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RESUMO

A agressdo € um conjunto de agdes complexas que envolvem diversos fatores de
natureza genética, neurofisioldgica, hormonal e comportamental. Além disso, o estado
redox cerebral também pode influenciar o comportamento agressivo em diferentes
espécies. Assim, moduladores desse processo podem influenciar na expressdo de
episodios agressivos, dentre eles estda o Sistema Endocanabindide que atua como
importante neuromodulador do SNC, além de promover um efeito antioxidante em
diferentes condi¢Ges. No entanto, sua participagdo na modulacdo de comportamentos
agressivos precisa de maior compreensdo. Nesse contexto, este estudo avaliou o papel
do receptor canabindide tipo 1 (CB1r) no estado redox cerebral e no comportamento
agressivo em Danio rerio (zebrafish). Para isso, 68 animais foram subdivididos em
grupos: (a) Controle (n=26), (b) ACEA (n=30) e (c) AM-251 (n=12), todos tratados
com as drogas de interesse: (a) Veiculo (NaCl 0,9%); (b) agonista ACEA 1 mg/kg; (c)
antagonista 0 AM-251 1 mg/kg. Os animais foram isolados aos pares, sem contato fisico
por 24 horas, seguido de pré-tratamento e ap6s 30 minutos de farmacocinética as
interacOes sociais foram filmadas por 30 minutos, os individuos foram identificados
como Dominantes ou Subordinados e os cérebros foram coletados para avaliacdo do
estado redox cerebral desses individuos. Nossos resultados demonstraram, pela primeira
vez, que a ativacdo do CB1r pelo agonista ACEA modula o comportamento do tipo-
agressivo e por consequente interferiu parcialmente no estabelecimento da hierarquia
social em zebrafish, através de uma mecanismo redox-independente. Sugerimos, assim,
que o tratamento agudo com alvo ao CB1r é uma ferramenta neurofarmacologica Util
para elucidar o papel do SEC na interacdo social e no comportamento agressivo,
permitindo translacionar com inumeras patologias que tenham a agressividade como

desordem comportamental.

Palavras-chave: Agressdo, Receptor CB1, Sistema Endocanabindide, Estresse
Oxidativo, Zebrafish.



ABSTRACT

Agagression is a set of complex actions that involve several factors of a genetic,
neurophysiological, hormonal and behavioral nature. Furthermore, the brain redox state
can also influence aggressive behavior in different species. Thus, modulators of this
process can influence the expression of aggressive episodes, between them is the
Endocannabinoid System that acts as the main neuromodulator of the CNS, in addition
to exerting an antioxidant effect in different conditions. However, its participation in the
modulation of aggressive-like behavior needs to be better understood. In this context,
this study evaluated the role of cannabinoid receptor type 1 (CB1r) in brain redox state
and aggressive-like behavior in Danio rerio (Zebrafish). For this, 64 animals were
subdivided into groups: (a) Control (n=26), (b) ACEA (n=30) and (c) AM-251 (n=12),
all treated with the drugs of interest: (a) Vehicle (NaCl 0.9%); (b) ACEA agonist 1
mg/kg; (c) 1 mg/kg AM-251 antagonist. The animals were isolated in pairs, without
physical contact for 24 hours, followed by pre-treatment and after 30 minutes of
pharmacokinetics, the fights were filmed for 30 minutes, the individuals were identified
as Dominant or Subordinate and the brains were collected for evaluation of the state
brain redox of these individuals. Our results demonstrate, for the first time, that the
activation of CB1r by the ACEA agonist modulates aggressive-like behavior and,
consequently, partially interferes with the establishment of social hierarchy in
Zebrafish, through a redox-independent mechanism. We suggest, therefore, that acute
treatment targeting CBL1r is a useful neuropharmacological tool to elucidate the role of
CES in social interaction and aggressive behavior, allowing a translation with numerous

pathologies that have aggression as a behavioral disorder.

Keywords: Aggression, Endocannabinoid System, CB1 receptors, Oxidative stress,
Zebrafish.
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1. INTRODUCAO

1.1. AGRESSAO: CONSIDERACOES GERAIS

A agressdo é um conjunto de acGes complexas, evolutivamente conservadas, expressa
em contexto de conflito de interesses entre dois ou mais individuos em funcéo de disputa
por recursos limitados, como territério, alimento e parceiros reprodutivos (NELSON;
TRAINOR, 2007). Essas acOes podem ser direcionadas a outro individuo com fins
ofensivos ou defensivos, assegurando maiores possibilidades de autoprotegéo e reproducéo
(FLANIGAN; RUSSO, 2019; NELSON; CHIAVEGATTO, 2001; TAKAHASHI et al.,
2018). Embora a agressdo em animais possa ser adaptativa (fisiologica), esse
comportamento em humanos evoluiu como mecanismo de defesa e protecdo. No entanto, a
maioria das acdes agressivas em nossa especie € mal-adaptativa (patologica),
manifestando-se de forma inadequada ou desproporcional ao estimulo eliciador, infligindo
conceitos sociais basicos, normalmente envolve acbes violentas direcionados para si ou
para outrem (ALLEN; ANDERSON; BUSHMAN, 2018; CRAIG A; BRAD J, 2002). Por
isso, devido a natureza multifatorial da agressao e pelo fato de poder acontecer em diversos
contextos, ha dificuldades em buscar explicacdes sobre a dindmica molecular e fisioldgica
desse comportamento (HUBER; BRENNAN, 2011).

O comportamento agressivo em humanos compartilha semelhangas com os de
animais ndo humanos, mas diferem da maioria deles em sua complexidade. Enquanto as
normas sociais definem os limites do comportamento agressivo apropriado, as acOes
inadequadas na forma de violéncia interpessoal representam sérios problemas para a
sociedade (FERRIS et al., 2008). Essa ampla definicdo desafiou os pesquisadores a
diferenciar entre as acdes patologicas e fisioldgicas levando em consideracdo seu aspecto
evolutivo (ZASLER; MARTELLI; JACOBS, 2013). Para melhorar essa compreensdo, a
teoria do Modelo Geral da Agressdao (MGA) foi proposta como uma estrutura abrangente e
integrativa para entender a agressao humana e todas as suas manifestagGes. Essa teoria
considera que esse comportamento é o resultado das interacGes entre os fatores genéticos,
neurobioldgicos e psicossociais (ALLEN; ANDERSON; BUSHMAN, 2018). Além disso,
0 MGA inclui elementos de muitas teorias de agressdo de dominio especifico, por
exemplo: teoria da neoassociacdo cognitiva, teoria da aprendizagem social, teoria do script,
teoria da transferéncia de excitacdo e teoria da interagdo social (ALLEN; ANDERSON;
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BUSHMAN, 2018; CRAIG A; BRAD J, 2002). Essa unificacdo de fatores e dominios

torna 0 MGA essencial para entender a agressao humana em seus inimeros contextos.

Na primeira infancia (2 a 6 anos) a falta de afeto, rejeicdo dos pais, hostilidade
materna e pré-disposicdo genética tém sido associados a comportamentos disruptivos,
podendo ser o precursor de perfis antissociais (MURRAY-CLOSE; OSTROV, 2009).
Além disso, estudos indicam que a exposicdo de criangcas a conflitos interparentais
frequentes, intensos e violentos interferem diretamente no desenvolvimento psicossocial e
no controle da reatividade/impulsividade (CRAIG A; BRAD J, 2002). Alteragdes mais
graves em criangas podem ser observadas em funcdo dos maus-tratos (psicolégico ou
fisico) os quais geram mudancas de longo prazo nos sistemas de estresse neuroenddcrino,
especificamente na desregulacdo do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). Esses
estudos demostraram que adolescentes e adultos maltratados na primeira infancia, tendem a
apresentar desregulacdo nos niveis de cortisol basal e na funcionalidade do eixo HPA em
comparacdo com individuos saudaveis (ndo-maltratados), prejudicando a interacdo social
desses individuos (LIU et al., 2020). Esses achados estdo em consonancia com a teoria de
aprendizagem social, essa teoria postula que as respostas agressivas sdo adquiridas da
mesma forma que outros comportamentos sociais complexos — seja pela experiéncia direta
ou pela observacdo - e “essa experiencia de vida” pode potencializar comportamentos
disruptivos em individuos pré-dispostos geneticamente na infancia, adolescéncia ou fase
adulta (CRAIG A; BRAD J, 2002).

Na fase adulta, acOes agressivas desordenadas, geralmente, estdo vinculadas a um
score clinico de transtornos psiquiatricos, conforme detalhado no Manual de Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais 5.2 edicdo (DSM-1V) (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014). Nesse caso, inclui dependéncia de drogas, depresséo, ansiedade,
esquizofrenia, transtorno de personalidade, transtorno do espectro autista e, também, em
condicBes de estresse agudo ou cronico (ZASLER; MARTELLI; JACOBS, 2013). Além
disso, comportamentos agressivos em portadores de deméncia — Parkinson e Alzheimer —
sdo bastante preocupante devido seus efeitos potencializadores no curso da doenca
(WOLF; GOLDBERG; FREEDMAN, 2018). A partir desse ponto, sera abordado o
comportamento agressivo patoldgico, essencialmente os fatores neurobiol6gicos e sociais
segundo as suas causas, consequéncias e suas principais intervencfes clinicas e
farmacologicas. Primeiramente, as doencas neurodegenerativas e 0s transtornos

psiquiatricos acometem cerca de um bilhdo de pessoas no mundo e essas comorbidades
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geram inumeros efeitos colaterais aos individuos, familiares e sociedade (FEIGIN et al.,
2021; STUMP, 2007). Apesar das disfuncdes celulares e moleculares serem diferentes
entre essas patologias é possivel observar a sobreposicdo de sintomas clinicos e
comportamentais, em destaque estdo os comportamentos agressivos, impulsivos e violentos
(ZASLER; MARTELLI; JACOBS, 2013). Por ser um comportamento inato, o
comportamento agressivo € observado desde a primeira infancia, e ao longo da evolugéo
humana “refinou-se” como um recurso fundamental para lidar com situacdes estressoras
(HUBER; BRENNAN, 2011). De modo mais especifico, esse comportamento &
classificado em dois géneros: a agressdo reativa (impulsiva e hostil) a qual refere-se a
manifestacdo impulsivas em resposta a provocacdo ou ameaca; € a agressdo proativa
(instrumental) a qual normalmente destina-se a obter beneficios pessoais de forma
premeditada (WRANGHAMA, 2017).

