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Resumo:

A ansiedade € uma emoc¢do adaptativa, associada a comportamentos
defensivos. Ela pode, porém, se manifestar de forma excessiva, caracterizando
transtornos psiquiatricos, dos quais existem distintos tipos, sendo o transtorno
do panico e o transtorno da ansiedade generalizada os alvos deste trabalho.
Estudos com animais experimentais tém sido importantes para melhor
caracterizar e elucidar a neurobiologia e a farmacologia desses transtornos, dai
a importancia de modelos animais que permitam analisar comportamentos
correlatos para cada um deles. Nesse contexto foi desenvolvido o labirinto em
T elevado (LTE). Esse modelo avalia duas tarefas distintas em um mesmo
animal: a esquiva inibitoria, correlata ao transtorno da ansiedade generalizada,
e a tarefa de escape, relacionada ao transtorno do pénico. Diversos
neurotransmissores podem modular tais comportamentos, dentre eles o
sistema endocanabinoide. Estudos prévios demonstraram que tanto agonistas
guanto antagonistas dos receptores canabinoides podem apresentar respostas
complexas nos modelos classicos de ansiedade. Com base nessas evidéncias,
a proposta desse trabalho foi testar a hipétese de que drogas que facilitam as
acOes do sistema endocanabinoide promoveriam efeitos ansioliticos e anti-
panico no LTE. O tratamento com o agonista canabinoide WIN 55-212 (1,0
mg/Kg) diminuiu a laténcia de saida do braco fechado na tarefa de esquiva
inibitéria, caracterizando efeito tipo ansiolitico da droga. Esse efeito foi revertido
pelo pré-tratamento com antagonista dos receptores CB1 AM 251 (1,0 mg/Kg).
Na dose maior (3,0 mg/Kg) esse antagonista promoveu, ainda, efeito
ansiogénico, o que nado foi observado com o Rimonabanto (3,0 mg/Kg), um
outro antagonista. Nenhuma dessas drogas alterou a tarefa de escape. O
inibidor da hidrélise da anandamida, URB 597 (0,3/1,0 mg/Kg), diminuiu a
laténcia para a saida do brago fechado e aumentou a laténcia do braco aberto
evidenciado efeito ansiolitico e panicolitico, respectivamente. Juntos, esses
resultados sugerem que drogas que atuam sobre o sistema canabinoide

apresentam distintos efeitos sobre os comportamentos avaliados no LTE.
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Abstract
Anxiety is an adapting emotion related to defensive responses. It may, however,
occur excessively, characterizing psychiatric disorders, such as panic and
generalized anxiety disorders, which are the focus of this work. Studies with
experimental animals have been important to better characterize and elucidate
their neurobiology and pharmacology. Hence, the importance of animal models
to evaluate each specific disorder. In this context the elevated T maze (LTE)
has been developed to evaluate two distinct tasks in the same animal: inhibitory
avoidance, related to generalized anxiety disorder, and the escape response,
predictive of panic disorder. Several neurotransmitters may modulate such
behaviors, including the endocannabinoid system. Previous studies have
demonstrated that both agonists and antagonists of cannabinoid receptors can
yield complex responses in standard models of anxiety. Based on this evidence,
the purpose of this study was to test the hypothesis that drugs that facilitate the
endocannabinoid system would induce anxiolytic and anti-panic effects in the
LTE. Treatment with the cannabinoid agonist WIN 55-212 (1,0 mg/Kg)
decreased the latency to leave the enclosed arm in the inhibitory avoidance
task, characterizing an anxiolytic-like effect, which could be prevented by
pretreatment with the CB1 receptor antagonist AM 251 (1,0mg/Kg). At the
higher dose (3,0 mg/Kg) this antagonist also promoted anxiogenic-like effect,
however a similar behavior was not observed with rimonabant (3.0 mg/Kg),
another antagonist. None of these drugs changed escape task. The inhibitor of
anandamide hydrolysis, URB597 (0,3 and 1,0 mg/kg) reduced the latency to the
leave the enclosed arm, and increased the latency to get out of open arm,
typical of anxiolytic and panicolytic effects, respectively. Together, these results
suggest that drugs that act on the cannabinoid system have different effects in

the behaviors assessed in LTE.
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Ansiedade:

A ansiedade pode ser definida como um estado subjetivo de apreensédo
ou tenséo, cuja manifestacdo plena pode envolver alteragdes comportamentais
e fisiolégicas, tais como taquicardia, sudorese, tensdo muscular, irritabilidade
inquietacédo e perturbacédo do sono (Brandéo, 2001; Graeff, 1999). Constitui-se
como uma emocao presente no cotidiano, mas que pode se tornar uma
condicao patoldgica. No que tange a ansiedade como emocao normal, ela pode
favorecer o desempenho do individuo em suas atividades diarias. No entanto,
assume um carater patoldégico quando comeca a comprometer e, até mesmo,
incapacitar, a execucao de atividades psiquicas e ou motoras (Brand&o, 2001;
Graeff, 1999).

Ainda mais complexo que distinguir a ansiedade como sendo ou nhdo um
guadro patoldgico, é diferenciar, dentro desse ultimo, qual o tipo de transtorno
de ansiedade que acomete determinado paciente. Visando classificar e
categorizar estados de ansiedade prejudiciais a um individuo, alguns critérios
operacionais foram adotados pela Associacdo Psiquiatrica Americana, através
da criacdo dos Manuais de Diagnostico e Estatistica dos Disturbios Mentais
(DSM, em inglés Diagnostic Statistical Manual of Mental Disorders), na
tentativa de discriminar os disturbios ou transtornos de ansiedade chamados de
primarios.

Segundo a classificacdo mais recente dos transtornos mentais publicada
na quarta edicdo do DSM (DSM-1V, 1994), os transtornos de ansiedade podem
ser agrupados nas seguintes categorias: estresse pos-traumatico, transtorno do

panico, transtorno obsessivo compulsivo, fobias e ansiedade generalizada.
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Tendo em vista que o transtorno da ansiedade generalizada e o
transtorno do panico configuram-se como 0s principais objetos do presente
estudo, sera feita uma abordagem um pouco mais detalhada desses quadros.

Freud (1895) ja sugeria em seus estudos, que poderia haver uma
distincdo entre comportamentos relacionados a ansiedade (Viana, 2010).
Entretanto, somente no final dos anos 1970, com a publicacdo dos Critérios
Diagnésticos para a Pesquisa (RDC, em inglés Research Diagnostic Criteria)
por Spitzer e colaboradores (1978), surgiu a primeira distingdo entre dois tipos
de transtornos de ansiedade, o transtorno do péanico e o transtorno de
ansiedade generalizada (Spitzer et al., 1978).

Esta divisdo ocorreu principalmente a partir dos estudos do professor
Donald Klein. Esses trabalhos demonstraram que pacientes, posteriormente
diagnosticados com o transtorno do panico, se mostravam resistentes ao
tratamento com drogas da classe dos benzodiazepinicos, entretanto
melhoravam quando tratados com antidepressivos triciclicos, a exemplo da
imipramina (Klein, 1964; Klein and Fink, 1962). Foram observadas também
melhorias no quadro clinico com a utilizacdo dos antidepressivos que atuam
inibindo a monoaminoxidase (Kelly et al., 1970; Sargant, 1962). De modo
distinto, o transtorno da ansiedade generalizada respondia bem ao tratamento
com benzodiazepinicos, mas ndo aos antidepressivos. ApOsS essas
constatacdes, a terceira edicdo do DSM, publicado pela Associacéo
Psiquiatrica Americana em 1980 (DSM-Ill, 1980) também adotou a distincédo
entre transtorno do panico e transtorno de ansiedade generalizada.

E importante ressaltar que estudos clinicos posteriores ndo sustentaram

a ineficacia farmacologica dos benzodiazepinicos no tratamento do transtorno
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do panico bem como dos antidepressivos na ansiedade generalizada. Esses
estudos demonstraram que certos benzodiazepinicos mais potentes como o
alprazolam sao eficazes no transtorno do péanico, embora em doses mais
elevadas do que as utilizadas no tratamento do transtorno de ansiedade
generalizada, e que os antidepressivos, depois de semanas de administracao
continua, sdo tdo eficazes quanto os benzodiazepinicos no tratamento do
transtorno de ansiedade generalizada (Charney and Woods, 1989; Charney et
al., 1986; Rickels and Rynn, 2002).

Do ponto de vista da sintomatologia clinica, a DSM IV, classifica o
transtorno da ansiedade generalizada como um estado de excessiva ansiedade
ou apreensao com duracdo de mais de seis meses. Ja o transtorno do panico
tem como principal caracteristica a presenca de ataques de panico recorrentes
e inesperados seguidos por pelo menos um més de preocupacao persistente
sobre a possibilidade de desenvolver um novo ataque, ou uma alteracao
comportamental significativa relacionada a ele (DSM-1V, 1994)

Os transtornos de ansiedade configuram-se como o0s transtornos
psiquiatricos que mais requerem auxilios de profissionais de saude(Katzman,
2009). Deste modo, a alta prevaléncia desses transtornos torna esse grupo de
patologias um problema de saude publica, gerando custos sociais bastante
elevados, o que torna importante estudos que visem uma melhor elucidacéo

dos mesmos.

Ansiedade experimental: neurobiologia e farmacologia

Muitos esforcos tém sido empregados na tentativa de elucidar os

componentes neurobiolégicos envolvidos nos transtornos da ansiedade. Boa
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parte destes estudos emprega o uso da experimentacdo animal (Graeff and
Zangrossi, 2002; Guimaraes et al., 2008).

A utilizagdo dos estudos com animais para melhor compreensdo desses
transtornos estad vinculada a correlacdo das emocg¢des humanas com as
respostas emitidas pelos animais, a qual tem sido feita com base na proposta
evolutiva de Charles Darwin. Segundo ele, tendo 0s animais como seus
ancestrais, o homem compartilharia com eles as mesmas emocdes basicas.
Sob esta perspectiva evolutiva, os transtornos de ansiedade teriam suas raizes
nas reacfes de defesa dos animais, expressas frente a situacdes ou estimulos
gue representem ameaca ou perigo (Blanchard and Blanchard, 1990; Graeff,
1999).

Estudos conduzidos no laboratério de Robert e Caroline Blanchard
demonstraram que, dependendo do tipo de ameaca ou situacdo de perigo ao
gual o animal é exposto, as respostas por ele emitidas também sao distintas.
Baseado em observacbes do comportamento defensivo, o casal Blanchard,
classificou as respostas de defesa desempenhadas pelos animais de acordo
com o nivel de ameaca ao qual eles estdo submetidos(Blanchard and
Blanchard, 1988; Blanchard and Blanchard, 1990).

