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RESUMO



Quando confrontado com situagdes de medo os roedores apresentam respostas
comportamentais (ex., luta, fuga, imobilidade e vocalizagdo) e neurovegetativas
(taquicardia, hipertensdo e defecacdo) que caracterizam as reagdes de defesa. Em geral,
essas respostas sao acompanhadas de antinocicepcdao. A exposicao de animais ao teste
do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) resulta num repertério de reagdes de defesa e
antinocicep¢do, uma vez que os bracos abertos do LCE representam uma ameaga a
roedores. Vérios estudos tém investigado o substrato neural e a neurotransmissao
envolvidos na neurobiologia da antinocicep¢do induzida por situagdes aversivas, €
muitos tém destacado a participagdo da por¢do dorsal da matéria cinzenta periaquedutal
(MCPd) mesencefalica. Varios mediadores com um papel importante na modulagdo do
medo/ansiedade e da nocicep¢do vem sendo estudados e, mais recentemente, a partir da
descoberta do receptor TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid type-1), os
compostos vaniloides, que sdo agonistas desse canal i6nico, vém ganhando destaque.
Todavia, ¢ incerto o papel desses compostos na modula¢do dessas emogdes, uma vez
que ainda existem resultados contraditorios na literatura a respeito dos seus efeitos.
Entretanto, através da utilizacdo de ferramentas genéticas e farmacologicas, os
vaniloides aparecem como um alvo interessante no estudo da neurobiologia da
ansiedade e da dor. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar o papel
desses compostos vaniloides na modulagio do medo/ansiedade bem como na
antinocicep¢ao induzida por ambiente aversivo. Os animais foram submetidos a
microinjecao do agonista vaniloide capsaicina intra-MCPd (0, 0,01, 0,1 ou 1 nmol) que,
na dose de 1 nmol, reduziu a nocicep¢ao avaliada pelo teste da formalina, e aumentou a
ansiedade avaliada pelo teste do LCE. A microinje¢do do antagonista capsazepina intra-
MCPd (0, 10, 30 ou 60 nmol) ndo provocou efeito algum na ansiedade avaliada pelo
LCE. No entanto, a dose de 60 nmol mimetizou os efeitos da capsaicina, promovendo
antinocicep¢do avaliada pelo teste da formalina, sugerindo um papel tonico dos
vaniloides na dor. De maneira interessante, foi possivel demonstrar a especificidade dos
receptores TRPV 1, uma vez que, camundongos submetidos ao prévio tratamento intra-
MCPd com uma dose de capsazepina desprovida de efeito per se (30 nmol) na
ansiedade e nocicepgdo, tiveram o efeito pro-aversivo e antinociceptivo da capsaicina
revertidos completamente e de maneira seletiva. Por fim, essa mesma dose de
capsazepina (30 nmol) foi capaz de atenuar a antinocicep¢do induzida pelo ambiente
aversivo do LCE todo aberto (LCEa: quatro bragos abertos). Tomados em conjunto,

nossos resultados sugerem um papel importante dos compostos vaniloides na

2



modulagdo das reacdes de defesa e antinocicepcdo. Ainda, os efeitos pré-aversivos e
antinociceptivos da capsaicina se devem primariamente a ativagao seletiva dos TRPV1,
e por fim, o antagonista capsazepina ¢ capaz de atenuar a antinocicep¢do induzida pela

situacao aversiva do LCEa.



ABSTRACT



When confronted with fear situations rodents exhibit behavioral (e.g., fight,
flight, immobility and vocalization) and neurovegetative (tachycardia, hypertension and
defecation) responses that characterize the defense reactions. In general, these responses
are accompanied by antinociception. The exposure of animals to the paradigm of the
Elevated Plus Maze (EPM) results in a repertoire of defensive responses and
antinociception, since the open arms of the EPM represents a threat to rodents. Several
studies have investigated the neural substrate involved in the neurotransmission and
neurobiology of aversive situations-induced antinociception, and many have highlighted
the involvement of the dorsal portion of periaqueductal gray matter (dPAG). Several
mediators which play an important role in modulation of fear/anxiety and nociception
states, has been studied and, recently, with the discovery of TRPV1 receptor (Transient
Receptor Potential vanilloid type-1), vanilloid compounds, which are agonists of this
ion channel, are gaining prominence. It is unclear the role played by these compounds in
the modulation of these emotions, since there are some conflicting results in the
literature regarding its effects. However, through the wuse of genetic and
pharmacological tools, the vanilloid compounds appear as an interesting target in an
attempt to elucidate the neurobiology of pain and anxiety. Thus, the present study aimed
to investigate the role of these vanilloid compounds in the modulation of fear/anxiety as
well as aversive environment-induced antinociception. Animals were submitted to the
agonist capsaicin microinjection intra-dPAG (0, 0.01, 0.1 or 1 nmol) which in the dose
of 1 nmol reduced nociception assessed by the formalin test, and increased anxiety
assessed by EPM test. Antagonist capsazepine microinjection intra-dPAG (0, 10, 30 or
60 nmol) did not cause any effect on anxiety assessed by EPM. However, the dose of 60
nmol mimicked the capsaicin effects, promoting antinociception assessed by the
formalin test, suggesting a tonic role of vanilloids in pain. Interestingly, it was
demonstrated the TRPV1 receptor specificity, since mice submitted to capsazepine prior
treatment intra-dPAG at dose devoid of effect per se effect (30 nmol) in anxiety and
nociception, had the pro-aversive and antinociceptive capsaicin effect completely and
selectively reversed. Finally, this same capsazepine dose (30 nmol) was able to
attenuate the aversive environment-induced antinociception elicited by the fully open
EPM (oEPM: four open arms). Altogether, our results suggest an important role played
by the vanilloid compounds in the modulation of defense reactions and antinociception.
Also, the pro-aversive and antinociceptive effects of capsaicin are primarily due to

selective activation of TRPVI1, and finally, the antagonist capsazepine is able to
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attenuate the oEPM-induced antinociception, a maze derived from the EPM apparatus

which elicits more aversion.



1. INTRODUCAO



1.1. REACOES DE DEFESA

Historicamente, o estudo da neurobiologia do medo e da ansiedade teve inicio
nos relatos de Darwin (reeditado em 1965), em sua obra, “A expressao das emogdes no
homem e nos animais”, a qual apontou o caminho, seguido em nosso século pela
Etologia, de buscar o valor adaptativo dos processos comportamentais e psicologicos.
“O homem tendo outros animais como ancestrais compartilha com estes suas emogoes
basicas” (adaptado dos estudos de Charles Darwin).

Do ponto de vista evolucionario, o medo e a ansiedade sdo emocgdes que
apresentam claro valor adaptativo, e que se originam nas reagdes de defesa que os
animais exibem diante de ameacas que podem comprometer sua integridade fisica ou a
propria sobrevivéncia (DEAKIN; GRAEFF, 1991). O homem compartilha com os
animais essas emocoes basicas (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004) de modo que, segundo
Schmitt e Kapezinski (2004), a ansiedade pode ser apontada como uma emocao
responsavel pela sobrevivéncia da espécie humana. Quando o medo e a ansiedade
superam niveis considerados de normalidade, interferindo com o cotidiano do
individuo, passam a ser consideradas patologias do sistema de defesa humano. Portanto,
numa perspectiva evolutiva, a investigagdo do comportamento defensivo em varios
mamiferos (como os roedores) ¢ de crucial importincia para a compreensdo dos
mecanismos neurobioldgicos subjacentes aos estados de medo e ansiedade (GRAY;
MACNAUGHTON, 2000; BLANCHARD et al., 2001; GRAEFF; ZANGROSSI,
2002).

Nesse sentido, podem ser citadas como situagdes que eliciam reacdes
comportamentais e autonomicas de defesa: o ataque de um predador, um confronto com
individuo da mesma espécie, estimulos nociceptivos e ambientais aversivos, tais como
altura excessiva, iluminag¢ao intensa, tempestades, incéndios, exposi¢do a lugares novos.
Diante dessas situagdes, a estratégia defensiva adotada depende de fatores como a
caracteristica e familiaridade do ambiente, a proximidade do estimulo, as experiéncias
anteriores em situagdes semelhantes e a posi¢ao do individuo na hierarquia social do seu
grupo (ADAMS, 1979; MARKS, 1994; apud ZANGROSSI; GRAEFF, 2004, p.57).

De acordo com essas caracteristicas, Caroline ¢ Robert Blanchard (1990)
propuseram que os animais utilizam quatro estratégias comportamentais basicas: fuga,
imobilidade, ataque defensivo e submissdo. Dessa forma, mediante uma ameaga

potencial ou incerta (p. ex. reexposi¢ao ao ambiente em que o animal esteve frente a um
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predador ou contato com objetos com seu odor), ratos e camundongos exibem
exploragdo cautelosa em direcdo a fonte de perigo. Esses comportamentos refletem
hesitagdo e avaliacdo de risco, sendo caracterizados por repetidas tentativas de
aproximacao, seguidas da esquiva ao estimulo aversivo. Ja diante de uma ameaca distal,
o animal tende a exibir respostas de esquiva ou imobilidade. A fuga ¢ a estratégia
comportamental adotada quando existe uma rota de saida ou quando o predador
mantém-se a certa distdncia. Quando a fuga ndo acontece, o animal tende a permanecer
imovel, pois ao exibir a resposta de congelamento, pode diminuir a probabilidade de ser
visto pelo predador. No entanto, quando o predador estd muito préoximo, ou ja em
contato com a presa, tentativas descontroladas e ndo direcionadas de fuga ou resposta de
agressao defensiva (posturas de ameaga e mordidas ao predador) podem ser os recursos
defensivos mais eficazes em inibir a acdao predatéria (BLANCHARD; GRIEBEL;
BLANCHARD, 2001).

1.2. MEDO E ANSIEDADE

O medo e a ansiedade sdo estados emocionais correlacionados, qualificados
subjetivamente como nao prazerosos ¢ desagradaveis, acompanhados por sentimento de
apreensao e inseguranca ¢ um conjunto de alteracdes comportamentais, fisiologicas e
cognitivo-subjetivas (GRAEFF, 1990).

Lader (1981) atribuiu como causa principal da ansiedade a expectativa de um
perigo iminente e indefinido, porém sem que uma ameaca real seja identificada, ou
quando existente, considerada como desproporcional a intensidade da emocao. Graeff
(1990) cita como uma das raizes principais da ansiedade o sentimento de medo, por ser
encontrado praticamente em todas as espécies e que tem como fungdo sinalizar e
preparar o organismo para situagdes de ameaca ou perigo. A diferenga entre os dois
estados emocionais pode ser caracterizada em relacao aos estimulos e/ou situagdes que
os desencadeiam, de forma que o medo surgiria diante de situacdes claras e evidentes de
ameaca e perigo, enquanto a ansiedade seria desencadeada por situacdes onde o perigo ¢

apenas potencial, vago e incerto (BLANCHARD et al., 1990).