Os comportamentos agressivos fisiologicos ou patoldgicos sdo organizados e
controlados por um circuito neural distribuido, ou seja, subconjuntos de neurbnios
interconectados que transmitem informacGes sensoriais e motoras de/para locais de
integracdo (FERRIS et al., 2008). Dessa forma, o substrato neuronal envolvido na agresséo
reativa geralmente estd associada ao cortex orbitofrontal (COF), cortex pré-frontal (CPF),
cortex pre-frontal dorsolateral (CPFDL), cortex cingulado anterior (CCA), giro temporal
superior e amigdala. Esse padrdo de ativacdo, normalmente, é observado frente a
experiéncias com estressores, por exemplo: provocacdes, exclusdo social, maus-tratos,
transtornos de humor, transtorno de estresse pos-traumatico, transtorno de personalidade
borderline ou associado a injurias em regides especificas do tecido cerebral (KOLLA,
BORTOLATO, 2020). Para a agressao proativa/instrumental, apesar dos poucos trabalhos
direcionados a esse subtipo, é observado um aumento da densidade de matéria cinzenta no
CPF, densidade reduzida de matéria cinzenta no cértex cingulado posterior e aumento da
conectividade funcional entre o pré-ciineo esquerdo e o CPF (ZHU; ZHOU; XIA, 2019).
Esses estudos dividem a agressdo proativa em trés tracos distintos: 1) uso da forca ou
persuasdo para conseguir beneficios proprios; 2) comportamento “frio” e planejado,
podendo portar ferramentas danosas para conseguir 0 objetivo final, sem um contexto
estressor ou ameacador; 3) capacidade ou tendéncia de baixo nivel de cognigdo moral e
emocdo, incluindo falta de empatia para executar atos agressivos. Embora os relatos
apontem uma ativacdo neurobioldgica distinta entre esses subtipos de agressdao, ambos
elementos reativos e proativos podem coexistir na mesma manifestacdo agressiva (ZHU;
ZHOU; XIA, 2019).
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Em um contexto mais amplo, a violéncia doméstica, violéncia sexual, violéncia no
transito, violéncia no ambiente de trabalho, assassinatos, suicidios e outras inumeras
manifestacdes de violéncia demostram as abrangentes manifestacbes do comportamento
agressivo (DAHLBERG; KRUG, 2006; WRANGHAM, 2019). Esse cenario justifica o
aumento exponencial dos estudos direcionados a investigar as causas e consequéncias
desses eventos, sendo de interesse a inumeras disciplinas académicas - genética
comportamental, evolugdo, neurociéncia, psicologia, sociologia, criminologia dentre outras
— destacando-se a ciéncia biomédica (HUBER; BRENNAN, 2011). InGmeros estudos
utilizando modelos animais trouxeram importantes avangos na compreensdo da
neurobiologia da agressdo, essas pesquisas foram importantes no direcionamento das
melhores intervenc@es clinicas, farmacoldgicas e sociais (NELSON; CHIAVEGATTO,
2001; WATANABE; YAMAMOTO, 2015). No entanto, mesmo com importantes achados,
muitos mecanismos fisiopatolégicos precisam ser elucidados para melhor compressdo da

dindmica molecular e comportamental por tras dessas disfunces.

Para mimetizar o comportamento agressivo em ambiente de laboratorio, o0s
pesquisadores tém utilizado o isolamento social associado com a dominancia (ALONSO et
al.,, 2011; CAVALLINO et al., 2020; FOX et al., 1997; KRUK, 1991; MILLER et al.,
2017; TAKAHASHI et al., 2018; WAY et al., 2015). Esse procedimento aumenta a
agressividade, aléem de promover a disputa pelo estabelecimento ou manutencdo da
hierarquia social. Essa condi¢do, denominada “agressdo induzida pelo isolamento” ¢
propensa a manipulac@es farmacoldgicas, mostrando-se um modelo interessante no estudo
da agressividade (MUMTAZ et al., 2018). Os etélogos observaram que a hierarquia social
é uma forma de manifestacdo de dominancia presente em varias espécies de vertebrados
(por exemplo: teledsteos, aves, répteis, roedores e primatas ndo-humanos). Essa
classificacdo em sociedades animais tendem a ser determinada pela forga fisica, enquanto
na sociedade humana, além da forca fisica, fatores cognitivos sdo considerados, como a
inteligéncia e a estabilidade emocional (WATANABE; YAMAMOTO, 2015). Assim, em
nossa sociedade, esse fendmeno mais refinado de dominédncia social é baseado em
experiéncias de interacfes ou observacgdes. Dentro de um contexto, um exemplo cléssico de
disputa por dominancia é observado em grupos novos ou emergentes, por exemplo: Em
uma sala de aula no inicio de um ano letivo sempre é observado altos niveis de conflitos
entre os alunos, a medida que o status social se estabelece os niveis dos conflitos tendem a
diminuir (PELLEGRINI et al., 2007). Esse declinio gradativo dos conflitos deve-se ao fato

de individuos subordinados reconhecerem que 0s custos fisiolégicos e emocionais de
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desafiar um individuo mais dominante superam os beneficios. Essa perspectiva também é
considerada para os individuos de alto status social, estes provavelmente ndo desafiam
novamente os sujeitos subordinados porque hd poucos beneficios (PELLEGRINI et al.,
2007).

Essa dominancia social intrinseca esta presente em todas as nossas relagfes e a
homeostase fisiologica dos individuos inferem em relacdes sociais saudaveis entre 0s pares
(ALLEN; ANDERSON; BUSHMAN, 2018; NELSON; TRAINOR, 2007). Por isso,
quaisquer disfungdes genéticas, hormonais, emocionais e neuronais podem comprometer
diretamente curso natural das relagbes humanas, resultando em episodios agressivos
desordenados como manifestadas nas doencas neurodegenerativas, transtornos
psiquiatricos e casos pds-traumaticos (ALLEN; ANDERSON; BUSHMAN, 2018; WOLF;
GOLDBERG; FREEDMAN, 2018). Identificar essas vias moduladoras é essencial para o
desenvolvimento de novas estratégias que minimizem os danos fisioldgicos e sociais
provenientes dessas desordens comportamentais (FLANIGAN; RUSSO, 2019). No
entanto, pela complexidade ética dos estudos em seres humanos as pesquisas nessa
finalidade sdo limitadas, por isso a ciéncia bésica utiliza modelos animais para desenvolver
terapias mais eficientes. E importante frisar, também, que essa comparagao translacional
ndo é simples, pois cada espécie tem sua particularidade, sendo o papel dos pesquisadores

encontrar um elo comum entre os modelos (TAKAHASHI et al., 2018).

Varios estudos encontraram uma associacdo entre o sistema serotoninérgico e 0s
subtipos de agressividade reativa e proativa (para revisdo: KOLLA; BORTOLATO, 2020).
Esses estudos mostram que disfungbes nos receptores serotoninérgicos (5-HT1A e 5-
HT1B), nos transportadores de serotonina, nas enzimas de sintese e de degradacdo tem
estreita relagdo com comportamentos violentos e impulsivos (CARMICHAEL;
LOCKHART, 2012; KOLLA; BORTOLATO, 2020). Porém, a modulacdo farmacoldgica
desse sistema possui eficacia limitada e inumeros efeitos colaterais (CARMICHAEL;
LOCKHART, 2012). Outros alvos farmacoldgicos ja foram testados, como moduladores
GABAEeérgicos, glutamatérgicos, dopaminérgicos entre outros, todos apresentam limitagdes
relevantes (NELSON; TRAINOR, 2007). Nesse cenéario, o Sistema Endocanabindide
(SEC) emergiu como alvo terapéutico interessante no tratamento da agressividade, devido
sua fung@o neuromoduladora do SNC e sua interagdo com diversos sistemas neuroquimicos
(HARTMANN et al., 2019). A seguir serd explorado as caracteristicas moleculares,

funcionais e moduladoras do SEC e sua associa¢cdo com a comportamento agressivo.
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1.2. O SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O Sistema Endocanabinoide (SEC) foi descrito pela primeira vez na década de 1990
em estudos que investigavam o efeito psicoativo da cannabis sativa ou popularmente
conhecida como “maconha/marijuana”’(GAONI; MECHOULAM, 1964). Esse sistema ¢
constituido pelos receptores canabindides do tipo 1 (CB1r) e tipo 2 (CB2r)(MATSUDA et
al., 1990; MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993); ligantes enddgenos ou
endocanabinodides (eCBs) como a N-araquidonoiletanolamina (AEA) e o Araquidonoil-
glicerol (2-AG); enzimas de sintese como a fosfolipase D para AEA e diaciglicerol lipase
para 0 2-AG; pelas enzimas de degradacdo intracelular como a Amina hidroxilase de
acidos graxos (FAAH — fatty acid amide hydrolase) e a Monoacilglicerol lipase (MAGL);
para o transporte dos endocanabinoides atraves da membrana, defende-se a hipotese de um
putativo transportador de AEA (AMT) e de facilitadores de solubilidades intracelulares
(FABPs - fatty acid binding proteins) (DAINESE et al., 2020; MECHOULAM; PARKER,
2013; WANG; UEDA, 2009).

A sintese dos eCBs inicia ap0s a despolarizacao dos neurdnios pds-sinapticos seguida
da ativacdo das fosfolipases que convertem 0s seus precursores membranares em AEA ou
2-AG (Figura 1) (CHEVALEYRE; TAKAHASHI; CASTILLO, 2006; WANG; UEDA,
2009). Esses ligantes sdo sintetizados sob demanda - sem armazenamento em vesiculas
sinapticas - atuando, aparentemente, como mensageiros lipidicos difusiveis, sendo uma das
excecOes a lei da polarizacdo dindmica, proposta por Ramon y Cajal (1906) que postula
que as conexdes neuronais procedem dos terminais axonais pré-sinapticos para dendritos
poOs-sindpticos. Nesse caso, 0s eCBs sdo mensageiros retrégados e ao serem liberados do
neurdnio pos-sinaptico se ligam aos CB1rs pré-sinapticos iniciando uma cascata de reac6es
intracelulares (SIGNALING et al., 2012). Curiosamente, existem relatos recentes na
literatura de uma sinalizacdo anterégrada, com a presenca de CB1rs nos dendritos pos-
sinapticos (para leitura: SIGNALING et al., 2012).
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Figura 1: Principais vias para a biossintese e degradagdes de anandamida (A) e 2-AG (B) a partir dos

precursores membranares. (adaptado: Wang et al., 2008).

