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RESUMO

HARTMANN, A. Efeitos do canabidiol no comportamento agressivo induzido
por isolamento social em camundongos. 2016. 74 p. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&ao Paulo, 2016.

O Canabidiol (CBD), principal composto nao-psicotomimético da Cannabis sativa,
possui diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo a inducdo de efeitos tipo-
antidepressivos e ansioliticos em roedores apds administracdo sistémica. O
isolamento social aumenta comportamentos agressivos em camundongos, condi¢cao
denominada agressao induzida pelo isolamento social ou agresséao territorial. Drogas
ansioliticas e antidepressivas podem atenuar comportamentos agressivos. Desse
modo, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar se o CBD atenuaria
comportamentos agressivos induzidos pelo isolamento social em camundongos.
Camundongos Suigos machos (7-8 semanas de idade no dia do isolamento, 30-40 g
no dia do teste) foram mantidos isolados (camundongos residentes) para inducao
dos comportamentos agressivos. Paralelamente, camundongos co-especificos
(camundongos intrusos) foram mantidos agrupados (oito por caixa). Neste modelo,
um camundongo intruso da mesma linhagem, sexo e idade foi colocado na caixa
moradia do residente. As interacdes entre os camundongos residente e intruso
foram gravadas por 20 min e a laténcia para a primeira mordida contra o intruso, o
namero de ataques e o tempo total de ataques foram analisados por um observador
cego aos grupos experimentais. Apds 10 dias de isolamento social, foi testado se a
administracdo aguda (i.p.) de CBD (5, 15, 30 ou 60 mg/kg), 30 min antes do teste,
atenuaria comportamentos agressivos dos camundongos residentes contra 0s
intrusos. Para avaliar a participacdo de receptores 5-HT1A e CB1 nos efeitos do
CBD, grupos independentes de animais receberam 1 injecdo prévia de WAY 100635
(antagonista dos receptores 5-HT1A, 0,3 mg/kg) ou AM251 (antagonista dos
receptores CB1, 1 mg/kg), 30 min antes do CBD (15 mg/kg). Para controlar possiveis
efeitos motores da droga, grupos independentes de animais tratados com doses
efetivas de CBD ou nédo efetivas de WAY100635 ou AM251 foram submetidos ao
actimetro para avaliacdo da atividade locomotora total. O CBD (15 mg/kg) aumentou
a laténcia para o residente atacar o intruso e este efeito foi atenuado tanto pela
administracdo prévia de AM251 (VEI+VEI: 186,62+83,16; VEI+CBD: 956,25+150,77;
AM+VEI: 271,71+156,18; AM+CBD: 395,86+208,24; p=0,030) quanto WAY100635



(VEI+VEI: 116,33+29,38; VEI+CBD: 860,87+177,36; WAY+VEI: 305,12+159,16;
WAY+CBD: 302,57+154,68; p=0,011). Além disso, o CBD reduziu o numero de
ataques em todas as doses testadas (VEI: 23,00+£3,66; CBD 5: 12,25+2,43; CBD 15:
6,62+2,43; CBD 30: 7,71+3,24; CBD 60: 8,16+2,36; p=0,002) e as doses
intermediarias (15 e 30 mg/kg) foram capazes de diminuir o tempo total de ataques
(VEI: 114,37+22,65; CBD 5: 80,87+23,83; CBD 15: 40,00+14,58; CBD 30:
25,86+12,88; CBD 60: 54,67+9,68; p=0,018), ambos os efeitos sendo atenuados
pelo AM251 (Numero de ataques — VEI+VEI: 19,25+2,56; VEI+CBD: 3,25+2,36;
AM+VEI: 22,86+4,97; AM+CBD: 14,14+4,10; p=0,028; Tempo total de ataques —
VEI+VEI: 66,62+9,19; VEI+CBD: 11,75+9,56; AM+VEI: 118,86+31,00; AM+CBD:
58,71+17,45; p=0,049) e WAY100635 (Numero de ataques — VEI+VEI: 30,8316,77;
VEI+CBD: 7,87+4,68; WAY+VEI: 22,50+5,06; WAY+CBD: 23,57+6,74; p=0,059;
Tempo total de ataques — VEI+VEIl: 151,17+32,65; VEI+CBD: 16,75+10,88;
WAY+VEI: 113,75+24,66; WAY+CBD: 76,29+21,36; p=0,002). Nao foi observado
efeito motor do CBD em nenhuma das doses testadas, bem como do WAY100635 e
AM251. Esses resultados evidenciam que o CBD atenua comportamentos
agressivos em camundongos e nos permitem sugerir um mecanismo misto, visto que
h& o envolvimento de receptores CB1 e 5-HT1A. Desse modo, este fitocanabinoide
poderia ser uma alternativa terapéutica para tratar comportamentos agressivos

associados a transtornos psiquiatricos.

Palavras-chave: Canabidiol, Agressividade, Residente-Intruso, Receptor CB1,
Receptor 5-HT1A.
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ABSTRACT

HARTMANN, A. Cannabidiol effects on agressive-like behaviors induced by
social isolation in mice. 2016. 74 p. Master’'s Degree Work. Ribeirao Preto Medical
School — University of Sdo Paulo, 2016.

Cannabidiol (CBD), a major non-psychotomimetic compound from Cannabis sativa
plant, induces anxiolytic- and antidepressant-like effects in rodents after systemic
administration. Long-term individual housing increases aggressive behavior in mice,
a condition named isolation-induced aggression or territorial aggression, which can
be attenuated by anxiolytic and antidepressant drugs. Thus, the aim of the present
study was to verify whether CBD would attenuate the aggressive behavior induced
by social isolation. Male Swiss mice (7-8 weeks of age on the isolation day, 30-40 g
on the test day) were individually housed (resident mice) to induce aggressive
behavior, while conspecific mice (intruder mice) were grouped housed (eight per
cage). In this model, an intruder mouse of the same strain, sex and age is placed in
the resident home cage. The resident-intruder interactions were videotaped for 20
min and the latency to the first bite against the intruder, the number of attacks and
the total duration of aggressive encounters were recorded and later analyzed by an
observer blind to the treatment groups. After 10 days of social isolation, we tested if
acute intraperitoneal CBD administration (5, 15, 30 and 60 mg/kg) to the resident
mice 30 min prior to the test would attenuate aggressive-like behavior towards the
intruder animal. To evaluate the involvement of 5-HT1A and CB1 receptors in the
CBD effects, independent groups of animals were injected with WAY100635 (0.3
mg/kg) or AM251(1 mg/kg) 30 min prior to CBD (15 mg/kg). To control possible motor
effects, independent animals treated with effective doses of CBD or ineffective doses
of WAY100635 or AM251 were submitted to the actimeter to evaluate the total
locomotor activity. CBD (15 mg/kg) increased latency to attack the intruder and this
effect was attenuated by the prior administration of AM251 (VEI+VEI: 186.62+83.16;
VEI+CBD: 956.25+£150.77; AM+VEIl: 271.71£156.18;, AM+CBD: 395.86+208.24;
p=0.030) or WAY100635 (VEI+VEI: 116.33+29.38; VEI+CBD: 860.87+177.36;
WAY+VEI: 305.12+159.16; WAY+CBD: 302.57+154.68; p=0.011). Moreover, CBD
reduced the number of attacks in all tested doses (VEI: 23.00+3.66; CBD 5:
12.25+2.43; CBD 15: 6.62+2.43; CBD 30: 7.71+3.24; CBD 60: 8.16+2.36; p=0.002)

as well as the duration of aggressive behavior encounters in the intermediary doses



(15 and 30 mg/kg; VEI: 114.37£22.65; CBD 5: 80.87+23.83; CBD 15: 40.00+14.58;
CBD 30: 25.86+12.88; CBD 60: 54.67+9.68; p=0.018), both effects were attenuated
by AM251 (Number of attacks — VEI+VEIl: 19.25+2.56; VEI+CBD: 3.25+2.36;
AM+VEI: 22.86+4.97; AM+CBD: 14.14+4.10; p=0.028; Total time of attacks —
VEI+VEI: 66.62+9.19; VEI+CBD: 11.75+9.56; AM+VEI: 118.86+31.00; AM+CBD:
58.71+17.45; p=0.049) and WAY 100635 (Number of attacks — VEI+VEI: 30.83%6.77;
VEI+CBD: 7.87+4.68; WAY+VEI: 22.50+5.06; WAY+CBD: 23.57+6.74; p=0.059;
Total time of attacks — VEI+VEI: 151.17+32.65; VEI+CBD: 16.75+10.88; WAY+VEI:
113.75£24.66; WAY+CBD: 76.29+21.36; p=0.002). CBD, in all tested doses, as well
as WAY100635 and AM251, did not induce locomotor changes. These findings
suggest that CBD decreases aggressive behaviors in mice and allow us to suggest
that this effect involves CB1 and 5-HT1A receptors. Therefore, this phytocannabinoid
may be therapeutically useful to treat aggressive behaviors that are usually
associated with psychiatric disorders.