1.3. SUBSTRATOS NEURAIS DO MEDO/ANSIEDADE

Os principais substratos neurais que processam essas emogoes estdo contidos em
dois importantes constructos teoricos. Sao eles o sistema cerebral de defesa (SCD) e o
sistema de inibicdo comportamental (SIC). O primeiro constructo foi fundamentado
com os trabalhos de Hess e Briigger (1943), os quais demonstraram que a estimulagdo
elétrica do hipotdlamo medial em gatos eliciou respostas defensivas de luta e fuga,
acompanhadas de alteragdes neurovegetativas, de forma semelhante as respostas
eliciadas em um confronto com um predador. Os seguidores de Hess realizaram a
exploragdo sistematica do sistema nervoso do gato, confirmando os achados descritos
em 1943 e adicionando novas estruturas (amigdala e matéria cinzenta periaquedutal) de
onde se pode obter a reacao de defesa afetiva por estimulagdo elétrica. Dessa forma, o
hipotalamo medial, amigdala e matéria cinzenta periaquedutal foram agrupadas
hierarquicamente compondo o sistema cerebral de defesa (para uma revisdo, ver
DEAKIN; GRAEFF, 1991, BRANDAO et al, 2003; HETEM; GRAEFF, 2003). J4 o
construto do sistema de inibi¢gdo comportamental foi proposto inicialmente nos anos 60
pelo psicologo britanico Jeffrey Gray, o qual postulava que a ansiedade seria devida a
ativacdo do SIC por determinadas classes de estimulos ambientais (sinais de puni¢do ou
frustracdo, estimulos ameacgadores inatos e novidade), resultando na inibigdo
comportamental, ¢ aumento do nivel de vigilancia e atengdo em animais de laboratorio.
Revisando uma extensa literatura sobre o efeito de lesdes cerebrais e administragao de
drogas ansioliticas em animais de laboratdrio sob diversas condi¢gdes experimentais,
Gray concluiu que as alteracdes comportamentais produzidas por lesdo do sistema
septo-hipocampal eram as que mais se aproximavam das produzidas por substancias
ansioliticas classicas. Dessa forma, propds que o sistema septo-hipocampal seria o
principal substrato neural do SIC e que as drogas ansioliticas aliviariam a ansiedade
porque prejudicariam o seu funcionamento (GRAY; MCNAUGHTON, 1982).

Gray e McNaughton (2000) publicaram a segunda edi¢do do livro intitulado The
Neuropsychology of anxiety, no qual revisaram e integraram os construtos tedricos do
SIC e do SCD, o que resultou em importantes mudangas conceituais, que serao
suscintamente apresentadas a seguir. De acordo com a andlise etoexperimental proposta
pelo casal Robert e Caroline Blanchard, Gray & McNaughton (2000) adicionaram
componentes da teoria da aprendizagem, incluindo estimulos condicionados que

sinalizam puni¢ao ou perda de recompensa (frustracdo) como eliciadores de ansiedade.

10



Esses autores também realcam a importancia da existéncia do conflito esquiva-
aproximagdo e da direcdo da resposta para a distingdo entre medo e ansiedade. Assim,
quando a situacdo permite aproximacdo ao estimulo aversivo, caracterizando um
conflito entre aproximagdo e evitacdo, os comportamentos observados (inibi¢ao
comportamental e avaliacao de risco) estariam relacionados a ansiedade. Por outro lado,
quando a situacdo oferece somente as estratégias de defesa do tipo esquiva ativa e fuga,
0s comportamentos estariam relacionados com o medo.

Em suma, a principal fun¢do do sistema septo-hipocampal passou a ser a de
detectar conflitos entre tendéncias de aproximacao e afastamento da fonte de perigo. A
primeira seria gerada no chamado “sistema cerebral de aproximacao” (SCA),
representado  pelo sistema mesolimbico, que inclui estruturas organizadas
hierarquicamente, como o nucleo acumbente, que ¢ inervado principalmente pelo
sistema dopaminérgico. A funcdo desse sistema ¢ incentivar a busca de fontes de
satisfacdo de necessidades bioldgicas, como alimento, abrigo e sexo. Essa visdo ¢
consistente com o envolvimento do SCA em situagdes apetitivas como na facilitacdo de
processos de recompensa, omissdo de puni¢do e uma série de respostas que incluem a
aproximacao a fontes de sinais seguros (IKEMOTO; PANKSEPP, 1999, apud
MCNAUGHTON; CORR, 2004). A segunda seria gerada no sistema de
fuga/luta/congelamento (SFLC), representado por uma hierarquia de estruturas
(representadas nos extremos do eixo rostrocaudal pelo cértex prefrontal e matéria
cinzenta periaquedutal, respectivamente) que mediariam respostas de afastamento,
como esquiva e fuga, de fontes de perigo inato ou aprendido. Quando uma situagdo
induz ambas as tendéncias apresentadas acima pelo SCA e SFLC, configura-se o
conflito do tipo aproximagdo-evitagio, que ativaria o SIC, gerando ansiedade. E
importante ressaltar que além do sistema septo-hipocampal, a amigdala também faz
parte do substrato neural do SIC. Enquanto o primeiro estaria mais relacionado com o
aspecto cognitivo (hesitagdo e duvida) a amigdala contribuiria com os aspectos afetivos
e neurovegetativos da ansiedade, na qual o SIC aumentaria o alerta (GRAY;
MCNAUGHTON, 2000). O papel do SIC pode entdo ser resumido como ndo so6 o de
inibir o comportamento de evitagcdo e aproximacao, mas também de aumentar o alerta e
a aten¢do, eliciando, por exemplo, comportamentos mediados pelo septo-hipocampo
como a avaliag@o de risco, que compreende uma exploragdo vigorosa e extensiva para

coletar informacgdes necessarias para o equilibrio do balanco a favor da aproximagao (se
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a ameaca for percebida em menor magnitude do que inicialmente) ou a evitacao (se a

ameaga for percebida em maior magnitude, comparada a percepcao inicial).

1.4. DOR

1.4.1. CONCEITOS E NEUROFISIOLOGIA

A palavra dor ¢ utilizada para descrever uma variedade muito ampla de
sensagdes € experiéncias emocionais associadas, desde uma injiria sofrida em
decorréncia de um corte ou de uma pequena queimadura, até as sensagdes anormais das
sindromes neuropéticas (CERVERO, 2000). De acordo com a Associa¢do Internacional
para o Estudo da Dor (1979), a dor pode ser definida como uma “experiéncia emocional
e sensorial desagradavel, associada a lesdo tecidual real ou potencial ou ainda descrita
em termos que sugerem tal lesdo” (BOND, 2006). Entretanto, a dor tem um significado
individual e sofre influéncia de experiéncias anteriores que ndo envolvem somente a
transducao de estimulos nocivos, mas também de seu processamento cognitivo €
emocional (ALMEIDA; ROIZENBLATT, TUFIK, 2004; JULIUS; BASBAUM, 2001).
Sendo assim, existem mecanismos modulatérios atuando em regides como as
terminacdes nervosas livres, o corno dorsal da medula espinal e em estruturas
supraespinais (MILLAN, 1999).

Em face dessas evidéncias, a dor ndo pode ser entendida como um simples
fendmeno sensitivo. Dessa forma, a dor tem sido considerada como consistindo de dois
principais componentes: o perceptivo-discriminativo, que permite ao individuo
reconhecer o estimulo como doloroso e localizé-lo numa determinada regido do corpo, €
0 aversivo-cognitivo-motivacional, que compreende uma série de respostas defensivas
que vao desde a retirada de um membro até respostas emocionais complexas como a
luta e a fuga, visando a autopreservacao imediata (BASBAUM; FIELDS, 1984).

Sucintamente, os mecanismos neurofisiolégicos da dor incluem a ativagdao de
receptores fisiologicos, denominados nociceptores, amplamente encontrados na pele,
mucosas, membranas, tecidos conjuntivos de 6rgdos viscerais, ligamentos e cépsulas
articulares (ALMEIDA; ROINZENBLATT; TUFIK, 2004). Os receptores
correspondem a terminacdes nervosas livres e representam a parte mais distal de um

neuronio aferente de primeira ordem (TILLMAN et al., 1995a; TILLMAN et al., 1995b;
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SLUGG; MEYER; CAMPBELL, 2000). As fibras dos neuronios aferentes primarios
podem ser classificadas com base em seu didmetro, estrutura e velocidade de conducao:
fibras do tipo AJ, dentre as mielinizadas, a mais fina (2-6 pm de didmetro) e rapidas
condutoras de sinais nociceptivos (12-30 m/s) e fibras do tipo C, amielinicas, mais finas
(0,4-1,2 pum de diametro) e de conducao mais lenta (0,5-2,0 m/s). Enquanto a ativagao
do primeiro tipo de fibra estd associada a sensacdo de dor descrita como cortante e bem
localizada, a ativagdo de fibras do tipo C promove uma sensa¢do de queimacdo e sem
localizagao precisa (LE BARS et al., 2001).

Uma série de eventos influencia o processamento da dor. Dentre eles, a interagao
entre receptor e neurotransmissor nas sinapses presentes no corno dorsal da medula
espinal tem recebido destaque. A conexdo entre as fibras aferentes primarias e os
neurdnios de segunda ordem envolve a liberagao de varios neurotransmissores, dentre
eles, glutamato, substancia P e o peptideo relacionado com o gene da calcitocina
(CGRP) (BAUMANN; STRICKLAND, 2008). Apds interagdes diretas ou indiretas
com neuronios de projecdo do corno dorsal da medula espinal, os axonios de neurdnios
de segunda ordem constituem fasciculos que formam feixes ou vias que transmitem o0s
impulsos nociceptivos para estruturas encefalicas como matéria cinzenta periaquedutal
(MCP), formacado reticular, hipotdlamo, talamo e complexo amidaléide (BROOKS;
TRACEY, 2005; MILLAN, 1999). Dessa forma, ap6s uma lesdo, a dor ¢ transmitida até
o corno dorsal através das fibras aferentes primarias, de onde ¢ conduzida até o encéfalo
através de vias ascendentes (MELLO; DICKENSON, 2008).

As vias ascendentes, que apesar de complexas, podem ser resumidas em: trato
espinotalamico, trato  espinomesencefalico, trato  espinoparabraquial, trato
espinohipotaldmico e trato espinorreticular (para uma revisao ver MILLAN, 1999).

O trato espinotalamico consiste na via ascendente nociceptiva mais proeminente
na medula espinal, na qual estdo compreendidos neuronios nociceptivos especificos e de
faixa dinamica ampla das laminas I, V e VI do corno dorsal. Esses axonios projetam-se
para o lado contralateral da medula espinal e ascendem pelo sistema antero-lateral, até
regidoes talamicas, de onde se projetam até o cértex onde ocorre a percepcao
nociceptiva. A estimulagao elétrica do trato espinotalamico resulta em sensagdo de dor,
enquanto a lesdo dessas fibras (processo conhecido como cordotomia antero-lateral)
resulta em marcante redug@o na sensibilidade a dor no lado oposto ao da lesdo. O trato
espinomesencefalico compreende axonios de neurdnios originados nas laminas [ e V.

