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Resumo

Os animais apresentam uma série de comportamentos defensivos frente a estimulos
aversivos. Uma estrutura encefalica importante para a expressdo desses comportamentos
¢ a substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdI). Em humanos, a estimulagdo
da SCP causa efeitos similares a um ataque de panico. Em ratos, causa reacgoes de fuga
que podem ser interpretadas como um comportamento do tipo péanico. Nesta mesma
estrutura, a ativacdo de receptor CB1 induz efeitos anti-aversivos. Considerando-se
esses aspectos, o presente trabalho objetivou testar a hipdtese de que a ativacdo de
receptor CB1 na SCPdI de ratos atenua a fuga. No primeiro modelo foram testados o
inibidor da hidrélise do endocanabinoide anandamida, URB597 (veiculo n=6; 0,3 nmol
n=9; 1 nmol n=8; 3 nmol n=8) e o agonista CB1, ACEA (veiculo n=8; 0,005 pmol n=9;
0,05 pmol n=5 e 0,5 pmol n=5). O ACEA (0,005 and 0,5 pmol) atenuou a fuga,
indicando um efeito anti-panico (ANOVA de duas vias com medidas repetidas). Em
relacdo ao URB597, discreto efeito anti-panico foi observado com a dose de 0,3nmol. O
URB597 foi novamente testado, bem como o pré-tratamento com o antagonista AM251.
Nesse experimento o URB597 na dose de 0,3 nmol nédo alterou a fuga. O URB597 foi
testado, entdo, no modelo de fuga induzida por DLH na SCPdI, sobre o qual hipotetiza-
se que ha maior sintese e liberacdo de anandamida em comparacdo ao modelo do LTE.
Nesse modelo, 0 URB597 foi capaz de atenuar a fuga reduzindo um de dois parametros
medidos, o nimero de pulos em uma caixa (P<0,05, teste de Mann Whitney) (veiculo
n=5; veiculo-DLH=7; 0,3 nmol=7; 0,1 nmol=6; 0,1 nmol=6). Conclui-se que a ativa¢do
de receptor CB1 e a inibi¢do da hidrolise de anandamida induzem efeito anti-panico no

modelo do LTE e no modelo de fuga induzida por DLH na SCPdl, respectivamente.
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Abstract

Rodents present a repertoire of defensive behaviours to aversive situations. An
important encephalic region involved in the expression of these behaviours is the
dorsolateral periaqueductal gray matter (dIPAG). In humans, stimulation of this region
causes a reaction similar to a panic attack. In rats, it causes escape reactions that can be
interpreted as a panic-like response. In this same region, CB1 receptor activation
induces anti-aversive effects. Considering these aspects, the objective of the present
work was to test the hypothesis that CB1 receptor activation in the dIPAG attenuates the
escape reaction. Dose-response curves were performed with the anandamide hydrolisis
inhibitor, URB597 (vehicle n=7 n= 0,3 nmol n=9; 1 nmol n=8; 3 nmol n=8) and with the
CB1 selective agonist, ACEA (vehicle n= 8; 0,005 pmol n=9; 0,05 pmol n=5 e 0,5 pmol
n=5). ACEA (0,005 pmol and 0,5 pmol) had a panicolytic effect (two-way ANOVA
with repeated measures). Concerning URB597, a discrete panicolytic effect was
observed with the dose of 0,3nmol. URB597 was again tested as well as the pre-
tretment with the AM251 antagonist. In this experiment, 0,3nmol of URB597 didn’t
change the escape reaction. URB597 was then tested in the escape reaction induced by
DLH in the dIPAG, a model in wich, hypothetically, there is an augmented synthesis
and release of anandamide relative to the ETM model. In this model, URB597
attenuated the escape reaction with the reduction of one of two parameters measured,
the number of jumps in a box (P<0,05, Mann Whitney ‘s test) (vehicle n=5; veiculo-
DLH=7; 0,3 nmol=7; 0,1 nmol=6; 0,1 nmol=6). It can be concluded that CB1 receptor
activation and the anandamide hydrolisis inhibition induces panicolytic effect in the

ETM and the escape reaction induced by DLH in the dIPAG models, respectively.
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1. INTRODUCAO
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1.1 Comportamentos defensivos e a relagdo com os transtornos da

ansiedade

Os comportamentos defensivos podem ser compreendidos como agdes que 0
animal realiza frente a uma ameaca, a qual pode ser real ou potencial. De acordo com 0s
pesquisadores Robert e Caroline Blanchard da Universidade do Havai, a ameaca pode
ser representada por um predador, odores do predador, contextos potencialmente
perigosos (espagos abertos, por exemplo), loci do predador ou objetos perigosos
(BLANCHARD, D. C.; BLANCHARD, 1988). Em uma situacdo em que a ameaca &
um predador, foi observado que ha uma diversidade de comportamentos defensivos que
variam de acordo com a distancia em que o predador encontra-se da presa. Por exemplo,
quando o roedor encontra-se em um novo ambiente ou em um ambiente no qual uma
ameaca real ja esteve presente ele explora cautelosamente o local com o corpo estendido
e 0 abdomben rente ao chéo, tal comportamento foi nomeado avaliacdo de risco. J4 em
uma situacao na qual a ameaca encontra-se longe (ameaca distal), mas foi detectada pela
presa, o animal pode apresentar congelamento ou imobilidade. Quando o predador esta
préximo (ameaca proximal), o roedor pode fugir ou atacar, dependendo da possibilidade
de escapatdria (BLANCHARD, D. C.; BLANCHARD, 1988). Esses comportamentos
séo observados principalmente em ratos selvagens. Ratos que sofreram selecéo artificial
(ratos de laboratério) apresentam com menor frequéncia 0 comportamento de ataque e
com maior frequéncia o comportamento de congelamento (BLANCHARD, D. C;

BLANCHARD, 1988)
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Blanchard & Blanchard (1988) sugeriram que esses comportamentos poderiam
ser interpretados como modelos para o estudo das emogdes do medo e da ansiedade.
Como essas emogdes estdo alteradas em individuos diagnosticados com transtornos da
ansiedade, os comportamentos defensivos, por sua vez, poderiam modelar aspectos
dessas psicopatologias. Foram desenvolvidos, entdo, modelos animais de ansiedade
baseados na expressdo desses comportamentos, como a bateria de teste de defesa de
camundongos e o labirinto em T elevado (LTE) (BLANCHARD, R. J. et al., 1997;
GRAEFF; NETTO; ZANGROSSI, 1998). No primeiro exemplo, o estimulo aversivo
utilizado é um rato anestesiado enquanto no segundo exemplo, 0s espacos abertos de
um labirinto representam o estimulo aversivo. Nesses modelos, determinados tipos de
comportamentos séo associados a transtornos da ansiedade distintos. Para que haja essa
associacao, o modelo deve preencher certos critérios de validacdo. S&o eles: a validacdo
por critérios farmacoldgicos e a validagdo tedrica (VAN DER STAAY; ARNDT;

NORDQUIST, 2009).

