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RESUMO

Varias evidéncias indicam um papel importante da substancia cinzenta
periaquedutal (SCP) nas respostas defensivas e no controle da dor. A ativagado dos
receptores canabinoides tipo 1 (CB1) ou mu-opioides (MOR) na regido dorsal dessa
estrutura (SCPd) inibe o medo e facilita a antinocicepgdo induzida por diferentes
estimulos ou situacdes que elicem tal emogdo. No entanto, ainda ndao se sabe se
esses dois receptores podem funcionar cooperativamente para alcangar essas
acgdes inibitérias. O presente estudo investiga uma possivel interagao funcional entre
os receptores CB1 e MOR localizados na SCPd na regulagao da resposta de medo
e da antinocicepc¢ao evocada pela estimulagdo quimica da SCPd com o aminoacido
excitatério N-metil-D-aspartato (NMDA). Assim, ratos Wistar machos foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de uma canula guia na SCPd.
Esses animais foram estimulados quimicamente com NMDA microinjetado nesta
regido encefalica e foram testados quanto a expressao de uma resposta de medo, o
congelamento, e a nocicepg¢ao, por avaliar a laténcia do tempo de retirada da cauda
no analgesimetro térmico. No experimento 1, antes da administragdo deste
aminoacido excitatorio, os animais foram tratados intra-SCPd com o agonista CB1
ACEA (0,5 pmol) e com o antagonista do receptor CB1 AM251 (100 pmol). No
experimento 2, antes da administracdo do NMDA, os animais foram tratados intra-
SCPd com o agonista MOR DAMGO (0,5 nmol) e com o antagonista do receptor
MOR CTOP (1 nmol). No experimento 3, para investigar a interagao funcional entre
os receptores MOR e CB1, a microinjegdo de CTOP foi combinada com ACEA,
enquanto a de AM251 foi combinada com DAMGO. Nossos resultados mostraram
que a injecao de ACEA ou DAMGO na SCPd inibiu a expressao de congelamento
induzida por NMDA, contudo, apenas o agonista MOR DAMGO aumentou a
antinocicepgao medida pelo teste de retirada da cauda. Mais importante, o efeito
inibitério de ACEA ou DAMGO no congelamento foi bloqueado por CTOP e AM251,
respectivamente, indicando uma interagéo funcional entre esses dois receptores na
mediagado de comportamentos defensivos relacionados ao medo. No entanto, essa
interacao cooperativa nao foi observada na antinocicepcédo induzida por NMDA.
Nossos achados apoiam a hipdtese de que uma acgado cooperativa entre os dois
receptores, MOR e CB1, ocorre na SCPd e esta envolvida na mediacdo da resposta
defensiva induzida por NMDA, mas nao na antinocicepgao induzida por NMDA. Além
disso, nossos achados destacam que, nessas condigdes experimentais, 0s
receptores MOR, mas ndo os CB1, expressos na SCPd, estdo envolvidos na
modulacdo do efeito antinociceptivo que segue as reagdes de defesa semelhantes
ao medo induzidas pela estimulagcdo quimica da SCPd com NMDA.

Palavras-chave: medo, congelamento, opioide, endocanabinoide, antinocicepgao.



ABSTRACT

A wealth of evidence indicates an important role of periaqueductal gray
matter (PAG) in defensive responses and pain control. Activation of cannabinoid
type-1 (CB1) or mu-opioid (MOR) receptors in the dorsal region of this structure
(dPAG) inhibit fear and facilitate antinociception induced by different fear stimuli or
situations. However, it is still unknown whether these two receptors can work
cooperatively to achieve these inhibitory actions. This study investigates a possible
functional interaction between CB1 and MOR receptors localized in the dPAG in the
regulation of fear-like defensive response and antinociception evoked by the dPAG
chemical stimulation with N-methyl-D-aspartate (NMDA). Male Wistar rats implanted
with a guide-cannula aimed at the dPAG were tested for freezing expression and tail-
flick latency after local microinjection of NMDA. In experiment 1, before the
administration of this excitatory amino acid, animals were intra-dPAG injected with
the CB1 agonist ACEA (0.5 pmol). Also, CB1 receptor antagonist AM251 (100 pmol)
was administrated. In experiment 2, before the administration of this excitatory amino
acid, animals were intra-dPAG injected with the MOR agonist DAMGO (0.5 pmol).
Additionally, MOR antagonist CTOP (1 nmol) was combined with DAMGO. In
experiment 3, to investigate the functional interaction between MOR and CB1
receptors, microinjection of CTOP was combined with ACEA, whereas of AM251 was
combined with DAMGO. Our results showed that ACEA or DAMGO injection in the
dPAG inhibited NMDA-induced freezing expression, only the later drug increased
antinociception measured by the tail-flick test. More importantly, the inhibitory effect
of ACEA or DAMGO on freezing was blocked by CTOP and AM251, respectively,
indicating a functional interaction between these two receptors in the mediation of
defensive behaviors. However, this cooperative interaction was not observed on
NMDA-induced antinociception. Our findings support the hypothesis that a
cooperative action between both receptors, MOR and CB1 receptors, into dPAG
occurs and it is involved with the mediation of NMDA-induced defensive response,
but not with NMDA-induced antinociception that follows this defensive reaction.
Moreover, our findings highlight that MOR, but not CB1 receptors, expressed in
dPAG is involved in the modulation of antinociceptive effect that follows the fear-like
defense-reactions induced by dPAG chemical stimulation with NMDA.

Keywords: fear, freezing, opioid, endocannabionoids, antinociception.
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1 Introducgao

1.1 Transtorno do panico

Os transtornos psiquiatricos sado considerados condi¢cbes alarmantes em
saude publica e ganham espaco relevante entre as pesquisas cientificas da area
biomédica. As patologias mentais, em destaque os transtornos de ansiedade,
imergem como elemento chave na pesquisa de fildsofos, médicos e bidlogos ao
longo de séculos. Seu carater multifacetado e o impacto imediato na produtividade,
perturbacdes da conduta social, comprometimento familiar, ocupacional e prejuizo
na execucao de atividades cotidianas, criaram necessidade do entendimento do
processo de saude-doenca, e ndo obstante as funcionalidades e debilidades da
mente humana.

Dentre os estudiosos do cérebro humano, o renomado psiquiatra Sigmund
Freud (1894) inseriu o termo “neurose de ansiedade” contrapondo a ansiedade
realistica, onde, devido a repeticao de estimulos tensionais, acima do limiar tangivel
e homeostatico, haveria o desdobramento de quadros nosologicos persistentes
caracterizados por picos de ansiedade, hoje descritos como ataques de panico.
Dessa forma, a exacerbacao de eventos que exigem aumento da percepcgao e
eliciam estados de tensao e apreensdo a uma ameaca prevista podem desencadear
um efeito somatério negativo sobre a ansiedade basal ou estado, conceito
introduzido por Spielberg et al (1970), e assim, promover ansiedade mau adaptativa
ou patoldgica, por alterar o que seria caracteristico do individuo, ou seja a ansiedade
adaptativa.

Nesse aspecto, a ansiedade adaptativa € uma emocao essencial,
usualmente relacionada ao aprimoramento de performance diante de uma situacao
de conflito. A ansiedade eleva a capacidade de atencao e cognigdo para execucao
de uma determinada tarefa ou circunstancia potencialmente aversiva. Devido a essa
singularidade de autopreservacao, trata-se de um elo fundamental para garantia da
sobrevivéncia e irrompe a barreira da espécie, ou seja, essa emocao é correlata em
mamiferos seguindo a logica evolutiva e competitiva de integridade e conservacgéo
de espécies (BLANCHARD; BLANCHARD, 1998, BRANDAO et al., 1999, GRAY;
MCNAUGHTON, 2000).
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Em humanos a ansiedade patologica ou transtornos de ansiedade séao
categorizados, segundo a 5% edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais feita pela Associacao Psiquiatrica Americana (DSM-V, APA,
2013), como um conjunto de doencas com critérios diagndsticos especificos e
diferenciais baseados em sinais e sintomas, e considera contextos culturais, socio-
econdbmicos e de género. Sado detalhados nesse compéndio aspectos como
prevaléncia, desenvolvimento e curso da doenca, fatores de risco, progndstico e
tratamento de escolha. A saber, fazem parte dos Transtornos de Ansiedade:
Ansiedade de separacao, Mutismo seletivo, Fobia especifica, Transtorno de
Ansiedade social, Transtorno do péanico (TP) com ou sem Agorofobia, Transtorno de
Ansiedade generalizada (TAG), Transtorno de Ansiedade induzido por
substancia/medicamento, Transtorno de Ansiedade devido a outra condicdo médica,
e Transtornos de Ansiedade especificados e ndo-especificados.

De maior interesse para o presente estudo, o TP é caracterizado por ataques
de medo intenso, inesperados e recorrentes acompanhado por alteracdes fisicas e
cognitivas. Os sintomas incluem palpitagdes, sudorese, tremores, sensacdo de
asfixia, desconforto toracico, nausea, tontura, calafrios ou ondas de calor,
parestesias, despersonalizagcido, desrealizagdo, medo de enlouquecer e de morrer.
Para ser diagnosticado com o TP, o paciente deve apresentar no minimo 4 dos 13
sintomas listados com durabilidade superior a 6 meses. A frequéncia e a gravidade
do TP é altamente variavel (DSM-V, APA, 2013). Sua incidéncia varia de acordo
com a localizagédo geografica e em média atinge cerca de 0,3% da populagéo global
ao ano (que corresponde a cerca de 200 mil novos casos) e de 1,6% ao longo da
vida (BANDELOW; MICHAELIS, 2015). Episédios de ataques de panico assinalam
11,2% dos indices epidemiolégicos entre os latino-americanos e estadunidenses.

Tendo em vista esses dados em relacdo ao TP, faz-se necessaria a
investigacdo das bases neuronais associadas a este transtorno de ansiedade, para
que dessa forma, sejam desenvolvidos tratamentos mais eficazes necessarios em

casos de refratariedade e irresponsividade a farmacoterapia disponivel atualmente.
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1.2 Reacgbdes de defesa: Envolvimento da substancia cinzenta periaquedutal

no transtorno do panico

Durante a evolugédo das espécies, estratégias defensivas foram tragadas com o
intuito de promover eficiéncia das respostas a ambientes hostis e enfrentamento a
predadores. O notavel trabalho de Charles Darwin em “"The Expression of Emotions
in Man and Animals” (1872), sugere por mero senso observacional similaridades
entre distintas espécies na expressdo das emocgdes. Progressivamente, estudos
com animais passaram a ser incorporados na pesquisa neurobioldgica por serem
capazes de criar associagcbes entre as emocoes, ativacdo de areas encefalicas
especificas e seu envolvimento direto na modulacédo e repercussao de fenbmenos
observados em carater macroscépico como em circunstancias sociais e expressao
de comportamentos defensivos de forma homologa interespécies.

Nesse sentido, a ablagdo de areas encefalicas, estimulagado elétrica, quimica e
os estudos etolégicos, que mimetizam contextos naturalisticos de medo/ameaca,
tornaram-se frequentemente empregados na pesquisa comportamental no final do
século XIX e inicio do século XX. A teoria das emogdes de Canon-Bard (1927)
baseada na teoria das emogdes de James-Lange (1884), condicionamento
Pavloviano (1927) e a descoberta do sistema de defesa emocional foram pautadas
na inser¢ao dessas novas metodologias de investigagao cientifica. Autores como o
cientista francés Claude Bernard (1866) e o italiano Angelo Mosso (1879)
contribuiram no entendimento das alteragées fisioldgicas decorrentes da expressao
das emocdes. Na década de 1940, a estimulagao elétrica do hipotalamo medial de
gatos foi relacionada a existéncia de um circuito de defesa emocional (HESS;
BRUGGER, 1943). A descoberta do envolvimento do diencéfalo na organizagao de
respostas aversivas e a categorizagdo estrutural hipotaldmica, rendeu a Walter
Hess, médico e fisiologista suico e Egas Muniz, neurologista portugués o Prémio
Nobel em Medicina de 1949.