As projecdes percorrem o quadrante antero-lateral da medula espinal e terminam na
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formacdo reticular mesencefalica, matéria cinzenta periaquedutal (via trato
espinoanular) e camadas profundas do coliculo superior (via trato espinotectal). O maior
alvo do trato espinomesencefélico ¢ o nucleo parabraquial (PB) da ponte, uma regido
que exerce um papel importante na integracdo das respostas autonOmicas,
cardiovasculares e motivacionais a dor.

O trato espinorreticular compreende neurénios que se originam nas laminas VII
e VIII, que ascendem no quadrante antero-lateral da medula espinal e terminam em
estacdes sindpticas de diversos nucleos da formagdo reticular da medula e ponte,
hipotalamo e tdlamo.

Estudos de marcagdo retrégrada demonstraram a existéncia de projecdes da
medula espinal para o hipotdlamo (BURSTEIN et al, 1996). O trato espinohipotalamico
¢ composto de fibras de neurdnios que ascendem contralateralmente para inervar o
talamo e hipotdlamo. No entanto, projecdes colaterais sdo também enviadas para a
regido do quiasma Optico, na qual decussam e descendem para inervar o hipotalamo
ipsilateralmente. Ha também projecdes para outras regides prosencefalicas (ex. nucleo
septal, palido e nucleo acumbente), talamo e regides limbicas, como amigdala, septo e
estriado (MILLAN, 1999 e CRAIG; DOSTROVSKY, 2001).

Enquanto mecanismos ascendentes processam a transmissdo da dor para
estruturas superiores do sistema nervoso central (SNC), vias inibitorias descendentes
seguem o0 percurso oposto e levam a inibicao da nocicep¢ao em nivel medular. O estudo
dos mecanismos supramedulares e medulares envolvidos na inibi¢ao da dor tem sido de
elevado interesse desde a descoberta de que a ativagdo de estruturas limbicas, como a

MCP, leva a atenuagdo da nocicepgao.

1.4.2. ANTINOCICEPCAO INDUZIDA PELO MEDO/ANSIEDADE

Um dos principais desafios na compreensdo do fendmeno da antinocicepgao
induzida por estimulos aversivos envolve identificar os mecanismos e sistemas
neurobioldgicos periféricos e, sobretudo, centrais, envolvidos no seu processamento.

Evidéncias de que sistemas descendentes podem modular seletivamente a dor
foram primeiramente reportadas por Reynolds (1969), através da descoberta da
analgesia produzida por estimulacdo de estruturas encefélicas, que desencadeava
supressao especifica de comportamentos eliciados por estimulos nocivos. Assim como

em roedores, esse tipo de antinocicep¢do em humanos pode ser produzido pela
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estimulagdo elétrica da Matéria Cinzenta Periaquedutal (MCP). Esse fato ¢ consistente
com a visdo de que essas regides, bem como suas fun¢des sdo homologas em uma
variedade ampla de espécies. Descobertas subsequentes demonstraram que a MCP ¢
parte de um circuito do sistema nervoso central que controla a transmissao nociceptiva
em nivel da medula espinhal. Os neuronios nociceptivos do corno dorsal da medula sao
seletivamente inibidos pela estimulacdo da MCP e lesdes no funiculo dorsolateral, que
bloqueiam ambas as inibi¢cdes dos neurdénios do corno dorsal e das respostas reflexas
diante de um estimulo nocivo (BANDLER; KEAY, 1996).

Apesar de a dor ser uma sensagcdo importante para a manutencao da vida de
muitos animais, quando esses sdo confrontados com ameacas ao seu bem-estar, a
integridade fisica ou a sobrevivéncia, além de exibirem respostas comportamentais
(fuga, luta, congelamento, vocalizagdo), neurovegetativas (taquicardia, hipertensao,
defecagdao) e neuroenddcrinas (secrecdo de corticosterona), normalmente apresentam
diminui¢do da sensibilidade dolorosa ou antinocicep¢do (MILLAN, 1999; KELLY,
1986; RODGERS, 1995). A antinocicep¢ao apresenta claro valor adaptativo, pois
permite ao animal exibir reagdes defensivas tais como congelamento, luta e fuga,
mesmo que uma injuria tenha ocorrido, aumentando assim, suas chances de
sobrevivéncia (BOLLES; FANSELOW, 1980). Assim, a antinocicep¢ao ¢ considerada
como parte do repertério de reagdes de defesa, e, portanto, a investigacdo do
comportamento defensivo em varios mamiferos (como os roedores) ¢ de crucial
importancia para a compreensao dos mecanismos neurobioldgicos subjacentes aos
estados de medo/ansiedade e antinocicepcdo (GRAY; MACNAUGHTON, 2000;
BLANCHARD et al., 2001; GRAEFF; ZANGROSSI, 2002).

Em determinadas situacdes, os estados de medo e ansiedade podem também
influenciar a magnitude da resposta do individuo aos estimulos nociceptivos,
acarretando em hiper (MAIONE et al.,, 2006; CORNELIO et al., 2011) ou
hiponocicep¢do (MENDEZ-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005; 2009; CORNELIO;
NUNES-DE-SOUZA, 2009).

A inibicdo da resposta nociceptiva pode ser provocada por estimulos que
predizem o perigo, tanto de natureza aprendida quanto inata. Por exemplo, Rodgers e
Randall (1986) demonstraram a ocorréncia de analgesia condicionada em camundongos
colocados num ambiente onde haviam sido previamente atacados em interagdes intra-
especificas. Por outro lado, a antinocicep¢ao induzida por estimulos inatos de perigo

pode ser evidenciada quando o animal ¢ exposto a um predador (LESTER;
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FANSELOW, 1985; KAVALIERS, 1988), a um novo ambiente (NETTO; SIEGFRIED;
[ZQUIERDO, 1987; TORRES et al., 2001), ou a uma situagdo de perigo potencial,
como o labirinto em cruz elevado (LCE), que se baseia na aversao natural de roedores a

espacos abertos (PELLOW et al., 1985).

1.5. LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O LCE ¢ derivado do labirinto em X elevado, originalmente proposto por
Handley e Mithani (1984), tendo sido posteriormente validado por métodos
farmacoldgicos, fisiologicos e comportamentais para o estudo de ansiedade em ratos
(PELLOW et al., 1985) e para camundongos (LISTER, 1987; STEPHENS et al., 1986).
Este modelo ¢ frequentemente usado para avaliar a ansiedade bem como o potencial
ansiolitico e ansiogénico de drogas e permite investigar a influéncia do medo sobre a
nocicep¢ao (CONCEICAO et al,. 1992; LEE; RODGERS, 1990; PELLOW et al,. 1985;
STEPHENS et al,. 1986; TAUKULIS; GOGGIN, 1990; GOMES E NUNES-DE-
SOUZA 2009; MENDES-GOMES E NUNES-DE-SOUZA 2009; MIGUEL E NUNES-
DE-SOUZA 2008). Assim, Lee e Rodgers (1990) demonstraram que a exposi¢do de
camundongos ao LCE elicia reacdes comportamentais defensivas e produz
antinocicep¢ao avaliada pelo teste de retirada da cauda (tail-flick test), um teste que
avalia o reflexo espinal.

Em experimentos realizados em nosso laboratério, camundongos expostos ao
LCE padrao ndo exibem marcante redugdo da resposta nociceptiva, verificada pelo teste
de formalina na pata, um teste de dor fasica utilizado com o propdsito de estudar dor de
natureza inflamatoria. No entanto, quando confinados nos bragos abertos do LCE
padrdo (LCEp) (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000) ou expostos a um LCE todo aberto
(LCEa: com quatro bracos abertos) (MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005;
2009) foi observada antinocicepc¢ao de elevada magnitude. Embora os bracos abertos do
LCE sejam a principal fonte de ameaca eliciadora de antinocicep¢ao, o emprego do
confinamento em cada compartimento do aparelho dificulta a avaliagdo concomitante de
comportamentos tais como locomog¢do, exploragdo da extremidade dos bragos,
avaliag¢do de risco (ex., esticamentos do corpo ou stretched attended postures - SAP) e
mergulhos da cabeca em dire¢do ao solo (head dipping - HD). No confinamento nao

existe a possibilidade de fuga do animal, o que pode desencadear a ativacao de
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mecanismos de defesa diferentes daqueles envolvidos na exploragdao total do LCE.
Dessa forma, a exposi¢ao a um labirinto com todos os bragos abertos - LCEa (condi¢ao
aversiva) e a um labirinto com todos os bragos fechados - LCEf (condi¢do controle)

permite um melhor controle da situagdo experimental.

1.6. MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL (MCP)

As reacdes de defesa sdo orquestradas pelo sistema cerebral de defesa e
processadas por regides encefalicas tais como a amigdala, o hipotdlamo e a matéria
cinzenta periaquedutal (MCP). A MCP vem ganhando destaque no estudo do
processamento da informagao dolorosa pelo fato de projetar sinapses excitatdrias para o
bulbo rostro ventromedial (RVM), que por sua vez manda projecdes inibitorias para o
corno dorsal da medula espinal, inibindo os feixes ascendentes que levam a informagao
da percep¢ao dolorosa para estruturas supraespinais, participando assim de maneira
importante na neurofisiologia da dor (para uma revisdo ver BASBAUM; FIELDS,
1984; FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER, 2006).

1.6.1. Organizacao anatomica e funcional da MCP

A MCP ¢ uma estrutura que circunda o aqueduto mesencefalico, sendo dividida
anatomica e funcionalmente ao longo do eixo rostrocaudal em quatro colunas,
denominadas de acordo com a posi¢do em relagdo ao aqueduto, em dorsomedial
(MCPdm), dorsolateral (MCPdl), lateral (MCPI) e ventrolateral (MCPvl) (CARRIVE,
1993; BANDLER E SHIPLEY, 1994). Tal condicdo sugere que essa estrutura esteja
interligada a um grande numero de circuitos neurais responsaveis pela modulagdo e
coordenagdao de muitas fungdes fundamentais para a sobrevivéncia do organismo. De
fato, a MCP esta envolvida com a modulagao de reacdes de defesa relacionadas ao
medo e a ansiedade, processamento de informacdo dolorosa, controle motor e
cardiovascular (para uma revisdo ver BEHBEHANI, 1995).

Na presente dissertacao, o foco principal foi o papel da por¢do dorsal da MCP
(MCPd), que compreende as colunas dorsolateral e dorsomedial, na organizacao do
comportamento defensivo e antinocicepcdo em camundongos. Nesse contexto, a

estimulacdo quimica ou elétrica da MCP dorsolateral e lateral causa vigorosa atividade
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somatomotora, alteragdes neurovegetativas, além de analgesia de curta duragdo mediada
por mecanismos nao opidides (BEHBEHANI, 1995; KEAY et al., 2001; MORGAN,
1991).