Como neste trabalho sera utilizado o modelo do labirinto em T elevado, uma
breve explicacdo dele serd dada a seguir. O LTE permite a analise de dois tipos de
comportamentos defensivos distintos, a esquiva inibitoria e a fuga. O modelo consiste
em um labirinto no formato da letra T, no qual ha um braco fechado com paredes
perpendiculares a um brago aberto sem paredes. Para a expressdo da esquiva inibitoria,
o animal é colocado no braco fechado e o tempo gasto para ele atingir o centro do
labirinto (laténcia em segundos) é medido em trés sessGes consecutivas. A partir da
segunda exposicdo, a laténcia aumenta progressivamente. Esse aumento da laténcia
reflete um aprendizado do componente aversivo do contexto, o brago aberto. J& para a
fuga, o animal é colocado no brago aberto do labirinto e o tempo gasto para ele atingir o

centro é medido também em trés sessdes consecutivas. Nessa situacdo observa-se a
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expressdo de um medo inato ao espago aberto. As validagfes farmacoldgicas indicam
que a esquiva inibitoria é preditiva de drogas ansioliticas, ja a fuga € preditiva de drogas
anti-panico (GRAEFF et al., 1998; POLTRONIERI; ZANGROSSI; DE BARROS
VIANA, 2003). Como se V&, diferentes comportamentos sdo sensiveis a tratamentos
distintos eficazes no transtorno da ansiedade generalizada e no transtorno do panico.
Esses dois transtornos estdo descritos no Manual de Estatistica e Diagndstico
para Transtornos Mentais (DSM-1V) como transtornos da ansiedade e caracterizam-se
pelos seguintes sintomas: estado de ansiedade e preocupagdo constantes por seis meses
ou mais sem uma causa identificavel para o transtorno da ansiedade generalizada;
aparecimento de ataques de panico recorrentes que podem aparecer aleatoriamente ou
condicionados a locais ou situacfes especificas para o transtorno do panico. Esses
ataques caracterizam-se por um sentimento de medo intenso ou desconforto
acompanhado de sintomas que podem ser somaticos ou cognitivos, alguns deles sdo:
palpitagOes, sudorese, tremores ou abalos, sensa¢Oes de falta de ar, sufocamento ou
asfixia, tonturas e vertigens (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 1994).
Ainda sobre a validacdo farmacolégica do LTE, esses estudos mostraram que o
benzodiazepinico diazepam diminui a laténcia da esquiva inibitoria, mas ndo altera a
fuga. Além disso, azapironas (buspirona e ipsapirona) também alteraram a esquiva
(GRAEFF et al., 1998). Na clinica, essas duas classes de drogas sdo eficazes no
tratamento da ansiedade generalizada (BALDWIN; WALDMAN; ALLGULANDER,
2011). Ja a fuga é alterada, ou seja, a laténcia é aumentada, por antidepressivos
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina administrados cronicamente, como a
fluoxetina (POLTRONIERI et al., 2003). Esse tratamento assemelha-se ao utilizado
para o transtorno do panico (BALDWIN et al., 2005). Atualmente, no entanto, ambos 0s

transtornos sdo tratados com antidepressivos da classe dos inibidores seletivos da
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recaptacdo de serotonina (BALDWIN et al., 2005). Outra opcdo de tratamento para o
transtorno do pénico sdo os benzodiazepinicos de alta poténcia relativa, como o
alprazolam e o clonazepam (BATELAAN; VAN BALKOM; STEIN, 2011). E possivel,
entdo, em termos farmacoldgicos, focar nas diferencas entre os dois transtornos ou nas
semelhancas. O labirinto em T elevado, portanto, ao distinguir entre duas classes de
farmacos eficazes em um transtorno ou outro, é relevante para o estudo de certos
aspectos desses transtornos que 0s tornam entidades nosologicas distintas.

A fuga, associada ao transtorno do panico nesse modelo, pode ser induzida por
outras formas além da exposi¢do a um espaco aberto ou a um predador. Ela pode ser
induzida por meio da estimulacdo elétrica ou quimica da porcéo dorsal de uma regido
encefalica denominada substancia cinzenta periaquedutal (SCP) (MOREIRA et al.,
2013). Como sera visto no topico a seguir, a fuga decorrente da estimulacéo elétrica da
SCP pode ser interpretada como um modelo de ataque de panico (SCHENBERG et al.,
2001). Esse modelo possui preditabilidade farmacoldgica, ja& que antidepressivos
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e benzodiazepinicos de alta poténcia
relativa atenuam a fuga. Além disso, hd alguma similaridade entre as manifestacGes
autondmicas que ocorrem durante um ataque de panico e durante a estimulagdo da SCP
de ratos, como taquicardia, hipertenséo arterial e hiperventilacdo (SCHENBERG et al.,
2001).

A injecdo de aminoéacidos excitatorios na SCP também induz a fuga. Tanto a
injecdo de agonistas seletivos para o receptor NMDA ou cainato quanto a injecdo de
agonistas ndo seletivos para receptores glutamatérgicos, como o acido d,I-homocisteico
(DLH) induzem a fuga (BANDLER; DEPAULIS; VERGNES, 1985; BANDLER;
SHIPLEY, 1994; BECKETT; MARSDEN, 1995; BITTENCOURT et al., 2004;

MORGAN; WHITNEY; GOLD, 1998). Diferentemente do LTE e do modelo da
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estimulacéo elétrica na SCP, ndo ha uma valida¢do farmacoldgica envolvendo farmacos
ansioliticos, anti-panicos e drogas ansiogénicas para a fuga induzida por aminoécidos
excitatérios. Contudo, como serd explicado no tdpico seguinte sobre a SCP,
independente da causa da estimulacdo, a fuga mediada pela SCP pode ser interpretada
como um comportamento do tipo-panico, distinto de um comportamento do tipo-

ansiedade.

1.2 Substancia cinzenta periaquedutal

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP) é uma regido mesencefalica que
circunda o aqueduto cerebral. Ela é dividida morfo-funcionalmente em colunas
dorsomedial (SCPdm), dorsolateral (SCPdI), lateral (SCPI) e ventrolateral (SCPvI)
(PAXINQS, 2004). Essa regido possui um papel na modulagdo da dor, nas respostas a
estimulos aversivos, na vocaliza¢do, na regulacdo autonémica e no comportamento
sexual (lordose) (BEHBEHANI, 1995). As primeiras evidéncias que relacionaram essa
regido com a expressao de comportamentos defensivos foram reportadas por Fernandez
de Molina e Huspenger (1959) que estimularam eletricamente a SCP de gatos acordados
e observaram reacOes defensivas similares as reacdes que 0s gatos apresentam diante de
um cachorro. Posteriormente, foi observado que em ratos a estimulacdo da regido por
meio de aminodcidos excitatorios ou por corrente elétrica induzia reacdes de fuga ou
freezing. (BANDLER et al., 1985; JENCK; MOREAU; MARTIN, 1995). Mais tarde,
notou-se que havia diferengas no tipo de resposta evocada, dependendo da localizagao
do sitio de injecdo. Essas respostas resumem-se do seguinte modo: a estimulacdo da
porcdo dorsal (dorsomedial e dorsolateral) provoca reacdes de fuga e freezing. Ja a

estimulacdo da coluna ventrolateral provoca diminuicdo da atividade espontanea
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(imobilidade) e uma menor responsividade aos estimulos ambientais (hiporreatividade)
(Fig.1) (BRANDADO et al., 2008; KEAY; BANDLER, 2001). Uma outra forma de
demonstrar o papel dessa regido nas reacdes defensivas é estudando o efeito de lesdes
em determinadas porcdes da SCP na expresséo desses comportamentos. Dessa forma,
foi observado que lesdo excitotoxica na SCPd inibe os comportamentos defensivos
evocados por um estimulo olfatério (odor de gato) de ratas em fase de lactacdo

(SUKIKARA et al., 2010).

Figura 1. Desenho esquematico da SCP com destaque para as porc¢des dorsolateral, lateral e

ventrolateral. Modificado de Keay & Bandler, 2001.