Assim como o hipotalamo, o envolvimento de outras estruturas encefalicas (e
suas minuciosas subdivisdes) passou a ser relacionado as respostas defensivas.
Graeff (1981) correlacionou o envolvimento do hipotdlamo medial, substancia
cinzenta periaquedutal (SCP) e complexo amigdaloide na geracédo de

comportamentos defensivos e elaboracdo de estados emocionais aversivos. A
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integracdo dessas regides na formulagdo de respostas defensivas constitui o
denominado sistema cerebral aversivo (SCA). Adicionalmente ao SCA, Gray (1982)
no livro “Neuropsicologia da ansiedade”, infere a existéncia de um sistema de
inibicdo comportamental (SIC) responsavel por coordenar respostas de medo e
ansiedade. Posteriormente, Gray e McNaughton (2000) aprimoram a teoria, e
correlacionam SIC com o sistema de congelamento/fuga/luta e o sistema de
aproximacao comportamental.

Parte das inferéncias de Gray e McNaughton (2000) foram embasadas pelos
classicos estudos etoldgicos conduzidos pelo casal Robert e Caroline Blanchard,
cuja pesquisa foi fundamentada na observacdo de estratégias comportamentais
defensivas de animais. Para tanto, os animais eram expostos a diferentes condi¢coes
experimentais, onde levava-se em consideracéo o tipo de oponente, seu tamanho e
proximidade, a existéncia ou nao de vias de fuga e tendéncias naturais do animal em
atacar, fugir ou ficar imével. Eles observaram que os comportamentos defensivos
especie-especificos pareciam ser reacdes constantes, instintivas, estritamente
coordenadas e comuns entre mamiferos (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988, 2001,
2003).

Resumidamente, no contexto de ameaga distante, o comportamento majoritario
dos animais testados era o congelamento, postura adotada para passar
despercebido, ndo chamar atencdo do predador. Aqui, a estrutura recrutada
majoritariamente é a porgao ventrolateral da periaquedutal e a emogéo correlata em
humanos é o medo. Quando o predador estava proximo da presa, como em um
confronto presa-predador, a estratégia comportamental adotada era congelamento
seguido de luta e/ou fuga, e uma das estruturas encefalicas recrutadas é a SCP,
mais especificamente a coluna dorsal. A emoc¢ao correlata em humanos € similar ao
panico. Quando a ameacga era potencial, ou seja, poderia vir a acontecer, os
animais experimentais demostravam comportamento de avaliagao de risco, onde, a
espreita, sondavam o ambiente, a fim de buscarem a melhor estratégia de defesa.
Em humanos essa tensdo ou antecipagdao de uma condigdo esta relacionada a
ansiedade, e, em ambas as espécies -homens e roedores- 0 septo-hipocampal e
amigdala basolateral sao regides recrutadas e importantes para essa expressao
comportamental (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BRANDAO, 2008; GRAY;
MCNAUGHTON, 2000).
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Atualmente, o cortéx cingulado anterior (CCA), estruturas limbicas como
hipotalamo anterior, mesencefalicas como coliculos inferior e camadas profundas do
superior sdo amplamente investigados e inseridos a circuitaria do medo (FALCONI-
SOBRINHO; COIMBRA, 2018; HAYES; NORTHOFF, 2011). Nesse contexto, a
conformacao e conectividade do sistema nervoso central parecem seguir uma ordem
comum entre espécies, cuja finalidade critica € a garantia da sobrevivéncia e
integridade fisica do individuo envolvido no contexto onde, o reflexo correto é
diretamente proporcional a continuidade de sua existéncia.

A SCP, estrutura alvo de nossa investigagao é considerada parte do substrato
neural elementar para a origem do medo, que pode ser visualizado em seu apice
como ataques de panico. Cabe mencionar que esta area mesencefalica circunda o
aqueduto cerebral ou aqueduto de Sylvius em nivel de comissura posterior até a
area tegmentar ventral (BANDLER; SHIPLEY, 1994; CARRIVE, 1993). E dividida
anatomicamente em colunas dorsolateral, dorsomedial, lateral e ventrolateral que se
estendem ao longo de um eixo rostro-caudal, cujos padrdes de citoarquitetura,
quimioarquitetura e conectividade se diferem funcionalmente (Fig. 1) (BENARROCH,
2012).

Desde a década de 60, com as observagbes feitas pelo neurocirugido
Nashold e colaboradores (1969), a SCP, principalmente a coluna dorsal vem sendo
implicada na etiologia do TP. Os autores mostraram que a estimulagao elétrica da
regido dorsolateral do tegmento mesencefalico induzia além da analgesia profunda
em humanos, sensacbes desagradaveis como medo intenso, sustos,
hiperventilagdo, sudorese e piloeregdo. Interessante notar que o mesmo tem sido
observado em animais quando essa regido € estimulada. Assim, varios estudos
mostraram que a ativacdo dessa regido eliciam reagdes de medo, desfecho
acompanhado de alteragbes autondmicas, como piloere¢cao, aumento da frequéncia
cardiaca e respiratoria, sendo a resposta de fuga explosiva e descoordenada
observada mediante ativagdo mais pronunciada da regido (COIMBRA; BRANDAO,
1997; MORGAN et al., 1998; VARGAS et al., 2000; BRANDAO et al., 2008;
MARASCHIN et al.,, 2016). Além disso, varios estudos mostram a ocorréncia de
antinocicepgao relacionada com o medo (MORGAN et al.,, 1998; JACQUET,;
LAJTHA, 1974; FERREIRA-NETTO et al., 2005; MAYER et al., 1971).
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Figura 1- Divisdo anatomica da substancia cinzenta periaquedutal. Fonte:
Adaptado de Gruber-Dujardin, 2010

1.3 Substancia cinzenta periaquedutal e a resposta de medo e

antinocicepgao

Funcionalmente envolvida na responsividade a situagdes que eliciam medo,
as colunas dorsais da SCP ganharam amplo suporte cientifico, pautadas no
repertério defensivo observado em animais diante contextos naturais ou
reproduzidos artificialmente por estimulagdo quimica ou elétrica da estrutura.
Schenberg e colaboradores (1990) propuseram estudo neuroetolégico com emprego
de fungdes lineares para estabelecer quais respostas defensivas eram eliciadas pela
estimulagdo das colunas dorsais da SCP (SCPd) em limiares crescentes de corrente
elétrica em ratos. Concluiram que, dependendo da intensidade de voltagem
empregada, isto €, intensidade do estimulo, os comportamentos dos animais
consistiam em congelamento, corrida (fuga coordenada e horizontal) e saltos (fuga
descoordenada e vertical) acompanhados de alteragées autondmicas. Dessa forma,
o congelamento foi detalhado como a resposta comportamental que antecede a

resposta explosiva, diante ativagao da SCPd.

Interessantemente, Borelli e colaboradores (2004) utilizando o mesmo modelo
de estimulacdo elétrica da SCPd em ratos, sugeriram que a expressao do

comportamento de congelamento (ou imobilidade tdnica) se aproximava mais dos
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ataques de panico observados em humanos levando em consideracdo aspectos
translacionais, em vista que relatos clinicos de pacientes estimulados diretamente na
regidao, contavam com a manifestacdo do medo de forma paralisante, combinado
com a urgéncia em fugir da situagdo, onde geralmente o estimulo associado era
cessado. Nos animais experimentais, o estimulo elétrico na maioria dos protocolos
estudados (BORELLI et al., 2004; CASAROTTO, et al., 2011; RANGEL et al., 2014)
possui amplitude suficiente para induzir resposta de fuga, que ao longo das décadas
de estudo foi consagrada como resposta comportamental que mimetiza de forma
mais caracteristica os ataques de panico (MOREIRA et al., 2013). Dessa maneira,
pode-se inferir que a SCPd elabora respostas rapidas e eficientes de defesa,
caracterizado por um padrédo comportamental defensivo progressivo, iniciado com

estado de alerta, congelamento e fuga, e retomando o congelamento.

A estimulagdo quimica da SCPd com aminoacidos excitatérios produzem
desfecho comportamental semelhante (BANDLER; CARRIVE, 1988). Ferreira-Netto
e co-autores, mostram que o aminoacido excitatério N-metil D-aspartato (NMDA)
administrado intra-SCPd, foi capaz de eliciar respostas de medo, que flutuavam
entre 0 congelamento tenso em doses mais baixas (4 nmol), a reagdes de fuga
explosiva em doses mais elevadas (7 nmol). A estimulagdo da SCPd foi homologada
como modelo para estudo do transtorno do panico em termos de validade preditiva e
de face (JENCK et al.,, 1995). A validade preditiva esta relacionada ao efeito
farmacolégico observado, enquanto a analogia, validade de face ou modelo
isomorfico, trata-se das similaridades de tracos comportamentais entre humanos e

outras espécies de mamiferos.

O uso de drogas como a ioimbina (antagonista de receptores a2-
adrenérgicos) e a cafeina, precipitavam ataques de panico quando administradas
por via intraperitoneal em ratos estimulados com diferentes limiares de correntes
elétricas intra-SCPd (JENCK, et al., 1995). De forma contraria, doses altas de
benzodiazepinicos (BDZ) como alprazolam e midazolam revertiam o efeito aversivo
induzido pelo estimulo elétrico, aumentando significativamente o limiar necessario
para gerar ataques de panico. Em contrapartida, a picrotoxina e biculina
(antagonistas GABAA) foram capazes de desencadear comportamento de fuga em
animais de maneira similar a estimulagao elétrica, sugerindo que este sistema esta

sob a influéncia inibitéria ténica do acido gama-aminobutirico (GABA) (BRANDAO et
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al., 1982; BRANDAO et al., 1999). Drogas que atuam no sistema GABAérgico,
potencializando sua acdo, como os BDZs, sdao usados clinicamente para o
tratamento de ataques de péanico, o que corrobora com os resultados observados em
animais experimentais (BALLENGER et al., 1988; CHOUINARD et al, 1982; NUTT;
LAWSON, 1992).

Adicionalmente ao efeito panicolitico observado pelos BDZs, drogas que
aumentam a biodisponibilidade de serotonina (5-Hidroxitriptamina- 5HT) apresentam
eficacia em reduzir ataques de panico. Conforme observado no estudo clinico
conduzido por Kahn e Westenberg (1985), pacientes diagnosticados com TAG, TP
ou agorafobia tratados com L-5-hidroxitriptofano (percussor imediato de 5HT)
apresentaram melhora significativa ao longo de semanas de tratamento, contudo, os
efeitos iniciais relatados eram de piora do quadro, ou seja, 0 aumento da serotonina

agudamente eliciava respostas ansiogénicas e panicogénicas.

A fim de se estabelecer o papel dual da serotonina na modulagdo do medo e
ansiedade, Deakin e Graeff (1991) propuseram que projecbes de neurdnios
serotonérgicos originados no nucleo dorsal da Rafe (NDR) para a SCPd inibiriam
respostas fisioloégicas e comportamentais do tipo panico mediado pela ativagcéo de
receptores SHT1a e receptores 5HT2a em interneurdnios expressos na regido
(NOGUEIRA, GRAEFF, 1995; GRIFFITHS; LOVICK, 2002; PAUL et al., 2014;
ZANGROSSI; GRAEFF, 2014; ZANOVELI et al., 2010). Em contrapartida, neurénios
serotoninérgicos do NDR projetando-se para a amigdala facilitariam o medo
condicionado e respostas semelhantes a ansiedade.

