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RESUMO

O Receptor de Potencial Transitorio Vaniloide do Tipo 1 (TRPV1) € um canal permeavel ao
calcio que pode ser ativado pelo endocanabindide anandamida, além de seu agonista exdgeno,
a capsaicina. Na porcdo dorsolateral da sustancia cinzenta periaquedutal (SCPdI) do
mesencéfalo, uma estrutura envolvida com comportamento defensivo, resultados prévios
demonstraram que a ativacdo de receptores canabindides do tipo 1 (CB1) promove efeitos do
tipo ansiolitico em curva com forma de sino, de modo dose-dependente. Entretanto, o papel
dos receptores TRPV1 ainda nao € totalmente conhecido. Desta maneira, no presente estudo
foi testada a hipotese de que esse receptor contribuiria para a modulacdo de comportamentos
de ansiedade na SCPdI. Ratos Wistar receberam injecédo local intra-SCPdIl do antagonista de
receptores TRPV1 capsazepina (10-60 nmol) e foram submetidos ao teste do labirinto em cruz
elevado (LCE) e ao modelo do lamber punido de Vogel (VCT). Ainda, os animais receberam
injecBes de capsaicina (0,01 — 1 nmol), agonista TRPV1, e foram submetidos aos mesmos
modelos. Corroborando com a hip6tese proposta, a capsazepina produziu um efeito do tipo
ansiolitico em ambos modelos. Entretanto, a capsaicina mimetizou os resultados obtidos com
0 antagonista, 0 que pode ser atribuido a sua capacidade de dessensibilizar o canal i6nico de
calcio. Deste modo, considerando o fato de receptores CB1 e TRPV1 possuirem 0 mesmo
ligante enddgeno e em conjunto com resultados obtidos em trabalhos prévios sobre o papel do
receptor CB1, tais resultados sugerem que quando ativados os receptores CB1 inibem o
comportamento aversivo na SCPdl, e os receptores TRPV1 facilitam. Assim, receptores CB1
e TRPV1 possuiriam acdo oposta na modulagdo de comportamentos do tipo ansiedade nessa
estrutura.

Palavras-chave: TRPV1; Anandamida; Endovanildide, Endocanabindide; Ansiedade,

Labirinto em Cruz Elevado; Lamber Punido de Vogel.
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ABSTRACT

The endocannabinoid anandamide is a possible agonist at the Transient Receptor Potential
Vanilloid Type 1 (TRPV1) channel, in addition to its agonist activity at cannabinoid type 1
(CB1) receptor. In the midbrain dorsolateral periaqueductal gray (dIPAG) our previous data
showed that CB1 activation induces anxiolytic-like effects. However, the role of TRPV1 has
remained unclear. Thus, in the present study we tested the hypothesis that this channel would
contribute to the modulation of anxiety-like behaviour in the dIPAG. Male Wistar rats
received local injections of the TRPV1 antagonist capsazepine (10-60 nmol) and were
submitted to the elevated plus-maze (EPM) and to the Vogel test. In addition, animals
received local injections of capsaicin (0.01- 1 nmol), a TRPV1 agonist, and were tested in the
same models. In accordance with our hypothesis, capsazepine produced anxiolytic-like effects
both in the EPM and in the Vogel test. Capsaicin mimicked these results, which might be
attributed to its ability to quickly desensitize the channel. Altogether, our data suggest that,
while activation of CB1 receptors seems to inhibit aversive responses in the dIPAG, TRPV1
activation could facilitate them. Thus, CB1 and TRPV1 may have opposite functions in
modulating anxiety-like behaviour in this region.

Keywords: TRPV1; Anandamide; Endocannabinoids; Endovanilloids; Anxiety; Elevated

plus-maze; Vogel test.
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1 INTRODUCAO

Comportamento Defensivo

O comportamento defensivo é uma resposta observada em diferentes espécies animais.
Em mamiferos, pode ser representada pelo conjunto de reacGes que esses organismos emitem
frente a perigos reais ou potencias, tanto na presenca de predadores ou mesmo relacionados ao
ambiente no qual se encontram (Blanchard, Flannelly et al., 1986; Blanchard e Blanchard,
1988).

Variagdes na distancia e intensidade do estimulo aversivo apresentado geram respostas
gue podem oscilar entre comportamentos de congelamento, luta ou fuga (Blanchard e
Blanchard, 1988). E essas respostas podem ainda ser associadas a comportamentos distintos
de medo e ansiedade. Essa distin¢do é baseada na teoria de Gray e McNaughton (2000).

Assim, sdo consideradas respostas relacionadas ao medo aquelas evocadas em
situacbes onde o estimulo é definido e presente — sendo insensiveis a drogas classicamente
caracterizadas como ansioliticas, tais como benzodiazepinicos . Enquanto respostas de
ansiedade sdo provocadas por situacGes incertas ou desconhecidas, e estdo diretamente
envolvidas com a avaliacdo de risco realizadas pelo animal.

Quando o animal tende a se afastar da fonte do perigo, comportamento mais associado
ao medo, é observado aumento na atividade de regides como cortex cingulado anterior,
amigdala, hipotadlamo e substancia cinzenta periaquedutal (SCP). J& em situacGes em que 0
animal tenta se aproximar da fonte da ameaga sdo ativados o cértex cingulado posterior e 0
sistema septo-hipocampal (Graeff e Guimardes, 1999; Gray e Mcnaughton, 2000). Com a
reducdo da distancia em relacdo ao predador, hd uma troca da atividade do cortex pre-frontal
ventromedial para a SCP, resultado observado em um estudo de neuroimagem em humanos

(Mobbs, Petrovic et al., 2007).
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Sustancia Cinzenta Periaquedutal

A Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP) é formada por neurdnios que circundam o
aqueduto mesencefalico e pode ser dividida por diferencas anatomo-funcionais em quatro
colunas longitudinais que se mantém ao longo do eixo rostro-caudal — colunas dorsomedial,
dorsolateral, lateral e ventrolateral (Carrive, 1993; Bandler, Keay et al., 2000).

Foi verificado que apds a estimulacdo elétrica dessa regido animais expressam
comportamentos aversivos, enquanto humanos relatam sensacfes relacionadas ao panico
(Fernandez De Molina e Hunsperger, 1962; Nashold, Wilson et al., 1969).

Em ratos, a estimulacdo da porcdo dorsal da SCP (SCPd) é capaz de produzir
comportamentos incondicionados, tais como reaces de fuga ou congelamento, bem como,
alteracdo em respostas autonémicas, como elevacao da pressdo arterial e frequéncia cardiaca,
sudorese e piloerecdo. Essas respostas sdo diretamente associadas a ataques de panico
experimentais e clinicos em humanos (Krieger e Graeff, 1985; Bandler e Carrive, 1988;
Schenberg, Bittencourt et al., 2001). Assim, pode-se surgerir que a SCPd seria responsavel
por respostas de fuga ou luta em situacdes de medo externo em roedores e outras espécies de
mamiferos (Graeff, 1994).