O principal receptor canabindide CB1r pertence & superfamilia dos receptores
acoplados a proteina G, com sete dominios transmembranares estdo ligados a proteina
Gi/0, embora interajam com Gs ou Gq em diferentes tipos celulares (MECHOULAM,;
PARKER, 2013). No geral, os principais ligantes endogenos (AEA e 2-AG),
fitocanabindides (THC e Canabidiol) ou ligantes sintéticos (agonista ACEA e antagonista
AM-251) se ligam aos CB1rs desencadeando cascatas intracelulares com progressdao em
trés etapas subsequentes: (1) Inibe a ativacdo da Adenilato Ciclase (AC), com subsequente
diminuicao da conversao de ATP em AMP ciclico, seguido da diminuicdo da atividade da
proteina quinase A (PKA); (2) Aumento de sinalizagdo de proteinas quinases ativadas por
mitdgeno (MAPK); (3) inibicdo de canais de Ca?" dependentes de voltagens (tipo N e P/Q)
e a facilitacdo da atividade dos canais de K", o que favorece uma hiperpolarizacdo
neuronal. Essa dindmica resulta na modulacdo das sinapses (excitatérias ou inibitdrias)
através da diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores (ex: monoaminas, catecolaminas,
GABA e Glutamato) (GULLAPALLI et al., 2010; MECHOULAM; PARKER, 2013;
MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993; SIGNALING et al., 2012; WANG; UEDA,
2009). Este efeito pode ser bifasico, dependendo da localizacdo desses receptores no meio
intracelular, da regido anatdmica ou da concentracdo de drogas utilizadas em tratamentos
(REY et al., 2012). A via de sinalizagdo dos eCBs na sinapse é descrita em maiores

detalhes na Figura 2.



18

Neurdnio pré-sinaptico Neurénio pds-sinaptico

Canal de Calcio
ativo (dep. de
voltagem)

Canal de Calcio f
| Canal de Potassio N-aciltransferase @ Adenosina
inativo (dep. de I NAT Trifosfato

voltagem) L

Receptor Receptor )
canabingide Glutamatérgico j ” ‘ Canal Vanildide . Fosfolipase D M;r:l)ifcc;séaeto
o) tipo 1 (CBTr) ¢ (mGIuR) /J- \ (TRPVT) adenosing.

Fostatidil- Ve o Putativo o

. Glutamato % etanolamina [@' Visicula Sinaptica transportado de pKA PrDtElnEL\qwnase
L ] R Anadamida

. Potassio e

4 i P Amida hidrolase
. calcio . 5?3‘32?:@2'?;'5:) Mitocondria . Enzima Adenilato ( de &cidos graxos
ciclase (FAAH)

Figura 2: Sinalizacdo sinaptica de curto prazo mediada por endocanabindides em neur6nio
glutamatérgico. (1) Ap6s a despolarizacdo do neurbnio pds-sindptico mediada pelo neurotransmissor
Glutamato, ocorre o influxo de Ca?* via canal de Ca?* dependente de voltagem (VGCCs). Outros receptores,
também, podem mediar o influxo de Ca®* ex: TRPV1. (2) O Ca?* ¢ o sinalizador que da inicio a sintese sob
demanda dos endocanabindides através da acdo da NAT que ativa a FLD, resultando na biossintese de AEA.
(3) O eCB ¢ liberado na fenda sinaptica ligando-se de forma retrograda ao CB1r pré-sinaptico. (4) O CB1r
ativado inicia reacgOes intracelulares que resulta na diminuicdo da liberacdo das vesiculas sinapticas, nesta
etapa é importante destacar o blogueio do influxo de Ca?* e a estimulagdo do efluxo de K*. (5) O eCB &
transportado através do putativo transportador para ser degradado no neurdnio pés-sinaptico (6) degradacéo
da AEA pela FAAH. Obs: A presenca de CB1r na mitocondria esta associado a regulacdo da homeostase

energética e redox do celular. (figura: Autor; BioRender.com; adaptado: Mechoulan et al., 2013).
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Os CB1rs sdo predominantemente expressos no SNC e sua distribuicdo no encéfalo
ja foi descrita em varias espécies de vertebrados (LAM; RASTEGAR; STRAHLE, 2006;
MECHOULAM; PARKER, 2013). Alguns estudos demostraram uma densidade elevada
de CB1r em éareas cerebrais importantes: hipocampo, bulbo olfatério, ganglios da base e
cerebelo; presenca moderada de CB1rs: cortex cerebral (lobo frontal, parietal e cingulo),
amigdala, hipotdlamo, ndcleo parabraquial, nacleo do trato solitario, prosencéfalo, tronco
cerebral, medula espinhal, corno dorsal da medula; baixa densidade de CB1rs: talamo e
restantes nucleos do tronco cerebral, bem como no corno ventral da medula (KENDALL,;
YUDOWSKI, 2017; PINHO COSTA et al., 2011). No que se refere a localizagdo
intracelular desse receptor, destaca-se a alta expressdo nas membranas externas de
mitocéndrias, podendo regular os niveis intracelulares de ATP, Ca?* e ERO’s (BENARD et
al., 2012). Essas descobertas recentes mostram que além da participacdo na modulagédo
comportamental, devido a localizagdo estratégica de seus receptores no sistema limbico, o
SEC pode estar envolvido no controle da homeostase enérgetica e do estado redox do
organismo e esse entendimento representa alvos terapéuticos promissores no tratamento de
patologias que tenham uma disfuncéo nesse equilibrio (para leitura: BENARD et al., 2012;
HEBERT-CHATELAIN et al., 2016; IMENEZ-BLASCO et al., 2020).

O receptor canabinoide tipo 2 (CB2) esta localizado predominantemente nas células
da glia e nas células hematopoiéticas, estando associado ao sistema imunologico,
principalmente na quimiotaxia das células do sistema imune e na liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias (KENDALL; YUDOWSKI, 2017). E importante destacar, também, que
alguns estudos identificaram um possivel CB3r, presente no SNC e sua funcdo ainda esta
sob investigacdo (DEMIN et al., 2018; HIORTH et al., 2007; MARICHAL-CANCINO;
FAJARDO-VALDEZ; RUIZ-CONTRERAS, 2017). Esse panorama dos principais
constituintes do sistema endocanabindide demostram a sua complexidade e seu grande
potencial no desenvolvimento de farmacos que beneficiem seu aspecto neuromodulador e
de sua ampla distribuicdo no organismo (KENDALL; YUDOWSKI, 2017). Além disso,
dada a sua importancia cada vez mais evidente é provavel que o SEC tenha surgido no
inicio da evolucdo, devido seu alto grau de conservacado entre varias espécies. Estes estudos
mostram que 97% do CB1r de roedores, 84% em anfibios e 72% em peixes sdo idénticos a
proteina do CB1r dos humanos (FASANO et al., 2009). Esse “rastro” evolutivo ¢ uma forte
evidéncia de que esse sistema é essencial, participando do desenvolvimento embrionario,
crescimento axonal, regulacdo energética, consolidacdo de memoria e aprendizagem e da
modulacdo de respostas comportamentais (ALICZKI et al., 2015; CHEVALEYRE;
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TAKAHASHI; CASTILLO, 2006; LAM; RASTEGAR; STRAHLE, 2006, PETERS;
CHEER; TONINI, 2021; ROHLEDER et al., 2016; SORIA-GOMEZ et al., 2017). No
entanto, apesar das inimeras evidéncias que apontem o SEC como protagonista na
modulacdo do SNC, nem todos os mecanismos subjacentes da agdo desse sistema estéo

totalmente elucidados.

1.3. SISTEMA ENDOCANABINOIDE E O COMPORTAMENTO AGRESSIVO

As Dbases neuroanatdbmicas do comportamento agressivo, como descritos
anteriormente, envolvem o cortex frontal/pré-frontal e o sistema limbico (FLANIGAN;
RUSSO, 2019; NARVAES; DE ALMEIDA, 2014; TAKAHASHI et al., 2018). Em um
nivel neurofisiolégico e neuroquimico, a agressdo envolve multiplos sistemas de
neurotransmissdo, como: a serotonina (5-TH), Glutamato, acido gama-aminobutirico
(GABA), dopamina, adrenalina e noradrenalina (MICZEK et al., 2007). Além disso, alguns
peptideos também entdo envolvidos na expressao desse comportamento, por exemplo: fator
liberador de corticotrofina, vasopressina/vasotossina, neuropeptideo Y, peptideos
opioidérgicos; enzimas Oxido nitrico sintase neuronal e endotelial, monoaminaoxidade A
(MAO-A); eixo hipotalamico pituitario-adrenal (HPA) que faz parte do sistema
neuroenddcrino; mediadores endocanabinoides e seus receptores (LARSON; O’MALLEY;
MELLONI, 2006; MICZEK et al., 2007; NARVAES; DE ALMEIDA, 2014;
TAKAHASHI et al., 2018). Fatores genéticos também desempenham um papel
fundamental na agressdo, varios estudos identificaram que deficiéncias nos genes do
triptofano hidroxilase 2 (TPHZ2), monoaminoxidase-A (MAO-A), transportador de 5-
hidroxitriptamina (5-HTT) e dos receptores CB1, aumentam a probabilidade de acGes
impulsivas, violentas e hostis do individuo (DE BOER et al., 2015; ORR et al., 2021;
RODRIGUEZ-ARIAS et al., 2013). Dessa forma, todos estes constituintes parecem atuar
de forma conjunta na modulacdo do comportamento agressivo na maioria dos animais,
enfatizando a importancia dos estudos da agressdo e da sua fisiopatologia através da

pesquisa biomeédica e translacional.