Key-words: Cannabidiol, Agressiveness, Resident-Intruder, CB1 Receptor, 5-HT1A
Receptor.
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1. INTRODUCAO

A agressdo é um comportamento social individual ou coletivo que possui valor
adaptativo e compreende sinais de comunicacao, atos e posturas para atingir um
objetivo especifico, geralmente na defesa contra estimulos ameacadores (ARCHER,
2009; DE ALMEIDA; CABRAL; NARVAES, 2015; MICZEK et al., 2002; VAN HONK
et al., 2010). Desse modo, a agressao é executada com o objetivo de causar dano
ou prejuizo ao individuo agredido (BERKOWITZ, 1993). Diversos sao os fatores que
podem motivar este comportamento, como a competicdo por comida, busca por um
parceiro sexual, defesa de territério e/ou da prole, medo e frustragcdo (MICZEK et al.,

2001; TAKAHASHI et al., 2011).

O comportamento agressivo inadequado relaciona-se com transtornos
mentais e sociais (FERRIS et al., 2008). Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico
de Transtornos Mentais, na sua quinta edicdo (DSM-V), o comportamento agressivo
€ um sintoma (podendo estar presente ou ndo) em diversos transtornos psiquiatricos
como esquizofrenia, transtornos de ansiedade, transtorno de adaptacéo, transtorno
de controle dos impulsos, transtorno de personalidade antissocial, transtorno de
atencdo e hiperatividade, autismo e adiccdo (ASSOCIACAO AMERICANA DE
PSIQUIATRIA, 2013). O comportamento impulsivo € intimamente associado a
agressao, visto que comportamentos impulsivos e agressivos precoces parecem
predizer comportamentos agressivos e criminosos tardiamente (FARRINGTON,

1989).

Em roedores, o isolamento social tem sido amplamente utilizado para estudo
de comportamentos agressivos (MALICK, 1979; MICZEK et al., 2001), visto que

este procedimento aumenta a agressdo nos animais residentes (isolados) em
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direcdo a um intruso colocado em sua caixa-moradia (BRAIN, 1975). Esta condicéo,
denominada agressédo induzida por isolamento, pode ser atenuada por drogas
ansioliticas (SAKAUE et al.,, 2001; SAKAUE et al., 2002) e antidepressivas
(NELSON, M.; PINNA, 2011; PINNA et al., 2003; SANCHEZ et al., 1993). Neste
modelo, a medida da laténcia para iniciar o primeiro atague, o0 nimero de encontros
agressivos, bem como a duracao de tais encontros sdo medidas do comportamento
agressivo per se (BRUNNER; HEN, 1997; LISBOA et al., 2007). Além disso,
também tem sido sugerido que a medida da laténcia para iniciar o primeiro ataque
agressivo pode ser usada como uma medida de impulsividade ou controle inibitério,
uma vez que o aumento nesta laténcia indica inibicdo da tendéncia de iniciar o

encontro agressivo (COPPENS et al., 2012).

Diversos neurotransmissores tém sido relacionados a agressdao em humanos
e em modelos animais - como a dopamina, o acido gama-aminobutirico (GABA), o
glutamato e, principalmente, a serotonina (5-HT) (DE ALMEIDA et al., 2015; GRAY
et al., 2015; MICZEK et al., 2002; OLIVIER, 2015). Além disso, foi demonstrado
que diversos peptideos (fator liberador de corticotrofina, vasopressina, fator
neurotréfico derivado do cérebro, neuropeptideo Y, peptideos opioidérgicos),
mediadores endocanabinoides, enzimas (6xido nitrico sintase neuronial e endotelial,
monoaminoxidase A — MAO-A) e receptores (canabinoides do tipo 1, ocitocinérgicos,
dentre outros) parecem estar envolvidos em modelos de agressdo em roedores por
atuar direta ou indiretamente sobre o sistema serotoninérgico (MICZEK et al., 2001;

RODRIGUEZ-ARIAS et al., 2013; TAKAHASHI et al., 2011).

O sistema serotoninérgico € o mais amplamente estudado e o que parece ter

maior envolvimento em comportamentos agressivos em roedores (GRAY et al.,
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2015; MICZEK et al., 2002; MICZEK et al., 2001; OLIVIER, 2015) e humanos (DE
ALMEIDA et al., 2015). Sabe-se que o aumento dos niveis de serotonina atenua
comportamentos agressivos em animais e humanos, de modo que a impulsividade e
os altos indices de agressividade estdo correlacionados com baixos niveis de
serotonina no cérebro de roedores. De modo geral, a ativacdo local de receptores 5-
HT1A e 5-HT1B em determinadas regides cerebrais (area pré-optica medial, nucleos
dorsal e medial da rafe, amigdala, nucleo septal lateral, cortex orbitofrontal e pré-
frontal, hipotdlamo anterior e medial, substancia cinzenta periaquedutal) promovem
a reducdo de comportamentos agressivos em diferentes protocolos experimentais e
linhagens/espécies de animais (TAKAHASHI et al.,, 2011). Portanto, ferramentas
farmacolégicas que aumentem o0s niveis de 5-HT cerebrais (precursores
serotoninérgicos, inibidores da recaptacdo de 5-HT) ou agonistas de receptores 5-
HT1A e 5-HT1B podem reduzir comportamentos agressivos em roedores e
humanos. Entretanto, alguns trabalhos evidenciam que essa diminuicdo da agressao
se da através de inibicdo da atividade locomotora, sedacdo, comportamento
estereotipado e reducdo da interagcdo social (DE BOER; KOOLHAAS, 2005;
MICZEK; HUSSAIN; FACCIDOMO, 1998; OLIVIER et al.,, 1995). Desse modo,
drogas que consigam atenuar comportamentos agressivos sem alteragcbes

psicomotoras sao alvos de interesse.

O canabidiol (CBD) é o principal constituinte nao-psicotomimético da planta
Cannabis sativa e possui acao sobre diversos receptores no sistema nervoso central
(SNC), dentre eles CB1, CB2, GPR55 (G-protein coupled receptor 55), TRPV1
(transient receptor potential vanilloid type 1) e 5-HT1A (AHRENS et al., 2009;
BISOGNO et al., 2001; CAMPOS; GUIMARAES, 2008;2009; DE PETROCELLIS et

al., 2008; RESSTEL et al.,, 2009; RUSSO et al.,, 2005; RYBERG et al., 2007;



HARTMANN, A. 23

THOMAS et al., 2007). Além de interagir com estes receptores, o CBD pode inibir a
enzima hidrolase amida de &cidos graxos (FAAH-fatty acid amide hydrolase),
responsavel pelo metabolismo do canabinoide enddégeno anandamida (AEA),
portanto aumenta os niveis deste endocanabinoide (ECB). Desse modo, embora a
afinidade do CBD pelos receptores CB1 e CB2 seja baixa, o CBD pode facilitar a
sinalizacdo ECB através da inibicdo da FAAH (BISOGNO et al., 2001) e, portanto,
seus efeitos poderiam ser mediados por essa via (ativacdo de receptores

canabindides).