Nesse contexto, € relevante apontar que o medo inato se difere do medo
condicionado. As respostas de medo incondicionado, sdo imediatas, instintivas, sem
aprendizado prévio. Enquanto o medo condicionado esta associado a estimulo
sensorial, até entdo neutro, como som, odor, luz ou contexto pareado ao estimulo
aversivo, que propiciam a formagdo de memorias associativas, ou simplesmente
aprendizado contextual ao medo (PAVLOV, 1927). A SCPd modula respostas de
medo, seja ele inato ou condicionado (FANSELOW, 1991; SOUZA; €CAROBREZ,
2016). Em ambos os casos estdo associadas a mecanismos intrinsecos da
supressao da informacao dolorosa. Dependendo da intensidade do medo, o
organismo suprime a dor a fim de conferir qualidade reacional ao organismo afetado.

Essa constatagao foi elaborada por Bolles e Fanselow (1980) que propuseram o
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modelo perceptivo-defensivo-recuperativo da dor, onde a supressdo da dor em
dadas circunstancias de perigo eminente possui carater adaptativo e protetivo,

ressaltando a necessidade da resposta comportamental imediata.

Cabe dizer que a dor é processada por substratos neurais envolvidos
diretamente com processos cognitivos e afetivos: componente aversivo-cognitivo-
motivacional e o componente perceptivo-discriminativo. No primeiro caso, trata-se de
comportamentos defensivos geralmente acompanhados por sensagdes subjetivas
de desconforto, enquanto o segundo, como o proprio nome indica, compreende a
identificagéo do estimulo como doloroso (AUVRAY et al., 2010).

A modulagao da dor envolve a ativacao de vias descendentes da dor que se
originam no cortex somato-sensorial, sdo influenciadas pelo sistema limbico onde ha
o envolvimento da amigdala e do hipotalamo, SCP no mesencéfalo, e terminam no
corno dorsal da medula espinhal (CDME), bloqueando a transmissdo de estimulos
pela via sensoério-discriminativa ascendente. Para melhor visualizagdo de como
ocorre a modulagdo a nivel central, € fundamental a descricdo do processo de
conducao ascendente do sinal nociceptivo, que se inicia nas terminacdes livres

periféricas e ascendem por tratos especificos como descritos a seguir.

1.3.1 Via ascendente da dor

A nocicepgao € regulada através de processos de facilitacdo de estimulos
danosos de natureza mecanica, quimica e térmica. A estimulacdo nociceptiva
recruta receptores especializados, que conduzem o sinal nociceptivo
somatossensorial primario, traduzido como correntes elétricas por meio da
despolarizagdo de canais de Na* e Ca?' voltagem dependentes, de instancias
periféricas ao CDME (ou nervo trigémio) e consequente ascengao para estruturas
centrais (Fig. 2) (MILLAN, 2002).

A propagagao dessa informagao a nivel primario é facilitada por mediadores
quimicos dentre eles: glutamato, bradicinina, histamina, metabdlitos do acido
araquidénico como leucotrienos e prostaglandinas (PGl e PGEZ2), peptidio gene
relacionado a calcitonina (CGRP), fator de necrose tumoral alfa (TNFa), fator de

ativacdo plaquetario, ATP, adenosina, citocinas, aminoacidos excitatérios,
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substancia P, neurotrofinas, somatostatina e acetilcolina (FURST, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Além disso, as fibras que conduzem o sinal nociceptivo primario sao
categorizadas conforme grau de mielinizagao axonal, didametro e especificidade de
conducéo. As fibras Ad e C s&o responsaveis por deflagrarem estimulos dolorosos
com diferentes velocidades de condugdo da informagdo. As fibras Ad por serem
mielinizadas e apresentarem calibre mais espesso propagam o sinal com maior
velocidade (5 a 30 m/s), enquanto as fibras C, ndo mielinizadas costumam ser
relacionadas com resposta tardia/lenta da dor (0,5 a 2 m/s) e menos especifica
devido a auséncia de organizagdo somatotopica desses receptores polimodais.
Ambas respondem ao calor em uma faixa de aproximadamente 43°. Adicionalmente,
as fibras do tipo AB estdo associadas a procicepcao e respondem a estimulos tatéis
nao nocivos (BASBAUM et al., 2009; BOURNE et al., 2014; KWON et al., 2014).

Quando o neurbnio primario efetua a sinapse com neurdnios de segunda
ordem nas laminas I, Il, V e VI que compdéem o CDME, ha ativacdo de fibras dos
tipos Wide Dynamic Range (WDR), interneurbnios e nociceptores especificos (NS).
Os neurbnios NS sdo majoritariamente ativados por estimulos dolorosos
provenientes das fibras Ad e C. As fibras Ad fazem sinapse com neurbnios
secundarios das laminas |, Il e V, ao passo que as fibras C, fazem sinapse com
neurdnios da lamina Il (substancia gelatinosa) (ALMEIDA et al., 2004; BASBAUM et
al., 2009; MILLAN, 2002).

Ainda no CDME, os axbnios desses neurbnios decussam e transmitem o
estimulo nociceptivo pelos tratos espinotalamico e/ou trato espinorreticulotalamico
onde fazem sinapses de terceira ordem. Cabe ressaltar que os tratos espinotalamico
e espinorreticulotalamico sdo  originados  filogeneticamente pela via
neoespinotalamica e paleoespinotalamica, formadas pelo trato espinotalamico lateral
e para o tronco cerebral e talamo, e entdo para o cértex somatossensorial primario
(SI) e secundario (Sll), para a insula e para o cértex cingulado anterior (ACC).
Adicionalmente as vias ascendentes da dor até entdo citadas, inclui-se uma que
projeta diretamente da medula espinal ao mesencéfalo (a formacdo reticular
mesencefalica e SCP), demoninada espino-mesencefalica (BARDIN, 2011; HYLDEN
et al., 1985).
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Figura 2- Via aferente de transmissdao da informagao nociceptiva. Fonte:
Adaptado de Sengupta et al., 2019.

Entre as fungdes das vias talamo-cértex na percepgdo da informagao
nociceptiva ascendente, destaca-se a dicriminacao e predicdo da dor, em termos de
localizacéo e intensidade realizadas pelo Sl. Além disso, a ativagcao do cortex pré-
frontal favorece o planejamento de ag¢des com intuito de cessar ou extinguir a dor.
Estruturas como o CCA, insula, amigdala estao intrinsicamente ligadas a dimensao
desagradavel da dor, e levam em conta aspectos emocionais, sensoriais e
cognitivos (AUVRAY et al., 2010; MILLAN, 2002; PEIRS;SEAL 2016).

1.3.2 Via descendente da dor

Quando a informacao nociceptiva periférica chega ao SNC, tem-se inicio

processos de modulagdo da dor. Entre eles destaca-se a antinocicepcgéo, que é
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basicamente a inibicdo da propagacdo dos potenciais de agdo gerados por
estimulos periféricos. Estruturas como a SCP, o nucleo magno da rafe (NMR), locus
coeruleus (LC), nucleo dorsal da rafe (NDR), o nucleo gigantocelular, o nucleo
paragigantocelular projetam-se diretamente ou indiretamente para o CDME e
modulam a resposta a dor (BASBAUM; FIELDS, 1984).

A SCP é um centro crucial para o controle inibitério endégeno da dor
(REYNOLDS, 1969; RHODES, 1979). Morgan e colaboradores (1998) indicaram
proeminentes efeitos antinociceptivos mediados pela estimulacdo quimica das
colunas dorsais e ventrolateral da SCP. A coluna ventrolateral vem sendo atribuida
papel mais efetivo na antinocicepgao (SAMINENI et al., 2019; GEBHART; TOLEIKIS,
1978), enquanto a inibicdo da dor pelas colunais dorsais da SCP parece ser
recrutada em determinadas circunstancias, como no enfrentamento de perigos reais
e proximais, resultando em esforgcos adaptativos para manter a dor inibida
(BANDLER; SHIPLEY, 1994; CARRIVE; BLANDER, 1991; CARRIVE , 1993;
FARDIN et al., 1984). E importante enfatizar que a SCP contém uma rede intrinseca
de conexdes reciprocas e € provavel que a ativacdo da coluna dorsal afete os
neurénios de saida das colunas ventrolaterais (JANSEN et al., 1998).

Dentre as conexdes da SCP, projecdes do cértex somatossensorial e limbico
podem influenciar suas proje¢cdes descendentes para LC (vias noradrenérgicas) e
nucleo da Rafe (vias serotoninérgicas) e assim modular a dor antes de alcangar o
CDME. Os mecanismos mediados por esses sistemas de neurotransmissao incluem
a hiperpolarizacdo de interneurbénios opioides responsaveis pela transmissdo da
mensagem nociceptiva ao CDME, ativagado de autorreceptores noradrenérgicos a-2
e 5HT3 ja no CDME, ambos reduzindo a ativagao de neurdnios espinotalamicos na
medula espinhal (RIVOT et al., 1982; OLIVERAS et al., 1977; SAITO et al., 1990).

1.4 Sistema opioidérgico: Envolvimento nas respostas de medo e de dor

O sistema opioidérgico € composto por receptores e ligantes endogenos
altamente distribuidos no SNC. A ligagdo aos receptores mu-opioide (MOR), kappa-
opioide (KOR) e delta-opioide (DOR) por agonistas enddgenos ou exdégenos
conduzem as principais respostas mediadas por esse sistema (COLASANTI et al.,

2010). Os receptores opiodérgicos estdo ancorados a proteinas Gi/o e os efeitos da
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sua sinalizacao consistem na reducdo da atividade da adenilciclase, diminuigcao da
condutancia de calcio pré-sinaptica e aumento da condutédncia de potassio.
Geralmente séo recrutados em resposta a recompensas naturais, analgesia, na
adicdo e na regulacao das emogdes. Os ligantes enddgenos, dinorfinas A e B, B-
endorfina e encefalina, sdo derivados dos precursores peptideos pro-dinorfina, pro-
opiomelanocortina e pro-encefalina, respectivamente (LEVITT et al., 2010). Sua
modulacdo se estende no encéfalo em areas como o neocértex, amigdala, talamo,
hipotalamo, teto mesencefalico, nucleo accumbens, putamen, caudado e globo
palido. No mesencéfalo as conexdes se estabelecem entre o nucleo central do
coliculo inferior, as colunas laterais e ventrolaterais da SCP e terminais
GABAérgicos nigroestriatais, estando essas estruturas relacionadas a elaboragéo de

respostas defensivas a perigos proximais (ERBS et al., 2015; MERRER et al., 2011)

Estudos apontam que o sistema opioidérgico modula ambivalentemente as
respostas aversivas. Essa constatagcdo surgiu a partir da observagdo em estudos
pré-clinicos, de que a injecdo intra-SCPd de morfina em baixas doses era capaz de
atenuar respostas do tipo panico evocadas por antagonistas GABAérgicos em ratos
(BRANDAO, 1999). Contudo, em altas doses o efeito da morfina, agonista nao-
seletivo de receptores MOR e KOR, elevou a resposta de medo de animais testados
em arena de estimulagdo quimica. Interessantemente, o agonismo seletivo de
receptores MOR foi associado a efeitos panicoliticos no labirinto em T elevado (LTE)
e estimulacao elétrica na SCPd, ao contrario dos relatos de agonistas KOR, cujo
papel parece ser relativo a progressdo de respostas aversivas (RONCON et al.,
2013). De acordo com Twardowschy e Coimbra (2014) a ativagcao de receptores
KOR no teto mesencefalico elicia respostas aversivas de fuga. Em seu protocolo foi
observado que a injegao intra-SCPd de agonistas KOR e MOR seguido da
estimulacao elétrica do coliculo possuiam efeitos distintos sobre o comportamento.
No primeiro caso, houve elevagcao dos comportamentos de fuga, enquanto que a
ativacdo de MOR mais uma vez apresentou carater antiaversivo.

