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Resumo



A substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdl) ¢ uma estrutura
mesencefalica que circunda o aqueduto cerebral e estd envolvida na modulagdo de
comportamentos como dor e analgesia, medo ¢ ansiedade, além de participar no controle
cardiovascular. A ativa¢do de receptores CB1 nesse local pela administragdo de anandamida
(AEA) produziu efeitos ansioliticos em ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado. O
objetivo deste trabalho foi o de verificar se a administragdo de AEA na SCPdl também
poderia produzir efeitos ansioliticos em dois outros modelos animais, o teste de conflito de
Vogel ¢ o medo condicionado ao contexto. Também verificamos se estes efeitos seriam
reproduzidos pela facilitacdo local da neurotransmissdo mediada por endocanabindides e se
eles seriam mediados por ativacdo de receptores CB1. Ratos Wistar machos (n=5-7) com
canulas direcionadas a SCPdl receberam uma primeira microinje¢do de veiculo ou AM251
(antagonista de receptores CB1, 100 pmol/0,2 pL) seguida, 5 min ap6s, por uma segunda
microinjecdo de veiculo, AEA (5 pmol/ 0,2 uL) ou AM404 (inibidor de metabolismo e
recaptagdo da AEA, 50 pmol/0,2 pL). No modelo de medo condicionado ao contexto foram
avaliadas as respostas comportamentais (congelamento) e cardiovascular (pressao arterial
média e frequéncia cardiaca) de animais re-expostos a um contexto no qual haviam recebido
48 h antes choques elétricos nas patas. No teste de Vogel os animais foram privados de dgua
por 24 h e pré-expostos ao aparato onde poderiam beber livremente por 3 min. Apds 24 h
adicionais de privagdo, eles receberam os tratamentos farmacologicos e ap6s 10 min foram
colocados na caixa de experimentacdo. Nessa caixa eles recebiam um choque elétrico na
lingua através do bico do bebedouro a cada 20 lambidas. No teste de Vogel, a AEA ¢ o
AM404 aumentaram o numero total de lambidas punidas. Este efeito foi bloqueado pelo
antagonista de receptores CB1, AM251. No condicionamento aversivo ao contexto, a AEA e
0 AM404 reduziram o tempo de congelamento e as respostas cardiovasculares causadas pela

exposicdo ao contexto aversivo. Estes efeitos também foram bloqueados por AM251. Essa



droga, por si s0, nao produziu nenhum efeito nos dois modelos. Estes resultados sugerem que
o sistema canabindide enddégeno localizado na SCPdI participa da modulagdo de reagdes

defensivas.



Abstract



The dorsolateral periaqueductal gray (dIPAG) is a midbrain region that surrounds the
cerebral aqueduct and participates in the modulation of behaviors as pain and analgesia, fear
and anxiety, besides participation in cardiovascular control. The activation of CB1 receptors
by the administration of the endocannabinoid anandamide (AEA) into this structure induces
anxiolytic-like effects in the elevated pus-maze. The aim of this work was to verify if AEA
microinjection into the dIPAG would also evoke anxiolytic-like effects in two other models of
anxiety, contextual fear conditioning and Vogel conflict test. We also verified if AEA effects
could be replicated by facilitation of local endocannabinoid neurotransmission and if they
depend on activation of CB1 receptors. Male Wistar rats (n=5-7) with cannulas aimed at the
dIPAG were used. The animals received a first microinjection of vehicle or AM251 (CBI-
antagonist; 100 pmol/0,2 pL) into the dIPAG followed, 5 min later, by a second
microinjection of vehicle, AEA (5 pmol/ 0,2 uL) or AM404 (an inhibitor of AEA metabolism
and uptake, 50 pmol/0,2 pL). Behavioral activity (freezing) and cardiovascular response
(mean arterial pressure and heart rate) of rats re-exposed to a context where they had received
48 h before electrical foot shocks were evaluated 10 min after the last injection. In the Vogel
test the animals were water deprived for 24 hours and pre-exposed to the apparatus where
they were allowed to drink for 3 min. After another 24 hours of water deprivation, they
received the microinjections and after 10 min were placed into experimental box. In the box
they received an electrical shock in the spout of a drinking bottle at every twenty licks. In the
Vogel test, AEA and AM404 increased the total number of punished licks. In conditioned
animals, AEA and AM404 reduced freezing duration and cardiovascular responses caused by
aversive context re-exposure. These effects were blocked by pre-administration of AM251.
AM251, by itself, had no effects in any test. These results suggest that endogenous

cannabinoid system in the dIPAG cam modulate defensive responses.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ansiedade e seus substratos neurais

O comportamento defensivo ¢ uma reagdo do organismo a perigos reais ou potenciais.
Essa reacdo ¢ especifica para diferentes situagdes de perigo e pode variar, de acordo com a
intensidade do estimulo, de respostas sutis, como avalia¢ao de risco frente a perigos potenciais até
a uma resposta de panico frente ao ataque de um predador (Blanchard et al., 1986; Carobrez,
2003).

Segundo a defini¢do classica do psiquiatra Aubrey Lewis, a ansiedade humana ¢ um
“estado emocional vivenciado com a qualidade subjetiva de medo, desagradavel, dirigido para o
futuro, desproporcional a uma ameaga reconhecida, com desconforto somatico subjetivo e de
alteragdes somaticas manifestas” (citado em Gentil, 1994). A ansiedade pode ser considerada
como emocao essencial dentro do repertorio afetivo do ser humano, na medida em que contribui
para a execucdo de tarefas motoras e cognitivas (Graeff, 1993). Assim, caracteriza-se como
fenomeno adaptativo, uma vez que aperfeicoa os recursos do individuo frente ao ambiente.

A ansiedade em animais é uma emog¢do semelhante ao medo, entretanto modificagdes da
teoria classica do sistema de inibi¢do comportamental proposta por Gray e McNaughton (Gray e
Mcnaughton, 2000) sugerem que hé distin¢ao entre os dois comportamentos (Mcnaughton e Corr,
2004). O medo ¢ fruto de uma ameaga definida enquanto a ansiedade ¢ fruto de perigo incerto ou
desconhecido. O medo envolve reacdes de luta ou fuga ou congelamento, ¢ insensivel a drogas
ansioliticas da classe dos benzodiazepinicos e tem a func¢do adaptativa de deslocar o animal para
longe da fonte do perigo. Por outro lado, a ansiedade aumenta a avaliagdo do risco pelo animal,
desta maneira tem a funcdo de mover o animal em direcdo ao perigo, € ¢ sensivel aos
benzodiazepinicos.

Além das manifestagdes comportamentais, a ansiedade e o medo produzem intensas

alteracdes fisiologicas, com ativagdo do sistema simpatico e parassimpatico. Durante o
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comportamento de congelamento, ocorrem tremores musculares, exoftalmia, aumento da
motilidade gastrointestinal e urgéncia para mic¢do ¢ defecacdo. No comportamento de fuga,
observam-se alteragdes nas freqiiéncias respiratéria e cardiaca, aumento de pressdo arterial e
hiperventilagdo (Schenberg et al., 2001). Ainda, de maneira similar a0 que se observa em
situacdes de estresse, hd niveis plasmaticos aumentados de hormonio adrenocorticotrofico
(ACTH) e de corticosterdides (Lopez-Figueroa et al., 1998).

O conhecimento atual das estruturas envolvidas na regula¢do da ansiedade baseia-se tanto
em evidéncias clinicas quanto experimentais obtidas em seres humanos e em animais de
laboratério. A ansiedade ¢ um tipo de emocdo e, portanto, as estruturas cerebrais implicadas
fazem parte do sistema limbico ( para revisdo, ver Graeff e Guimaraes, 1999). Os circuitos neurais
envolvidos na mediagdo da ansiedade e do medo sdo diferentes. Quando o animal evita a fonte de
ameaga, acredita-se que sejam ativadas preferencialmente regides como o cortex cingulado
anterior, a amidala, o hipotalamo medial e a substancia cinzenta periaquedutal (SCP). Entretanto,
quando o animal se aproxima da fonte de ameaga, ativam-se o cortex cingulado posterior € o
sistema septo-hipocampal (Gray e Mcnaughton, 2000).

A observagdo de que o estimulo das por¢des dorsolateral e dorsal da SCP causa aversao
em animais ¢ medo e ansiedade em humanos indica que esta regido ¢ uma importante ligagdo na
circuitaria encefalica que processa o medo e a ansiedade. Varios estudos indicam o envolvimento
da SCP nestas emogdes. Ratos expostos a um gato apresentam comportamento de congelamento,
além de importante condicionamento contextual ao local onde a exposi¢do ocorreu e se tornam
menos responsivos a estimulos dolorosos (Lester e Fanselow, 1985; Blanchard et al., 1998;
Blanchard & Blanchard, 1971; Blanchard et al., 1976). Tanto o congelamento quanto a analgesia
causados por essa exposicao sdao reduzidos apods lesdo da amidala (Blanchard e Blanchard, 1972)
ou por lesdes na SCP (Fanselow, 1991).

A SCP, juntamente com a amidala e o hipotalamo, faz parte do sistema cerebral de defesa

(Graeft, 1990), que ¢ o principal substrato neural para a expressdo de alteragdes comportamentais
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e neurovegetativas frente a estimulos aversivos. A SCP ¢ uma estrutura mesencefalica que
circunda o aqueduto cerebral e ¢ dividida ao longo do eixo rostro-caudal em colunas dorsomedial,
dorsolateral (dl), lateral ¢ ventrolateral (Bandler et al., 1991; Carrive ¢ Bandler, 1991; Carrive,
1993). Devido as conexdes reciprocas entre a SCP e o sistema limbico prosencefalico, ¢ postulado
que a SCP pertenga a area limbica mesencefalica (Nauta, 1958).

Foram descritas diversas proje¢des aferentes para a SCP provenientes do tronco encefalico
(I6cus coeruleus, por exemplo), da medula espinhal, de areas diencefalicas e telencefélicas
(hipotalamo, nticleos central e basolateral da amidala, estria terminal, giro do cingulo e diferentes
areas corticais) (Mantyh, 1982a; 1982b). Segundo este mesmo autor, a SCP atua como integrador
entre areas prosencefalicas, tronco cerebral e sitios medulares e, dessa forma, essa estrutura tem
sido relacionada ao substrato neural responsavel pela coordenacdo de diversas fungdes, como
respostas nociceptivas (dor e analgesia), comportamentos defensivos e relacionados a ansiedade,
controle cardiovascular e respiratorio, vocalizagdes e comportamentos sexuais (Bandler et al.,

2000).

1.2 O sistema canabindide

O uso medicinal e recreacional da marijuana (maconha) tem sido praticado por varios
séculos, embora as intensas pesquisas sobre o mecanismo de ag¢do de preparagdes de Cannabis
sativa tenham comegado somente em 1964, quando a estrutura do principio psicoativo da planta, o
A’(-)-tetrahidrocanabinol (A’ — THC ou THC) foi caracterizada (Di Marzo et al., 1998).

Em 1848, um comentario da British Pharmacopeia resumiu quase precisamente os efeitos
psicotropicos da Cannabis e apontou seu mérito como analgésico e antiespasmodico (Piomelli,
2003): “Numerosos observadores t€ém descrito que a maconha indiana produz nos nativos do leste
que a usam familiarmente em vez de solugdes alcodlicas intoxicantes, algumas vezes um estado
de devaneio agradavel pesado, cansativo, do qual um individuo pode facilmente despertar para

(...) um estado algumas vezes alegre, inebriante, levando a ele dancar, cantar, rir, provocando um
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desejo pelo venéreo e aumento do desejo por comida, ou um estado algumas vezes briguento, de
bebedeira, levando a atos de violéncia. Durante essa condi¢do, a dor € amena e o espasmo cessa
(...). Em conjunto, ¢ um remédio que merece uma pesquisa mais extensa do que qualquer uma até
agora instituida”. (Christison, 1848).

Alguns pesquisadores admitiam a idéia da existéncia de receptores responsaveis pela
mediacdo da maioria dos efeitos do THC e da maconha nos tecido central e periférico. A
identificacdo do THC levou a sintese de ligantes canabindides de alta afinidade que, por sua vez,
possibilitaram a clonagem dos receptores CB1 a partir de cérebro de rato (Matsuda et al., 1990) e
de receptores CB2 a partir de bago e de uma linhagem de células humanas leucémicas
promielociticas de ratos (Munro et al., 1993). Os receptores CB1 sdo expressos primariamente no
sistema nervoso central (SNC) e medeiam muitos, se nao todos, os efeitos psicotropicos e
analgésicos classicamente associados com agonistas canabindides (Gonsiorek et al., 2000).
Inicialmente acreditava-se que o receptor CB2 era quase exclusivamente expresso em células
imunes periféricas (Galiegue et al., 1995; Schatz et al., 1997), mas hoje ja se sabe que este
receptor e seus transcritos sdo amplamente distribuidos no encéfalo, embora em niveis inferiores
ao CB1 (Onaivi, 2006; Onaivi et al., 2006).

Sabe-se hoje que os receptores canabindides localizam-se pré-sinapticamente, sao
acoplados a proteina G e iniciam diferentes vias de sinalizagdo, incluindo a inibi¢do da adenilato
ciclase (Howlett e Fleming, 1984) e regulagdo de canais idnicos, inibindo canais de Ca"
voltagem-dependentes (tipo N, P/Q) e ativando correntes retificadoras de entrada de K™ (Mackie,
20006), ou seja, sua ativacao leva a inibi¢do da neurotransmissao.

