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RESUMO

As respostas comportamentais de medo e ansiedade resultam da
expressdo de emocdes decorrentes das reacdes dos animais frente a
estimulos aversivos que lhes apresentam perigo ou ameaca a sobrevivéncia.
Tais respostas estdo relacionadas com a liberagdo de neurotransmissores
presentes em importantes estruturas do sistema encefalico de defesa, como a
substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdI). Diversos estudos
indicam que a neurotransmissdo glutamatérgica facilita reacdes de fuga em
animais. Além disso, varios neurotransmissores, dentre eles os sistemas
endovanildide e endocanabinéide também modulam essas respostas. A
ativacdo de receptores vanildides tipo 1 (TRPV1) favorece a transmissao
sinaptica glutamatérgica na SCPdl, mas seu papel na elaboracdo de respostas
defensivas foi pouco elucidado. Além disso, estudos sugerem que 0s sistemas
canabindide e vaniloide exercem efeitos opostos em modelos animais de
ansiedade. Baseado nessas evidéncias, este trabalho investigou a participacéo
de receptores TRPV1 em dois modelos animais de panico: a injecdo do
agonista NMDA intra-SCPdl e o Labirinto em T Elevado (LTE). Os animais
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo da canula na
SCPdl e ap6s um periodo de recuperacao foram submetidos aos testes
comportamentais. Os resultados mostram que a injecdo do NMDA intra SCPdI
(1,0 nmol/0,2 L) produziu reacbes de fuga caracterizadas pelo aumento no
numero de cruzamentos e de pulos e que esse efeito foi abolido quando os
animais foram pré-tratados com a capsazepina (antagonista de receptores
TRPV1) na dose de 1 nmol/0,2 pL intra SCPdl. Quando os ratos foram
submetidos ao LTE, a capsazepina (60 nmol/0,2 pL) intra SCPdl promoveu
efeito tipo panicolitico caracterizado por uma maior laténcia para atingir o
centro do labirinto quando os animais eram expostos ao braco aberto, sendo
esse efeito bloqueado quando os animais foram pré-tratados com o antagonista
de receptores CB1, AM251(100 pmol/0,2 uL) intra SCPdI, sugerindo que este
efeito € mediado por uma facilitacdo da sinalizacdo canabindide. Dessa forma,
conclui-se que os receptores vanildides modulam as respostas defensivas
mediadas pela SCPdI, possivelmente, facilitando a neurotransmissao

glutamatérgica.



ABSTRACT

The behavioral responses of fear and anxiety results from the expression
of emotions arising from the animal reactions in the face of aversive stimuli they
present a danger or threat to survival. Such responses are related to the
release of neurotransmitters present in key brain structures of the system of
defense, as the dorsolateral periaqueductal gray (dIPAG). Several studies
suggest that glutamatergic neurotransmission facilitates aversive reactions.
Additionally, several other neurotransmitter systems present in dIPAG might
modulate these responses, as endovanilloid and endocannabinoid systems.
Activation of vanilloid receptor type 1 (TRPV1) facilitates glutamatergic synaptic
transmission in dIPAG, but its role on the modulation of defensive responses
was unclear. Moreover, studies have been shown that the cannabinoid and
vanilloid systems exert opposite effects in several animal models of anxiety.
Based on this evidence, this study investigated the involvement of TRPV1
receptors in two animal models of panic: the injection of the NMDA agonist
dIPAG and the elevated T maze (ETM). The animals underwent stereotaxic
surgery for implantation of the cannula guide into dIPAG and after a recovery
period were subjected to behavioral tests. The results show that injection of
NMDA (1.0 nmol/0.2 uL) into dIPAG produced flight reactions characterized by
increase in jumps and crossings and that this effect was abolished when
animals were pretreated with capsazepine (TRPV1 receptor antagonist) at a
dose of 1 nmol/ 0.2 pL into dIPAG. When the rats were submitted to ETM,
capsazepine (60 nmol/0.2 pL) into dIPAG induced panicolityc-like effect
characterized by an increased latency to reach the center of the maze when the
animals were exposed to the open arm. This effect was blocked by pre-
treatment of CB; antagonist, AM251 (100 pmol/0.2 uL) into dIPAG, suggesting
that this effect is dependent on cannabinoid activation. In conclusion, it appears
that the vanilloid receptors modulate defensive responses mediated by dIPAG,

possibly, facilitating glutamatergic neurotransmission.
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1. Comportamento defensivo

O comportamento defensivo consiste em uma série de respostas
defensivas que os animais apresentam frente a estimulos ameacadores ou
situacOes de perigo como, por exemplo, a exposi¢cado a predadores ou ainda o
confronto entre animais da mesma espécie. Além desses, fatores ambientais
como a iluminacgdo, altura, exposicdo a lugares ou objetos novos também
representam condicbes aversivas (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988;
GRAEFF; ZANGROSSI, 2002).

Uma vez expostos a situacdes de perigo, 0s animais expressam
respostas defensivas, tais como fuga, congelamento, avaliacdo de risco,
esquiva, ameaca ou ataque defensivo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988;
GRAEFF et al, 1998; ZANOVELI, 2005). Em seu livro “The Expression of
Emotions in Man and Animals” CHARLES DARWIN (1872) observou uma
semelhanca entre o comportamento dos humanos e dos demais animais na
expressao das emocdes de natureza aversiva.

A partir desta perspectiva, diversos trabalhos foram realizados com o
intuito de determinar as bases neurobiolégicas responsaveis pelo
desencadeamento de respostas comportamentais, bem como as bases
envolvidas nos transtornos de ansiedade e medo (CANTERAS et al, 2001;
CAROBREZ et al, 2001; BRANDAO et al, 2003; BERGINK et al, 2004; JAVITT,

2004; GUIMARAES et al, 2005).

2. Sitios neurais envolvidos no comportamento defensivo

Em 1943, trabalhos iniciais de HESS e BRUGGER mostraram que a

estimulagdo elétrica do hipotdlamo medial de gatos produzia respostas
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aversivas semelhantes ao comportamento que esses animais apresentavam
guando exposto ao predador. Posteriormente, GRAEFF (1981) postulou que
estruturas encefélicas como a amigdala, o hipotalamo e a substancia cinzenta
periaquedutal (SCP) constituiiam um sistema integrado responsavel pela
elaboracdo das respostas de defesa, sendo estas estruturas os principais
componentes de um sistema cerebral aversivo, responsavel pela elaboracao de
manifestacdes fisioldgicas e psicoldgicas de estados motivacionais negativos.

A estimulacdo elétrica e quimica destas regifes induz padrbes de
comportamento defensivo espécie-especifico, além de manifestacbes
comportamentais e subjetivas semelhantes ao comportamento que os animais
apresentavam durante um evento aversivo (GRAEFF et al, 1993a; BRANDAO
et al, 1994 apud FEREIRA-NETTO et al, 2005).

A partir desses dados iniciais, evidenciou-se o papel da SCP na
elaboracdo do comportamento defensivo e atualmente essa regidao é
considerada uma das estruturas chaves na elaboracéo de respostas defensivas

ativas ou passivas (BANDLER et al, 2000; CARRIVE, 1993).

2.1 Substancia Cinzenta Periaquedutal

A SCP é um importante sitio neural para um grande namero de funcdes
fisiologicas relacionadas com reacBes de comportamento (como o medo e a
ansiedade), regulacdo cardiovascular, lordose reflexa e modulacdo da dor
(BANDLER et al, 1991, apud BANDLER et al, 2000; BEHBEHANI, 1995 apud
MCGARAUGHTY et al, 2003; LOVICK, 1993 apud KEAY; BANDLER, 2001).

Respostas comportamentais ativas estdo associadas com excitacado simpatica
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(hipertensdo e taquicardia) e respostas passivas a inibicdo simpatica
[bradicardia e hipotensdo; (BANDLER et al, 2000)].

Essa estrutura refere-se a regido que circunda o aqueduto cerebral
(Sylvius) e devido as conexdes reciprocas entre a SCP e o sistema limbico
prosencefalico, a SCP foi postulada como pertencente a chamada area limbica
mesencefalica (NAUTA, 1958).

A partir da década de 70, a citoarquitetura da SCP passou a ser alvo de
muito interesse, e observando-se as respostas neurovegetativas e
comportamentais evocadas pela administracdo local de aminoéacidos
excitatorios (AAE) sugeriu-se que esta estrutura poderia ser subdividida de
forma radial em cinco regides distintas: dorsomedial, dorsolateral, lateral,
ventrolateral e ventral, cada uma delas formando uma coluna ao longo do seu
eixo rostro-caudal (BANDLER et al, 2000). Atualmente destacam-se apenas as
primeiras 4 regiodes.