Adicionalmente, foi denotada acentuada deplecdo dos niveis de opioides
endoégenos durante ataques de pénico induzidos por condigdes de hipdxia. Essa
experimentacdo fundou a chamada Teoria de Falso Alarme de Sufocamento,
proposta por Klein (1993) e modificada por Preter e Klein (2008). Nesse contexto, foi

verificado que individuos com déficits respiratérios (como a asma) tinham maior
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propensao a apresentar sintomas similares a individuos diagnosticados com TP, fato
percebido em humanos e em modelos animais com exposi¢ao a diéxido de carbono.
Dessa forma, além da 5HT e do GABA, os opioides se mostraram intrinsicamente
envolvidos na etiologia do TP.

Pesquisadores liderados pelo neurocientista brasileiro Frederico Guilherme
Graeff aprofundaram seus estudos investigando uma possivel interacdo entre
opioides e serotonina. O primeiro estudo que visou investigar essa possivel
interagdo foi o trabalho de Roncon et al. (2012) onde foi observado que o
antagonista nao-seletivo de receptor MOR naloxona reverteu a agao panicolitica da
fluoxetina, evidenciado pelo aumento da laténcia de fuga dos roedores no teste do
labirinto em T elevado. Esse efeito foi observado tanto perifericamente quando a
nivel central, quando inje¢des foram feitas diretamente na SCPd. Para saber quais
receptores eram responsaveis por essa ag¢ao, Rangel e cols. (2014) utilizaram
agonistas e antagonistas seletivos dos receptores MOR e 5HT1a. A administragao do
antagonista seletivo MOR CTOP antes do tratamento com DAMGO (agonista MOR)
ou 8-OH-DPAT (agonista 5HT1a) foi capaz de reduzir o limiar elétrico necessario
para induzir o comportamento de fuga dos animais expostos ao modelo de
estimulacao elétrica da SCPd. Além disso, a associacdo de doses sub-eficazes dos
agonistas DAMGO e 8-OH-DPAT produziram efeitos sinérgicos positivos, ou seja,
aumentaram o limiar dos animais ao estimulo aversivo, apontando efeito panicolitico.
Esse achado foi reforgado pelo grupo de Erbs e cols. (2015) que identificou a co-
expressao de receptores MOR em populagdes neurais serotoninérgicas em varias
regides encefalicas, incluindo a SCPd. Cussac e colaboradores (2012) ja haviam
mostrado que a heterodimerizacao entre receptores 5TH1A e MOR in vitro. A via de
sinalizacao é a MAPkinase, dependente do envolvimento da proteina G.

Em conjunto, esses dados sugerem que os receptores MOR/5-HT1A atuam
de maneira sinérgica entre eles. Cabe ainda ressaltar que MOR pode também
interagir com outros tipos de receptores, como por exemplo, com receptores
canabindides do tipo 1 (CB1). Estudos mostraram co-localizagao de receptores CB1
e MOR em populagdes neuronais glutamatérgicas e GABAérgicas na SCPd
(WILSON-POE et al., 2012).

Em relacdo a dor, a primeira evidéncia do envolvimento do sistema
opioidergico endoégeno na regulagcdo do controle da dor foi sustentada pela

publicagdo de Basbaum e Fields (1978) que propuseram niveis de organizagéo para
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supressao da dor, o chamado neuroeixo, que compreendia o mesencéfalo, bulbo e a
medula espinhal que funcionalmente inibem especificamente o disparo de neurdnios
de transmiss&o da dor no ganglio trigeminal e na coluna vertebral quando ativados
por estimulagdo elétrica ou administracdo de opiaceos (Fig. 3). De maneira
complemetar, os mesmos autores detalharam o controle do tronco encefalico e da
endorfina no controle nociceptivo (BASBAUM; FIELDS,1984; BEHBAHANI, FIELDS,
1979).

Clinicamente, os opioides exdgenos, tais como a morfina e derivados
sintéticos, sao usados para tratamento de dores moderadas a severas, em casos
agudos e cronicos. Apesar do reconhecido papel na supressdo da dor, a
recomendacao da prescricao dessa classe medicamentosa é restrita a casos onde o
manejo da dor e a recuperacdo da qualidade de vida do paciente seja o objetivo
principal da farmacoterapia, como em caso de doencgas de curso crénico e pacientes
oncologicos. Esses cuidados se devem aos mecanismos de tolerancia,
dependéncia, depressao respiratéria e constipacdo comumente associadas aos
opioides (BOSCARINO et al., 2011; PALMER et al., 2015; VOWLES et al., 2015).
Hoje, a “crise dos opioides” € um dos maiores problemas de saude publica nos
Estados Unidos. O uso irracional seja ele de forma recreativa ou nao esta associado
a endémica populagdo de adictos que somam gastos estimados de 78 bilhdes de
ddlares/ano, sem considerar o impacto social, psiquico e familiar entre os usuarios
(NATIONAL INSTITUTE ON DRUG ABUSE, 2019; PERGOLIZZI et al., 2017).
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Figura 3- Via descendente da dor. Fonte: Adaptado de Sengupta et al., 2019.

1.5 Sistema canabinoide: Envolvimento nas respostas de medo e de dor

O sistema endocanabindide (SEC) vem ganhando destaque nos ultimos anos
por apresentar efeitos benéficos em determinadas condi¢des patoldgicas. Sabe-se
que a sinalizagcao endocanabinoide participa da modulagdo de diversos processos
fisiolégicos incluindo a percepgao da dor, estados emocionais, adicdo a drogas de
abuso, aprendizado e memoaria. Seu amplo espectro de acdo tem chamado atencgao
pelo potencial terapéutico dos derivados sintéticos da Cannabis spp. O uso de
agonistas CB1 ou inibidores das enzimas amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) e
monoacilglicerol lipase (MAGL) poderiam ser uteis no tratamento de alguns tipos de
transtornos de ansiedade, transtorno de humor e aqueles relacionados com o

estresse, como o transtorno do estresse pods-traumatico por aumentar a
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disponibilidade de ligantes endogenos (BAMBICO et al., 2016; BATISTA et al., 2015;
MATSUDA et al. 1993; MOREIRA et al., 2012).

O SEC corresponde a uma via de sinalizagdo lipidica composta por
receptores canabindides, seus ligantes enddégenos (eECs) e as enzimas que
participam da produgédo e da degradacédo dos ligantes endogenos. Sua descrigao
ocorreu apds o isolamento do fitocanabindide A° -tetrahidrocanabinol (ASTHC),
componente do metabolismo secundario da Cannabis spp., arbusto popularmente
conhecido como maconha. A partir de entdo, foram isolados mais de 540
constituintes da planta entre eles o canabidiol (CBD), canabinol, canabigerol e
canabicromeno. Analogos sintéticos do A°THC contribuiram para que fossem
identificados e localizados receptores para canabindide (CB1 e CB2) no sistema
nervoso central (DEVANE et al., 1992; MECHOULAM et al. 1995).

Os receptores canabinoides do tipo 1 e do tipo 2 (CB1 e CB2) variam em
termos de distribuicdo no organismo e estédo localizados em terminais de neurbnios
pré-sinapticos. Os receptores CB1 estdo localizados principalmente em populacdes
de neurdnios GABAérgicos e glutamatérgicos no SNC, enquanto os receptores CB2
se encontram a nivel central e perifericamente em células e tecidos do sistema
imunologico (MATSUDA et al. 1993). Esses receptores estdo acoplados a proteina
Gi/o e sua ativagao por agonistas resulta na reducao da excitabilidade neural pela
inibicado da adenil ciclase e da proteina quinase A, diminuicdo da condutancia de ion
calcio para o meio intracelular e aumento da fosforilagdo de canais retificadores de
potassio que favorecem o efluxo constante do ion para o meio extracelular
(KATSIDONI et al., 2013; MECHOULAM et al. 1995; THOMAS et al., 2009).

A anandamida (AEA) e o 2 -araquidonilglicerol (2-AG) sao os principais
endocanabindides ja descritos, sua sintese ocorre em neurdnios pos-sinapticos
como resposta ao aumento intracelular de calcio, exercendo agao retrégrada sobre
receptores CB+1 e CB2 expressos na membrana pré-sinaptica. A acao do AEA e do 2-
AG é limitada pela degradacado enzimatica mediada pela amida de acido graxo
(FAAH) e lipase monoacilglicerol (MGL), respectivamente (BISOGNO, 2001;
PARSONS; HURD, 2015).

A acao dos canabindides parece possuir efeitos duais sobre o
comportamento. Baixas doses de agonistas CB1 sao capazes de induzir efeito
ansiolitico em roedores, enquanto altas doses acentuam o perfil ansiogénico
(BISOGNO et al. 2001; KATSIDONI et al., 2013; THOMAS et al., 2009).
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Adicionalmente, a razédo entre a ativacdo de receptores CB1 e receptores vaniléide
do tipo 1 (TRPV1) parece influenciar o desfecho comportamental observado na
avaliagdo do comportamento do tipo ansioso, em vista que os agonistas
canabindides parecem se ligar em ambos e o pré-tratamento com antagonistas de
receptores TRPV1 reduzem parametros de ansiedade em ratos (CASAROTTO,
2011). No estudo de Casarotto e colaboradores (2011), inje¢cdes intra-SCPd do
agonista seletivo de receptores CB1 ACEA foi capaz de aumentar o limiar elétrico
necessario para induzir o comportamento de fuga dos animais expostos a
estimulacdo elétrica da estrutura. Esse efeito panicolitico foi prevenido pelo
antagonista CB1 AM251. Resultado semelhante foi relatado por Viana e
colaboradores (2014) utilizando a estimulagado quimica por NMDA na SCPd. O pré-
tratamento com ACEA e com o inibidor da FAAH URB597 reduziu os saltos e a
travessia dos animais, indicando agao panicolitica dessas drogas.

No estudo de Lisboa e colaboradores (2014) foram investigados os efeitos da
administracdo sistémica e intra-SCPd de agonistas CB1 sobre alteragdes
comportamentais induzidas em ratos pela exposigcdo ao modelo etolégico “presa-
predador” com gato vivo. Os resultados mostraram que a administragcao sistémica ou
intra-dIPAG de AEA ou WIN atenuaram os comportamentos defensivos causados
pela exposicado ao gato em doses intermediarias. O antagonista CB1 AM251 impediu
o efeito panicolitico da AEA. Estes resultados sugerem que a modulagédo do sistema
canabinoide pode ser um alvo no tratamento de transtornos do panico. No entanto,
os efeitos duais desses compostos podem limitar seu potencial terapéutico.