Quando submetidos a situacdes aversivas, como a presenca de predador, é observado
em ratos aumento na expressao de proteina Fos na SCP (Canteras e Goto, 1999; Beijamini e
Guimaraes, 2006; Aguiar e Guimaraes, 2009). Associado a esses resultados, foram descritas
diversas projecOes aferentes a SCP provenientes de regifes como tronco encefélico, medula
espinhal, areas diencefalicas e telencefalicas — tais como nucleos amigdaldides e areas
corticais (Mantyh, 1982a; b).

Ainda, a SCP é considerada uma area de integracdo entre regiGes prosencefélicas,

tronco encefalico e sitios medulares. Com isso, é relacionada como substrato neuronal
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responsavel por fungbes como respostas nociceptivas, controle cardiovascular,

comportamento sexual e de defesa (Bandler, Keay et al., 2000).

Receptores TRPV1

A planta Capsicum sp é popularmente conhecida como pimenta vermelha e possui
como principal e mais irritante constituinte uma substancia isolada inicialmente por Thresh
em 1846, denominada de capsaicina (Calixto, Kassuya et al., 2005). H4 muito tempo existe
um amplo interesse no estudo desta substancia devido aos seus diversos efeitos bioldgicos,
principalmente na dor e inflamacao.

Através de estudos eletrofisioldgicos foi demonstrado que a capsaicina € capaz de
despolarizar fibras e corpos celulares sensoriais além de produzir aumento na condutancia do
sodio (Na*) e calcio (Ca*®) em membranas neuroniais (Marsh, Stansfeld et al., 1987). A
sensacdo de ardor da pele produzida por essa substancia parece ser devido ao influxo de
cations e producdo de potenciais de acdo que se propagam para o Sistema nervoso central
(SNC; Bevan e Szolcsanyi, 1990). O influxo de Ca*? causado pela capsaicina também pode
produzir a liberacdo de varios neurotransmissores a partir dos terminais periféricos das fibras
sensoriais (Gamse, 1982; Holzer, 1988).

Sabe-se que agonistas e antagonistas dos TRPV1 (receptor de potencial transitorio
vaniloide tipo 1) sdo capazes de induzir varias respostas no SNC. Por exemplo, a capsaicina e
seu analogo olvanil promoveram liberacdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina a
partir dos terminais centrais dos nervos aferentes, resposta que foi bloqueada pelo antagonista
dos TRPV1, a capsazepina (Wardle, Ranson et al., 1997). Além disso, a capsaicina estimulou
a liberacdo de glutamato a partir de fatias de hipotalamo e no corno dorsal da medula
espinhal. Essa resposta foi dependente de calcio e também foi inibida pela capsazepina

(Sasamura, Sasaki et al., 1998).
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Uma vez que a capsaicina parecia atuar em determinados grupos de neurdnios
sensoriais, iniciou-se a busca dos sitios de acdo para esse composto natural. Dessa forma,
identificou-se um receptor responsavel pelos efeitos bioldgicos da capsaicina e de seu potente
analogo, a resiniferatoxina (RTX), o qual foi primeiramente denominado de receptor
vaniloide, ja que esses dois compostos possuem em sua estrutura quimica o grupamento
quimico homovanilil (Szallasi e Blumberg, 1990a; b). Porém, somente em 1997, Caterina e
colaboladores clonaram o cDNA desse receptor, o qual foi denominado de receptor vaniloide
do tipo 1 que pertence a familia dos receptores de potencial transitorio (Caterina, Schumacher
etal., 1997).

A grande familia dos receptores do tipo TRP constitui um dos maiores grupos de
receptores ligados a canais ibnicos, composto por mais de 50 membros (Vriens, Watanabe et
al., 2004; Nilius e Voets, 2005). Em mamiferos ja foram identificados 28 tipos, dividos em 6
subfamilias: TRPC (Canbnico), TRPM (Melastatina), TRPV (Vanil6ide), TRPA (Ankyrin),
TRPP (Polocistina) e TRPML (Mucolipina). E sdo assim classificados principalmente através
de sua sequéncia primaria de aminoacidos (Montell, Birnbaumer e Flockerzi, 2002; Montell,
Birnbaumer, Flockerzi et al., 2002; Clapham, 2003; Corey, 2003; Moran, Xu et al., 2004;
Delmas, 2005).

O receptor TRPV1 ¢ principalmente encontrado em fibras aferentes primarias de
pequeno didametro (Baumann, Simone et al., 1991) nos neurdnios sensoriais primarios. Sendo
essencialmente composto por seis algas transmembranicas e um poro permeével a cation.

Os TRPV1 expressos em neurbnios sensoriais primarios sdo essenciais para 0
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria (Caterina, Leffler et al., 2000; Davis, Gray et
al., 2000). Através de sua ativacdo por capsaicina, podem apresentar efeito bifasico.
Inicialmente observa-se aumento da nocicepcdo provocado pelo aumento na condutancia de

canais de Ca*2. Essa resposta é seguida por um efeito antinociceptivo contraditério devido a



Introducéo 23

dessensibilizacdo desse mesmo canal idnico. (Szallasi e Blumberg, 1999; Szallasi e Di Marzo,
2000). Tanto que Palazzo e colaboradores (2002) observaram hipoalgesia apds a microinjecao
de capsaicina em uma regido do encéfalo de ratos relacionada a nocicepcéo (Palazzo, De
Novellis et al., 2002), a porcdo dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal (SCPdl), e
esse efeito foi blogqueado quando os animais foram pré-tratados com a antagonista TRPV1,
capsazepina. Esses resultados indicam que os TRPV1 contribuem na antinocicep¢do mediada
por esta estrutura. Nesse estudo, administracdo de capsaicina intra-SCPdl promoveu uma
resposta glutamatergica localizada, efeito similar ao obtido in vitro no hipotalamo, substancia
nigra e locus coeruleus (Sasamura, Sasaki et al., 1998; Marinelli, Vaughan et al., 2002;
Marinelli, Di Marzo et al., 2003).

Juntamente com esses estudos, diversas evidéncias mostraram que esses receptores
também séo expressos em outras varias regides do SNC (Szallasi e Blumberg, 1999), como
por exemplo o bulbo olfatério, cortex, hipocampo, hipotalamo e mesencéfalo (Toth, Boczan
et al., 2005).

Além da capsaicina, os receptores TRPV1 podem ser ativados por altas temperaturas
(> 42°C) e pH éacido (Szallasi e Di Marzo, 2000). E mais ainda, existem compostos enddgenos
gue também promovem suas acdes através da ativacdo dos TRPV1. Esses compostos sdo
denominados endovaniloides.

Para uma substancia ser classificada como endovaniloide, o composto deve ser
formado pelas células e liberado de maneira atividade-dependente em quantidade suficiente
para evocar respostas mediadas por TRPV1 por ligagdo direta no sitio receptor e subseqtente
ativacdo do canal idnico (Van Der Stelt e Di Marzo, 2004).

