mGIuR5 para que ocorra a sintese do 2-AG, e, uma
vez sintetizado possa induzir resposta tipo-ansiolitica através da inibicdo da
enzima responsavel pela sua hidrélise (promovida pelo URB602).

Uma vez elucidado o papel do 2-AG e do inibidor da monoacilglicerol
intra-SCPdl no modelo animal de ansiedade, o LCE, verificou-se o
envolvimento desses compostos no modelo animal de ataque de panico
induzido pela administracéo intra-SCPdl do NMDA.

Desde estudos de Hunsperger nas décadas de 50 e 60, sabe-se que a
SCP possui um forte envolvimento com a deflagracdo de comportamentos
panicogénicos tanto em animais quanto em humanos (Vianna and Brandao
2003). Nesse sentido, trabalhos prévios demonstraram que a administracédo de
glutamato ou de agonistas dos receptores NMDA em regides relacionadas com
comportamento defensivo como por exemplo, a SCPdI, induz respostas de fuga
(Krieger and Graeff 1985; Carrive 1993; Bittencourt, Carobrez et al. 2004;
Aguiar, Moreira et al. 2006; Almeida-Santos, Moreira et al. 2013). Essas
respostas foram acompanhadas por uma intensa ativacdo da proteina Fos em
estruturas como o0 nucleo pré-mamilar dorsal, hipotalamo, coliculo inferior,
nacleo dorsal da rafe e SCPdI (Brandao, Borelli et al. 2005; Ferreira-Netto,
Borelli et al. 2005), bem como a ocorréncia de reacfes autonémicas, como o
aumento de pressdo arterial e frequéncia cardiaca (Carrive 1993; da Silva,
Menezes et al. 2006).

De igual maneira nossos resultados demonstram que a administracao
intra-SCPdl do NMDA promoveu reacgdes de fuga caracterizadas pelo aumento
do ndmero de cruzamentos e pulos na caixa de observacdo. Tais parametros

sao propostos como reflexo de comportamento de ataques de panico em ratos
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(Vargas and Schenberg 2001; Aguiar, Moreira et al. 2006; Del-Ben and Graeff
2009; Almeida-Santos, Moreira et al. 2013).

Da mesma forma que a ativacdo dos receptores NMDA é capaz de
induzir respostas aversivas, a administracdo de antagonistas de receptores
NMDA atenua respostas defensivas observadas ap0s a exposi¢do ao odor do
predador, como também induz efeitos do tipo ansiolitico em diferentes modelos
de ansiedade (Guimaraes, Carobrez et al. 1991; Blanchard, Blanchard et al.
1992; Adamec, Burton et al. 1999; Moreira, Molchanov et al. 2004; Jardim,
Aguiar et al. 2005; Kincheski and Carobrez 2010). Em conjunto, esses dados
sustentam a hipétese do envolvimento dos receptores NMDA na elaboragéo
das respostas defensivas, possivelmente facilitando-as.

Assim como no LCE, a administracdo do 2-AG intra-SCPdI inibiu as
respostas aversivas, uma vez que esse endocanabinoide bloqueou as
respostas de fuga evidenciadas no nosso trabalho, pela diminuigdo no niamero
de cruzamentos e de pulos na caixa de observacéo. Entretanto, diferente do
LCE, no modelo de panico induzido pelo NMDA intra-SCPdI, apenas a maior
dose do 2-AG foi capaz de induzir comportamento anti-panico. Tal diferenca
pode ser atribuida ao fato que o LCE consiste em um modelo mais etolégico e
menos aversivo do que a estimulacdo quimica da SCP pelo NMDA, além de
nao alterar a atividade exploratoria basal dos roedores (Handley and Mithani
1984; File 1992).