Existe uma quantidade crescente de evidéncias sugerindo mecanismos
sobrepostos entre os sistemas canabinoide endogeno e opioide em multiplos
comportamentos, incluindo respostas de medo e no controle da dor (HINE et al.,
1975; VELA et al., 1995; PUGH et al., 1996; TANDA et al. ., 1997; NAVARRO et al.,
2001; BEFORT, 2015; MANDUCA et al., 2016). De fato, foi demonstrada que a
neurotransmissao opioidérgica e endocanabinoide interagem na motivagdo a
interacdo social modulada pelo nucleo accumbens (MANDUCA et al., 2016).
Estudos controversos apontam efeitos independentes sobre o controle da dor.
Antagonistas MOR parecem inibir a antinocicepgao suscitada pelo tratamento agudo
e cronico com canabindides no teste da placa quente (MANZANARES et al., 1999).
Ratos com prejuizos na produgdo do precursor da encefalina apresentam

antinocicepgao pela ativacdo de receptores CB1, sem o desenvolvimento de
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mecanismos de tolerancia (VALVERDE et al., 2000). Contudo, n&o se sabe a fungéo
conjunta desses sistemas na SCPd, embora haja co-localizagao de receptores MOR
e CB1 em populagdes neuronais nessa regidao (WILSON-POE et al., 2012). Até o
momento, nenhum estudo investigou se esses receptores expressos na SCPd
podem interagir cooperativamente na mediagdo de respostas defensivas

relacionadas ao medo e na antinocicepc¢ao induzida pelo medo.
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2. Objetivo

2.1 Objetivo geral

- Avaliar o envolvimento dos receptores mu-opioide e canabinoide do tipo
1 na mediagao de resposta de medo e da antinocicepcéao induzida pela estimulagao

quimica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal em ratos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o envolvimento do receptor CB1 localizado na SCPd sobre a expressao do
comportamento de medo seguido de antinocicepcdo decorrente da estimulagao

quimica do aminoacido excitatorio N-metil-D-Aspartato (NMDA);

-Avaliar o envolvimento do MOR localizado na SCPd sobre a expressdao do
comportamento de medo seguido de antinocicepgao decorrente da estimulagao

quimica do aminoacido excitatério N-metil-D-Aspartato (NMDA);

-Investigar uma possivel interagédo funcional entre os receptores MOR e CB1 através
da observagao dos efeitos dos agonistas de MOR e CB1 apéds injecao local prévia
dos antagonistas de CB1 e MOR, respectivamente; avaliando os parametros
comportamentais de medo e de antinocicepgao induzidos pela estimulagdo quimica
da SCPd.

2.3Hipotese

Considerando que a estimulacdo quimica das colunas dorsais da SCP induz
respostas de medo e antinocicepg¢ao relacionada ao medo, a hipotése do presente
trabalho é que a ativagdo do sistema canabinoide, através do receptor CB1, e
opioide, através do MOR, presente nesta regido mesencefalica inibe respostas
comportamentais de medo potencializando a antinocicepgado associada ao medo.
Mais ainda, uma cooperacao funcional entre esses receptores ocorre na mediagao

dessas respostas comportamentais de medo e de dor.
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3 Material e métodos

3.1 Aspectos éticos

Todos os experimentos deste estudo foram conduzidos de acordo com as
normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
Além disso, o projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Parana (CEUA-UFPR) sob o numero 1188.

3.2 Animais

Foram submetidos aos testes experimentais, ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar, machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Parana, com peso entre 270 a 300 g. Estes animais foram mantidos em caixas de
polipropileno em condigdes controladas de temperatura (22+2 °C) e iluminagao
artificial seguindo um ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas as 7h), com agua
e racao ad libitum. Todos os esforcos foram feitos para minimizar o numero de

animais utilizados, assim como seu sofrimento.

3.3 Drogas

As drogas utilizadas ao longo do periodo experimental compreenderam o
agonista seletivo MOR DAMGO [D-Ala2,NMe-Fe4, Gli-ol5]-encefalina, Sigma,
Switzerland] na dose de 0,5 nmol; antagonista seletivo MOR CTOP [D-Fe-Cis-Tir-D-
Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2,  Sigma, Switzerland] na dose de 1 nmol;
antagonista/agonista inverso CB1 AM251 [1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-
N-1-piperidinil-1H-pirazole 3carboxamida,Cayman Chemicals] na dose de 100 pmol,
agonista seletivo CB1 ACEA [araquidonil-2-cloroetilamida, Cayman Chemicals] na
dose de 0,5 pmol e o agonista de receptores inotropicos NMDA, N-metil-D-Aspartato
[NMDA, Sigma, USA] a 1 nmol. Todas as drogas foram preparadas imediatamente
antes da administragao no animal e dissolvidas em salina (NaCl 0,9%) ou solucao de
DMSO a 20% em soro fisiologico (AM251 e ACEA). As doses foram escolhidas
baseadas achados literarios (ALMEIDA-SANTOS et al., 2013; BAMBICO et al., 2016;
BATISTA et al., 2015; RONCON et al., 2013) e estudos pilotos conduzidos em nosso

laboratorio.
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3.4 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados com quetamina (60 mg/kg; Unido Quimica,
Brasil) e xilazina (8 mg/kg; Bayer, Brasil). Apds a indugdo anestésica, foi
administrado por via intramuscular o antibiético penicilina G benzatina (Fort Dodge,
Brasil, 0,1 mL/100 g) a fim de prevenir possiveis infecg¢des.

Os animais foram adaptados ao aparelho estereotaxico (David Kopf, USA),
com a barra dos incisivos 2,5 mm abaixo da linha interaural. A seguir, foi realizada
limpeza do campo cirurgico com solu¢ao hidroalcodlica contendo iodo a 2%. Na
regido da incisdo foi administrado, via subcutadnea, 0,2 mL do anestésico local
cloridrato de lidocaina associado a vasoconstritor (Novocol 100, S.S. White-Brasil).
Posteriormente, realizou-se a inciséo longitudinal a fim de expor a calvaria e remover
o periosteo por raspagem. Na sequéncia, um orificio foi perfurado com uma broca
dental para a fixagcdo de um parafuso de acgo inoxidavel. Este parafuso serviu como
ancora da protese de acrilico a ser disposta no cranio do animal. Outro orificio,
perfurado a uma distédncia de -0,9 mm lateral ao lambda, foi utilizado para a
introducéo da canula-guia. Esta foi introduzida -4,0 mm ventral a superficie craniana,
com uma inclinacdo da haste de 22° em relagdo ao plano sagital, evitando-se,
assim, a perfuragcédo de seio venoso (PAXINOS; WATSON, 2005). A canula-guia foi
fixada a calota craniana por meio de uma resina acrilica autopolimerisavel. Em
seguida os animais retornaram a sala de aclimatizacao, respeitando as mesmas

condigdes de alojamento.

3.5 Injecbes

Para a administracdo de drogas na SCPd, os animais permaneceram com
livre movimentagdo em uma caixa de polietileno (39 x 32 x 16 cm) com serragem no
assoalho durante as duas primeiras inje¢des, enquanto que na terceira e ultima
injecao, estes foram alocados a arena de estimulagcéo quimica (25,5 x 40 x 36 cm).
As drogas (DAMGO, AM251, CTOP, ACEA e NMDA) e seus respectivos veiculos
foram administrados por meio de uma agulha de injecdo odontolégica gengival do
tipo Mizzy (0,3 mm de diametro externo e 14 mm de comprimento) conectada a uma
microsseringa (Hamilton 701-RN, EUA) de 5 pL através de um tubo de polietileno

(PE-10) preenchido com agua. Uma bolha de ar dentro do tubo de polietileno
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separou a agua da droga administrada. Durante a injegdo, o deslocamento desta
bolha indicava a administragdo da droga in loco. Para controle do volume (0,2 L) e
do tempo de injecdo, foi utilizada uma bomba injetora digital (Insight, Brasil), de
forma que o volume especificado para cada droga atingido ao final fosse equivalente
a 2 minutos. Apos a inje¢do, a agulha permaneceu no sitio de injecdo por mais 1

minuto a fim de evitar o refluxo do tratamento previamente administrado.

3.6 Arena para estimulacido quimica

Para a verificagao dos efeitos da estimulagdo quimica na SCPd, ratos Wistar
foram colocados em uma arena de acrilico (25,5 cm de didmetro na base, 40 cm de
didmetro na borda e 36 cm de altura) e analisados quanto a exibigdo de
comportamentos de congelamento e numero de cruzamentos (atividade locomotora).
A cuba de estimulagdo contava com uma tela de nylon disposta na parte superior
para impedir que os animais saltem para fora da area de teste durante as sessoes
de estimulagao, caso fosse observado comportamento do tipo fuga (ndo passivel de
analise). A tela de nylon possui uma abertura no centro, que permite a passagem do
fio de polietileno conectado a bomba de infusdo. Este aparato permitiu a livre
movimentagcdo do animal na cuba. Apds a injecdo das drogas, os animais foram
filmados por 5 minutos para posterior analise.

3.7 Teste de retirada da cauda

Esse teste tem como principio verificar a percepgao nociceptiva a nivel central
medular a partir da exposicdo da superficie medial da cauda de animais
experimentais a uma fonte de calor. A aplicacao de radiagao térmica deu-se através
de um analgesimetro do tipo tail-flick (Insight, Brasil). O filamento de metal contido
na porgao distal do equipamento, foi aquecido gradativamente a uma taxa de 9 °C/s
a partir da temperatura ambiente (22 °C + 2°C) com tempo de corte de 8 segundos
(s) (podendo chegar a 72° C de temperatura maxima), afim de se evitar lesbes
teciduais em animais ndo responsivos (FALCONI-SOBRINHO et al.,2017). Este
estimulo térmico provoca uma reacéo de retirada da cauda dos animais através de
um movimento reflexo de origem espinhal rapido e vigoroso (HARDY et al.,1951). A

antinocicepgao foi determinada pelo aumento do tempo de retirada da cauda dos
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animais tratados em relagédo as mesmas respostas dos animais do grupo controle,
levando em consideragcéo seu limiar de indu¢do analgésica (D'AMOUR; SMITH,
1941). No protocolo experimental vigente, os animais foram submetidos ao pré-teste
para medir o valor basal do limiar nociceptivo. No dia seguinte, apds tratamento e
exposicdo ao protocolo comportamental, foram realizadas medidas repetidas no
teste de retirada de cauda ao longo do tempo com as medidas nos minutos 0, 5, 10,
15, 20 e 25, originando os tempos (T0, T1, T2, T3, T4 e T5, respectivamente).

Os resultados brutos obtidos foram normalizados por meio da seguinte

equacao:

_ (TesteTF)— (Basal TF) )
~ (8s)— (BasalTF) 100

ra

Sendo, IA = indice de analgesia; Teste TF = tempo de retirada da cauda apds
tratamento; Basal TF = tempo de retirada basal; [8s] = tempo de corte do
analgesimetro tail-flick.

3.8 Perfusao e histologia para verificagao do sitio de injegcao

Apos o término do experimento comportamental, os animais receberam uma
solucdo anestésica contendo hidrato de cloral a 15% (2,5 mg/ml) e xilazina (10 mg/
ml) via i.p., seguida por microinjecdo de azul de evans (0,2 ul/hemisfério) e perfusao
intracardiaca, inicialmente com solug¢éo salina (NaCl 0,9%), seguida de solugéo de
formalina (10%). Os encéfalos foram, entdo, retirados e conservados
individualmente em recipientes contendo solucao de formalina 10%. Quarenta e oito
horas antes da realizagcao dos cortes histologicos, os encéfalos foram transferidos
para recipientes contendo solugao de sacarose 30%, para crioprotegao.

Para a analise histolégica e verificagdo do sitio de inje¢gdo da droga, cortes
coronais (50 um de espessura) foram obtidos utilizando um criostato (LeicaCM 1850,
Microsystems AG, Alemanha) a uma temperatura aproximada de -20 °C. Os cortes
foram fixados em laminas de vidro para microscopia, gelatinizadas. Apds secagem
das laminas com os cortes fixados, as mesmas foram coradas com a coloracao de
Giemsa modificada, cobertas com laminulas e seladas com resina sintética. As

laminas foram fotografadas e comparadas com os diagramas do atlas de



40

neuroanatomia (PAXINOS; WATSON, 2005). Em todos os experimentos, apenas 0s

animais com histologia para SCPd foram incluidos na analise estatistica.