O envolvimento da SCP em respostas comportamentais foi demonstrado
inicialmente por FERNANDEZ DE MOLINA e HUSPENGER (1959), que ao
estimularem eletricamente a SCP de gatos, observaram comportamentos
defensivos. Posteriormente, SCHENBERG e GRAEFF (1978) observaram que
a estimulacdo da porcao dorsal da SCP (SPCd - que compreende as porcoes
dorsomedial e dorsolateral) em ratos também possui propriedades aversivas,
pois, ratos treinados aprendiam rapidamente a interromper a estimulacao
elétrica dessa regido.

Anatomicamente, sugere-se que o comportamento ativo mediado pela
SCPd provavelmente é impulsionado por estressores que tem um forte

componente psicolégico (FLOYD et al, 2000 apud KEAY; BANDLER, 2001) o
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gue desencadeia preferencialmente uma reagcdo comportamental ativa - luta ou
fuga.

Em relacdo a porcdo lateral da SCP (SCPI) essa € ativada por
estressores fisicos “escapaveis”’, desencadeando a mesma resposta ativa, no
entanto, a porgcdo ventrolateral SCPvl é ativada por estressores fisicos e
psicologicos “inescapaveis” que desencadeiam uma resposta comportamental
passiva — imobilidade e quietude (BANDLER et al, 2000; KEAY; BANDLER,
2001).

Além da estimulacdo elétrica, a injecdo de aminoacidos excitatérios
(AAE) como o glutamato, L-aspartato e D,L-homocisteico (DLH) na SCP de
gatos também promove comportamento defensivo, como a dilatacdo da pupila,
erecdo dos pélos, retracdo das orelhas e vocalizacéo, que sdo semelhantes as
estratégias naturais ocorridas quando esses animais sdo ameacados ou
atacados (FINN, 2003; BANDLER, 1982; BANDLER, 1988; apud BANDLER et
al, 2000). Em ratos observam-se comportamentos incondicionados, como
reacdes de escape ou fuga, congelamento e alteracfes autondémicas [elevacao
da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, sudorese e piloerecéo
(BANDLER, 1988; KRIEGER; GRAEFF, 1985; SCHENBERG et al, 2001)].

Esses comportamentos sdo remanescentes de ataques de panicos
experimentais e clinicos em humanos, sugerindo que porcdo dorsal da SCP
modula respostas de luta e fuga em situacdes de medo extremo (DEAKIN;
GRAEFF, 1991), e partir da semelhanca dessas repostas em humanos e
animais a estimulacdo dessa regido tem sido proposta como um modelo

experimental de ataques de panico (GRAEFF, 1991; LOVICK, 1993).
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De forma similar ao modelo de estimulacdo aversiva na SCPd, o
Labirinto em T Elevado (LTE) associa a resposta de escape ou fuga ao panico
(GRAEFF et al, 1998). Diversos estudos validaram esse modelo animal, tanto
do ponto de vista farmacologico quanto comportamental (GRAEFF et al, 1993b,
1998; VIANA et al, 1994; ZANGROSSI; GRAEFF, 1997; SANSON;
CAROBREZ, 1999; ZANGROSSI et al, 2001; ZANOVELI et al, 2003; DE
PAULA SOARES; ZANGROSSI, 2004). A administracao crbnica (21 dias) da
fluoxetina (POLTRONIERI et al, 2003) e da imipramina (TEIXEIRA et al, 2000)
promovem efeito inibitério sobre o comportamento de fuga no LTE, o que esta
de acordo com as evidéncias clinicas que demonstram o efeito panicolitico
dessas drogas em pacientes com o transtorno do panico (KLEIN; FINK, 1962;

LEPOLA et al, 2003; LYDIARD; BALLENGER, 1987).

Diversos estudos empregando a utilizacdo desses modelos animais tém
descrito a participacdo de alguns neurotransmissores na mediacdo de
respostas defensivas (BANDLER, 1988; KRIEGER; GRAEFF, 1985;
SCHENBERG et al, 2001; AGUIAR et al, 2006; CASAROTTO et al, 2011;

ZANOVELI et al, 2003).

3. Neurotransmissores envolvidos na mediacado de respostas aversivas

Os circuitos neuroanatdbmicos responsaveis pelas respostas defensivas
sdo modulados por diversos neurotransmissores, como o hormdnio liberador de
corticotrofinas, neuropeptideo Y, substancia P, transmissores monoaminérgicos
(noradrenalina, serotonina e dopamina), acido gamma-aminobutirico (GABA),
oxido nitrico, glutamato, vaniléides e canabindides (BERGINK et al, 2004;

DEAKIN; GRAEFF, 1991; GUIMARAES et al, 2005; MIGUEL, 2010).
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3.1 Sistema glutamatérgico

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso dos mamiferos e aproximadamente 60% dos neurbnios utilizam esse
aminoacido como neurotransmissor (JAVITT, 2004). CURTIS e colaboradores
(1959; 1960) foram o0s primeiros pesquisadores a obter evidéncias
concludentes sobre a acdo excitatéria do glutamato e do aspartato sobre
neurbnios. Porém, somente a partir da década de 70, o glutamato tornou-se
amplamente conhecido por ser o principal neurotransmissor excitatorio dentro
do sistema nervoso central (SNC) de vertebrados (MELDRUM, 2000).

Ao longo dos UdUltimos anos, experimentos realizados mostraram
envolvimento do glutamato na plasticidade sinaptica (COTMAN et al, 1988),
aprendizado, memoria (MORRIS, 1989), epilepsia (MELDRUM, 1985),
ansiedade (MATHEUS et al, 1994) e depressédo (MAES et al, 1995). Esse AAE
pode ser encontrado em vesiculas sinapticas e € liberado de forma dependente
do influxo de Ca*" ou como precursor do GABA em sinapses inibitérias (para
revisdo ver CAROBREZ, 2003). No interior das células gliais o glutamato &
convertido em glutamina e liberado no fluido extracelular, onde é recaptado
para o terminal pré-sinaptico, e convertido novamente em glutamato via acao
da enzima glutaminase neuronal (AMARA; FONTANA, 2002).

O glutamato pode exercer muitos papéis centrais, atuando em diversos
receptores especificos para AAE (COLLINGRIDGE; LESTER, 1989). Através
de estudos farmacoldgicos, sugeriu-se pela primeira vez, a existéncia de
multiplos receptores para o glutamato (MCLENNAN et al, 1968). Atualmente,
0s receptores glutamatérgicos sdo classificados como metabotrépicos (MGIuR)

e ionotropicos [IGIuR;(NAKANISHI, 1992; OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998)].
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hY

Os receptores mGLU sdo acoplados a proteina G e constituem uma
classe de oito subtipos de receptores, classificados em trés grupos: I, Il e llI
(MONAGHAN et al, 1989). Os receptores do grupo | (mGLU1 e mGLUS5) séao
acoplados a proteina Gg que ativa a fosfolipase C e consequentemente ha a
formacdo de segundos mensageiros e liberacdo de Ca?* de reservas
intracelulares; ja os receptores do grupo Il (mGLU2 e mGLU3) e do grupo |l
(mGLU4, mGLU6, mGLU7 e mGLUS8) sao acoplados a proteina Gi, que inibem
a adenilato ciclase e consequentemente a formacdo do monofosfato ciclico de
adenosina [AMPc; (SPOOREN et al, 2003)].

Ja os receptores iGLU foram subsequentemente classificados de acordo
com o agonista mais seletivo e subdivididos em NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (acido a-amino- 3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidénico) e cainato
(WATKINS, 2000). Todos esses receptores constituem canais idnicos que séo
permedveis a cations, embora a permeabilidade relativa aos ions Na* e aos
fons Ca®* varie de acordo com a familia e a composicéo de subunidades do
receptor (MELDRUM, 2000). O subtipo NMDA possui varias subunidades
denominadas NR1 (onde se liga a glicina), NR2A-D (onde se liga o glutamato)
e a NR3A-B; os receptores AMPA sao formados por subunidades GLUR1-4 e
0s receptores cainato sdo formados por subunidades GLUR5-7 ou GLUka5-7,
KA1-2 ou GLUkal-2 (HUETTNER, 2003).

Dentre os receptores glutamatérgicos, o subtipo NMDA tem sido o mais
estudado, em virtude da existéncia de drogas altamente seletivas para esse
receptor (LEESON, 1993).

O complexo do receptor NMDA esta envolvido em muitos processos

funcionais, tais como: memoria, aprendizado, desenvolvimento neuronal
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(MORRIS, 1989; COTMAN; MONAGHAN, 1988; BLISS; COLLINGRIDGE,
1993), epilepsia (MELDRUM, 1985) e disturbios afetivos como depressédo e
ansiedade (GRAEFF et al, 1988; GRAEFF, 1991; MATHEUS et al, 1994; para
reviséo ver, BERGINK et al, 2004).