No SNC, os receptores CB1 sdo amplamente expressos no hipocampo, cortex, cerebelo e
ganglios da base (Herkenham et al., 1991; Matsuda et al., 1993; Tsou et al., 1998),
presumivelmente relacionando-se aos notaveis efeitos do THC sobre a memoria e cognigado, sendo
o receptor metabotropico acoplado a proteina G mais abundante no encéfalo de mamiferos

(Herkenham et al., 1990). Ja os receptores CB2 estdo localizados em células (linfocitos T e B,



21

macrofagos) e tecidos (bago, tonsilas, linfonodos) imunes e, no encéfalo, em células da microglia
perivasculares, células endoteliais vasculares e em certas subpopulagdes de neurdnios. Apods a
clonagem e caracterizagdo molecular de CB1, bem como do mapeamento de sua distribui¢do no
cérebro (Matsuda et al., 1990; Herkenham et al., 1991), e mais tarde do receptor CB2 (Munro et
al., 1993), ndo so6 se estabeleceu o mecanismo de agdo do THC, assim ampliando o
desenvolvimento de agonistas e antagonistas seletivos para os subtipos de receptores, mas
também levou alguns pesquisadores a pensarem se ndo haveria, entdo, ligantes endogenos
seletivos para receptores canabinodides, que mimetizariam as agées do THC. Assim, iniciou-se a
busca por ligantes canabinodides derivados do cérebro, os canabindides endogenos.

Assim, foi demonstrado que tecidos de mamiferos podem produzir agonistas enddgenos
para estes receptores, todos os quais sdo derivados do acido araquidonico (Di Marzo et al., 1998;
Mechoulam et al., 1998; Hillard, 2000). Em 1992, o primeiro composto (amida do acido
araquidonico com etanolamina ou N-aracdoniletanolamina) foi isolado a partir do cérebro de
porcinos (Devane et al., 1992) e denominado de anandamida (AEA) a partir do significado
Sanscrito de “ananda”, “felicidade serena”, e caracterizado como um ligante endogeno.
Posteriormente, outro ligante endogeno, o 2-aracdonilglicerol (2-AG), também foi isolado
(Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995) a partir de estomago canino. A AEA e o0 2-AG, e
mais tarde outros agonistas enddgenos identificados, foram denominados de endocanabinoides
(eCBs).

Os eCBs sao ligantes lipidicos para os receptores CB1 e CB2, sdo produzidos sob
demanda, de maneira local e temporalmente regulada por processos dependentes de calcio
(Piomelli, 2003), ¢ modulam a liberagdo de neurotransmissores, assim exercendo varias agdes,
como fungdes motoras, processos cognitivos, emocao, percep¢ao sensorial e fungdes endocrinas e
ingestdo alimentar (Mackie, 2006). Dada a localizacdo pré-sinaptica dos receptores CBI,
juntamente com suas agdes principalmente inibitorias, os canabindides tém sido propostos como

moduladores locais retrogrados, com importante papel na modulagdo de fungdes fisiologicas
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essenciais e contribui¢do em diversos fendmenos de plasticidade sinaptica (Ohno-Shosaku et al.,
2001; Piomelli, 2003).

A sintese de AEA, ao contrario da sintese da maioria dos neurotransmissores, da-se a
partir da hidrolise do precursor fosfolipidio N-araquidonoil-fosfatidietanolamina (NArPE) pela
enzima fosfolipase D (Di Marzo et al., 1994). Foi demonstrado que baixas doses de AEA sdo
capazes de reproduzir a maioria dos efeitos comportamentais tipicos do THC em roedores, que
sdo, por exemplo, inibicdo da atividade locomotora, analgesia no teste da placa quente e
hipotermia retal (Fride e Mechoulam, 1993), embora o THC seja agonista pleno de receptores
CBI1 (Devane et al., 1992) e a AEA seja agonista parcial (Mackie et al., 1993), mas mais seletiva
do que o THC (Mukhopadhyay et al., 2002). Desta forma, a AEA compartilha com o THC as
mesmas a¢des mediadas por proteina G sobre a adenilato ciclase e canais de Ca™: pela ativagio
dos receptores CB1, a AEA reduz a atividade da adenilato ciclase, inibe atividade de correntes de
Ca'? e ativa correntes retificadoras de entrada de K+, desta forma reduzindo a excitabilidade
neuronal e liberacdo de transmissores e afetando a expressdo génica (Mackie e Hille, 1992; Felder
et al., 1993; Fride e Mechoulam, 1993; Mackie et al., 1993; Felder et al., 1995; Mackie et al.,
1995).

Ainda, a AEA possui todos os critérios-chave para uma substancia ser considerada um
eCB (Devane et al., 1992); ¢ liberada sob demanda por neurdnios estimulados, ndo armazenada
em vesiculas como os neurotransmissores classicos (Di Marzo et al., 1994; Giuffrida et al., 1999),
ativa receptores canabinodides com alta afinidade (Devane et al., 1992) e ¢é rapidamente eliminada,
ao contrario dos canabinoides derivados da planta que possuem acdo longa, através de um
processo de duas etapas, que consiste de um transporte mediado por um carreador especifico na
membrana (AMT — anandamide membrane transporter) (Beltramo et al., 1997), seguido por
rapida hidrodlise intracelular em compostos inativos pela enzima FAAH (fatty acid amide
hydrolase), uma hidrolase serina ligada a8 membrana intracelular (Deutsch e Chin, 1993; Hillard et

al., 1995; Ueda et al., 1995).
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A captacdo de AEA é um processo independente de Na* que preenche os quatro critérios
que definem transporte através de carreador: alta afinidade, dependéncia de temperatura,
seletividade e saturagdo de substrato (Beltramo et al., 1997; Hillard et al., 1997). Além do mais, o
transporte de AEA pode ser inibido farmacologicamente por varios compostos, como pelo N-(4-
hidroxifenil) araquidonoilamida, ou AM404. A habilidade do inibidor do AMT, o AM404, de
bloquear a captagdo de AEA tem sido demonstrada in vitro através do uso de neurdnios de
encéfalo de rato em cultura (Beltramo et al., 1997), astrocitos humanos (Piomelli et al., 1999),
1999) e pedagos de encéfalo de ratos (Beltramo et al., 2000). Além do mais, experimentos in Vivo
tém demonstrado que o AM404 aumenta e prolonga varias respostas farmacoldgicas promovidas
pela AEA exdgena (Beltramo et al., 1997; Calignano et al., 1997).

Apés a internalizacdo da AEA pelo AMT, esta ¢ hidrolisada a acido araquidonico e
etanolamida pela enzima FAAH. Esta enzima ¢ amplamente distribuida no encéfalo de ratos,
sendo expressa em altas concentragdes nos corpos celulares e dendritos de varios neurdnios. Foi
demonstrado em estudo de imunorreatividade de corpos celulares 8 FAAH que estes estdo
expostos a terminais axonais positivos para receptores CB1, em estruturas como o hipocampo,
neocortex e cerebelo, indicando que a FAAH ndo s6 regula a inativacdo de AEA como o faz
principalmente pds-sinapticamente (Tsou et al., 1998; Egertova et al., 2003).

Frente a essas observagoes, ¢ possivel imaginar que a contribuicdo do sistema eCB no
controle das fungdes nervosas in vivo pode ser verificada utilizando antagonistas de receptores
CB1, como o rimonabant (SR141716A), bem como inibidores do metabolismo ou do transporte
através da membrana, ou por estabelecer relagdes causa-efeito entre os eventos fisiologicos e
alteragdes nos niveis de eCBs (Di Marzo et al., 1998).

1.3 Os canabinodides e a modulagdo do comportamento: participacdo da SCP

A maioria dos efeitos psicoldgicos dos canabindides sdo bifasicos e bidirecionais
dependendo de como ¢ administrada, da dose, personalidade, grau de tolerancia e varios outros

fatores ambientais e individuais. Como ja citado, os efeitos agudos do THC em sujeitos normais
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podem ir de euforia, relaxamento, excitagdo, aumento da percep¢do e¢ aumento da atividade
motora a disforia, ansiedade, sedagdo, distor¢ao da percepgao e descoordenacao (Paton e Pertwee,
1972; Paton, 1973; Ashton et al., 1981; Viveros et al., 2005; Pacher et al., 2006). A ampla e
heterogénea distribuicdo dos receptores CB1 através do sistema nervoso central e suas acoes
diferenciais nessas regides podem ser responsaveis pela diversidade de reacdes observadas, que
podem tanto ser reac¢des ansioliticas quanto ansiogénicas e panicogénicas (Zuardi et al., 1982;
Hall e Solowij, 1998), mas também tem sido proposto o envolvimento de outros sistemas, como o
opidide, o serotoninérgico e o vanildide, nessas agdes contraditérias (Bisogno et al., 2001;
Berrendero e Maldonado, 2002; Marin et al., 2003; Marco et al., 2004). Desta maneira, inje¢cdes
intracerebrais em estruturas especificas podem ser uma ferramenta importante para elucidar o
papel dos endocanabindides na ansiedade e o possivel envolvimento de outros sistemas em tais
respostas.

Dados recentes sugerem que agentes farmacoldgicos que aumentam a sinalizacdo eCB
podem prover novas perspectivas para o tratamento de desordens relacionadas a ansiedade, sendo
que a identificagdo e caracterizacdao dos substratos moleculares da sinalizagdo eCB tém levado ao
desenvolvimento de agentes farmacologicos que aumentam a mesma (Patel e Hillard, 2006).
Assim, a modulagdo da fungdo do AMT e da hidrolise da AEA pela FAAH podem ser alvos
farmacologicos para a modulagdo da ansiedade.

Existem varias evidéncias que apdiam o papel para os receptores CB1 no controle do
comportamento emocional e sugerem a existéncia de um tonus endocanabinodide ansiolitico
(Pacher et al., 2006). A facilitagdo de tal tonus pela inibigcdo da degradagdo dos eCBs in vivo pode
ser terapeuticamente explorada, como indicado pela redugcdo de comportamentos do tipo
ansiedade e potentes efeitos antidepressivos em camundongos e ratos tratados com inibidor da
enzima FAAH ou do AMT e o bloqueio destes efeitos por antagonistas CB1, como o SR141716
ou o AM281 (Kathuria et al., 2003; Gobbi et al., 2005; Bortolato et al., 2006; Rutkowska et al.,

2006).
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Os receptores CB1, bem como o AMT e a FAAH sdo expressos em varias regides do
sistema nervoso central (Herkenham et al., 1991; Giuffrida et al., 2001; Egertova et al., 2003),
sendo encontrados em estruturas propostas como coordenadoras de respostas relacionadas a
aversdo, estresse e ansiedade, tais como o cortex pré-frontal, a amigdala, o hipocampo, a
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) e o hipotalamo (Bandler et al., 2000), sugerindo um
papel para os endocanabindides na modulagio destes comportamentos.

Os receptores CB1 sdo distribuidos ao longo das diversas colunas da SCP (Herkenham et
al., 1991), sugerindo que esta estrutura poderia estar envolvida na mediagdo de alguns dos efeitos
dos canabindides. De acordo com isso, injecdes de agonista CB1 na SCPdI de ratos induzem tanto
efeitos antinociceptivos quanto antiaversivos (Martin et al., 1995; Finn et al., 2003). Além do
mais, a estimulacdo elétrica da SCPdI induz liberagdo de AEA e antinocicepcdo via ativacao de
receptores CB1 locais (Walker et al., 1999). Finalmente, a liberagdo de canabindides na SCPdl
que ocorre durante situagdes estressantes pode ser um mecanismo que contribui para a analgesia
induzida pelo estresse (Hohmann et al., 2005).

Considerando a importancia da sinalizacdo canabindide na SCPdl e que a sinalizagdo
endocanabindide modula a ansiedade nesta estrutura de ratos submetidos ao labirinto em cruz
elevado, produzindo respostas do tipo ansioliticas (Moreira et al., 2007), o presente trabalhou
testou a hipotese de que os canabinodides também poderiam produzir efeitos tipo ansioliticos na
SCPdl de ratos submetidos a outros modelos de ansiedade e, ainda, que estes efeitos também
seriam mediados via receptores CB1. Para testar essa hipotese, portanto, foram avaliados os
efeitos da administracdo local de AEA em ratos submetidos ao teste de Vogel e do medo
condicionado ao contexto, e se tais efeitos foram bloqueados pelo antagonista de receptores CB1,
o AM251. Para verificar a possivel presenca de um ténus enddégeno na modulagdo do
comportamento nesses modelos ou a potencializacdo da administracdo de AEA, foi administrado

o inibidor de recaptagdo de AEA, o AM404.



26

Objetivos



27

2 OBETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Considerando o acima exposto, o objetivo geral do presente projeto € verificar a hipotese
da inje¢@o de AEA na SCPdI produzir respostas ansioliticas e verificar o(s) mecanismo(s) pelo(s)
qual(s) esta resposta acontece.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Verificar a hipotese, utilizando os testes do lamber punido de Vogel ¢ do medo
condicionado ao contexto como modelos de ansiedade, do possivel efeito ansiolitico
produzido pela injecdo intra-SCPdl de AEA exo6gena.
= [nvestigar se existe um tonus endocanabindide ansiolitico na SCPdI, através do
bloqueio de receptores CB1 ou bloqueio do transporte de AEA.

= Investigar se o efeito ansiolitico ¢ devido a acdo em receptores canabinoides.