Nesse contexto, como abordado anteriormente, o sistema serotoninérgico possui
grande participagdo na neurobiologia do comportamento agressivo (DE BOER et al.,
2015). Estudos mostram que os Inibidores Seletivos de Recaptacdo de Serotonina (ISRSs)
reduzem a agressao impulsiva em individuos saudaveis com altos escores de agressao

(PAUFF; MILLER, 2012). No entanto, essas abordagens farmacoldgicas ainda séo
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desafiadoras e esses tratamentos com alvo nesse sistema — tido como principal regulador da
agressdo - tem demostrado eficicia limitada devido as reacOes adversas, a exemplo da
inibicdo da atividade locomotora, sedacdo, acOes estereotipadas e reducdo da interacao
social dos individuos, e essas problematicas precisam ser contornadas (DE BOER et al.,
2015). Nesse cenario, a relacdo entre SEC e agressao ganhou forca apds os pesquisadores
observarem que administracdo de THC em situacdes estressantes poderia causar ou
exacerbar o fenétipo tipo-agressivo em ratos, apesar de seu efeito ser sedativo em regra
(MILLER; IPEKU; OBERBARNSCHEIDT, 2020; NAVARRETE et al., 2020). Também
foi demonstrado que os efeitos do endocanabindide AEA dependem da dose empregada;
doses altas reduzem a agressdo em camundongos agressivos, enquanto doses baixas
aumentam as respostas agressivas em camundongos timidos (ALICZKI et al., 2015; REY
et al., 2012). Outros estudos refor¢cam a ideia de que o SEC é um importante modulador
enddgeno de controle do estresse, participando do controle do eixo HPA e interagdo com o
sistema serotoninérgico, tendo potencial para contornar as limitacdes observadas nos
tratamentos existentes (FOWLER, 2021; STEARDO et al., 2021).

Em outros relatos recentes, pesquisadores observaram que CBD exerce efeitos
promissores sobre o SEC, devido sua acdo indireta sobre o metabolismo (sintese e
degradacdo) dos endocanabinodides AEA e 2-AG (ROHLEDER et al., 2016). Além disso,
esse fitocanabinoide possui baixa seletividade ao CB1r, sendo associado a uma regulagédo
tonica/constitutiva nos neurénios 5-HT o que pode desencadear efeitos imprevisiveis, em
alguns casos (HARTMANN et al., 2019; ROHLEDER et al., 2016). Dessa forma, apesar
do CBD ser o fitocanabinoide mais utilizado, com alta confiabilidade em seu uso
medicinal, a busca por um medicamento com efeito anti-agressivo ainda esta em aberto.
Nesse caso, 0s pesquisadores tém buscado drogas com alta seletividade, que ndo causem
alteragcOes psicomotoras e que sejam utilizadas nas diversas patologias que expressem 0
fenotipo agressivo. Para o desenvolvimento desses estudos, a escolha de um modelo animal
viavel, de facil manipulacdo farmacoldgica e que apresentem comportamentos agressivos

bem definidos é essencial.
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1.4. ESTADO REDOX E O COMPORTAMENTO AGRESSIVO

O estado redox é definido como o equilibrio entre agentes antioxidantes e pro-
oxidantes, essa dinamica compensatoria tem o objetivo de manter a funcionalidade da
célula, garantindo o organismo mais proximo da homeostase (SIES, 2015). Em muitas
vezes € assumido que comportamentos complexos exigem alta demanda energética - a
exemplo do comportamento agressivo — e por consequéncia é observado o aumento de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s) e esses metabdlitos, em excesso, podem
desencadear fortes respostas imunoldgicas em decorréncia da ativacdo de citocinas pro-
inflamatérias (ISAKSSON et al., 2011; NEUMANN; VEENEMA; BEIDERBECK, 2010;
PATKI et al.,, 2015). Esse desequilibrio redox induz estresse oxidativo em tecidos
vulneraveis como o cérebro, gerando a peroxidacdo dos lipideos de membrana, o que
produz danos graves ou irreversiveis no tecido cerebral (GALLELLI et al., 2018). Por
isso, 0s comportamentos agressivos exacerbados podem gerar respostas imunoldgicas
descontroladas, dada as suas sequelas, é presumivel que esses comportamentos em
humanos desencadeie um desequilibrio redox prejudicial para o funcionamento celular
(MENTESANA; ADREANI, 2021; WANG et al., 2021). Reforcando essa ideia, Sloman e
colaboradores observaram que comportamentos agressivos podem influenciar ou ser
influenciados pelo estado redox cerebral (MENTESANA; ADREANI, 2021; SIES, 2015;
SLOMAN et al., 2000). Nesse sentido, ¢ importante “dissecar” os principais sistemas
neuroquimicos envolvidos e potenciais alvos terapéuticos que atuem nessa dindmica e

mitiguem os danos celulares e comportamentais atrelados a essas desordens.

Por isso, a correlacdo entre estresse oxidativo e 0 comportamento agressivo precisa
de mais investigacBes. Varios estudos ja demostraram que situagfes estressantes
desencadeiam a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, associando esse viés inflamatério
com alteracbes comportamentais como a ansiedade, agressividade e impulsividade
(COCCARO; LEE; GOZAL, 2016; PATKI et al., 2015). Além disso, em doencas
neurologicas é observado um claro desbalango redox devido as véarias disfun¢des ou mortes
celulares, concomitante a uma resposta imunoldgica exacerbada junto ao aumento das
ERO’s (BJORKLUND et al., 2020; MENTESANA; ADREANI, 2021; TANAKA;
VECSEI, 2020; WANG et al., 2021). Esses acontecimentos sdo considerados por muitos
pesquisadores como um “start” para sucessivos eventos neuroquimicos que culminam em
comportamentos patolégicos, dentre eles a agressdo (CAHILL-SMITH; LI, 2014; GU;
CHAUHAN; CHAUHAN, 2015). Nesse sentido, as pesquisas biomédicas tém direcionado
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estudos em modelos animais para investigar a correlacdo entre o estresse oxidativo e 0
comportamento. Esses estudos demostraram que farmacos com efeitos antioxidantes
reduzem comportamentos tipo-ansiedade, acGes agressivas e impulsivas, prevenindo danos
teciduais causados pelo estresse oxidativo no cérebro (ALICZKI et al., 2015;
HARTMANN et al.,, 2019; ORR et al., 2021; RODRIGUEZ-ARIAS et al., 2013;
ROHLEDER et al., 2016).

Nesse contexto, 0 SEC demonstrou ser alvo interessante na modulagéo redox do
cerebro. Palomba e colaboradores demonstraram in vitro que a ativacdo do CB1r por
ACEA preveniu o estresse oxidativo em células hipotalamicas (PALOMBA et al., 2015),
assim como uso do CBD também demostrou efeito antioxidantes em cultura de célula
(KIM et al.,, 2021). Em estudos in vivo, foi demostrado a ativacdo do CB1r reduziu
comportamentos tipo-ansiedade e atenuou os niveis de estresse oxidativo em animais que
passaram por estresse agudo (LUZ et al., 2021). Esses relatos da literatura demostram que
0 SEC participa da modulagdo comportamental como extensivamente relatado
anteriormente, além de desempenhar um papel neuroprotetor (GALLELLI et al., 2018;
PALOCZI et al., 2018). Portanto, o SEC é um forte candidato para o tratamento de
comorbidades que apresentem episodios agressivos desordenados, podendo agir através do

seu potencial antioxidante e anti-agressivo.

1.5. 0 ZEBRAFISH COMO MODELO EXPERIMENTAL PARA O ESTUDO DO
COMPORTAMENTO TIPO-AGRESSIVO

O Danio rerio (Zebrafish) é um teledsteo nativo de habitats de agua doce no sul da
Asia, no seu ambiente natural vivem em grupos com estrutura hierarquica bem definida e
estavel (TELES; OLIVEIRA, 2016). Embora a maior parte das pesquisas biomédicas com
animais até 0 momento, consista em experimentos usando modelos roedores, o zebrafish
recentemente ganhou forca como um poderoso modelo para investigar 0os mecanismos
fisiolégicos de diversas patologias (BEST; ALDERTON, 2008; WANG; CAO, 2021).
Essas possibilidades translacionais estdo baseadas nas semelhancas neuroquimicas,
genéticas e hormonais altamente conservados em compara¢do aos mamiferos, com

aproximadamente 71% de genes ortdlogos (BUSSE et al., 2020) .
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Figura 3: Danio rerio (zebrafish), linhagem Short-finn (dreamstime.com)

Em espécies gregarias, como o zebrafish, acredita-se que comportamentos agressivos
sdo recursos chaves aos individuos para ganhar e/ou manter um status social elevado, ou
seja, a posicao hierarquia (dominacdo ou subordinacdo) tem implicagfes na aptiddo e na
satde geral do individuo (FOX et al., 1997; PAULL et al., 2010; SAPOLSKY, 2005).
Sabe-se, ainda, que o zebrafish possui sistemas de neurotransmissdo primarios, como:
serotoninérgico, dopaminérgico, GABAEérgico, purinergico, catecolaminérgico, nitrérgico,
colinérgico, entre outros (RICO et al., 2011). Além de possuir sistemas neurais
conservados, o telencéfalo do zebrafish adulto possui duas subdivisbes principais: o
telencéfalo dorsal (palio) e o telencéfalo ventral (subpalio) (figura 4). O telencéfalo dorsal
¢ constituido por varios nucleos neurais: Palio medial (DM) correspondente a amigdala
mamifera e o cortex periforme; Palio dorsal (Dd) que corresponde ao isocortex de
mamifero; Palio lateral (DI) que é homologo ao hipocampo de mamifero; Palio central
(Dc); Palio posterior (Dp). O telencéfalo ventral (subpélio) é subdividido em quatro
nucleos principais: Subpélio ventral (Vv); Subpélio dorsal (\Vd), Subpalio central (Vc) e
Subpalio lateral (VI). Essas divisdes cerebrais com homologias ao SNC de mamiferos
evidencia um forte requisito para utilizagdo do modelo animal no estudo translacional de
neuropatologias (MUELLER et al., 2011).