Nos ultimos anos, estudos comportamentais destacam o envolvimento
dos receptores NMDA na mediagéo das reacdes defensivas (BANDLER, 1982;
DEPAULIS; BANDLER; VERGNES, 1989; SILVEIRA; GRAEFF, 1992; ZHANG,;
BANDLER; CARRIVE, 1990; MOREIRA et al, 2004; AGUIAR et al, 2006). De
maneira complementar, estudos revelaram que os receptores NMDA estao
presentes em toda a extensdo rostrocaudal da coluna dorsolateral da SCP
[SCPdI (ALBIN et al, 1990)].

Diversas evidéncias sugerem que o glutamato desempenha um papel
facilitador nas reacbes de defesa na SCPdIl. Trabalhos iniciais mostraram a
ocorréncia de respostas comportamentais de luta ou fuga apos administracéo
de glutamato na SCPdl de gatos (CARRIVE, 1987) e ratos (KRIEGER;
GRAEFF 1985) bem como a ocorréncia de reacdes autonémicas, como 0
aumento de pressao arterial e freqiéncia cardiaca (CARRIVE, 1993; DA SILVA
et al, 2006). Esse mesmo comportamento foi observado com a administracéo
do NMDA [agonista seletivo do receptor NMDA do glutamato (BITTENCOURT
et al, 2004; FERREIRA-NETTO et al, 2005, AGUIAR et al, 2006)].

No LTE, a administracéo intra-SCPdl do agonista seletivo de receptores
NMDA promoveu o0 aumento do comportamento da esquiva inibitoria, sugerindo
um efeito tipo ansiogénico, que foi bloqueado pelo antagonista desses

receptores (BERTOGLIO; ZANGROSSI, 2006).
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De maneira oposta, a injecdo de um antagonista do receptor NMDA
(rNMDA), o AP-7, administrado na SCPdl produz efeitos ansioliticos
(GUIMARAES et al, 1991) nos modelos animais de ansiedade, o Labirinto em
Cruz Elevado (LCE) e o teste de lamber punido de Vogel (MOLCHANOV;
GUIMARAES, 2002), além de efeitos anti-aversivos durante a exposi¢do ao
predador (AGUIAR; GUIMARAES, 2009), sugerindo que a neurotransmissao
glutamatérgica na SCPdl exerce um papel facilitatério nas reacdes de defesa

promovidas pela SCPdl.

3.2. Sistema vanildide

Em 1997, o receptor vaniléide subtipo 1 foi clonado a partir de células de
ratos localizadas no glanglio da raiz dorsal e os autores demonstraram ser um
subtipo ndo seletivo de canais para cations que estdo relacionados com a
familia de receptores de potencial transitério [TRP; (CATERINA et al, 1997,
CORTRIGHT; SZALLASI, 2004; ROBERTS et al, 2004; STAROWICZ et al,
2007Db)]. Este receptor foi denominado pelos autores como "receptor vaniloide
tipo 1" (VR1) e, posteriormente renomeado pela Unido Internacional de
Farmacologia Basica e Clinica (IUPHAR) como receptor vaniléide de potencial
transitorio subtipo 1 [TRPV1; (CLAPHAM et al, 2005)].

O TRPV1 foi o primeiro membro da familia de receptores vanildides
(TRPV1 a TRPV6) a ser caracterizado. Sdo denominados de receptores
vanildides pelo fato de seus principais agonistas, a capsaicina [(8-methyl-N-
vanilil-6-nonanamida) principal e mais irritante constituinte ativo da Capsicum

sp, popularmente conhecida como pimenta vermelha] e o seu potente analogo,
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a resiniferatoxina (RTX), possuirem em sua estrutura quimica o grupamento
homovanilil (SZALASSI; BLUMBERG, 1999).

Dentre os ligantes enddgenos dos receptores TRPV1 (endovaniléides)
estdo a anandamida (AEA), a N-araquidonoildopamina (NADA), 12-S-acido
hidroperoxieicosatetranoico (12-HPETE), oleoiletanolamida e N-oleoildopamina
(VAN DER STELT; DI MARZO 2004; STAROWICZ et al, 2007b; HWANG et al,
2000; HUANG et al, 2002; CHU et al, 2003).

O principal endovanildide que tem sido foco de muitos estudos €é a
anandamida, que € sintetizada a partir de fosfolipides de membrana, sendo o
influxo de Ca®" o fator desencadeante para a sua sintese. Desta forma, 0 passo
limitante para o inicio de sua acdo € a propria sintese, e ndo a liberacao
vesicular (a sintese ocorre conforme a demanda). Esse endovaniloide pode
ainda ser degradado pela acdo da enzima hidrolase de amida de acidos graxos
(FAAH), responsavel pela sua metabolizacdo e que possivelmente esta
localizada em neurdnios pés-sinapticos (DI MARZO et al, 1994). Tal composto
€ também considerado um endocanabindide uma vez que € capaz de ativar
receptores canabinoides.

Além de serem ativados por endovaniloides, os receptores TRPV1
também podem ser ativados pelo calor, baixos niveis de pH e substancias
exdgenas (CATERINA et al, 1997; SMART et al, 2000; TOMINAGA;
CATERINA 2004; VAN DER STELT; DI MARZO, 2004; CALIXTO et al, 2005).

Os receptores TRPV1 sdo altamente expressos nas fibras aferentes
primarias de pequeno diametro (HOLZER, 1991). Dessa forma, a capsaicina,
agonista TRPV1, age por duas maneiras distintas, inicialmente induzindo a

nocicepcao devido ao aumento da condutancia do canal com consequente
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liberagcdo de mediadores pro-inflamatorios (SOUTHALL et al, 2003) e, depois
de repetidas administracdes, essa acao é seguida por uma resposta oposta,
sendo a antinocicepcdo, que ocorre por dessensibilizacdo dos receptores
(SZALLASI; BLUMBERG, 1999; SZALLASI; DI MARZO, 2000; DRAY, 1992;
GREEN, 1989; HAYES et al, 1984).

A injecéo local de capsaicina na SCPdI induz respostas antinoceptivas
(PALAZZO et al, 2002). Na SCPvI, a capsaicina aumentou o limiar nociceptivo
térmico, enquanto o antagonista de TRPV1, 5-iodo-resiniferatoxina facilitou as
respostas nociceptivas e bloqueou a resposta da capsaicina (STAROWICZ et
al, 2007a). A elevacao dos niveis de AEA na SCP, promovida pela utilizacdo de
um inibidor da enzima que degrada a AEA, a FAAH, provocou analgesia
mediada por receptores TRPV1 (STAROWICZ et al, 2007b).

Esses receptores também sdo expressos em varias regiées do SNC que
ndo estdo associadas a neurdnios sensoriais primarios (SZALLASI;
BLUMBERG, 1999), como por exemplo, o bulbo olfatério, cortex, hipocampo,
hipotalamo e mesencéfalo (TOTH et al, 2005), sugerindo que 0s receptores
TRPV1 estejam envolvidos em diversas funcbes do SNC. A presenca dos
TRPV1 em estruturas envolvidas na elaboracdo dos comportamentos
defensivos como o cortex pré-frontal, complexo amigdaldide, hipocampo,
hipotalamo e SCP (MEZEY et al, 2000; MCGARAUGHTY et al, 2003; TOTH et
al, 2005) sugere que esses receptores também controlam os estados
emocionais relacionados ao medo e ansiedade.

Em um estudo realizado por KASCKOW e colaboradores (2004), a
administracdo sistémica da capsazepina, um antagonista de receptores

TRPV1, promoveu efeito tipo ansiolitico em animais expostos ao LCE,
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sugerindo que a ativacdo desses receptores facilita os comportamentos
relacionados com ansiedade em animais. Utilizando camundongos nocautes
para TRPV1, MARSCH et al (2007), observaram 0 comportamento tipo
ansiolitico desses animais no LCE e na caixa claro-escuro, quando comparado
aos animais selvagens, além de apresentarem menor congelamento no modelo
do medo condicionado auditivo.

No intuito de verificar quais seriam 0s sitios neurais responsaveis pelos
efeitos promovidos pelos TRPV1 nas respostas aversivas, TERZIAN et al
(2009) observaram que a injecdo local da capsazepina na SCPdl promoveu
efeito ansiolitico em ratos submetidos ao LCE e ao teste de lamber punido de
Vogel. Resultados semelhantes também foram observados apos a
administracao desse antagonista no cortex pré-frontal medial [CPFm; (AGUIAR
et al, 2009)]. Em conjunto, esses dados confirmaram o envolvimento dos
receptores vanildides na modulacdo dos estados emocionais relacionados a
ansiedade e sugerem o CPF e a SCPdl como substratos neurais desses
comportamentos.