Material e métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar entre 230 a 240 g provenientes do Biotério Central da
Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos em grupos de 5 a 6 animais por gaiola em
uma sala com temperatura controlada (24+1 °C) sob condi¢des laboratoriais padrdes, com livre
acesso a agua e¢ a comida e ciclo claro-escuro de 12 h (luzes ligadas as 6:30 a.m.). Todos os
experimentos foram realizados de acordo com o Guia da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e
Comportamento para o cuidado e uso de animais de laboratdrio. Os protocolos experimentais
foram aprovados previamente pela Comissdo de Etica local.

3.2 Cirurgia estereotéxica

Os animais foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (2,5%, 10 mL/Kg, i.p.). Apos
tricotomia na cabega, os animais foram imobilizados em um estereotaxico (David-Kopfe, USA,
957), receberam inje¢do subcutanea de lidocaina (contendo epinefrina a 2% para promover
vasoconstricao local) como anestésico local e injecao intramuscular de antibidtico (Pentabidtico
veterinario, 0,2 mL). A calota craniana foi exposta por meio de uma incisdo sagital na pele, de
aproximadamente 1,0 cm de didmetro Os tecidos epiteliais e o peridsteo foram retirados para
exposicao da calota craniana, que foi seca com H,O, a 10%. Com o auxilio de uma broca dental,
foi feito um orificio para implante do parafuso inoxidavel necessario para auxiliar na fixagdo da
prétese ao cranio do animal, e outro orificio para inser¢do da canula-guia, conforme as
coordenadas estereotaxicas. Todas as coordenadas tiveram como referéncia parametros do Atlas
de Paxinos & Watson (Paxinos e Watson, 1997). O lambda foi utilizado como ponto de referéncia
para a coordenada lateral. As coordenadas utilizadas foram: distancia médio-lateral de 1,9 mm (a
direita), angulo de 16° em relagdo ao plano sagital e 4,3 mm dorso-ventral. Uma céanula de aco
inoxidavel de 11 mm de comprimento e 0,55mm de didmetro externo foi introduzida na SCPdI do

animal através do orificio feito na calota. A canula foi fixada ao crdnio com resina acrilica
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autopolimerisavel e, apds, um mandril de aco inoxidavel de 0,2 mm de diametro foi introduzido
na canula para evitar a obstrugdo da mesma durante o periodo de recuperagdo do animal. Apos a
cirurgia, os animais foram mantidos sob aquecimento fornecido por uma lampada de 60 W até se
recuperarem da anestesia. Foram transportados ao biotério, onde permaneceram em grupo de 5 ou
6 animais, e, cerca de 7 dias ap0s a cirurgia estereotaxica, foram submetidos aos experimentos.

3.3 Drogas

A Anandamida (AEA — TOCRIS) e o inibidor do transportador de AEA, 4-
hydroxyphenylarachidonylamide (AM404; TOCRIS) foram dissolvidos em TocrisolveTM 100
(formulacdo composta da propor¢do 1:4 de 6leo de soja/dgua). O antagonista de receptores CB1
N-(piperidin-1yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1Hpyrazole-3-carboxamide
(AM251; TOCRIS) foi dissolvido em DMSO 10% em salina (0,9% NaCl). As solugdes foram
preparadas imediatamente antes do uso e mantidas no gelo e protegidas durante a sessdo
experimental. Cloridrato de morfina (5 mg/Kg; Merck) dissolvido em salina foi utilizado como
controle positivo no teste de retirada da cauda. As doses foram selecionadas baseando-se em
outros estudos da literatura empregando estas doses em modelos animais de ansiedade (Easterling
e Holtzman, 2001, 2004; Moreira et al., 2007).

3.4 Injecdo de drogas

As drogas foram injetadas na SCPdl com o auxilio de uma bomba de infusdo. A injegdo
foi feita através de uma agulha injetora 1 mm mais longa do que a canula-guia, sendo esta agulha
injetora conectada a uma seringa de 10 puL (Hamilton 701-RN, EUA) através de um fio de
polietileno (PE-10, Clay-Adams, EUA). As drogas foram injetadas em um volume de 0,2 pL a
uma taxa de infusdo de 0,2 uL./30 s. A agulha foi mantida por mais 30 s no interior da canula para
evitar refluxo. Cada animal recebeu apenas uma ou duas injecdes (veiculo ou droga) de acordo
com a Tabela 1, sendo o intervalo entre as inje¢cdes de 5 min e o animal submetido ao experimento

10 min ap6s a ultima injecao.
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A dose de AEA utilizada foi de 5 pmol/ 0,2 uL, a de AM251 foi de 100 pmol/ 0,2 uL e a
de AM404 foi a de 50 pmol/0,2 pL. Estas doses foram escolhidas baseadas naquelas que
produziram efeitos ansioliticos apds injetadas na SCPdl de ratos submetidos ao labirinto em cruz
elevado (Moreira et al., 2007).

Para os testes de retirada de cauda e avaliacdo do consumo de dgua, em que apenas a AEA
ou AM404 foi injetado na SCPdI dos animais, o experimento foi realizado 10 min apds a injecao.

Morfina 5 mg/kg foi injetada intraperitonealmente em um volume de 1 mL/kg.



Grupo 1 Veiculo AM251 + Veiculo AEA
Grupo 2 Veiculo AM251 + AEA
Grupo 3 AM251 + Veiculo AEA
Grupo 4 AM251 + AEA

Grupo 5 Veiculo AM404

Grupo 6 AMA404

Grupo 7 Veiculo AM251 + veiculo AM404
Grupo 8 Veiculo AM251 + AM404
Grupo 9 AM251 + veiculo AM404
Grupo 10 AM251 + AM404

Tabela 1: Grupos experimentais para os testes de Vogel e medo condicionado ao contexto.
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3.5 Procedimento experimental

Experimento | - Efeito da injecdo de AEA ou do inibidor do transporte na SCPdI

sobre o comportamento de ratos submetidos ao teste do lamber punido ou de Vogel.

3.5.1 Teste do lamber punido ou de Vogel

Este teste foi realizado em uma caixa de plexiglas (42X50X25 sm) com uma grade
inoxidavel no chao e contendo uma garrafa de 4gua com bico metalico projetada na caixa, sendo
todo este aparato alocado em uma caixa para atenuar o som externo (Jardim et al., 2005). O
contato do animal com o bico metalico e a grade do chao fecha um circuito elétrico controlado por
um sensor (modelo Anxio-Meter 102, Columbus, USA) que produz sete pulsos/s sempre que o
animal estd em contato com ambos os componentes. Cada pulso é considerado como uma lambida
e a cada 20 lambidas o animal recebe por 2 s um choque de intensidade de 0,5 mA, sendo que o
numero de lambidas e de choques durante o periodo do teste ¢ registrado pelo sensor.

Os animais foram privados de dgua por 48 h antes do teste. Apds as primeiras 24 h de
privacdo, os animais foram colocados no aparato do teste e puderam beber dgua livremente por 3
min, a fim de encontrarem a garrafa de agua e aprenderem a beber. Alguns animais nao
encontraram o bico da garrafa e, portanto, foram excluidos do experimento. Vinte e quatro h apds,
as drogas foram injetadas na SCPdI (de acordo com a tabela 1 e explicado no item 2.4) e, apds 10
min, os animais foram colocados no aparato do teste. O periodo do teste foi de 3 min e os animais
receberam choques de 0,5 mA a cada 20 lambidas, sendo registrados o numero de lambidas e os
choques. Embora o numero de choques fornecidos pelo sistema seja proporcional ao nimero de
lambidas dos ratos, pode acontecer algumas vezes de acabar o teste € o animal continuar
lambendo, ou seja, aumentara o nimero de lambidas, mas o animal ndo levara nenhum choque.
Dessa forma, o nimero de lambidas usualmente ¢ ligeiramente maior do que o esperado,
considerando-se o nimero de choques.

Como controles para o teste de Vogel, foram realizados o teste algesimétrico de retirada

da cauda (modificado de D’ Amour e Smith, 1941) e um teste para avaliar o consumo de agua pelo
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animal, a fim de verificar possivel antinocicep¢do e aumento do consumo de agua, produzidos
pela droga nos animais.

3.5.2 Avaliacdo do consumo de agua

O aparato utilizado foi 0 mesmo do teste, mas o sistema de choques foi inoperante. Este
teste foi realizado em um grupo independente de animais e o procedimento foi 0 mesmo usado no
teste, entretanto o sistema de fornecimento de choques foi desligado. 10 min apos a injegdo intra-
SCPdI de veiculo ou AEA ou AM404, os animais foram colocados, individualmente, na caixa e
foi permitido que bebessem livremente por 3 min para registro do niimero de lambidas.

3.5.3 Teste de retirada da cauda (Avaliagdo nociceptiva)

O aparato consiste de uma plataforma de acrilico com um fio de bobina de nicromo
(Insight Intruments, Brasil), mantido em uma sala a temperatura ambiente (24-26 °C). Os ratos
foram gentilmente manuseados, colocados no aparato para contengao e tiveram a porg¢ao distal (3
a 4 cm) de suas caudas pousadas sobre uma resisténcia e se registrou a laténcia para retirada da
cauda, em segundos, para avaliagdo da possivel antinocicep¢do. A temperatura da bobina foi
elevada em 9 °C/s pela passagem de uma corrente elétrica. O sistema possui um tempo de corte de
6 s para evitar dano tecidual quando a temperatura da bobina aproxima-se de 80 °C. O animal
responde espontaneamente ao estimulo nocivo com o reflexo de retirada da cauda. O circuito
elétrico foi calibrado para provocar este reflexo de retirada no intervalo de 2,5-3,5 s nos animais
nao tratados (Molchanov e Guimaraes, 2002). Foram realizadas trés medidas basais e calculado o
valor médio para obter a linha de base. Apos a linha de base, os animais receberam a droga na
SCPdl e, ap6s 10 min, foram realizadas mais quatro medidas a cada 10 min.

Experimento 1l — Efeito da injecdo de AEA ou do inibidor do transporte na SCPdI

sobre a resposta cardiovascular e comportamental de ratos submetidos ao medo
condicionado ao contexto.

3.5.4 Canulacéo da artéria femoral e registro da pressao arterial:
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Vinte e quatro horas antes do teste os animais foram anestesiados com tribromoetanol, na
dose de 250 mg/ kg, aplicado i.p. Um cateter foi implantado na artéria femoral para registro da
atividade cardiovascular. O cateter era constituido de um segmento de polietileno PE-10 (3-4 cm)
soldado a um outro seguimento PE-50 (12-13 cm), que foi preenchido com anticoagulante
(heparina a 0,3% em salina) e obstruido em sua terminagdo externa com um pino de metal. Uma
vez implantado, o cateter foi exteriorizado na regido escapular no dorso do rato, sendo fixados por
linha de sutura.

3.5.5 Parametros do condicionamento e aquisi¢éo dos dados.

O condicionamento e o teste foram realizados em uma caixa de condicionamento (23 cm x
21 cm x 60 cm, Ugo Basile, Italia) com um assoalho composto de 18 barras de metal (2 mm de
diametro), com espago de 1,5 cm entre elas, ligado a um gerador de choques elétricos. A caixa foi
limpa antes e ap06s seu uso com uma solugao de etanol 70%.

Os ratos foram colocados inicialmente na caixa de condicionamento por 10 min como
forma de habituagdo. Em uma segunda exposi¢do a caixa, os animais receberam 6 choques
elétricos inescapaveis (1,5 mA com 3 s de duragdo) com intervalo variavel entre 20 s ¢ 1 min
(Resstel et al., 2006). Apés 24 h do condicionamento os animais passaram por cirurgia de
implante de cateter na artéria femoral, como descrito anteriormente.

Quarenta e oito horas apds o condicionamento, a atividade cardiovascular, pressdo arterial
média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) e o tempo de congelamento foram avaliados durante o
teste de re-exposicao ao contexto. Em uma sala para registro da atividade cardiovascular, o cateter
arterial previamente heparinizado foi conectado a um transdutor de pressdo, acoplado a um
amplificador de sinais HP7754-A (Hewlett Packard, USA), por sua vez conectado a um sistema
de aquisicdo de dados computadorizado (Biopac, USA). A PAM e FC foram continuamente
registradas por um computador para posterior andlise. Apds 30 min de aclimatizagdo e
estabilizacdo dos valores basais da PAM e FC os animais foram colocados novamente na caixa de

condicionamento para a avaliagdo das alteracdes cardiovasculares e comportamentais decorrentes
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da REC (resposta emocional condicionada) durante 10 minutos, porém, nenhum choque foi
aplicado.

O comportamento de congelamento foi avaliado de forma cumulativa por todo o periodo
do teste. Os ratos foram testados apenas uma vez. O congelamento foi avaliado durante o teste de
forma cega, por um experimentador a uma distancia de 30 cm da caixa de condicionamento. O
congelamento foi definido como a completa auséncia de movimento, com exce¢dao do movimento
respiratorio, enquanto o animal assume uma postura caracteristica (Fanselow, 1980).

3.6 Perfusédo, remocéao dos encéfalos e andlise histoldgica

Ap6s a realizacdo dos experimentos, os animais foram anestesiados com uretana (25%, 5
mL/kg, i.p.) e, posteriormente, perfundidos através do ventriculo cardiaco esquerdo, com o auxilio
de uma bomba de perfusdo, com solucao de salina isotonica seguida de solucdo de formol 10%.
Apbs a perfusdo, os animais foram decapitados e se retirou os encéfalos, que foram
acondicionados em formol 10% por uma semana, quando entdo foram cortados no criostato em
seccoes de 50 pm, para analise histologica do sitio de injegao.