Corroborando nosso resultado, no mesmo modelo de pénico induzido
por agonistas de receptores glutamatérgicos, Finn e colaboradores
demonstraram que a administracdo intra-SCP dorsal de HU210, um
canabinoide sintético, atenuou as respostas de fuga (Finn, Jhaveri et al. 2003).
Nesse sentido, trabalhos do nosso grupo demonstraram que a injecao local do
ACEA [agonista canabinoide (Hillard, Manna et al. 1999)] foi capaz de reverter
as respostas de fuga induzidas pelo NMDA intra-SCPdI (Viana, Hott et al. 2014)
e pela estimulacéo elétrica da SCP dorsal (Casarotto, Terzian et al. 2012), bem
como promoveu efeito anti-panico na tarefa de fuga do labirinto em T elevado
[LTE (Batista et al. 2013, dados n&o publicados)].

O mecanismo envolvido nessa resposta anti-panico possivelmente esta
relacionado com a inibicdo dos canais para Ca** e abertura dos canais para K*
decorrentes da ativacdo de rCBs os quais resultam na hiperpolarizacéo
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neuronial com consequente diminuicdo da liberacdo de diversos
neurotransmissores, a citar o glutamato (Vaughan, Connor et al. 2000;
Gerdeman and Lovinger 2001; Huang, Lo et al. 2001; Wang 2003).

De maneira similar ao 2-AG, o inibidor da MGL intra-SCPdl também
induziu comportamento anti-panico reforcando a hipétese que a sinalizacédo do
2-AG modula diferentes respostas defensivas. Tal efeito, j& foi anteriormente
descrito com o inibidor da FAAH, enzima responsavel pela hidrélise da
anandamida, que diminuiu 0 aumento da expressdo de c-Fos induzido pelo
NMDA na SCPdI, além de promover efeito anti-panico neste modelo (Viana,
Hott et al. 2014) e no LTE (Gobira, Aguiar et al. 2013).

Acredita-se que este efeito promovido pelo inibidor da MGL seja mediado
por mecanismos similares aos que ocorrem com o inibidor da FAAH. E sabido
gue a sintese de anandamida e 2-AG ocorre sob demanda sendo necessario
um estimulo desencadeador (Di Marzo, Fontana et al. 1994). No modelo de
panico essa sintese pode ser desencadeada pelo aumento do influxo de Ca®*
secundario a administracdo de NMDA intra-SCPdI. Assim, uma vez sintetizado,
0 2-AG nao é hidrolisado, devido a presenca do inibidor da MGL, ficando assim
mais disponivel para se ligar ao receptor e exercer o efeito anti-panico. Em
conjunto, esses dados sugerem a participacdo dos inibidores da hidrélise dos
endocanabinoides em respostas de ataque de panico.

Uma vez que observamos a participacdo dos receptores rCB1l na
modulacdo do efeito tipo-ansiolitico promovido pelo inibidor da MGL, foi
também investigado se esse receptor mediaria as respostas anti-panico.

Corroborando trabalhos anteriores que demonstraram que a
administracdo do NMDA é capaz de aumentar a expressao da proteina Fos na
SCP (Ferreira-Netto, Borelli et al. 2005; Viana, Hott et al. 2014) nosso trabalho
também demonstrou esse aumento de expressdo na SCPdl. Através da
imunofluorescéncia com dupla marcagéo foi observado que a administracado do
NMDA induziu uma maior ativagao neuronal sendo que os rCB1 encontraram-
se expressos nesses neurdnios. Ainda, o pré-tratamento com o URB602
reduziu esse aumento da ativacdo neurdnios que expressam rCB1l. Assim,
nossos dados moleculares reforcam estudos anteriores da participacdo de
rCB1 em comportamentos anti-panico (Casarotto, Terzian et al. 2012; Gobira,
Aguiar et al. 2013; Viana, Hott et al. 2014).

92



Discussao

Como esperado, a administracdo combinada de doses ineficazes (para o
modelo de ataque de péanico) do inibidor da hidrélise e do 2-AG intra-SCPdI,
inibiram as respostas de fuga induzidas pelo NMDA. Dessa forma, sugere-se
que a ativacao da sinalizacdo endoégena é capaz de desencadear um efeito que
antes ndo era promovido pela administracdo exdégena de baixas doses do 2-
AG. Mais uma vez, nossos resultados realgam o papel anti-panico promovido
pelo 2-AG.