Além das evidéncias obtidas a partir de estudos com a estimulacdo quimica ou
elétrica da SCP e de um estudo envolvendo lesdo, ha evidéncias da participacdo dessa
regido nos comportamentos defensivos em estudos com a proteina Fos. Foi
demonstrado que a exposicdo a um predador induz ativagdo da porcao dorsal, lateral e
ventrolateral e a exposicdo a um odor do predador induz ativacdo da porcdo dorsal e
ventrolateral (CANTERAS; GOTO, 1999; DIELENBERG; CARRIVE; MCGREGOR,
2001). Além disso, foi observada a ativacdo da porcao dorsal apos a tarefa de fuga do
LTE (estimulo aversivo sendo o espagco aberto) (SILVEIRA et al., 2001).
Considerando-se todos esses estudos, torna-se claro que a SCP faz parte de circuitos
diversos responsaveis pela elaboracdo de comportamentos defensivos evocados por

diferentes estimulos, tais como um predador, odor do predador e espacgos abertos.
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(GROSS; CANTERAS, 2012). Desses circuitos, fazem parte outras regides encefalicas
como a amigdala, o hip6talamo, o cértex e o hipocampo. Um exemplo de um modelo
proposto para um circuito de defesa que mediaria o0 medo de predadores, as informagdes
sensoriais chegariam na amigdala (input) que se projeta para o hipdtalamo que por sua
vez envia projecdes para a SCPdI (output) (GROSS; CANTERAS, 2012).

Em relagdo ao papel que a SCP desempenha em humanos, foi evidenciado que a
estimulacdo dessa regido induz palpitagdes, hiperventilacdo, sensacdo de terror e morte
iminente, vermelhiddo da face e pescoco e desejo de escapar daquela situacéo
(NASHOLD; WILSON; SLAUGHTER, 1969). Esses efeitos levaram a proposta de que
essa estrutura participaria da expressdao de um ataque de pénico. Além disso, as
similaridades que existem entre um ataque de panico, a estimulacdo da SCPd de ratos e
a estimulacdo da SCP em humanos sugerem que o estudo da SCPd em ratos poderia ser
util para o entendimento da neurobiologia de um ataque de panico (GENTIL, 1986;
1988 apud GRAEFF, 2004). Assim, foram desenvolvidos os modelos animais de panico
ja citados no tépico anterior que se baseiam na fuga mediada pela SCPd.

E possivel também hipotetizar a participacdo dessa regifo na expressdo do medo
e da ansiedade em humanos. Em um experimento de neuroimagem envolvendo seres
humanos saudaveis, Mobbs e colaboradores (2007) sugeriram a participacdo de areas
como o cortex ventromedial e a SCP durante uma situacdo de ameaca distal e ameaca
proximal, respectivamente (MOBBS et al., 2007). Esse resultado condiz com as
observagOes comportamentais em ratos que mostram que a SCP e particularmente
relevante para o comportamento de fuga, caracteristico de ameaca proximal.

O estudo dos neurotransmissores que atuam na regido e, portanto, que podem
estar envolvidos com os comportamentos defensivos sdo Uteis para o entendimento da

neurobiologia de um ataque de panico. Além disso, proporcionam novas possibilidades



21

de terapias farmacoldgicas. O topico seguinte apresenta uma descri¢cdo de um desses
sistemas, que é o sistema endocanabinoide, e a relacdo desse sistema com o0 medo e a

ansiedade em humanos e com os comportamentos defensivos de ratos.

1.3 O sistema endocanabinoide

O sistema endocanabinoide compreende os ligantes enddgenos, denominados
endocanabinoides, as enzimas responsaveis pela sintese e pela degradacdo dos
endocanabinoides e 0s receptores especificos. Os estudos sobre esse sistema
originaram-se a partir de pesquisas sobre os constituintes da planta Cannabis sativa, a
popularmente conhecida maconha. Dentre os inimeros constituintes da maconha, os
compostos da classe dos terpenofendlicos de 21 carbonos correspondem ao grupo dos
fitocanabinoides (ELSOHLY; SLADE, 2005). O A’-tetrahidrocanabinol (A°-THC) é o
principal fitocanabinoide responsavel pelos efeitos psicotropicos da maconha
(MECHOULAM et al., 1970). Alguns dos efeitos séo alteracdo na percepcao temporal,
euforia, prejuizo da memoria de trabalho (D'SOUZA et al., 2004) e alteragdo do
controle motor (RAMAEKERS et al., 2006). Em relacdo ao mecanismo de acéo,
sugeriu-se inicialmente que o A%-THC, devido & caracteristica hidrofdbica, interagiria
com a membrana plasmatica das células de modo ndo especifico. Contudo, em 1984
demonstrou-se que o A°-THC era capaz de inibir a enzima adenilato ciclase in vitro
(HOWLETT; FLEMING, 1984; HOWLETT; QUALY; KHACHATRIAN, 1986). Essa
evidéncia para a interacdo do composto com um sistema de sinalizagdo intracelular
sugeria a existéncia de um receptor ao qual se ligaria o A>-THC. Em 1988, entdo, por
meio da técnica de ligantes marcados radioativamente (binding) foram identificados

sitios de ligagdo aos quais se ligariam o A>-THC (DEVANE et al., 1988). Finalmente,
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em 1990 um receptor acoplado a proteina G foi clonado, caracterizado como receptor
canabinodide e nomeado CB1 (HOWLETT et al., 2002; MATSUDA et al., 1990). Os
efeitos psicotropicos da maconha parecem ser causados, pelo menos em parte, pela
interacdo de canabinoides com o receptor CB1, ja que em individuos que fumaram
maconha, a administracdo prévia de um antagonista seletivo para CB1 (SR141716) foi
capaz de atenuar parte desses efeitos (HUESTIS et al., 2001).

Além do receptor CB1, um outro receptor canabinoide encontrado em células
do sistema imune foi clonado e nomeado CB2 (HOWLETT et al., 2002; MUNRO;
THOMAS; ABU-SHAAR, 1993). Atualmente, ha evidéncias para a presenca desse
receptor também no sistema nervoso central (ONAIVI, 2006; VAN SICKLE et al.,
2005). Ambos os receptores estdo acoplados a uma proteina G inibitoria. As cascatas de
sinalizacdo ativadas por agonistas CB1 ou CB2 sdo diversas. Alguns exemplos de
eventos bioquimicos associados a ativacdo desses receptores e dependentes de proteina
Gi sdo a inibicdo da producdo de AMP ciclico, a ativacdo de canais i6nicos para
potéssio retificadores de entrada, a inibicdo de canais ibnicos para célcio e a ativacdo de
cinase ativada por mitdgeno (MAPK) (HOWLETT et al., 2002).

A caracterizacdo de um receptor canabinoide incitou a busca por ligantes
endogenos e em 1992 foi identificada a N-aracdonoil-etanolamida como um ligante dos
receptores CB1. Essa molécula recebeu 0 nome de anandamida, inspirado no termo
Ananda que na lingua indiana sanscrito significa felicidade (DEVANE et al., 1992). Em
1995, um outro ligante foi identificado, o 2-aracdonoil-glicerol (2-AG)
(MECHOULAM et al., 1995; SUGIURA et al, 1995). A consequéncia
neurofisiologica da ligagdo de anandamida ou 2-AG a um receptor CB1l esta
estritamente ligada a localizacdo desses receptores nos neurbnios. Eles foram

inicialmente encontrados na membrana pré-sinéptica de interneurénios gabaérgicos do
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hipocampo (KATONA et al., 1999; TSOU et al., 1999). Esse resultado indicava a
existéncia de uma neurotransmissdo retrograda na qual os ligantes endogenos
interagiriam com  receptores  pré-sinapticos, modulando a liberacdo de
neurotransmissores. Foi observado, entdo, que a ativacdo de receptor CB1 nos
interneurdnios gabaérgicos do hipocampo inibia a liberacdo de GABA (HOFFMAN;
LUPICA, 2000; KATONA et al., 1999). Outros estudos mostraram que a ativagao de
receptor CBL1 inibia a liberacdo de GABA em outras regides do encéfalo, além de inibir
a liberacdo de outros neurotransmissores como a acetilcolina, o glutamato, a
noradrenalina e a serotonina (SCHLICKER; KATHMANN, 2001).