Os usos terapéuticos do CBD em transtornos mentais ou a eficacia em
modelos animais destes transtornos ja foram descritos (CAMPOS; MOREIRA; et al.,
2012). Dentre estes, podem ser destacados a atenuagdo das consequéncias
comportamentais do estresse agudo (CAMPOS; FERREIRA; GUIMARAES, 2012;
RESSTEL et al., 2009) e efeito tipo-antidepressivo (ZANELATI et al., 2010) em
roedores; efeito antipsicético em humanos (ZUARDI; RODRIGUES; CUNHA, 1991) e
em modelos animais (PEDRAZZI et al., 2015); efeitos ansioliticos em modelos
animais (GUIMARAES et al., 1990; MOREIRA; AGUIAR; GUIMARAES, 2006) e em
humanos (BERGAMASCHI et al., 2011; CRIPPA et al., 2011; ZUARDI et al., 1993);
e efeitos anti-compulsivos em modelos animais (CASAROTTO et al., 2010).

Entretanto, o efeito do CBD em comportamentos agressivos € desconhecido.

Embora em alguns destes trabalhos citados acima o efeito do CBD envolva
receptores CB1 (CASAROTTO et al., 2010), a atenuagdo das consequéncias
comportamentais em situacdes de estresse agudo parece envolver a sinalizagao
serotoninérgica, via ativacdo de receptores 5-HT1A (CAMPOS; FERREIRA; et al.,
2012; RESSTEL et al., 2009; ZANELATI et al., 2010). Em relacdo ao sistema ECB,

trabalhos prévios demonstraram que animais com delecdo genética de receptores
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CB1 apresentam comportamentos pro-agressivos (MARTIN et al.,, 2002;
RODRIGUEZ-ARIAS et al., 2013), além de aumento do RNAmM da enzima catecol-O-
metil transferase (COMT) nos nucleos mediano e dorsal da rafe e amigdala, bem
como aumento do RNAmM da enzima MAO-A também na amigdala (RODRIGUEZ-
ARIAS et al., 2013). Tais observagdes sugerem que, na auséncia da sinalizacéo via
CB1, o possivel aumento na expressao e atividade destas enzimas levaria a reducao
dos niveis de monoaminas, incluindo a 5-HT e, portanto, ao comportamento

agressivo.

Diante do exposto, a hipétese deste trabalho é que a administracdo sistémica
de CBD diminuiria comportamentos tipo-agressivos induzidos pelo isolamento social

em camundongos por facilitar a neurotransmissao via receptores 5-HT1A e/ou CB1.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito da administracdo aguda de CBD sobre as consequéncias
comportamentais no modelo de agresséao induzida por isolamento social (modelo do
residente-intruso) e o0s possiveis mecanismos de acdo do CBD envolvidos neste
efeito.
2.2. Objetivos especificos
A — Verificar se o tratamento sistémico agudo com o CBD é capaz de atenuar

comportamentos ag ressivos;

B — Investigar o envolvimento dos receptores 5-HT1A e/ou CB1 nos efeitos

induzidos pelo CBD;



Material e Meéetodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Camundongos Suicos machos (5-6 semanas de idade) provenientes do Biotério
Central da USP-Ribeirdo Preto foram alocados em grupos de 8 animais por gaiola (37,2
X 24,2 X 19,1 cm; Alesco, Brasil) e aclimatados no biotério do Departamento de
Farmacologia da FMRP-USP por 1-2 semanas para chegarem a idade necesséria para
0 inicio dos experimentos (animais adultos; 7-8 semanas). Os animais foram mantidos
com agua e comida ad libitum, sob ciclo claro-escuro de 12 h (luzes acesas as 6:30) e

temperatura controlada (24+1°C).

Os protocolos experimentais utilizados no presente projeto receberam aprovacao
da Comissdo de Etica no uso de animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

da Universidade de S&o Paulo (Protocolo n. 038/2015).

3.2. Drogas

o Canabidiol (THC Pharma, Alemanha) utilizado sistemicamente nas

doses de 5, 15, 30 e 60 mg/kg. Veiculo: 2% Tween 80 em salina.

o WAY100635 (antagonista dos receptores 5-HT1A, Sigma, EUA)

utilizado sistemicamente nas doses de 0,03; 0,1; 0,3; 1 e 3 mg/kg. Veiculo: Salina.

o AM251 (antagonista dos receptores CB1, Tocris, EUA) utilizado
sistemicamente nas doses de 0,1; 0,5; 1 e 1,5 mg/kg. Veiculo: 10% DMSO em

salina.

Todas as drogas foram administradas em volume final de 10 ml/kg.

3.3. Procedimentos experimentais
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3.3.1. Modelo do Residente-Intruso

Dez dias antes do inicio dos experimentos, os camundongos a serem utilizados
como residentes foram alocados em caixas individuais (37,9 X 19,7 X 12,7 cm; Alesco,
Brasil) e, durante esse periodo, as gaiolas mantidas intactas (sem manuseio, troca de
maravalha, comida ou ra¢ao). Os camundongos intrusos foram mantidos agrupados (8
animais/caixa) até o momento do teste em ambiente enriquecido com iglus, a fim de
atenuar o desenvolvimento de comportamentos dominantes e agressivos. O

delineamento experimental pode ser observado na Fig. 1.

O teste foi realizado conforme descrito previamente (LISBOA et al., 2007). Os
camundongos residentes possuiam peso corporal entre 30-40 g enquanto que 0S
intrusos variavam no maximo 5 g em relacdo ao peso do residente. Apés o periodo
de isolamento, no dia do experimento, o camundongo intruso foi colocado na caixa-
moradia do camundongo residente e, durante 20 min, as interacdes foram gravadas.
Posteriormente, 0s seguintes comportamentos foram analisados manualmente, com

auxilio de cronémetros, por um observador cego aos tratamentos:

— Laténcia para a primeira mordida: tempo, em segundos, decorrido entre a

colocagéo do intruso e o momento da primeira mordida;

— Numero total dos ataques: niumero de vezes que o residente ataca o intruso ou

realiza movimentos de ameaca;

— Duracao total dos episédios de ataque: tempo, em segundos, que 0S animais

gastam em ameacas ou encontros agressivos.

Animais que nao apresentaram comportamentos agressivos durante os 20

min de teste, foram considerados para andlise estatistica independentemente do
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grupo experimental ao qual pertenciam. Animais residentes que foram agredidos por

animais intrusos ndo foram considerados para andlise estatistica.

¥

Cbeg?qa dos animais Isolamento Atividade Locomotora (AL)
ao Biotério Depart?mental Social (8-9 semanas de idade)
(5-6 semanas de idade) (7-8 semanas de idade) (Ver itens A, B, C)
\4 \4
L 1 [ ]
| |

Delineamento Experimental

Teste do Residente-Intruso (RI)
ou

7-14 dias

10 dias

A. Construcio da curva dose-resposta para o CBD

Injecdo Teste do RI
Retirada dos animais Direcionamento dos animais  «+ Veiculo ou =
do biotério a sala de experimentagdo « CBD AL
l ! ! l
| ] ] ]
| | | 1
30 min

Aclimatagdo minima
de 30 min

B. Construciao da curva dose-resposta para antagonistas
dos receptores 5-HT1A ou CB1

Teste do RI <5

Injecdo
Retirada dos animais Direcionamento dos animais + Veiculo ou
do biotério a sala de experimentacéo * WAY100635 AL
« AM251
¥ ) I l
| 1 | |
| T {

I
60 min

Aclimatacio minima
de 30 min

C. Avaliacio da participaciao de receptores 5-HT1A e CB1
nos efeitos comportamentais induzidos pelo CBD

Teste do RI &/

12 Injegdo 2 Ipiech

 Veietlo njegdo
Retirada dos animais Direcionamento dos animais cleu * Veiculo ou
do biotério a sala de experimentacéo * WAY100633 « CBD AL

« AM251
l | | l l
| ] ] 1 |
I I I | 1
30 min 30 min

Aclimatagdo minima
de 30 min

Figura 1. Delineamento experimental proposto para avaliagdo dos efeitos do CBD
sobre comportamentos agressivos. CBD: canabidiol; AL: atividade locomotora; RI: teste

do residente-intruso.
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3.3.2. Avaliacdo dos efeitos do CBD sobre as respostas comportamentais

induzidas pelo modelo do residente-intruso

Inicialmente, os animais residentes receberam 1 injecédo intraperitoneal de
CBD nas doses de 5, 15, 30 ou 60 mg/kg para realizacdo de uma curva dose-

resposta. A administracdo ocorreu 30 min antes da realizacao do teste.