Assim como a SCP, o cértex pré-frontal ventromedial também modula
comportamentos defensivos sendo que essa estrutura possui um papel muito
bem estabelecido de processamento emocional, em especial 0os aspectos
temporais e cognitivos do medo. Conforme descrito anteriormente, a porgéo
dorsal do CPFm parece estar associada com comportamentos motores,
enquanto que a porcéo ventral (pré-limbico e infra-limbico) do CPFm estaria
envolvida na coordenacao de respostas relacionadas com o medo e ansiedade
(Vertes 2006; Bishop 2007). Nesse sentido, observa-se que o CPFvm projeta-
se principalmente para regides subcorticais como, por exemplo, complexo
amidaloide, areas hipotalamicas e a SCP (Gabbott, Warner et al. 2005; Price
2007).

Estudo de Floyd e colaboradores, sobre as projecées do CPF para a
SCP, sugere que, diante de uma diferenca dorso-ventral, existe também uma
diferenca rostro-caudal, com relacdo as projec6es do CPFm. Esses autores
demonstraram que a parte rostral do PL e IL enviam projec¢des principalmente
para a SCP ventrolateral, enquanto a parte caudal do CPFm envia projecdes
predominantemente para SCPdI (Floyd, Price et al. 2000).

Adicionalmente, varios estudos tém descrito aumento na expressao da
proteina Fos no CPFvm durante a exposi¢cao a varios estressores, tais como, a
exposicdo ao LCE, ao predador (ou ao odor), a um ambiente novo ou ao
estresse de imobilizagdo (Cullinan, Herman et al. 1995; Duncan, Knapp et al.
1996; Canteras, Chiavegatto et al. 1997; Dielenberg, Hunt et al. 2001).

De forma semelhante a SCP, o envolvimento do CPFvm em respostas
defensivas esta relacionado a participacdo de diversos neurotransmissores
como a serotonina, GABA, glutamato e canabinoides (Bambico, Cassano et al.
2010; Beyer, Dwyer et al. 2010; Campos, Moreira et al. 2012; Elbatsh, Moklas
et al. 2012; Reyes, Szot et al. 2012; Stan, Schirda et al. 2014).
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Estudos de Musazzi et al (2010) demonstraram que a inducdo do
estresse agudo (choque nas patas) induziu a liberacdo de glutamato no cortex
frontal e pré-frontal (Musazzi, Milanese et al. 2010).

Ressaltando a modulacdo comportamental induzida pelo sistema
canabinoide, Fogaca e colaboradores demonstraram que a administracdo do
agonista canabinoide ACEA intra-CPFm induziu efeito tipo-ansiolitico no LCE
(Fogaca, Aguiar et al. 2012). Em outro modelo animal de ansiedade, o medo
condicionado ao contexto, a administracao intra-CPFm da anandamida ou do
AMA404 (inibidor do transportador da anandamida) diminuiram o comportamento
de freezing (Lisboa, Reis et al. 2010). Além disso, utilizando o modelo animal
de depresséo, o teste do nado forgcado, foi demonstrado que a administracéo
do WINS55,212-2 (agonista canabinoide) intra-CPFvm diminuiu o tempo de
imobilidade, sugerindo o efeito antidepressivo (Bambico, Katz et al. 2007).

Nesse sentido os efeitos tipo-ansiolitico e antidepressivo supracitados
foram bloqueados pelo pré-tratamento com os antagonistas de rCB1, AM251 e
rimonabanto, respectivamente (Bambico, Katz et al. 2007; Lisboa, Reis et al.
2010; Fogaca, Aguiar et al. 2012).

Corroborando esses trabalhos, nossos resultados demonstram que a
administragdo do endocanabinoide 2-AG intra-CPFvm induziu o
comportamento tipo-ansiolitico em ratos submetidos ao LCE, sendo esse
comportamento bloqueado pelo pré-tratamento com antagonistas de rCB1 e
rCB2. Em consonancia com 0S nossos resultados referentes ao efeito tipo-
ansiolitico induzido pelo inibidor da MGL na SCPdI, a administracdo intra-
CPFvm do URB602 também induziu esse efeito, sendo esse, bloqueado
também pelo pré-tratamento com o AM251 e o AM630, antagonistas de rCB1 e
rCB2, respectivamente.