Em relagdo ao metabolismo da anandamida e do 2-AG, tem-se que eles séo
sintetizados a partir de fosfolipidios de membrana no neurbnio pdés-sinaptico. O
precursor da anandamida é a n-aracdonoil fosfatidiletanolamina e o precursor do 2-AG é
o0 inositol-1,2-diacilglicerol. A sintese desses endocanabinoides é dependente de um
influxo de célcio e, como ndo ha armazenamento em vesiculas, ela ocorre sob demanda.
(DI MARZO et al., 1994; STELLA; SCHWEITZER; PIOMELLI, 1997). As enzimas
de degradagdo para o 2-AG e a anandamida sdo, respectivamente, a lipase
monoacilglicerol localizada no neurbnio pds-sinaptico e a hidrolase amida de acidos
graxos localizada no neurbnio pré-sindptico (CRAVATT et al., 1996; DINH;
FREUND; PIOMELLI, 2002; EGERTOVA et al., 1998). Ainda debate-se sobre a
presenca ou ndo de transportadores de recaptacdo para a anandamida e o 2-AG
(FOWLER, 2012; HERMANN; KACZOCHA; DEUTSCH, 2006). Considerando-se as
caracteristicas do sistema endocanabinoide citadas, a anandamida e o 2-AG néo se
encaixam no conceito de neurotransmissor classico, sendo, entdo, neurotransmissores

atipicos.
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Conhecidos os elementos do sistema endocanabinoide, € possivel manipulé-lo
por meio de ferramentas farmacoldgicas, algumas delas sdo: o agonista seletivo para
receptor CB1, ACEA, o inibidor do transportador de anandamida e 2-AG, AM404; o
inibidor da degradacdo da anandamida, URB597 ou o inibidor da degradacéo do 2-AG,
JZL184; os antagonistas seletivos para receptor CB1, SR141716 (rimonabanto) e
AM251. Torna-se possivel, entdo, investigar de que modo manipula¢fes do sistema
endocanabinoide podem influenciar fendmenos diversos, como 0s comportamentos
defensivos ou as emocoes.

Em humanos, os fitocanabinoides podem induzir efeitos diversos nas emogdes
do medo e da ansiedade, tais como aumento ou reducdo da ansiedade e ataques de
panico. Em uma pesquisa realizada na Nova Zelandia, Thomas (1996) concluiu que os
efeitos adversos mais comuns associados ao uso da maconha eram ansiedade aguda e
ataques de panico (THOMAS, 1996). A ocorréncia desses efeitos relaciona-se a uma
menor chance de uso posterior da droga. Usuarios cronicos, por sua vez, relatam uma
reducdo na ansiedade e alivio da tensdo apds o uso, efeitos que constituem uma das
razdes para 0 uso continuado da droga, conforme revisado por Crippa e colaboradores
(CRIPPA et al., 2009).

Os fitocanabinoides e canabinoides sintéticos também geram efeitos diversos em
roedores, sendo descritos efeitos ansioliticos, ansiogénicos ou anti-panico (MOREIRA
etal., 2012; VIVEROS; MARCO; FILE, 2005). De acordo com esses resultados, esta a
observacdo de que os receptores do tipo CB1 estdo presentes em inumeras regides
encefalicas, incluindo &reas descritas como tendo um papel na expressdo dos
comportamentos defensivos, como o cértex, a amigdala, o hipocampo, o hipotdlamo e a
substancia cinzenta periaquedutal (HERKENHAM et al., 1991; HERKENHAM et al.,

1990).
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Os estudos envolvendo a injecdo de agonistas canabinoides na SCPd (porgoes
dorsomedial e dorsolateral) ou na SCPdI mostram um efeito ansiolitico ou anti-panico
dependendo do modelo empregado (MOREIRA et al., 2009; MOREIRA et al., 2012;
SAITO; MOREIRA, 2010). Efeitos anti-panico foram encontrados nos modelos de fuga
induzida por estimulo elétrico ou quimico da SCPd (CASAROTTO et al., 2012; FINN
et al., 2003). Ja efeitos ansioliticos foram encontrados nos modelos do labirinto em cruz
elevado, no teste de lamber punido de Vogel e no medo condicionado ao contexto
(LISBOA et al., 2008; MOREIRA; AGUIAR; GUIMARAES, 2007; RESSTEL et al.,
2008). Ambos os efeitos foram associados a uma ativacéo de receptor CB1.

Assim, de modo a sustentar a hipotese de que a ativacdo de receptor CB1 na
SCPdI induz efeitos do tipo anti-panico e, assim, reunir evidéncias para a proposic¢ao de
hipoteses sobre o papel dos canabinoides na neurobiologia de um ataque de pénico,
neste trabalho serdo testadas drogas que atuam no sistema endocanabinoide na fuga
gerada pelo labirinto em T elevado e na fuga gerada pela injecdo de DLH. As drogas
testadas, ACEA e URB597, atuam por mecanismos diferentes, a primeira é capaz de
ativar diretamente o receptor CB1, enquanto a segunda promove uma maior
disponibilidade de anandamida na fenda sinéptica ao inibir a sua degradacdo. Dessa
forma, o efeito do URB597 é limitado pela sintese de anandamida. Como ja dito
anteriormente, essa sintese se da conforme a demanda. Ha& hipdteses, portanto, que
tentam explicar que tipo de situacdo demandaria uma maior sintese e liberacdo de
endocanabinoides e qual seria 0 mecanismo envolvido.

Em relacdo a situacdo, uma delas prediz que o estresse induziria a sintese e,
portanto, a liberacdo de endocanabinoides, como a anandamida. Por exemplo, foi
demonstrado que choques na pata promovem a liberagcdo de anandamida e 2-AG na SCP

de ratos, além disso, injecdo de formalina via intradermica e estimulagéo elétrica das
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colunas lateral e dorsal da SCP também induzem a liberagdo de anandamida nessas
mesmas colunas (HOHMANN et al., 2005; WALKER et al., 1999). De modo
interessante, niveis aumentados de anandamida periférica também foram encontrados
em humanos apés uma tarefa de inducdo de estresse (Trier Social Stress Test)
(DLUGOS et al., 2012). Essa hipdtese, portanto, considera o sistema endocanabinoide
como um “sistema de tamponamento do estresse”, no qual os ligantes, ao alterarem a
liberagdo de outros neurotransmissores, restaurariam o equilibrio homeostatico
prejudicado pelo estresse (RUEHLE et al., 2012).

No modelo de fuga induzida por DLH na SCPdl, tem-se que o comportamento
gerado seria mais intenso e, aparentemente, mais estressante em comparacgdo a fuga do
LTE, o que levaria a maior sintese de anandamida. Em relacdo ao mecanismo que
levaria a0 aumento da sintese de endocanabinoides, existem evidéncias que relatam que
a ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no hipocampo induz a sintese e
a liberacéo de endocanabinoides, como a anandamida (OHNO-SHOSAKU et al., 2007).
O DLH exerce seu efeito ao ligar-se principalmente em receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA, embora haja evidéncias para a ligacdo em receptores AMPA, cainato e
metabotropicos também (PARPURA; VERKHRATSKY, 2013; YUZAKI; CONNOR,
1999). Assim, o DLH é um agonista ndo-seletivo de receptores glutamatérgicos.
Hipotetizamos, portanto, que o DLH, ao ativar principalmente receptores do tipo
NMDA, elevaria os niveis intracelulares de calcio levando a sintese e a liberacdo de
endocanabinoides, como a anandamida a exemplo do que ocorre no hipocampo. A
anandamida, por sua vez, na presenca de URB597 acumularia-se na fenda sinaptica e
ligaria-se a receptores do tipo CB1 atenuando o comportamento de fuga, ou seja,
exercendo um efeito anti-panico. Esse acimulo de anandamida na fenda sinaptica seria

relativamente maior do que o acumulo de anandamida proporcionado pelo estimulo do
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LTE. A partir dessa hipétese, portanto, é que se justifica o teste do URB597 em dois

modelos com graus de averséo distintos.