No SNC a ativacdo dos TRPV1 estaria relacionada com o aumento da

liberacdo de neurotransmissores, especialmente facilitando a neurotransmissao

. , : . 2+ A e
glutamatérgica devido ao influxo de ions Ca nos neurdnios pos-sinapticos

(MARINELLI et al, 2003; STAROWICZ et al, 2007a; XING, LI, 2007). Nesse
sentido, trabalhos prévios demonstraram que a ativacao dos receptores TRPV1
pode regular a liberacdo do glutamato em diversas estruturas encefélicas
(TOHDA,; SASAKI et al, 2001; DOYLE et al, 2002; JENNINGS et al, 2003;
XING; LI 2007). SASAMURA et al (1998) demonstraram que a capsaicina

promove a liberacédo de glutamato em fatias de hipotalamo e no corno dorsal da
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medula espinhal, sendo que essa resposta é dependente de Ca?* e inibida pelo
antagonista de receptores TRPV1, a capsazepina. Em outro estudo realizado
foi observado que a administracdo da capsaicina em fatias da SCPdl também
facilita a liberacdo do glutamato, sendo que esse efeito deixa de ser observado
com o pré-tratamento de 5-iodo-resiniferatoxina [antagonista especifico de
receptores TRPV1; (XING; LI, 2007)], sugerindo assim que 0s receptores
TRPV1 sdo expressos em neurdnios pré-sinapticos glutamatérgicos, onde sua
ativacao pode potencializar a liberagdo desse neurotransmissor.

Adicionalmente, a administragdo da capsaicina intra-SCPdI induziu
nocicepcao, efeito que foi revertido pelo pré-tratamento com capsazepina
(PALAZZO et al, 2002). A resposta comportamental induzida pelo agonista
TRPV1 foi acompanhada por um aumento local de glutamato, efeito este
similar ao obtido in vitro em outras estruturas encefalicas, como por exemplo,
substancia nigra e locus coeruleus (MARINELLI et al, 2002; PALAZZO et al,
2002; MARINELLI et al, 2003). Recentemente, STAROWICZ et al (2007a)
observaram que neur6nios localizados na SCPvl sdo imunorreativos para 0s
receptores TRPV1, além de estarem circundados por neurdnios
glutamatérgicos. Além disso, esses neurdnios glutamatérgicos respondem a
estimulacdo de TRPV1 através da liberacdo de glutamato, e sdo bloqueados
pelo pré-tratamento com um antagonista vaniléide. Em conjunto, esses dados
sugerem que a ativacdo dos receptores TRPV1 facilita a neurotransmisséo
glutamatérgica.

Assim, considerando que o glutamato facilita as respostas defensivas
mediadas pela SCPdl e que a ativacdo de TRPV1 possivelmente facilita a

neurotransmissdo glutamatérgica, uma hipotese desse trabalho foi verificar
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uma possivel interacdo entre esses dois sistemas na modulacdo das respostas

defensivas promovidas pela SCPdI.

3.3 Sistema canabinodide

Conforme mencionado anteriormente a anandamida, além de ser um
composto endovanildide, € também um dos ligantes endégenos do sistema
canabin6ide (DEVANE et al, 1992). Os receptores canabindides foram
identificados através de estudos empregando radiois6topos marcados e
identificados como dois subtipos principais: tipo 1 (CB;) e tipo 2 (CBy)
(HOWLETT; FLEMING, 1984; HERKENHAM et al, 1990).

O mecanismo de transducdo de sinal dos receptores canabindides
consiste na ativacdo de uma proteina Gi que, por sua vez, inibe a atividade da
adenilato ciclase. O resultado € a menor conversédo de trifosfato de adenosina
(ATP) em monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), com consequente reducéo
de atividade da proteina quinase A (PKA) e dos efeitos bioldgicos mediados por
ela (DEVANE et al, 1988). Os receptores canabindides podem tambéem
aumentar a condutancia de canais para potassio e inibir canais para calcio
modulando a atividade neuronal e a liberacdo de outros neurotransmissores
(PIOMELLI, 2003) como GABA (KATONA et al, 1999) e glutamato (DOMENICI
et al, 2006; MELIS et al, 2004; SHEN et al, 1996; TAKAHASHI; CASTILLO,
2006; VAUGHAN et al, 2000).

Os efeitos de compostos canabindides naturais e sintéticos sao
complexos e variados em diversos modelos animais de ansiedade.

Geralmente, esses compostos exercem efeitos bifasicos em varios modelos,
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como por exemplo, o LCE, LTE, labirinto zero, caixa claro-escuro e no teste de
lamber punido de Vogel (MOREIRA et al, 2009a, 2009b; VIVEROS et al, 2005).
Geralmente, efeitos ansioliticos sdo observados com doses baixas, enquanto
gue efeitos ansiogénicos ou auséncia de efeito sdo observados com altas
doses (MOREIRA; LUTZ, 2008; MOREIRA et al, 2009a, 2009b; VIVEROS et al,
2005).

Efeitos bifasicos também séo observados apés a injecdo de AEA intra-
SCPdI (MOREIRA et al, 2007, LISBOA et al, 2008). Efeitos ansioliticos sao
observados com baixas doses e mediados pela ativacdo de receptores CBj,
enquanto que este efeito desparece com doses maiores possivelmente devido
a acdo desse composto também em receptores TRPV1 (MOREIRA et al,
2007). Nesse sentido, dados da literatura sugerem que a anandamida liga-se
aos receptores TRPV1 com uma menor afinidade em relacéo a sua ligacdo em
receptores CB1, 0 que explicaria os efeitos ansioliticos observados em baixas
doses e a auséncia de efeito em altas doses (MOREIRA et al, 2007).

Até 0 momento, a maioria dos estudos tem investigado a participacao
dos receptores CB; e TRPV1, isoladamente, na modulacdo dos
comportamentos relacionados ao medo e ansiedade. Porém, ha varias
evidéncias que esses dois sistemas possam atuar concomitantemente na
modulacdo de diversas respostas comportamentais (MAIONE et al, 2006;
MICALE et al, 2009; RUBINO et al, 2008; MOREIRA et al, 2011). Dados da
literatura mostram que receptores CB; e TRPV1 sdo co-expressos em regides
responsaveis pelo controle dos comportamentos aversivos, como por exemplo,
CPF, complexo amigdaloide, hipocampo e SCPdlI (CRISTINO et al, 2006;

MICALE et al, 2009; CASAROTTO et al, 2011) como também na SCPvl onde
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estes compostos estdo envolvidos com respostas nociceptivas (CRISTINO et
al, 2006; MAIONE et al, 2006).

Dessa forma pode-se sugerir que os sistemas vaniléide e canabindide
modulam as respostas defensivas mediadas pela SCPdl de maneiras opostas.
Enquanto a ativacao de receptores CB; inibe os estados de medo e ansiedade
e, consequentemente promovem efeitos ansioliticos, a ativacdo de receptores
TRPV1 facilita o comportamento aversivo (MOREIRA et al, 2011). Nesse
sentido, dados recentes do nosso grupo indicaram que o efeito tipo panicolitico
promovido por antagonistas TRPV1 é dependente da sinalizacdo do receptor
CBi, pois, este efeito € blogueado pelo antagonista desses receptores
(CASAROTTO et al, 2011).

Considerando-se o0 exposto acima, outra hipotese deste trabalho foi de
testar se os efeitos promovidos pelo blogueio dos receptores TRPV1 no

Labirinto em T Elevado também sédo dependentes da acao de receptores CB;.
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Objetivos

1. Objetivo geral
O objetivo geral do presente trabalho foi verificar a participacdo dos
receptores vaniléides TRPV1 na modulagcdo das respostas defensivas

mediadas pela SCPdI.

2. Objetivos especificos

A) Testar a hipotese de que o pré-tratamento com antagonista TRPV1
atenuara as respostas de fuga induzidas pelo agonista de receptores
NMDA na SCPdI.

B) Testar a hipotese de que o tratamento com antagonista de receptor
TRPV1 atenuara as respostas de fuga no Labirinto em T Elevado.

C) Testar a hipotese de que o pré-tratamento com antagonista de
receptor CB; bloqueara os efeitos promovidos pelo antagonista de

receptor TRPV1 no Labirinto em T Elevado.

30



MATFRIAIS F METODOS



Materiais e Metodos

1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, pesando entre 220-240
gramas, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG, apds aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Experimentagao Animal (protocolo 250 /2010).

Os ratos foram mantidos em grupos de 5 animais por gaiola, com livre
acesso a agua e comida, sob ciclo claro-escuro de 12 h (inicio as 7:00 h) e

temperatura controlada (24 + 2°C).

2. Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas:
- Capsazepina (antagonista de receptores TRPV1, Tocris®): 1, 10, 30 e 60
nmol/0,2 pL, diluida em Dimetilsulfoxido (DMSO) 100% (TERZIAN et al, 2009).
* N-metil-D-Aspartato, NMDA (agonista de receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA, Sigma®): 1 nmol/0,2 pL, diluido em Salina 0,9% (AGUIAR et al, 2006).
* N-(piperidin-1yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1pyrazole-
3-carboxamide, AM251(antagonista de receptor CB;, Sigma®): 1, 10 e 100
pmol/0,2 uL diluido em Salina 0,9% (MOREIRA et al, 2007; LISBOA et al,

2008).

3. Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados com Ketamina (60 mg/Kg) e Xilazina (8

mg/Kg), via i.p e fixados a um aparelho estereotaxico. Foi realizada uma
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incisdo sagital para exposicdo da calvaria e remo¢do do peridsteo, a calota
craniana foi perfurada com um orificio (coordenadas: AP-lambda 0 mm, L-1,9
mm, P-4,3 mm, angulo-16°, PAXINOS; WATSON, 1997) para introducao da
canula guia (11 mm) dirigida a SCPdI, a qual foi fixada ao créanio com cimento
acrilico, conforme descrito em trabalhos prévios (GUIMARAES et al, 1991;
AGUIAR et al, 2006). Foi introduzido na canula um mandril de aco inoxidavel
para evitar obstrucdo. Os animais receberam injecdo de pentabidtico e do
analgésico, antitérmico e antiinflamatério Banamine® (flunixin meglumine, 1
ml/Kg). Apds a recuperacdo da anestesia, os animais foram alojados no
biotério até seu restabelecimento (7 dias) e entdo foram submetidos a injecao

na SCPdl.

4. Injecao

A injecdo foi feita segurando o animal gentilmente para retirada do
mandril e introducéo, pela canula guia, de uma agulha odontolégica gengival
(12 mm), até atingir a SCPdl 1mm abaixo da extremidade da canula. A agulha
foi conectada a uma seringa Hamilton® de 10 pL por meio de um segmento de
Polietileno (P10). As injecGes foram realizadas com ajuda de uma bomba de

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

5. Testes Comportamentais

5.1 Caixa de observacdo

A caixa de observacédo é constituida de acrilico transparente (29 X 19 X

34 cm) com tampa de malha plastica (Figura 1). O comportamento dos animais
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foi gravado por 2 minutos a partir do inicio da infusdo das solu¢des 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, registrando-se o numero 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 ch&do simultaneamente e para considerar
um cruzamento era necessario que o animal atravessasse a linha média com
as quatro patas (MOLCHANOQV, 1999; AGUIAR et al, 2006). Apos cada teste a

caixa foi limpa com alcool (70 %).

Figura 1: Caixa de observacao

5.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O aparelho é dotado de quatro bracos de iguais dimensodes, sendo dois

deles abertos e dois fechados situados a 50 cm de altura do solo. O LCE
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(Figura 2) foi desenvolvido por HANDLEY e MITHANI (1984) e se baseia no
conflito entre explorar um ambiente novo, caracterizado pela saida do bracgo
fechado mais seguro, em contrapartida a um evento aversivo caracterizado
pelos bracos abertos, uma vez que o0 animal estd mais exposto a possiveis
acOes de predadores (MONTGOMERY, 1955). 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 software ANY-MAZE (verséo 4.5), o qual registra a
posicdo do animal no LCE e calcula a porcentagem de entradas nos bracos
abertos, a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos e o niumero de
entradas nos bracos fechados do LCE. No intervalo entre os testes de cada

animal o labirinto foi limpo com uma solugéo de alcool (70 %).

Figura 2: Labirinto em Cruz Elevado
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5.3 Labirinto em T Elevado (LTE)

O aparelho experimental utilizado foi um labirinto de madeira (“Labirinto
em T Elevado”, GRAEFF et al, 1998), que consiste em um modelo animal que
avalia dois comportamentos relacionados a transtornos de ansiedade: a
esquiva no braco fechado, relacionada a ansiedade generalizada, e o escape
do bracgo aberto, relacionado ao péanico (Figura 3). O LTE é formado por um
braco fechado e dois bragos abertos, de 50 cm de comprimento por 10 cm de
largura cada um e elevados 50 cm do solo. O brago fechado possui parede de
madeira de 40 cm de altura que o circunda e estd perpendicular aos bracos
abertos que ndo possuem uma borda lateral.

Antes de serem submetidos ao labirinto, os animais foram habituados ao
experimentador por 3 dias, durante 3 minutos. No quarto dia cada animal foi
pré-exposto por 30 minutos a um dos bracos abertos. O teste foi realizado no
quinto dia e nele cada animal foi submetido a trés sessbes partindo da
extremidade do braco fechado, com a presenca de uma barreira e trés sessdes
partindo da extremidade do braco aberto ao qual o animal havia sido preé-
exposto no dia anterior. Foi avaliada entéo, a laténcia para o animal chegar ao
centro do labirinto (GRAEFF et al, 1998). No intervalo entre os testes o labirinto

foi limpo com uma solucéo de alcool (70%).
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——— »
— >

Esquiva inibitéria

Escape

Figura 3: Labirinto em T Elevado

5.4 Campo aberto

O campo aberto consiste em uma caixa de madeira (60cm x 60cm) com
paredes de altura de 40cm (Figura 4). Os experimentos foram filmados com
auxilio de uma camera de video (Microsoft®) localizada 2,0 metros acima do
campo aberto durante 5 minutos. Simultaneamente, foram registrados com
auxilio do software ANY-MAZE (versédo 4.5), a distancia total percorrida pelo
animal durante o teste. No intervalo entre cada animal o campo aberto foi limpo

com uma solucéao de alcool (70 %).
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Figura 4: Campo aberto

6. Histologia

Ao término dos testes realizou-se a verificacdo do local da injecdo. Os
animais foram anestesiados com Uretana (25%, 5 mL/Kg de peso) e sofreram
perfusdo 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 injecdo, em seccoes de 50 um 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 e WATSON, 1997.
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Experimento 1: Efeito do antagonista TRPV1 sobre as respostas de fuga

e de ansiedade induzidas pelo NMDA na SCPdI (n= 6-9 por grupo).

Grupos experimentais:

> Salina (0,2 L) + DMSO (0,2 uL)

» Capsazepina (1 nmol/0,2 pL) + Salina (0,2 pL)

» Capsazepina (10 nmol/0,2 pL) + Salina (0,2 uL)

» Capsazepina (30 nmol/0,2 pL) +Salina (0,2 pL)

> DMSO (0,2 uL) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

» Capsazepina (1 nmol/0,2 uL) + NMDA (1 nmol/0,2 puL)

» Capsazepina (10 nmol/0,2 pL) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

» Capsazepina (30 nmol/0,2 pL) + NMDA (1 nmol/0,2 pL)

Estereotaxia
SCPdI

7 dias
—

1¢ 10 min 28
e N e e
Injecao injecao
. . 3 dias ~
Histologia |<— Perfuséo

Caixa de

—— | observacéo

(2 min)

18 min

<«—— | LCE (5 min)

Figura 5: Representacao esquematica do protocolo experimental 1.
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Experimento 2: Efeito do antagonista TRPV1 na SCPdI no LTE (n= 6-8

por grupo).
Grupos experimentais:
» DMSO (0,2 L)
» Capsazepina (1 nmol/0,2 uL)
» Capsazepina (10 nmol/0,2 pL)
» Capsazepina (30 nmol/0,2 pL)

» Capsazepina (60 nmol/0,2 pL)

2 dias : x 1 dia )
Estereotaxia | — 5 | Manipulagdo : Pré-

SCPdI (3min) exposicao ao
Durante 3 dias braco aberto-

LTE (30 min)
l 1 dia

Histologia | 3 48[ o« Teste | L0MN| injecéo

LTE

Figura 6: Representacao esquematica do protocolo experimental 2.
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Experimento 3: Efeito do antagonista CB; na SCPdI no LTE (n=6-9 por grupo).

Grupos experimentais:
» Salina (0,2 L)
» AM251(1pmol/0,2 pL)
» AM251 (10 pmol/0,2 pL)

» AM251 (100 pmol/0,2 pL)

2 dias - x 1 dia .
Estereotaxia | — 5 | Manipulagao : Pré-

SCPdl (3min) exposicdo ao
Durante 3 dias braco aberto-

LTE (30 min)
l 1 dia

Histologia | S M8« 0 1< Teste | 10MN| |njecao

LTE

Figura 7: Representacao esquematica do protocolo experimental 3.
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Experimento 4: Efeito dos antagonistas CB; e TRPV1 na SCPd| no LTE (n=5-9

por grupo).
Grupos experimentais:
> Salina (0,2 pL) + DMSO (0,2 pL)
» Salina (0,2 pL) + Capsazepina (60 nmol/0,2 uL)
» AM251 (100 pmol/0,2 uL) + DMSO (0,2 pL)

» AM251( 100 pmol/0,2 pL) + Capsazepina (60 nmol/0,2 uL)

Estereotaxia 2_dias; Manipulagao | 1 912 | Pré-

SCPdI (3min) exposicao ao
Durante 3 dias braco aberto-

LTE (30 min)
l 1 dia

10 min .
Perfuséo | 4 Teste |« 2° 5. min 1°
LTE Injecao Injecéo

3 diasL

Histologia

Figura 8: Representacao esquematica do protocolo experimental 4.
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Experimento 5: Efeito dos antagonistas CB; e TRPV1 na SCPdI no campo

aberto (n= 3-4 por grupo).