Interessante notar que, de forma diferente da SCPdI, doses maiores do
2-AG e do URB602 intra-CPFvm induziram efeito tipo-ansiolitico no LCE, sendo
gue foi obtida uma curva dose-resposta crescente com as respectivas doses
usadas, e ndo a curva em forma de sino conforme observado na SCPdI.

Uma explicacdo razoavel para isso € que o 2-AG pode inibir a liberacao
de outros neurotransmissores que tem papéis opostos na modulacdo de

comportamentos aversivos. Dessa forma podemos supor que ocorra uma maior
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sensibilidade gabaérgica em resposta a transmissdo mediada por esse
endocanabinoide no CPFvm em oposicdo a SCPdI.

Outra hipotese que poderia ser levantada esta relacionada ao nosso
resultado que demonstra que o efeito tipo-ansiolitico induzido pelo URB602
intra-CPFvm foi bloqueado pelo pré-tratamento com MPEP, antagonista de
MGIuR5. Diferente da SCP em que ha recentes trabalhos na literatura que
demonstram a co-localizacdo da DGL-a e do mGIuRS nessa regido (Gregg,
Junk et al. 2012), de forma inédita, com auxilio da microscopia de fluorescéncia
nosso trabalho demonstra qualitativamente a co-localizacdo desses mesmos
no CPFvm reforgando a relagdo entre mGIuR5-DGL-2AG. Entretanto, mais
estudos seriam necessarios para verificar a densidade/quantificacdo dos
MGIuR5 no CPFvm bem como na SCPdl.

Dessa forma, considerando o nosso resultado que demonstra que
apenas a maior dose do 2-AG ou do URB602 intra-CPFvm induziu efeito-tipo
ansiolitico, e uma vez que € necessario a ativacdo de mGIuR5 para que ocorra
a sintese do 2-AG e consequentemente dos efeitos desencadeados por esse, e
ainda, considerando a sinalizacdo enddgena, podemos supor que possa ter
uma menor expressdo de mGIUR5 nessa area em relacdo a SCPdI, sendo
necessario a administracdo de maiores doses do 2-AG ou do URB602 para que
o efeito tipo-ansiolitico possa ser observado. Nesse sentido, Lopéz-Bendito e
colaboradores (2002) demonstraram que ocorre uma diminuicdo da expressao
de mGIuR5 no cortex de ratos durante o desenvolvimento (Lopéz-Bendito,
Shigemoto et al. 2002), o que poderia fortalecer nossa hipoétese, ja que este
trabalho foi conduzido com ratos adultos.

Diante do exposto, nosso trabalho reforgca a participacdo do sistema
endocanabinoide na modulacdo do comportamento defensivo e realca que
mais trabalhos necessitam ser conduzidos para melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos nas respostas anti-aversivas induzidas pelo 2-AG na
SCPdl e no CPFvm.
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Em conclusdo, o presente trabalho demonstrou que a facilitagdo da
sinalizacdo do 2-AG na SCPdI e no CPFvm induz efeito tipo-ansiolitico e anti-panico
em ratos submetidos ao teste do LCE e ao modelo de ataque de panico induzido
pela estimulacdo quimica da SCPdI. Esse estudo demonstrou ainda que esses
efeitos sdo mediados pela ativagcéo dos receptores CB1 e CB2.

Adicionalmente, nosso trabalho também sugere de forma inédita a
participacdo dos mGIuR5 na modulacao do efeito tipo-ansiolitico desencadeado pelo
endocanabinoide 2-AG. Em conjunto, esses dados apoiam a hipétese de que a
modulacdo do sistema endocanabinoide nessas regides € importante para as
reacdes aversivas, e sugerem que drogas que interferem com a neurotransmissao
canabinoide constituem uma possivel estratégia terapéutica para disturbios de

ansiedade e panico.
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