1.7. ANEUROTRANSMISSAO VANILOIDE

Mediadores centrais com participagdo conhecida na neurobiologia das reagdes
de defesa sdo cada vez mais estudados, refletindo-se num crescente niumero de
publicacdes. No entanto, a descoberta de novas substancias e receptores vem ganhando
destaque nos ultimos anos e tem sido alvo de esforgos para a compreensdo de suas
participagdes em processos neurobiologicos. Nesse sentido, vale destacar os
endocanabinoides e mais recentemente os vaniloides, que se mostraram intimamente
relacionados entre si.

Os receptores vaniloides TRPV1 (transient receptor potential vanilloid)
pertencem a uma grande familia de canais de cations nao seletivos (CATERINA et al.,
1997). Eles podem ser ativados perifericamente pela elevagdo da temperatura,
diminui¢do do pH, ou centralmente, por ligantes exdgenos como a capsaicina, O
ingrediente que confere a pimenta vermelha o sabor picante (SZALLASI
BLUMBERG, 1999; VAN DER STELT; DI MARZO, 2004). Existem também ligantes
endogenos, por exemplo, a anadamida (AEA), que inicialmente fora denominada
endocanabinoide, ¢ capaz de ativar os receptores TRPVI1. Sucintamente, enquanto a
administracdo intra-MCPd de baixas doses de AEA estimula preferencialmente os
receptores canabinoides CB1 (receptores metabotropicos inibitorios), em altas doses,
este endocanabinoide ativa receptores vaniloides TRPV1 (receptores ionotropicos
excitatorios) (MOREIRA; AGUIAR; GUIMARAES, 2007). Os receptores TRPV1 sdo
expressos em varias regioes encefalicas relacionadas a ansiedade e a dor, incluindo a
MCP (MEZEY; TOTH; CORTRIGHT et al., 2000; McGARAUGHTY; CHU; BITNER
et al., 2003), aonde podem modular a liberacao de glutamato (PALAZZO et al., 2002;
XING E LI, 2007).

1.7.1. Vaniloides e a dor

O papel do receptor de TRPV1 na dor tem sido objeto de varios estudos (para

revisdo ver MAIONE; PALAZZO; DI MARZO et al., 2006), e seu papel fundamental
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na nocicepcao e hiperalgesia foi confirmado em camundongos nocaute para receptores
TRPV1 (CATERINA et al., 2000; DAVIS et al., 2000). A expressdao de TRPVI em
estruturas supraespinais dos circuitos modulatorios de dor, como a MCP, bulbo
ventromedial rostral (RVM), locus coeruleus (LC) e tdlamo (MEZEY; TOTH et al.,
2000; CRISTINO; DI MARZO, et al.,, 2006; MAIONE et al., 2006), sugere a sua
participag@o nas vias descendentes e ascendentes no processamento da dor.

Com efeito, os estudos iniciais realizados por Palazzo et al. (2002) sobre o papel
putativo de receptores TRPVI1 localizados no circuito inibitério descendente
nociceptivo na MCP-RVM mostraram que microinje¢des de capsaicina na MCPd
aumentam a laténcia das respostas nociceptivas térmica em ratos, um efeito bloqueado
por antagonistas de receptores NMDA e metabotropicos do glutamato (mGlu)
(PALAZZO et al., 2002). O efeito analgésico da capsaicina foi bloqueado com o pré-
tratamento com o antagonista dos receptores TRPV1, capsazepina, que, na dose
utilizada, ndo teve efeito por si s6 na laténcia da resposta nociceptiva. Curiosamente,
ambos antagonistas dos receptores mGlu(l) e mGlu(5) bloquearam o efeito do
capsaicina. Da mesma forma, o pré-tratamento com um antagonista do receptor NMDA
e com um bloqueador de canal de sodio voltagem dependente, os quais inibem liberagao
de glutamato, também bloquearam completamente o efeito da capsaicina (PALAZZO et
al., 2002).

Dados discrepantes foram relatados em um estudo posterior, realizado por
McGaraughty et al. (2003), em que a capsaicina injetada na MCPdl provocou
diminui¢do da laténcia do reflexo de retirada da cauda (teste de agua quente) em
animais acordados e estimulou atividade de células ON pro-nociceptivas no RVM de
ratos anestesiados. Neste caso, um efeito analgésico da capsaicina foi observado apenas
apos o efeito inicial pro-nociceptivo em ratos, e foi atribuido a uma dessensibilizacao de
receptores vaniloides.

Xing e Li (2007) relataram uma agao regulatoria do receptor TRPV1 na ativagado
de sinapses glutamatérgica ¢ GABAérgica na MCPdl. Ao aumentar a liberagdo de
glutamato na MCP, a capsaicina ampliou a frequéncia de potenciais excitatorios dos
neuronios da MCPdI. Estes dados sugerem um mecanismo pelo qual TRPV1 modula a
atividade neuronal através de sinapses glutamatérgicas da MCPdI, uma vez que o efeito
da capsaicina foi bloqueado por antagonistas de receptores NMDA e ndo-NMDA de
glutamato (XING; LI, 2007).
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1.7.2. Vaniloides e a ansiedade/medo

Poucos estudos tém investigado o papel do TRPVI no medo e ansiedade,
sobretudo em camundongos. A administra¢do sistémica de capsazepina, um antagonista
TRPV1, produziu efeitos ansioliticos em ratos submetidos ao LCE (KASCKOW;
MULCHAHEY; GERACIOTI JR, 2004).

Estudos demonstraram que camundongos nocaute para receptores TRPV1
apresentaram diminuicdo da ansiedade no LCE e no teste claro-escuro (MARSCH;
FOELLER; RAMMES et al., 2007).

O fato de a anandamida (AEA) e o canabidiol (CBD) também se ligarem aos
receptores TRPV1 (MOREIRA et al., 2009; VAN DER STELT; DI MARZO, 2004;
MARINELLI; DI MARZO; FLORENZANO et al., 2007), poderia ajudar a explicar as
curvas dose-resposta em forma de sino geralmente encontrada com esses compostos
sobre os seus efeitos na ansiedade. Ainda, a capsazepina produziu efeitos ansioliticos
tanto no LCE quanto no teste de Vogel. Ja a capsaicina mimetizou estes resultados, o
que pode ser atribuido a sua capacidade de rapidamente dessensibilizar os canais
(TERZIAN et al., 2009). Em conjunto, os resultados de Terzian et al, (2009) sugerem
que, enquanto a estimulagdo de receptores CB1 parece inibir as respostas aversivas na
MCPdI, a ativacao dos receptores TRPV1 poderia facilita-las. Assim, CB1 e TRPV1
podem ter funcdes opostas na modulagao de comportamentos relacionados aos estados
de ansiedade nessa regido mesencefalica.

Como observado nos estudos anteriores, varios resultados na literatura acerca da
participacdo dos vaniloides na nocicepgao foram obtidos utilizando-se testes como o da
retirada da pata e o da retirada da cauda (zail flick), caracterizando a importancia dos
receptores TRPV1 na modulacdo descendente da dor. No entanto, at¢ o momento
nenhum estudo havia sido realizado com o intuito de investigar o papel desse receptor
na modulacao descendente da nocicepcdo pela exposicdo a situagdes ameacgadoras.
Nesse mesmo sentido, existem poucos estudos mostrando o papel dos compostos
vaniloides na modulacdo de respostas de medo, sobretudo em camundongos. Dessa
maneira, o presente estudo teve a finalidade de colaborar com a compreensao do papel
dos mecanismos vaniloides da MCPd na neurobiologia do medo/ansiedade, bem como
da dor, através da injecdo central intra-MCPd de agonista e/ou antagonista de receptores

TRPV1 em camundongos.

20



2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo geral:

O proposito do presente estudo foi o de investigar a participacdo dos
receptores vaniloides (TRPV1) da MCPd na modulagdo de reagdes de defesa
(ansiedade/medo) e também na antinocicep¢do induzida pelo medo em

camundongos.

2.2. Objetivos especificos:

Investigar os efeitos de inje¢des intra-MCPd de capsaicina e capsazepina,
agonista e antagonista de receptores TRPVI1, respectivamente, sobre o
comportamento de camundongos expostos ao LCE (Experimentos I e II);
Demostrar a especificidade dos receptores TRPV1 na modulacao do
medo/ansiedade, através do pré-tratamento intra-MCPd com capsazepina
seguida pela capsaicina em camundongos expostos ao LCE (Experimento
111);

Investigar os efeitos de injecdes intra-MCPd de capsaicina e capsazepina
sobre o comportamento de camundongos submetidos ao teste da formalina e
expostos a um ambiente neutro (Experimentos IV e V);

Demostrar a especificidade dos receptores TRPV1 na modulagdao da dor,
através do pré-tratamento intra-MCPd com capsazepina seguida pela
capsaicina em camundongos submetidos ao teste da formalina e expostos a
um ambiente neutro (Experimento VI);

Investigar os efeitos da capsazepina intra-MCPd em camundongos
submetidos ao teste de formalina na antinocicepg¢ao induzida pela exposi¢ao

ao LCE aberto (Experimento VII).

22



3.MATERIAIS E METODOS



3.1. Sujeitos.

Camundongos Sui¢os albinos machos, pesando entre 23-33g. Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (24 + 1°C), umidade (55 + 5°C) e
luz (ciclo 12/12 horas, luzes acesas as 07h00min) e tiveram livre acesso ao alimento e a
agua, exceto durante os curtos periodos de teste no LCE. Os protocolos experimentais
foram realizados em conformidade com os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica local (CEUA /
FCFar, Universidade Estadual Paulista, resolugao 14/2011).

3.2. Farmacos.

Foram utilizados o agonista de receptores TRPV1 capsaicina (Tocris Bioscience)
nas doses de 0,01, 0,1 ou 1 nmol, e o seu antagonista, capsazepina (Tocris Bioscience),
nas doses de 10, 30 ou 60 nmol. O volume final da microinjecdo foi de 0,2 puL. As
drogas, devido a sua baixa hidrossolubilidade, foram diluidas em 100% de DMSO

(dimetilsulféxido), que foi utilizado como veiculo.

3.3. Aparatos.

Foram utilizados o Labirinto em Cruz Elevado padrao (LCEp), uma caixa de
vidro (21 x 30 x 25 cm) e os LCE aberto e fechado (LCEa e LCEf: aparatos derivados
do LCEp).

O LCEp ¢ similar aquele descrito por Lister (1987). O aparato ¢ feito de madeira
e consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm), unidos ortogonalmente a dois
bragos fechados com paredes de vidro (30 x 5 x 15 cm), elevados 38,5 cm do solo por
um suporte de madeira.

O LCEa possui as mesmas dimensdes que o LCEp, exceto pela presenga dos
quatro bragos abertos, a fim de criar um ambiente aversivo ao animal. Como situacao
controle, foi utilizado o LCE fechado (LCEf), que possui as mesmas dimensdes que o

LCEp, exceto com os quatro bragos fechados.