O SEC foi descrito no zebrafish com caracteristicas funcionais e moleculares
semelhantes a de mamiferos. Krug e colaboradores realizaram um mapeamento completo
de todos os genes, proteinas e enzimas que compdem o SEC no modelo animal (KRUG,;
CLARK, 2015). Este estudo mostrou que a expressdao do CB1rs no SNC embrionério e
adulto, sendo expressos, principalmente, no Bulbo Olfatério (BO), Telencéfalo Dorsal
(TD); Telencéfalo Ventral (TV); Nucleos Habénulares (NH); Tecto Optico (TeO);
Ventriculo Tectal (VT); Nucleo Supraquiasmatico (NS); Nucleo Teniae (NT); Nucleos
Hipotaldmicos (HP); Tractus Tectobulbaris (TT); Formagdo Reticular (FR) (Figura 4)
(DEMIN et al., 2018; KRUG; CLARK, 2015; LAM; RASTEGAR; STRAHLE, 2006).



25

Notavelmente, altos niveis de expressdo do CB1r no telencéfalo dorso medial (DM),
homologo ao sistema limbico, indicam intrinsecamente seu envolvimento na modulacao
de processos cognitivos e comportamentais (DEMIN et al., 2018). Outras evidéncias
apontam que a co-expressdo de CB1r e neurdnios dopaminérgicos no hipotalamo,
representa um ndcleo importante para o controle e execucdo de movimentos (LAM,;
RASTEGAR; STRAHLE, 2006). Destaca-se, ainda, a localizagdo dessas proteinas na
matriz ventricular proliferativa sugerindo que a expressdo desse receptor esta relacionada
com a neurogénese (KRUG; CLARK, 2015). Além dessa ampla distribuicdo no encéfalo,
similarmente ao observado nos mamiferos, os pesquisadores investigaram as semelhancas
moleculares e estruturais do CB1r. Demin e colaboradores observaram que os residuos de
aminoacidos criticos que caracterizam o CB1lr estdo conservados, estando em
conformidade com a matriz de funcionalidade descrito por McPartland e Glass (2003),
essas evidéncias suportam que o CB1r do zebrafish € um homoélogo funcional do CB1r de
humanos (DEMIN et al., 2018; MCPARTLAND; GLASS, 2003).
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Expressio relativa ao CB1r
— 0.0

Figura 4: Distribuicdo anatdbmica do CB1r no encéfalo do Danio rerio, representado pela distribuicéo
em escala de densidade. Corte sagital do encéfalo (A) O Telencéfalo Dorsal (TD); Telencéfalo Ventral
(TV); Nicleos Habénulares (NH); Tecto Optico (TeO); Ventriculo Tectal (VT); Ndcleo Supraquiasmatico
(NS); Nucleo Teniae (NT); Nucleos Hipotalamicos (HP); Tractus Tectobulbaris (TT); Formagdo Reticular
(FR); Corte coronal do encéfalo (B) Palio Medial (DM) correspondem a amigdala mamifera e o cortex
periforme; Palio Dorsal (Dd) corresponde ao isocortex de mamifero; Palio Lateral (DI) é homologo ao
hipocampo de mamifero; Palio Central (Dc); Palio Posterior (Dp); Sub-pdlio ventro dorsal (\Vd). (figura:
Autor; Adaptado: MUELLER et al., 2011).



27

Em geral, essas informacdes suportam que esse modelo animal é uma ferramenta
promissora para estudar o papel do sistema endocanabindide na modulacdo de
comportamentos, devido sua homologia funcional em comparacdo aos vertebrados
superiores (DEMIN et al., 2018). Embora os roedores tenham sido bastantes utilizados
neste campo, as dificuldades metodoldgicas, logisticas e fiscais em mimetizar o ambiente
natural da espécie, expressdes limitadas do comportamento agressivo, aliado com a
sensibilidade a distarbios ambientais como luz, som, temperatura e odores torna 0 uso
desse modelo animal limitado (VAN MEER; RABER, 2005). Em contrapartida, outras
espécies de vertebrados podem ser utilizadas (com logistica menos elaborada) - a exemplo
do zebrafish - que tem sido bastante utilizado devido suas vantagens em fungédo de seu
tamanho relativamente pequeno, facil manipulacdo, tempo de geracdo curto e inicio
precoce de exibicdes de comportamentos sociais (DREOSTI et al., 2015; OLIVEIRA;
SILVA; SIMOES, 2011; PANDOLFI; SCAIA; FERNANDEZ, 2021).

Outra vantagem atribuida ao modelo do zebrafish € uma matriz comportamental
bem definida que se repete ao longo do tempo (WAY et al., 2015). Nesta espécie, 0
comportamento tipo-agressivo pode ser avaliado durante as lutas agonisticas, resultando
em uma estrutura hierarquica baseada em dominéncia. Essa estrutura social é constituida
por um individuo dominante e um subordinado, esse status é definido como consequéncia
de uma assimetria na expressdo dos parametros: Atacar, Morder, Perseguir, Recuar, Fugir
e Congelar (OLIVEIRA; SILVA,; SIMOES, 2011; TELES; OLIVEIRA, 2016). Essa
interagdo social tem base altamente estruturada, ndo aleatoria e com mecanismo regulatorio
propenso a manipulacdo farmacolodgica, sendo ideal para o estudar o comportamento e a
funcdo cerebral (OLIVEIRA; SILVA; SIMOES, 2011). Todas essas informagdes,
considerando que 0s comportamentos sociais sdo filogeneticamente conservados na
maioria das espécies, torna o zebrafish um modelo de interesse no estudo do
comportamento agressivo. Apesar de sua relevancia biol6gica e dos inUmeros estudos na
literatura dedicada ao comportamento agressivo, nem todos 0s mecanismos genéticos,
fisioldgicos e hormonais estdo elucidados (TAKAHASHI et al., 2018).

Nesse sentido, o0 modelo animal proposto para essa investigacdo, baseado na
literatura, possui indmeros requisitos que permitem seu uso para pesquisas translacionais
(DEMIN et al., 2018; MULLER et al., 2020; WANG; UEDA, 2009). Assim, este estudo
pretende avaliar a participacdo do receptor canabinoide tipo 1 (CB1r) na modulacdo do

estado redox cerebral e no comportamento tipo-agressivo em Danio rerio (zebrafish).
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2. OBJETIVO

2.1.0OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar a participacdo do receptor
canabindide tipo 1 (CB1r) no estado redox cerebral e no comportamento do tipo-

agressivo em Danio rerio (zebrafish).

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
= Avaliar os parametros agressivos-defensivos dos sujeitos apds o isolamento

social.

= Auvaliar o efeito do tratamento com agonista 0 ACEA e com antagonista AM-251

do CB1r sobre os comportamentos tipo agressivo-defensivo do zebrafish.

= Avaliar o estado redox cerebral dos individuos dominantes e subordinados
tratados com ACEA e AM-251.
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3. METODOLOGIA

3.1. ANIMAIS E ALOJAMENTO

Neste estudo foram utilizados 68 peixes da espécie Danio rerio (zebrafish) da
linhagem short-finn com peso médio de 0,3 g (+0,2) de ambos os sexos (50:50),
adquiridos de um fornecedor local (Belém — PA). Os animais foram mantidos em tanques
de 4 L (n = 8 por tanque) com sistema de filtragem mecéanica, quimica e biologica,
armazenados em prateleira Techplast, sob condicdes estaveis com ciclo claro/escuro
(14h/10h), temperatura (28° £ 2°C), pH 7 = 0,2 e condutividade de 586 S, alimentados

uma vez ao dia com ragéo comercial floculada (Tetra, Alemanha).

3.2.DROGAS E REAGENTES

Foram utilizados o agonista seletivo do receptor canabingide tipo 1 (CBLr):
(Arachidonyl-20-chloroethylamide hydrate (ACEA), 97% de pureza; CAS: 220556-69-4)
e 0 antagonista seletivo do CB1lr: (N-(piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-
dichlorophenyl)-4-methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide (AM-251), 98% de pureza;
CAS:183232-66-8) ambos adquiridos de Sigma Aldrich - S&o Paulo. Para os ensaios de
quantificacdo da peroxidacdo lipidica foram utilizados os seguintes reagentes: (N-
metilfenilindol, acido metanossulfénico e malondialdeido) e para a quantificacdo dos
niveis de tiol ndo proteico foram utilizados: [5,50-Ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) e N-

acentilcisteina] ambos adquiridos da Sigma Aldrich (Brasil) de grau analitico.

ACEA AM-251

Figura 5: Estrutura molecular dos canabindides sintéticos (HILLARD et al., 1999)
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3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para a analise do comportamento, antes das lutas, os sujeitos foram transportados
dos tanques residentes e isolados aos pares, todos padronizados quanto ao peso e tamanho.
Para o isolamento, os animais foram colocados em aquarios com uma barreira fisica opaca
fixada no meio do aparato para garantir o isolamento fisico, mas ndo quimico. Depois de
24 h de isolamento os animais foram pré-tratados via intra-abdominal (i.a) com as drogas
de interesse, ap6s 30 minutos da farmacocinética as barreiras foram removidas e as
interagOes sociais tiveram duragdo de 30 minutos conforme descrito nos estudos de
Oliveira et al., (2011). Foram filmados apenas os cinco minutos iniciais e finais e 0s
parametros atacar, morder, perseguir, recuar, fugir e congelar foram quantificados pelo
numero de ocorréncias, conforme descrito na tabela 1. Para analises dos videos,
inicialmente, os individuos foram identificados por caracteristicas morfologicas (por
exemplo, intensidade das listras laterais do corpo e anatomia das nadadeiras caudais). Os
videos foram analisados através do Software VLC Media Player e, quando foi necessério,
0 recurso de camera lenta foi utilizado para identificar comportamentos rapidos e
sucessivos e quando esses parametros ndo foram identificados, foram desconsiderados para
a andlise. Os individuos que apresentaram maior frequéncia de atos agressivos (Ataque,
mordida e perseguicdo) ou maior indice de exploracdo do aparato de teste foram

considerados dominantes.
3.4 GRUPOS E TRATAMENTOS

Os animais foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos: (a) Controle (n =
26 animais); (b) ACEA (n = 30 animais); (c) AM-251 (n = 12 animais). Os sujeitos foram
crioanestesiados e os farmacos aplicados com seringa Hamilton® via intra-abdominal:
(@) Veiculo (NaCl 0,9%); (b) agonista ACEA 1 mg/kg; (c) antagonista 0 AM-251 1
mg/kg. As drogas foram diluidas em Salina e com concentragdo final de 0,05% de
DMSO baseados nos trabalhos de Rodriguez-Arias et al., 2013 e Rodgers et al., 2005,
respectivamente. Para os ensaios bioguimicos foram utilizados (n = 10 animais para o

grupo controle; n = 10 para o grupo ACEA; n = 10 para o grupo AM-251).
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aplicagao
Intra-abdominal