Nesse contexto, o primeiro nivel de defesa ocorre quando a presenca do
predador é incerta, como por exemplo, quando se explora um ambiente no
gual, outrora, a presenca do predador ja tenha sido detectada, ou quando se
estd em contato com estimulos associados ao predador como o cheiro do
mesmo. Nesse caso o comportamento de defesa apresentado € uma avaliacéo

cautelosa do local, e uma resposta de esquiva (Blanchard and Blanchard,

1988; Blanchard et al., 2001).
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No segundo e no terceiro niveis de defesa, o perigo é real. No segundo
nivel, entretanto, esse perigo estd a certa distancia. Nesse caso 0
comportamento emitido pelo animal € o da fuga, caso exista uma rota de saida.
Todavia, se essa fuga nao for possivel, o animal exibe o comportamento de
congelamento. No terceiro e Gltimo nivel, caracterizado pela presencga proximal
do predador, os comportamentos observados sdo a ameaca defensiva
(vocalizagbes), o ataque defensivo (saltos e mordidas), além da tentativa de
fuga (Blanchard and Blanchard, 1988; Blanchard et al., 2001).

Além dessas inter-relacbes presa-predador, respostas comportamentais
de defesa também podem ocorrer mediante fatores ambientais aversivos como
a iluminacédo, altura, exposicdo a lugares ou objetos novos (Carobrez and
Bertoglio, 2005).

A avaliacdo experimental dessas distintas reacfes de defesa tem sido
importante na caracterizacdo dos substratos neurais, bem como da atividade
de farmacos que interferem nestas reacfes e, consequentemente, dos

transtornos de ansiedade preditivos aos mesmos.

Modelos animais de ansiedade:

A utilizacdo de modelos animais tem sido importante para melhor
caracterizar e elucidar a neurobiologia e a farmacologia dos transtornos de
ansiedade (Graeff and Zangrossi, 2002)

Os primeiros modelos animais utilizados no estudo da ansiedade foram
desenvolvidos com base nos paradigmas oriundos da psicologia experimental
formulados nas décadas de 60 e 70. Eles se baseavam no estudo da

ansiedade normal ou patolégica, uma vez que ndo havia, ainda, as
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classificacdbes modernas que distinguem os tipos de ansiedade (Graeff and
Zangrossi, 2002; Guimaraes et al., 2008; Pinheiro et al., 2007).

De modo geral, esses modelos de ansiedade classicos recorrem ao
condicionamento Pavloviano bem como ao condicionamento operante
(McNaughton and Gray, 2000). Assim, no primeiro caso, avalia-se a inibigao de
uma resposta gerada por um estimulo condicionado. Este condicionamento é
obtido com o pareamento de um estimulo aversivo, como um choque elétrico
nas patas, a um estimulo outrora neutro, por exemplo, um tom acustico. J& no
segundo tipo de condicionamento, estuda-se a supressdo de uma resposta
comportamental instrumental, como pressionamento de uma barra, sendo essa
supressdo desencadeada por uma puni¢cédo, por exemplo, um choque (Graeff
and Zangrossi, 2002; Pinheiro et al., 2007).

Embora sejam extensamente utilizados nos ensaios de validacdo de
novos agentes ansioliticos, bem como nos estudos desempenhados no sentido
de melhor compreender os mecanismos de acdo dos mesmos, 0s modelos de
punicdo passaram a ser bastante criticados. O foco dessas criticas se
concentra no carater artificial dos modelos, uma vez que se trata de condi¢cdes
gue ndo sdo encontradas no ambiente em que o animal vive, bem como no fato
de a metodologia empregada ser passivel de sofrer a acdo de interferentes, os
guais ndo caracterizam diretamente fenbmenos comportamentais relacionados
a ansiedade. Um exemplo é o caso de a droga estudada apresentar efeito
analgésico, o que pode fazer com que o animal execute mais vezes a tarefa
punida, jA que ele pode apresentar uma resposta diferenciada a punicao

(Carobrez and Bertoglio, 2005; Graeff and Zangrossi, 2002).
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A fim de contornar esses problemas, modelos animais mais etolégicos
vém sendo desenvolvidos para o estudo da ansiedade. Tais modelos se
baseiam em comportamentos naturais das espécies. Neste contexto, e tendo
como base a constatacdo de que alguns roedores, como ratos e camundongos,
evitam locais abertos e elevados e uma vez nele confinados demonstram sinais
de medo como congelamento e aumento da defecacdo e miccao, foi
desenvolvido um modelo animal de estudos de ansiedade denominado
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Carobrez and Bertoglio, 2005; Handley and
Mithani, 1984; Pellow et al., 1985).

O LCE é um dos mais difundidos modelos animais para o estudo da
ansiedade. O aparelho é constituido de quatro bragcos de iguais dimensdes,
sendo dois deles abertos e dois fechados situados a 50 cm de altura do solo. O
modelo estd baseado no conflito entre o desejo de exploragcdo do novo,
caracterizado pela saida do braco fechado, mais seguro, em contrapartida a
um ambiente aversivo caracterizado pelos bracos abertos, no qual o animal
estd mais exposto a possiveis acOes de predadores (Pellow et al., 1985). Seu
carater etolégico se baseia no fato de que, durante o teste, o animal
desenvolve uma exploracdo espontanea, sem a necessidade de uma
recompensa motivadora ou necessidade de consumo. Como ja citado, o medo
inato destes animais por espacos abertos e alturas elevadas faz com que eles
circulem muito pouco nos bracos abertos em relacdo ao tempo que eles se
concentram nos fechados(Carobrez and Bertoglio, 2005; Graeff and Zangrossi,
2002).

Contudo, os efeitos de melhora do quadro clinico apresentada por

pacientes diagnosticados com transtornos de ansiedade e que foram tratados
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com farmacos que modulam a neurotransmissdo serotoninérgica, colocou em
cheque a eficacia do LCE. Isso porque, apesar de apresentar acentuada
preditabilidade farmacologica no que diz respeito ao efeito ansiolitico dos
benzodiazepinicos, o modelo ndo fora habil em detectar o efeito ansiolitico de
drogas nao benzodiazepinicas, mais especificamente drogas que atuam
modulando a neurotransmissdo mediada pela serotonina (5-HT) (Borsini et al.,
2002; Handley and McBlane, 1993; Kahn et al., 1986).

A pesquisadora Shirley Handley, sugeriu que a incapacidade de
deteccdo desses efeitos se deve ao fato do labirinto em cruz ser
caracterizadamente um modelo no qual o animal se utiliza de diferentes
estratégias de defesa. Simplificadamente, segundo ela, o animal se esquivaria
do braco aberto quando estd no braco fechado e buscaria escapar do bracgo
aberto para um lugar seguro enquanto o explora. Estas estratégias distintas
podem ser associadamente responsaveis pela ndo deteccdo de efeitos de
drogas que atuam na neurotransmissdo serotoninérgica. (Handley and
McBlane, 1993)

Tais proposicdes corroboram com a hipotese de Deakin e Graeff que
ressalta a participacdo diferencial da 5-HT na modulacdo de respostas
defensivas que tém sido relacionadas ao transtorno de ansiedade generalizada
e ao transtorno do panico. Assim as diferentes estratégias de defesa exigidas
durante o teste do LCE possivelmente seriam moduladas de modo distinto pela
serotonina (Deakin and Graeff, 1991; Graeff, 2002).

A fim de tentar responder a estes entraves experimentais, Graeff e
colaboradores buscaram desenvolver um modelo experimental que fosse habil

em avaliar duas tarefas, que poderiam estar relacionadas a respostas
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defensivas distintas. Essas tarefas sdo a esquiva inibitoria e o escape (Graeff
et al., 1993).

O modelo desenvolvido foi denominado labirinto em T elevado (LTE), e
constitui uma adaptacdo do LCE. Esse aparelho é dotado de trés bracos de
iguais dimensdes, sendo dois abertos e um fechado, suspenso 40 cm do chéo.
O teste apresenta duas sessodes distintas. Na primeira, na qual se avalia a
esquiva inibitéria, o animal é colocado na extremidade do braco fechado e
contabiliza-se o tempo que ele leva para colocar as quatro patas no centro do
labirinto. Para avaliar a tarefa de escape o procedimento é semelhante, com a
diferenca de que o animal é colocado na extremidade do brago aberto (Graeff

et al., 1993; Zangrossi and Graeff, 1997).

LN

» .
—_— ———— e —

Esquiva Inibitoria

Escape
X \

Figura 1: Labirinto em T Elevado (LTE)

Validacbes farmacoldgicas e comportamentais deste modelo tém
demonstrado que a tarefa de esquiva inibitéria estd correlacionada com o
transtorno da ansiedade generalizada, o que pode ser confirmado com a

inibicdo da laténcia de esquiva promovida tanto por benzodiazepinicos quanto
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pelo tratamento cronico com imipramina (Teixeira et al., 2000; Zangrossi and
Graeff, 1997). Em contrapartida, os resultados encontrados na tarefa de
escape, como o efeito inibitério da imipramina sobre o comportamento de fuga,
sdo preditivos para o transtorno do panico, uma vez que se assemelham aos
efeitos panicoliticos da droga em pacientes com o transtorno do péanico
(Teixeira et al., 2000). Corroboram com isso os resultados de Poltronieri e
colaboradores (2003), os quais demonstram que a administracdo cronica (21
dias), mas ndo aguda, de fluoxetina inibe a resposta de fuga dos animais no
LTE (Poltronieri et al., 2003).

Estudos mais recentes utilizando o LTE tém proporcionado importantes
resultados acerca do papel da serotonina na ansiedade. Além dos efeitos ja
citados com drogas mais classicas como inibidores da enzima
monoaminoxidase (IMAO), esse modelo tem fornecido importantes informacdes
sobre os papéis de receptores, bem como subunidades de alguns dos diversos
tipos de receptores para serotonina (da Silva et al., 2011; de Paula et al., 2012;
de Paula Soares and Zangrossi, 2009; Pobbe and Zangrossi, 2005). Deste
modo, o0 modelo se mostra um tanto quanto eficaz para avaliar o efeito de
drogas com papel complexo nas respostas defensivas correlacionadas com a
ansiedade.