Dentre as substancias propostas como endovanildides destaca-se o endocanabindide
anandamida (Zygmunt, Petersson et al., 1999; Smart, Gunthorpe et al., 2000; Di Marzo,

Bisogno et al., 2001). Esta substancia ¢ um derivado do acido araquiddnico, a araquidonoil
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etanolamida (Di Marzo, Melck et al., 1998; Mechoulam, Fride et al., 1998), e foi
primeiramente isolada em 1992, a partir de encefalo de porcinos (Devane, Hanus et al., 1992).

Considerando que a anandamida é capaz de ativar os dois tipos de receptores
canabindides CB1 e CB2, além de ser um agonista pleno para os TRPV1, dados da literatura
sugerem a existéncia de uma grande correlacdo entre os TRPV1 e 0s receptores canabinoides
(Zygmunt, Petersson et al., 1999; Smart, Gunthorpe et al., 2000). Além disso, devido a
similaridade da estrutura quimica entre a anandamida e o &cido oléico, um analogo da
capsaicina, sugere-se que alguns vaniléides possam interagir tanto com os dois tipos de
receptores canabindides, como também com o transportador da anandamida, ou ainda, com a
enzima responsavel pelo seu metabolismo (Szallasi e Di Marzo, 2000).

Ha uma ampla evidéncia de que a interacdo entre a anandamida com 0s receptores
TRPV1 é especifica, pois suas acdes sobre o TRPV1 sdo bloqueadas por antagonistas
especificos e ndo por antagonistas dos receptores CB1 e CB2 (Ross, Gibson et al., 2001;
Ross, 2003). Além disso, o tratamento neonatal com capsaicina previne a ativacdo do TRPV1
pela anandamida, e os efeitos da anandamida sdo ausentes em células transfectadas que néo
expressam os receptores TRPV1 (Zygmunt, Petersson et al., 1999; Smart, Gunthorpe et al.,
2000; Ross, Gibson et al., 2001).

Juntamente com a capacidade da anandamida atuar tanto em receptores canabinoides
como em receptores vaniloides, a co-localizacdo desses receptores em diversas estruturas
encefalicas favorece a hipdtese que eles modulem os mesmos tipos de respostas relacionadas
a atividade neuronial (Cristino, De Petrocellis et al., 2006). E essas respostas podem
apresentar caracteristicas opostas principalmente pelas diferencas na transdugdo de sinal
intracelular e modulacdo da liberacdo de neurotransmissores.

Sendo os receptores canabindides CB1 associados a proteina G, assim, promovem

inibicdo da adenilato ciclase e de canais de calcio, aumento das correntes de potassio e
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reduzem a liberacdo de neurotransmissores, como GABA e glutamato (Vaughan, Connor et
al., 2000). Enquanto os receptores TRPV1, ao contrario, promovem despolarizacdo celular,
através da abertura de canais de célcio, aumentando a taxa de disparo neuronial e a atividade
sinaptica (Xing e Li, 2007).

Entretanto, poucos estudos exploram as consequéncias funcionais promovidas pela
interacdo desses receptores. Alguns trabalhos observaram respostas similares em relacdo a
antinocicepcdo induzida apds injecdes intra-SCPdI de canabindides ou capsaicina — porém,
pelo seu carater transitorio, os efeitos observados na presenca de capsaicina sdo atribuidos a
dessensibilizacdo do receptor TRPV1 (Martin, Patrick et al., 1995; Palazzo, De Novellis et
al., 2002; Finn, Jhaveri et al., 2003).

Maione e colaboradores (2006), exploraram diretamente essa interacdo na coluna
ventrolateral da SCP, observando alta co-localizacdo desses receptores. E também, o bloqueio
da hidrdlise da anandamida foi capaz de modificar a resposta a estimulos térmicos de modo
bifasico, reduzindo respostas nociceptivas mediadas por TRPV1 e as aumenta via ativacdo de
CB1 (Maione, Bisogno et al., 2006). Esses resultados sugerem que 0s dois sistemas possam
atuar de maneira oposta nessa estrutura.

Apesar de varios trabalhos mostrarem os efeitos dos vaniloides em diversas estruturas
do SNC, seus efeitos sobre as respostas comportamentais ainda sdo pouco explorados. Alguns
estudos indicam que a atividade motora pode ser reduzida apés ativacdo dos receptores
vaniloides (Di Marzo, Lastres-Becker et al.,, 2001; Lee, Di Marzo et al.,, 2006). A
administracdo sistémica de olvanil promoveu efeito do tipo ansiogénico no modelo do
labirinto em cruz elevado (LCE), enquanto que a administragcéo de capsazepina foi capaz de
induzir um efeito do tipo ansiolitico no mesmo modelo (Kasckow, Mulchahey et al., 2004).
Esses resultados sugerem que agonistas e antagonistas vanildéides podem modular

comportamentos relacionados com ansiedade.
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Outra observacdo que sugere envolvimento dos TRPV1 na ansiedade € a presenca
desses receptores em estruturas envolvidas na elaboracdo das respostas relacionadas com
aversdo, estresse e ansiedade, tais como o coOrtex pre-frontal, amigdala, hipocampo,
hipotdlamo e SCP (Mezey, Toth et al., 2000; Mcgaraughty, Chu et al., 2003; Toth, Boczan et
al., 2005).

Quanto ao papel oposto em relacdo ao sistema canabinodide, Moreira e colaboradores
(2007) demonstraram que a administracdo de anandamida e seu analogo ACEA intra-SCPdlI
induziram efeito ansiolitico no LCE, sugerindo a participacdo dos endocanabindides na
modulacdo dos comportamentos relacionados a ansiedade mediados pela SCPdl (Moreira,
Aguiar et al., 2007). Assim, enquanto os canabinoides seriam capazes de reduzir respostas
relacionadas a ansiedade ( para revisdo, Moreira e Lutz, 2008), o papel do TRPV1 aparenta
ser simetricamente oposto. Tanto que animais geneticamente modificados com delecdo para o
receptor TRPV1 demonstram reducdo tanto no nivel de expressdo de comportamentos
aversivos, tanto relacionados a ansiedade, como ao medo condicionado (Marsch, Foeller et
al., 2007).

Considerando o exposto acima, 0 presente trabalho testou a hipdtese de que os
receptores TRPV1 modulam respostas aversivas mediadas pela SCPdl em diferentes modelos
animais de ansiedade. Para testar essa hipdtese foram avaliados os efeitos da administracdo do
antagonista TRPV1, capsazepina e do agonista capsaicina, na SCPdl em animais submetidos

aos modelos do LCE e no teste do lamber punido de Vogel (VTC).
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2 OBJETIVO

Objetivo Geral

Considerando o exposto acima, o objetivo geral deste trabalho é investigar a
participacdo dos receptores TRPV1 nas reacdes defensivas mediadas pela SCPdI eliciadas no

modelo do labirinto em cruz elevado e no modelo do lamber punido de Vogel.