Grupos experimentais:

> Salina (0,2 pL) + DMSO (0,2 uL)

» Salina (0,2 pL) + Capsazepina (60 nmol/0,2 uL)

> AM251 (100 pmol/0,2 pL) + DMSO (0,2 pL)

» AM251(100 pmol/0,2 pL) + Capsazepina (60 nmol/0,2 uL)

Estereotaxia
SCPdI

5 dias

1a
injecao

5 min

2a
injecao

10 min

Figura 9: Representacao esquematica do protocolo experimental 5.

Campo
aberto
(5 min)
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8. Anédlise estatistica

Os resultados referentes a avaliagdo da caixa comportamental foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de Mann-
Whitney, e o nivel de significaAncia estabelecido foi de p<0,05.

Os resultados do LCE foram analisados pela Andlise de Variancia
(ANOVA) seguida de teste de Duncan e o nivel de significAncia estabelecido foi
de p<0,05.

Para os resultados do LTE foram observados os tempos de laténcia para
saida dos bracos do labirinto analisados por analise de variancia, levando-se
em conta os fatores “tratamento” (veiculo ou drogas) e “sessédo” (ja que 3
exposi¢bes consecutivas foram realizadas). O poés-teste realizado foi de
Bonferroni e o nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.

Os resultados referentes a distancia total percorrida pelos animais no
campo aberto foram analisados através da analise de variancia de uma via
seguida do teste de Bonferroni e o nivel de significancia estabelecido foi de

p<0,05.
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Descrigdo dos Resullados

A)

B)

Figura 10: A) Fotografia de I[amina histolégica com secc¢do coronal representativa do sitio de
injecdo na SCPdI; técnica de coloragdo de Nissl. B) Localizacdo de sitios de injecdo em
diagramas modificados do Atlas de PAXINOS e WATSON (1997) mostrando os sitios de
injecdes atingidos (*) pelas microinjecdes na SCPdl.

46



Descrigdo dos Resullados

1. Efeito do pré-tratamento com a capsazepina nas respostas de fuga
induzidas pelo agonista de receptores NMDA intra-SCPdI.

A injecao intra-SCPdl do NMDA (1nmol/0,2 uL) produziu reacdes de fuga
gue ocorreram a partir do inicio da injecao. Esta reacdo caracteriza-se por um
aumento significativo no nimero de cruzamentos (Hs=24,23; p=0,001, Kruskal-
Wallis) e pulos ( Hg= 33,81; p<0,0001, Kruskal-Wallis) em relacdo ao grupo
controle (Figura 11 e 12, respectivamente). Tais reacdes de fuga nao foram
observadas quando o NMDA (1nmol/0,2 pL) foi injetado fora da SCPdI
[cruzamentos (t17= 2,624; p<0,05), Figura 13 e pulos (t;7= 2,833; p<0,05),
Figura 14)].

O pré-tratamento com capsazepina na dose de 1nmol/0,2 uL reduziu
significativamente as reacfes de fuga induzidas pelo NMDA na SCPdl,
cruzamentos (p<0,05, Mann — Whitney; Figura 11) e pulos (p<0,01, Mann —
Whitney; Figura 12). As doses de 10 e 30 nmol ndo atenuaram
significativamente as respostas de fuga promovidas pela injecdo de NMDA
(Figura 1l e 12).

Apés serem submetidos a caixa de observacdo, os animais foram
expostos ao LCE. A Tabela 1 mostra os parametros avaliados no LCE em
animais que receberam o pré-tratamento com capsazepina (1, 10 e 30 nmol/0,2
ML) seguido da injecdo de NMDA (1 nmol/0,2 uL) intra-SCPdl e seus
respectivos controles (DMSO ou salina). Pode-se observar que os tratamentos
nao promoveram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos no
que refere a porcentagem de tempo [F7,58) = 1,006; ns] e de frequéncia [F(7sg) =
0,5404; ns] nos bracos abertos e no numero de entradas nos bracos fechados

[Fzs8 = 1,701; ns].
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20+

60- _*_ *
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T 40-
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©
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1% inj. DMSO CPZ1 CPZ10 CPZ30 DMSO CPZ1 CPZ10 CPZ30
2% inj. Salina NMDA

Figura 11: Efeito da Capsazepina (1, 10 e 30 nmol/0,2 uL) na reagédo de fuga promovida pela
injecdo de NMDA (1 nmol/0,2 yL) na SCPdI de ratos observados na caixa durante dois minutos
a partir do inicio das injecdes. As colunas representam mediana = I.R do numero de
cruzamentos (*p<0,001 em relacdo ao grupo controle; “p<0,05 em relacdo ao grupo
DMSO+NMDA; Kruskall-Wallis seguido de Mann-Whitney) (n=6-9).

45-
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15+
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0
12 inj. DMSO CPZ1 CPZ10 CPZ30 DMSO CPZ1 CPZ10 CPZ 30
2% inj. Salina NMDA

Figura 12: Efeito da Capsazepina (1, 10 e 30 nmol/0,2 yL) na reacéo de fuga promovida pela
injecdo de NMDA (1 nmol/0,2 pyL) na SCPdI de ratos observados na caixa durante dois minutos
a partir do inicio das inje¢es. As colunas reé)resentam mediana + |.R do nimero de pulos
(*p<0,0001 em relagdo ao grupo controle; "p<0,01 em relacdo ao grupo DMSO+NMDA,;
Kruskal-Wallis seguido de Mann — Whitney) (n=6-9).
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r=x Fora SCPdI
504 %42 Intra SCPdI

*

30+

20-

Cruzamentos

104

o

1% inj. DMSO DMSO
2% inj. NMDA

Figura 13: Efeito do NMDA (1 nmol/0,2 yL) intra SCPdI e fora da SCPdI de ratos observado na
caixa durante dois minutos a partir do inicio das injecdes. As colunas representam a média dos
cruzamentos e a barra vertical, o erro padrdo da média. (*p<0,05 em relacdo ao grupo
DMSO+NMDA fora da SCPdI; Student teste) (n=8-11).

30+ rrs Fora SCPdI
&% Intra SCPdI
*
20+
)
o
a
10+ 3
o
%
-l Ty E
1% inj DMSO
2% in;. NMDA

Figura 14: Efeito do NMDA (1 nmol/0,2 yL) intra SCPdI e fora da SCPdI de ratos observado na
caixa durante dois minutos a partir do inicio das inje¢des. As colunas representam a média dos
pulos e a barra vertical, o erro padrao da média. (*p<0,05 em relacdo ao grupo DMSO+NMDA
fora da SCPdI; Student teste) (n=8-11).
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Tabela 1: Efeito da capsazepina (1, 10 e 30 nmol/0.2 pyL) e do NMDA (1 nmol/0.2 pL) intra-SCPdI no

LCE.
DMSO CAPZ1 CAPZ10 CAPZ30 DMSO CAPZ1 CAPZ10 CAPZ30
+SAL  +SAL +SAL +SAL  +NMDA +NMDA +NMDA  +NMDA

PERTE 23.4647 19.7967 16.2871  25.712  31.008 16.8971 21.9457  5.74667
(+EPM) (#4.75) (#5.43)  (£6.77) (+4.68)  (+10.66) (+4.73)  (+8.88) (1.87)
PERFA 30.2314 30.6667 20.5314  38.050  33.075 33.9057 33.5814  23.4200
+EPM  (+4.70) (+4.54) (£5.89)  (+6.60) (£8.94) (#8.42) (£8.66)  (+8.62)
NO
FECHAD 10.2857 9.2222  10.7143  7.1667  14.800 7.85714 6.57143  11.6667
+EPM  (+1.83) (#0.95)  (+2.68) (£1.90)  (¥2.46) (+1.18)  (+1.61) (+2.86)

PERTE: Porcentagem de tempo no braco aberto; PERFA: Porcentagem de frequiéncia no brago
aberto; N° FECHADO: Numero de entradas no brago fechado; EPM: Erro padrdo da média.
(p<0,05 para o fator tratamento; ANOVA seguida de teste de Duncan) (n=6-9).
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2. Efeito do tratamento com a capsazepina intra-SCPdI no LTE.

A Figura 15 refere-se aos resultados obtidos a partir da avaliagdo do
efeito de diferentes concentracbes da capsazepina no LTE. A analise de
variancia de duas vias revelou relacdes significativas entre os trés testes da
esquiva inibitoria (LB, E1 e E2) para todos os grupos [Fzes = 46,45; p<0,05],
indicando o aprendizado da esquiva inibitéria. Ndo houve efeito do fator
tratamento [F34) = 1,814; ns] e nem interagdo entre o fator tratamento versus
fator teste [Fg 34y = 0,58; ns]. O teste de Bonferroni néo detectou uma diferenca
significativa, p>0,05.