3.4. Analise comportamental.

Todos os experimentos foram filmados através de um aparato
filmadora/DVD/TV integrados. Os comportamentos dos experimentos I, IT e III (ver a
seguir) foram avaliados pela andlise dos DVDs, por um observador treinado, usando o

programa X-plorat 3.0 (desenvolvido pelo grupo do Prof. Dr. Silvo Morato, FFCLRP-
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USP). Os comportamentos analisados no LCEp envolveram os parametros
convencionais: freqliéncia de entradas nos bragos abertos e fechados (a entrada em um
brago ¢ definida pelo cruzamento com todas as quatro patas para dentro do brago) e
duracdo do tempo gasto nestes compartimentos € na plataforma central. Esses dados
foram usados para o calculo da porcentagem de entradas e do tempo de permanéncia
dos animais nos bragos abertos (Entradas: [aberto/total] x 100; Tempo: [tempo no
compartimento/300] x 100). Além das medidas espago-temporais, foram também
registradas as medidas complementares, como frequéncias de comportamentos de
avaliacdo de risco [mergulhar (movimento exploratoério da cabeca ultrapassando o
assoalho do brago aberto do LCE - do inglés Head-Dipping) e esticar (postura
exploratéria na qual o animal estende o corpo, retraindo-o em seguida para voltar a
posi¢dao original - do inglés Stretched Attend Postures)] e também levantamentos
(elevagao do corpo apoiando-se nas patas traseiras). Os comportamentos de avaliacao de
risco foram analisados tanto em compartimentos protegidos (Mergulhar protegido - MP/
Esticar protegido - EP), que compreendem os bragos fechados e a plataforma central do
LCE, quanto em espagos desprotegidos (Mergulhar - M/ Esticar - E), que compreendem
os bragos abertos do LCE. O parametro levantamento (L) s6é pode ser realizado em
espago que tenha paredes para o animal se apoiar (RODGERS; JOHNSON 1995;
ESPEJO, 1997).

Nos experimentos IV, V, VI e VII (ver a seguir), envolvendo a resposta
nociceptiva em camundongos expostos a situacao de medo (LCEa), os comportamentos
foram avaliados pela andlise dos DVDs, por um observador treinado, usando um
cronometro. Os animais expostos tanto a caixa de vidro quanto ao LCEa ou LCEf
tiveram o registro da nocicepcao através da medida do tempo de lambida na pata (vide

item 3.6.).

3.5. Cirurgia e administra¢io de farmacos.

Os animais receberam implante unilateral de canulas-guia (26-gauge) de 7 mm
de comprimento, apOs anestesia com cetamina + xilazina (100 mg/Kg + 10 mg/Kg). As
canulas foram fixadas no cranio do animal com cimento acrilico, através das
coordenadas estereotaxicas definidas pelo atlas de Franklin e Paxinos (1997). O
implante das canulas-guia na MCPd foi baseada nas seguintes coordenadas
estereotaxicas: 4,1 mm posterior ao bregma, 1,4 mm lateral a linha média, 2,3 mm

ventral a superficie craniana, num angulo de 26°. A extremidade da canula-guia foi
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posicionada 1,0 mm dorsal a estrutura alvo (MCPd). Para evitar problemas com
obstrucdo e para reduzir contaminacdo, foi inserido um estilete (mandril) na canula-
guia. Ao final da cirurgia os animais receberam 0,1 mL de pentabiodtico (Pentabidtico
Veterinario — Fort Dodge Satide Animal Ltda.) pela via intramuscular na dose de 56,7
mg/kg. A analgesia pos-operatoria foi provida pelo acréscimo de paracetamol (200
mg/mL) a dgua, durante 48h, numa razdo de 0,2 mL de paracetamol: 250 mL de agua
(concentragdo final = 0,16 mg/mL) (MESSIER; EMOND; ETHIER, 1999).

A injecao intra-MCPd das solucdes foi realizada pela introducao de uma agulha
de inje¢do (33-gauge) de 8 mm de comprimento dentro de cada canula-guia. A agulha
de injecao foi conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10) a uma microsseringa
de Hamilton. As solu¢des foram injetadas com auxilio de uma bomba de infusdo (BI
2000, INSIGHT Equipamentos), a qual foi programada para injetar as solu¢cdes numa
razdo de 0,2 pL/45 segundos. O volume maximo de cada microinfusao foi de 0,2 pL. O
procedimento de microinjecdo consistiu na remog¢ao do mandril, inser¢ao da agulha de
injecdo, infusdo da solugdo, permanéncia da agulha de inje¢ao por 60 segundos apds o
término das injegdes e insercdo do mandril, enquanto o animal foi contido gentilmente
pelo experimentador com o uso de uma flanela. O movimento de uma pequena bolha de

ar no tubo de polietileno confirmou o fluxo da solugao.

3.6. Teste da formalina na pata.

A injecdo de formalina provoca uma resposta nociceptiva bifésica
(DUBUISSON; DENNIS, 1977). A primeira fase (fasica) ¢ observada nos primeiros 5
minutos, enquanto a segunda fase (tonica) inicia-se depois de 25 minutos da injecao de
formalina e dura por volta de 30-40 minutos. Essas duas fases envolvem diferentes
mecanismos de nocicep¢do. A primeira fase ¢ ocasionada predominantemente pela
ativacdo de fibras C, enquanto a segunda fase parece ser dependente da combinagao de
uma reagdo inflamatoria no tecido periférico injuriado, com mudangas funcionais no
corno dorsal da medula espinal. Essas mudangas funcionais, andlogas ao mecanismo de
potencializacdo a longo prazo, devem-se, provavelmente, a atividade neural continua
produzida durante a primeira fase, pois sua atenuacao, quando por exemplo o animal ¢
exposto ao estresse, resulta em hipoalgesia na fase tonica (VACCARINO; MAREK;
LIEBESKIND, 1992).
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3.7.Procedimentos.

Todos os experimentos foram realizados 5 dias ap6s a cirurgia estereotéxia, € os
animais foram levados a sala experimental 1 hora antes do inicio do teste, para
habituagdo. Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz, em uma
sala com baixa iluminagao (1 x 60 W).

Experimento I: Microinjecio do agonista capsaicina intra-MCPd.

Nessa etapa, os animais, receberam a microinje¢ao intra-MCPd de capsaicina (0,
0,01, 0,1 ou 1 nmol) e, apés 10 minutos, foram expostos ao LCEp para registro das
medidas espaco-temporais € complementares (vide item “andlise comportamental”
descrito acima), durante 5 minutos.

Experimento II: Microinjecio do antagonista capsazepina intra-MCPd.

Nessa etapa, os animais, receberam a microinje¢do intra-MCPd de capsazepina
(0, 10, 30 ou 60 nmol) e, apds 10 minutos, foram expostos ao LCEp para registro das
medidas espago-temporais e complementares durante 5 minutos.

Experimento III: Avaliacio dos efeitos da injecdo intra-MCPd de

capsazepina (30 nmol) sobre os efeitos da injecdo local de capsaicina (1

nmol).

Nessa etapa, os animais, receberam a microinje¢do intra-MCPd de capsazepina
(30 nmol) e, ap6s 10 minutos, de capsaicina (1 nmol). Apés 10 minutos, foram expostos
ao LCEp para registro das medidas espaco-temporais € complementares durante 5
minutos.

Experimento IV: Microinje¢ido do agonista capsaicina intra-MCPd.

Nessa etapa, os animais, receberam a inje¢ao de formalina (50uL) e 15 minutos
em seguida foram submetidos a microinje¢ao intra-MCPd de capsaicina (0, 0,01, 0,1 ou
1 nmol). Apés 10 minutos do tratamento, durante a fase tonica da formalina, foram
expostos a uma caixa de vidro para registro do tempo de lambidas por 10 minutos
(Figura 1).

Experimento V: Microinjecio do antagonista capsazepina intra-MCPd.

Nessa etapa, os animais, receberam a inje¢ao de formalina e 15 minutos em
seguida foram submetidos a microinjecdo intra-MCPd de capsazepina (0, 10, 30 ou 60
nmol). Apés 10 minutos do tratamento, durante a fase tonica da formalina, foram
expostos a uma caixa de vidro para registro do tempo de lambidas por 10 minutos

(Figura 1).
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Experimento VI: Avaliacido dos efeitos da injecdo intra-MCPd de

capsazepina (30 nmol) sobre os efeitos da injecdo local de capsaicina (1

nmol).

Nessa etapa, os animais, receberam a injecdo de formalina, e imediatamente
apos a fase fasica foram submetidos ao pré-tratamento de veiculo ou capsazepina (30
nmol). Apds 15 minutos do inicio do teste, os animais foram submetidos ao tratamento
com capsaicina (1 nmol) ou veiculo, ¢ ap6és 10 minutos, durante a fase tonica da
formalina, foram expostos a uma caixa de vidro para registro do tempo de lambidas por
10 minutos (Figura 1).

Experimento VII: Avaliacio dos efeitos da injecdo intra-MCPd de

capsazepina (30 nmol) na antinocicepcio induzida pelo ambiente aversivo

(LCEa).

Nessa etapa, os animais, receberam novamente a injecdo de formalina e 15
minutos em seguida foram submetidos a microinje¢ao intra-MCPd de capsazepina (30
nmol) ou veiculo. Passados mais 10 minutos os animais foram expostos ao LCE aberto

ou fechado para o registro do tempo de lambidas por 10 minutos (Figura 1).

Injecdo de
formalina
5 min 15 min 25 min 35 min 55-65 min
| | | |
I | M
\ ) L Y )
Fase fasica

Pré-tratamento Tratamento

Figural: Desenho esquematico mostrando as fases do teste da formalina e os tempos de
microinjecdo no pré-tratamento e tratamento.

3.8. Histologia.
Apds o término dos experimentos, todos os animais receberam inje¢do de uma
solu¢do de 1% de azul de Evans na MCPd, de acordo com o procedimento descrito para

a injecao de farmacos (item 3.5.). Em seguida, os animais sofreram eutanasia em uma
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camara de CO,, foram decapitados e tiveram seus encéfalos removidos ¢ acomodados
em recipientes contendo solucdo de formalina (10%) para posteriormente sofreram
seccdes coronais ao longo do trajeto da canula com o uso de um criostato (Leica CM
1850). As secgdes foram inspecionadas com o uso de um microscopio (Leica DMLB) e
a visualizagdo da dispersao do azul de Evans foi considerada indicativa do local da

injegao.

3.9. Estatistica.

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de homogeneidade
de Levene. Nos casos em que se caracterizaram a heterogeneidade das varidncias, os
resultados foram convertidos em Log de base 10. Posteriormente, os resultados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA unifatorial nos experimentos I, II, IV e V
(fator: tratamento) e bifatorial nos experimentos III, VI e VII (Exp.Ill e VI — fator 1:
pré-tratamento / fator 2: tratamento; Exp.VII — fator 1: tratamento / fator 2: LCE). Nos
casos de valores significantes de P, foram realizadas comparagdes post-hoc multiplas de

Duncan. Valores de P iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS



4.1.1. Experimento I: Efeito ansiogénico da capsaicina intra-MCPd em

camundongos expostos ao LCEp.