As evolucbes na compreensdo da participacdo da serotonina nos
distintos comportamentos defensivos, preditivos dos transtornos da ansiedade
generalizada e do transtorno do péanico propiciadas pelo uso do modelo LTE,
caracterizam o mesmo como um importante método para a elucidacao do papel

de drogas que apresentam efeitos complexos sobre a ansiedade.
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Cannabis, canabinoides e sistema endocanabinoide:

Os registros do uso da planta Cannabis sativa pelas civiliza¢cdes antigas
remonta ha milhares de anos. Achados histéricos e arqueoldgicos j& indicavam
gue o cultivo dessa erva era realizado na China desde o ano 4000 antes de
Cristo. Propriedades medicinais da planta foram descritas pelos chineses, em
sua farmacopéia (2700 a.C). JA4 no ocidente os primeiros relatos do uso
terapéutico da Cannabis, no inicio do século XIX, foram realizados pelo médico
irrandés William B O’Shaughnessy (Pamplona and Takahashi, 2012; Zuardi,
2006).

Embora tenha sido descrita na medicina ocidental ha dois séculos,
somente nos ultimos cinquenta anos, através dos estudos conduzidos por
Mechoulam e colaboradores, € que os principais constituintes quimicos da C.
sativa, bem como os reais efeitos por eles mediados comecaram a ser melhor
compreendidos. Os estudos conduzidos por Mechoulam promoveram o
isolamento, a caracterizacdo molecular e a sintese do principal constituinte
guimico da Cannabis: o A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC), o qual se configura
como maior responsavel pelos marcantes efeitos da planta, como hipotermia,
catalepsia, analgesia e reducdo do controle motor. Além desse, outros
sessenta constituintes quimicos foram posteriormente isolados (Mechoulam,
1970; Pamplona and Takahashi, 2012).

O acentuado carater lipofilico inerente dos constituintes da Cannabis,
além de ter dificultado o isolamento dos mesmos, tornou complexo o estudo
das propriedades farmacoldgicas da planta. Essa acentuada lipofilicidade levou

a comunidade cientifica a acreditar, por alguns anos, que a acao dos
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canabinoides era decorrente de sua dispersdo na membrana lipidica das
células (Paton, 1975).

Entretanto alguns achados cientificos, como o fato de os principais
efeitos do A9-THC, hipotermia, catalepsia, analgesia e reducdo do controle
motor, se mostrarem sensiveis a variacdes da dose ministrada bem como a
pequenas alteracdes na estrutura da molécula comecaram a por em cheque a
teoria da dispersao lipidica. Passou-se entdo a cogitar a existéncia de sitios
especificos de ligacao, ou seja, de receptores especificos para os canabinoides
(Howlett and Fleming, 1984).

A existéncia desses receptores canabinoides foi de fato sugerida por
Howlett e Fleming, que demonstraram, em 1984, que os canabinoides eram
capazes de inibir a enzima adenilato ciclase em concentragcdes que se
correlacionavam significativamente com as doses utilizadas em modelos
animais. Posteriormente, através da técnica que utiliza ligantes marcados
radiotivamente (“binding”), e com o auxilio do ligante radioativo CP-55940,
observou-se que este composto radioativo era deslocado do sitio de ligacéo
pelos canabinoides com diferentes afinidades e de forma: estereosseletiva,
saturavel e sensivel a pequenas variacfes estruturais (Devane et al., 1988;
Howlett and Fleming, 1984). Além disso, esses pesquisadores identificaram
uma correlacéo entre a ordem de afinidade pelo sitio de ligacdo e a ordem de
poténcia para a inducdo de efeitos farmacologicos em humanos e em animais
experimentais. Essas caracteristicas preenchiam os critérios para a proposta

de um novo receptor, ao qual se ligariam os canabinoides.
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Finalmente, em 1990, um receptor acoplado a proteina G foi clonado,
caracterizado e identificado como o receptor canabinoide. A presenca de
concentragbes variadas desse receptor em distintas regides do Sistema
Nervoso Central fora demonstrada, e possiveis funcées foram sugeridas.
Assim, receptores presentes no cerebelo e no ndcleo da base podem mediar
as alteragbes motoras induzidas pelos canabinoides. Nos diversos nucleos do
hipotdlamo esses receptores podem mediar a hipotermia e o aumento de
apetite enquanto a sua presenca no hipocampo e em diversas regides do
coértex cerebral pode ser responsavel pelos déficits cognitivos e pela amnésia

anterograda (Herkenham et al., 1990).

Um novo receptor fora caracterizado posteriormente e a ele confere-se a
propriedade de mediar apenas os efeitos periféricos dos canabinoides, embora
estudos mais recentes tenham colocado em cheque esta hipétese (Ortega-
Alvaro et al., 2011; Xi et al., 2011). O Comité para Nomenclatura de Receptores
e Classificacdo de Drogas da Unido Internacional de Farmacologia (IUPHAR)
denominou os receptores canabinoides pela ordem de descoberta, em subtipo

1 (CB1) e subtipo 2 (CB2) (Howlett et al., 2002).

Posteriormente foram identificados os principais ligantes enddgenos
desses receptores. O primeiro a ser caracterizado foi a araquidonil-etanolamida
(AEA), uma etanolamida do &cido araquidbnico, a qual foi denominada
anandamida. Foi demonstrado que os efeitos mediados por esse ligante eram
semelhantes aos exibidos pelo A9-THC (hipotermia, catalepsia, hipolocomocao
e analgesia), o que consolidou a hipotese de que a anandamida era um ligante

endégeno (Fride e Mechoulam, 1993). Observou-se também uma maior
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afinidade da anandamida por receptores do tipo CB1 do que pelos do tipo CB2

(Devane et al., 1992; Felder et al., 1993).

Por outro lado, o 2-araquidonilglicerol (2-AG), um segundo ligante
endogeno caracterizado, possui semelhantes valores de afinidade para os dois
tipos de receptores. Outros possiveis canabinoides enddgenos sdo a N-
araquidonildopamina, o 2-araquidonil-gliceril éter (noladina) e a O-araquidonil-
etanolamina (virodamina), todos eles éteres, ésteres ou amidas do &cido

araquidonico (Mechoulam et al., 1995; Pamplona and Takahashi, 2012).

Os precursores da sintese destes endocanabinoides sé&o os fosfolipides
de membrana. A rota sintética é ativada mediante um influxo de calcio
secundario a despolarizacdo neuronal. Depois de sintetizados eles ndo sao
armazenados em vesiculas sinapticas, possivelmente difundindo-se logo que
produzidos, para o meio extracelular (Di Marzo et al., 1994). Desta forma, o
passo limitante para o inicio da acdo dos endocanabinoides € a propria sintese,
e nao a liberacao vesicular (a sintese se da conforme a demanda). Além disso,
os endocanabinoides podem se originar em neurdnios pos-sinapticos e agir em
terminacdes pré-sinapticas, exercendo uma acao do tipo retrograda (Di Marzo,

1999; Di Marzo et al., 1994).

A partir da caracterizacdo dos receptores e da descoberta dos ligantes
enddgenos foi possivel sintetizar agonistas canabinoides, como o WIN 55-212
e HU210 além de antagonistas como o SR141716A (rimonabanto) e o AM 251,
0s quais se configuram como importantes instrumentos farmacolégicos,
fundamentais nos estudos que avaliam os papéis desse sistema (Howlett et al.,

2002).
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Ao se ligarem aos receptores canabinoides, 0s agonistas, endégenos e
exdgenos, ativam uma proteina G que, por sua vez, inibe a atividade da
adenilato ciclase. O resultado € a menor converséo de trifosfato de adenosina
(ATP) em monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), com consequente reducao
de atividade da proteina quinase A (PKA) e dos efeitos biolégicos mediados por
ela. Os receptores canabinoides podem também aumentar a condutancia de
canais de potassio e inibir canais de célcio, hiperpolarizando o neurdnio pré-
sinaptico (Howlett et al., 2002).

A hidrélise dos endocanabinoides ocorre no interior dos neurénios.
Entretanto, ndo estda completamente elucidado se a recaptacdo desses
neurotransmissores ocorre por difusdo ou se € mediada por um transportador.
As enzimas envolvidas neste processo sdo a hidrolase de amidas de acidos
graxos (fatty acid amide hydrolase, FAAH), responsavel pela metabolizacdo da
anandamida e que possivelmente se localiza nos neurdnios pés-sinapticos, e a
monoacilglicerol lipase (MGL), responsavel pela metabolizacdo do 2-AG e que
estad localizado nos neurdnios pré-sinapticos. Os compostos URB597 e o
URBG602 constituem, respectivamente, inibidores seletivos de cada uma destas
enzimas e, portanto, ao serem ministrados elevam o0s niveis de

endocanabinoides (Howlett et al., 2002; Kathuria et al., 2003).
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Figura 2: Sinapse Canabinoide

A caracterizacdo do sistema endocanabinoide, aliada ao
desenvolvimento de drogas sintéticas, promoveu um aumento nas pesquisas
gue visam compreender melhor o papel destas drogas em diversos disturbios

sejam eles periféricos, ou em nivel de sistema nervoso central.

Canabinoides e ansiedade:

O uso da Cannabis sativa pode promover significativas alteracbes nas
emocOes de medo e de ansiedade (Calabria et al., 2010; Hall and Solowij,
1998). Isso corrobora com a presenca de receptores CB1 em regides cerebrais
gue estdo implicadas na modulacdo das respostas relacionadas a ansiedade,
como cortex pré-frontal, amigdala e substancia cinzenta periaquedutal(SCP)
(Ameri, 1999; Moreira and Wotjak, 2010; Rubino et al.,, 2008). Além disso,

estudos de neuroimagem realizados em individuos que fazem uso da droga
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também tém demonstrado alteracdes de algumas dessas estruturas nestes

pacientes (Gruber et al., 2009; Yucel et al., 2008).

No entanto, comumente ocorrem divergéncias na forma como 0 uso
recreacional da Cannabis pode modular as emocdes. Os relatos de sensacao
de prazer e euforia associada a um alivio da ansiedade e aumentos das inter-
relagbes sociais contrastam com sensacdes de exacerbacdo da ansiedade
aliada a disforia e mais raramente ataques de panico. A manifestacdo desses
efeitos opostos pode variar de acordo com o estado emocional que precedeu o
uso, bem como da dose utilizada (Moreira and Wotjak, 2010; Parolaro et al.,

2010).

O papel bidirecional da Cannabis observado em humanos & também
mimetizado em estudos com animais. Agonistas de receptores CB1, tanto
sintéticos quanto naturais, usualmente conferem respostas complexas em
modelos experimentais de ansiedade. Este fato se comprova com os diversos
estudos que tém obtido curvas dose resposta em formato de “U” invertido

(Lafenetre et al., 2007; Moreira et al., 2009).