3.7 Analise dos dados

Os dados do Experimento I foram expressos como médiatEPM. O numero de lambidas
punidas e o consumo de agua foram analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA),
seguidos pelo pods-teste de Bonferroni, em caso de significancia estatistica. A laténcia para a
retirada da cauda foi analisada pela andlise de variancia de medidas repetidas (two-way ANOVA),
sendo tempo o fator dependente e droga o fator independente. O nivel de significancia foi
estabelecido em p<0,05.

Os dados do Experimento II foram expressos como a média + EPM. Foram calculadas as
médias da variagdo de PAM e FC (APAM e AFC, respectivamente), as quais foram analisadas
utilizando a analise de variancia (ANOVA) de duas vias, com tratamento (administragdo de

veiculo ou droga) como principal fator e o tempo como medida repetida. Quando ocorreu



37

interacdo significativa entre os fatores, foi realizada a analise de varidncia (ANOVA) de uma via
seguida do pds-teste de Bonferroni para comparar as variagdes em cada tempo.

O congelamento foi medido como percentual do tempo total de exposi¢do a caixa e foi
analisado utilizando a analise de varidncia (ANOVA) de uma via, seguida do pos-teste de

Bonferroni. O nivel de significancia assumido foi de p<0,05.



Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Localizacao do sitio de injecao

A fotomicrografia representativa do local de inje¢do na SCPdI, bem como os sitios de
injecdo dos animais submetidos ao Vogel e ao medo condicionado ao contexto, que foram
projetados sobre secgdes coronais adjacentes modificadas do Atlas de Paxinos & Watson, 1997,

estdo representados na Figura 1.
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Figura 1: Fotomicrografia (a ¢ ¢) do sitio de inje¢do de drogas na SCPdl e diagramas representativos da

localizagdo das injec¢des (b e d) dos animais submetidos aos testes do Experimento I (A) e II (B).
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4.2 Experimento | - Efeito da injecdo de AEA ou do inibidor do transporte de AEA
(AM404) na SCPdI sobre o comportamento de ratos submetidos ao teste de Vogel

A injecdo de AEA (n=6) na SCPdl de ratos submetidos ao teste de Vogel aumentou o
nimero de lambidas punidas e choques em relacdo ao grupo controle (n=11, Fs39=5,86,
Bonferroni, p<0,0005 e Fs39=5,76, Bonferroni, p<0,0006, respectivamente), como pode ser
observado na Figura 2. A administragdo de AM251 (n=9) por si ndo produziu qualquer efeito
sobre o comportamento, mas quando foi administrado antes da AEA reverteu o efeito desta sobre
o numero de lambidas punidas e sobre o nimero de choques (p<0,05, n=5), como observado
também na Figura 2. Ainda na Figura 2, a injecdo de AM404 (n=4) na SCPdI de outro grupo de
animais submetidos ao Vogel também aumentou o numero de lambidas punidas e choques
(Bonferroni, p<0,001) em relagdo ao grupo controle e, além disso, este efeito também foi

revertido pelo pré-tratamento com o antagonista de receptores CB1, o AM251 (p<0,05, n=5).
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Figura 2: Efeito da administragdo unilateral de veiculo + veiculo (0,2 pL, n=11), veiculo + AEA
(5pmol/0,2 uL, n=6), AM251 (100 pmol/0,2 uL) + veiculo (n=9), AM251 + AEA (n=5), AM404
(50pmol/0,2 uL) + veiculo (n=4) ou AM251 + AM404 na SCPdI de ratos submetidos ao teste de Vogel. A
AEA e 0 AM404 aumentaram significativamente o niimero de lambidas (A) e o namero de choques (B),
sendo estes efeitos bloqueados pelo pré-tratamento com AM251. Colunas representam a média e as barras

o EPM. *p<0,001 (em relagdo ao grupo veiculo+veiculo), pos-teste de Bonferroni.
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Embora a AEA a tenha produzido efeito, este ndo foi decorrente de efeito antinociceptivo,
como pudemos observar no teste de retirada da cauda (Figura 3). O AM404, entretanto, induziu
um pequeno, mas significativo aumento na laténcia para retirada da cauda 20 min apds a inje¢ao
em relagdo ao veiculo. Esta laténcia, entretanto, ndo diferiu dos valores basais (p>0.05). Nesse
teste, a morfina aumentou a laténcia para retirada de cauda (F;,0=16,55, Bonferroni, p<0,0001) e
houve efeito desta droga ao longo do tempo (F;320=8,03, p<0,0005). A AEA e o AM404 nao
modificaram o consumo de agua (F,35=0,83, teste t, p>0,05), como pudemos observar na

avalia¢do de consumo de agua (Figura 4).
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Figura 3: Efeitos ao longo do tempo da AEA (5pmol/0,2 pL, n=3), AM404 (50pmol/0,2 uL, n=5), morfina
(5 mg/Kg, n=4) ou veiculo (0,2 puL, n=5) injetados unilateralmente na SCPdl de ratos submetidos ao teste
de retirada da cauda. Os pontos representam a média e as barras o EPM para a laténcia de retirada da cauda.

*p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo e #p<0,05 em relagdo ao grupo AEA, pos-teste de Bonferroni.
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Figura 4: Auséncia de efeito da AEA (5pmol/0,2 uL, n=5), AM404 (50 pmol/0,2 uL, n=6) ou veiculo (0,2
pL, n=5) injetados unilateralmente na SCPdIl de ratos submetidos ao teste de avaliagdo do consumo de
agua. As colunas representam a média e as barras o EPM do numero de lambidas aferido para cada grupo

no periodo de 3 minutos apos o inicio das lambidas.



45

4.3 Experimento 11 — Efeito da injecdo de AEA ou do inibidor do transporte de AEA
(AM404) na SCPdI sobre a resposta comportamental e cardiovascular de ratos submetidos
ao condicionamento ao contexto

4.3.1 Resposta comportamental

A injecdo de AEA (n=6) ou de AM404 (n=6) na SCPdl de ratos 10 min antes da re-
exposicao dos animais a caixa de condicionamento ao contexto reduziu o tempo de congelamento
produzido pela REC em relagdo ao veiculo (n=7; Fs 3,=38,9, Bonferroni, p<0,001). A
administracdo de AM251 por si ndo produziu qualquer efeito (n=6), entretanto o pré-tratamento
com este antagonista bloqueou os efeitos tanto da AEA (n=6, p>0,05) quanto do AM404 (n=6,
p>0,05), como observado na Figura 5.

4.3.2 Resposta cardiovascular

Nao foram observadas diferengas nos valores basais de PAM (veiculo= 95+3; AEA=
96+2; AM251= 9444, AM251+AEA= 96+3, AM404= 9943, AM251+AM404= 100 +3 Fs 3,= 0,9,
p>0.05) ou FC (Fs_ 3= 0,4, veiculo= 335 19; AEA= 350+17 ; AM251= 354420; AM251+AEA=
260+£21; AM404= 248+17; AM251+AM404= 259+19 ; p>0,05) entre os grupos. Houve efeito
significativo do tratamento (PAM: Fs 465 =134,6, p<0,001 e FC: Fa5 33s=167,1, p<0,001) e tempo
(PAM: F 4,465 =145,5, p<0,001 e FC: F4,465=168,5, p<0,001) e interacdo entre tratamento e tempo
(PAM: F7, 465 =5,3, p<0,001 e FC: F7, 465=6,5, p<0,001). A administragdo de AEA na SCPdI
atenuou o aumento da resposta cardiovascular durante o teste (PAM: F, 165=229, p<0,001 e FC:
F1.16s=379,8, p<0,001) em relacdo ao grupo controle (Figure 6). De forma similar a AEA, a
administracdo de AM404 na SCPdI atenuou o aumento na FC e na PAM durante o teste (PAM: F;,
16s=165,2, p<0,001 e FC: F;, 165=226, p<0.001, Fig 6). A administracdo de AM251 por si nao
produziu efeito em relagdo ao grupo controle (PAM: F; 16:=2,3, p>0,05 e FC: F; 165=2,56, p>0,05,
Figure 6), entretanto foi capaz de inibir tanto o efeito da AEA (PAM: F, 15=254,6, p<0,001 e FC:
Fi150=433,3, p<0,01) quanto do AM404 (PAM: F;,5=449,1, p<0,001 e FC: F,,5=486.4,
p<0,001) sobre as respostas cardiovasculares observadas durante a re-exposi¢do a caixa de

condicionamento (Figure 6).
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A figura 7 representa um registro das pressoes arteriais pulsatil ¢ média e da freqiiéncia
cardiaca dos animais antes, imediatamente no momento da re-exposi¢ao a caixa e¢ durante todo o
periodo de re-exposi¢do. Os tracados demonstram que assim que o animal ¢ re-exposto a caixa,
apresenta um aumento nas trés medidas, sendo que o tratamento com AEA e AM404 impediu este
efeito sobre os pardmetros observados e o pré-tratamento com AM251 restabeleceu a resposta a

REC.
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Figura 5: Efeito da administracdo unilateral de veiculo (0,2 puL, n=7), AEA (5 pmol/0,2 uL, n=6), AM404
(50pmol/0,2 pL, n=6), AM251 (100 pmol/0,2 pL, n=6), AM251+AEA (n=6) ou AM251+AM404 (n=6) na
SCPdl de ratos durante a REC sobre a porcentagem de tempo de comportamento de congelamento. A AEA
e 0 AM404 reduziram significativamente a % de tempo de congelamento em relagdo ao grupo veiculo,
sendo estes efeitos bloqueados pelo pré-tratamento com AM251. Colunas representam a média e as barras

o EPM. *p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo, pos-teste de Bonferroni.
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Figura 6: Efeito ao longo do tempo da administrac¢do de veiculo (0,2 puL, n=7), AEA (5 pmol/ 0,2 pL, n=6),
AM404 (50 pmol/0,2 pL, n=6), AM251 (100pmol/0,2 pL, n=6), AM251+AEA (n=6) ou AM251+AM404

(n=6) injetados unilateralmente na SCPdl sobre as alteragdes na pressdo arterial média (APAM, grafico

superior) e freqiiéncia cardiaca (AFC, grafico inferior) observadas em ratos durante a REC. Os simbolos

representam a média e as barras o EPM. *p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo, pds-teste de Bonferroni.
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Figura 7: Tracados de pressdo arterial média (PAM), pressdo arterial pulsatil (PAP) e freqiiéncia cardiaca
(FC) de um rato representativo de cada grupo, mostrando o efeito da administragdo de veiculo, AEA ou
AEA + AM251 na SCPdI sobre as respostas cardiovasculares durante a REC. As setas indicam o inicio da

re-exposi¢do do animal a caixa de condicionamento.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho investigamos o efeito do endocanabindide (eCB) Anandamida
(AEA) e do inibidor do sistema de recaptagdo de AEA (AM404) injetados na SCPdI de ratos
submetidos aos modelos do lamber punido de Vogel e do condicionamento ao contexto e
investigamos a resposta cardiovascular evocada durante a resposta emocional condicionada (REC)
dos animais re-expostos a caixa de condicionamento. Além disso, investigamos o possivel
envolvimento do receptor canabindide do tipo CB1 nas respostas produzidas pela AEA e pelo
AM404, através do uso do antagonista deste subtipo de receptor, o AM251.

Como pudemos observar, a administracdo de AEA e de AM404 na SCPdl aumentou o
numero de lambidas punidas e, conseqiientemente, de choques recebidos pelos animais (Figura 2),
indicativo de efeito ansiolitico. O possivel efeito ansiolitico da AEA na SCPdI ja havia sido
sugerido (Moreira et al., 2007), mas utilizando outro modelo de ansiedade, o labirinto em cruz
elevado (LCE). Esse modelo se baseia na aversdo de roedores a ambientes abertos, claros e altos,
sendo esta aversao inata reduzida por drogas ansioliticas (Handley e Mithani, 1984; Pellow e File,
1986). Entretanto, naquele trabalho anterior ndo foi observado efeito do AM404.

Um dos paradigmas utilizados no presente trabalho, o teste de Vogel, também ¢ um
modelo de ansiedade, entretanto ndo se baseia em um componente inato do animal, mas sim na
supressdo de respostas punidas, ou seja, envolve situagcdo de conflito aprendida ao longo do teste.
Neste modelo, ratos privados de dgua sdo expostos ao conflito entre beber a agua e receber um
choque brando na lingua (Vogel et al., 1971). Drogas ansioliticas exercem uma agao anticonflito e
aumentam o numero de lambidas punidas, um efeito visto consistentemente com drogas que
potenciam a agdo do acido gama-aminobutirico (GABA) (Griebel et al., 1999; Flores ¢ Pellon,
2000; Carlson et al., 2001; Griebel et al., 2005). Desta maneira, a possivel a¢ao ansiolitica da
AEA quando injetada na SCPdl em ratos submetidos ao referido modelo ¢ sugerida. Em relagao
ao AM404, o fato de se ter obtido efeito ansiolitico neste trabalho, mas ndo no de Moreira e

colaboradores (2007) provavelmente ¢ devido as diferencas entre os modelos utilizados, ja que
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quando foi utilizado um modelo de medo inato, o AM404 nao produziu efeito, mas quando
utilizamos um modelo de conflito aprendido, com liberagdo de choque (mais estressante para o
animal), pudemos observar o efeito do AM404.