Histologia

A Figura 2 mostra (A) uma representacdo esquematica de um encéfalo de
camundongo fundamentado no atlas de Franklin e Paxinos (2007), indicando os sitios
de infusdo de drogas na MCPd, e (B) uma secao coronal da regido mesencefalica de um

sujeito representativo, mostrando um sitio de inje¢do na MCPd de um camundongo.

Figura 2: (A) representacdo esquematica de sitios de microinfusdo (area cinza) na
MCPd de camundongos. (B) fotomicrografia de uma sec¢do coronal de um sujeito
representativo mostrando um sitio de injecdo na MCPd de um camundongo. As secgdes
ocorreram a 4,1 mm do bregma.

A Figura 3 mostra os efeitos da microinje¢do intra-MCPd de capsaicina (0,01;
0,1 ou 1 nmol) ou veiculo sobre os indices de ansiedade e locomogao dos camundongos
expostos a0 LCE. A ANOVA unifatorial revelou significancia para o fator tratamento
tanto para porcentagem de entradas como para porcentagem de tempo nos bragos
abertos (%EA: F435=4,81; %TA: F435=6,01; p<0,05). Nao houve significincia para o
indice de locomogao (entradas nos bragos fechados - BF: F435=1,67; p>0,05). A andlise
post hoc confirmou redug@o na exploragcdo dos bracos abertos do LCE (%EA e %TA)

do grupo que recebeu capsaicina intra-MCPd nas doses de 0,1 ¢ 1 nmol em comparagao
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ao grupo veiculo (p<0,05). Os animais que receberam a dose ativa de capsaicina e
tiveram a histologia negativa (fora da MCPd) foram reunidos no grupo “FORA”. Esse
grupo nao foi diferente em comparacdo ao grupo veiculo em nenhum parametro

registrado.

12 4
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25 - %
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10 - % *

% Bragos abertos

Veiculo cpsa 0,01 cpsa0,1 cpsal FORA

Figura 3: Efeitos da microinjegdo intra-MCPd de capsaicina ou veiculo sobre os indices
de locomogdo e ansiedade registrados em camundongos expostos ao LCE. N=7-9.
*p<0,05 comparado ao grupo veiculo. Animais que receberam doses ativas de
capsaicina (0,1 e 1 nmol) foram analisados juntos em um grupo “FORA”.

A Figura 4 mostra as medidas complementares exibidas pelos camundongos
submetidos a microinjecdo de capsaicina. A ANOVA unifatorial revelou significancia
para o fator tratamento nos parametros esticar (F435=3,05; p<0,05) e mergulhar

(F435=3,35; p<0,05). A anélise post hoc confirmou diferenca significativa nos grupos
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tratados com capsaicina em relagdo ao grupo veiculo para o parametro esticar ¢ dos
grupos tratados com as maiores doses de capsaicina (0,1 e 1 nmol) em relagdo ao grupo
veiculo para o parametro mergulhar. A analise de varidncia para esticar protegido

indicou apenas uma tendéncia, sem, contudo, alcangar valores significativos de p

(p=0.,1).
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Figura 4: Efeitos da microinjecdo intra-MCPd de capsaicina ou veiculo nas medidas
complementares exibidas pelos camundongos expostos ao LCE. N=7-9. *p<0,05
comparado ao grupo veiculo. Animais que receberdo doses ativas de capsaicina (0,1 e 1
nmol) foram analisados juntos em um grupo “FORA”.

4.1.2. Experimento II: Auséncia de efeitos da capsazepina intra-MCPd sobre o
comportamento de camundongos expostos ao LCE padrao (LCEp).

A Figura 5 mostra os efeitos da microinjecao intra-MCPd de capsazepina (10, 30
ou 60 nmol) ou veiculo sobre os indices de locomog¢do e ansiedade de camundongos
expostos ao LCE. A ANOVA unifatorial ndo revelou quaisquer significancias para os
indices de ansiedade analisados (maior valor de F3,3<0,85; p>0,05), bem como para

locomogdo (entradas BF: F323=0,43; p>0,05).
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Figura 5: Efeitos da microinjecdao intra-MCPd de capsazepina ou veiculo sobre os
indices de locomocao e ansiedade registrados em camundongos expostos ao LCE. N=6-
7.

A Tabela 1 mostra as medidas complementares exibidas pelos camundongos
submetidos a microinjegdo de capsazepina. A ANOVA unifatorial ndo revelou
quaisquer significancias para os parametros analisados (maior valor de F323<1,10;

p>0,05).
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Tabela 1: Ausénsia de efeitos (media £ EPM) da capsazepina (intra-MCPd 10; 30 ou

60 nmol/0,2uL) no comportamento de camundongos expostos ao LCE. n=6-7.

Capsazepina (nmol/0,2 uL)

Comportamento Veiculo 10 30 60
Esticar protegido 12 +£2,58 23 +£6,69 13,29 £ 2,94 10,67 £2,37
Esticar 2+0,65 2,57+ 1,41 2,71+ 1,39 2+0,73
Mergulhar protegido 8,28 £ 1,64 11,57 £2,81 10,71 £ 2,77 10,67 £ 1,49
Mergulhar 3,28 £ 1,06 2,42 +£1,25 1,57 +0,42 3,83 +1,44

4.1.3. Experimento III: Bloqueio dos efeitos ansiogénicos da capsaicina (1 nmol)
pela capsazepina (30 nmol) intra-MCPd.

A Figura 6 mostra os efeitos nos indices de ansiedade e locomogdo de
camundongos que foram submetidos a microinje¢do intra-MCPd prévia de capsazepina
(30 nmol ou veiculo) seguindo pela capsaicina (veiculo ou 1 nmol) e expostos ao LCE.
A escolha das doses empregadas nessa etapa foi baseada nos resultados das curvas
anteriores (Figuras 2 e 4). Dessa forma, foi utilizada a dose de 1 nmol do agonista
capsaicina; a dose do antagonista capsazepina, desprovida de efeito per se, foi de 30
nmol. A ANOVA bifatorial para %EA revelou significancia para o fator tratamento e a
interagdo entre fatores [tratamento: Fj,s=6,55; interacdo F;,s=13,42; p<0,05), bem
como auséncia de significancia para o fator pré-tratamento (F;»s=4,18; p>0,05). A
analise post hoc confirmou que enquanto os grupos cpz-veic e veic-cpsa reproduziram
os resultados obtidos nas Figuras 2 e 4 (efeitos ansiogénico e auséncia de efeito,
respectivamente, em comparagdo ao veiculo, p<0,05), o grupo cpz-cpsa teve o efeito
ansiogénico da capsaicina bloqueado pela injecdo prévia do antagonista capsazepina
(p<0,05). A ANOVA bifatorial para %TA revelou significancia para o pré-tratamento e
interacdo entre os fatores [pré-tratamento: F; 5= 8,05; interacdo F;»5=7,72; p<0,05] e

auséncia de efeito para o fator tratamento (F; 25= 3,09, p>0,05). O teste post hoc revelou
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os mesmo resultados encontrados na %EA. A ANOVA bifatorial para BF revelou
significancia para a intera¢do entre os fatores (F;25=7,04; p<0,05) e auséncia de efeitos
para pré-tratamento e tratamento (maior valor de F »5=0,87; p>0,05). A andlise post hoc

apontou diferengas entre o grupo tratado com veic-cpsa em relagao ao grupo veic-veic.
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Figura 6: Efeitos das microinjegdes de capsaicina e/ou capsazepina intra-MCPd sobre os
indices de locomogao e ansiedade registrados em camundongos expostos ao LCE. N=6-
9. *p<0,05 comparado aos grupos veiculo-veiculo e cpz 30-cpsa 1.

A Figura 7 mostra as medidas complementares exibidas pelos camundongos
submetidos a microinje¢des prévias de capsazepina (30 nmol e veiculo) seguida pela
capsaicina (veiculo ou 1 nmol). A ANOVA bifatorial ndo revelou efeitos significantes

para esticar, esticar protegido e mergulhar protegido (maior valor de F;25=2,96,
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p>0,05). Entretanto, a mesma analise mostrou interacao entre os fatores para mergulhar
(F125=12,34, p<0,05) e um efeito ndo significativo pra o pré-tratamento e tratamento
(F125=1,72 and F;15=1,90, respectivamente; p>0,05). O teste post hoc confirmou uma
diminui¢do na frequéncia de mergulhar para o grupo veiculo-capsaicina versus veiculo-
veiculo (p<0.05). De maneira interessante, o pré-tratamento com capsazepina (30 nmol)

bloqueou completamente tal efeito (p<0,05 comparado com veiculo-capsaicina).
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Figura 7: Efeitos das microinjegdes combinadas intra-MCPd nas medidas
complementares exibidas pelos camundongos expostos ao LCE. N=6-9. *p<0,05
comparado aos grupos veiculo-veiculo e cpz 30-cpsa 1.

4.1.4. Experimento IV: Efeito antinociceptivo da capsaicina intra-MCPd.

A Figura 8 mostra os efeitos da microinjecao de capsaicina (0,01; 0,1 ou 1 nmol)
ou veiculo no tempo de lambidas na pata de camundongos submetidos ao teste da
formalina. A ANOVA unifatorial mostrou significancia para o fator tratamento no
tempo de lambida (Fs;4=10,31; p<0,05). A andlise post hoc confirmou uma diferenca
entre o grupo tratado com capsaicina na dose de 1 nmol em relacdo aos outros grupos

(p<0,05).
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Figura 8: Efeitos da microinjecdao intra-MCPd de capsaicina ou veiculo no tempo de
lambidas nas patas registrados em camundongos submetidos ao teste da formalina.

N=4-5. *p<0,05 comparado ao grupo veiculo.

4.1.5. Experimento V: Efeito antinociceptivo da capsazepina intra-MCPd.

A Figura 9 mostra os efeitos da microinje¢do de capsazepina (10, 30 ou 60

nmol) ou veiculo no tempo de lambidas na pata de camundongos submetidos ao teste da

formalina. A ANOVA unifatorial mostrou significancia para o fator tratamento no

tempo de lambida (F;;6=4,34; p<0,05). O teste post hoc apontou diferencas entre o

grupo tratado com capsazepina na dose de 60 nmol em relacdo aos outros grupos

(p<0,05).
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Figura 9: Efeitos da microinjecao intra-MCPd de capsazepina ou veiculo no tempo de
lambidas nas patas registrados em camundongos submetidos ao teste da formalina.
N=4-7. *p<0,05 comparado ao grupo veiculo.

4.1.6. Experimento VI: Bloqueio do efeito antinociceptivo da capsaicina (1 nmol)
pela capsazepina (30 nmol) injetadas na MCPd.