28

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Testar a hipOtese de que a ativacdo de receptor CB1 na substancia cinzenta

periaquedutal dorsolateral induz efeitos do tipo anti-panico no labirinto em T elevado e

no modelo de fuga induzida por DLH.

2.2 Objetivos especificos

b)

d)

Testar a hipdtese de que o agonista seletivo para CB1, ACEA, induz
efeitos do tipo anti-panico no labirinto em T elevado

Testar a hipdtese de que o inibidor da hidrdlise de anandamida, URB597,
induz efeitos do tipo anti-panico no labirinto em T elevado

Testar a hipdtese de que o inibidor da hidrélise de anandamida, URB597,
induz efeitos do tipo anti-panico no modelo de fuga induzida por DLH.
Testar a hipdtese de que o efeito gerado pelo URB597 é mediado por
receptores CB1 pré-tratando 0s animais com o0 antagonista seletivo

AM251
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Consideracdo ética

Os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, protocolo 059/11.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (220-2909) oriundos do centro
de bioterismo do ICB (CEBIO — UFMG). Os animais foram divididos em 5 por gaiola
com livre acesso a comida e a agua, mantidos em um biotério com ciclo claro-escuro de

12 horas e temperatura controlada (24°C).

3.3  Drogas

a) O ACEA (Cayman Chemicals) foi diluido em solucdo salina (0,9%). As
doses para a curva dose-resposta foram 0,005 pmol; 0,05 pmol e 0,5 pmol.

b) O URB597 (Cayman Chemicals) foi diluido em uma solugdo de cremophor,
etanol e salina em uma proporgédo de 1:1:18. As doses utilizadas foram 0,3
nmol; 1 nmol e 3 nmol.

c) O AM251 (Cayman Chemicals) foi diluido em solucéo salina (0,9%). A dose
utilizada foi baseada em curva dose-resposta ja feita no laboratorio e foi de

100 pmol
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3.4 Aparelhos experimentais

a) Labirinto em T Elevado (LTE): o labirinto em T Elevado (Fig. 2) possui um
braco com paredes laterais opacas perpendicular a dois bragos sem paredes com 50cm
de comprimento por 12cm de largura elevados a 50cm do chdo. O protocolo
experimental consistia nos seguintes passos: 0s animais eram manipulados durante 3
dias por 3 minutos para habituacdo ao experimentador e a sala de experimentacdo. No
dia seguinte, os ratos eram expostos ao braco aberto do labirinto, esse procedimento
visa eliminar o componente exploratério do comportamento do animal no dia do teste
comportamental da fuga. No quinto dia, o teste era realizado da seguinda maneira: para
a esquiva inibitéria, o animal era colocado no brago fechado do labirinto e o tempo
gasto até ele atingir o centro era medido em trés sessfes consecutivas intercaladas por
um intervalo de 30 segundos. Caso o animal ndo se locomovesse até o centro em um
tempo méaximo de 300 segundos, ele era retirado do labirinto e a laténcia tida como 300
segundos. 30 segundos apos a terceira e ultima exposi¢cdo, o animal era colocado no
braco aberto para a medicdo da fuga. As laténcias para sair do braco aberto do labirinto
eram medidas também em trés sessdes consecutivas intercaladas por um intervalo de 30
segundos, 0 tempo maximo de permanéncia no braco aberto também era de 300

segundos.

b) Caixa de observacdo: para se avaliar o comportamento dos animais
apos a injecdo das drogas, foi utilizada uma caixa de acrilico transparente (29 x 19 x 34
cm), acoplada a uma tampa de malha plastica com um orificio que permite a passagem
do polietileno P10 (Fig. 3). Durante quatro minutos, a reacdo dos animais foi gravada
por uma camera de video localizada em frente a caixa de observagdo. Os parametros

guantificados foram cruzamentos e pulos. Considerou-se cruzamento quando o animal
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atravessou a linha média da caixa com as quatro patas e pulo quando o animal retirou as
quatro patas do chdo simultaneamente (AGUIAR et al., 2006). Apds a retirada do

animal da caixa, o chdo e as paredes da mesma eram limpas com &lcool 70%.

Esquiva inibitéria

e

Figura 2. Labirinto em T Elevado

%
%
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Figura 3. Caixa de observacio

3.5  Cirurgia estereotaxica

Para a operagéo cirurgica os animais foram anestesiados com cetamina (Vetnil®,
Brasil) e xilazina (Calmium®, Agener Unido, Brasil ) na proporgéo de 3:5 em uma dose
de 1mL/kg. Em seguida, foram colocados no aparelho estereotdxico e aplicados:
anestésico e vasoconstritor (cloridrato de lidocaina e hemitartarato de epinefrina,
Lidostesim® 3%, Eurofarma, Brasil) via subcutanea; antibiotico (Pentabidtico®, Fort
Dodge, Brasil) na dose de 2mg por animal via intramuscular; analgésico, antitérmico e
antiinflamatério (Banamine®, Schering Plough, Brasil) 1mL/kg via subcutanea. Para
expor a calota craniana, foi feito um pequeno corte na pele da cabeca do animal e todo o
tecido que envolve a calota foi retirado para a visualizacdo das suturas no cranio, onde
encontram-se os pontos de referéncia lambda e bregma de acordo com o atlas Paxinos &
Watson (2006). A inclinacéo da cabeca do animal no aparelho foi ajustada de modo que

o lambda e o bregma estivessem no mesmo plano horizontal. Tendo o lambda como
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ponto de referéncia, as medidas lateral (-1.9) e dorsoventral (-4.2) foram feitas. Uma
canula de 11mm foi colocada em um angulo de 16° além de um mandril para a
obstrugdo do ducto da canula. A cénula e o mandril foram fixados a cabega do animal
através de cimento acrilico para dentista fixados a dois parafusos. No pos-operatorio, 0s
animais foram colocados sob uma luz quente até despertarem e mantidos no biotério por

no minimo 5 dias até o experimento comportamental.

3.6 Injecao

Para a injecdo das drogas foi utilizada uma agulha odontoldgica gengival de
12mm conectada a um tubo de polietileno (P10) preenchido com agua destilada, uma
bolha de ar foi deixada entre a droga e a 4gua destilada. O tubo, por sua vez, conectava-
se a uma seringa de 10 uL Hamilton® controlada por uma bomba de infusdo. O volume
injetado foi de 0,2 uL em uma frequéncia de 0,4uL/min. Apés a injecdo, a agulha
permaneceu na canula durante 30 segundos. Imediamente apds a infusdo de DLH o
animal ja apresentava pulos e 0 comportamento era, entdo, medido. O intervalo entre a
injecdo e o teste comportamental foi de 10 minutos para as drogas ACEA e URB597.
Quando foram realizadas duas injecdes (URB597 e antagonista) o antagonista era
administrado primeiro, 5 minutos depois 0 URB597 era injetado e apds 10 minutos o

DLH era injetado.

3.7 Perfuséo e histologia
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Um dia apds o experimento comportamental os animais foram anestesiados com
uma overdose de hidrato de cloral (2mL/rato) e o procedimento da injecdo intracerebral
foi repetido para a inje¢do de corante azul de Evans para a visualizagdo do sitio de
injecdo. Para a retirada dos cérebros os animais foram perfundidos com solucéo salina
0,9% e formol 25%, em seguida foram armazenados no formol por no minimo 2 dias.
Para a observacdo do sitio de injecdo, os cérebros foram levados a um micrétomo
criostato, onde fatias de 40um foram retiradas em sentido coronal até que se atingisse

um plano no qual fosse possivel observar o corante marcando o sitio de injecéo.