Objetivos Especificos

o Verificar a hipotese de que a administracdo isolada de capsazepina intra-SCPdl ird induzir
efeito ansiolitico no LCE, através do bloqueio de receptores TRPV1.

e Verificar a hipétese de que a administracdo isolada de capsazepina intra-SCPdI ira induzir
efeito ansiolitico no modelo do VCT, através do bloqueio de receptores TRPV1.

o Verificar a hipotese de que a administracdo isolada de capsaicina intra-SCPdI ira induzir
efeito ansiogénico no LCE, através da ativacdo dos receptores TRPV1.

e Verificar a hip6tese de que a administracdo isolada de capsaicina intra-SCPdI ira induzir

efeito ansiogénico no modelo do VCT, através da ativacdo dos receptores TRPV1.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratos Wistar, 220-240 gramas, provenientes do Biotério Central da USP-Ribeirdo
Preto foram mantidos em grupos de 5 animais por caixa (41x33x17 cm). Os animais
permaneceram no biotério do proprio laboratdrio até 0 momento dos testes, a temperatura de
2412 °C, com ciclo claro-escuro de 12 x 12 horas, com inicio as 6:30 h. Todos os
experimentos foram realizados na fase clara do ciclo. O protocolo experimental esta de acordo
com a Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento. E o estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

(Protocolo n°® 106/2008).

3.2 Drogas

Capsazepina (Tocris, Ellisvalle, MO, USA) foi dissolvida em DMSO 100%. As doses
utilizadas foram de 10, 30 e 60 nmol no volume de 200 nl. Capsaicina (Tocris, Ellisvalle,
MO, USA) foi dissolvida em DMSO 10%. Nas doses de 0,01, 0,1 e 1,0 nmol no volume de

200nL. Todas as solucdes foram preparadas imediatamente antes do uso.

3.3 Modelos Experimentais
- Labirinto em Cruz Elevado

O LCE é um aparelho de madeira constituido por dois bracos abertos (50 x 10 cm),
sem paredes laterais, perpendiculares a dois bragos fechados de mesma dimenséo,
circundados por paredes laterais de 40 cm de altura. Uma placa de acrilico de 1 cm de altura
encontra-se acoplada ao redor dos bragos abertos, para evitar a queda dos animais do
equipamento, que é elevado 50 cm do solo. O LCE foi desenvolvido por Handley e Mithani

(Handley e Mithauni, 1984), que se basearam na observacdo de que os bracos abertos séo
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naturalmente aversivos aos animais pela auséncia de paredes laterais (Montgomery, 1955).

Para analise comportamental no LCE foi empregado (Any-maze V. 1.9, Noldus, Holanda).
- Teste do Lamber Punido de Vogel

O teste do lamber punido de Vogel € realizado em uma caixa Plexiglas (42x25x20cm)
com chéo de grades inoxidavéis. O bebedouro de dgua metalico é projetado para dentro da
caixa, e o contato do animal com o bebedouro e o ch&o fecha um circuito elétrico controlado
por um sensor (Anxio-Meter model 102, Columbus, USA), que produz sete pulsos por
segundo sempre que o animal entra em contato com ambos componentes. Cada lambida é
considerada um pulso, e a cada 20 lambidas o animal recebe um choque de 0,5 mA por 2s. O
sensor registra 0 numero total de lambidas e choques recebidos durante o periodo do teste. O
aparelho encontra-se localizado em uma sala com isolamento acustico (Jardim, Aguiar et al.,

2005).
- Consumo de Agua

Para avaliacdo do consumo de agua foi utilizado o0 mesmo aparelho do teste anterior,

porém, o sistema de choque foi desligado.
- Laténcia de Retirada de Cauda

O aparelho utilizado consiste em uma plataforma de acrilico com uma resisténcia
acoplada. Por passagem de corrente elétrica hd um aumento na temperatura da resisténcia
numa taxa de 9°C/s. O sistema possui um tempo de corte de 6s para previnir danos teciduais
ao animal quando a temperatura se aproxima dos 80°C. O tempo para retirada da cauda é
registrado como laténcia de retirada. A corrente elétrica foi calibrada para promover o reflexo

de retirada entre 2,5-3,5s em animais nao tratados.
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3.4 Cirurgia Estereotaxica

Os animais foram anestesiados com uma solucdo a 2,5% de 2,2,2- tribromoetanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA; 10 ml/kg, i.p.) e fixados a um aparelho estereotaxico
(David-Kopff, USA). Em cada animal foi implatada unilateralmente uma canula de 11 mm,
dirigida para SCPdI (coordenadas: AP-lambda O mm, L-1,9 mm, P-4 mm, angulo-16 graus,
Paxinos e Watson, 1997), e fixada ao cranio com cimento acrilico. Um fio de aco inox foi
colocado dentro da cénula para evitar obstrucdo. Ap6s a cirugia 0s animais receberam
antibiético (i.m., 0,27 g/kg, Pentabiotico®, Fort Dodge, Brasil) para previnir infeccdo, e um
antiinflamatério ndo-esteroidal (i.m., 0.025 g/kg, Banamine®, Schering Plough, Brasil) para
analgesia pds-operatoria. Posterior a recuperacdo da anestesia, os animais foram alojados no

biotério até seu restabelecimento (5-7 dias).

3.5 Histologia

Ao término dos testes, os animais foram anestesiados com Uretana 25% (5ml/kg) e
200 nL de corante Azul de Evans 1% foi injetado intra-SCPdlI como marcador do sitio de
injecdo. Posteriormente foram submetidos a perfusédo intracardiaca com salina 0,9% e solucéo
formol 10%. Os encéfalos foram removidos, estocados em formol 10% (3-7 dias) e cortados
em seccOes de 50 micrometros de espessura em um criostato de congelamento (Cryocut
1800). Os cortes foram montados em Iaminas de vidro gelatinizadas para verificacdo do sitio
de injecdo de acordo com Atlas Paxinos e Watson, 1997. Somente os animais com canula

implantada na SCPdI foram considerados como grupo tratamento na analise estatistica.

3.6 Analise dos Resultados

Para cada animal foi calculado, durante os 5 minutos da sessdo teste do LCE, as

porcentagens de entrada e tempo no braco aberto [100x aberto/(aberto+fechado)]. Os
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resultados do LCE e do namero de lambidas no VCT foram comparados por Analise de
Variancia (ANOVA). Os valores obtidos na Laténcia de retirada de cauda foram analisados
por ANOVA de medidas repetidas seguida de um ANOVA de uma via para cada tempo. O
teste post hoc de Duncan foi empregado para maultipla comparacdo. Diferencas foram
consideradas significativas para p<0,05. O software utilizado foi SPSS para Windows (versédo

13.0).
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Estudos propostos.