A Figura 10 resume os efeitos da microinjecdo prévia intra-MCPd de
capsazepina (veiculo ou 30 nmol) seguida de capsaicina (veiculo ou 1 nmol) no tempo
de lambidas na pata de camundongos submetidos ao teste da formalina e expostos a
uma caixa de vidro. A ANOVA bifatorial revelou significancia para o fator 1 — pré-
tratamento (F; 16=25,19; p<0,05), para o fator 2 — tratamento (F,;=12,13; p<0,05) e
também para a interacdo entre os fatores (F;16=8,78; p<0,05). O teste post hoc
confirmou que os grupos capsazepina-veiculo e veiculo-capsaicina reproduziram os
resultados das curvas dose resposta, auséncia de efeito e efeito antinociceptivo
comparado com o grupo controle, respectivamente, (p<0,05). Além disso, o efeito
antinociceptivo da capsaicina foi bloqueado pela inje¢do prévia de capsazepina numa

dose desprovida de efeito per se (p<0,05).
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Figura 10: Efeitos da microinje¢do prévia intra-MCPd de capsazepina (veiculo ou 30
nmol) seguida de capsaicina (veiculo ou 1 nmol) no tempo de lambidas na pata
registrado em camundongos submetidos ao teste da formalina. N=4-6. *p<0,05
comparado ao grupo veiculo.

4.1.7. Experimento VII: Atenuacio da antinocicep¢io induzida pelo ambiente
aversivo (LCEa) pela injecio prévia de capsazepina (30 nmol) intra-MCPd.
A Figura 11 respresenta os efeitos da capsazepina 30 nmol ou veiculo na

antinocicepc¢ao eliciada pela exposi¢ao ao LCE aberto. A ANOVA bifatorial revelou
significancia para o fator 1 — tratamento (F;;3=296,19; p<0,001), para o fator 2 —
labirinto (F;13=1359,34; p<0,001), bem como para a interagdo entre os fatores
(F1,13=325,03; p<0,001). O teste post hoc de Duncan revelou diferencas no tempo de
lambida entre os grupos expostos ao LCEa vs. LCEf (p<0,05). Além disso, o grupo
tratado com capsazepina 30 nmol e exposto ao LCEa mostrou uma atenuacdo na
resposta antinociceptiva em comparagao ao grupo veiculo também exposto ao LCEa

(p<0,001).
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Figura 11: Efeitos da microinje¢@o intra-MCPd de capsazepina ou veiculo no tempo de
lambida na pata registrado em camundongos submetidos ao teste da formalina expostos
ao LCE aberto ou fechado. N=4-5. *p<0,001 comparado ao grupo exposto ao LCE
fechado. "p<0,001 comparado ao grupo veiculo exposto ao LCE aberto.
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5. DISCUSSAO



O presente estudo reporta os resultados obtidos na investigacao dos efeitos da
facilitacdo e bloqueio da transmissdo vaniloide na MCPd de camundongos submetidos
ao teste de ansiedade do LCE e ao teste da formalina. Nesse ultimo caso, os animais
foram expostos (i) a uma caixa de vidro; (ii) ao LCEa ou LCEf. Em suma, a ativagao
dos receptores TRPV1, através de microinjegdes intra-MCPd de capsaicina, foi capaz de
provocar um efeito antinociceptivo e pré-aversivo nos camundongos submetidos ao
teste de dor da formalina e de ansiedade do LCE, respectivamente. J4 o bloqueio dos
receptores vaniloides, através de microinje¢des locais de capsazepina no mesmo sitio,
curiosamente mimetizou o efeito antinociceptivo da capsaicina, diminuindo a percepgao
da dor em camundongos submetidos ao teste da formalina, e ndo alterou as medidas de
ansiedade avaliada nos animais expostos ao LCE. O antagonismo dos efeitos
antinociceptivos e pro-aversivos da capsaicina, através de microinjegdes prévias de
capsazepina no mesmo sitio, numa dose desprovida de efeito per se, foi capaz reverter
ambos os efeitos. Somando-se a isso, a capsazepina atenuou a antinocicepcdo de
elevada magnitude provocada pela exposi¢do de camundongos ao LCEa e previamente
submetidos ao teste da formalina.

A injecao intra-MCPd de capsaicina apresentou um perfil do tipo dose-resposta,
produzindo um efeito pro-aversivo dose dependente em camundongos expostos ao LCE.
Alguns estudos na literatura vém tentando elucidar a neurobiologia dos compostos
vaniloides e relatam uma diminuicdo da ansiedade através do emprego de diferentes
abordagens, como manipulacdes genéticas para a producdo de animais nocaute para
receptores TRPV1 ou farmacolégicas, com o emprego de antagonistas dos mesmos
receptores. Uma investigacdo detalhada sobre o comportamento de camundongos
nocaute para receptores TRPV1 revelou um fenotipo ansiolitico no LCE e no teste
claro-escuro (MARSCH et al., 2007). Em linha com esses resultados, a administragao
sisttmica (KASCKOW et al., 2004) e intra-MCP (TERZIAN et al.,, 2009) do
antagonista TRPV1, capsazepina, resultou num efeito ansiolitico em ratos. Em apoio a
esses achados, o presente estudo mostrou que a ativacao dos receptores TRPV1, com
injecoes intra-MCPd do agonista vaniloide capsaicina, produziu um efeito pro-aversivo
em animais expostos ao LCE. No entanto, contrastando esta hipotese, estdo os
resultados obtidos por Terzian e colaboradores (2009), os quais observaram que a
microinjecdo de capsaicina na MCPd atenuou o comportamento defensivo de ratos

expostos ao LCE. Esses autores sugeriram que esses resultados discrepantes poderiam
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estar associados a rdpida capacidade de dessensibilizagdo dos receptores TRPV1
(TERZIAN et al., 2009).

A ativacdo dos receptores TRPV1, através do emprego da capsaicina intra-
MCPd em camundongos, mostrou que esse canal ¢ importante na modulagdo de estados
emocionais como medo/ansiedade, dado que sua ativagdo produziu um efeito
ansiogénico robusto, corroborado pela analise das medidas complementares (etograma).
Neste contexto, a microinje¢do de capsaicina intra-MCPd reduziu a frequéncia de
mergulhar e esticar, bem como houve uma tendéncia em aumentar o esticar protegido
(p=0,10). Fernandez Espejo (1997) agrupou esses comportamentos de acordo com sua
relevancia para a compreensao dos estados de ansiedade, e revelou que entradas nos
bragos abertos, bem como mergulhar, mergulhar protegido e esticar protegido sdo os
melhores indicadores de ansiedade no LCE. Ainda, as entradas nos bragos abertos e os
comportamentos desprotegidos se relacionam positivamente, enquanto mergulhar
protegido e esticar protegido de forma negativa com as entradas nos bragos abertos
(FERNANDEZ-ESPEJO, 1997). De fato, o presente estudo demonstrou que, os
comportamentos desprotegidos vao ao encontro da diminui¢ao da explora¢ao dos bragos
abertos, bem como uma tendéncia de aumento do esticar protegido, caracterizando
assim um efeito ansiogénico (Exp.I).

Ainda sobre os efeitos da capsaicina, a microinje¢ao intra-MCPd desse agonista
TRPVI resultou num efeito antinociceptivo na maior dose (1 nmol). Em linha com os
atuais resultados, alguns estudos também apontaram um efeito analgésico da capsaicina,
nos quais microinje¢des intra-MCPvl (STAROWICZ et al., 2007) e intra-MCPd
(PALAZZO et al, 2002) desse agonista aumentaram a laténcia das respostas
nociceptivas térmicas em ratos. Além disso, ambos os trabalhos mostraram que a
ativacdo desses receptores levam a um aumento na liberagao de glutamato, constatado
tanto pela técnica de microdidlise (STAROWICZ et al., 2007) quanto pelo bloqueio do
efeito analgésico utilizando antagonistas de receptores metabotropicos e ionotropicos de
glutamato (PALAZZO et al., 2002). De fato, fisiologicamente, o mecanismo de agao
desses canais nao seletivos de cations, os quais fazem parte de uma familia de
receptores do tipo TRPV (Transient Receptors Potential Vanilloids), o receptor TRPV1,
representa um caminho crucial de entrada de ions Ca®" em células excitaveis, e sdo
responsdveis por promoverem uma diminui¢do no limiar de despolarizacdo daquela
fibra nervosa. Portanto, em nivel fisioldgico, a facilitacdo dessa excitabilidade aumenta

a liberacdo de glutamato que por sua vez aumenta a taxa de disparos daquela populagao
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de neurdnios que se projetam para células OFF (células responsaveis por inibir o
processamento da dor) do RVM e sdo responsdveis pela inibicdo descendente da
informacao dolorosa (McGARAUGHTY et al., 2003; STAROWICZ et al., 2007).

Torna-se importante destacar, que a ativacao de receptores TRPV1 leva a uma
dessensibilizagdo do canal em nivel periférico (PATWARDHAN et al., 2006;
AKOPIAN et al., 2009; PALAZZO et al., 2012; AMBROSINO et al., 2012; TAKECHI
et al., 2013) e em nivel central (McGARAUGHTY et al., 2003; TERZIAN et al., 2009).
Se assim, os efeitos encontrados com a capsaicina na ansiedade (Exp.I) e na dor
(Exp.IV) supostamente deveriam ser anti-aversivos e hiperalgésicos, entretanto a
dessensibiliza¢do, embora ndo avaliada no presente estudo, parece nao ter ocorrido com
o uso do agonista. O fendmeno da dessensibilizagdo ¢ observado quando uma extensiva
quantidade de capsaicina (pelo menos 10 vezes maior do que a usada nesse estudo) ativa
os receptores vaniloides (PALAZZO et al.,, 2008). De fato, pesquisadores ja
demonstraram dessensibilizagdo do receptor TRPV1 em experimentos envolvendo dor
fasica, quando a capsaicina foi infundida na MCPd. Nesse contexto, ratos que
receberam capsaicina (10 nmol) intra-MCPd e que foram submetidos ao teste de retirada
da cauda (ou tail-flick) apresentaram um efeito hiperalgésico, atribuido a
dessensibilizacdo do canal, seguido de analgesia tardia (McGARAUGHTY et al., 2003).
Na ansiedade, outros pesquisadores supuseram uma dessensibilizagdo desse canal com a
utilizacdo de capsaicina na mesma dose do presente estudo (1 nmol), em ratos
submetidos ao LCE (TERZIAN et al., 2009). Terzian e colaboradores relataram um
efeito ansiolitico da capsaicina infundida intra-MCPd em ratos, e atribuiram tal
resultado a capacidade de dessensibilizagdo desse canal, embora nenhum experimento
tenha sido realizado para comprovar tal hipotese. Entretanto, a administracdo desse
agonista na dose de 1 nmol no presente estudo, produziu um efeito ansiogénico e
analgésico. Embora o presente estudo também ndo contemplou experimentos
especificos para avaliar a dessensibilizacdo dos receptores TRPV1, dados na literatura
nos levam a crer que tal fendomeno ndo ocorreu, corroborando Palazzo e colaboradores
(2008), os quais observaram que baixas doses do agonista ndo dessensibilizam o
receptor vaniloide (PALAZZO et al., 2008).