3.3.3. Construcdo das curvas dose-resposta para 0s antagonistas de

receptores 5-HT1A (WAY100635) e CB1 (AM251)

Para a escolha de doses nédo efetivas dos antagonistas, foram construidas
curvas dose-resposta a partir da administracdo de injecdes intraperitoneais de
WAY100635 nas doses de 0,03; 0,1; 0,3; 1 e 3 mg/kg ou AM251 nas doses de 0,1;

0,5; 1 e 1,5 mg/kg. A administragédo ocorreu 1 h antes da realizacao do teste.

3.3.4. Avaliagdo da participagdo de receptores 5-HT1A nos efeitos

comportamentais induzidos pelo CBD no modelo do residente-intruso

Para avaliacdo da possivel participacdo dos receptores 5-HT1A nos efeitos do
CBD, foram administradas duas injecdes intraperitoneais com um intervalo de 30 min
entre as mesmas. A primeira injecdo consistiu de WAY100635 (0,3 mg/kg),
antagonista dos receptores 5-HT1A, ou veiculo; e a segunda, de CBD (15 mg/kg) ou

veiculo. O teste foi realizado 30 min apdés a ultima injecao.

3.3.5. Avaliagdo da participacdo de receptores CB1 nos efeitos

comportamentais induzidos pelo CBD no modelo do residente-intruso

Para avaliacdo da possivel participacdo dos receptores CB1 nos efeitos do
CBD, foram administradas duas injecdes intraperitoneais com um intervalo de 30 min

entre as mesmas. A primeira injecao consistiu de AM251 (1 mg/kg), antagonista dos
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receptores CB1, ou veiculo; e a segunda, de CBD (15 mg/kg) ou veiculo. O teste foi

realizado 30 min apds a ultima injecao.

3.3.6. Atividade Locomotora

Para controlar possiveis efeitos motores das drogas, a atividade locomotora
espontanea de cada animal (grupos independentes e mantidos isolados por 10 dias)
foi avaliada individualmente em um actimetro fotoelétrico (Actitrack, Panlab,
Barcelona, Espanha) durante 5 min. O aparato consiste em uma arena quadrada (45
x 45 x 20 cm) equipada com 16 fotocélulas que detectam movimentos horizontais e
16 fotocélulas que detectam movimentos verticais. Desse modo, a atividade
locomotora foi obtida a partir do registro do nimero de interrupcdes das células
fotoelétricas durante 5 min. Além da deteccao fotoelétrica pelo actimetro, a imagem
do animal testado foi capturada por uma camera e analisada pelo programa ANY -
MAZE (Stoelting), que detectou a posi¢cado do animal na arena e calculou a distancia

total percorrida.

3.4. Analise Estatistica

Os resultados comportamentais foram representados como média + E.P.M. e
analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, conforme o
desenho experimental. Nos experimentos realizados para avaliar o envolvimento dos
receptores 5-HT1A e CB1 nos efeitos do CBD, os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias utilizando a primeira e segunda inje¢cdo como fatores. Quando
interacdes entre os fatores foram observadas, foi realizado ANOVA de uma via. As
analises pos-teste foram realizadas pelo teste de Duncan. Em caso de violagdes
significantes do pré-requisito de homocedasticidade foi empregada a analise nao

paramétrica de Kruskal-Wallis seguida, em caso de significancia estatistica, do teste
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de Mann-Whitney. O nivel de significancia estatistico utilizado foi de 95% (p<0,05) e

a andlise foi realizada com o auxilio do software SPSS (versao 20.0).



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos do CBD sobre as respostas comportamentais induzidas

pelo modelo do residente-intruso

Apesar da tendéncia gréfica, a injecdo de CBD néao foi capaz de aumentar,
estatisticamente, a laténcia de ataque do residente frente ao intruso em comparacao

com o grupo veiculo [Fig. 2 (X?=7,34, g.l.=4; p=0,119; Kruskal Wallis)].

1200+
Bl VEI (n=8)
10007 [ CBDS5 (n=8)

@ 800 T @ CBD15 (n=38)
z [J CBD30 (n=7)
g 6007 Em CBD60 (n=6)
T 400- T
200-
LIl

Figura 2. O Canabidiol ndo aumentou a laténcia para o primeiro ataque em dire¢cdo ao
intruso. Camundongos Sui¢os foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam
uma injecao de veiculo ou CBD (30 min antes do teste) e a laténcia (tempo em segundos)
para primeira mordida em direcdo ao intruso foi avaliada durante 20 min. Dados

apresentados como Média + E.P.M., n=6-8 animais/grupo. p>0,05, obtido pelo teste de
Kruskal Wallis.

Com relacdo ao numero total de ataques, as quatro doses de CBD testadas
foram efetivas em reduzir esse parametro quando comparadas ao grupo veiculo

[Fig. 3 (F432=5,59; p=0,002; ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Duncan)].
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Figura 3. O Canabidiol (5-60 mg/kg) diminuiu o nimero total de ataques do residente
frente ao intruso. Camundongos Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais
receberam uma injecdo de veiculo ou CBD (30 min antes do teste) e o numero total de
ataques em direcdo ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados apresentados como
Média + E.P.M., n=6-8 animais/grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo, obtido pelo
teste ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Duncan.

Ja o tempo total de ataques foi atenuado apos administracdo das doses
intermediarias de CBD (15 e 30 mg/kg) [Fig. 4 (F432 =3,49; p=0,018; ANOVA de uma

via seguida pelo pés-teste de Duncan)].

200
B VEl (n=8)
3 CBDS5 (n=8)
=1 I3 CBD15 (n=8)
>y [ CBD30 (n=7)
g 100 T * EE CBD60 (n=6)
2
50- T
-
0_

Figura 4. O Canabidiol (15 e 30 mg/kg) diminuiu o tempo total de ataques do residente
frente ao intruso. Camundongos Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais
receberam uma injecdo de veiculo ou CBD (30 min antes do teste) e o tempo total de
ataques, em segundos, direcionado ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados
apresentados como Média + E.P.M., n=6-8 animais/grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo
veiculo, obtido pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Duncan.
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4.2. Efeitos do CBD sobre a atividade locomotora no teste do campo

aberto

A injecdo de CBD, 30 minutos antes do teste, ndo induziu quaisquer
alteracdes locomotoras nos parametros avaliados: Distancia Total Percorrida (m)
[Fig. 5A (F420=2,62; p=0,066); ANOVA de uma via)] e Atividade Total (n° de

interrupcoées) [Fig. 5B (F420=0,47; p=0,754); ANOVA de uma via)].

A. B
£ 40- 5000 -
p mm VEl (n=5)
T m _
= — & 40004 T 3 CBD 5 (n=5)
g 30 - g3 L L 3 CBD 15 (n=5)
o ] = 5 3000- 3 CBD 30 (n=5)
o 9 =
5 201 LR @B CBD 60 (n=5)
2 S E 2000-
= Z o
i o -
R < o 1000-
: N
;g
N 0
[m]

Figura 5. O Canabidiol ndo possui efeitos sobre atividade locomotora. Camundongos
Suigos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam uma injec@o de veiculo
ou CBD (30 min antes do teste) e foram submetidos ao teste do campo aberto por 5 min
para avaliagdo da atividade locomotora. A. Distancia total percorrida (em metros) pelo
animal na arena durante o teste; B. Numero de interrup¢des do infravermelho pelo animal
durante o teste. Dados apresentados como Média + E.P.M., n=5 animais/grupo. p>0,05 em
relag@o ao grupo veiculo, obtido pelo teste ANOVA de uma via.
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4.3. Curva dose-resposta para antagonismo de receptores 5-HT1A
(WAY100635)

A injecdo de WAY100635 néo foi capaz de alterar a laténcia de ataque do
residente frente ao intruso em comparacdo com o grupo veiculo [Fig. 6 (Fs3=0,63;

p=0,675; ANOVA de uma via)].