Apds observar a agdo ansiolitica da AEA e do AM404 injetados na SCPdl, fomos
investigar a possivel participacdo de receptores CB1 em tais respostas. Os receptores CB1 estdao
distribuidos ao longo das diversas colunas da SCP (Herkenham et al., 1991), sugerindo que esta
estrutura poderia estar envolvida na mediagdo de alguns dos efeitos dos canabinoides. E proposto
que a SCP faz parte do substrato neural responsavel pela coordenagdo tanto de respostas
nociceptivas quanto relacionadas a ansiedade (Bandler at al., 2000), sendo que inje¢des de
agonistas CB1 na parte dorsolateral desta estrutura (SCPdI) de ratos induz tanto efeitos anti-
nociceptivos quanto antiaversivos (Martin et al., 1995; Finn et al., 2003) e a AEA liberada apds
um estimulo elétrico nesta estrutura causa antinocicep¢ao via ativagao de receptores CB1 locais
(Walker et al., 1999).

Embora o AM251 tenha sido ineficaz por si (Figura 2) no teste de Vogel, sugerindo a
auséncia de um tonus enddgeno controlando tal resposta, quando os animais que receberam AEA
ou AM404 foram pré-tratados com aquela droga, as respostas comportamentais induzidas por
estas no referido teste foram bloqueadas. Esses resultados, portanto, sugerem a participacdo dos
receptores CB1 na resposta ansiolitica produzida pela AEA e pelo AM404 no teste de Vogel e
corrobora, mais uma vez, os resultados da AEA obtidos por Moreira e colaboradores no LCE
(Moreira et al., 2007). Eles estdo de acordo também com a proposta de que o sistema eCB atuaria
como um “tampao” contra o estresse, atenuando suas conseqiiéncias (Viveros et al., 2007).

Baseando-se no fato de que a estimulagdo elétrica ou quimica da por¢do dorsal da SCP
induz comportamentos de luta e fuga (Fernandez De Molina e Hunsperger, 1962; Krieger e
Graeff, 1985; Bandler ¢ Carrive, 1988) e efeito antinociceptivo ndo opidide (Morgan et al., 1998),
além de produzir analgesia sensivel ao SR141716 (antagonista ndo-seletivo para CB1) e liberacao

de AEA (Walker et al., 1999), e considerando que o teste de Vogel baseia-se no conflito entre
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receber um estimulo aversivo (choque) ou beber agua, drogas que influenciam o limiar
nociceptivo ou o consumo de agua poderiam produzir resultados falso-positivos neste teste
(Millan e Brocco, 2003). O aumento no nimero de choques recebidos pelos animais sob efeito da
droga poderia indicar um efeito antinociceptivo desta e, assim, isto seria o fator responsavel pelo
efeito anticonflito. De forma similar, o aumento no consumo de dgua entre os animais sob efeito
da droga poderia indicar uma sede exacerbada produzida por esta e, conseqiientemente, isto
contribuiria para o efeito anticonflito, motivando o animal a vencer a aversdo ao choque e
consumir mais dgua em relagdo aos animais do grupo controle. Para descartar a hipotese do efeito
ansiolitico obtido com a AEA ¢ o AM404 na SCPdl ser devido a uma dessas acdes, foram
realizados experimentos para controlar estas possibilidades.

Os resultados mostraram (Figura 3) que a AEA n3o aumentou a laténcia para a retirada da
cauda, tornando inconsistente a idéia de uma possivel antinocicep¢do provocada pela droga nos
animais submetidos ao choque. Ainda, um possivel efeito da AEA sobre a sede também foi
descartado, uma vez que o consumo de dgua foi similar entre os animais que receberam veiculo
ou AEA na SCPdI e foram submetidos ao aparato do Vogel, porém sem liberagdo de choques
(Figura 4). Estes resultados sugerem, pelo menos nesse caso, que a acdo da AEA injetada na
SCPdl de animais submetidos ao teste do Vogel, como no LCE (Moreira et al., 2007), ¢ restrita a
ansiedade. O AM404, por outro lado, induziu um efeito antinociceptivo significativo em relacao
ao grupo veiculo quando os animais foram avaliados 20 minutos apds a microinjecdo. Este efeito,
porém, foi pequeno, uma vez que os valores ndo diferiram dos valores basais do mesmo grupo.
Um efeito antinociceptivo do AM404 na SCPdI, entretanto, ¢ compativel com um estudo em que a
estimulacdo elétrica desta estrutura promoveu liberacdo de AEA com subsequente antinocicep¢ao
via ativagdo de receptores CB1 locais (Walker et al., 1999). No presente trabalho os animais
foram avaliados no teste de Vogel 10 min apds a microinje¢dao da droga, quando nenhum efeito

antinociceptivo do AM404 foi detectado. Além do mais, o AM404 também ndo alterou o
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consumo de agua. Portanto, parece improvavel que o efeito anticonflito do AM404 no teste de
Vogel seja devido a uma interferéncia nao-especifica com mecanismos de apetite ou nociceptivos.

Um outro modelo animal comumente utilizado para estudar comportamentos relacionados
a ansiedade e que também foi empregado neste estudo para avaliar os efeitos da AEA ¢ o medo
condicionado ao contexto. Neste modelo, o medo ¢ induzido quando um ambiente especifico
(contexto), ndo-aversivo por si, € repetidamente pareado com algum tipo de estimulo aversivo,
incondicionado (no presente trabalho, choques elétricos nas patas) (Fanselow, 1980), de maneira
que o ambiente anteriormente neutro passa a ser aversivo para o animal. Em ratos, a resposta
gerada pela re-exposicdo a caixa, denominada de resposta emocional condicionada (REC), ¢
caracterizada por comportamento de congelamento associado a um aumento na PAM e FC
(Antoniadis e Mcdonald, 1999; Carrive, 2000; Resstel, Joca, Guimaraes et al., 2006; Resstel,
Joca, Moreira et al., 2006). Qualitativamente, o congelamento e aumento na PA e FC gerados por
resposta emocional condicionada a um estimulo discreto (luz e/ ou som) e aqueles produzidos por
medo condicionado ao contexto sdo os mesmos. Todavia, existe uma grande diferenga na duragdo
da REC ao contexto, que chega a ser cinco vezes maior em relagdo ao estimulo luminoso e/ ou
sonoro (Ledoux et al., 1984; Iwata ¢ Ledoux, 1988; Nijsen et al., 1998).

Diversas estruturas cerebrais estdo envolvidas na REC. As informag¢des do estimulo
aversivo incondicionado que atingem a porcdo ventrolateral da SCP resultam em respostas de
congelamento (Fendt e Fanselow, 1999). Além disso, a SCP estd envolvida na integra¢do de
diversas fungdes, como por exemplo, controle cardiovascular (Graeff, 1990), podendo também
modular estruturas do tronco encefalico envolvidas na taquicardia e aumento da PA (Fendt e
Fanselow, 1999). Assim, a injecdo de AEA ou de AM404 na SCPdl poderia modular tanto a
resposta comportamental quanto a cardiovascular nos animais submetidos ao condicionamento ao
contexto.

Durante a re-exposi¢do ao contexto, onde o animal anteriormente levou choques, os

animais do grupo controle permaneceram a maior parte do tempo imdveis (em torno de 80%,
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Figura 5) e tiveram aumento da resposta cardiovascular, como observado pelo aumento da PAM e
FC na Figura 6, corroborando estudos prévios (Carrive, 2000; Zhang et al., 2004) que mostraram
que a resposta cardiovascular condicionada ao contexto ¢ positivamente associada a resposta
condicionada de congelamento. J4 os animais que receberam AEA ou AM404 tiveram uma
reducdo nesta REC, uma vez que o tempo em que permaneceram imoveis foi apenas em torno de
20%, e também tiveram reducdo significativa na resposta cardiovascular (Figura 6). Da mesma
forma como aconteceu no teste de Vogel, o pré-tratamento com o antagonista CB1, o AM251,
também foi capaz de reduzir a REC nesse modelo, sugerindo mais uma vez que a agdo ansiolitica
da AEA e do AM404 envolve a participacao destes receptores, e também foi capaz de bloquear a
resposta de redugdo da PAM e FC produzida por ambas as drogas (Figura 6).

A observacdo de que a estimulacdo das por¢des dorsal e dorsolateral da SCP produz
aversdo em animais ¢ medo e ansiedade em humanos, indica que esta regido encefalica ¢ um
importante componente da circuitaria encefalica que processa o medo e a ansiedade. Evidéncias
para o envolvimento da SCP nestas emog¢des tém sido sugeridas por varios tipos de estudos
(Behbehani, 1995). Além disso, como os receptores CB1 estdo distribuidos ao longo das diversas
colunas da SCP (Herkenham et al., 1991), ¢ sugerida também a participagdo desta estrutura na
mediagdo de alguns dos efeitos dos canabinoides.

O efeito ansiolitico obtido com a administragdo de AEA intra-SCPdIl em ratos submetidos
aos dois modelos de ansiedade utilizados no presente trabalho estd de acordo com o trabalho de
Moreira e colaboradores, que utilizou o labirinto em cruz elevado (LCE) como modelo de
ansiedade (Moreira et al., 2007). Por outro lado, no presente trabalno o AM404 foi capaz de
produzir efeito, o que ndo tinha sido observado por Moreira e colaboradores. E importante
ressaltar que embora todos os trés modelos citados sejam modelos de ansiedade, o substrato
neural envolvido na modulacdo dos comportamentos dos animais submetidos a tais modelos
provavelmente ¢ diferente. O LCE baseia-se em um medo inato dos roedores a ambientes claros,

altos e desprotegidos, o Vogel em uma resposta punida a uma condigdo fisiologica (necessidade
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de beber agua) e o medo condicionado ao contexto a uma resposta emocional condicionada
(congelamento) a um estimulo aversivo apresentado previamente (choques nas patas). Dessa
maneira, sugerimos que estas diferencas nos modelos animais empregados podem ser
responsaveis pelo efeito do AM404 no Vogel e no condicionamento, mas nao no LCE. A
importancia, portanto, do presente trabalho ¢ a confirmacgdo do efeito ansiolitico da AEA em
outros modelos de ansiedade que ndo envolvem a aversdo inata de roedores e a verificagdo de
respostas divergentes frente aos tipos de estimulos aversivos aos animais.

Os efeitos obtidos com a AEA e com 0 AM404 na SCPdI neste trabalho também estao de
acordo com dados da literatura obtidos apos inje¢des sistémicas de THC ou de canabindides
sintéticos em roedores (Berrendero ¢ Maldonado, 2002; Patel ¢ Hillard, 2006), mas resultados
contraditorios também sdo encontrados (Onaivi et al., 1990; Onaivi et al., 1995; Chakrabarti et
al., 1998; Patel e Hillard, 2006). Estas contradigdes, provavelmente, sdo relacionadas a efeitos
particulares dos canabinodides sobre outras estruturas atingidas ap6s administracao sistémica, bem
como a diferentes doses administradas. Como exemplo, tem sido sugerido que inje¢do local de
THC na amidala central induz efeito tipo ansiogénico (Onaivi et al., 1995), a injecdo de AEA ou
canabidiol na amidala basolateral ndo produz efeito sobre a ansiedade (Lisboa et al., 2007; Lisboa
e Guimaraes, 2008), enquanto nés e Moreira e colaboradores (Moreira et al., 2007) pudemos
observar um efeito contrario ap6s a injecdo de AEA na SCPdI, sugerindo que esta estrutura ¢ um
possivel local para os efeitos ansioliticos dos canabinodides. Isto também estd de acordo com
efeitos antiaversivos induzidos pela administragdo na SCP de um agonista CB1, o HU210,
observados em um modelo de resposta aversiva induzida por substancias quimicas (Finn et al.,
2003).

A administragdo sistémica de AM404 produz efeitos ansioliticos em paralelo a um
aumento nas concentragdes de AEA no sistema nervoso central (SNC) (Kathuria et al., 2003;
Bortolato et al., 2006). Assim, a AEA agindo no SNC poderia estar envolvida no efeito ansiolitico

apos a administragdo sistémica de AM404. De acordo com isso, foi descrito que o aumento da
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extingdo do medo condicionado e a atenua¢ao da ansiedade induzidos pelo AM404 foram
prevenidos pelo antagonismo de receptores CB1, indicando que o aumento nos niveis de eCBs ¢ o
principal mecanismo para estas acdes (Chhatwal et al., 2005; Bortolato et al., 2006). Assim, a
administracio de AM404 na SCPdl deve ter os mesmo efeitos da AEA sobre o medo
condicionado por promover aumento da AEA endogena nesta estrutura.

De forma similar ao que se tem observado com agonistas canabindides, administracao
sistémica do antagonista CB1, AM251, também gera resultados contraditdrios, apresentando tanto
efeitos ansiogénicos (Rodgers et al., 2005; Patel e Hillard, 2006) quanto ansioliticos (Griebel et
al., 2005). Assim, a inje¢@o desta droga em estruturas cerebrais especificas pode ajudar a elucidar
estes resultados controversos. Assim, embora o AM251 por si ndo tenha modificado qualquer
medida no teste de Vogel e no medo condicionado ao contexto, sua administragdo na SCPdI foi
capaz de bloquear os efeitos da AEA e do AM404, sugerindo o envolvimento dos receptores CB1
desta estrutura na resposta ansiolitica promovida por estas drogas nesses dois modelos animais de
ansiedade, e estda de acordo com o papel proposto para este receptor na modulagdo de
comportamentos relacionados a ansiedade (Kathuria et al., 2003; Bortolato et al., 2006; Patel e
Hillard, 2006; Moreira et al., 2007).