A administragdo intra-MCPd do antagonista vaniloide capsazepina nao revelou
um perfil ansiolitico nas doses utilizadas, corroborando um resultado prévio na
literatura mostrando auséncia de efeitos da capsazepina administrada sistemicamente

em ratos submetidos ao LCE (Rodgers et al., 2010). Entretanto, nossos resultados nao
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corroboram resultados prévios da literatura que mostraram efeitos ansioliticos da
capsazepina (TERZIAN et al., 2009; CAMPOS; GUIMARAES 2009; CASAROTTO et
al., 2012). Aguiar e colaboradores (2009) mostraram que ratos que receberam a
capsazepina no cortex pré-frontal exibiram comportamentos compativeis com efeitos
ansioliticos no teste de Vogel e no LCE. Ainda, corroborando esses resultados, Terzian
e colaboradores (2009) observaram os mesmos efeitos, porém com a administragdo de
capsazepina intra-MCPd. Embora corroborando os resultados de Rodgers e
colaboradores (2010), as discrepancias entre os nossos resultados e os encontrados por
outros autores que mostraram efeito ansiolitico, podem estar relacionadas as diferencas
nos aparatos/condi¢des experimentais utilizadas, na espécie de animais, e até a
possibilidade de modulagdes diferentes na sinalizagdo TRPV1 em ratos e camundongos.
Neste contexto, Nunes-de-Souza e colaboradores (2010) demonstraram que a inibigado
da enzima de sintese de 6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase (NOS), resulta em efeitos
ansioliticos somente quando o modelo de ansiedade utilizado se mostra potencialmente
mais aversivo ao animal (como por exemplo pelo emprego de um modelo baseado na
interacdo presa-predador). Portanto, no presente estudo, o papel desempenhado pelo
bloqueio de receptores TRPV1 pode também depender da magnitude ou natureza do
estimulo aversivo, dado que respostas defensivas induzidas pela exposicdo ao LCE ndo
sejam sensiveis ao bloqueio dos receptores TRVP1 com o emprego da capsazepina, ou
seja, a experiéncia aversiva no LCE parece ndo ser suficiente para induzir uma liberagao
de endovaniloides na MCP de camundongos. Talvez o emprego de um teste com
caracteristicas mais aversivas, tal como um paradigma envolvendo confronto
presa(camundongo)-predador(rato), resulte num efeito antiaversivo da capsazepina em
camundongos, porém tal hipotese necessita de investigacdo futura. Em linha com esses
resultados, a analise do etograma ndo revelou quaisquer significancias dos grupos
tratados com capsazepina em relacdo ao veiculo, o que corrobora a auséncia de efeitos
da microinjecdo de capsazepina intra-MCPd em camundongos.

Ainda sobre os efeitos da capsazepina, a infusdo desse antagonista mimetizou os
efeitos encontrados com a capsaicina (1 nmol) na dor, em que a microinje¢ao na maior
dose (60 nmol) de capsazepina intra-MCPd revelou um efeito antinociceptivo. Nao
existem evidéncias na literatura dando suporte ao atual resultado, porém, algumas
hipoteses podem explicar tal achado. Como o uso de um antagonista foi capaz de
produzir um efeito antinociceptivo, pode-se sugerir que existe uma modulagdo tonica

vaniloide nos substratos da dor, uma vez que o bloqueio dos receptores TRPV1 na
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MCPd levou a um efeito analgésico. Nossa hipdtese se baseia na suposta presenca
desses receptores TRPV1 em interneur6nios inibitdrios que eventualmente
participariam da inibi¢do das células OFF do RVM na MCPd de camundongos.
Fisiologicamente, esses interneuronios, possivelmente GABAérgicos (PALAZZO et al.,
2008), inibiriam a neurotransmissao das cé¢lulas OFF do RVM, facilitando a percepgao
da dor. Porém, através do bloqueio dos receptores vaniloides, essa inibicdo deixaria de
acontecer, e consequentemente as células OFF estariam novamente excitdveis e
inibiriam a entrada de informag¢do nociceptiva. Essa teoria baseia-se na neurofisiologia
das vias que processam a informacao dolorosa (MILLAN, 1999; PALAZZO et al.,
2008) e precisam de mais experimentos a fim de verificar sua validade. Uma
possibilidade de testd-la seria através da utilizagdo de um antagonista de receptores
GABA¢érgicos previamente a administracdo de capsazepina. Devido ao tempo de
vigéncia desse estudo, nao foi possivel realizar esse experimento.

Com o intuito de confirmar a especificidade do efeito pro-aversivo e
antinociceptivo da capsaicina, delineamos um experimento que consistiu no emprego de
uma dose de capsazepina (30 nmol) desprovida de efeito per se, na ansiedade e na dor,
previamente a uma dose de capsaicina (1 nmol) que resultou num efeito ansiogénico
(Exp.I) e antinociceptivo (Exp.IV). Em linha com as curvas dose respostas, os
tratamentos com o agonista e antagonista resultaram em efeito pro-
aversivo/antinociceptivo e auséncia de efeitos, respectivamente. Além disso, os
resultados foram consistentes em demonstrar o bloqueio dos efeitos pro-aversivo e
antinociceptivo da capsaicina intra-MCPd na dose de 1 nmol, através do tratamento
prévio no mesmo sitio com uma dose de capsazepina desprovida de efeito per se (30
nmol). Esse resultado corrobora outro estudo mostrando um bloqueio do efeito
ansiogénico da capsaicina administrada por via intracerebroventricular (ICV) através de
uma dose de capsazepina também desprovida de efeito por si s6 no comportamento de
camundongos expostos ao teste de interagdo social (MANNA; UMATHE, 2011). Esses
resultados sdo sugestivos de que os efeitos ansiogénico e analgésico da capsaicina se
devem primariamente a ativacao de receptores TRPV1.

A anélise etoldgica corroborou os resultados encontrados, uma vez que houve
uma reducdo do comportamento de mergulhar em linha com a redugdo das entradas nos
bracos abertos (pardmetros que se relacionam positivamente), no grupo tratado com
veiculo e capsaicina. Essa reducao foi bloqueada pelo tratamento prévio com casazepina

(30 nmol).
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Por fim, o ultimo experimento do presente estudo teve a finalidade de colaborar
na elucidacdo do papel dos receptores vaniloides na modulagdo do fenomeno conhecido
como antinocicep¢ao induzida por medo. A administracdo intra-MCPd de casazepina,
na mesma dose desprovida de efeito per se encontrada na curva dos seus efeitos na
ansiedade, foi capaz de atenuar a antinocicepcao de elevada magnitude observada em
camundongos expostos ao LCEa. Ao encontro do presente estudo, resultados do nosso
laboratorio mostraram que a administrag¢do intratecal de N-metil-D-aspartato (NMDA -
0,4 nmol) bloqueou parcialmente a antinocicep¢do induzida pela exposicao de
camundongos ao LCEa, quando comparado ao grupo controle (FABRINI-SANTOS,
2010). Nesse caso, esses resultados indicam um papel de receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA da medula espinal na inibicdo da antinocicep¢do induzida pelo medo
(FABRINI-SANTOS, 2010). Nosso resultado, porém, confirma um papel da
capsazepina em facilitar a nocicepcao, pelo menos parcialmente, provocada pela inje¢ao
de formalina na pata em animais submetidos a0 mesmo modelo.

E conhecido na literatura que os estados de medo/ansiedade ativam a MCP, que
possui neurdnios inibitorios descendentes responsaveis por inibir o processamento da
informacao dolorosa no nivel da medula espinal através do sistema inibitorio
descendente (BOLLES; FANSELOW, 1980; RODGERS 1995; WALL; MELZACK,
2006). Assim, ¢ possivel que a exposicdo de camundongos ao LCEa tenha ativado os
substratos de medo/ansiedade, levando a uma antinocicep¢do de elevada magnitude
(presentes resultados; MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005, 2009). Porém,
como demonstrado neste estudo, a capsazepina, possivelmente por atenuar o
componente aversivo do LCEa, revelou o comportamento de dor eliciado pela prévia
injecdo de formalina na pata do animal. Em outras palavras, a aversividade provocada
pelo modelo do LCEa ¢, em parte, atenuada, e portanto, os animais passam a ter a
percepcao dolorosa novamente. Como discutido anteriormente, a administragdo intra-
MCPd de capsazepina em animais expostos ao LCEp, ndo corroborou resultados
prévios da literatura em que esse antagonista revelou efeitos compativeis com ansiolise
(TERZIAN et al., 2009; CAMPOS; GUIMARAES 2009; CASAROTTO et al., 2012),
porém foi sugerido que talvez as respostas defensivas eliciadas pela exposi¢dao ao LCEp
sejam insensiveis ao bloqueio dos TRPV1, e que talvez a utilizacdo de um modelo mais
aversivo revelaria os efeitos desse antagonista. Nesse contexto, o LCEa utilizado nesse
ultimo experimento, ¢ potencialmente mais aversivo que o LCEp, por algumas razoes:

(1) o ambiente aversivo do LCEa elicia uma antinocicep¢do de maior magnitude
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comparada com o LCEp em camundongos expostos a trés testes de nocicepgao, o teste
de tail-flick, de formalina e de contor¢des abdominais (GOMES; 2005); (ii) Sorregotti e
colaboradores (2013), recentemente realizaram uma analise etofarmacoldgica dos
comportamentos defensivos eliciado pelo LCEa e mostraram que esses comportamentos
sao atenuados pela injecao i.p. de alprazolam, um benzodiazepinico (BZD) mais potente
que o diazepam, o qual atenuou de maneira discreta tais comportamentos
(SORREGOTTI, et al. 2013). J4 o diazepam, ¢é capaz de atenuar essas respostas
defensivas em animais expostos ao LCEp, sugerindo que o LCEa ¢ potencialmente mais
aversivo que o LCEp. Nesse sentido, corroborando nossa hipotese de que um modelo
potencialmente mais aversivo revelaria os efeitos ansioliticos da capsazepina, a
antinocicep¢do eliciada pela utilizagdo do LCEa  foi parcialmente revertida

possivelmente por um efeito anti-aversivo da capsazepina.
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6. CONCLUSOES



Tomados em conjunto, os resultados sugerem que, (i) tanto na ansiedade como
na dor os receptores TRPV1 da MPCd tém um papel importante no processamento nas
reacdes de defesa, (ii) ainda, esses efeitos sdo devidos, primariamente, a ativacao
seletiva de receptores vaniloides e, por fim, (ii1) o antagonismo desses canais reverte de
maneira parcial a antinocicepgao provocada pela exposi¢ao ao LCEa, uma situagdo mais

aversiva do que o LCEp.
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