De forma geral, animais tratados com baixas doses de A9-THC
permanecem mais tempo nos bracos abertos do LCE, evidenciando efeito tipo
ansiolitico. Em contrapartida, os animais que recebem doses altas apresentam
efeito oposto, se mantendo mais tempo nos bragos fechados, caracterizando
um efeito ansiogénico, (Patel and Hillard, 2006; Rubino et al., 2007). Respostas
similares foram encontradas apos tratamento com o agonista exégeno HU 210
(Hill and Gorzalka, 2004). Patel e Hillard demonstraram, ainda, que o analogo

do A9-THC, Win 55-212 promoveu efeito dual no LCE. Ja Haller e
32



colaboradores demonstraram efeitos opostos desse agonista em diferentes
espécies, sendo efeito tipo ansiogénico promovido em ratos e tipo ansiolitico

em camundongos (Haller et al., 2007; Patel and Hillard, 2006).

7

Cabe ressaltar que um perfil distinto € observado quando se utilizam
drogas que modulam o sistema endocanabinoide, ndo atuando diretamente
como agonistas CB1l. Tem-se demonstrado, por exemplo, que a inibicdo
farmacoldgica ou genética da enzima que hidrolisa a anandamida, FAAH, induz
somente comportamento tipo ansiolitico (Kathuria et al., 2003; Moreira et al.,

2008; Patel and Hillard, 2006).

Ainda dentro do contexto do papel dos canabinoides na ansiedade,
muitos estudos tém evidenciado a importancia dos receptores CB1 na
modulagédo desses transtornos. Drogas que antagonizam esses receptores,
além de serem habeis em bloquear o efeito promovido pelos agonistas (Moreira
et al., 2007; Rubino et al., 2007), podem modular por si s6 comportamentos
relacionados a ansiedade. Efeitos ansiogénicos foram observados nos animais
tratados com Rimonabanto e com o AM 251, que foram submetidos ao LCE e
ao modelo da caixa claro escuro (Patel and Hillard, 2006; Rodgers et al., 2005).
Animais que nao expressam esses receptores, também, exibiram um perfil

comportamental semelhante (Martin et al., 2002).

Em conjunto, tais dados sugerem que o sistema canabinoide exerce um
importante papel no que tange os transtornos da ansiedade. Entretanto, a acao
dos canabinoides néo foi ainda avaliada em um modelo animal habil em avaliar
separadamente comportamentos que sao preditivos de dois tipos distintos de

ansiedade.
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Objetivos:

1. Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi testar a hipétese de que farmacos que
intensificam as ac¢des do sistema endocanabinoide poderiam induzir efeitos

tipo-ansiolitico e tipo-panicolitico no modelo do labirinto em T elevado.

2. Objetivos especificos

A) Testar a hipétese de que o tratamento com agonistas canabinoides
atenua os comportamentos de esquiva inibitéria e escape avaliados no
LTE.

B) Avaliar se o bloqueio dos receptores CB1 facilita os comportamentos
defensivos avaliados no LTE, e verificar se o pré-tratamento com
essas drogas altera os resultados obtidos com o agonista.

C) Testar a hipétese de que a inibicdo da hidrélise de endocanabinoides
atenua os comportamentos de esquiva inibitoria e escape avaliados no

LTE.
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Materiais e Métodos
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Animais:

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, pesando entre 220-260
gramas, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biolégicas 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 cinco 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).

Drogas:

Foram usadas as seguintes drogas:

e WIN 55212-2 (agonista de receptores Canabinoides, Cayman
Chemical®)

e Rimonabanto (Antagonista de receptores cannabinoides, Sigma®)

e AM 251 (antagonista seletivo de receptores CB1, Sigma®)

e URB 597 (inibidor da FAAH, enzima que hidrolisa a anandamida,
Cayman Chemical®)

e Diazepam (Benzodiazepinico eficaz no tratamento do transtorno de
ansiedade generalizada)

e Alprazolam (Benzodiazepinico eficaz no tratamento do transtorno de
ansiedade generalizada e do transtorno do panico)

As drogas que atuam sobre o sistema canabinoide, foram diluidas em uma
solucéo veiculo constituida por 5% de Cremophor; 5% de Etanol Absoluto e
90% de salina. Os dois benzodiazepinicos foram diluidos diretamente em
salina

Aparelhos experimentais:

» Labirinto em T Elevado (LTE)

O LTE € um aparelho de madeira, composto por um braco fechado e dois
bracos abertos, de 50 cm de comprimento por 10 cm de largura cada um, e

37



elevados 50 cm do solo. O braco fechado possui uma parede, também, de
madeira de 40 cm de altura que o circunda e esta perpendicular aos bracos
abertos que ndo possuem borda lateral. Esse modelo avalia dois
comportamentos preditivos de distirbios de ansiedade, sendo que a esquiva ao
bragco aberto quando o animal estd no brago fechado, se relaciona ao
transtorno ansiedade generalizada e o escape do braco aberto, que esta
relacionado ao transtorno do panico. Uma barreira foi adicionada a 20
centimetros de distancia da porcao final do braco aberto, conforme ilustrado na

figura.

Tarefade Esquiva
Inibitoria

Posicaoda
barreira

7L
g4

Tarefa de Escape

Figura 3: Labirinto em T Elevado com indicacéo do local de insercéo da
barreira
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» Campo Aberto (CA):

O campo aberto consiste em uma caixa de madeira (60cm x 60cm) com

paredes de altura de 40cm.

Figura 4. Campo aberto

Procedimento Experimental:

Teste no LTE: Antes de serem submetidos ao labirinto, os animais foram
habituados ao experimentador por trés dias, durante 3 minutos. No quarto dia
cada animal foi pré-exposto por 30 minutos a um dos bracos abertos. Para tal,
cada animal foi colocado individualmente em um dos bracos abertos do LTE o
qgual foi isolado dos demais bracos por uma parede de madeira, disposta na
linha de separacéo entre a area central do labirinto e porcdo proximal do braco
aberto. A pré-exposicdo teve por objetivo potencializar a expressdo do

comportamento de fuga por reduzir respostas comportamentais a novidade,
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tais como a exploracao e a inibicdo do comportamento, durante a realizacao da
tarefa (Teixeira et al., 2000; Zanoveli et al., 2005).

No quinto dia os animais foram tratados (injecdes intraperitoneais) com as
drogas a serem testadas bem como com seus respectivos veiculos, 30 ou 40
(pré-tratamento) minutos antes do teste. Apos este tempo avaliou-se a resposta
de esquiva inibitoria. Para tal, cada animal foi colocado entre extremidade distal
do braco fechado e a barreira. Apés trinta segundos a barreira foi retirada e
mensurou-se o tempo gasto para a saida, com as quatro patas deste braco,
sendo esta medida a laténcia de base (LBase). A mesma medida foi tomada
por mais duas vezes com intervalos de 30 segundos entre elas, esquivas 1 e 2
(E1 e E2). O tempo maximo de permanéncia do animal neste brago, em cada
uma das tomadas de esquivas, foi de 4 minutos. Trinta segundos apds o
término da tomada da E2, foi avaliado o comportamento de escape. Para tal,
cada animal foi colocado na extremidade de um dos bracos abertos, mesmo
braco em que foi pré-exposto no dia anterior, e mediu-se o tempo gasto para a
saida, com as quatro patas, deste braco (FUGAL). A laténcia de saida do braco
aberto foi medida por mais duas vezes (FUGA2 e FUGA3) com intervalos de 30

segundos entre elas.

30 ou
Trés dias de 1dia Pré-exposicdo a0 | 4 i ———— 40 min
Manipulagao ——»| bragoaberto-LTE | ——»| INecd | — 4 | Tegte
(30 min)

Figura 5: Representagao esquematica do teste no LTE
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Teste no CA: Trinta minutos apds receber a droga, os animais 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 (versdo 4.5), a distancia total percorrida por
cada animal durante o teste. No intervalo entre eles o campo aberto foi limpo
com uma solucao de alcool (70 %). Grupos experimentais independentes foram
usados nos testes do LTE e do CA.

Delineamento Experimental:

Experimento 1: Inser¢do da barreira no brago fechado

Grupos experimentais:

» Animais, submetidos ao LTE sem a barreira

» Animais, submetidos ao LTE com a barreira

Experimento 2: Validagdo farmacologica do LTE com a insergcdo da barreira.

(n=11-13 por grupo).

Grupos experimentais:

» Veiculo
» Diazepam (2mg/kg)
» Alprazolam (4mg/Kg)

Experimento 3: Efeito do agonista canabinoide Win 55-212 no LTE (n= 9-10 por

grupo).

Grupos experimentais:

> Veiculo

» Win 55-212 (0,1mg/Kg)
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> Win 55-212 (0,3mg/Kg)
» Win 55-212 (1,0mg/Kg)

Experimento 4: Efeito do AM 251, antagonista dos receptores canabinoides

CB1, no LTE (n= 7-9 por grupo).

Grupos experimentais:

» Veiculo
» AM 251 (0,3mg/Kg)
» AM 251 (1,0mg/Kg)

» AM 251 (3,0mg/Kg)

Experimento 5: Bloqueio dos efeitos do Win 55-212 no LTE pelo pré tratamento

com um dose inefetiva de AM 251 (n= 7-9 por grupo).

Grupos experimentais:

» Veiculo + Veiculo
» AM 251 (1,0mg/Kg) + Veiculo
» Win 55-212 (1,0mg/Kg) + Veiculo

» AM 251 (1,0mg/Kg) + Win 55-212 (1,0mg/Kg)

Experimento 6: Efeito do Rimonabanto um outro antagonista canabinoide no

LTE (n= 7-9 por grupo).

Grupos experimentais:

» Veiculo
» Rimonabanto (0,3mg/Kg)
» Rimonabanto (1,0mg/Kg)

» Rimonabanto (3,0mg/Kg)
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Experimento 7: Efeito do inibidor da hidrolise da anandamida no LTE (n= 9-10

por grupo)

Grupos experimentais:

> Veiculo
» URB 597 (0,1mg/Kg)
» URB 597 (0,3mg/Kg)

» URB 597 (1,0mg/Kg)

Experimento 8: Avaliacdo da locomocéo no CA, das drogas que atuam sobre o

sistema canabinoide e que promoveram alteragcdes comportamentais no LTE

Grupos experimentais:

> Veiculo
» Win 55-212 (1,0mg/Kg)
» URB 597 (1,0mg/Kg)

» AM 251 (3,0mg/KQ)

Analise estatistica:

O tamanho da amostra para cada grupo experimental variou de oito a doze
animais. Os tempos de laténcia para saida dos bracos do labirinto foram
analisados por analise de variancia, levando-se em conta os fatores
“tratamento” (veiculo ou drogas) e “sessdo” (ja que trés exposicOes
consecutivas foram realizadas). O teste post-hoc utilizado foi o de Bonferroni. O

nivel de significancia estabelecido foi de p<0.05.
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Resultados
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Efeito da insercdo da barreira no bragco fechado sobre as respostas de
esquiva inibitdria e de fuga avaliadas no LTE.