Dois estudos séo propostos. Inicialmente foi verificado o efeito de diferentes doses de
capsazepina e capsaicina para verificar se sdo capazes de produzir alteracdo na resposta
comportamental dos animais per se no modelo no labirinto em cruz elevado.

Ap0s esse estudo, um grupo independente de animais foi submetido a outro modelo
comportamental, modelo do lamber punido de Vogel, para confirmacdo dos resultados

anteriores.

Microinjec¢ao intra-SCPdI

Apds 7 dias de recuperacdo da cirurgia os animais foram randomicamente designados
para os diferentes grupos. A injecdo intracerebral (intra-SCPdI) foi feita com uma agulha
conectada a uma seringa (Hamilton; USA) de 10 microlitros através de um segmento de
Polietileno (P10). Apds a introducdo da agulha na canula, o animal é deixado solto na caixa, e
procede-se a infusdo de 200 nl das solu¢des em velocidade constante (100 nl/30 s), com ajuda
de uma Bomba de Infusdo (KD Scientific, USA). Apds a injecdo a agulha permanece por 30s

para evitar possivel refluxo da droga.

Experimento 1 — Efeito da injecdo de capsazepina na SCPdI sobre o comportamento de

ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado

Os animais receberam injecdes intra-SCPdI de veiculo ou capsazepina (10, 30 ou 60
nmol) e ap6s 10 minutos foram submetidos ao LCE. Os animais foram colocados voltados
para os bracos fechados. Durante 5 minutos foram feitos registros do numero de entradas e

tempo gasto nos bracos aberto e fechado.
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Experimento 2 — Efeito da injecdo de capsazepina na SCPdI sobre o comportamento de

ratos submetidos ao teste do lamber punido de Vogel

Os animais foram privados de dgua 48h antes do teste. 24h antes do teste foi permitido
aos animais beber agua livremente por 3 minutos na caixa onde o experimento seria realizado
para localizarem o bebedouro. Alguns animais ndo encontraram o bebedouro e por isso ndo
foram utilizados no experimento. 24 horas apds essa primeira sessdo, 0s animais receberam
injecBes intra-SCPdl de veiculo ou capsazepina (60 nmol) e ap6s 10 minutos foram
submetidos a sessdo teste. O teste possui duracdo de 3 minutos e 0s animais receberam
choques na intensidade de 0,5 mA a cada 20 lambidas. Foi registrado o nimero de lambidas

punidas.

Experimento 3 — Efeito da injecdo de capsaicina na SCPdI sobre o comportamento de

ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado

Foi realizado o mesmo protocolo do Experimento 1, porém 0s animais receberam
injecdes intra-SCPdI de veiculo ou capsaicina (0,01, 0,1 ou 1,0 nmol), 10 minutos antes de

serem submetidos ao LCE.
Experimento 4 — Efeito da injecdo de capsaicina na SCPdI sobre o comportamento de
ratos submetidos ao teste do lamber punido de Vogel

Foi realizado o mesmo protocolo do Experimento 2, porém o0s animais receberam
injecBes intra-SCPdl de veiculo ou capsaicina (1,0 nmol) 10 minutos antes de serem

submetidos ao VCT

Experimento 5 — Efeito da injecao de capsazepina na SCPdI no consumo de agua

Esse experimento foi realizado com grupo independente para controle do consumo de

agua relativo ao teste de VVogel dos animais que receberam a droga (capsazepina 60 nmol). O
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procedimento foi similiar ao realizado no Experimento 2, porém 0s animais ndo recebiam

choques. Foi registrado o numero total de lambidas durante os 3 minutos de teste.

Experimento 6 — Efeito da injecao de capsaicina na SCPdI no consumo de agua

O mesmo protocolo do Experimento 5 foi realizado, mas nesse caso foram feitas

injecOes intra-SCPdI de capsaicina (1,0 nmol) ou veiculo.

Experimento 7 — Efeito da injecdo de capsazepina na SCPdI na laténcia de retirada de

cauda

No teste de retirada de cauda grupos independentes foram designados para controle
nociceptivo relativo ao teste de Vogel. O procedimento consiste em segurar o animal
gentilmente de forma que a ponta (4-5 cm acima da extremidade) de sua cauda permaneca
sobre a resisténcia elétrica e inicia-se 0 aumento de temperatura. O tempo para retirada da
cauda é registrado como laténcia de retirada, e foi medido entre intervalos de 5 minutos.
Antes da realizacdo das injecdes é feita uma avaliacdo uma linha de base da laténcia para
retirada de cada animal. Animais receberam injec6es de morfina (5 mg/kg i.p.) 30 minutos
antes do inicio do teste; ou intra-SCPdI de capsazepina (60 nmol) ou veiculo 10 minutos antes

do inicio do teste.
Experimento 8 — Efeito da injecdo de capsaicina na SCPdI na laténcia de retirada de
cauda

Foi realizado o mesmo protocolo do Experimento 7, mas nesse caso foram feitas

injecOes intra-SCPdI de capsaicina (1,0 nmol) ou veiculo.
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5 RESULTADOS

5.1 Localizacdo do sitio de injecao

Sitios de injecdo representativos dos locais de injecdo na SCPdl dos animais
submetidos a todos os experimentos (Figura 1), baseados em secc¢Bes coronais adjacentes

modificadas do Atlas de Paxinos & Watson, 1997.
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Figura 1: Diagrama representativo baseado no Atlas de Paxinos e Watson (1997) da
localizacdo das inje¢des dos animais submetidos a todos os experimentos. Os circulo escuros
representam as injec@es localizadas na SCPdI, e os circulos claros injecdes fora da SCPdI. Os

nameros representam a distancia a partir da interaural (mm).
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52 Experimento 1 - Efeito da injecdo de capsazepina na SCPdl sobre o

comportamento de ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado

No primeiro experimento realizado, pode-se observar que a capsazepina na maior dose
(CPZ; 60 nmol/200nL) administrada na SCPdI, aumentou a porcentagem de tempo (Fs26=
2,1230; p=0,1066, teste Duncan p<0,05; Figura 2) de permanéncia no braco aberto quando
comparado ao controle (veiculo). Nenhuma das outras doses utilizadas e nem os animais que
receberam injecdo de capsazepina na dose de 60 nmol fora da SCPdI apresentaram diferenca
em relacdo ao veiculo. Nao houve diferenca no nimero de entrada nos bracos fechados
(F426=1,0290, p=0,41), sugerindo que a droga ndo promove alteracdo na atividade

locomotora.
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Figura 2: Efeito da administracdo de capsazepina (10, 30 e 60 nmol/200nL) na SCPdIl em
ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado. A parte superior mostra 0 nimero de entradas
no braco fechado. A parte inferior apresenta a porcentagem de entradas (barras brancas) e de
tempo (barras hachuradas) nos bracos abertos. As barras representam a média = EPM.
Animais que receberam capsazepina (60 nmol) em sitio diferente da SCPdI foram analisados
juntos e considerados o grupo Out. Asterisco indica diferenca do grupo veiculo (Veic; p<0,05,
ANOVA seguido de pos-teste Duncan; veiculo n=8, capsazepina 10 nmol n=7, capsazepina