Coleta dos cérebros
para analises

bioquimicas
. Aclimatagao 24 horas . .
2semanas  |solamento Farmacocinética Interagdes por
fisico 30 minutos 30 minutos
v

Drogas Agressivos Defensivos ™
\‘.
CTRL (Salina 0,9%)/n=26 ‘ Atacar | ‘ Recuar ‘ |

ACEA (1 mg/kg)/n=30 ‘ Marder | l Fugir ‘ S

AM-251 (1mg/kg)/n=12 ‘ Persequir | l Congelar ‘ Peroxidagao

Lipidica
ACEA = Rodriguez-Arias et al., 2013 Protocolo: Oliveira et al., 2011 TIOL ndo-proteico
AM-251 = Rodgers et al., 2005 Dominante ou Subordinado

Figura 6: Cronograma dos experimentos comportamentais. Aclimatac8o, isolamento por 24 h, aplicacfes
farmacoldgicas, testes comportamentais e coleta dos cérebro para ensaios bioquimicos. (Figura: Auto; Ilustracéo

produzida em BioRender.com)

Tabela 1: Pardmetros comportamentais ofensivos e defensivos observados durante interacdes sociais em
zebrafish. (adaptado: Oliveira et al., 2011)

Comportamento Descricéo

Ataque O individuo nada rapidamente em direcdo ao oponente, mas nao ocorre
nenhum contato fisico entre eles.

Morder O individuo abre e fecha a boca em contato com a superficie corporal do
oponente, geralmente perto das partes mais ventral ou posterior do corpo.

Perseguir Semelhante ao comportamento de Ataque, mas com uma perseguicdo direta
e ativa pelo agressor em direcdo ao oponente.

Recuar O peixe nada rapidamente para longe do adversario em resposta a um
Ataque ou uma mordida.

Fugir Reacdo de fuga continua em resposta a uma perseguicdo. Os peixes nadam
rapidamente para longe do agressor.

Congelar O sujeito permanece imovel com as aletas retraidas perto da parte inferior
ou perto da superficie do aquario e com a regido caudal voltada para baixo.
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3.5 ANALISES BIOQUIMICAS

3.5.1 Peroxidacdo lipidica

Este método consiste na quantificacdo dos produtos moleculares causados pelo
estresse oxidativo, permitindo inferir de forma indireta os niveis de peroxidagéo lipidica
em um tecido, utilizando o método colorimétrico descrito por Esterbauer e Cheeseman
(1990). Para essa gquantificacdo indireta, obtém-se um cromoforo estavel a partir da reagédo
do n-metil-2-fenilindol (NMFI) com o acido metanossulfénico na presenca dos produtos da
peroxidacdo lipidica, a exemplo do malondialdeido (MDA). Primeiramente, ap6s avalia¢do
comportamental, os animais foram crioanestesiados e rapidamente decapitados e seus
cérebros removidos e armazenados em micro tubos contendo 300 pL de Tampéao TRIS-
HCI e congelados a -80 °C até o momento da analise. Estas amostras foram
descongeladas, sonicadas e um volume de 50 pL foi coletado para quantificacdo de
proteinas pelo método de Bradford. O restante do homogenato foi centrifugado a 5600 rpm
a 4 °C por 10 minutos e apos a centrifugacdo, 80 pL do sobrenadante foi coletado e
adicionado em micro tubos contendo NMFI e acido metanossulfénico, os quais foram
mantidos em banho maria por 40 minutos para reagdo. Apds o tempo de reacdo, as
amostras foram pipetadas em microplacas de 96 pocos, em triplicata, e lidas no
espectofotdbmetro a 570 nm. Dados brutos: Dominante = 36,688 + 5,410 nmol/mg ptn;
Subordinando = 35,511 + 8,504 nmol/mg ptn).

3.5.2 Ensaio de Tiol Ndo Proteico (NPSH)

Este método consiste na quantificacdo de moléculas que contém o grupo sulfidrila
em sua estrutura. Dessa forma, é possivel inferir o estado redox e a capacidade redutora do
tecido fisiologico de forma proporcional a concentragdo dos niveis de sulfidrila no sistema.
Para isso, utilizamos o protocolo adaptado de Marcon et al., 2018: O procedimento para
coleta dos cérebros é o mesmo utilizado para analise da peroxidacéo lipidica. Desse modo,
um volume igual de &cido tricloroacético a 6% foi adicionado a cada amostra, que foi
subsequentemente centrifugada a 3.000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido e adicionado a 1 M de tampédo TFK (26 mM KH2PO4, 25 mM K2HPO4, pH
7,2) para reagir durante 15 min com 10 mM de 4&cido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzdico
(DTNB). A analise de NPSH subsequente foi baseada na curva padréo da N-acetilcisteina,
medida pela sua absorbancia em 406 nm, sendo corrigidos pelos niveis de proteina
determinados pelo método de Bradford. Dados brutos: Dominante=4,668 + 0,642 pumol/mg
ptn; Subordinado = 5,431+ 0,411umol/mg ptn).
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Figura 7: Desenho experimental dos ensaios bioquimicos para quantificar os niveis de peroxidacao lipidica e os
niveis de tidis ndo proteico, adaptado do protocolo de Marcon et al., 2018. (Figura: Auto; llustracdo produzida

em BioRender.com)

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como média e padrdao de erro médio (S.E.M) para os
dados comportamentais e porcentagem do controle para os dados bioquimicos. A
distribuicdo normal dos dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk. A andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguida do teste post hoc de Tukey foi aplicada para os
dados bioquimicos (Fator 1: tratamento [Controle, ACEA ou AM-251] e Fator 2: sujeitos
[dominantes ou subordinados]). Para dados comportamentais foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn para maltiplas comparagc6es. Todas as
analises foram realizadas com o software GraphPad Prism versdo 9.3.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, EUA), considerando p < 0,05.



34

4 RESULTADOS

4.1 A ATIVACAO FARMACOLOGICA DOS CB1rs MODULA O COMPORTAMENTO
TIPO-AGRESSIVO EM ZEBRAFISH.

Nossos resultados mostram no grupo controle uma organizacao hierarquica baseada
em dominancia bem estabelecida. Conforme observado na figura 8A-C, no grupo controle
0S sujeitos caracterizados como dominantes realizaram um maior numero de ataques,
mordidas e perseguicdes em relacdo aos individuos subordinados. Por outro lado, as
médias de recuo e fuga aumentaram significativamente nos animais subordinados em
relacdo aos animais dominantes (Figura 8D-E) resultados que estdo em consonancias com
0s parametros agressivos, a frequéncia de congelamentos ndo diferiu entre 0s sujeitos

(Figura 8F) e esse padrdo hierarquico esta de acordo com a literatura.

Nossos dados também mostraram, pela primeira vez, que no grupo tratado com o
ACEA, agonista seletivo do CBL1r, tiveram uma diminuicdo substancial na frequéncias
médias de ataque e mordida entre sujeitos dominantes e subordinados (Figura 8A-B) e esse
efeito nédo foi observado nas agdes do tipo perseguicao. O tratamento com antagonista AM-
251, seletivo do CB1r, ndo gerou efeito significativo em quaisquer parametros do tipo-
agressivo e na organizagdo hierdrquica em comparacdo ao controle, conforme mostrado na
figura 8A-F.

Na comparagdo entre 0s grupos, observamos que 0s sujeitos dominantes
previamente tratados com o agonista ACEA tiveram uma diminui¢do substancial nos
parametros agressivos de ataques e mordidas em comparacao aos sujeitos dominantes dos
grupos controle e AM-251 (Figura 8A-B). Este fendmeno ndo foi observado nas agdes de
perseguicao entre sujeitos dominantes do grupo ACEA em relacdo aos dominantes dos
grupos controle e AM-251 (Figura 8C). Todos os dados comportamentais estdo disponiveis

no anexo 1.
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Figura 8: Quantificagdo dos comportamentos agressivos e defensivos durante os cinco minutos iniciais
e finais do experimento: grupos CTRL (N: 26), ACEA (N: 30) e AM-251 (N: 12). Os parametros (A)
Atacar. (B) morder. (C) Perseguir. (D) Recuar. (E) Fugir e (F) congelar, foram quantificados pelo nimero de

ocorréncias. Os dados sdo apresentados como média = S.E.M., considerando p < 0,05. Foi utilizado o teste de

Kruskal-Wallis, seguido do teste pés teste de Dunn para multiplas comparag@es. ***<0,0001; ** <0,001; * <

0,05.
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31 - A ATIVACAO DOS CBlrs MODULA O COMPORTAMENTO TIPO-
AGRESSIVO ATRAVES DE UMA VIA REDOX-INDEPENDENTE.

Para avaliarmos se o estado redox cerebral € determinante para a diminuicdo do
comportamento tipo-agressivo mediado por CB1r, o estresse oxidativo foi avaliado usando
ensaios de peroxidacdo lipidica e niveis tidis ndo proteicos. Nossos dados ndo mostram
diferenca entre os sujeitos dominante e subordinado do grupo controle nos niveis cerebrais
de MDA ou NPSH, sugerindo que o estresse oxidativo ndo é determinante para o

estabelecimento da hierarquia social em zebrafish (Figura 9A-B).