1200
Bl VEI (n=7)

10004 [ WAY 0,03 (n=7)
» 8004 = WAY 0,1 (n=7)
© 3 WAY 0,3 (n=7)
g 6007 EE WAY 1 (n=7)

E 400- T WAY 3 (n=7)

200 L

oL [ ]

Figura 6. O WAY100635 néo altera a laténcia para primeira mordida em direcédo ao
intruso. Camundongos Sui¢os foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam
uma injecdo de veiculo ou WAY100635 (60 min antes do teste) e a laténcia, tempo em
segundos, para primeira mordida em dire¢do ao intruso foi avaliada durante 20 min. Dados
apresentados como Média + E.P.M., n=7 animais/grupo. p>0,05 em relacdo ao grupo
veiculo, obtido pelo teste ANOVA de uma via.

As cinco doses testadas de WAY100635 nao foram efetivas em alterar o

namero de ataques quando comparadas ao grupo veiculo [Fig. 7 (Fs36=0,44;

p=0,817; ANOVA de uma via)].
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Figura 7. O WAY100635 nao altera o numero total de ataques do residente frente ao
intruso. Camundongos Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam
uma inje¢éo de veiculo ou WAY100635 (60 min antes do teste) e o numero total de ataques
em dire¢do ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados apresentados como Média +

E.P.M., n=7 animais/grupo. p>0,05 em relacdo ao grupo veiculo, obtido pelo teste ANOVA
de uma via.

O tempo total de ataques também néo sofreu alteracéo frente a administracdo

de WAY100635 [Fig. 8 (Fs3s=1,43; p=0,236; ANOVA de uma via)].
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Figura 8. O WAY100635 ndo altera o tempo total de ataques do residente frente ao
intruso. Camundongos Suigos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam
uma injecao de veiculo ou WAY100635 (60 min antes do teste) e o tempo total de ataques
(em segundos) direcionado ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados apresentados

como Média £ E.P.M., n=7 animais/grupo. p>0,05 em relacdo ao grupo veiculo, obtido pelo
teste ANOVA de uma via.
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4.4, Efeitos do WAY100635 sobre a atividade locomotora no teste do

campo aberto

A injecdo de WAY100635, 60 minutos antes do teste, ndo induziu quaisquer
alteracdes locomotoras nos parametros avaliados: Distancia Total Percorrida (m)
[Fig. 9A (Fs25=1,71; p=0,170; ANOVA de uma via)] e Atividade Total (n° de

interrupcodes) [Fig. 9B (Fs25=1,28; p=0,305; ANOVA de uma via)].
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Figura 9. O WAY100635 ndo possui efeitos sobre atividade locomotora. Camundongos
Suigos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam uma inje¢édo de veiculo
ou WAY100635 (60 min antes do teste) e foram submetidos ao teste do campo aberto por 5
min para avaliacdo da atividade locomotora. A. Distancia total percorrida (em metros) pelo
animal na arena durante o teste; B. Nimero de interrup¢des do infravermelho pelo animal
durante o teste. Dados apresentados como Média + E.P.M., n=5-6 animais/grupo. p>0,05
em relagdo ao grupo veiculo, obtido pelo teste ANOVA de uma via.



HARTMANN, A. 41

4.5. Efeitos do pré-tratamento com WAY100635 no efeito anti-
agressivo do CBD

A administracédo prévia de WAY100635 foi capaz de bloguear ou atenuar os
efeitos anti-agressivos do CBD, evidenciando a participacdo dos receptores 5-HT1A

nos mecanismos pelos quais essa droga exerce suas acoes.

Houve interacado entre as injecdes (F125=5,93; p=0,022). O CBD (15 mg/kg) foi
efetivo em aumentar a laténcia da primeira mordida e este efeito foi bloqueado pela
administracdo prévia de WAY100635 (0,3 mg/kg) [Fig. 10 (F325=4,57; p=0,011;

ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Duncan)].
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Figura 10. O WAY100635 bloqueia o efeito do CBD sobre a laténcia da primeira
mordida. Camundongos Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais
receberam uma injecdo de veiculo ou WAY100635 (0,3 mg/kg; 60 min antes do teste) e,
posteriormente, uma injecdo de veiculo ou CBD (15 mg/kg; 30 min antes do teste) e a
laténcia (tempo em segundos) para primeira mordida em diregdo ao intruso foi avaliada
durante 20 min. Dados apresentados como Média + E.P.M., n=6-8 animais/grupo. “p<0,05
em relagdo aos grupos veiculo-veiculo, WAY-veiculo e WAY-canabidiol, obtido pelo teste
ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Duncan.

De modo semelhante ao resultado anterior, houve interacdo entre as injecdes

(F125=4,34; p=0,048). O CBD (15 mg/kg) foi capaz de reduzir o nimero de ataques e
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este efeito foi atenuado pelo pré-tratamento com o WAY100635 (0,3 mg/kg) [Fig. 11

(F325=2,82; p=0,059; ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Duncan,
p<0,05)].
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Figura 11. O WAY100635 atenua o efeito do CBD no numero total de ataques do
residente frente ao intruso. Camundongos Suigcos foram mantidos isolados por 10 dias,
receberam uma injecdo de veiculo ou WAY100635 (0,3 mg/kg; 60 min antes do teste) e,
posteriormente, uma injecdo de veiculo ou CBD (15 mg/kg; 30 min antes do teste) e o
namero total de ataques em direcdo ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados
apresentados como Média + E.P.M., n=6-8 animais/grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo
veiculo-veiculo, obtido pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Duncan.

Novamente houve interagédo entre as injecdes (F125=4,57; p=0,042). O CBD
(15 mg/kg) foi capaz de reduzir o tempo total de ataques e este efeito foi atenuado
pelo pré-tratamento com o WAY100635 (0,3 mg/kg) [Fig. 12 (F325=6,42; p=0,002;

ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Duncan)].
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Figura 12. O WAY100635 atenua o efeito do CBD no tempo total de ataques do
residente frente ao intruso. Camundongos Suigcos foram mantidos isolados por 10 dias,
receberam uma injecdo de veiculo ou WAY100635 (0,3 mg/kg; 60 min antes do teste) e,
posteriormente, uma inje¢édo de veiculo ou CBD (15 mg/kg; 30 min antes do teste) e o tempo
total de ataques (em segundos) direcionado ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados
apresentados como Média + E.P.M., n=6-8 animais/grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo

veiculo-veiculo e WAY-veiculo, obtido pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste
de Duncan.
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4.6. Curva dose-resposta para antagonismo de receptores CB1
(AM251)

A injecdo de AM251 néo foi capaz de alterar a laténcia de ataque do residente
frente ao intruso em comparacao com o grupo veiculo [Fig. 13 (F424=0,71; p=0,593;

ANOVA de uma via)].
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Figura 13. O AM251 néo altera a laténcia para primeira mordida em dire¢cdo ao intruso.
Camundongos Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam uma
injecé@o de veiculo ou AM251 (60 min antes do teste) e a laténcia, tempo em segundos, para
primeira mordida em direcdo ao intruso foi avaliada durante 20 min. Dados apresentados
como Média + E.P.M., n=5-7 animais/grupo. p>0,05 em relacdo ao grupo veiculo, obtido
pelo teste ANOVA de uma via.

As quatro doses testadas de AM251 nao foram efetivas em alterar o nimero
de ataques quando comparadas ao grupo veiculo [Fig. 14 (F424=0,68; p=0,684;

ANOVA de uma via)].
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Figura 14. O AM251 nédo altera o numero total de ataques do residente frente ao
intruso. Camundongos Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam
uma injecdo de veiculo ou AM251 (60 min antes do teste) e o numero total de ataques em
direcdo ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados apresentados como Média + E.P.M.,

n=5-7 animais/grupo. p>0,05 em relag&o ao grupo veiculo, obtido pelo teste ANOVA de uma
via.