3.8  Analise estatistica

Para os resultados do LTE, os tempos de laténcia para saida dos bracos do
labirinto foram comparados por anélise de variancia (ANOVA) de duas vias com
medidas repetidas, levando-se em conta os fatores tratamento (veiculo ou drogas) e
sessdo (ja que 3 exposicOes consecutivas foram realizadas). Foi utilizado o teste post-
hoc de Bonferroni. Para avaliacdo da resposta de fuga ao DLH, os nimeros de
cruzamentos e de pulos foram analisados pelos testes ndo paramétricos de Kruskal-
Wallis seguido de Mann-Whitney. Um teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) foi
realizado em todos os grupos para ambos os parametros. Além disso, a porcentagem de
animais que exibiram a fuga foi analisada pelo teste do chi-quadrado (X?) seguido do
teste de Fischer. Para tal, a resposta de fuga foi definida como a apresentacdo de ao
menos 1 pulo pelo animal, ja que esse comportamento ndo € observado normalmente
em animais ndo estimulados na SCDdI. O nivel de significancia estabelecido em todos

os testes foi de P<0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1 Curva dose-resposta do ACEA injetado na SCPdI no LTE

O gréfico da figura 4.A expbe a curva dose-resposta do agonista para CBL1,
ACEA. A andlise de variancia de duas vias revelou diferencas estatisticamente
significativas entre os trés testes da esquiva inibitéria (LB, Ele E2) para todos 0s grupos
[F(2,46) = 37,45; P<0,01], indicando o aprendizado da esquiva inibitoria. Ndo houve
efeito do fator tratamento [F(3,46) = 0,63; ns] e nem na interacdo entre o fator
tratamento vs. fator teste [F(6,46) = 0,93; ns].

O gréfico da figura 4.B mostra as laténcias para a tarefa de fuga realizada 30
segundos ap6s a E2. A analise de variancia de duas vias revelou que o fator tratamento
altera significativamente o resultado [F(3,46) = 4,01; P = 0,01]. O teste de Bonferroni
detectou uma diferenca estatisticamente significativa entre as doses de 0,005 pmol; 0,5
pmol e o veiculo, indicando um efeito do tipo anti-panico nessas doses (P < 0,05). N&o
houve interacdo entre os fatores [F(6, 46) = 1,50; ns]. Houve efeito do fator sessdo

[F(2,46) = 15,77; P < 0,01].
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Figura 4. Efeito do ACEA na esquiva inibitéria (A) e na fuga (B). LB refere-se a linha de base,
enquanto E1 e E2, o teste de esquiva 1 e 2, intercalados por um intervalo de 30 segundos. F1, F2 e
F3 referem-se ao teste de fuga 1, 2 e 3, intercalados por um intervalo de 30 segundos. As colunas
representam a média do tempo e a barra vertical, o erro padrao da média. O ACEA e o veiculo

foram administrados 10 minutos antes do teste. n=5-9. *P<0,05 .
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4.2 Curva dose-resposta do URB597 injetado na SCPdI no LTE

O gréfico da figura 5.A expde a curva dose-resposta do inibidor da hidrolise de
anandamida, URB597. A andlise de variancia de duas vias revelou diferencas entre o0s
trés testes da esquiva inibitoria (LB, E1 e E2) para todos os grupos [F(2,56) = 71,54;
P<0,01], indicando o aprendizado da esquiva inibitéria. N&o houve efeito do fator
tratamento [F(3,56) = 0,24; ns] e nem na interacdo entre o fator tratamento vs. fator
teste [F(6,56) = 0,36; ns].

O gréfico da figura 5.B mostra as laténcias para a tarefa de fuga realizada 30
segundos apds a E2. Nao houve feito do fator tratamento [F(3,56) = 1,60; ns]. O teste de
Bonferroni, no entanto, detectou uma diferenca entre a dose de 0,3 e o veiculo (P<0,01).
N&o houve interacdo entre os fatores [F (6,56) = 1,96; ns]. Houve efeito da sessdo

[F(2,56) = 6,7; P < 0,01]
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Figura 5. Efeito do URB597 na esquiva inibitéria (A) e na fuga (B). LB refere-se a linha de base,
enquanto E1 e E2, o teste de esquiva 1 e 2, intercalados por um intervalo de 30 segundos. F1, F2 e
F3 referem-se ao teste de fuga 1, 2 e 3, intercalados por um intervalo de 30 segundos. As colunas
representam a média de tempo e a barra vertical, o erro padrdo da média. O URB597 e a veiculo

foram administradas 10 minutos antes do teste. n=7-9. **P<0,01.
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4.3 Efeitos do URB597 e do AM251 no labirinto em T elevado

O gréfico da figura 6.A mostra o efeito do URB597 (0,3 nmol) e do antagonismo
do AM251 (100 pmol). A analise de variancia de duas vias revelou diferengas entre os
trés testes da esquiva inibitoria (LB, Ele E2) para todos os grupos [F(2,50) = 58,23;
P<0,01], indicando o aprendizado da esquiva inibitoria. Ndo houve efeito do fator
tratamento [F(3,50) = 0,83; ns] e nem na interacdo entre o fator tratamento vs. fator
teste [F(6,50) = 0,56; ns].

O grafico da figura 6.B mostra as laténcias para a tarefa de fuga. A analise de
variancia de duas vias nao revelou efeito do tratamento [F(3,50) = 1,48; ns]. N&o houve
efeito na interacdo entre os fatores e nem efeito do fator sessdo [F(6,50) = 2,27; ns] e
[F(2,50) = 1,30; ns], respectivamente. O teste de bonferroni ndo detectou nenhuma

diferenca entre os grupos.
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Figura 6. Efeito do AM251 (100 pmol) e do URB597 (0,3 nmol) na esquiva inibitéria (A) e na fuga
(B). LB refere-se a linha de base, enquanto E1 e E2, o teste de esquiva 1 e 2, intercalados por um
intervalo de 30 segundos. F1, F2 e F3 referem-se ao teste de fuga 1, 2 e 3, intercalados por um
intervalo de 30 segundos. As colunas representam a média de tempo e a barra vertical, o erro
padrdo da média. O AM251 foi administrado 15 minutos antes do teste, ja 0 URB597 10 minutos

antes do teste. n=6-8
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4.4 Curva dose-resposta do DLH injetado na SCPdI

O gréfico da figura 7.A expde a curva dose-resposta do aminoacido excitatorio,
DLH para o parametro pulo. Foi encontrado um efeito geral de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis (P<0,01). Doses crescentes de DLH geraram um aumento significativo
dos pulos em relagdo ao veiculo de acordo com o teste de Mann-Whitney (P<0,01).

O grafico da figura 7.B mostra a curva para o parametro cruzamento. Um efeito
geral foi encontrado com o teste de Kruskal-Wallis (P<0,01). Todas as doses
aumentaram o numero de cruzamentos em relacdo ao veiculo, sendo esse aumento
progressivo de acordo com o teste de Mann Whitney (P<0,05 entre a dose de 5nmol e o

veiculo; P<0,01 entre a dose de 10 nmol e 20 nmol e o veiculo).
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Figura 7. Doses crescentes de DLH no nimero de pulos (A) cruzamentos (B). As barras representam a
mediana e as colunas o intervalo inter-quartil. A fuga é medida imediatamente ap0s a injecdo de DLH.

*P<0,05 e **P<0,01. n=5-8



46

4.5 Curva dose-resposta do URB597 injetado na SCPdI na fuga

induzida por DLH

A partir da curva dose-resposta anterior, foi estabelecida a dose de 10nmol (dose
intermediéria) para a avaliacdo do efeito do URB597. O teste de Kruskal-Wallis
detectou uma diferenca geral entre as medianas (P<0,05). Como observado no gréafico
da figura 8.A, a administragcdo de 10 nmol de DLH aumentou o numero de pulos, como
esperado (P<0,05). A dose de 0,3 nmol e 0,1 nmol de URB597 ndo diferiu
significativamente do grupo veiculo-veiculo e nem do grupo veiculo-DLH (P>0,05). Ja
a dose de 3 nmol diferiu significativamente do grupo veiculo-DLH, indicando um efeito
do tipo anti-panico (teste de Mann-Whitney) (P<0,05).