Enquanto os grupos ACEA e AM-251 tiveram efeitos diferentes nos parametros
comportamentais, ambos 0s grupos apresentaram oS mesmos niveis de estresse oxidativo
cerebral para ambos o0s sujeitos. Assim, o grupo ACEA apresentou reducdo de
aproximadamente 40% nos niveis de MDA nos sujeitos dominantes e subordinados em
relagdo ao grupo controle e curiosamente o mesmo efeito foi observado no grupo AM-251
(Figura 9A).

Além disso, nos grupos ACEA e AM-251 houve um aumento aproximado de 45%
nos niveis de tidis ndo proteicos no cérebro dos animais dominantes em relagdo ao controle
dominante. (Figura 9B). Porém, nenhum efeito significativo foi observado nos niveis de
NPSH nos cérebros de animais subordinados em comparacdo ao controle (Figura 9B).

Todos os dados bioquimicos estdo disponiveis na tabela 3.
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DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que a ativagdo do CB1r modula o comportamento
do tipo-agressivo e por consequente o estabelecimento da hierarquia social do zebrafish,
por um mecanismo redox-independente. Nesse contexto, inUmeros estudos ja atestaram que
o0 isolamento social seguido das interaces agonisticas em zebrafish, resulta na organizacédo
social hierarquica baseada em dominancia, decorrente de uma clara assimetria na expressao
de comportamentos entre os sujeitos dominantes e subordinados (DE ABREU et al., 2019).
Oliveira e colaboradores observaram, utilizando este modelo animal como sistema de
estudo, um comportamento do tipo-agressivo complexo e altamente estruturado e néo
aleatorio (OLIVEIRA; SILVA; SIMOES, 2011). Esta premissa é fundamental, pois torna
0s comportamentos sociais nesta espécie adequado para andlises farmacolodgicas e
quantitativas, permitindo investigar o substrato neuronal envolvido na resolugdo dos
conflitos sociais. Por isso, baseado em estudos com modelos de roedores, formulamos a
hipdtese que o Sistema Endocanabindide pode modular a resolucdo dos conflitos sociais

em diferentes espécies.

Ao avaliarmos esses parametros em nosso trabalho, observamos que o grupo
controle apresentou uma estrutura hierarquia bem definida e estavel, semelhante aos relatos
da literatura (OLIVEIRA; SILVA; SIMOES, 2011). Nesse caso, 0s sujeitos dominantes
apresentaram maior frequéncia de acOes agressivas como ataques, mordidas e perseguigdes,
enquanto os subordinados expressaram maior nimero de comportamentos defensivos como
recuar e fugir. Esse padrdo comportamental faz-se necessario para manter a homeostase
social, impedindo que os conflitos de co-especificos perdurem por longos periodos e
ponham em risco a saude geral dos sujeitos (WATANABE; YAMAMOTO, 2015). Em
contrapartida, nossos resultados mostraram que a ativacdo do CB1r pelo agonista ACEA,
interferiu  no pleno estabelecimento da hierarquia social e na relagdo
dominante/subordinado durante as lutas sociais. Esse fendbmeno é o resultado da
diminuicdo significativa na frequéncia dos parametros de ataques e mordidas, exibidos
pelos sujeitos dominantes em comparagdo aos individuos subordinados no grupo ACEA.
Watanabe e colaboradores reforcam que comportamentos agressivos sdo recursos chaves
para a definicdo das lutas, e quaisquer alteracGes na expressdo desses comportamentos
pode significar auséncia ou instabilidade da hierarquia social (WATANABE;

YAMAMOTO, 2015). Um achado semelhante foi relatado em camundongos, mostrando
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que a ativacdo CB1r por ACEA diminuiu o comportamento agressivo exibido por animais
residentes socialmente isolados (RODRIGUEZ-ARIAS et al., 2013).

Nossos resultados corroboram, também, com os estudos de Chang e colaboradores,
no qual a ativacdo farmacologica de CB1rs pelos agonistas WIN-552122 e ACPA reduzem
comportamentos tipo-agressivo como mordidas e ataques provocados por estresse agudo
em camundongos socialmente isolados (CHANG et al., 2021). Este mesmo efeito foi
mimetizado a partir do bloqueio de enzimas que degradam endocanabindides (AEA e 2-
AG), sendo que o aumento desses ligantes enddgenos provocaram uma redugdo da
agressao impulsiva nesses animais (CHANG et al., 2021). Em outro exemplo, Hosie e
colaboradores utilizaram camundongos Neuroligin-3 (NL3?*!€) como modelo para estudar
0 transtorno do espectro autista. Estes pesquisadores observaram que ativacdo de CB1r
pelo agonista WIN-552122 atenuou a expressdo de comportamentos agressivos através da
diminuicdo da atividade sindptica excitatorias em regides como a amigdala basolateral,
reforcando a possibilidade do SEC como alvo terapéutico para tratar comportamentos

agressivos associada a neuropatologias (HOSIE et al., 2018).

Além disso, pela primeira vez, mostramos um efeito modulador do Sistema
Endocanabindide sobre comportamentos agressivos em zebrafish. Consistentemente,
observamos que 0s sujeitos dominantes tratados com o ACEA expressaram menor
frequéncia de acdes de ataque e mordia em comparagdo aos sujeitos dominantes dos grupos
controle e AM-251. Entretanto, a ativacdo do CB1r ndo exerceu efeito modulador sobre os
comportamentos de perseguicao e fuga, permitindo inferir que a hierarquia social no grupo
ACEA foi estabelecida em algum nivel. Este fato corrobora em parte com Stephen Orr e
colaboradores que, descreveram que a medida que as relacdes sociais se estabelecem entre
0s sujeitos, os padrdes de comportamento comecam a mudar para refletir a posic¢éo social.
Nesse caso, é observado um perfil de natacdo e fuga caracteristico de cada sujeito segundo
seu status social (ORR et al., 2021). Por isso, os dominantes tendem a explorar e perseguir
os subordinados durante e apds o estabelecimento da hierarquia, ganhando assim acesso
exclusivo aos dois tercos superiores do tanque experimental, por sua vez, individuos
subordinados tendem a apresentar comportamentos de fuga continua ou congelamentos,
normalmente nas extremidades do aparato comportamental (MILLER et al., 2017). Este
mesmo perfil comportamental foi observado em nossos grupos experimentais, reforgando
nossa hipotese de que a hierarquia social foi estabelecida, apesar de uma mudanca

significativa no padrdo de agressividade observado no grupo dominante ACEA.
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Este fato é bastante relevante ao demonstrar que o SEC, através da ativacdo CBL1r,
exerce um efeito anti-agressivo sem comprometer a atividade locomotora dos sujeitos. Esse
resultado é de grande interesse para esta area de investigacdo, pois 0s principais
tratamentos utilizados atualmente, para esses fins, contam com moduladores do sistema
serotoninérgicos, como mencionado na introducdo, esses estudos indicam que a diminuicéo
da agressividade estda associada a déficits locomotores, baixa interatividade,
comportamento estereotipados, respostas com maior laténcia a estimulos, entre outros
(MICZEK et al., 2007). Por isso, nossos dados corroboram, em parte, com estudos de
Hartmann e colaboradores que ao utilizarem o fitocanabinoide CBD observaram um efeito
anti-agressivo em camundongos socialmente isolados, efeito ndo associado a déficits
locomotores dos individuos (HARTMANN et al., 2019).

Neste mesmo estudo, os pesquisadores mostraram que a administracdo aguda do
antagonista AM-251 ndo induziu nenhuma alteragdo comportamental em camundongos
socialmente isolados (HARTMANN et al., 2019). Assim, um efeito semelhante foi
observado em nosso estudo, no qual o blogueio putativo de CB1r pelo AM-251 néo
influenciou o comportamento do tipo-agressivo em comparagdo ao grupo controle. 1sso
sugere que 1) o CB1r modula o comportamento agressivo através de uma acao fasica em
vez de tbnica, ou 2) os CB1r ndo sdo os tnicos moduladores desse comportamento, e varios

mecanismos compensatorios podem fornecer um controle homeostatico de sua expressao.

De fato, o SEC interage com varios sistemas de neurotransmissdo para evocar uma
resposta fisiologica (SORIA-GOMEZ et al., 2017). No contexto da agressividade, a
serotonina (5-HT) desempenha um papel significativo na expresséo desse comportamento,
pois os altos niveis extracelulares de 5-HT no cérebro estdo associados uma baixa
agressividade em roedores e tele6steos (NELSON; CHIAVEGATTO, 2001;
THEODORIDI; TSALAFOUTA; PAVLIDIS, 2017). Por isso, a explicacdo mais racional
para tal fenémeno foi relatado por Hartmann: A ativacdo do CB1r induz indiretamente
liberacdo de serotonina, enquanto o blogqueio desse receptor pelo AM-251 ndo exerce efeito
contrario, sugerindo uma acgdo fasica do CB1r sobre a expressdo da agressividade
(HARTMANN et al., 2019). Em nosso organismo modelo, os CB1r estdo amplamente
distribuidos no hipotalamo, habénula, telencéfalo dorso-medial (regido homologa a
amigdala mamifera), telencéfalo lateral (homologo ao hipocampo mamifero), aliado com
projecdes de neurbnios serotoninérgicos ao telencéfalo reforca a hipotese que o SEC

desempenha um protagonismo na modulacdo de comportamentos sociais, como
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extensivamente relatado em roedores (LAM; RASTEGAR; STRAHLE, 2006). Portanto,
mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar o papel do SEC na modulacdo da

neuroquimica da agressividade, sendo o zebrafish um modelo animal ideal para esses fins.

Outro fator relevante nos estudos do comportamento agressivo € investigar as
consequéncias fisioldgicas nos individuos ap0Os episédios agressivos adaptativos ou
patoldgicos. Nesse contexto, retomando a informacdo que comportamentos complexos
exigem alta demanda energética, alguns estudos relatam que o aumento de ERO’s podem
atingir vérios tecidos do organismo e o mais susceptivel € o cérebro, devido sua
vulnerabilidade e sua alta exigéncia metabdlica (ISAKSSON et al., 2011). Por isso, 0
estresse oxidativo ganhou notoriedade e tem sido associado como causa ou consequéncia
de indmeros disturbios comportamentais, como: ansiedade, depressdo, agressividade,
impulsividade (PATKI et al., 2013, 2015). Apesar do grande nimero de estudos nesta area
de investigacdo, ainda ndo esta claro como as ERO’s podem desencadear comportamentos
disruptivos. A hipotese mais aceita postula que essas moléculas pro-oxidantes geram fortes
respostas imunoldgicas e esses eventos culminam em comportamentos patologicos e essa
sucessdo de eventos pode transformar-se em ciclo-dependente (LARSON; O’MALLEY;
MELLONI, 2006; PATKI et al., 2015). Portanto, investigar quais 0s sistemas
neuroquimicos e moleculares envolvidos nessa dindmica é importante para desenvolver

terapias eficazes.