Receptores canabindides inibem a liberagdo de transmissores (Gill et al., 1970). Foi
demonstrado que agonistas canabindides agem via receptores CB1 para inibir a transmissao
sinaptica na SCP de ratos (Vaughan et al., 2000). Além do mais, o antagonista especifico para
CB1, SR141716, foi capaz de reverter a inibi¢do da transmissdo sinaptica do tipo glutamatérgica
na SCP promovida pelo agonista canabindide WINS55,212-2, sugerindo a participacdo desses
receptores em tal resposta (Rinaldi-Carmona et al., 1994). Foi demonstrado em um estudo anterior
de nosso laboratorio (Guimaraes et al., 1991) que o AP7, um antagonista de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, ¢ capaz de produzir efeito tipo ansiolitico quando microinjetado
na SCPdIl. De acordo com isso, foi descrito que o AP7 na SCPdIl ndo s6 apresenta um perfil

ansiolitico com aumento da exploragdo dos bragos abertos no LCE, mas também promove
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aumento do niimero de lambidas punidas no teste de Vogel (Molchanov e Guimaraes, 2002).
Finalmente, estudos prévios com administragio de aminoacidos excitatorios na SCPdl
demonstraram aumento do comportamento de congelamento e da atividade cardiovascular,
caracterizado por respostas hipertensoras e de taquicardia (Krieger e Graeff, 1985; Bandler e
Carrive, 1988). Estes resultados provém indicios de que a liberacdo de glutamato na SCPdIl ¢
importante durante situagdes de ansiedade. Assim, nossos resultados sugerem que tanto a AEA
quanto o AM404, pela ativacao de receptores CB1, poderiam modular a resposta comportamental
no teste de Vogel e as respostas comportamentais e cardiovasculares durante o medo
condicionado, por promoverem redu¢do da liberacao de glutamato na SCPdI.

Como conclusdes, nossos resultados confirmam que a administragdo de agonistas CB1 na
SCPdl produz efeitos ansioliticos. Além disso, os resultados obtidos com o bloqueio do
transportador de recaptagdo da AEA sugerem que o sistema endocanabinoide é capaz de modular
respostas de ansiedade via ativacdo de receptores CB1 nesta estrutura. Finalmente, os dados
indicam que a SCPdIl também pode estar envolvida no controle de respostas cardiovasculares

decorrentes de uma resposta emocional condicionada a um estimulo aversivo.
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ABSTRACT

In rats, conditioned fear to context causes freezing immobility and cardiovascular changes.
It also increases neuronal activation of the dorsolateral region of the periaqueductal gray
(dIPAG). Since microinjection of CB1 cannabinoid receptor agonist into the dIPAG evokes
anxiolytic-like effects and the conditioned fear to context test has been widely used to
measure anxiety, the aim of the present study was to verified if direct administration into
the dIPAG of the CB1 cannabinoid receptor agonist anandamide (AEA) or the anandamide
transport inhibitor AM404 would attenuated the behavioral (freezing) and cardiovascular
(increase of arterial pressure and heart rate) responses of rats submitted to a contextual fear
conditioning paradigm. The results showed that both the freezing and cardiovascular
responses were reduced by local administration of either AEA (5 nmol/ 200 nL) or AM404
(50 pmol/ 200nL) into the dIPAG before re-exposition to the aversively conditioned
context. Moreover, these drugs effects were abolished when the animals were locally
pretreated with AM251 (100 pmol/200nL), a CBI1 receptor antagonist. These results
indicate that endocannabinoids in the dIPAG could attenuate the expression of the

contextual fear responses.

Key words: CB1 receptors, anandamide, anxiolytic-like effect.
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INTRODUCTION

Re-exposure of rats to an environment where they had previously being submitted to an
aversive stimulation such as electrical footshoks causes cardiovascular and behavioral
changes characterized by complete immobility (freezing) and mean arterial pressure (MAP)
and heart rate (HR) increases (Blanchard and Blanchard, 1969; Fanselow, 1980; Resstel et
al., 2006a).

The periaqueductal gray matter (PAG) is a midbrain structure that has been widely related
to defense responses. Although electrical or chemical stimulation of the dorsal portion of
PAG is usually related the flight reactions, it can also produces freezing responses and
increased cardiovascular activity (Krieger and Graeff 1985; Bandler and Carrive 1988).
Reinforcing a possible role of this region in conditioned fear, re-exposure to aversively
conditioned context increases neuronal activity in the PAG (Carive et al., 1997 and 2000)
and PAG lesions block freezing to aversively conditioned stimulus (LeDoux et al. 1988;
Amorapanth et al. 1999).

Cannabinoid CBI1 receptors and endogenous cannabinoid agonists such as anandamide
(AEA) and 2-arachidonoylglycerol are widely located in the brain (Devane et al., 1988 and
1992; Matsuda et al., 1990; Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995) and have been
proposed to play an important role in several functions of the central nervous system (CNS,
Smith et al., 1994; Adams et al., 1998). CBI receptors are expressed in the PAG
(Herkenham et al., 1991; Bandler et al., 2000; Egertova et al., 2003) and a recent study
from our laboratory showed that intra- dorsolateral PAG (dIPAG) administration of AEA
increases both the time spent and the number of entries into the open arms of an elevated
plus-maze (EPM), indicating an anxiolytic-like effect (Moreira et al., 2007). These results

suggest that the local endocannabinoid system into dIPAG modulates defensive responses.
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This hypothesis, however, has not yet been tested in other animal models such as contextual
fear conditioning. The aim of the present study, therefore, was to test this hypothesis by
verifying the effects of intra-dIPAG administration of AEA or AM404, an AEA re-uptake
inhibitor on the behavior and cardiovascular responses of rats re-exposed to an aversively
conditioned context. We also tested if effects of AEA or AM404 are being mediated by

CBI1 receptors by locally pretreating the animals with AM251, a CB1 receptor antagonist.

METHODS

Animals.

Thirty seven male Wistar rats weighing 210-230 g were used. Animals were kept in the
Animal Care Unit of the Department of Pharmacology, School of Medicine of Ribeirdo
Preto, University of Sdo Paulo. Rats were housed individually in plastic cages with free
access to food and water and under a 12 h light/dark cycle (lights on at 06:30 h). The
Institution’s Animal Ethics Committee approved the housing conditions and experimental
protocols.

Surgical procedures.

Seven days before the experiment rats were anesthetized with tribromoethanol (250 mg/ kg
1.p.). After scalp anaesthesia with 2% lidocaine, a stainless steel guide cannula (0.6 mm
OD) was implanted unilaterally on the right side aimed at the dIPAG (coordinates: AP = 0
from lambda, L = 1.9 mm at an angle of 16°, D = 4.0 mm) according to the atlas published
by Paxinos and Watson (1997). The cannula was fixed to the skull with dental cement and a
metal screw. One day before the test rats were anesthetized with tribromoethanol and a

catheter (a 4 cm PE-10segment heat-bound to a 13 cm PE-50segment, Clay Adams, USA)
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was inserted into the abdominal aorta through the femoral artery for blood pressure
recording. Catheters were tunnelled under the skin and exteriorized on the animal’s dorsum.
Drugs

The endogenous cannabinoid anandamide (TOCRIS) and the anandamide transporter (AT)
inhibitor 4-hydroxyphenylarachidonylamide (AM404; TOCRIS) were dissolved in
TocrisolveTM 100 (the formulation is composed of a 1:4 ratio of soya oil/water, and is
emulsified with the block co-polymer Pluronic F68). The CBI1 cannabinoid receptor
antagonist N-(piperidin-1yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-Hpyrazole-
3-arboxamide(AM251; TOCRIS, USA) was dissolved in DMSO 10% in saline (0.9%
NaCl). The solutions were prepared immediately before use and were kept on ice and
protected from the light during the experimental sessions.

Fear conditioning and testing.

Preconditioning, conditioning and testing were carried out in 25x22x22 cm foot shock box.
The box had a grid floor composed of 18 stainless steel rods (2 mm in diameter), spaced 1.5
cm apart and wired to a shock generator (Automatic Reflex Conditioner, model 8572 - Ugo
Basile, Italy). The experimental box was cleaned with 70% ethanol before and after use.
Preconditioning started 1 week after guide cannula implantation and consisted of one 10-
min-long pre-exposure (habituation) to the foot shock box. The conditioning shock session
was performed 24 hours after habituation. After 3 min of habituation animals were
submitted to a shock session consisting of six 1.5 mA/3 s electric foot shocks (Resstel et al.,
2006b) delivered at 20 s to 1 min intervals. Twenty-four h after the conditioning session a
catheter was implanted into the femoral artery for blood pressure and heart rate recording.
The cardiovascular and behavioural (freezing) changes evoked by the conditioned

emotional response to context were evaluated one day after femoral catheter implantation.
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The test session consisted of a 10 min-long re-exposure to the foot shock chamber without
shock delivery. Animals were transferred from the animal room to the experimental room
(a different room was used for conditioning) in their home box. MAP and HR were
recorded using an HP-7754A amplifier (Hewlett Packard, USA) connected to a signal
acquisition board (Biopac M-100, USA) and a computer. The cardiovascular recordings
began after an adaptation period of 1 h to the acoustically isolated experimental room in the
laboratory. Rats were tested only once. Freezing was evaluated during the test by an
experimenter blind to the treatment groups sat 30 cm away from the foot shock chamber. It
was defined as the complete absence of movement other than respiration while the animal
assumed a characteristic tense posture (Fanselow, 1980).

Experimental design.

Six groups of animals received unilateral injection into the dIPAG of 200 nL of vehicle
(vehicle AEA or AM404 + vehicle AM251, n=7), AM251 vehicle + AEA (5 nmol, n=6),
AM?251 vehicle + AM404 (50 nmol, n=6), AM251 (100 pmol) + AEA (n=6), AM251 +
AM404 (n=6) or AM251 + 200 nL of vehicle (n=6). The dose of AEA was based on that
that produced anxiolytic effects in the EPM. The doses of AM404 and AM251 were based
on those that potentiated or blocked, respectively, these effects in the same study (Moreira
et al., 2006). A 33G needle (Small Parts, Miami Lakes, FL, USA) 1 mm longer than the
guide cannula, connected to a 10 pL syringe (7001 KH, Hamilton Co., USA) through a PE-
10 tubing, was used. The needles were carefully inserted into the guide cannulas and the
solutions were infused over a 15 s period. They remained in place for an additional 20 s

period to prevent reflux.
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The interval between the first and second microinjection was 5 min and the animals were
tested 10 min after the last microinjection. In all animals the cardiovascular as well
behavioural responses were recorded during the test chamber re-exposition.

Histological Procedure

At the end of the experiments the rats were anesthetized with urethane (1.25 g/ kg, 1.p.) and
200 nL of 1% Evan’s blue dye was unilaterally injected in the dIPAG as a site marker. The
chest was surgically opened; the descending aorta occluded; the right atrium severed and
the brain perfused with 10% formalin through the left ventricle. Brains were post fixed for
24 h at 4°C and 40 um sections were cut using a cryostat (CM-1900, Leica, Germany).
Serial brain sections were stained with 1% neutral red and injection sites determined using
the rat brain atlas of Paxinos and Watson (1997) as reference (Figure 1).

Data Analysis

The MAP and HR values were continuously recorded in the 5 min period before and during
the 10 min test period. Data were expressed as means + SEM of MAP or HR changes
(respectively A MAP and A HR) sampled at 60 s intervals. Points sampled during the 300 s
before exposure were used as control baseline value. MAP and HR changes were analyzed
using a two-way repeated measure ANOVA with group treatment as main independent
factor and time as a repeated measurement. When interactions between the factors were
observed, groups were compared at specific times using Bonferroni’s post-hoc test.
Freezing was expressed as percentage of the total test period (10 min). Freezing was
analyzed using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test. P<0.05 was

considered significant.
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RESULTS
A representative photomicrograph and a diagrammatic representation indicating the
injection sites in the dIPAG can be seen in Figure 1. Compared to the vehicle group, no
changes were observed in either the behavior or cardiovascular responses when both AEA
and AM404 were microinjected into dIPAG surrounding structures.
Behavioral responses to fear conditioning
There were significant effects of treatment (Fs, 3;=39.1, p<0.001) on the percentage of
freezing. Intra-dIPAG injection of either AEA (p<0.001) or AM404 (p<0.001) significantly
reduced the percentage of freezing when compared to vehicle-treated animals (Figure 2).
No effect was observed when AM251 was injected into the dIPAG (p>0.05). However,
AM?251 was able to reduce the effects of both AEA (p>0.05) and AM404 (p>0.05, Figure
2).
Cardiovascular responses to fear conditioning

No differences were observed at basal values of MAP (Fs, 3;=0.9, p>0.05) or HR
(Fs,31=0.4, p>0.05) among all group of animals. There were significant effects of treatment
(MAP: Fs, 465 =134.6, p<0.001 and HR: Fys, 33=167.1, p<0.001) and time (MAP: Fi4, 465
=145.5, p<0.001 and HR: F}4, 465=168.5, p<0.001). Also, there was a significant interaction
between treatment and time (MAP: Fyg 465 =5.3, p<0.001 and HR: Fy, 465=6.5, p<0.001).
Injections of AEA into the dIPAG attenuated the increase in cardiovascular response during
the test (MAP: F; 165=229, p<0.001 and HR: F;, ;6=379.8, p<0.001, Figure 3). Similar to
AEA, AM404 administration into the dIPAG also attenuated the increase in HR and MAP
during the test (MAP: F; 165=165.2, p<0.001 and HR: F; 165=226, p<0.001, Figure 3). No
changes were observed when AM251 was administered alone (MAP: F; 165=2.3, p>0.05

and HR: F; 165=2.56, p>0.05, Figure 3). However, this treatment was able to inhibit both
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AEA (MAP: F;, 150=254.6, p<0.001 and HR: F; ;50=433.3, p<0.01) and AM404 (MAP: F;,
150=449.1, p<0.001 and HR: F; 15=486.4, p<0.001) effects on cardiovascular responses
observed during the chamber re-exposition (Figure 3). A representative recording of the
cardiovascular effects of AEA microinjection in the dIPAG and AM251 influence on these

effects are presented in Figure 4.