Experimentos prévios descritos pelo grupo do professor Graeff
demonstraram que a insercdo de uma barreira, a vinte centimetros da
extremidade distal do braco fechado, configurou-se como um auxilio facilitador

da aquisicdo da esquiva inibitoria ao braco aberto do LTE.

A fim de reafirmar este achado, dois grupos de animais, 0s quais néo
receberam nenhum tipo de tratamento farmacolégico, foram submetidos ao
teste do LTE. O primeiro grupo foi submetido ao aparelho sem a presenca da
barreira e o segundo grupo com a presenca barreira. O grafico da figura 6
expOe os resultados obtidos a partir da avaliagdo do efeito da insercédo da

barreira sobre a resposta de esquiva inibitoria

A ANOVA de medidas repetidas mostrou a aquisicdo da resposta de
esquiva inibitéria dos bracos abertos do LTE para todos o0s grupos
experimentais [efeito sessdo: F(2,26) = 18,69, P < 0,001]. A analise estatistica
também mostrou efeito do fator barreira [F(1,26) = 7,19; P < 0,05]. Nao foi
demonstrada interacao entre os fatores [F(2,26) = 2,27; ns].

A presenca da barreira facilitou a aquisicdo da resposta de esquiva
inibitéria, marcadamente caracterizado pela elevacdo na laténcia para saida do
braco fechado. Este efeito foi evidenciado pela diferenca estatistica significativa
demonstrada no teste de Bonferroni (p<0,01) na E2 comparando o0s grupos
experimentais submetidos ao teste na presenca e na auséncia da barreira.

Podemos observar na figura 7 as laténcias para a tarefa de escape
realizada 30 segundos apds a E2. A anadlise de variancia de duas vias néo

revelou alteragdo do fator barreira [F(1,26) = 0,18, ns]. Os fatores sesséo
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[F(2,26) = 2,78, ns] e interagao: tratamento vs. fator sesséo [F(2,26) = 2,41, ns]
também ndo foram alterados de forma significativa. O teste de Bonferroni ndo
demonstrou haver diferencas significativas entre os grupos. Mediante o

resultado na tarefa de esquiva, adotamos o uso da barreira nos experimentos

subsequentes.
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Figura 6: Efeito da insercdo da barreira no braco fechado do labirinto sobre a resposta
de esquiva inibitéria. LBase refere-se a linha de base, enquanto E1 e E2, ao 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<0,01, em relagéo ao
grupo sem barreira , ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=8).
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Figura 7: Efeito da insercéo da barreira no braco fechado do labirinto sobre a resposta
de escape. As tarefas de fuga 1, 2, e 3 forma intercaladas 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 sem barreira, ANOVA seguida de teste

de Bonferroni) (n=8).
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Efeito do Tratamento com Diazepam ou Alprazolam sobre as respostas de
esquiva inibitéria e de fuga avaliadas no LTE.

A fim de validar farmacologicamente o modelo em nosso laboratério, os
animais foram submetidos ao tratamento com diazepam (2 mg/Kg) ou
alprazolam (4 mg/Kg). O gréfico da figura 8 expde os resultados obtidos a partir
desta validacdo farmacolégica do modelo sobre a resposta de esquiva

inibitdria.

A andlise de variancia de duas vias mostrou a aquisi¢cao da resposta de
esquiva inibitéria dos bracos abertos do LTE, por todos o0s grupos
experimentais [efeito sessao: [F(2,64) = 39,61, P < 0,0001]. Nao houve efeito
do fator tratamento [F(2,64) = 1,90; ns], mas houve interacao: fator tratamento
vs. fator sesséo [F(4,64) = 3,16; P < 0,05]. O pés-teste de Bonferroni detectou
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo tratado com salina e os
grupos que receberam diazepam (*p<0,05) ou alprazolam (**p<0,01) . Esses
dados sugerem que as duas drogas exercem um efeito correlacionado com
acao ansiolitica. Tal fato é demonstrado por um prejuizo na aquisicdo da
resposta de esquiva inibitéria, evidenciado por uma diminuicéo na laténcia para

saida do braco fechado na segunda sessao de esquiva (E2).

Podemos observar na figura 9 as laténcias para a tarefa de fuga
realizada 30 segundos apos a E2. A andlise de variancia de duas vias revelou
alteracdes dos fatores tratamento [F(2,64) = 4,58; P < 0,05], e sesséo [F(2,64)
= 3,17; P < 0,05]. O fator interacdo ndo demonstrou alteracdo significativa
[F(4,64) = 0,83; ns]. O teste de Bonferroni demonstrou haver diferenca
significativa (*P < 0,05) entre o grupo controle e o grupo que recebeu

tratamento com Alprazolam (4,0mg/Kg) na terceira sessao de escape (Fuga3).
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Desse modo, pode-se inferir que o Alprazolam, na dose utilizada,
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 ao qual havia sido pré-exposto no dia anterior.
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Figura 8: Efeito do Diazepam e do Alprazolam (2.0 e 4.0 mg/Kg, respectivamente) sobre a
resposta de esquiva inibitéria. LBase 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
meédia das laténcias e a barra vertical, o erro padrdo da média. As drogas e a salina foram
administrados pela via intraperitoneal 30 minutos antes do teste (*p<0,05 / ** p<0,01, em
relacdo a salina, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=11-13).
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Figura 9: Efeito do Diazepan(2.0mg/Kg) e do Alprazolan (4.0 mg/Kg) sobre a resposta de
escape. As tarefas de fuga 1, 2, e 3 forma intercaladas por um intervalo de 30 segundos.
As colunas representam a média das laténcias e a barra vertical, o erro padrdo da média.
As drogas e a salina foram administrados pela via intraperitoneal 30 minutos antes do

(*p<0,05, em relagdo a salina, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=11-13).
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Efeito do tratamento com Win 55-212 sobre as respostas de esquiva
inibitéria e de fuga, avaliadas no LTE.

O gréfico da figura 10 expde os resultados obtidos a partir da avaliagéo
do efeito de diferentes doses do agonista canabinoide WIN 55-212 sobre a
resposta de esquiva inibitoria.

A ANOVA de medidas repetidas mostrou a aquisi¢cdo dessa resposta de
esquiva inibitoria aos bracos abertos do LTE [efeito sessao: F(2,68) = 111,69, P
< 0,0001]. Nao houve efeito do fator tratamento [F(2,68) = 1.78; ns] nem do
fator interacao: fator tratamento vs. fator sesséo [F(6,70) = 1,51; ns].

A maior dose de Win 55-212 diminuiu a laténcia de esquiva inibitoria.
Esse dado foi caracterizado, pela diminuicdo na tempo decorrido para saida do
braco fechado. Este efeito, indicativo de acdo ansiolitica, foi evidenciado pela
diferenca estatistica significativa demonstrada no teste de Bonferroni (p<0,05)
na E2, na comparacao entre o grupo que recebeu veiculo e o que recebeu a
maior dose do Win 55-212.

Com relacdo a tarefa de escape, pode-se observar na figura 11 as
laténcias para a saida do braco aberto nas trés sessdes de fuga. A analise de
variancia de duas vias nao revelou alteracdes dos fatores: sesséo [F(2,68) =
2.76; ns], tratamento [F(3,68) = 2.43; ns] nem interacéo entre o fator tratamento
vs. fator sesséao [F(6,70) = 1,58; ns].

O pébs-teste de Bonferroni ndo demonstrou relacdes estatisticamente

significativas entre os grupos tratados com a droga e o grupo controle.
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Figura 10: Efeito do Win 55-212 (0.1, 0.3, 1.0 mg/Kg) sobre a resposta de esquiva
inibitéria. LBase 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. A droga e o veiculo foram
administrados pela via intraperitoneal 30 minutos antes do teste (*p<0,05, em relagéo ao
veiculo, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=9-10).
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Figura 11: Efeito do Win 55-212 (0.1, 0.3, 1.0 mg/Kg) sobre a resposta de escape. As
tarefas de fuga 1, 2, e 3 forma intercaladas por um intervalo de 30 segundos. As colunas
representam a média das laténcias e a barra vertical, o erro padrdo da média. A droga e
o veiculo foram administrados pela via intraperitoneal 30 minutos antes do teste (p<0,05,
em relagdo ao veiculo, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=9-10).
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Efeito do tratamento com AM 251 sobre as respostas de esquiva inibitoria
e de fuga avaliadas no LTE.

De modo a verificar, posteriormente, se o efeito obtido com Win 55-212
seria revertido pela administragcdo de um antagonista seletivo de receptores
CB1, inicialmente foram avaliados os efeitos de trés doses de AM 251 no LTE.
O gréfico da figura 12 expbe os resultados obtidos a partir da avaliacdo do
efeito de diferentes doses desse antagonista sobre a resposta de esquiva
inibitoria.

A andlise de variancia de duas vias mostrou que todos 0s grupos
experimentais adquiriram a resposta de esquiva inibitéria aos bracos abertos
do LTE [efeito sesséo: F(2,60) = 69,86, P < 0,0001]. Nao houve efeito do fator
tratamento [F(3,60) = 1.71; ns] e nem da interacdo: fator tratamento vs. fator
sesséao [F(6,60) = 1,69; ns].

O pos-teste de Bonferroni detectou diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre o grupo tratado com a maior dose do AM
251(3mg/Kg) e o grupo controle na E2. Estes dados sugerem haver um efeito
indicativo de acdo ansiogénica dessa dose da droga, o que foi evidenciado pela
alteracao na aquisicao da resposta de esquiva inibitéria, caracterizada por um
aumento na laténcia para saida do braco fechado na terceira sessao (E2).