Em relacdo ao parametro numero de cruzamentos (fig. 8.B), O teste de Kruskal-
Wallis detectou uma diferenca entre as medianas (P<0,05). O DLH na dose de 10 nmol
novamente aumentou esse numero, como esperado (P<0,05). As doses de 0,3 nmol e 3
nmol diferiram significativamente do grupo veiculo-veiculo (P<0,05). Ja a dose de 1

nmol ndo diferiu de nenhum grupo (P>0,05) (teste de Mann Whitney).
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Figura 9. Efeito do URB597 no nimero de pulos (A) e cruzamentos (B). As barras indicam a mediana e as
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veiculo-DLH, P<0,05. O URB597 foi administrado 10 minutos antes da inje¢do de DLH. n=5-7
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4.6 Porcentagem de animais que exibiram a fuga ap6s o tratamento

com o DLH ou a combina¢cdo URB597 e DLH

A tabela 1 mostra a porcentagem de animais que apresentaram a fuga, ou seja,
que exibiram pelo menos 1 pulo. O teste de X* mostrou que ha uma diferenca geral
entre as proporcdes [X?= 14,73 df=3 P<0,01]. O teste de Fischer detectou diferencas
para todos os tratamentos em relagdo ao veiculo. Para a dose de 5 nmol, P<0,05; para a
dose de 10 nmol, P<0,05 e para a dose de 20 nmol, P<0,01.

Em relagdo a tabela 2, o teste de X? mostrou que ha uma diferenca geral entre as
proporcdes [X?= 11,20 df=4 P<0,01]. O teste de Fisher detectou diferencas entre o
grupo que recebeu veiculo-DLH e o veiculo-veiculo e entre o grupo tratado com a maior
dose de URB597 (3 nmol) e o grupo que recebeu veiculo-DLH (P<0,05), indicando a

atenuacéo da fuga pelo URB597.
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Tabela 1. Porcentagem de animais que apresentaram reagdo de fuga, n=5-7. *P<0,05

Tratamento Porcentagem

DLH 5 nmol 75*

DLH 20 nmol 100*

Tabela 2. Porcentagem de animais que apresentaram reacao de fuga, n=5-7. *P<0,05 em relagdo ao grupo

veiculo-veiculo. #P<0,05 em relagéo ao grupo veiculo-DLH.

Tratamento Porcentagem

Veiculo + DLH 10 nmol 85*

URB597 1 nmol + DLH 50
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5. DISCUSSAO
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Neste trabalho, foram testadas duas drogas com mecanismos de agéo diferentes,
0 ACEA e 0 URB597 no labirinto em T elevado. O labirinto em T elevado € um modelo
que permite a distingdo entre drogas eficazes no transtorno da ansiedade generalizada,
tal como o benzodiazepinico, diazepam, e drogas eficazes no transtorno do panico, tal
como o inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, fluoxetina (GRAEFF et al., 1998).
O fato de que diferentes classes de farmacos alteram seletivamente um comportamento
ou outro esta de acordo com a hipdtese de que esses comportamentos possuem
substratos neurais distintos. Além disso, estudos de imunohistoquimica utilizando a
proteina Fos como marcador de atividade neuronal revelaram que regides diferentes sdo
ativadas apés cada um dos comportamentos. A SCPd (colunas dorsomedial e
dorsolateral) é preferencialmente ativada durante a tarefa da fuga, desse modo, a partir
desse resultado, espera-se que drogas que atuem na SCPd alterem especificamente esse
comportamento (SILVEIRA et al., 2001). Os resultados obtidos neste trabalho com a
curva dose-resposta de ACEA estdo de acordo com a hipotese de que a SCPdI esta
particularmente envolvida no comportamento da fuga. Isso porque a administracdo de
ACEA intra-SCPdI causou um aumento na laténcia da fuga, mas ndo alterou a esquiva
inibitoria.

Alguns trabalhos tém demonstrado um efeito anti-panico de agonistas para
receptor CB1 injetados na SCPd ou na SCPdI. Estudos iniciais de Finn e colaboradores
(2003) mostraram que o agonista HU210 atenuou a fuga induzida por DLH (FINN et
al., 2003). J4 o ACEA na dose intermediaria (0.05pmol) foi capaz de aumentar o limiar
de corrente elétrica necessario para induzir a fuga no modelo de fuga induzida por
estimulacdo elétrica da SCPd (CASAROTTO et al., 2012) . Alem disso, essa droga, em
todas as doses (0.005, 0.05 e 0.5pmol) foi capaz de inibir a fuga induzida por NMDA na

SCPdI (VIANA, 2012). O ACEA, portanto, foi capaz de alterar a fuga nos seguintes
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modelos: labirinto em T elevado, estimulagdo elétrica da SCPd e injecdo de NMDA na
SCPdI, sendo este efeito, nos dois ultimos modelos, bloqueado pelo antagonista seletivo
para receptor CB1, AM251. O efeito anti-panico da ativacdo de receptor CB1 também
foi demonstrado por meio do URB597 na SCPdl no modelo de fuga induzida por
NMDA, ja que esse efeito foi bloqueado pelo AM251 (VIANA, 2012). Os dados deste
trabalho, portanto, constituem mais uma evidéncia para um efeito anti-panico da
ativagdo de receptor CB1 na regiéo.

Em relagdo as doses utilizadas, o efeito anti-panico foi obtido com a menor
(0,005pmol) e a maior dose (0,5pmol) de acordo com o teste de bonferroni. Esse padrdo
de resposta ndo condiz com as observacOes de que 0s agonistas canabinoides em
modelos de ansiedade apresentam curva em U invertido ou respostas bifésicas, ou seja,
doses intermediarias sendo eficazes e maiores doses sendo ansiogénicas ou ndo tendo
efeito. Ainda que a maioria dos trabalhos apresentem uma curva em U invertido,
sugerindo haver uma regra geral para o efeito de agonistas canabinoides em modelos de
ansiedade, alguns trabalhos com injecdo central ndo corroboram essa ideia. No modelo
de fuga induzido por NMDA, o ACEA néo apresentou uma curva em U invertido
(VIANA, 2012). O agonista ACPA injetado na amigdala central ndo apresentou curva
em U invertido no labirinto em cruz elevado (ZARRINDAST et al., 2011). Por fim, o
HU210 injetado na SCPdI ndo apresentou curva em U invertido no modelo de fuga
induzido por DLH (FINN et al., 2003). A diferenca nas respostas observadas, portanto,
pode estar associada ao emprego de diferentes modelos de ansiedade.

O ACEA injetado na SCPdI, além de induzir efeitos anti-panico, também gera
efeitos ansioliticos no modelo do labirinto em cruz elevado (MOREIRA et al., 2007).
No LTE, contudo, o ACEA ndo apresentou efeitos ansioliticos. Essa aparente

discrepancia pode ser explicada por dois fatores: primeiramente, ambos os modelos
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baseiam-se na aversdo aos espacos abertos, dessa forma, o ACEA teve efeitos anti-
aversivos em ambos os modelos. Segundo, provavelmente, o estado de ansiedade
gerado pelo LCE é diferente do estado gerado pelo LTE. De acordo com essa hipétese,
foi demonstrado que o padrdo de ativacdo de areas em animais expostos ao LCE é
diferente do padrédo de ativagdo de &reas em animais que executaram a esquiva inibitoria
no LTE, como observado por marcacdo da proteina Fos (SILVEIRA; SANDNER;
GRAEFF, 1993; SILVEIRA et al., 2001). A substancia cinzenta periaquedutal dorsal,
por exemplo, € ativada durante a exposi¢cdo ao LCE, mas ndo é ativada durante a
esquiva inibitéria. E importante lembrar que no LCE o animal executa dois tipos de
reacOes defensivas, a esquiva (evitacdo do brago aberto) e a fuga (saida do braco aberto)
sem distingui-las, o que pode relacionar-se as diferencas no padrao de ativacdo das areas
e, portanto, no efeito do ACEA intra-SCPAdI nesses dois modelos.