30 nmol n=7, capsazepina 60 nmol n=6, grupo Out n=3).
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5.3 Experimento 2 - Efeito da injecdo de capsazepina na SCPdl sobre o

comportamento de ratos submetidos ao teste do lamber punido de Vogel

No teste do lamber punido de Vogel, ap6s a administracdo de capsazepina na dose de
60nmol/200nL, foi observado um aumento no numero de lambidas punidas e choques
(H»=8,6525, p=0,0132) quando comparado ao grupo controle como pode ser observado na
Figura 3. Ndo foi verificada nenhuma diferenca do numero de lambidas punidas dos animais
gue receberam capsazepina em uma regido diferente da SCPdI (Out) quando comparados ao

controle.
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Figura 3: Efeito da injecdo de capsazepina (CPZ, 60 nmol) na SCPdl em ratos submetidos ao
teste do lamber punido de Vogel. As barras representam média £ EPM do nimero total de
lambidas punidas durante os 3 minutos do teste. Animais que receberam capsazepina fora da
SCPdI foram analisados juntos e sdo denominados grupo out. A capsazepina aumentou O
namero de lambidas em relacdo ao veiculo (Veic). Asterisco indica diferenca em relacdo ao
veiculo(p<0,05, Kruskal-Wallis seguido por pds-teste Mann-Whitney; veiculo n=5,

capsazepina 60 nmol n=6, grupo out n=3).
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5.4 Experimento 3 — Efeito da injecéo de capsaicina na SCPdI sobre o comportamento

de ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado

Nesse experimento, pode-se observar que a capsaicina na maior dose (1,0
nmol/200nL) administrada na SCPdl, aumentou a porcentagem de entrada no braco aberto
(F425=1,96, p=0,13, teste Duncan p<0,05; Figura 4 ) quando comparado ao controle (Veic).
Nenhuma das outras doses utilizadas e nem os animais que receberam injecdo de capsaicina
na dose de 1,0 nmol fora da SCPdI (Out) apresentaram diferenca em relacdo ao veiculo. Néo
houve diferenca no nimero de entrada nos bracos fechados (F425=1,1108, p=0,37), sugerindo

que a droga ndo promove alteracdo na atividade locomotora.
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Figura 4: Efeito da administracdo de capsaicina (0,01, 0,1 e 1,0 nmol/200nL) na SCPdl em
ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado. A parte superior mostra o0 nimero de entradas
no braco fechado. A parte inferior apresenta a porcentagem de entradas (barras brancas) e de
tempo (barras hachuradas) nos bracos abertos. As barras representam a média = EPM.
Animais que receberam capsaicina (1,0 nmol) em sitio diferente da SCPdI foram analisados
juntos e considerados o grupo Out. Asterisco indica diferenga do grupo veiculo (Veic, p<0,05,
ANOVA seguido de pos-teste Duncan; veiculo n=6, capsacina 0,01 nmol n=5, capsaicina 0,1

nmol n=6, capsaicina 1,0 nmol n=7, grupo Out n=6).
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5.5 Experimento 4 — Efeito da injecédo de capsaicina na SCPdI sobre o comportamento

de ratos submetidos ao teste do lamber punido de Vogel

No teste do lamber punido de Vogel, apds a administracdo de capsaicina na dose de
1,0nmol/200nL, foi observado um aumento no numero de lambidas punidas e choques
(H,=7,6011, p=0,0224) quando comparado ao grupo controle (Veic) como pode ser observado
na Figura 5. Nao foi verificado nenhuma diferenca do nimero de lambidas punidas dos
animais que receberam capsaicina em uma regido diferente da SCPdl (out) quando

comparados ao controle.
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Figura 5 : Efeito da injecdo de capsaicina (CPS, 1,0 nmol) na SCPdl em ratos submetidos ao
teste do lamber punido de Vogel. As barras representam média £ EPM do numero total de
lambidas punidas durante os 3 minutos do teste. Animais que receberam capsaicina fora da
SCPdI foram analisados juntos e s@&o denominados grupo out. A capsaicina aumentou o
namero de lambidas em relagdo ao veiculo. Asterisco indica diferenca em relagdo ao veiculo
(p<0,05, Kruskal-Wallis seguido por pds-teste Mann-Whitney; veiculo n=10, capsaicina 1,0

nmol n=11, grupo out n=6).
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5.6 Experimento 5 — Efeito da injecdo de capsazepina ha SCPdI no consumo de agua

Experimentos adicionais foram realizados para descartar possiveis alteracdes
promovidas pela capsazepina em relacdo ao consumo de agua referentes ao teste do lamber
punido de Vogel. No experimento 5, a administracdo de capsazepina ndo alterou o nimero de
lambidas ndo punidas (CPZ 60 nmol/200 nL, n=3, média do numero de lambidas:

1164+150,0; veiculo n=3, média do numero de lambidas: 1069,67 +32,0; Figura 6).
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Figura 6: Auséncia de efeito da capsazepina (barras hachuradas; 60 nmol; n=3) em relacédo ao
veiculo (barras brancas; n=3) injetada localmente na SCPdl em ratos submetidos a avaliacdo
do consumo de agua. As colunas representam a média + EPM do numero de lambidas para

cada grupo no periodo de 3 minutos, apds o inicio das lambidas.
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5.7 Experimento 6 — Efeito da injecdo de capsaicina ha SCPdI no consumo de agua

Experimentos adicionais foram realizados para descartar possiveis alteragdes
promovidas pela capsaicina em relagdo ao consumo de agua referente ao teste do lamber
punido de Vogel. No experimento 6, a administracdo de capsaicina ndo alterou o numero de
lambidas ndo punidas (CPS 1,0 nmol/200 nL, n=4, meédia do numero de lambidas:

1056,5+93,83; veiculo n=5, média do nimero de lambidas: 1090,2+20,17; Figura 7).
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Figura 7: Auséncia de efeito da capsaicina (barras hachuradas; 1,0 nmol; n=4) em relacdo ao
veiculo (barras brancas; n=5) injetada localmente na SCPdl em ratos submetidos a avaliacédo
do consumo de agua. As colunas representam a média £ EPM do nimero de lambidas para

cada grupo no periodo de 3 minutos, apés o inicio das lambidas.
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5.8 Experimento 7 — Efeito da injecéo de capsazepina na SCPdI na laténcia de retirada

de cauda

Protocolo experimental adicional realizado como controle para avaliar possivel
alteracdo nociceptiva promovida pelo tratamento com capsazepina na SCPdl. E observado que
somente os animais do grupo morfina apresentaram aumento na laténcia da retirada de cauda
guando compada com os outros grupos (fator droga, F,;=27,46, p<0,001; fator tempo