Podemos observar na figura 13 as laténcias para a tarefa de fuga
realizada 30 segundos apds a E2. A analise de variancia de duas vias nao
revelou alteracdes dos fatores: sesséo [F(2,60) = 2,52; ns], tratamento [F(3,60)
= 1.80; ns], nem interacao: fator tratamento vs. fator sessao [F(6,60) = 0,31,
ns]. O teste de Bonferroni também n&o demonstrou relacdes estatisticamente

significativas entre os tratamentos e o grupo controle.
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Figura 12: Efeito do AM 251 (0.3, 1.0 e 3.0 mg/Kg) sobre a resposta de esquiva inibitoria.
LBase 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. A droga e o veiculo foram administrados pela via
intraperitoneal 30 minutos antes do teste (*p<0,05, em relacdo ao veiculo, ANOVA

seguida de teste de Bonferroni) (n=7-9).
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Figura 13: Efeito do AM 251 (0.3, 1.0 e 3.0 mg/Kg) sobre a resposta de escape. As
tarefas de fuga 1, 2, e 3 foram intercaladas por um intervalo de 30 segundos. As colunas
representam a média das laténcias e a barra vertical, o erro padrdo da média. A droga e
o veiculo foram administrados pela via intraperitonial 30 minutos antes do teste (p<0,05,
em relagdo ao veiculo, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=7-9).
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Efeito do pré-tratamento com uma dose de AM 251, inefetiva por si S0,
sobre as respostas de esquiva inibitéria e de fuga no LTE promovidas
pelo tratamento com Win 55-212

A fim de estudar se o efeito indicativo de a¢cdo ansiolitica do Win 55-212
na dose de 1.0 mg/Kg seria mediado por receptores do tipo CB1, os animais
foram previamente tratados com o AM 251. A dose do antagonista escolhida
(1.0 mg/Kg) ndo demonstrou efeito por si s6 no modelo, como demonstrado

nos resultados anteriores(Figuras 12 e 13).

O grafico da figura 14 demonstra o efeito dos diversos tratamentos,
conforme explicado no delineamento experimental, (veiculo+veiculo;
AM251+veiculo; veiculo + Win 55-212 e AM 251+Win 55-212) sobre a tarefa de

esquiva inibitoria.

A anadlise de variancia de duas vias mostrou a aquisicdo da resposta de
esquiva inibitéria dos bracos abertos do LTE, para todos 0s grupos
experimentais [efeito sesséo: F(2,56) = 96,50, P < 0,0001]. N&o houve efeito do
fator tratamento [F(3,56) = 0,85; P < 0,05] e nao houve interacdo: fator
tratamento vs. fator sessédo [F(6,56) = 1,71; ns]. O pods-teste de Bonferroni
detectou diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre o grupo
tratado com Veiculo + Win 55-212 e o grupo que recebeu Veiculo + Veiculo.
Estes resultados confirmam o dado obtido anteriormente no qual foi observado

gue Win 55-212 apresentava efeito tipo ansiolitico.

O pos teste de Bonferroni demonstrou, ainda, diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) comparando os grupos Veiculo+Win 55-212 e AM 251+
Win 55-212 e que essa diferenca ndo era observada na comparacao entre 0s

grupos Veiculo + Veiculo e AM 251+ Win 55-212. Esses dados sugerem que
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houve uma reverséo do efeito tipo ansiolitico do agonista canabinoide mediante
pré-tratamento com um antagonista CB1l. Desse modo, esses receptores
poderiam ser 0s responsaveis, por mediar o efeito tipo ansiolitico do Win 55-

212 no LTE.

Com relacdo a tarefa de escape, pode-se observar na figura 15 as
laténcias para a saida do braco aberto nas trés sessdes de fuga. A andlise de
variancia de duas vias nao revelou alteracées dos fatores sesséo [F(2,56) =
3,15; ns] tratamento [F(3,56) = 0,18; ns] nem interacdo entre o fator tratamento
vs. fator sessdo [F(6,56) = 0,23; ns]. O teste de Bonferroni também néo
demonstrou relagfes estatisticamente significativas entre os grupos tratados e

0 grupo controle.
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Figura 14: Efeito do pré-tratamento com AM 251(1.0 mg/Kg) sobre o acdo do Win 55-212
(1.0 mg/mL) na resposta de esquiva inibitéria. LBase refere-se a linha de base, enquanto
El 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. O
pré-tratamento (AM 251 ou Veiculo) foi feito dez minutos antes da injecdo do Win 55-212
ou do veiculo os quais foram administrados 30 minutos antes do teste. Todos os
tratamentos foram feitos pela via intraperitoneal (*p<0,05, em relagdo ao veiculo, ANOVA

seguida de teste de Bonferroni) (n=7-9).
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Figura 15: Efeito do pré-tratamento com AM 251 (1.0 mg/Kg) sobre a acdo do Win 55-212
(1.0 mg/mL) na resposta de escape. As tarefas de fuga 1, 2, e 3 forma intercaladas por
um intervalo de 30 segundos. As colunas representam a média das laténcias e a barra
vertical, o erro padrdo da média. A droga e o veiculo foram administrados pela via
intraperitonial 30 minutos antes do teste (p<0,05, em relacédo ao veiculo, ANOVA seguida
de teste de Bonferroni) (n=7-9).

Efeito do Tratamento com Rimonabanto sobre as respostas de esquiva
inibitoria e de fuga avaliadas no LTE.

A fim de avaliar se o efeito indicativo de ansiogénese observado com o
AM 251 também seria promovido por outro antagonista dos receptores

canabinoides, avaliou-se o efeito de trés doses crescentes do Rimonabanto

(Figura 16).

A anadlise de variancia de duas vias mostrou a aquisicdo da resposta de
esquiva inibitéria dos bracos abertos do LTE, por todos 0S grupos
experimentais efeito sesséo: [F(2,54) = 89,78, P < 0,0001]. N&ao houve efeito do
fator tratamento [F(3,54) = 0,366; ns], nem do fator interacdo: fator tratamento
vs. fator sesséo [F(6,54) = 1,02; ns]. O pos-teste de Bonferroni ndo detectou
diferencas estatisticamente significativas entre o0s grupos tratados. Esses
dados sugerem que o Rimonabanto, nas doses testadas, ndo mimetizou o

efeito tipo ansiogénico encontrado com o AM 251.
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Podemos observar na figura 17 as laténcias para a tarefa de fuga
realizada 30 segundos apds a E2. A andlise de variancia de duas vias nao
revelou alteracdo do fator tratamento [F(3,54) = 1,62, ns]. Os fatores tarefa
[F(2,54) = 1,89, ns] e interacdo [F(6,54) = 1,63, ns] também nao foram
alterados de forma significativa. O teste de Bonferroni ndo demonstrou haver
diferencas significativas entre o grupo controle e os grupos tratados com

Rimonabanto.
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Figura 16: Efeito do Rimonabanto (0.3,1.0 e 3.0 mg/Kg) sobre a resposta de esquiva
inibitéria. LBase 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. A droga e o veiculo foram
administrados pela via intraperitoneal 30 minutos antes do teste (p<0,05, em relacdo ao
veiculo, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=7-9).
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Figura 17: Efeito do Rimonabanto (0.3,1.0 e 3.0 mg/Kg) sobre a resposta de escape. As
tarefas de fuga 1, 2, e 3 forma intercaladas por um intervalo de 30 segundos. As colunas
representam a média das laténcias e a barra vertical, o erro padrdo da média. A droga e
o veiculo foram administrados pela via intraperitoneal 30 minutos antes do teste (p<0,05,
em relagdo ao veiculo, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=7-9).

Efeito do Tratamento com URB 597 sobre as respostas de esquiva
inibitoria e de fuga avaliadas no LTE.

O resultado preditivo de comportamento ansiogénico obtido com a maior
dose do AM 251, sugere que o sistema endocanabinoide é importante no que
tange os comportamentos defensivos estudados no LTE. A fim de verificar esta
hipétese os animais foram submetidos ao tratamento com o URB 597, um
inibidor da hidrdlise do endocanabinoide anandamida. O gréafico da figura 18
expde os resultados obtidos a partir da avaliacdo do efeito de diferentes doses

desta droga sobre a resposta de esquiva inibitoria.

A anadlise de variancia de duas vias mostrou a aquisicdo da resposta de
esquiva inibitéria dos bracos abertos do LTE, por todos 0S grupos
experimentais efeito sessao: [F(2,70) = 106,47, P < 0,0001]. N&o houve efeito

do fator tratamento [F(3,70) = 1,32; ns], mas houve interacdo entre o fator
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tratamento vs. fator sessédo [F(6,70) = 2,65; P < 0,05]. O poés-teste de
Bonferroni detectou diferencas estatisticamente significativas (*p<0,05) entre o
grupo tratado com a maior dose do URB 597(1mg/Kg) e o grupo controle na
El. Esse resultado sugere um efeito indicativo de ac¢do ansiolitica da maior
dose da droga, evidenciado por um prejuizo na aquisicdo da resposta de
esquiva inibitoria. Isso foi caracterizado, por uma diminuicdo na laténcia para

saida do braco fechado na segunda sesséo de esquiva (E1).

Podemos observar na figura 19 as laténcias para a tarefa de fuga
realizada 30 segundos apos a E2. A andlise de variancia de duas vias revelou
alteracao do fator sesséo [F(2,70) = 19.31, P < 0,001]. Os fatores tratamento
[F(3,70) = 0,93, ns] e interacédo [F(6,70) = 0,86, ns] ndo foram alterados de
forma significativa. O teste de Bonferroni demonstrou haver diferencas
significativas (p<0,05) entre o grupo controle e o grupo que recebeu tratamento
com URB 597 na dose intermediaria (0,3 mg/Kg) na terceira sessao de
fuga(Fuga3).

Desse modo, pode-se inferir que 0 URB 597, nessa dose, promoveu um
comportamento preditivo de agcdo panicolitica, evidenciado pelo aumento da
laténcia em atingir o centro do labirinto quando o animal foi colocado na

extremidade do braco aberto ao qual havia sido pré-exposto no dia anterior.
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Figura 18: Efeito do URB-597 (0.1, 0.3 e 1.0 mg/Kg) sobre a resposta de esquiva
inibitéria. LBase 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. A droga e o veiculo foram
administrados pela via intraperitoneal 30 minutos antes do teste (*p<0,05, em relagéo ao
veiculo, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=9-10).
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Figura 19: Efeito do URB 597 (0.1, 0.3 e 1.0 mg/Kg) sobre a resposta de escape. As
tarefas de fuga 1, 2, e 3 forma intercaladas por um intervalo de 30 segundos. As colunas
representam a média das laténcias e a barra vertical, o erro padrdo da média. A droga e
o veiculo foram administrados pela via intraperitoneal 30 minutos antes do teste
(*p<0,05, em relagdo ao veiculo, ANOVA seguida de teste de Bonferroni) (n=9-10).