A outra droga testada no LTE foi o URB597. Essa droga, como ja explicado,
inibe a hidrolise da anandamida, cuja sintese se da conforme a demanda. De acordo com
a analise de variancia de duas vias, o tratamento com o URB597 ndo afetou o resultado
da esquiva inibitéria e nem da fuga, contudo, o teste de bonferroni detectou uma
diferenca estatisticamente significativa entre a menor dose (0,3nmol) e o veiculo na
terceira sessdo da fuga. De modo a confirmar esse resultado e também atestar a
participacdo de receptores CB1 nesse efeito, o URB597 na dose de 0,3nmol foi
novamente avaliado, bem como o pré-tratamento com 0 AM251.

Nessa segunda avaliagdo, a andlise de variancia de duas vias ndo encontrou
nenhum efeito do tratamento. O teste de bonferroni também néo detectou nenhuma
diferenca estatisticamente significativa entre o0s grupos. Esses resultados, pois,
confirmam a analise obtida com a ANOVA de duas vias na primeira avaliacdo que

mostrou que as diferencas nas laténcias entre os grupos constituem varia¢Ges dentro de
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uma distribuicdo normal e que, portanto, ndo ha um efeito do tratamento. Uma hipotese
que poderia explicar a auséncia de efeitos do URB597 seria a de que o labirinto em T
elevado ndo é um estimulo aversivo o suficiente para a inducdo da sintese de
anandamida. Em um trabalho de Haller et al (2009), no qual foi avaliado o efeito do
URB597 sistémico no labirinto em cruz elevado, foi demonstrado que dependendo das
condigBes em que o teste era realizado, a droga apresentava um efeito ansiolitico ou
ndo. Essas mudancgas relacionavam-se ao nivel de aversividade dos procedimentos,
assim, quando os animais eram habituados ao experimentador, a sala de experimento e
uma baixa luz era empregada, a droga ndo apresentava nenhum efeito. J& em uma
situacdo de maior aversividade, com alta luz, sem habituacdo ao experimentador ou a
sala de experimento, a droga apresentava efeitos ansioliticos (HALLER et al., 2009).
Esse estudo, portanto, sugere a necessidade de condicGes suficientemente aversivas para
se observar um efeito anti-aversivo do URB597. Ou seja, condigdes que levariam a um
aumento da sintese e da liberacdo de anandamida na fenda sinaptica.

O URB597 foi testado, entdo, no modelo de fuga induzido por DLH. Nesse
modelo é medido o nimero de cruzamentos e 0 nimero de pulos em uma caixa gerados
pela injecdo da droga na SCPdl. Como esperado, o0 DLH aumentou o ndmero de pulos e
de cruzamentos. O URB597 na dose de 3 nmol foi capaz de atenuar a fuga, reduzindo o
namero de pulos. Além disso, observa-se uma redu¢do na propor¢do de animais que
apresentaram a fuga em todas as doses, embora essa reducdo sé tenha alcancado
significancia estatistica com a maior dose. N& houve diferenca estatisticamente
significativa para o pardmetro cruzamentos.

Em relagdo a hipdtese inicial, esse resultado da um indicio de que h& mais
anandamida disponivel atuando em receptores CB1, levando a atenuacdo da fuga. Mais

experimentos, contudo, sdo necessarios para se corroborar essa hipdtese. O efeito do
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pré-tratamento com um antagonista CB1 deve ser avaliado, por exemplo. Isso para
demonstrar a reprodutibilidade do efeito e atestar a participacdo de receptores CB1 no
mecanismo de acdo. Além disso, seria relevante obter dados a respeito da liberacdo de
anandamida nos dois modelos e compara-los. Mais evidéncias, portanto, sdo necessarias
para corroborar a hipétese inicial de que o efeito anti-panico gerado correlaciona-se com
ou é causado pela ativagdo de receptor CB1 pela anandamida.

Trabalhos prévios deste laboratorio demonstraram um efeito anti-panico do
URB597 no modelo de fuga induzido por NMDA (VIANA, 2012). Nesse trabalho,
todas as doses testadas (0,3 nmol; 1 nmol; 0,3 nmol) atenuaram a fuga, com reducéo
tanto do numero de cruzamentos quanto do nimero de pulos. Nesse modelo, portanto, o
URB597 parece ser mais eficaz em atenuar a fuga do que no modelo que utiliza o DLH
como estimulo. A razdo para essa diferenca nos resultados ainda ndo esta clara, mas
uma hipétese pode ser formulada. Primeiro, a fuga gerada pelos dois estimulos ainda
que similar em termos de comportamento, distingue-se em termos neuroquimicos. 1sso
porque o DLH é um agonista ndo-seletivo de receptores glutamatérgicos, enquanto o
NMDA, naturalmente, € seletivo para receptores NMDA. Dessa forma, outros
mecanismos que induzem a fuga sdo acionados, além da ativacao de receptores NMDA
e que podem ndo sofrer influéncias da agdo de certa quantidade de anandamida em
receptores CB1. Por exemplo, no modelo de fuga induzido por éxido nitrico, a maior
dose testada de URB597 (0,1 nmol) foi capaz apenas de atenuar um de dois parametros
medidos (LISBOA; GUIMARAES, 2012). Dessa forma, dependendo do mecanismo
que induz a fuga, ou seja, do modelo, 0 URB597 tem um efeito anti-panico mais, ou
menos, evidente, 0 que poderia significar eficicias distintas.

Em relagdo a caracteristica anti-aversiva do URB597 injetado intra-

cerebralmente, Lisboa (2008) demonstrou que essa droga na dose de 0,01 nmol



56

apresenta um efeito ansiolitico no teste de conflito do lamber punido de Vogel. Em
resumo, tem-se que o URB597 injetado intra-SCPdI apresenta efeitos anti-aversivos nos
modelos de fuga induzido por NMDA, DLH, NO e no teste de lamber punido de Vogel.
Sendo que, em se tratando do efeito anti-panico, ele é mais evidente no modelo que
utiliza o NMDA como estimulo.

Essa discussao tratou dos efeitos do URB597, do ACEA e de outros agonistas
canabinoides injetados intra-cerebralmente em modelos animais de ansiedade. Em
alguns estudos, o efeito anti-aversivo encontrado foi bloqueado por antagonista CB1,
sugerindo um papel anti-aversivo desse receptor (MOREIRA et al., 2012; VIANA,
2012). Os estudos que envolvem injecOes sistémicas também demonstram um papel
anti-aversivo do receptor CB1 (GOBIRA; AGUIAR; MOREIRA, 2013; MOREIRA et
al., 2009), corroborando ainda mais essa idéia.

Em relacdo aos resultados deste trabalho é possivel concluir que a ativacdo de
receptor CB1 e a inibicdo da hidrélise de anandamida na SCPdI induzem efeitos anti-
panico no modelo do LTE e no modelo de fuga induzida por DLH na SCPdlI,
respectivamente. Ademais, é possivel propor a participacdo do sistema glutamatérgico
no recrutamento do sistema endocanabinoide em situagdes de estresse, como a fuga.
Mais experimentos sdo necessarios para se confirmar a participacdo de receptores CB1
no efeito anti-panico obtido com o URB597 e se h4, de fato, um relativo maior aumento

da sintese de anandamida no modelo no qual esse efeito foi encontrado.
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