3.9 Procedimento experimental

Seis dias apds a cirurgia estereotaxica para implante da canula-guia na
SCPd, os animais foram submetidos a medida basal do teste de retirada de cauda.
Em seguida, foram manipulados gentilmente por 5 minutos. No dia do teste, os
animais foram aclimatados a sala experimental por 1 hora, assim como no dia
anterior. Individualmente foram conduzidos a sala de onde receberam as injegoes
intracranianas em trés momentos distintos, com intervalo de 10 minutos entre as
duas primeiras injegoes, para favorecer os efeitos cinéticos coincidentes das drogas
testadas. Para as duas primeiras inje¢des foram utilizados antagonistas e agonistas
(respectivamente) de MOR e CB1 ou seus veiculos e foram administradas em uma
caixa contendo maravalha (ver quadros 1, 2 e 3). A terceira injegdo que
compreendeu nosso modelo de estimulagdo quimica com NMDA (ou veiculo), foi
administrada na arena de estimulagao quimica (descrito no item 3.6). No interior do
aparato o animal teste foi gravado por 5 minutos para avaliagdo dos
comportamentos de congelamento e numero de cruzamentos. Imediatamente apos
ao tempo na arena de estimulacdo, os ratos foram expostos ao teste de retirada da
cauda. Em seguida, a exposicdo ao analgesimetro tipo tail-flick foi repetida
sequencialmente com intervalo de 5 minutos entre cada medida totalizando 25
minutos. Ao final do protocolo acima descrito, os animais foram profundamente
anestesiados e tiveram seus encéfalos removidos para conferéncia do sitio de

injecao.

Experimento 1: Avaliagdo do envolvimento do receptor CB1 nas respostas de

congelamento e antinocicepgéao induzidas pela estimulacao quimica da SCPd.

Apos serem habituados a sala de aclimatizacdo, os animais com peso entre
270 a 300g passaram pelo procedimento cirurgico descrito no item 3.4 para o
implante da canula-guia direcionada a SCPd. Seis dias apds a recuperagao cirurgica

os animais foram expostos ao teste de retirada de cauda para obtencdo do valor



41

basal do limiar nociceptivo. Em sequéncia, os animais foram manuseados
gentiimente de forma individual por 5 minutos. No dia seguinte, os animais

receberam trés injegdes intracranianas, formando os grupos tratados, como descrito

no quadro 1:
Quadro 1 — Grupos tratados no experimento 1
Tratamento 1 Tratamento 2 Estimulagao N
Quimica
Veiculo Veiculo Veiculo 8
Veiculo Veiculo NMDA 8
Veiculo ACEA NMDA 9
AM251 Veiculo NMDA 8
AM251 ACEA NMDA 8

FONTE: O autor (2020).

O antagonista AM251 ou seu respectivo veiculo (DMSO 20% em solugao de
salina estéril) foram injetados 10 min antes do agonista ACEA ou veiculo. Apos 10
min da injecao do agonista, os animais foram submetidos a estimulagdo quimica
com NMDA seguido da observagao comportamental por 5 minutos na arena de
estimulacdo. Apos esse periodo foi medido o indice de analgesia desses animais no
teste de retirada de cauda ao longo de 25 minutos. Ao final do periodo experimental
os animais foram eutanasiados, perfundidos e os encéfalos removidos para

conferéncia do sitio de implantagéo da canula-guia.

Experimento 2: Avaliacdo do envolvimento do MOR nas respostas de congelamento

e antinocicepcgao induzidas pela estimulagdo quimica da SCPd.

Os animais passaram pelo mesmo protocolo do experimento 1, contudo,

receberam a administragao de CTOP e/ou DAMGO, conforme exibido no quadro 2:

Quadro 2 — Grupos tratados no experimento 2

Tratamento 1 Tratamento 2 Estimulagao N

Quimica
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Veiculo Veiculo Veiculo 8
Veiculo Veiculo NMDA 7
Veiculo DAMGO NMDA 8
CTOP Veiculo NMDA 8
CTOP DAMGO NMDA 8

FONTE: O autor (2020).

O antagonista CTOP ou seu respectivo veiculo (salina estéril) foram injetados
10 min antes do agonista DAMGO ou veiculo. Apés 10 min da injecdo do agonista,
os animais foram submetidos a estimulagcdo quimica com NMDA seguido da
observacdo comportamental por 5 minutos na arena de estimulagdo. Apds esse
periodo foi medido o indice de analgesia desses animais no teste de retirada de
cauda ao longo de 25 minutos. Ao final do periodo experimental os animais foram
eutanasiados, perfundidos e os encéfalos removidos para conferéncia do sitio de

implantagédo da canula-guia.

Experimento 3: Avaliagao da interagao entre o receptor CB1 e o MOR nas respostas

de congelamento e antinocicepgéao induzidas pela estimulagdo quimica da SCPd

Novamente, os procedimentos experimentais foram semelhantes aos experimentos

1 e 2, formando os grupos conforme apresentado no quadro 3:

Quadro 3 — Grupos tratados no experimento 3

Tratamento 1 Tratamento 2 Estimulagcao N
Quimica

Veiculo Veiculo Veiculo 8

Veiculo Veiculo NMDA 7

CTOP ACEA NMDA 8

AM 251 DAMGO NMDA 9

FONTE: O autor (2020).
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3.10 Analise estatistica

O software GraphPad Prism 7.0 para Windows (San Diego, CA, EUA) foi utilizado
para a analise dos dados. O teste de Levene foi utilizado para determinar a
homogeneidade da variancia, seguindo o perfil de distribuicdo normal (curvatura
gaussiana). A analise de variancia de uma via (ANOVA one-way) foi utilizada para
mensurar o comportamento de congelamento, numero de cruzamentos e o tempo
total de retirada da cauda (fatores dependentes) e os distintos tratamentos
farmacoldgicos (fatores independentes). Além disso, a analise temporal do indice de
analgesia no teste de retirada da cauda (nos minutos 0, 5,10, 15, 20 e 25) foi obtida
pela ANOVA para medidas repetidas, a fim de observar a presenga (ou ndo) de
discrepancias intragrupo e intergrupos. Os dados expressos como média £ erro
padrao da média (E.P.M). Quando apropriado, foi utilizado o teste post hoc de
Bonferroni para analise de comparag¢des multiplas. O nivel de significancia adotado
foi de 5%.
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4 Resultados

4.1. A ativacado do receptor CB1 impediu a resposta de medo induzida por

NMDA, sem alterar a antinocicep¢ao induzida pelo medo

A avaliagcdao do efeito do agonista de receptores CB1 ACEA na dose de 0,5
pmol/0,2 ul e do antagonista AM251 a 100 pmol/0,2 ul expressos na SCPd sobre
respostas de medo inato € mostrado na figura 4. Em relagdo ao comportamento de
congelamento (painel A), a andlise de variancia (ANOVA) de uma via apontou
diferenca significativa em relagéo ao tratamento [(F4.36) = 20,76; p<0,0001)]. O teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni mostrou que os animais tratados
unicamente com veiculo (grupo VEI/VEI/VEI) apresentaram menor tempo de
congelamento em relagdo ao grupo experimental tratado com NMDA
(VEI/VEI/INMDA), demostrando claro efeito pro-aversivo do agonista de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA. Contudo, quando associado ao agonista de
receptores CB1 ACEA (0,5 pmol/0,2 ul) (grupo VEI/ACEA/NMDA) houve prevengao
do comportamento de congelamento, evidenciando efeito anti-aversivo dessa droga.
Em contrapartida, o tratamento prévio com antagonista seletivo/agonista inverso de
receptores CB1 AM251 foi capaz de bloquear o efeito de ACEA, que mostra o
envolvimento de receptores CB1 na modulagdo de respostas de medo em
populacdes neurais na periaquedutal dorsal.

Em relacdo ao numero de cruzamentos (painel B), a ANOVA de uma via
apontou diferenga estatistica para o fator tratamento [(F@,36) = 10,44; p<0,0001)]. O
post hoc de Bonferroni mostrou que houve diferenga entre os animais dos grupos
VEI/VEI/VEI e VEI/VEI/NMDA. De forma ilustrada graficamente, na auséncia de
intervencdo farmacoldgica, os animais do grupo veiculo apresentam determinado
perfil de locomogédo e apos injecao intracraniana de NMDA, houve redugéo do
numero de cruzamentos entre os quadrantes da arena de estimulagcdo quimica,
efeito aqui entendido como aversivo. O tratamento com ACEA (0,5 pmol/0,2 ul) foi
capaz de neutralizar o medo induzido pelo NMDA, precipitado pela ativagao do teto
mesencefalico. Esse resultado mostra efeito somatorio na atividade anti-aversiva do
agonista CB1 sobre esses comportamentos. Além disso, o grupo tratado apenas

com AM251(AM251/VEI/NMDA) néo foi capaz de alterar per se a resposta aversiva
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induzida por NMDA, contudo, preveniu a normalizagao do numero de cruzamentos
suscitado por ACEA (AM251/ACEA/NMDA).

Quando avaliada a analgesia temporal (figura 5C) a ANOVA para medidas
repetidas apontou diferenga significativa entre os grupos em relagdo ao tempo
[(F(5,180) = 33,16; p<0,0001)] tratamento [(F4,36) = 38,42; p <0,0001)] e interagéo entre
esses fatores [(Fo,180) = 2,51; p <0,0001)]. O post hoc de Bonferroni apontou
aumento do indice analgésico dos grupos tratados com NMDA (VEI/VEI/NMDA e
VEI/ACEA/NMDA) em comparagéo ao grupo veiculo ao longo dos 25 minutos de
observacado. De maneira similar, quando analisado o indice analgésico total (figura
5D), a ANOVA de uma via apontou diferenga significativa entre os tratamentos
[(Fa4,36 = 41,24; p <0,0001)]. Foi observado aumento da analgesia caudal dos
animais tratados previamente com NMDA (VEI/VEI/NMDA) em relagéo ao gr

upo veiculo (VEI/VEI/VEI). Cabe ressaltar que o tratamento com ACEA néo foi

eficaz em amplificar a faixa analgésica induzida por NMDA.
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Figura 4- Efeito do tratamento com agonista CB1 ACEA 0,5 pmol/0,2 pl e do
antagonista CB1 AM251 100 pmol/0,2 pl, NMDA 1 nmol/0,2 ul ou veiculos intra-
SCPd em ratos testados na arena de estimulagcao quimica. No painel (A) esta
representado o tempo de congelamento e em (B), o nimero de cruzamentos dentro
do aparato. Todos os valores foram expressos como média + E.P.M. 2 indica
diferenga significativa do grupo veiculo (p<0,05, ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni; n = 8-9 / grupo); ? indica uma diferenga significativa entre o tratamento e
o NMDA (p<0,05, ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni; n = 8-9 / grupo); ¢ indica
diferenca significativa do agonista ACEA (p<0,05, ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni; n = 8-9 / grupo).
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Figura 5- Efeitos do agonista CB1 ACEA 0,5 pmol/0,2 pl e do antagonista CB1
AM251 100 pmol/0,2 pl administrados intra-SCPd em ratos testados no teste de
retirada da cauda. No painel (C) o indice temporal de analgesia e enquanto que em
(D), o indice total de analgesia ao longo de 25 minutos. Todos os valores foram
expressos como média + E.P.M. @ indica diferenga significativa do grupo veiculo (p
<0,05, ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni; n = 8-9 / grupo).
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4.2. Ativagao do MOR impediu a resposta aversiva ao congelamento induzida por

nmda e aumentou a antinocicepg¢ao induzida pelo medo

O efeito da ativacao de receptores MOR pelo agonista DAMGO (0,5 nmol/0,2
pl) e pelo antagonismo seletivo realizado por CTOP na dose de 1 nmol/0,2 pl é
mostrado na figura 6. No painel A, destaca-se o tempo de congelamento dos
animais na arena de estimulagao quimica apos respectivo tratamento. A ANOVA de
uma via apontou diferenga significativa entre os grupos nos distintos tratamentos
[(Fa33 = 62,63; p<0,0001)]. O teste de comparagbes multiplas de Bonferroni
apontou diminui¢do do tempo de congelamento entre os animais do grupo veiculo
(VEI/VEI/VEI) em relagdo aos grupos experimentais tratados com NMDA
(VEI/VEI/NMDA; CTOP/VEI/NMDA; CTOP/DAMGO/NMDA) exceto o grupo tratado
com DAMGO (VEI/DAMGO/NMDA) que apresentou reversdao do efeito aversivo
induzido por NMDA, observado pela expressiva redugdo do comportamento de
congelamento. Quanto ao numero de cruzamentos, a ANOVA de uma via apontou
diferenca estatistica para o tratamento [(F@4,33) = 13,90; p<0,0001)]. O post hoc de
Bonferroni evidenciou que houve redugcdo do numero de cruzamentos entre os
animais VEI/VEI/NMDA em relagdo ao grupo veiculo (VEI/VEI/VEI). A redugao do
perfil locomotor foi mantida entre os animais pertencentes aos grupos
CTOP/VEI/NMDA e CTOP/DAMGO/NMDA, contudo o tratamento com DAMGO (0,5
nmol/0,2 pl) foi capaz de aumentar o numero de passadas se equiparando ao
veiculo.