Efeito do Tratamento com as drogas que atuam no sistema canabinoide, e
gue promoveram alguma alteracdo comportamental no LTE

A fim de descartar a possibilidade de que os efeitos observados no LTE,

promovidos pelo tratamento com canabinoides (Win 55-212, AM 251 e URB
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597), foram decorrentes de alteracdo da atividade exploratéria, os animais
foram submetidos ao teste do campo aberto onde se quantificou a distancia por
eles percorrida. Os valores encontrados indicam que os efeitos observados no
LTE néo foram decorrentes de alteracdo da atividade exploratéria dos animais,
uma vez que ndo houve diferencas significativas entre os grupos. [F(3,11)=

0,056; ns]. ANOVA, seguida do teste de Bonferroni; (Figura 20).
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Figura 20: Efeito do Win 55-212(1.0 mg/Kg), do URB 597 (1.0 mg/Kg) e do AM 251(3.0
mg/Kg) 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=5).
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Discussao
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No presente trabalho, utilizando o modelo do LTE, demonstramos que
drogas, que de algum modo atuam sobre o sistema canabinoide sdo habeis em
alterar os comportamentos defensivos da esquiva inibitéria e do escape
avaliados no modelo. Nossos resultados demonstraram que 0 agonista
canabinoide exdgeno apresentou efeito tipo ansiolitico enquanto o antagonista
demonstrou efeito tipo ansiogénico. Ademais, nossos dados mostraram que 0
inibidor da hidrélise promoveu efeito tanto, nas tarefas de esquiva quanto na
tarefa de escape, apresentando, portanto, efeito tipo ansiolitico e tipo

panicolitico, respectivamente.

Na primeira parte desse trabalho, cuidamos de validar este modelo no
Laboratério de Neuropsicofarmacologia da UFMG. Zangrossi e colaboradores
haviam demonstrado que a presenca de uma barreira situada a vinte
centimetros do fim do braco fechado facilitava a aquisicdo da esquiva inibitéria
(Zangrossi and Graeff, 1997). Este procedimento foi repetido em nosso
laboratério, e o resultado corroborou com o que havia sido observado no
estudo anterior, uma vez que 0s animais submetidos ao aparelho do LTE
contendo a barreira adquiriram a esquiva inibitéria ao braco aberto mais
rapidamente. Para avaliar o papel de drogas que apresentam atividade
preditiva de alterar o comportamento do transtorno da ansiedade generalizada,
drogas ansioliticas e ou ansiogénicas, € importante que se ocorra a aquisicao
do comportamento de esquiva inibitéria (Pinheiro et al., 2007; Zangrossi and
Graeff, 1997). Diante disso e com base nos nossos resultados que demonstram
gue a barreira auxilia na aquisicdo deste comportamento, nds estabelecemos a

utilizacdo da mesma nos experimentos subsequentes.
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A validagdo farmacologica do LTE, agora com a barreira, foi realizada a
partir de experimentos conduzidos com o0s benzodiazepinicos Diazepam e
Alprazolam. Os resultados encontrados nos animais tratados com Diazepam
mostram uma diminui¢cdo na laténcia de saida durante a tarefa de esquiva
inibitéria. Esses efeitos, além de reproduzirem dados j& obtidos na validacdo
promovida por Zangrossi e colaboradores, corroboram dados bem
determinados pela literatura. Esses registros demonstram que o Diazepam
aumenta o periodo de exploracdo dos bracos abertos do LCE bem como a
frequéncia de visitacdo dos mesmos, além de aumentar o tempo que 0s
animais exploram o lado claro no modelo da caixa claro escuro (CCE) (Bourin
and Hascoet, 2003; Guimaraes et al., 1990; Pellow et al., 1985). O fato dessa
droga nao ter alterado significativamente a tarefa de escape esta de acordo
com estudos com animais e com dados clinicos que demonstram que o
diazepam néo apresenta efeito significativo no transtorno do panico (Borelli et
al., 2004; Burrows et al., 1990).

Os resultados evidenciados com o Alprazolam, que consiste num
benzodiazepinico mais eficaz (Susman and Klee, 2005), demonstraram que a
droga, similarmente ao Diazepam, apresenta um efeito tipo ansiolitico. Esse
resultado confirma evidéncias demonstradas nos modelos do LCE (Kulkarni
and Sharma, 1993) e do teste de conflito de Voguel (Kennett et al., 1998). Além
disso, nossos resultados demonstraram que a droga também promove um
efeito panicolitico caracterizado pela maior laténcia na saida do braco aberto
na tarefa de escape. Esse dado estd de acordo com evidéncias clinicas que
mostram a eficacia do Alprazolam (Susman and Klee, 2005). Estudos prévios

gue utilizaram modelos animais preditivos do transtorno, do panico também
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corroboram com o nosso achado (de Bortoli et al.,, 2008; Shekhar and Keim,
2000)

Feitas as validacdes comportamentais e farmacolégicas do modelo, deu-
se inicio a avaliacdo da acdo de drogas que de alguma forma atuam sobre o
sistema canabinoide. Primariamente testamos os efeitos do agonista CB1 Win
55-212. Os animais tratados com a maior dose dessa droga apresentaram
diminuicdo na laténcia para saida do braco fechado. Esse comportamento

evidencia um efeito correlacionado a um perfil ansiolitico.

O papel ansiolitico do A9-THC e seus analogos ja € bem descrito na
literatura. Maldonado e Berrendero demonstraram que 0s animais tratados com
0 principal constituinte psicoativo da marijuana permaneceram mais tempo no
compartimento claro da caixa claro escuro, um comportamento correlacionado
com efeito ansiolitico (Berrendero and Maldonado, 2002). Similarmente os
trabalhos de Rubino e colaboradores, demonstraram que o A9-THC exercia
efeito tipo ansiolitico, evidenciado por aumento na exploracdo dos bracos
abertos do LCE(Rubino et al., 2007). Efeitos similares foram encontrados em
estudos que usavam outros agonistas de receptores CB1 (Hill and Gorzalka,
2004; Patel and Hillard, 2006). Estudos de outros grupos realizados com o
analogo do A9-THC, Win 55-212 demonstraram que essa droga promovia
efeito ansiolitico no modelo do LCE (Haller et al., 2004). Diante disso, o0s
resultados que indicam efeito ansiolitico do Win 55-212, encontrados em nosso

trabalho, corroboram com esses estudos prévios.

O efeito desse agonista, encontrado em nosso trabalho, ndo teve

relacdo com uma possivel alteracdo na atividade locomotora, uma vez que a
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dose eficaz em promover o efeito tipo ansiolitico ndo alterou a atividade

locomotora medida na arena.

Estudos realizados com animais nocaute para 0 gene que expressa 0S
receptores CB1 mostraram que esses animais apresentaram comportamento
ansiogénico no modelo do LCE (Haller et al., 2002). Martin e colaboradores
observaram esse perfil comportamental também no modelo da caixa claro
escuro, no qual os animais nocautes permaneceram menos tempo no lado

claro do aparelho (Martin et al., 2002).

De modo similar, estudos nos quais os animais receberam tratamento
com antagonistas dos receptores CB1 demonstraram que esses animais
exibiram perfil comportamental correlacionado com ansiogénese, tanto nos
modelos da CCE quanto no LCE (Akinshola et al., 1999; Haller et al., 2004;
Rodgers et al., 2005). Nosso estudo mostrou que 0s animais expostos ao LTE,
apos injecdo com AM251, apresentaram um aumento na laténcia de saida do
braco fechado durante a tarefa de esquiva inibitoria. Esse efeito corrobora com
resultados prévios, o0s quais demonstraram que essa droga também
desencadeia comportamentos tipo ansiogénicos em outros modelos animais
(Rodgers et al., 2005; Sink et al., 2010). E importante citar que esse efeito ndo
teve relacdo com uma possivel alteracdo na atividade locomotora uma vez que
a dose eficaz em promover o efeito tipo ansiogénico nao alterou a atividade de

locomocédo medida na arena.

Em nosso trabalho, nés também avaliamos o papel do Rimonabanto.
Essa droga é um antagonista dos receptores canabinoides que outrora foi

usado na terapia clinica visando o tratamento da obesidade bem como de
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desordens metabdlicas associadas (Moreira and Crippa, 2009). Entretanto seu
uso foi suspenso em virtude de esta relacionado, dentre outros com desordens

psiquiatricas, como aumento da ansiedade(Murray et al., 2007).

Os estudos realizados em animais demonstram que o Rimonabanto
promove alteracdes complexas e variadas no que diz respeito tanto ao modelo
experimental utilizado quanto a dose. Balerio e colaboradores demonstraram
gue baixas doses de Rimonabanto (0.25-1.0 mg/Kg) ndo alteram, por si so, 0
efeito comportamental de animais expostos ao LCE (Balerio et al., 2006). Ja os
estudos conduzidos por Navarro e colaboradores, demonstraram que em doses
elevadas esse antagonista promovia efeito tipo ansiogénico no mesmo modelo
(Navarro et al.,, 1997). Por outro lado trabalhos conduzidos por Rodgers
encontraram que a droga foi inefetiva no LCE (Rodgers et al.,, 2003).
Comprovando ainda mais essa variabilidade nos efeitos da droga, um papel
ansiolitico foi conferido a ela no teste do LCE e no teste de conflito de Voguel
(Griebel et al., 2005).

Trabalhos usando uma variante do LCE, denominado labirinto em zero
elevado, demonstraram que a droga também ndo promoveu alteracbes do
comportamento preditivo de ansiedade (Kathuria et al., 2003). Esses dados
corroboram com os efeitos apresentados no nosso trabalho, no qual
observamos que nenhuma das trés doses do Rimonabanto alterou as laténcias
de saida do braco fechado na tarefa de esquiva.

Distintas alteracdes comportamentais tém sido relatadas na literatura no
gue diz respeito ao tratamento com antagonistas dos receptores canabinoides.

Haller e colaboradores demonstraram que as alteracdes comportamentais
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mediadas pelo Rimonabanto e pelo AM 251 eram opostas, sendo que o
primeiro apresentava efeito ansiolitico e o segundo efeito ansiogénico no
modelo do LCE. Nesse mesmo trabalho foi demonstrado que o Rimonabanto
promovia alteragbes comportamentais mesmo em animais que né&o
expressavam o receptor CB1, observagéo que nao foi mimetizada pelo AM 251
(Haller et al., 2004). Um estudo mais recente demonstrou, ainda, que o AM 251
e 0 Rimonabanto apresentam diferencas no potencial de inibicdo dos efeitos de
agonistas (McMahon and Koek, 2007). Diante dessa diferencas citadas pode
se inferir que as duas drogas podem apresentar diferentes seletividades pelo
receptor CB1. Como no nosso trabalho as doses desses dois antagonistas
foram equivalentes, uma maior seletividade do AM251 poderia explicar o fato
de que apenas esse antagonista foi habil em promover o efeito tipo
ansiogénico.