A Figura 16 mostra as laténcias para a tarefa de fuga realizada 30
segundos apés a E2. A analise de variancia de duas vias revelou que o fator
tratamento altera significativamente o resultado [Fa33 = 1,164; p<0,05], e o
pos-teste de Bonferroni revelou diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os grupos tratados com capsazepina na dose de 60 nmol/0,2 uL
e 0 grupo controle, no terceiro trial. Dessa forma, a capsazepina nessa dose
promoveu um comportamento tipo panicolitico evidenciado pelo aumento da
laténcia em atingir o centro do labirinto, quando o animal foi colocado na
extremidade do braco aberto que havia sido pré-exposto no dia anterior (tal

pré-exposicdo elimina o componente exploratorio inato de cada animal).
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ESQUIVA
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Figura 15: Efeito da Capsazepina (1, 10, 30 e 60 nmol/0,2 pL) intra-SCPdI na esquiva inibitéria.
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. As colunas representam a média das laténcias e a barra vertical, o
erro padrdo da média. (p<0,05 para o fator tratamento; ANOVA seguida de teste de Bonferroni)
(n=6-9).
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Figura 16: Efeito da Capsazepina (1, 10, 30 e 60 nmol/0,2 yL) intra-SCPdI na fuga. 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. (*p<0,05 em relagéo
ao grupo controle; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=6-9).
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3. Efeito do tratamento com o AM251 intra-SCPdI no LTE.

De modo a verificar se os efeitos obtidos com a capsazepina séo
revertidos pela administracdo de um antagonista de receptor canabindide CB;,
realizou-se inicialmente uma curva dose-resposta do AM251 no LTE para
determinar a dose que seria utilizada no proximo experimento.

A andlise de variancia de duas vias revelou relacdes significativas entre
os trés testes da esquiva inibitoria (LB, E1 e E2) para todos os grupos [F s
=43,26; p<0,05], indicando o aprendizado da esquiva inibitéria. Nao houve
efeito do fator tratamento [F27 = 1,145; ns], e nem interagdo teste versus
tratamento [Fe27 = 0,90; ns] e a analise de Bonferroni também né&o revelou
relacGes estatisticamente significativas (p>0,05) entre os tratamentos e 0 grupo
controle, Figura 17.

Ja os valores obtidos para as laténcias de fuga estdo representados na
Figura 18. As andlises ndo revelaram nenhuma relacdo estatisticamente
significativa. Fator teste [F 54 = 0,45; ns], fator tratamento: [F27) = 0,85; ns] e

interagdo tratamento versus teste [F27) = 1,02; ns].
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ESQUIVA
200-
= Salina
E3 AM251 1,0 pmol
150+ = ]

B AM251 10,0 pmol
O AM251 100,0 pmol
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3
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Figura 17: Efeito do AM251 (1, 10 e 100 pmol/0,2 L) intra-SCPdl na esquiva inibitéria. 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. As colunas representam a média das laténcias e a barra vertical, o
erro padrdo da média. (p<0,05 para o fator tratamento; ANOVA seguida de teste de Bonferroni)
(n=6-9).
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Figura 18: Efeito do AM251 (1, 10 e 100 pmol/0,2 pL) intra-SCPdI na fuga. 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. (p<0,05 para o fator
tratamento; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=6-9).
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4. Efeito do pré-tratamento com AM251 na resposta tipo panicolitica
induzida pela capsazepina intra-SCPd| no LTE.

A Figura 19 mostra os resultados obtidos do pré-tratamento com AM251
(100 pmol/0,2 uL) sobre o efeito obtido com a capsazepina (60 nmol/0,2 uL) no
LTE. A analise de variancia de duas vias revelou relacbes estatisticamente
significativas entre os trés testes da esquiva inibitéria (LB, E1 e E2) para todos
0S grupos [Fpa4s = 56,10; p<0,05], indicando o aprendizado da esquiva
inibitéria. Ndo houve efeito do fator tratamento [F(z24 =2,20; ns], mas, foi
observado efeito na interacdo entre o fator tratamento versus fator teste [F 24)
= 3,58; p<0,05]. O teste de Bonferroni detectou uma diferenca significativa na
LB entre SAL+DMSO versus AM251+CAPZ (p<0,05); AM251+DMSO versus
AM251+CAPZ (p<0,05) e entre SAL+CAPZ versus AM251+CAPZ (p<0,05).

A Figura 20 mostra as laténcias para a tarefa de fuga realizada 30
segundos apés a E2. A andlise de variancia de duas vias revelou que o fator
tratamento altera significativamente o desempenho [F 25 = 4;01; p<0,05], e o
teste de Bonferroni demonstrou relagdes estatisticamente significativas entre o
grupo SAL+CAPZ no segundo (p<0,05) e terceiro trial (p<0,05) em comparacéo
ao grupo controle e diferenca estatistica entre os grupos AM251+DMSO versus
SAL+CAPZ (no terceiro trial; p<0,05) e SAL+CAPZ versus AM251+CAPZ (no

segundo e terceiro trial; p<0,05).

55



Descrigdo dos Resullados

ESQUIVA
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Figura 19: Efeito do pré-tratamento com AM251 (100 pmol/0,2 uL) e do tratamento com
capsazepina intra-SCPdI (60 nmol/0,2 uL) na esquiva inibitéria. 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. As
colunas representam a média das laténcias e a barra vertical, o erro padrdo da média. (*p<0,05
em relacdo ao grupo controle; ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=5-9).
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Figura 20: Efeito do pré-tratamento com AM251 (100 pmol/0,2 uL) na resposta tipo panicolitica
induzida pela capsazepina intra-SCPdI (60 nmol/0,2 uL) na fuga. 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. (*p<0,05 em relacdo ao grupo
controle; “p<0,05 em relacdo ao grupo SAL+CAPZ; ANOVA seguida de teste de Bonferroni)
(n=5-9).

56



Descrigdo dos Resullados

5. Efeito do tratamento com AM251 e capsazepina intra-SCPdI no
campo aberto.

A fim de descartar a possibilidade de que os efeitos observados no LTE
eram decorrentes de alteracdo da atividade exploratdria, os animais foram
submetidos ao teste do campo aberto onde se quantificou a distancia
percorrida pelos animais. Os valores encontrados indicam que os efeitos
observados no LTE n&o foram decorrentes de alteracdo da atividade
exploratéria dos animais, uma vez que ndo houve diferengas significativas
entre os grupos (F@Ee = 0,2156; ns. ANOVA, seguida do teste de Bonferroni;

Figura 21).
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Figura 21: Efeito do AM251 (100 pmol/0,2 uL) e da capsazepina (60 nmol/0,2 uL) na atividade
locomotora utilizando o campo aberto. As colunas representam as médias das distancias
percorridas e as barras verticais, o erro padrdo da média (p<0,05; ANOVA seguida de teste de
Bonferroni) (n=3-4).
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Discussdo

Corroborando resultados obtidos anteriormente (AGUIAR et al, 2006;
BANDLER; KEAY, 1996; CARRIVE, 1993; BITTENCOURT et al, 2004;
FERREIRA-NETTO et al, 2005), a inje¢cdo intra-SCPdl do agonista de
receptores NMDA promoveu reacdes de fuga caracterizadas pelo aumento do
namero de cruzamentos e pulos. Tais parametros sao propostos como reflexo
de comportamento tipo panico em ratos (VARGAS; SCHENBERG, 2001).

Reacdes de fuga também sdo observadas apdés a injecao intra-SCPdI de
glutamato ou de agonista metabotrépico do grupol (KRIEGER; GRAEFF, 1985;
MOLCHANOV; GUIMARAES, 1999), reforcando o papel facilitador do
glutamato nas reacdes defensivas mediadas por esta regido. Adicionalmente, o
bloqueio dos receptores NMDA do glutamato produziu efeito inibitério sobre as
reacoes de defesa em outros modelos animais como o LCE, o teste de lamber
punido de Vogel e exposicdo ao predador (GUIMARAES et al, 1991;
MOLCHANOV; GUIMARAES, 2002; AGUIAR; GUIMARAES, 2009).

Os animais expostos ao LCE apods a injecdo de NMDA nao
apresentaram alteragcdes comportamentais nos parametros avaliados. Esses
dados corroboram com trabalhos prévios de nosso grupo os quais também nao
foi detectado diferencas na atividade exploratéria dos animais submetidos a
arena apos a fuga induzida pelo NMDA nessa regido (AGUIAR et al, 2006).
Efeitos ansiogénicos foram descritos apos a injecdo de NMDA intra-SCPdI em
animais expostos ao LCE ou ao LTE, mas com doses que nao sao capazes de
promover respostas de fuga nos animais (CAROBREZ et al, 2001;
BERTOGLIO; ZANGROSSI et al, 2006).