Em relacdo ao efeito de DAMGO e CTOP sobre o indice de analgesia
temporal (figura 7C), a ANOVA de medidas repetidas apontou diferenga significativa
entre 0s grupos experimentais na variavel tempo [(F,165 = 40,58; p<0,0001)]
tratamento [(F@,33 = 141,1; p<0,0001)] e interagdo entre esses fatores [(F(20,165) =
5,73; p<0,0001)]. O post hoc de Bonferroni apontou aumento do indice analgésico
dos grupos tratados com NMDA (VEI/VEI/NMDA, CTOP/VEI/NMDA,;
CTOP/DAMGO/NMDA; CTOP/ACEA/NMDA) em comparagcdo ao grupo veiculo
(VEI/VEIIVEI) ao longo dos 25 minutos de observacdo. Houve aumento do indice
analgésico entre o grupo VEI/DAMGO/NMDA comparado aos grupos VEI/VEI/VEI e
VEI/VEI/INMDA em todos os tempos. Ademais, foi notada reversdo do efeito
analgésico de DAMGO na dose de 0,5 nmol/0,2 pl quando associado ao antagonista
CTOP a 1 nmol/0,2 pl (grupo CTOP/DAMGO/NMDA).
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Em relagcdo a analise do indice analgésico total (figura 7D), houve diferenga
significativa entre os tratamentos apontado pela ANOVA de uma via [(F4,33 = 83,91;
p<0,0001)]. De maneira similar ao descrito no indice de analgesia temporal, o teste
de comparacgdes multiplas de Bonferroni mostrou aumento do indice analgésico de
todos os grupos tratados com NMDA em relagdo ao grupo controle. Além disso,
houve somagdo analgésica entre os animais VEI/DAMGO/NMDA, efeito revertido
pelo pré-tratamento com antagonista CTOP (CTOP/DAMGO/NMDA). O presente
resultado, nos leva a inferir que existe estreita relacdo entre o sistema opioidérgico

na analgesia induzida pelo medo inato na SCPd.
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Figura 6- Efeitos do agonista MOR DAMGO 0,5 nmol/0,2 pyl e do antagonista
MOR CTOP 1 nmol/0,2 yl administrados intra-SCPd em ratos testados na arena
de estimulagdo quimica. No painel (A) esta representado o tempo de
congelamento e em (B), o numero de cruzamentos dentro do aparato. As barras
representam a média £ E.P.M. @ indica diferenga significativa do grupo veiculo (p
<0,05, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni; n = 8 / grupo). ? indica diferenga
significativa entre os tratamentos e grupo VEI/VEI/NMDA (p<0,05, ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni; n = 7-8 / grupo) ¢ indica diferenga significativa do agonista
DAMGO (p<0,05, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni; n = 8 /grupo).
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Figura 7- Efeitos do agonista MOR DAMGO 0,5 nmol/0,2 pl e do antagonista
MOR CTOP 1 nmol/0,2 yl administrados intra-SCPd em ratos testados no teste
de retirada da cauda. No painel (C) o indice temporal de analgesia e enquanto que
em (D), o indice total de analgesia ao longo de 25 minutos. As barras representam a
média + E.P.M. @ indica diferenca significativa do grupo veiculo (p<0,05, ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni; n = 8 / grupo). ? indica diferenga significativa entre
os tratamentos e grupo VEI/VEI/NMDA (p<0,05, ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni; n = 7-8 / grupo). ¢ indica diferenga significativa do agonista DAMGO (p
<0,05, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni; n = 7-8 / grupo)
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4.3. Receptores CB1 e MOR interagem na mediacdo da resposta aversiva ao
congelamento induzida por NMDA, mas n&o da antinocicepg¢do induzida pelo

medo

A figura 8A ilustra o tempo de congelamento dos animais tratados com a
combinagado de agonistas e antagonistas de receptores CB1 e MOR. A ANOVA de
uma via apontou diferenga estatistica entre os grupos experimentais em relagdo ao
tratamento [(F(3,28) = 23,05; p<0,0001)]. O post hoc de Bonferroni mostrou que ao
longo dos 5 minutos de teste, os animais tratados com NMDA (VEI/VEI/NMDA)
aumentaram o comportamento de congelamento em relagao ao grupo VEI/VEI/VEL,
caracteristica aversiva repetida ao longo de todo protocolo experimental.
Adicionalmente, os animais do grupo AM251/DAMGO/NMDA e
CTOP/ACEA/NMDA aumentaram ainda mais o congelamento em relacédo a
VEI/VEI/INMDA. Em relagcdo a variavel numero de cruzamentos (painel 8B) a
ANOVA de uma via ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
experimentais [(F@28 = 2,31; p>0,05)], dado curioso, em vista que nos
experimentos anteriores, foi observado redugao da locomogao dos animais quando
tratados com NMDA.

Quanto ao indice de analgesia temporal (painel 9C), a ANOVA para medidas
repetidas apontou diferenga significativa entre os grupos experimentais na variavel
tempo [(F5,1400 = 11,82; p<0,0001)] tratamento [(F@32s = 181,4; p<0,0001)] e
interacao entre esses fatores [(F(15,140) = 3,31; p<0,0001)]. O post hoc de Bonferroni
apontou aumento do indice analgésico dos grupos tratados com NMDA
(VEI/VEI/INMDA, CTOP/VEI/NMDA; CTOP/DAMGO/NMDA; CTOP/ACEA/NMDA)
em comparagdo ao grupo veiculo (VEI/VEI/VEI) ao longo dos 25 minutos de
observacdo. Um dado interessante foi que o tratamento prévio com AM251 (100
pmol/0,2 ul) seguido de DAMGO (0,5 nmol/0,2 ul), ndo foi capaz de impedir o efeito
analgésico do agonista MOR, apesar de inibir sua atividade antiaversiva (9D).
Dessa forma, podemos presumir que 0s mecanismos envolvidos na inducéo
analgésica sao dependentes de receptores MOR e que, em contextos de medo

inato, ndo haveria participagao direta e interativa com receptores CB1.
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Figura 8- Efeitos da combinacao de agonistas e antagonistas dos sistemas
canabinoide (via CB1) e opioide (via MOR), administrados intra-SCPd em ratos
testados na arena de estimulagao quimica. No painel (A) esta representado o
tempo de congelamento e em (B), o numero de cruzamentos dentro do aparato.

Todos os dados foram expressos como média

=+

E.P.M. 2 indica diferenca

significativa do grupo veiculo (p<0,05, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni; n =
8-9 / grupo). ? indica diferenga significativa entre os tratamentos e grupo

VEI/VEI/NMDA (p<0,05, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni; n = 7-9 / grupo).
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Figura 9- Efeitos da combinagao de agonistas e antagonistas dos sistemas
canabinoide (via CB1) e opioide (via MOR), administrados intra-SCPd em ratos
testados no teste de retirada da cauda. No painel (C) o indice temporal de
analgesia e enquanto que em (D), o indice total de analgesia ao longo de 30
minutos. Todos os resultados foram expressos em média + E.P.M. @ indica diferenca
significativa do grupo veiculo (p<0,05, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni; n =
8-9 / grupo). ? indica diferenga significativa entre os tratamentos e grupo

VEI/VEI/NMDA (p<0,05, ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni; n = 7-9 / grupo).
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo suportam a hipétese da existéncia de
interagdo funcional entre os receptores MOR e CB1 expressos na SCPd na
mediacdo da resposta ao medo, mas ndo na antinocicepgao induzida pelo medo.
Adicionalmente, nossos achados corroboram evidéncias anteriores que mostram
que ambos -os receptores CB1 e o MOR- na SCPd desempenham um papel no
sistema anti-aversivo, enquanto apenas o MOR esta relacionado a mediacdo do
efeito antinociceptivo associado a resposta ao medo induzida por estimulagao
quimica com NMDA.

Segundo relatos da literatura, a inje¢cdo intra-SCPd de NMDA induz
pronunciado comportamento de congelamento e uma resposta antinociceptiva
duradoura (FERREIRA-NETTO et al., 2005; JACQUET; LAJTHA, 1974; MAYER et
al., 1971; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006; MORGAN et al., 1998; REYNOLDS,
1969). Nesse sentido, Ferreira-Netto e colaboradores (2005) mostraram que doses
menores que 7 nmol na SCPd causam comportamento de congelamento, enquanto
reagcoes de fuga sustentadas e intercaladas com congelamento sao geralmente
vistas apds doses mais altas de NMDA (KRIEGER; GRAEFF, 1985). A resposta
defensiva do congelamento seguida da fuga também pode ser adotada quando o
animal é confrontado com estimulos perigosos proximais ou repentinos
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). Curiosamente, infusbes intra-SCPd de
agonistas de receptores NMDA também provocam alta magnitude de antinocicepgao
(BERRINO et al., 2001; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006; SIEGFRIED; NUNES-
DE-SOUZA, 1989), apresentando um valor adaptativo em essas situagdes extremas
de medo. Em nossas condigdes experimentais, esse efeito antinociceptivo durou
pelo menos 25 minutos.

Nossos dados corroboram com pesquisa desenvolvida anteriormente onde o
ACEA foi capaz de prevenir o comportamento aversivo induzido pela injeg¢ao intra-
SCPd de NMDA (VIANA et al., 2014). Além disso, nossos resultados mostram que o
efeito em reduzir par@metros de medo do ACEA foi bloqueado pelo antagonista CB1
AM251, apoiando nossa hipotese de que a ativagdo da sinalizacdo canabinoide
pode, através dos receptores CB1, reduzir significativamente a atividade neural
excitatéria que ocorre apos a injecdo de NMDA na SCPd. Estudos anteriores ja

confirmaram que a ativacdo dos receptores CB1 pode induzir uma liberacao
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diminuida de glutamato ou um aumento indireto da neurotransmissdo GABAérgica
nos dois casos, atenuando a aversividade da situagao experimental (FOGACA et al.,
2013; LISBOA, et al.,, 2013 ; RESSTEL et al.,, 2008; REY et al., 2012). Usando
microinjecao intra-SCPd de outro aminoacido excitatério, o acido D, L-homocisteico,
Finn e colegas (2003) também mostraram que a administrag&o intra-SCPd de um
potente agonista do receptor CB1/CB2 HU210 atenuou o comportamento aversivo.
O mesmo foi observado com a estimulacao elétrica da SCPd, ou seja, o ACEA foi
capaz de elevar o limiar de corrente elétrica capaz de evocar resposta defensiva,
indicando resposta anti-aversiva (CASAROTTO et al., 2011).