O tempo total de ataques também néo sofreu alteracao frente a administracéo

de AM251 [Fig. 15 (F4,24=0,427; p=0,788; ANOVA de uma via)].
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Figura 15. O AM251 nao altera o tempo total de ataques do residente frente ao intruso.
Camundongos Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam uma
injecdo de veiculo ou AM251 (60 min antes do teste) e o tempo total de ataques (em
segundos) direcionado ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados apresentados como

Média + E.P.M., n=5-7 animais/grupo. p>0,05 em relacdo ao grupo veiculo, obtido pelo teste
ANOVA de uma via.
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4.7. Efeitos do AM251 sobre a atividade locomotora no teste do campo

aberto

A injecdo de AM251, 60 minutos antes do teste, ndo induziu quaisquer
alteracdes locomotoras nos parametros avaliados: Distancia Total Percorrida (m)
[Fig. 16A (F42:=0,16; p=0,957; ANOVA de uma via)] e Atividade Total (n° de

interrupcodes) [Fig. 16B (F421=0,60; p=0,664; ANOVA de uma via)].
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Figura 16. O AM251 nédo possui efeitos sobre atividade locomotora. Camundongos
Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam uma inje¢éo de veiculo
ou AM251 (60 min antes do teste) e foram submetidos ao teste do campo aberto por 5 min
para avaliagdo da atividade locomotora. A. Distancia total percorrida (em metros) pelo
animal na arena durante o teste; B. Numero de interrup¢des do infravermelho pelo animal
durante o teste. Dados apresentados como Média = E.P.M., n=5-6 animais/grupo. p>0,05
em relacdo ao grupo veiculo, obtido pelo teste ANOVA de uma Vvia.
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4.8. Efeitos do pré-tratamento com AM251 no efeito anti-agressivo do
CBD

De modo semelhante ao WAY100635, a administragdo prévia de AM251 foi
capaz de bloquear ou atenuar os efeitos anti-agressivos do CBD. Esse resultado
evidencia que, além do envolvimento dos receptores 5-HT1A, ha a participacdo dos
receptores CB1 nos mecanismos pelos quais esse fitocanabinoide exerce seus

efeitos.

Houve tendéncia estatistica para interacdo entre as inje¢cdes (F12,=3,96;
p=0,059). O CBD (15 mg/kg) foi efetivo em aumentar a laténcia da primeira mordida
e este efeito foi bloqueado pela administracdo prévia de AM251 (1 mg/kg) [Fig. 17

(F3,22=3,58; p=0,030; ANOVA de uma via seguida pelo p6s-teste de Duncan)].
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Figura 17. O AM251 bloqueia o efeito do CBD sobre a laténcia da primeira mordida.
Camundongos Suicos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais receberam uma
injecdo de veiculo ou AM251 (1 mg/kg; 60 min antes do teste) e, posteriormente, uma
injecdo de veiculo ou CBD (15 mg/kg; 30 min antes do teste) e a laténcia (tempo em
segundos) para primeira mordida em direcdo ao intruso foi avaliada durante 20 min. Dados
apresentados como Média + E.P.M., n=4-8 animais/grupo. “p<0,05 em relacéo aos grupos
veiculo-veiculo, AM-veiculo e AM-canabidiol, obtido pelo teste ANOVA de uma via seguida
pelo pds-teste de Duncan.
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A ANOVA mostrou efeito significativo da segunda injecdo (CBD ou VEH -
F120=9,33, p=0,006). O CBD (15 mg/kg) foi capaz de reduzir o numero de ataques e
este efeito foi atenuado pelo pré-tratamento com o AM251 (1 mg/kg) [Fig. 18

(F320=3,64; p=0,028; ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Duncan)].
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Figura 18. O AM251 atenua o efeito do CBD no numero total de ataques do residente
frente ao intruso. Camundongos Suigos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais
receberam uma injecdo de veiculo ou AM251 (1 mg/kg; 60 min antes do teste) e,
posteriormente, uma injecdo de veiculo ou CBD (15 mg/kg; 30 min antes do teste) e o
namero total de ataques em direcdo ao intruso foi avaliado durante 20 min. Dados
apresentados como Média + E.P.M., n=4-8 animais/grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo
veiculo-veiculo e AM-veiculo, obtido pelo pds-teste de Duncan.

Por fim, o CBD também foi efetivo em diminuir o tempo total de ataques [Fig.
19 (X2=7,48; g.I=3; p=0,049; Kruskal-Wallis)]. Este efeito foi atenuado pelo pré-

tratamento com AM251 (Mann-Whitney, p<0,05).
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Figura 19. O AM251 atenua o efeito do CBD no tempo total de ataques do residente
frente ao intruso. Camundongos Suigos foram mantidos isolados por 10 dias. Os animais
receberam uma injegdo de veiculo ou AM251 (1 mg/kg; 60 min antes do teste) e,
posteriormente, uma injecdo de veiculo ou CBD (15 mg/kg; 30 min antes do teste) e o
tempo total de ataques (em segundos) direcionado ao intruso foi avaliado durante 20 min.
Dados apresentados como Média + E.P.M., n=4-8 animais/grupo. *p<0,05 em relacdo ao
grupo veiculo-veiculo e AM-veiculo, obtido pelo teste de Kruskal Wallis.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o CBD € capaz de atenuar as consequéncias
comportamentais no modelo de agressdo induzida por isolamento social em

camundongos e que esse efeito envolve os receptores do tipo 5-HT1A e CB1.

Como discutido brevemente na Introducao, diversos estudos tém identificado
a 5-HT como o principal modulador de comportamentos impulsivos e agressivos em
inlmeras espécies, de modo que a neurotransmissdo serotoninérgica tem sido
considerada essencial no controle de comportamentos defensivos (DE BOER;
KOOLHAAS, 2005; TAKAHASHI et al., 2011). Essa hipotese é baseada em
evidéncias pré-clinicas nas quais a administracdo de drogas que diminuem a
sinalizacdo serotoninérgica, através da inibicdo de sintese (paraclorofenilalanina,
PCPA) ou morte de neurbnios 5-HT (5,7 dihidroxitriptamina, 5,7-DHT), induzem
comportamentos agressivos em animais (OLIVIER, 2015). Além disso, evidéncias
clinicas fortaleceram essa ideia, uma vez que pacientes psiquiatricos e vitimas de
suicidio apresentavam baixas concentracdes de metabdlitos serotoninérgicos no
liquido cefalorraquidiano (BROWN et al., 1982; BROWN et al., 1979; LINNOILA et
al., 1983; VIRKKUNEN et al.,, 1994). De mesmo modo, jA foi sugerida essa
associacdo entre metabdlitos serotoninérgicos e comportamentos tipo-agressivos
em inumeras espécies de animais, como macacos (MEHLMAN et al., 1994),
camundongos (CARAMASCHI; DE BOER; KOOLHAAS, 2007) e peixes
(CLOTFELTER et al., 2007). Além disso, foi observado que a deplecéo de triptofano
(precursor essencial de 5-HT) em primatas (CHAMBERLAIN et al., 1987) e humanos
(BJORK et al, 1999), a inibicdo da sintese de 5-HT em ratos (VERGNES,;
DEPAULIS; BOEHRER, 1986), a hiper-expressédo de receptores 5-HT1A nos

nacleos da rafe (AUDERO et al., 2013), bem como a dele¢do génica da triptofano
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hidroxilase (enzima-chave para sintese de 5-HT) (MOSIENKO et al.,, 2012), em
camundongos, favorecem a agressividade. Por outro lado, a administracdo sistémica
de triptofano diminui comportamentos agressivos em camundongos submetidos ao
teste do residente-intruso (WALZ et al.,, 2013) e em pacientes com esquizofrenia
(MORAND; YOUNG; ERVIN, 1983). De mesmo modo, a administracao de inibidores
seletivos da recaptacdo ou das enzimas metabolizadoras de serotonina também
diminuem esses comportamentos em camundongos (MICZEK; BARROS; et al.,

1998; MICZEK et al., 1994; MICZEK et al., 1995).