F45=3,76, p<0,01, interagdo drogaxtempo, Fs g=12,31; Duncan, p<0,05; Figura 8 ).
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Figura 8: Efeito temporal da administracdo de capsazepina (CPZ 60nmol, n=4) e morfina
(5mg/Kg, n=3) em relacdo ao grupo veiculo (n=3). Cada ponto representa a média = EPM do
tempo de laténcia para retirada da cauda. Asteriscos indicam diferenca significativa em

relacdo ao veiculo (p<0,05, ANOVA seguido de pds-teste Duncan).
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5.9 Experimento 8 — Efeito da injecdo de capsaicina na SCPdI na laténcia de retirada

de cauda

Protocolo experimental adicional realizado como controle para avaliar possivel
alteracdo nociceptiva promovida pelo tratamento com capsaicina na SCPdl. E observado que
somente os animais do grupo morfina apresentaram aumento na laténcia da retirada de cauda
quando compada com o0s outros grupos (fator droga, F11=38,9, p<0,001; fator tempo

F45=13,21; p<0,05, interacdo drogaxtempo, Fg14=16,9; Duncan, p<0,05; Figura 9).
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Figura 9 : Efeito temporal da administracdo de capsaicina (CPS 1,0 nmol, n=5) e morfina
(5mg/Kg, n=4) em relacdo ao grupo veiculo (n=3). Cada ponto representa a média + EPM do
tempo de laténcia para retirada da cauda. Asteriscos indicam diferenca significativa em

relacdo ao veiculo (p<0,05, ANOVA seguido de pds-teste Duncan).
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que inje¢des intra-SCPdI do agonista e do antagonista
de receptores TRPV1 foram capazes de induzir efeitos do tipo ansiolitico em dois modelos
animais conceituamente distintos, LCE e o VCT. Enquanto o LCE baseia-se em uma aversdo
natural que os roedores apresentam por lugares abertos, claros e elevados (Carobrez e
Bertoglio, 2005), o VCT envolve a supressdo de uma resposta punida, resultante de uma
situacdo de conflito aprendida (Millan e Brocco, 2003).

No modelo do LCE, os animais tendem a permanecer mais tempo nos bracos
fechados, mas na presenca de drogas ansioliticas ha um aumento no tempo de permanéncia e
nimero de entradas desses animais nos bracos abertos (Handley e Mithani, 1984; Pellow e
File, 1986). Em relacdo as drogas ansioliticas, é observado um aumento no numero de
respostas punidas no VCT. Neste modelo, os animais sdo privados de dgua por 48h antes do
teste e sdo expostos ao conflito entre beber dgua e receber um choque na lingua (\Vogel, Beer
et al., 1971), apds a administracdo de drogas que reduzem o nivel de ansiedade é observado
um aumento no numero de lambidas punidas, indicando redugdo no conflito caracterisco do
modelo (Griebel, Perrault et al., 1999; Flores e Pellon, 2000).

Apesar de apresentar aumento na porcentagem de entradas nos bracos aberto, 0s
animais tratados com capsazepina ndo demonstraram alteracdo no nimero de entradas nos
bracos fechados, em relacdo ao grupo controle. Isso indica que a droga utilizada ndo afeta a
atividade locomotora dos animais. E a capsaicina aumentou o numero de entradas nos bracos
aberto, e bem como a capsazepina, nao alterou o nimero de entradas no braco fechado. Sendo
assim, tanto o agonista quanto o antagonista ndo afetaram o comportamento locomotor dos

animais, corroborando com o efeito tipo ansiolitico observado para ambas as drogas.
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Em conjunto com esses resultados, no VCT, tanto o agonista quanto o antagonista, nas
doses que demonstraram efeito no primeiro modelo, apresentaram aumento no ndmero de
lambidas punidas. Confirmando os resultados obtidos no modelo do LCE.

O resultado obtido em relacdo a capsaicina € contrario a nossa hipotese inicial. Uma
possibilidade para a auséncia do efeito ansiogénico esperado seria o fato de que a capsaicina é
capaz de induzir uma dessensibilizacdo rapida nos canais idnicos dos receptores TRPV1 ap0s
Unica administracdo. Isso foi observado na periferia e é responsavel pelo atraso no efeito
nociceptivo observado apés injecGes de capsaicina (Lamotte, Shain et al., 1991; Lamotte,
Lundberg et al., 1992; Szallasi e Blumberg, 1999; Szallasi e Di Marzo, 2000). Um resultado
similar foi obtido apds administracdo local na SCP por McGaraughty e colaboradores (2003).
Entretanto, nem todos os estudos apresentam o0s mesmos resultados. Ao contrario de
dessensibilizacdo, alguns verificaram ativacdo dos receptores TRPV1 tanto para respostas
nociceptivas como para respostas associadas a ansiedade (Palazzo, De Novellis et al., 2002;
Starowicz, Maione et al., 2007; Starowicz, Nigam et al., 2007; Rubino, Realini et al., 2008).
E essa diferenca pode estar relacionada ou com a dose utilizada ou com o intervalo entre a
administracdo da droga e analise comportamental.

Do mesmo modo, a partir dos experimentos que serviram como controle do VCT, ja
que 0 aumento no nimero de lambidas poderia estar relacionado com alteracBes no limiar
nociceptivo, ndo foram observadas alteracdes na laténcia de retirada da cauda para nenhuma
das drogas utilizadas. Sugerindo efeito antipunicdo especifico do VCT, e ndo sendo
consequéncia da reducdo da nocicepcdo pelo tratamento. Ainda, a droga poderia promover
aumento excessivo da sede do animal, mas a avaliagdo do nimero de lambidas ndo punidas
demonstrou ndo haver diferenca entre o numero de lambidas ndo punidas entre os animais do
grupo controle e aqueles que receberam capsazepina, reforcando a idéia da diminui¢do do

conflito gerado pelo modelo, e assim, confirmando o carater ansiolitico da capsazepina. A
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mesma resposta foi obtida em relacdo a capsaicina, tanto para as respostas nociceptivas
guanto para o consumo de agua.

Adicionalmente, além do bloqueio dos receptores TRPV1, € sugerido que a
capsazepina possa atuar por meio de bloqueio direto de canais de célcio voltagem-dependente
e receptores colinérgicos do tipo nicotinico (Szallasi e Blumberg, 1999). Ainda, a
administracdo do agonista TRPV1, capsaicina, produz uma resposta no mesmo sentido da
produzida na presenca de capsazepina. Esse fato € atribuido ao efeito bifasico que a ativacéo
de receptores TRPV1 pode apresentar (Szallasi e Blumberg, 1999; Szallasi e Di Marzo, 2000)
através da desensibilizacdo de canal i6nico de calcio.