A partir dos resultados obtidos com o AM 251 pode-se inferir que o0s
receptores CB1 desempenham papel relevante na modulagdo dos transtornos
de ansiedade avaliados no LTE. Essa importancia ficou ainda mais bem
caracterizada com os resultados expressos na figura 14. Foi observado que o
pré-tratamento, com uma dose inefetiva por si s6 do AM 251, bloqueou o efeito
ansiolitico desencadeado pelo tratamento com Win 55-212.

E bem descrito na literatura que os receptores CB1 medeiam as reacdes
promovidas por agonistas canabinoides (Howlett, 1995; Howlett et al., 2002).
Em nosso estudo a antagonizacdo destes receptores reverteu o efeito
promovido pelo agonista. Isso esta de acordo com o papel proposto dos

receptores CB1 em mediarem comportamentos tipo ansioliticos promovidos por
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agonistas canabinoides (Bortolato et al., 2006; Haller et al., 2004; Moreira et al.,
2007; Patel and Hillard, 2006).

O efeito ansiogénico evidenciado ap6s o tratamento com o antagonista
AM 251 indicou que o sistema endocanabinoide podia desempenhar algum
papel nos transtornos de ansiedade avaliados no LTE. Além do uso de
antagonistas de receptores canabinoides, outra importante ferramenta para
auxiliar na avaliagdo do papel do sistema endocanabinoide nas respostas
comportamentais relacionadas a ansiedade, consiste na manipulagcdo
farmacolégica e genética dos processos que culminam com a degradacédo dos
endocanabinoides.

Estudos demonstraram que o AM 404, um inibidor da proteina que
recapta a anandamida aumentou o tempo que o0s animais ficavam no braco
aberto do LCE evidenciando um efeito ansiolitico (Bortolato et al., 2006;
Moreira et al.,, 2007). Essa droga também mostrou potencial ansiolitico,
caracterizado por uma facilitacdo na extincdo do medo, no modelo do medo
condicionado (Chhatwal et al., 2005). Respostas ainda mais significativas
passaram a ser obtidas com as manipulacdes genéticas e farmacoldgicas
sobre a FAAH, enzima responsavel pela degradacdo da anandamida (Kathuria
et al., 2003; Moreira et al., 2008). O inibidor seletivo da FAAH, URB 597,
promove efeitos ansioliticos em ratos e camundongos (Kathuria et al., 2003;
Moreira et al., 2008). Além disso, animais nocautes para essa proteina
passavam mais tempo no compartimento claro, no modelo da caixa claro
escuro, bem como nos bracos abertos do LCE (Moreira et al., 2008).

Similarmente 0s nossos resultados demonstraram que o URB 597

promoveu uma diminuicdo na laténcia de saida do braco fechado, durante a
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tarefa de esquiva, sugerindo um efeito ansiolitico desse inibidor. Nossos dados
também estdo de acordo com os estudos de Patel e Hillard nos quais foi
observado que os animais tratados com URB 597 passavam mais tempo nos
bragos abertos do LCE além de entrar mais vezes nesse compartimento (Patel
and Hillard, 2006). Um resultado mais recente publicado por Busquets-Garcia e
colaboradores demonstrou que animais tratados com URB 597 passavam mais
tempo na porgdo aberta do labirinto em zero elevado indicando efeito tipo
ansiolitico, corroborando com o0s resultados descritos em nosso
trabalho(Busquets-Garcia et al., 2011).

Em nosso estudo, o tratamento com o inibidor da hidrolise promoveu,
ainda, uma maior laténcia na saida do braco aberto do LTE, sendo essa uma
acao tipo panicolitica. Esse efeito do URB 597 corrobora dados da literatura
gue mostram diminuicdo de comportamentos aversivos relacionados ao
transtorno do péanico, em animais que receberam canabinoides. Finn e
colaboradores, observaram no modelo de inducdo locomotora promovida pelo
acido D,L-homocistéico, que a injecao central do agonista HU 210 ocasionava
a reducao dessa resposta, sendo este um efeito tipo panicolitico (Finn et al.,
2003).

A estimulacao elétrica da SCPd constitui um outro modelo preditivo de
transtorno do panico bastante difundido (Graeff and Del-Ben, 2008; Lim et al.,
2011; Moers-Hornikx et al., 2011; Schenberg et al., 2001).Em um estudo mais
recente Casarotto e colaboradores demonstraram que o tratamento com o
ACEA, um agonista seletivo de receptores CB1, aumentou a laténcia de
estimulacdo elétrica necessaria para que fosse desencadeava as alteracdes

comportamentais, sugerindo efeito antipanico (Casarotto et al., 2012). E preciso
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mencionar que os trabalhos citados, embora corroborem com nossos
resultados com URB 597, utilizaram injecBes regioespecificas dos
canabinoides, diferentemente dos nossos testes que se valeram de injecdes
sistémicas. Isso pode explicar o fato de ndo termos observado efeito tipo
panicolitico nos animais tratados com o Win 55-212.

A distribuicdo da enzima FAAH ndo se da de modo homogéneo no
cérebro. Isso faz com que o tratamento com inibidor da mesma promova a
elevacdao dos niveis da anandamida e a consequente modulacdo dos
receptores CB1 somente em regides que expressam FAAH poés-sindptica em
proximidade de receptores CB1, e que estdo ativamente liberando
endocanabinoides (Lafenetre et al., 2007).

Além disso, é importante relembrar que a sintese dos endocanabinoides
ocorre sob demanda, e para tal € necessario que exista um estimulo que a
desencadeie (Di Marzo et al.,, 1994). Desse modo o inibidor da hidrolise
apresentara uma acao seletiva inibindo a degradacdo somente nos sitios onde
a sintese dos endocanabinoides foi desencadeada(Piomelli et al., 2006). No
caso do nosso trabalho esse estimulo para a sintese pode ser a exposi¢cédo aos
ambientes aversivos do LTE.

Tanto esse carater de acdo em sitios especificos, nos quais ocorreu a
sintese dos endocanabinoides, quanto a necessidade da proximidade entre os
sitios que expressam FAAH e receptores CB1, podem ser responsaveis pelo
fato de drogas inibidores da hidrolise, como o URB 597, ocasionarem efeitos
distintos dos encontrados no simples tratamento direto com agonistas
exdégenos. Foi observado, por exemplo, que o inibidor da FAAH, ndo apresenta

os efeitos de hipotermia e catalepsia, nem o potencial de adiccdo observados
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com agonistas canabinoides (Gobbi et al., 2005; Kathuria et al., 2003; Piomelli
et al., 2006).

No que tange os transtornos de ansiedade essas diferencas entre as
drogas que atuam aumentando os niveis de endocanabinoides e agonistas
exdgenos também ocorrem. Diversos estudos demonstram, por exemplo, que o
padrdo de U invertido das curvas dose resposta obtidas em modelos preditivos
de ansiedade, encontradas com o0 uso de agonistas exdégenos ndo é
mimetizado por drogas que elevam o0s niveis de canabinoides enddgenos
(Haller et al., 2007; Kathuria et al., 2003; Moreira et al., 2007; Patel and Hillard,
2006).

Ainda no ambito das divergéncias, entre drogas que modulam os niveis
de endocanabinoides e o0s agonistas exdgenos e com relacdo aos
comportamentos da ansiedade, Chhatwal e colaboradores demonstraram que o
tratamento com o AM 404 facilitava a extincdo do medo condicionado, e que
esse efeito ndo era observado com o tratamento com Win 55-212(Chhatwal et
al., 2005). Estes resultados corroboram com os dados publicados neste
trabalho no qual apenas o URB 597, e ndo o agonista exdgeno testado
promoveu efeito panicolitico.

Estudos demonstram que o canabinoide enddégeno anandamida,
também é um ligante do receptor vaniloide de potencial transitério subtipo 1
(TRPV1) (Van Der Stelt and Di Marzo, 2004). A elevacdo dos niveis de
anadamida na SCP, promovida pela utilizacdo de um inibidor da enzima que a
degrada provoca analgesia mediada por receptores TRPV1, caracterizando

interacdo da anandamida com esse receptor (Starowicz et al., 2007).
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Kasckow e colaboradores demonstraram, ainda, que a administracao
sistémica da capsazepina, um antagonista de receptores TRPV1, promoveu
efeito tipo ansiolitico em animais expostos ao LCE, sugerindo que a ativagcdo
desses receptores facilita os comportamentos relacionados com ansiedade em
animais (Kasckow et al., 2004). Utilizando camundongos nocautes para TRPV1,
Marsch e colegas observaram o comportamento tipo ansiolitico desses animais
no LCE e na caixa claro-escuro, quando comparado aos animais selvagens,
corroborando a hipétese que a ativacdo desses receptores apresenta papel
pré-aversivo (Marsch et al., 2007).

Esses resultados podem explicar o fato de termos obtido efeito
panicolitico somente com a dose intermediaria do URB 597. E possivel que na
maior dose, a droga elevou de modo mais acentuado os niveis de anadamida,
permitindo que esse endocanabinoide também se ligasse aos receptores
TRPV1, e mascarasse o efeito panicolitico. Isso corrobora com dados prévios
gue demonstraram que o bloqueio desses receptores TRPV1, restabelece o
efeito antiaversivo de agonistas canabinoides (Campos and Guimaraes, 2009;
Casarotto et al., 2012; Terzian et al., 2009).

Os dados apresentados nesse trabalho mostram que drogas que
interferem com o sistema endocanabinoide modulam as respostas
comportamentais avaliadas no LTE. Foi demonstrado que um antagonista
exdgeno promove efeito tipo-ansiolitico mediado por receptor CB1, enquanto
um efeito tipo ansiogénico foi observado com o uso do antagonista destes
receptores. O inibidor da hidrélise da anandamida, além de promover efeito
tipo-ansiolitico apresentou efeito tipo antipanico. Este ultimo resultado é

particularmente importante uma vez que nosso trabalho € o primeiro a
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demonstrar efeito panicolitico com injecdo sistémica de drogas que aumentam
o nivel de endocanabinoides. Tais resultados, portanto, sustentam a hip6tese
de que farmacos que intensificam as ac¢des do sistema endocanabinoide
induzem efeitos tipo ansiolitico e tipo panicolitico no modelo do labirinto em T
elevado e representam possiveis estratégias para novos tratamentos

farmacolégicos de transtornos de ansiedade.
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