Audero e colaboradores (2013) demonstraram que tanto a reducdo aguda
guanto cronica da atividade de neurénios 5-HT de camundongos adultos esta
associada ao aumento da agressao, sem quaisquer alteracdes em modelos animais
de ansiedade ou de interacdo social. Neste trabalho, os animais que
superexpressavam 0s autorreceptores inibitorios do tipo 5-HT1A, localizados nos
corpos celulares de neurbnios serotoninérgios dos nucleos da rafe, apresentaram
comportamentos pré-agressivos (menor laténcia para inicio dos atagues e maior
namero de atagues contra os intrusos) — provavelmente devido a diminuicdo da
atividade destes neurbnios. Ja animais geneticamente manipulados que
expressavam receptores 5-HT1A exclusivamente pré-sinapticos, ou seja, em
neurbnios serotoninérgicos, e que tiveram a inibicdo da atividade neuronal
serotoninérgica realizada de forma aguda através da administracdo de 8-OH-DPAT,
um agonista de receptores 5-HT1A, apresentaram também aumento no namero de
ataques. A partir disso, considerando que corpos celulares de neurbnios
serotoninérgicos localizam-se principalmente nos ndcleos dorsal e mediano da rafe
(AZMITIA; SEGAL, 1978; PARENT; DESCARRIES; BEAUDET, 1981), pode-se

hipotetizar que a redugdo do disparo destes neurdnios, pode levar a reducdo nos
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niveis extracelulares de 5-HT em areas de projecdo ascendentes envolvidas no
controle de comportamentos agressivos, como o cortex pré-frontal (CPF) (NELSON,
R. J.; TRAINOR, 2007). Ainda nesse sentido, Van Erp e Miczek (2000) observaram
gue ratos possuem reducdo dos niveis extracelulares de 5-HT no CPF durante os
comportamentos agressivos e que essa diminui¢cdo perdura por mais de 1 hora apos
o término do teste, sem quaisquer alteracdes nesse sistema de neurotransmissao no

nucleo accumbens.

Além das evidéncias da manipulacdo experimental do sistema
serotoninérgico, a neurocircuitaria deste sistema também permite sugeri-lo como um
importante neurotransmissor envolvido em comportamentos defensivos visto que os
corpos celulares de neurénios serotoninérgicos, localizados nos ndcleos da rafe, se
projetam para diversas regides cerebrais envolvidas na agressao, como o estriado,
amigdala, hipocampo, hipotalamo e cértex pré-frontal (AZMITIA; SEGAL, 1978;

PARENT et al., 1981; STEINBUSCH, 1981).

Acredita-se que dois subtipos de receptores pelos quais a 5-HT atua estejam
particularmente envolvidos em comportamentos agressivos, sao eles os 5-HT1A e 5-
HT1B (TAKAHASHI et al., 2011). Ambos sdo acoplados a proteina G inibitéria (Gip)
e agem inibindo a adenilato ciclase e canais de calcio voltagem-dependentes, bem
como ativando os canais retificadores de entrada de potassio sensiveis a proteina G
(GIRK) — levando, portanto, a hiperpolarizacdo celular e inibicdo da liberagdo de
transmissores (SANDERS-BUSH; HAZELWOOD, 2012). Os receptores 5-HT1A séo
encontrados nos corpos celulares de neurdnios serotoninérgicos nos nucleos da rafe
- onde atuam como autorreceptores somatodendriticos inibitérios - e em outras

regides (hipocampo, amigdala, septo lateral, cortex, tAlamo, ganglios da base), onde
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atuam como heteroreceptores pos-sinapticos inibitorios. Ja o subtipo 5-HT1D/1B é
abundantemente expresso ha substancia nigra e nos ndcleos da base,
especialmente no globo palido, onde atua como autorreceptor pré-sinaptico inibitorio;
ou seja, esta localizado em terminacdes axodnicas e inibe a liberacdo de 5-HT.
Porém, também pode ser um heteroreceptor, estando expresso em terminais
axbnicos de células pods-singpticas nao serotoninérgicas (OLIVIER, 2004,
SANDERS-BUSH; HAZELWOOD, 2012). Portanto, a ativacdo pré-sinaptica de
ambos o0s subtipos do receptor culmina na diminuicdo da sinalizacéo
serotoninérgica, enquanto que a ativacdo pos-sinaptica altera outros sistemas

neurotransmissores.

A relacdo linear entre diminuicdo da sinalizacdo serotoninérgica e/ou do
disparo de neurénios 5-HT e o aumento nos niveis de comportamentos agressivos
perdeu forca quando estudos pré-clinicos, baseados na administracao central (DE
ALMEIDA; LUCION, 1997; MOS et al., 1993) ou sistémica (CARAMASCHI et al.,
2007; DE BOER et al.,, 2000; MICZEK; HUSSAIN; et al., 1998) de agonistas de
receptores 5-HT1A e 5-HT1B, verificaram efeitos antiagressivos (DE BOER,;
KOOLHAAS, 2005). Portanto, esses resultados permitem sugerir a possibilidade da
existéncia de mecanismos mais complexos, como vias auto-regulatorias ou da acdo

do sistema serotoninérgico sobre outros sistemas neurotransmissores.

J& foi demonstrado que a administragdo aguda de agonistas 5-HT1A diminui
comportamentos agressivos em inimeras espécies - camundongos, ratos, peixes,
anfibios, aves e primatas (TOMPKINS et al., 1980; LINDGREN; KANTAK, 1987
MCMILLEN et al., 1988; BELL; HOBSON, 1994; BLANCHARD et al.,, 1988;

CLOTFELTER et al.,, 2007, DE BOER; KOOLHAAS, 2005; DE BOER et al.,
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1999;2000; JOPPA; ROWE; MEISEL, 1997; MICZEK; HUSSAIN; et al., 1998;
MUEHLENKAMP; LUCION; VOGEL, 1995; SANCHEZ et al., 1993; SPERRY;
THOMPSON; WINGFIELD, 2003; TEN EYCK, 2008) e que a administracao prévia
de WAY100635 (antagonista dos receptores 5-HT1A) € capaz de bloquear esse
efeito anti-agressivo (DE BOER et al.,, 2000). Corroborando esses resultados, a
microinjecao de agonista dos receptores 5-HT1A no cértex pré-frontal érbito-ventral
de camundongos diminui comportamentos agressivos e este efeito € bloqueado pela
administracdo prévia de WAY100635 (STEIN et al., 2013). Porém, muitos desses
efeitos anti-agressivos observados a partir da administracdo de agonistas dos
receptores 5-HT1A sdo decorrentes de efeitos sedativos, atividade locomotora
diminuida, estereotipias e reducdo de interesse social (DE BOER; KOOLHAAS,
2005; MICZEK; HUSSAIN; et al., 1998; TAKAHASHI et al., 2011). De modo
semelhante aos agonistas de receptores 5-HT1A, a administracdo sistémica aguda
de agonistas dos receptores 5-HT1B em ratos e camundongos foi capaz de reduzir
comportamentos agressivos sem comprometimento motor e/ou sensorial (DE
ALMEIDA; MICZEK, 2002; DE BOER; KOOLHAAS, 2005; FISH; FACCIDOMO;
MICZEK, 1999; MICZEK et al.,, 2002) e esses efeitos foram bloqueados pela
administracdo de GR127935 (antagonista 5-HT1B/1D) (DE BOER; KOOLHAAS,

2005).

Assim como os inumeros trabalhos da literatura que descrevem efeitos anti-
agressivos a partir da administragdo de agonistas dos receptores 5-HT1A, o
presente estudo evidenciou que ha o envolvimento deste subtipo de receptor nas
acdes comportamentais do CBD, uma vez que a administragdo de WAY100635 foi
capaz de bloquear ou atenuar os efeitos anti-agressivos deste composto. Vale a

pena ressaltar que os efeitos observados com esse fitocanabinoide foram
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desprovidos de alteracbes locomotoras frequentemente observadas com agonistas
5-HT1A. Os efeitos antiagressivos encontrados neste trabalho corroboram estudos
do nosso e de outros grupos de pesquisa, nos quais os efeitos agudos ansioliticos e
anti-estresse do CBD envolvem a ativacdo de receptores 5-HT1A em roedores
(CAMPOS et al., 2013; CAMPOS; FERREIRA; et al., 2012; CAMPQS;
GUIMARAES, 2008; FOGACA et al., 2014; GOMES et al.,, 2012; GOMES;
RESSTEL; GUIMARAES, 2011; RESSTEL et al., 2006; RESSTEL et al., 2009;

SOARES VDE et al., 2010; TWARDOWSCHY et al., 2013; ZANELATI et al., 2010).