Discussion

The present study showed that conditioned rats presented freezing and MAP and HR
increases immediately after being placed in the test chamber, confirming that re-exposure
to a context previously paired with aversive (footshock) stimulus induces behavioral and
autonomic responses typically observed in studies employing contextual fear conditioning
paradigms (Zhang et al. 2004, Resstel et al. 2006a, 2006b). These responses were
significantly reduced by intra-dIPAG injection of AEA, a cannabinoid receptors agonist, or
AM404, an AEA transport inhibitor. Previous studies, using animal models such as the
EPM, Vogel conflict test, local aversive stimulation, have demonstrated that the dIPAG
plays an important role in anxiety modulation in rats (Molchanov and Guimaraes, 2002;
Moreira et al., 2007; Matheus et al., 1994). Our results, in addition to reinforcing the idea of
an important role of dIPAG on conditioned fear responses (Amorapanth et al., 1999), also
indicate that local endocannabinoids can modulate these responses.

Systemic administration of AM404 induces anxiolytic-like effects and a parallel increase in
AEA concentrations in the CNS (Bortolato et al., 2006; Kathuria et al., 2003), suggesting
that this endocannabinoid could be involved in the reported anxiolytic-like activity of
systemic administration of AM404. Accordingly, the enhancement of conditioned fear

extinction and the attenuation of anxiety induced by AM404 are prevented by a CBI1
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receptor antagonist, indicating that an increase in the level of endocannabinoids is the main
mechanism for these effects (Bortolato et al., 2006; Chhatwal et al., 2005). Corroborating
this proposal, the conditioned fear attenuation induced by AM404 administration into the
dIPAG was also blocked by local treatment with a CB1 receptor antagonist.

The attenuation of fear responses by administration of AEA and AM404 in the dIPAG
agrees with the anxiolytic effects observed after systemic administration of low doses of
A9-THC (A9-Tetrahydrocannabinol, the major psychoactive component of the Cannabis
sativa), synthetic cannabinoids or AM404 in rodents (Berrendero and Maldonado, 2002;
Patel and Hillard, 2006; Bortolato et al., 2006). This is in line with the anti-aversive effects
induced by intra-dorsal PAG injection of the CB1 receptor agonist HU210, as observed in a
model of chemically-induced aversive response (Finn et al., 2003). Thus, our study
reinforces the potential role of dIPAG as an important site for the anxiolytic action of
cannabinoids.

AEA exert most of its actions in the CNS via the CBlcannabinoid receptor (Matsouda et
al.,, 1990; Rinaldi-Carmona et al., 1994). Thus, to verify if local CB1 receptors in the
dIPAG were involved in AEA and AM404 effects on fear conditioned responses, a
selective antagonist for CB1 receptors, AM251 was used. The observation that the
reduction of both freezing and cardiovascular responses evoked by dIPAG microinjection
of AEA or AM404 was inhibited by pretreatment with AM251 reinforces the idea of the
involvement of CB1 receptors on this effect. These results also agree with the proposed
involvement of these receptors on anxiety modulation (Bortolato et al., 2006; Kathuria et
al., 2003; Patel and Hillard, 2006).

Previous results from our laboratory (Moreira et al., 2007) showed that administration of

AEA into the dIPAG induces anxiolytic-like effects in the EPM, which were prevented by
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AM?251. In this work, however, AM404 was ineffective by itself whereas in the present
study this drug was able to attenuate fear conditioned responses. Although at the moment it
is only possible to speculate about the reasons for this difference, it suggests that local PAG
endocannabinoid system plays a more significant role when animals are confronted with
putative more intense aversive stimulus such as re-exposure to a fear conditioned context,
as compared to the EPM. This is in line with a study showing increased concentrations of
AEA in the PAG after exposure to more intense aversive stimuli such as electrical
footshock (Chhatwal et al., 2005; Bortolato et al., 2006).

Cannabinoid receptors are able to inhibit neurotransmitter release (Gill et al., 1970). In the
PAG cannabinoid agonists inhibit glutamatergic synaptic transmission (Vaughan et al.,
2000). Moreover, this inhibition of glutamatergic synaptic transmission in the PAG by the
cannabinoid agonist WIN55,212-2 is reversed by the CB1-specific antagonist SR141716,
indicating that it is mediated by activation of these receptors (Rinaldi-Carmona et al.,
1994). Several studies have shown that antagonism of glutamate-mediated
neurotransmission in the dIPAG produces anxiolytic responses in distinct animal models
(Guimaraes et al, 1991, Matheus et al., 1994, de Oliveira et al., 2001, Molchanov and
Guimaraes, 2002). Electrical or chemical stimulation of this region, on the other hand,
evokes intense defensive reactions (Krieger and Graeff 1985; Bandler and Carrive 1988).
Together, these pieces of evidence suggest that in the present study AEA and AM404 are
attenuating the expression of fear conditioned responses by reducing glutamate release in
the PAG due to CB1 receptor activation.

In conclusion, the present results indicate that CB1 receptors in the dIPAG could play an
important modulatory role on the expression of the behavioral and cardiovascular responses

observed during fear evoked by aversive contextual conditioning.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Photomicrograph of a coronal brain section showing unilateral microinjection
sites in the dIPAG and a diagrammatic representation based on the rat brain atlas of Paxinos
and Watson (1997) indicating injections sites of vehicle, AEA, AM404 and AM251into the
dIPAG of conditioned animals. [A- interaural. dPAG: dorsal periaqueductal gray; dIPAG:

dorsolateral periaqueductal gray.

Figure 2. Effects of unilateral microinjection of 200 nL of vehicle (n=7), AEA (5 nmol/
200nL, n=6), AM404 (50 pmol/200nL, n=6), AM251 (100pmol/200nL, n=6),
AM251+AEA (n=6) or AM251+AM404 (n=6) on the percentage of time spent in freezing
behavior. Columns represent the means and bars the SEM, *p<0.05 compared to vehicle

group, Bonferroni’s pos-hoc test.

Figure 3. Time-course of the effects of unilateral microinjection of 200 nL of vehicle
(n=7), AEA (5 nmol/ 200nL, n=6), AM404 (50 pmol/200nL, n=6), AM251
(100pmol/200nL, n=6), AM251+AEA (n=6) or AM251+AM404 (n=6) on mean arterial
pressure (A MAP) and heart rate (A HR). Symbols represent the means and bars the SEM.

*p<0.05, Bonferroni’s post-hoc test.

Figure 4. Representative individual recordings of pulsatile arterial pressure (PAP), mean
arterial pressure (MAP), and heart rate (HR) showing the cardiovascular alterations evoked
by re-exposure to context in conditioned rats treated with vehicle, AEA or AEA+AM?251.

Arrows indicate the start of the re-exposure.
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Abstract

There are contradictory results concerning the effects of systemic injections of cannabinoid
agonists in anxiety-related behaviors. Direct drug administration into brain structures related to
aversive responses could help to clarify the role of cannabinoids in these behaviors. One such
structure is the midbrain dorsolateral periaqueductal gray (dIPAG). The activation of CBI
receptors by the administration of the endocannabinoid anandamide (AEA) into this structure
induces anxiolytic-like effects in the elevated pus-maze. The aim of this work was to verify if
AEA microinjection into the dIPAG would also evoke anxiolytic-like effects in another model
of anxiety, the Vogel punished licking test. We also verified if AEA effects could be replicated
by facilitation of local endocannabinoid neurotransmission and if they depend on activation of
CBI receptors. Male Wistar rats (n=5-7) with cannulas aimed at the dIPAG were used. The
animals received a first microinjection of vehicle or AM251 (CBl-antagonist; 100 pmol/200
nL) into the dIPAG, followed, 5 min later, by a second microinjection of vehicle, AEA (5
pmol/ 200 nL) or AM404 (an inhibitor of AEA metabolism and uptake, 50 pmol/200 nL). The
animals were water deprived for 24 hours and pre-exposed to the apparatus where they were
allowed to drink for 3 min. After another 24 hours of water deprivation, they received the
microinjections and, 10 min later, were placed into the experimental box. In this box they
received an electrical shock (0.5 mA, 2 s) in the spout of a drinking bottle at every twenty
licks. AEA (5 pmol) and AM404 (50 pmol) increased the total number of punished licks. These
effects were blocked by pre-administration of AM251. AM251, by itself, had no effects in any
test. These results support the proposal that an endogenous cannabinoid system in the dIPAG
can modulate defensive responses, suggesting that this structure is a possible neuroanatomical

site for the anxiolytic-like effects mediated by cannabinoid agonists.
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1. Introduction

The periaqueductal gray (PAG) is a mesencephalic structure divided into four columns
along its rostro-caudal axis: dorsomedial (dmPAG), dorsolateral (dIPAG), lateral and
ventrolateral columns. It is proposed to be part of a neural substrate responsible for the
coordination of both nociceptive and anxiety-related responses (Bandler et al., 2000).
Cannabinoid CB1 receptors are distributed along the diverse columns of this structure
(Herkenham et al., 1990), suggesting that the PAG could mediate some effects of
cannabinoids. Accordingly, injections of CBI1 receptor agonists into the dorsal PAG induce
both anti-nociceptive and anti-aversive effects in rats (Finn et al., 2003; Martin et al., 1995)
and electrical stimulation of this structure causes anandamide (AEA) release and anti-
nociception via local CB1 receptor activation(Walker et al., 1999). In addition, cannabinoids
released in the dIPAG by stressful events may contribute to stress-induced analgesia (Hohmann
et al., 2005).

In the central nervous system (CNS) the endocannabinoids (AEA and 2-arachidonoyl-
glycerol -2-AG) are synthesized on-demand from post-synaptic neurons after an increase in
calcium influx and immediately diffuse to the synaptic cleft, activating CB1 receptors located
in pre-synaptic terminals (Wilson et al., 2002). The AEA action is limited by re-uptake through
an AEA transporter (AT) with subsequent metabolism by an intracellular enzyme, the Fatty
Acid Amide Hydrolase (FAAH), located in post-synaptic neurons (Beltramo et al., 1997; Di
Marzo et al.,, 1994; Piomelli et al., 1999). Both these steps can be pharmacologically
modulated. In addition to CB1 receptors, the PAG contains both AT and FAAH (Bandler et al.,

2000), suggesting a role for the endocannabinoids in the modulation of behaviors coordinated



by this structure.

A previous work (Moreira et al.,, 2007) showed that endocannabinoids injected into the
dIPAG were able to increase the anxiolytic-like behavior in rats submitted to the elevated plus-
maze (EPM), a model that measures the conflict generated by the drive to explore a safe
(closed arms) versus unsafe (open arms) place. In this work, the authors suggested that the
anxiolytic-like effects of AEA in the dIPAG is via CB1. The results, however, do not support
the idea of a tonic modulation of anxiety by endocannabinoids in this structure, since inhibition
of the AT or a CB1 antagonist did not produce any significant effect on the anxious-related
behavior.

Another paradigm used to study anxiety responses is the Vogel punished licking test
(VPLT), which is based on suppression of punished responses. In this model, water-deprived
rodents are exposed to the conflict between licking the spout of a bottle and receiving a mild
shock on the tong (Carlson et al., 2001; Flores et al., 2000; Griebel et al., 1999a; Griebel et al.,
1999b; Vogel et al., 1971). Anxiolytic drugs typically increase the number of punished licks,
an effect consistently seen with drugs that potentiate the action of y-aminobutyric acid, such as
the benzodiazepines (Carlson et al., 2001; Flores et al., 2000; Griebel et al., 1999a; Griebel et
al., 1999b).

Although both the VPLT and EPM are widely employed as behavioral models of anxiety,
they are based on different aversive contingencies that may engage distinct neurobiological
systems. Whereas the latter test relies on innate fear of open spaces the former is based on
conflict induced by a learned contingency (electrical shock on a drinking spout) in thirsty
animals. The aim of present work is to verify if endocannabinoids injected into the dIPAG
would induce anxiolytic-like response in rats submitted to the VPLT similar to those observed

in the EPM. We evaluated the effects of local administration of AEA as well as AM404, an



AEA re-uptake inhibitor, and tested if AEA and AM404 effects were mediated via CB1

receptors using AM251, a CB1 receptor antagonist.

2. Material and methods

2.1. Animal preparation

Male Wistar rats weighing 230-250 g were used. Animals were kept in the Animal Care Unit
of the Department of Pharmacology, School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sao
Paulo. Rats were housed in a number of four/cage in plastic cages under standard laboratory
conditions, with free access to food and water and under a 12 h light/dark cycle (lights on at
06:30 h). The Institution’s housing conditions and experimental procedures were previously
approved by the local Animal Ethics Committee.