Este fato nos fez formular nossa segunda hipotese: o estresse oxidativo implica no
estabelecimento da hierarquia social e na relagdo dominante/subordinado? Nossos
resultados sugerem que o estado redox cerebral do zebrafish ndo € um fator determinante
para o estabelecimento de uma hierarquia social. Observamos, assim, que o grupo controle
ndo apresentou diferenca nos niveis de peroxidacdo lipidica entre dominantes e
subordinados. Este resultado contrasta com alguns achados na literatura, Sapolsky e
colaboradores, por exemplo, demonstraram que individuos subordinados apresentam altos
niveis de estresse oxidativo cerebral e a longo prazo essas implicacdes prejudicam a saude
geral do individuo (SAPOLSKY, 2005). Em nosso estudo essa diferenca redox nédo foi
observada, ambos 0s sujeitos apresentaram niveis de estresse oxidativo semelhante,
descartando a hipotese de uma intervencgdo na interagdo social. Apesar de nossos resultados
refutarem alguns estudos, nossos dados corroboram com trabalhos de Filby e colaboradores
que postulam que os individuos (dominante e subordinado) sofrem os mesmos niveis de

estresse agudo durante as lutas agonisticas (FILBY et al., 2010). Este fato pode explicar o
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fendmeno observado no grupo controle e pode ser o resultado da metodologia adotada no
presente estudo, sendo necessarias analises durante um periodo mais longo para observar
possiveis diferencas fisioldgicas entre os sujeitos. Nosso estudo, nesse contexto, mostra-se
ideal para analisar o efeito de episodios agressivos agudos e determinar os principais

sistemas neuromoduladores envolvidos nesses comportamentos.

Ademais, observamos uma reducdo nos niveis de peroxidacdo lipidica, em ambos
0s sujeitos, nos grupos ACEA e AM-251 em comparagdo ao grupo controle. Este dado
curioso corrobora, parcialmente, com outros achados que observaram associacdo entre a
ativacdo do CB1r e um efeito antioxidante, tanto em modelo in vitro e in vivo (LUZ et al.,
2021; PALOMBA et al., 2015). Nesse caso, o papel modulador do SEC sobre a
homeostase oxidativa pode ser explicada pela presenca de CB1r na membrana externa de
mitocondrias, implicando diretamente no funcionamento dessas organelas que
desempenham um papel chave no equilibrio energético e redox das células (BENARD et
al., 2012). Em contrapartida, varios relatos ttm demonstrado um papel oposto do CB1r na
modulacdo do estado oxidativo, promovendo um aumento nos niveis de ERO’s (PALOCZI
et al., 2018). Tais efeitos diversos e contrastantes do SEC derivam de diferentes abordagens
metodoldgicas (doses, concentragdes e protocolos utilizados), bem como da grande
complexidade do sistema, que estd presente em diferentes compartimentos celulares, tipos
celulares e amplamente expresso em todo o cerebro (REY et al., 2012). Nossos dados
mostram essa dinamica altamente complexa do sistema endocanabindide, por isso, tanto o
blogueio quanto a ativagdo dos CB1r aparentemente tiveram o mesmo efeito sobre os
niveis de peroxidacdo lipidica, mesmo que esse fendmeno esteja acompanhado de

diferencas comportamentais entre os grupos ACEA e AM-251.

Nossa outra hipétese para explicar a diminuicdo dos niveis de peroxidagéo lipidica no
grupo tratado com o agonista e antagonista, postula que a ativagcdo ou o blogueio CB1r
pode favorecer o aumento de disponibilidade de endocanabindides (AEA ou 2-AG) que ao
serem sintetizados sob demanda, podem ligar-se aos receptores CB2. Este receptor, como
relatado na introducdo, faz parte do sistema imune e inumeros relatos na literatura
vinculam a agdo dessas proteinas a protecdo contra agentes pro-oxidantes (JAVED et al.,
2016). Nesse estudo, Javed e colaboradores relatam que o CB2r exerce um papel
neuroprotetor através da micrdglia, prevenindo contra 0 estresse oxidativo e
consequentemente atenuando niveis elevados de peroxidacdo lipidica (JAVED et al.,

2016). No entanto, mais estudos séo necessarios para isolar esse fendmeno, utilizando um
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co-tratamento com agonista do CB1r e o antagonista do CB2r para elucidar por qual via ou

mecanismo este efeito antioxidante esta de fato acontecendo.

Além disso, observamos que esse efeito contrastante da ativacdo ou bloqueio do
CB1r exerceu uma acdo semelhante nos niveis de tidis ndo-proteicos nos individuos
dominantes dos grupos tratados com ACEA e AM-251. Este fato curioso desperta ainda
mais o interesse para elucidar a particularidade desse fendmeno sobre os animais
dominantes e ndo nos subordinados. Este resultado pode ser explicado pela capacidade de
sujeitos dominantes recuperarem a homeostase fisioldgica, como relatado em estudos de
Filby e colaboradores, no qual observaram que alto status social esta atrelado a uma rapida
recuperacdo da saude geral do individuo, permitindo que esses sujeitos mantenham-se no
topo da hierarquia social (FILBY et al., 2010). Entretanto, nos trabalhos de @verli e
colegas, ndo fica claro se a propria classificacdo social é a causa ou consequéncia das
diferengas observadas na fisiologia e do comportamento entre individuos dominantes e
subordinados (JVERLI et al., 2004). Nesse caso, investigar como o bloqueio ou a
ativacdo do CB1r potencializa esse efeito pode elucidar os substratos neuronais envolvidos
na agressdo social e como essa dinamica pode modular a saude geral do individuo. Nessa
perspectiva, nossos dados reforcam que o SEC possui um papel relevante na dindmica
comportamental, sendo um alvo terapéutico em potencial para tratar distarbios agressivos

em condigdes basais ou patologicas.
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CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo mostra que a ativagdo do CB1r modula o
comportamento tipo-agressivo e interfere parcialmente no estabelecimento da hierarquia
social, através de uma via redox-independente. Sugerimos, assim, que o zebrafish é um
modelo adequado para estudar o papel modulador do SEC no comportamento tipo-
agressivo baseado no estudo das interagcbes sociais presente na espécie. Assim, 0
tratamento agudo com alvo ao CB1r é uma ferramenta neurofarmacoldgica atil para
elucidar o papel do SEC na interagdo social e no comportamento agressivo, permitindo
translacionar com inumeras patologias que tenham a agressividade como desordem

comportamental.
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ANEXO 1: Dados comportamentais.

Atacar
Morder
Perseguir
Recuar
Fugir
Congelar

Atacar
Morder
Perseguir
Recuar
Fugir
Congelar

Atacar
Morder
Perseguir
Recuar
Fugir
Congelar

Média
39.38
23.54
58.62
9.53
13.15
2.23

Média
6.67%
6.20%
29.07
5.80
3.86
3.80

Média
39.50
30.83
54.33
10.83
19.50
2.833

Grupo Controle

Dominante Subordinado
E. P da média Média E. P da média
+7.08 4.69" +1.50
+5.73 4.84" +2.55
+10.79 13.15" +4.83
+3.87 62.92 +11.55
+4.83 58.62 +10.80
+0.75 3.462 +0.74
Grupo ACEA
Dominante Subordinado
E. P da média Média E. P da média
+1.50 2.83" +1.13
+2.39 8.00P +5.68
+7.11 19.50 +9.39
+2.27 70.33 +12.9
+1.57 54.33 +13.0
+0.58 4,16 +1.07
Grupo AM-251
Dominante Subordinado
E. P da média Média E. P da média
+11.53 2.83¢ +1.13
+3.77 8.00° +5.68
+13.00 19.50 +9.39
+5.64 70.33 +12.9
+9.39 54.33 +13.0
+0.79 4.16 +1.07

Tabela 2: Quantificacdo dos comportamentos agressivos e defensivos durante os cinco minutos iniciais
e finais do experimento comportamental para os grupos CTRL (N: 26), ACEA (N: 30) e AM-251 (N:
12). Os parametros Atacar, Morder, Perseguir, Recuar, Fugir e Congelar foram quantificados pelo nimero de
ocorréncias. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média, considerando p < 0,05. Foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido do teste pos-teste de Dunn para multiplas comparagdes. *p < 0,05
vs DOM+CTRL; #p < 0,05 vs DOM+CTRL; ?p < 0,05 vs DOM+AM-251; ®p < 0,05 vs DOM+ACEA; °p <

0,05 vs DOM+AM-251. DOM: Dominante; CTRL: Grupo de controle.
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LPO
Dominante
% Desvio Padrdo
Controle 100 +6.16
ACEA 64.68" + 3.56
AM-251 63.96" +4.50
NPSH
Dominante
% Desvio Padrdo
Controle 100 +6.59
ACEA 145.622 + 15.05
AM-251 153.91°2 +12.05

Subordinado

% Desvio Padrédo

100 + 3.38
53.25% +4.22
59.93% +1.60

Subordinado

% Desvio Padrédo

100 +10.71
115.19 + 8.65
108.30 + 8.88

Tabela 3: Niveis de MDA e NPSH no cérebro do zebrafish. CTRL (N: 10), ACEA (N: 10) e AM-251 (N:

10). Os valores foram expressos em porcentagem do controle + erro padrdo, considerando p < 0,05. Foi

utilizado andlise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida dos pos-teste de Tukey para multiplas
comparagbes. *p < 0,05 vs DOM+CTRL; #p < 0,05 vs SUB+CTRL; % < 0,05 vs DOM+CTRL. DOM:

Dominante; CTRL: Grupo de controle
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