Além do glutamato, outro neurotransmissor que possivelmente esta

envolvido nas reacfes de defesa, é a anandamida, que atua sobre receptores
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vanildides e canabindides (VAN DER STELT; DI MARZO, 2004; STAROWICZ
et al, 2007a; SMART et al, 2000). A AEA, atuando no receptor TRPV1, em
contraste com sua acao via receptor CB;, promove o0 aumento do influxo de
Ca®" em sitios poOs-sinapticos com consequente aumento da liberacdo de
neurotransmissores, como o glutamato (VAN DER STELT et al, 2005; FREUND
et al, 2003). Assim, a AEA pode desempenhar um papel facilitatério ou inibitério
na modulacdo dos comportamentos defensivos, via TRPV1 ou CB;
respectivamente.

Trabalhos anteriores sugerem que compostos vanildides atuando sobre
receptores TRPV1 podem regular a liberagédo do glutamato em diversas regioes
do SNC (TOHDA; SASAKI, 2001; DOYLE et al, 2002; JENNINGS et al, 2003;
MARINELLI et al, 2002; LI et al, 2004). Em um estudo eletrofisiolégico, XING e
LI (2007) ao incubarem fatias da SCPdl com a capsaicina, observaram o
aumento da frequéncia da corrente pos-sinaptica excitatéria minima sendo este
efeito bloqueado por antagonista TRPV1, sugerindo o papel facilitatorio de
receptores TRPV1 na transmissdo glutamatérgica. Adicionalmente, n&o
observou-se excitacdo pos-sinaptica induzida pela capsaicina em fatias de
estriado de animais nocautes para o receptor TRPV1, sustentando a hipotese
gue a ativacdo de TRPV1 promove a liberacdo de glutamato (MUSELLA et al,
2009). Finalmente, o bloqueio dos rNMDA promove efeitos ansioliticos
similares aos efeitos promovidos pelos antagonistas TRPV1 em diversos
modelos animais de ansiedade (AGUIAR; GUIMARAES, 2011; MOLCHANOV:;
GUIMARAES 2002; RESSTEL et al, 2008).

No modelo animal de péanico induzido pelo NMDA intra-SCPdI, a

capsazepina (1nmol/0,2 pL), um antagonista de receptores TRPV1, atenuou as
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reacoes de fuga observadas durante a injecdo e que caracterizam um ataque
de péanico. Assim, sugere-se que ao antagonizar os receptores TRPV1 ocorre
uma diminuicdo da neurotransmissdo glutamatérgica, como foi observado por
XING e LI (2007). Dessa forma, pode-se inferir que a ativacdo de receptores
TRPV1, favorece a transmissdo sinaptica glutamatérgica na SCPdl e
consequentemente facilita a resposta a um estimulo aversivo. Nesse sentido,
dados recente do nosso grupo mostram que ratos expostos ao predador
tiveram um aumento significativo de neurdnios ativados e positivos para TRPV1
em todas as colunas da SCP, sendo este efeito mais pronunciado na SCPdI

(AGUIAR; ALMEIDA-SANTOS; GUIMARAES, dados néo publicados).

Assim, sugere-se que a sinalizacdo dos receptores TRPV1 desempenha
um papel importante na modulacdo de respostas relacionadas ao péanico
tonicamente. Nossos resultados com o LTE corroboram essa hipotese uma vez
gue a capsazepina foi capaz de promover efeito do tipo panicolitico nesse
modelo, sem alterar a resposta de esquiva. Esse efeito € semelhante ao efeito
promovido por drogas que sao utilizadas na clinica para o tratamento do
transtorno de panico, como a imipramina e a D-fenfluramina, que aumentam a
laténcia na tarefa de fuga do LTE (SOLYOM, 1994 apud GRAEFF, 1998).
Assim, de maneira similar ao modelo de estimulacdo aversiva nha SCPdI, o LTE
associa a resposta de escape ou fuga ao panico (GRAEFF et al, 1998). Por ser
motivada por estimulos ambientais de medo espécie-especificos, como a
exposicao a espacos abertos e elevados, a resposta de fuga avaliada no LTE
pode ser considerada como de maior relevancia etologica, quando comparada

aquela gerada pela estimulacdo da SCPdI, jA o comportamento da esquiva
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inibitéria esta associado ao transtorno de ansiedade generalizada (ZANOVELI,
2005; GRAEFF et al, 1998).

ApoOs a primeira tarefa da esquiva inibitoria, observou-se a mudanga do
comportamento do animal em relacdo ao contexto, refletida no aumento
progressivo da laténcia, supostamente devido ao aprendizado do local aversivo
(bracos abertos). Diferentemente dos resultados obtidos por TERZIAN et al
(2009) em que a capsazepina intra-SCPdl promoveu efeito tipo ansiolitico no
LCE e no teste de lamber punido de Vogel, em nosso trabalho a capsazepina
intra-SCPdl n&o exerceu nenhum efeito relativo ao comportamento tipo
ansiolitico na esquiva inibitéria do LTE, quando comparada ao grupo controle.
A diferenca desses resultados pode ser atribuida ao fato de que os animais
executam tarefas distintas nesses aparelhos, ja que constituem modelos
animais diferentes.

Com a finalidade de investigar por qual mecanismo a capsazepina
produz o efeito tipo panicolitico e baseando em estudos que mostram que 0s
sistemas endovanildide e endocanabinoide compartilham de um mesmo ligante
endodgeno, foi avaliado se os efeitos promovidos pelo bloqueio dos receptores
TRPV1 sdo dependentes da sinalizacdo de receptores CB;.

O antagonista CB; intra-SCPdI ndo exerceu nenhum efeito nas tarefas
de esquiva inibitéria e de escape nos animais submetidos ao LTE. Esses
resultados corroboram com o trabalho de MOREIRA et al (2007), que né&o
observaram efeitos decorrentes do bloqueio desses receptores em animais
expostos ao LCE. A auséncia de efeito de antagonistas CB; também nesse
modelo sugere que o sistema endocanabindide exerce uma funcéo inibitoria

nas respostas defensivas em situagdes mais aversivas e mais estressantes,

63



Discussdo

como por exemplo, o teste de condicionamento contextual onde o bloqueio
desses receptores no CPF medial foi capaz de aumentar a resposta de medo
contextual quando um baixo estimulo elétrico foi empregado como estimulo
aversivo (LISBOA et al, 2010).

Corroborando a nossa hipotese inicial, o pré-tratamento com antagonista
CB; intra-SCPdI reverteu o efeito tipo panicolitico promovido pela capsazepina,
sugerindo que os efeitos promovidos pelo blogueio dos receptores TRPV1 sdo
dependentes da ativacdo de receptores CB;, possivelmente por aumentar a
acao da AEA nesses receptores.

De maneira semelhante, CASAROTTO et al (2011) demonstraram
efeitos opostos mediados CB; e TRPV1 na SCPd no modelo de panico
induzido por estimulacdo elétrica dessa regido. O ACEA, agonista de
receptores CB;, promoveu o aumento do limiar da corrente elétrica para se
produzir o comportamento de fuga, e o0 mesmo efeito foi observado com a
administracdo de diferentes antagonistas para receptores TRPV1, sendo este
tltimo revertido quando os animais receberam o pré-tratamento com
antagonista CB;.

Dados obtidos por KAWAHARA et al (2011) sustentam essa
possibilidade, uma vez que os autores observaram que a anandamida pode
facilitar ou inibir a transmissdo sinaptica excitatéria através da ativacdo de
TRPV1 ou CB,, respectivamente, na presenca do inibidor da FAAH (enzima
responsavel pela hidrélise da AEA) em fatias da SCP. Em outro trabalho
realizado por CASSANO et al (2011) camundongos nocautes para FAAH
apresentaram comportamento ansiolitico possivelmente devido a maior

ativacdo de CB; pela anandamida, no entanto, quando CB; foi antagonizado,
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observou-se uma mudanca nesse comportamento, provavelmente pela ligacao
da AEA a TRPV1.

Em conjunto esses dados, sustentam a hipétese de que os receptores
CB; e TRPV1 modulam os estados relacionados ao medo e ansiedade de
maneira opostas e, possivelmente sdo simultaneamente ativados na SCPd
durante um evento aversivo (para revisao ver MOREIRA et al, 2011). Dados
histolégicos mostram que os receptores CB; e TRPV1 estdo co-expressos em
diversas regides que controlam o comportamento defensivo reforcando essa
possibilidade (CRISTINO et al 2006; MAIONE et al, 2006; MICALE et al, 2009;

CASAROTTO et al, 2011).

Em conclusdo, o antagonismo de receptores TRPV1 intra-SCPdI,
promoveu efeitos anti-aversivos em dois modelos animais de panico, a
estimulacdo quimica da SCPd| e a tarefa de escape do LTE. Assim nossos
resultados sustentam a hipdtese de que os receptores TRPV1 modulam as
respostas defensivas mediadas pela SCPdl, possivelmente facilitando-as
através do aumento da sinalizacdo glutamatérgica. Além disso, o bloqueio de
TRPV1 nessa regido permite que a anandamida atue somente sobre

receptores CB; e bloqueie as respostas a estimulos aversivos.
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