Seven days before the experiment rats were anesthetized with tribromoethanol (10 mL/kg i.p.)
and fixed on a stereotaxic frame. After local anesthesia of the scalp with 2% lidocaine, the
skull was surgically exposed and stainless steel guide cannulas (0.6 mm OD) were implanted
unilaterally on the right side aimed at the dIPAG (coordinates: AP=0 from lambda, L=1.9 mm
at an angle of 16°, D=4.0 mm) using a stereotaxic apparatus, according to the atlas published
by Paxinos and Watson (1997). The cannulas were fixed to the skull with dental cement and
one metal screw. An obturator inside the guide cannula prevented obstruction.

2.2. Drugs

The following drugs were used: Anandamide (Tocris), AM251 (Tocris), AM404 (Tocris),
morphine (Sigma, USA), tribromoethanol (Aldrich, USA) and urethane (Sigma, USA).

2.3. Vogel conflict test

The Vogel conflict test was performed in a Plexiglas box (42 x 50 x 25 cm) with a stainless

steel grid floor. The metallic spout of a drinking bottle containing water projected into the box.



The contact of the animal with the spout and the grid floor closed an electrical circuit
controlled by a sensor (Anxio-Meter model 102, Columbus, USA), which produced 7 pulses/s
whenever the animal was in contact with both components. Each pulse was considered as a lick
and at every 20 licks the animal received a 0.5 mA electrical shock on the metallic drinking
spout for 2 s. The sensor recorded the total number of licks and shocks delivered during the test
period. The whole apparatus was located inside a sound-attenuated cage (Jardim et al., 2005).
2.4. Water consumption evaluation

The apparatus was the same used in the test above; however, the electrical shock delivering
system was inoperative. Water consumption was measure after 24 and 48 h of deprivation.

2.5. Tail-flick test

The apparatus consisted of an acrylic platform with a nichrome wire coil (Insight Instruments.
Brazil) maintained at room temperature (24—-26°C). The rats were gently handled and their tails
were laid across the coil. The coil temperature was then raised at 9 °C/s by the passage of
electric current. The system had a cut-off time of 6 s to prevent tissue damage when the coil
temperature approached 80°C. The time to withdraw the tail was recorded as tail-flick latency.
The electric current was calibrated to provoke this reflex within 2.5-3.5 s in non-treated
animals (Bandler et al., 1988; Krieger et al., 1985).

2.6. Experimental design

Six groups of animals submitted to the VPLT received unilateral injection into the dIPAG

of 0.2 uL of vehicle (vehicle AEA or AM404 + vehicle AM251, n=11), AM251 vehicle +
AEA (5 nmol, n=6), AM251 vehicle + AM404 (50 nmol, n=4), AM251 (100 pmol) + AEA
(n=5), AM251 + AM404 (n=5) or AM251 + 0.2 uL of vehicle (n=9). The dose of AEA was
based on that that produced anxiolytic effects in the EPM and contextual fear conditioning.

The doses of AM404 and AM251 were based on those that potentiated or blocked,



respectively, these effects in the same studies (Moreira et al., 2007).

2.7. Procedures

Each animal was used only once. Intracerebral injections were performed with a thin dental
33G needle (Small Parts, Miami Lakes, FL, USA) introduced through the guide cannula
until its tip was 1.0 mm below the cannula end. A volume of 0.2 puL was injected in 30 s
using a microsyringe (Hamilton, USA) connected to an infusion pump (Kd Scientific,
USA). In order to prevent reflux the guide cannula was left in place for 30 s after the end of
each injection. A polyethylene catheter (PE 10) was interposed between the upper end of
the dental needle and the microsyringe. The drugs were microinjected in a final volume of
0.2 pL in dIPAG. Morphine hydrochloride (5 mg/kg; Merck), dissolved in saline, was used
as a positive control in the tail-flick test (see bellow).

The interval between the first and second microinjection was 5 min and the animals were
tested 10 min after the last microinjection.

2.7.1. Vogel conflict test

The animals were water deprived for 48 h before the test. After the first 24 h of deprivation
they were allowed to drink freely for 3 min in the test cage in order to find the drinking
bottle spout. Some animals did not find the spout and were not included in the experiment.
Twenty-four hours later the animals received a first microinjection of vehicle or AM251
(CB1-antagonist; 100 pmol/200 nL) into the dIPAG, followed, 5 min later, by a second
microinjection of vehicle, AEA (5 pmol/ 200 nL) or AM404 (an inhibitor of AEA
metabolism and uptake, 50 pmol/200 nL). 10 min after the last injection the animals were
placed into the test box. The test period lasted for 3 min and the animals received a 0.5 mA

shock every 20 licks. During this period the number of punished licks and shocks delivered



were registered.

2.7.2. Tail-flick test

The tail-flick test was conducted in independent groups of animals receiving vehicle,
morphine, AEA or AM404. The heating was applied to a portion of the ventral surface of
the tail located between 4 and 6 cm from its end. The tail-flick latency was measured at 5-
min intervals until a stable baseline (BL) was obtained over three consecutive trials. The
latency was measured again within 30 s after drug administration and then at 10-min
intervals for up to 40 min (Millan et al., 2003). The morphine were administered
systemically i.p. 10 min before the test and vehicle, AEA or AM404 were injected into the
dIPAG as described above.

2.8. Histological Procedure

On the day after the experiments the rats were anesthetized with urethane (1.25 g/ kg, 1.p.),
their chests were surgically opened; the descending aortas occluded; the right atrium severed
and the brains perfused with 10% formalin through the left ventricle. The brains were post
fixed for 24 h at 4°C, and 40 um sections were cut with a cryostat (CM 1900, Leica, Germany).
Brain sections were stained with 1% neutral red. The placement of the injection needles was
identified with the help of the rat brain atlas of Paxinos and Watson (Paxinos and Watson,
1997).

2.9. Data Analysis

The data were expressed as mean = SEM. The number of punished licks were analyzed by one-
way ANOVA. In case of statistical significance the groups were compared by the Bonferroni’s
post hoc test. The latency of tail withdrawal and water consumption were analyzed by two

way-ANOVA with treatment and time (repeated measure) as the two factors. Results of



statistical tests with p< 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. Experiment 1: Effect of vehicle, AEA or AM404 injection into the dIPAG on the
behavior of animals submitted to VPLT.

The dIPAG injection sites are represented in Fig. 1. There was a significant effect of
treatment on the number of punished licks (Fs39=5.86, Bonferroni, AEA: p<0.0005 and
AM404: p<0.0001). These effects were blocked by pre-administration of AM251 (p<0.05).
AM251, by itself, had no effects in any test (p>0.05) (Fig. 2). Drug administration into
adjacent structures did not produce any effect (data not shown).

3.2. Experiment 2: Drug effects in the tail-flick test.

The tail-flick test results can be seen in Fig. 3. There were significant drug (F320=16.55,
p<0.0001), time (F320=4.74, p=0.0017) and drug x time interaction (F320=8.03, p<0.0001)
effects. Withdrawal latencies were significant greater than vehicle at 10, 20, 30 and 40 min
after morphine injection (5 mg/kg). AEA did not produce any effect. AM404, however,
induced a small but significant increase in withdrawal latency 20 min after injection as
compared to vehicle. This latency, however, was not different from baseline values (p>0.05).
3.3. Experiment 3: Drug effects on water consumption

Either AEA or AM404 had no effects on number of licks (F226=0.33, p>0.05) when were

microinjected into the dIPAG (Fig. 4).
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4. Discussion

In a previous study Moreira et al. (2007) showed that AEA injected into the dIPAG
increased the exploration of the open arms of the elevated plus maze (EPM). This model is
based on a conflict between exploratory behavior and innate fear of open spaces and anxiolytic
drugs increase the number of entries and time spent in the open arms of the EPM (Handley et
al., 1984; Pellow et al., 1986). The results, therefore, suggest that AEA produces anxiolytic
effects in the dIPAG. To confirm this possibility, in the present work we tested the animals in
the VPLT, an animal model of anxiety not based on innate fear but instead on suppression of
punished responses learned during the test. In this model, water deprived rodents are exposed
to a conflict between licking the spout of a bottle containing water and receiving a mild shock
on the tong (Vogel et al., 1971). Anxiolytics that potentiate the action of y-aminobutyric acid
such as the benzodiazepines typically increase the number of punished licks (Carlson et al.,
2001; Flores et al., 2000; Griebel et al., 1999a; Griebel et al., 1999b). Similar effects were
observed with AEA, indicating an anxiolytic-like effect. This effect was also observed when
AM404, an inhibitor of AEA transporter and degradation, was administered into dIPAG. This
effect contrasts with results reported by Moreira et al. (2007), which failed to find any effect of
this drug in the EPM after direct administration into the dIPAG. Although the causes of these
contradictory results are not clear, they may involve the distinct animal models of anxiety
employed. Brain endocannabinoids have been proposed to act as a ’stress buffer system’
(Viveros et al., 2007), engaged by high demand situations. Following this proposal, it is
possible to reason that the VPLT, by involving pain and water deprivation, engages the
endocannabinoid system in the dIPAG to a greater extend that the EPM. Corroborating this
proposal, we have recently found anxiolytic-like effects of AEA and AM404 in a contextual

fear conditioning paradigm, another animal model that involves pain exposure (Resstel et al.,
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unpublished data).

Considering that the Vogel test is a paradigm based on the conflict between water appetite
and punishment, drugs that influence water consumption or nociceptive thresholds may yield
confounding results (Millan et al., 2003). Therefore, we conducted experiments to control these
possibilities. None of the aforementioned parameters were modified by AEA. AM404,
however, induced a significant antinociceptive effect in the tail-flick test when the animals
were evaluated 20 minutes after microinjection, as compared to vehicle treated rats. This
effect, however, was small, since it was not different from the baseline values of this
compound. A antinociceptive effect of AM404 in the dIPAG, however, is compatible with a
study showing that electrical stimulation in this structure promotes AEA release with
subsequent antinociception via activation of local CB1 receptors (Walker et al., 1999). In the
present study, in addition, the animals were evaluated in the VLTP 10 minutes after drug
microinjection, when no antinociceptive effect of AM404 was detected. Therefore, it seems
unlikely that the anticonflict effect found in the VPLT is due to non specific interference with
appetitive or nociceptive mechanisms.

CBI receptors are largely distributed in the PAG (Herkenham et al., 1990). Confirming that
the anxiolytic effects produced by AEA and AM404 in the dIPAG involve activation of these
receptors, AM251, a CBI receptor antagonist, was able to block those effects. Although the
lack of AM251 effect when administered alone could indicate, contrasting with the results
observed with AM404, that the endocannabinoid system in the dIPAG is not engaged by this
model, only one dose was tested. Moreover, since the model is based on suppression of
punished behavior, it is usually not very sensitive to detect anxiogenic effects.

Cannabinoid receptors inhibit neurotransmitters release (Gill et al., 1970), an effect that
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was also demonstrated in the PAG (Vaughan et al., 2000). In this structure a cannabinoid
agonist, WINS55,212-2, was shown to decrease glutamate release, an effect blocked by
SR141716, a CB1 antagonist (Rinaldi-Carmona et al., 1994). Whereas glutamate agonists
injected into the dIPAG cause freezing behavior and increased cardiovascular activity
(Bandler et al., 1988; Krieger et al., 1985), glutamate antagonists produce anxiolytic-like effect
in several animal models, including the EPM and VLTP , (Molchanov et al., 2002). It is
possible, thus, that the anxiolytic effects observed with AEA and AM404 involve a decrease in
glutamate release in the dIPAG.

In conclusion, the present results suggest that the dIPAG could be a possible brain site
related to the anxiolytic effects of systemically administered cannabinoids. In addition, they
also suggest that the endocannabinoid system located in this region could modulate anxiety

responses.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Photomicrograph of a coronal brain section showing an unilateral microinjection site in
the dIPAG and a diagrammatic representation based on the rat brain atlas of Paxinos and
Watson (1997) indicating injections sites into this structure. dPAG: dorsal periaqueductal gray;

dIPAG: dorsolateral periaqueductal gray.

Fig. 2. Effects of unilateral microinjection of 0.2 uL of vehicle (n=7), AEA (5 nmol/ 0.2 uL,
n=6), AM404 (50 pmol/0.2 uL, n=6), AM251 (100pmol/ 0.2 uL, n=6), AM251+AEA (n=6) or
AM251+AM404 (n=6) on the number of punished licks in the VPLT. Columns represent the

means and bars the SEM, *p<0.05 compared to vehicle group, Bonferroni’s pos-hoc test.

Fig. 3. Time course effects of AEA (5pmol/0,2 pl) (n=6), AM404 (50 pmol/ 0,2 ul) (n=5),
morphine (5 mg/Kg) (n=6) or vehicle (n=7) in the tail-flick test. With the exception of
morphine (i.p. injection) all drugs and vehicle were injected into the dIPAG. Each point
represents the mean and bars the SEM for the latency of tail withdrawal, *p<0.05 compared

to vehicle (ANOVA followed by Bonferroni’s post-test).

Fig. 4. Absence of AEA (5pmol/0,2 ul) (n=5), AM404 (50 pmol/0,2 pl) (n=6) or vehicle (n=5)
effects microinjected into dIPAG of rats submitted to evaluation of water consumption.
Columns represent the means and bars the SEM of number of licks measured for each group in

3 minutes period after 24h (Day 1) and 48h (Day 2) of water deprivation.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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