Em um trabalho prévio de 2007, foi demonstrado que ativacdo de receptores
canabindides do tipo 1 (CB1) situados na SCPdI induz efeitos do tipo ansioliticos (Moreira,
Aguiar et al., 2007). E a injecdo local de anandamida é capaz de atenuar comportamentos
relacionados a ansiedade, um efeito bloqueado pelo antagonista seletivo de receptores CB1,
AM251. Juntamente, o efeito promovido pela anandamida foi mimetizado pelo agonista
seletivo CB1 araquidonoil cloroetilamina (Moreira, Aguiar et al., 2007). Em outro estudo do
mesmo grupo (Lisboa, Resstel et al., 2008), apds administracdo de anandamida na SCPdl em
animais submetidos ao VCT, foi observado aumento no numero de lambidas punidas. A
mesma resposta foi obtida apos injecdo intra-SCPdI de AM404, o inibidor da enzima FAAH
que degrada a anandamida, nesse modelo. Porém, quando os animais foram pré-tratados com
0 antagonista de receptor CB1 (AM251), ambos os efeitos foram bloqueados.

Os efeitos antiaversivos mediados por CB1 também foram observados em modelos
animais que mimetizam situagdes de panico (Finn, Jhaveri et al., 2003), e atraves da analgesia
induzida por estresse (Hohmann, Suplita et al., 2005).

Esses dados prévios, em conjunto com os dados do presente trabalho indicam que

receptores CB1 e TRPV1 estdo envolvidos em funcbes opostas na SCPdl. Ainda, a
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possibilidade da anandamida agir como agonista endogeno para ambos receptores, talvez
explique a curva dose-resposta em forma de sino obtida apds sua administracdo local na
SCPdI (Moreira, Aguiar et al., 2007). Tal questdo esta de acordo com observagdes de que o
aumento do nivel de endocanabindides na SCPvl, através da inibicdo da hidrélise da
anandamida, poderia induzir tanto efeitos anti como efeitos pro-nociceptivo via TRPV1 e
CB1, respectivamente (Maione, Bisogno et al., 2006).

Também, estudos demonstraram que injecdes no cortex pré-frontal de metanandamida,
um analogo estavel da anandamida, sdo capazes de alterar respostas comportamentais no LCE
de maneira bifasica, com baixas doses induzindo efeito ansiolitico mediado por CBI,
enquanto altas doses induzem respostas ansiogénicas via TRPV1 (Rubino, Realini et al.,
2008). Nesse mesmo estudo, diferentes doses de capsaicina foram administradas e um efeito
do tipo ansiogénico foi obtido, ao contrario do observado no presente trabalho, e isso
provavelmente esta relacionado com a diferenca na dose utilizada e do tempo entre a
administracdo da droga e o inicio do teste, ndo sendo suficiente para dessensibilizar os canais
de célcio nesse caso.

Finalmente, a modulacdo bidirecional de respostas aversivas por TRPV1 e CB1 é
sustentada por estudos que empregam administracdo sisttmica de drogas ou animais
geneticamente modificados. Tanto dele¢des genéticas quanto antagonismo dos receptores
CB1 aumentam respostas aversivas (Martin, Ledent et al., 2002; Moreira, Aguiar et al., 2007;
Moreira, Kaiser et al., 2008). O oposto acontece quando ha o bloqueio dos receptores TRPV1
ou com animais que possuem delecdo para o receptor TRPV1 (Kasckow, Mulchahey et al.,
2004; Marsch, Foeller et al., 2007). A anandamida ainda pode interagir com receptores CB1 e
TRPV1 para inibir ou promover estados aversivos, respectivamente. Outros receptores nos

quais a anandamida pode atuar devem ser considerados, tal como o receptor CB2 e o receptor
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recém identificado GPR55, apesar de que suas a¢cdes na modulacdo da ansiedade ainda nédo
serem muito conhecidas (Moreira e Lutz, 2008).

O possivel mecanismo e possiveis interacbes do TRPV1 com outros
neurotransmissores ainda precisam ser investigados. Entretanto, existem evidéncias
farmacologicas, morfoldgicas, neuroquimicas e eletrofisiologicas que sugerem o possivel
envolvimento do glutamato, em respostas mediadas pelo TRPV1 na SCP.

Primeiramente, o efeito antinociceptivo induzido por injecGes locais de capsaicina
pode ser evitado por antagonistas de receptores ionotropicos (tipo NMDA) ou metabotropicos
(tipos 1 e 5) de glutamato (Palazzo, De Novellis et al., 2002). Também, receptores TRPV1
sd0 expressos em neurbnios glutamatérgicos e podem facilitar a liberacdo desse
neurotransmissor (Starowicz, Maione et al., 2007). Por ultimo, ainda causam aumento do
disparo neuronial por aumentar a ativacdo de receptores ionotropicos, tanto NMDA quanto
ndo-NMDA, em fatias de SCPdI (Xing e Li, 2007).

Outra questdo controversa é sobre qual ligante enddgeno seria capaz de ativar o
receptor TRPV1. A primeira sustancia proposta como ‘endovanildide’ foi a anandamida,
entretando essa apresenta uma afinidade de 5 a 20 vezes menor quando comparado com 0s
receptores CB1 (Zygmunt, Petersson et al., 1999; Smart, Gunthorpe et al., 2000; Starowicz,
Nigam et al., 2007). Outros agonistas enddgenos propostos seriam o N-araquidonoil
dopamina (NADA) e derivados de lipoxigenase (Starowicz, Nigam et al., 2007).

Ainda, Palazzo e colaboladores (2002), e Mcgaraughty e colaboladores (2003)
detectaram efeitos antinociceptivos mediados por TRPV1 na SCP. No presente trabalho,
nenhuma das drogas — capsazepina e capsaicina — modificaram a laténcia no teste de retirada
de cauda. Uma possivel razdo para o resultado obtido no presente estudo é que as doses
utilizadas sdo muito baixas para produzir alteracdo na resposta nociceptiva, apesar de serem

capazes de produzir efeitos ansioliticos. Os trabalhos que apresentaram efeito antinociceptivo
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utilizaram doses entre 6-10 nmol (Palazzo, De Novellis et al., 2002; Mcgaraughty, Chu et al.,
2003), enquanto a dose testada no presente trabalho foi de 1 nmol, e que apresentou efeito no
LCE e VCT.

Em conclusao, os resultados obtidos demonstram que injecGes locais do antagonista de
receptores TRPV1, capsazepina, na SCPdl promoveram efeitos ansioliticos em dois modelos
animais preditivos de ansiedade. O mesmo efeito é obtido apos administracdo de capsaicina,
possivelmente por promover dessensibilizacdo do canal i6nico. Sendo assim, sugere-se que
tanto o bloqueio do TRPV1 ou ativagdo do CB1 na SCPdIl possam inibir comportamentos
relacionados a ansiedade. E a ativacdo de CB1 e TRPV1 é um possivel mecanismo pelo qual a

anandamida endégena modula bidirecionalmente as respostas aversivas nessa estrutura.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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