Em relagédo a regulagao da dor, sabe-se que a SCPd recebe abundantes
entradas somaticas aferentes do corno dorsal da medula espinhal (KEAY et al.,
1997) e envia proje¢cdes neuronais descendentes para a medula (MCGARAUGHTY
et al., 2003). Fanselow (1981) e Brandao (1999) discutem que as vias que induzem
a antinocicepgao pela ativacdo da SCPd, sdao dependentes principalmente da
modulagao nao-opioide, efetuada por fibras serotonérgicas. Contudo, os
mecanismos entre tais sistemas podem ser sobreponiveis diante o perigo imediato.

Nossos resultados mostram que a ativagao especifica do receptor CB1 nao
alterou o efeito da antinocicepgao observado apds a estimulagao quimica da SCPd,
0 que indica que, na dose testada e nessas condigbes experimentais, o receptor
CB1 né&o participa dessa modulagdo. No entanto, Walker e colaboradores (1999)
demonstraram que a estimulacédo elétrica do SCP dorsal e lateral produzia analgesia
mediada pelo receptor CB1 acompanhada por um aumento acentuado na liberacao
de anandamida na SCP, sugerindo que a anandamida enddgena medeia a
analgesia comportamental. Aqui, € importante enfatizar que, diferentemente da
estimulacdo quimica com NMDA, a estimulacao elétrica € menos especifica porque
ativa os corpos celulares e as fibras de passagem.

Estudos que envolvem modelos animais de dor nociceptiva ndo relacionados
ao medo demonstram que a administragao do agonista CB1 WIN 55.212-2 na SCPd
reduziu significativamente as respostas nociceptivas no modelo de dor inflamatdria
induzida por formalina (FINN et al., 2003). Além disso, Mascarenhas e
colaboradores (2017) mostraram que a microinjegédo intra-SCPd do agonista pleno
do receptor CB1 WIN induziu efeito antinociceptivo na dor aguda no teste de retirada
de cauda. Esses achados aparentemente contraditérios podem destacar que a

modulacao da dor através do receptor CB1 na SCPd pode ser dependente de alguns
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fatores importantes, como por exemplo: a presenca ou ndo do estimulo aversivo
e/ou da origem da dor - se foi desencadeada por um estimulo de medo ou apenas
por um estimulo nociceptivo periférico, por exemplo. Assim, com base em nossos
resultados, especulamos que a ACEA, na dose escolhida e apés uma estimulagao
mais especifica da SCPd induzida por injecdo de NMDA, poderia atuar nos
receptores CB1, reduzindo a liberagao de glutamato ou aumentando indiretamente a
liberacdo de GABA e, portanto, a resposta aversiva seria prejudicada sem
desinibicdo de saidas antinociceptivas da estrutura.

E bem descrito na literatura que o decréscimo dos niveis basais de peptideos
opioides endodgenos facilitam ataques de panico em seres humanos (PRETER;
KLEIN, 2008). De acordo com tal premissa, nossos resultados demonstraram que o
agonista MOR DAMGO atenuou a expressao de medo nos animais tratados, fato
observado pela redugcdao do comportamento de congelamento induzido pela
estimulacao quimica da SCPd, sendo esse efeito bloqueado pelo antagonista MOR,
CTOP. Esses resultados corroboram os achados de que o tratamento intra-SCPd
com DAMGO aumenta significativamente o limiar elétrico aplicado nessa estrutura
mesencefalica para induzir o comportamento do tipo fuga (RANGEL et al., 2014).
Curiosamente, Maraschin et al. (2016) mostraram que os efeitos sistémicos e intra-
dPAG da injecao de opiorfina (inibidor da degradacao enzimatica das encefalinas)
prejudicaram ataques de pénico induzido pela estimulagéo elétrica do dPAG. Além
disso, os autores mostraram uma reducdo de um comportamento semelhante ao
panico quando os animais foram avaliados em um modelo etolégico, o labirinto em T
elevado descrito por Graeff (para revisdo ver GRAEFF, 1993). Todos esses efeitos
foram bloqueados pelo pré-tratamento com o antagonista da MOR CTOP, indicando
um papel nesse receptor na mediacdo de respostas aversivas recrutadas pela
estimulacado da SCPd.

Conforme descrito classicamente, o sistema opioidérgico desempenha papel
importante na analgesia (BASBAUM, 1984; FIELDS, 2000) e parece estar envolvido
na mediacdo das respostas a dor, independentemente do estimulo associado. A
ativagdo do MOR esta entre os mecanismos analgésicos mais poderosos
(GUTSTEIN et al.,, 1998), mediando as agdes fisiologicas dos opidides usados
clinicamente (KIEFFER, 1999; LE MERRER et al., 2009; RAEHAL et al., 2011). De
acordo com nossos resultados, a microinjecdo intra-SCPd do agonista MOR

DAMGO (0,5 nmol) aumentou o perfil antinociceptivo relacionado a estimulagéo
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quimica da SCPd com NMDA. Para enfatizar o envolvimento do sistema opioidérgico
na modulagao da dor, Haghparast e Ahmad-Molaei (2009) observaram que a lesao
da SCPd atenuou o efeito da morfina microinjetada em outra area do cérebro
implicada na modulagdo da dor, o nucleo cuneiforme. Os autores sugerem a
existéncia de uma projecédo direta ou indireta do nucleo cuneiforme para o SCPd
pelo menos no nivel da antinocicepg¢do da morfina na modulagdo da dor. Em outro
estudo (MOHRLAND; GEBHART, 1980), a microinjegdo de morfina ou estimulagao
elétrica do SCP resultou em excitacao e inibicao da atividade neuronal espontanea
da formagao reticular medular. Tais respostas mistas podem ser indicativas do
destino ou participagao eventual desses neurdnios em mecanismos antinociceptivos.

Considerando uma provavel interacao funcional entre os receptores MOR e
CB1 na SCPd, nossos dados mostraram que os efeitos anti-aversivos induzidos pelo
agonista MOR e agonista CB1 foram, respectivamente, impedidos pelo antagonista
CB1 e antagonista MOR. Apesar disso, quando analisamos a antinocicepgao
induzida por NMDA, o antagonista CB1 nao bloqueou o efeito antinociceptivo mais
pronunciado induzido apdés a injegdo do agonista MOR. Adicionalmente, o
antagonista MOR nao alterou o efeito ausente do agonista CB1 na antinocicepgao
induzida pela estimulagdo quimica na SCPd. Dessa forma, Wilson et al. (2008)
observaram que a co-administragdo de canabinoides e opioides em outra coluna da
SCP, a coluna ventrolateral, n&o produziu sinergia antinociceptiva aguda quando os
animais foram avaliados no teste da placa quente. No entanto, o pré-tratamento por
dois dias com canabindides induziu uma resposta antinociceptiva a morfina
sensibilizada e atenuou o desenvolvimento da tolerdncia a morfina. Altun e
colaboradores (2015) mostraram que o tratamento sistémico com ACEA aumentou
os efeitos antinociceptivos de inje¢des repetidas de morfina de animais submetidos
aos testes de retirada da cauda e placa quente, além de aumentar a tolerancia a
antinocicepgao da morfina. Por outro lado, o antagonista CB1 AM251 diminuiu o
efeito antinociceptivo da morfina e atenuou a tolerancia a morfina. Essa interagao
funcional entre canabinoide/opioide ja foi demonstrada por varios estudos usando
diferentes ferramentas comportamentais e parece depender das vias de
administracao e da duragao do tratamento (AYHAN et al., 1979, LAURENTIIS et al.,
2014).

Curiosamente, os receptores CB1 e MOR sé&o descritos como co-localizados
nas colunas ventrolateral e dorsolateral da SCP (WILSON-POE et al., 2012). Mais
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especificamente, Pugh et al. (1996) demonstraram que os receptores CB1 e MOR
estdo co-localizados em regiées somatodendriticas de neurdnios no corno dorsal da
medula espinhal. Nesse sentido, varios estudos indicam que os receptores CB1
parecem formar homodimeros e heterodimeros com outros receptores acoplados a
proteina G, incluindo a ancoragem MOR (FERRE; FRANCO, 2010; NAVARRO et al.,
2001). As interacgoes fisicas potenciais entre os dimeros sédo especificas ao tipo de
célula e dependem de modulacbes alostéricas entre protdmeros (componentes
individuais), alteragbes no reconhecimento de ligantes, acoplamento de proteinas G,
trafego e sinalizagao de diferentes grupos de ligantes (BUSQUETS-GARCIA et al.,
2017).

Em conjunto, o efeito cooperativo entre os receptores CB1 e o MOR
localizado na SCPd na mediacdo do medo e/ou antinocicepcéo pode ter relevancia
para o tratamento dos estados de medo e/ou dor. O entendimento da atividade
reciproca entre os sistemas canabinoide e opioide na modulagdo das respostas de
medo e antinocicepcdo sugerem duas alternativas interessantes para o
direcionamento de pesquisas clinicas e continuidade da pesquisa neurobiologica.
Primeiramente, abrangendo a aplicagdo em cuidados para saude humana, nosso
estudo mostra que o tratamento agudo com agonista CB1 nao teve feito sobre a
antinocicepgao induzida pelo medo; contudo, uma série de relatos literarios afirma
que em regimes de tratamento prolongado, drogas que atuam sobre receptores CB1
ampliam significantemente o efeito de agonistas MOR, como da morfina. Assim,
poderia ser interessante no manejo de dores crénicas como observado na neuralgia
do trigémeo e dor oncoldgica, por exemplo. Em segunda instancia, ainda se
pensando em uma escala de interesse humano, a formulacdo e teste de
medicamentos contendo agonistas MOR e de receptor CB1 pode ser promissor no
tratamento do TP, devido a agédo cooperativa entre drogas que atuam como
agonistas desses receptores, e que, supostamente, exigiriam doses menores para
induzir efeito terapéutico almejado. Dessa maneira haveria uma reducao dos efeitos
colaterais e ainda uma reducao da baixa aderéncia de pacientes atualmente tratados
e muitos deles refratarios ao tratamento com inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina (ISRS) e benzodiazepinicos (BDZ), comumente empregados. Por fim,
tendo em vista as limitagcbes do presente estudo, seria interessante reproduzir os
dados utilizando técnicas de optogenética, bem como outros compostos para

estimular quimicamente a SCPd. Mais ainda, verificar por meio de técnicas
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moleculares, como imunohistoquimica, ensaios morfoldgicos de neurotragamentos e
técnicas de heterodimerizacdo de receptores, a natureza da interacdo entre
receptores CB1 e MOR na SCPd, a fim de melhor compreender os achados obtidos
no comportamento e ampliar o conhecimento acerca dos mecanismos

neurofarmacolégicos envolvidos.
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6 CONCLUSAO

Em relagéo a hipotese inicial, concluimos que:
A ativacdo de receptores CB1 e MOR localizados nas colunas dorsais da SCP
propiciou a reversao da expressdo do comportamento de medo induzido pela
estimulacao quimica da regido. Contudo, apenas a ativacdo de MOR potencializou a
antinocicepcao induzida pela estimulacdo quimica da SCPd com NMDA.
Adicionalmente, foi demostrada cooperacao funcional entre os sistemas, marcada
pela atividade sinérgica entre receptores CB1 e MOR na SCPD no controle da
resposta de medo. Todavia, esse sinergismo funcional ndo foi observado na

modulagao da antinocicepc¢éo associada ao medo.
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