Entretanto, as regides envolvidas e os mecanismos pelos quais agonistas dos
recetores 5-HT1A e 5-HT1B exercem suas acfes antiagressivas ainda sdo pouco
conhecidos, embora algumas hipoteses tenham sido propostas. No caso de
tratamentos repetidos, sugere-se que a constante ativacdo dos autorreceptores
inibitérios leve a mecanismos de dessensibilizacdo que, por sua vez, poderao
culminar na perda do autocontrole inibitério e, consequentemente, no aumento do
disparo de neurdnios serotoninérgicos e maior liberacdo de 5-HT em regides alvo
(AUDERO et al., 2013; OLIVIER, 2015; TAKAHASHI et al., 2011). J4 no ambito de
administracdo aguda, alguns trabalhos sugerem que os efeitos desses agonistas
ocorrem através de suas acbes sobre 0s autorreceptores ou receptores pré-
sinapticos, culminando em uma reducao da atividade de neurbnios serotoninérgicos
e, consequentemente, da liberacdo de 5-HT em areas de projecdo (AUDERO et al.,
2013; TAKAHASHI et al., 2011). Entretanto, esta hipGtese perdeu forca com
achados de que a administracdo de PCPA ou 5,7-DHT nédo afetam os efeitos
antiagressivos dos agonistas de receptores 5-HT1A e 5-HT1B (DE ALMEIDA,
MICZEK, 2002; MICZEK; HUSSAIN; et al., 1998; SANCHEZ; HYTTEL, 1994;

SIJBESMA et al., 1991). Entdo, a partir desses trabalhos que observaram que
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a deplecéo de 5-HT ou lesdo em neurdnios serotoninérgicos ndo altera as acdes dos
agonistas, comecou a ser sugerida uma maior seletividade de acdo dessas drogas
sobre heterorreceptores ou receptores poés-sinapticos, ou seja, uma atividade
modulatéria da neurotransmissdo serotoninérgica sobre outros sistemas que
também possuem papel importante sobre comportamentos agressivos. Sabe-se, por
exemplo, que receptores 5-HT1A também sdo expressos em heurbnios
GABAérgicos presentes na rafe (BONNAVION et al.,, 2010; KIRBY et al., 2003;
MARINELLI et al., 2004), portanto a inibicdo simultdnea de ambos os sistemas (5-HT
e GABA) poderia mediar esses efeitos. Além disso, inUmeros trabalhos da literatura
evidenciam a influéncia de receptores serotoninérgicos inibitérios sobre a atividade
de neurbnios glutamatérgicos e GABAérgicos em diversas regides cerebrais, como
CPF e hipocampo, dentre outras (ALBERT; VAHID-ANSARI; LUCKHART, 2014,
CIRANNA, 2006). Considerando que a 5-HT através de seus receptores inibitérios
do tipo 5-HT1A pode modular a atividade de ambos o0s sistemas citados
anteriormente e que estes, por sua vez, desempenham papéis relevantes em
respostas comportamentais relacionadas a agressédo, esse pode ser um provavel
mecanismo pelo qual o CBD exerce seus efeitos antiagressivos via receptores 5-
HT1A. Desse modo, futuros experimentos serdo realizados para testar esta

hipoétese.

Nos ultimos anos, o sistema endocanabinoide tem ganhado destaque em
estudos relacionados ao estresse, sendo atualmente considerado um dos principais
sistemas envolvidos na modulacéo de respostas comportamentais frente a estimulos
estressores (HARING; GUGGENHUBER; LUTZ, 2012). Os receptores CB1 estao
localizados na membrana plasmética das terminacdes nervosas pré-sinapticas e

amplamente distribuidos no encéfalo, concentrando-se no hipocampo, cerebelo,
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hipotalamo, substancia negra, cortex, vias dopaminérgicas mesolimbicas e em areas
de associacao do cortex cerebral (HERKENHAM et al., 1990; MACKIE, 2005; RANG
et al., 2011). Assim como os receptores 5-HT1A, os receptores CB1 sdo acoplados a
proteina G inibitoria (Gjo) inibindo, portanto, a liberacdo de neurotransmissores
(RANG et al., 2011). Diante da descoberta de receptores canabinoides especificos,
os mediadores endogenos também foram evidenciados (RANG et al.,, 2011;
O’BRIEN, 2012). A anandamida (N-araquidoniletanolamida) e o 2-araquidonoil
glicerol (2-AG) séao os dois endocanabinoides mais bem caracterizados, produzidos
sob-demanda (através da clivagem de fosfolipidios de membrana dos neurdnios
pos-sinapticos) e agindo como mensageiros retrogrados em sinapses centrais
(MECHOULAM; PARKER, 2013; WILSON; NICOLL, 2002). O término de seus
efeitos se d& a partir da internalizacdo neuronal seguida de hidrélise (MARCO et al.,
2011; MOREIRA et al., 2009). Nesse sentido, a modulacdo do sistema canabinoide
tem sido alvo de interesse para o entendimento desse sistema frente a situacdes
aversivas, visto que o controle retrégrado dos endocanabinoides modula a liberagéo
de diversos neurotransmissores (monoaminas, colecistocinina, glutamato e GABA)
envolvidos em respostas comportamentais (ASO et al., 2009; JUNG et al., 2005;

MATO et al., 2007; MELIS et al., 2004).

Indmeros estudos tém demonstrado que canabinoides desempenham um
perfil bifasico dose-dependente em roedores, de modo que baixas doses produzem
respostas tipo-ansioliticas, enquanto que altas doses perdem esses efeitos
(BATISTA; FOGACA; GUIMARAES, 2015; CAMPOS; GUIMARAES, 2009;
CASAROTTO et al., 2012; FOGACA et al., 2012; FOGACA et al., 2013; MOREIRA,

AGUIAR; GUIMARAES, 2007; RUBINO et al., 2008; VIVEROS; MARCO; FILE,
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2005). Porém, estudos sobre o envolvimento desse sistema na agressao continuam
escassos. Alguns trabalhos ja analisaram os efeitos do CBD sobre comportamentos
agressivos em roedores, porém ndo encontraram efeitos significativos com a droga
(HAM; DE JONG, 1975; VAN REE; NIESINK; NIR, 1984). No primeiro trabalho,
camundongos Suicos, isolados de contato visual e tatil por 6 semanas, receberam 1
injecdo aguda de CBD (20 ou 40 mg/kg) e foram colocados em uma gaiola de
aluminio com outro animal isolado durante 5 min, 1, 2 e 4 h ap6s a administracéo.
No referido trabalho falta uma descricdo detalhada dos procedimentos
metodoldgicos para melhor compreensédo dos resultados, como por exemplo, se
apenas 1 animal isolado recebeu a droga ou ambos — o que, a nosso ver, dificulta
possiveis comparacfes com 0s nossos resultados. Além disso, vale a pena ressaltar
gue o modelo animal e o tempo de analise apds a administracdo da droga sdo
diferentes dos utilizados no presente trabalho. J& no segundo trabalho, ratos Wistar
foram mantidos isolados por 7 dias, receberam 1 injecdo de CBD (2 ou 20 mg/kg) e
entdo foram submetidos ao teste do residente-intruso (0s animais intrusos eram
mantidos agrupados). Novamente, o CBD nao foi efetivo em reduzir
comportamentos agressivos. Acreditamos que a divergéncia de resultados entre o
referido trabalho e o nosso pode ser em decorréncia de variacdes metodoldgicas

bem como das espécies utilizadas.

No que concerne ao papel dos receptores CB1 em respostas defensivas, ja
foi evidenciado que animais com delecdo génica (animais knockout) para estes
receptores sao mais agressivos quando comparados a animais selvagens (MARTIN
et al., 2002; RODRIGUEZ-ARIAS et al.,, 2013). Os camundongos geneticamente
modificados despenderam mais tempo em comportamentos de ataque e ameacga,

apresentaram uma menor laténcia para 0 primeiro encontro agressivo, maiores
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indices de impulsividade e maior interacdo agressiva durante testes de interacao
social. Ainda nesse sentido, foi observado que a administracdo de agonista CB1 foi
capaz de reduzir consideravelmente comportamentos agressivos em animais sem a
delecdo. Aléem disso, conforme mencionado na Introdugéo, os animais CB1 knockout
possuem maiores niveis de RNAm para COMT nos nucleos dorsal e medial da rafe,
bem como na amigdala, enquanto a enzima MAO-A também estd aumentada
apenas nessa ultima estrutura. Estes dados sugerem gque aumento na expressao de
enzimas metabolizadoras nos animais pode reduzir os niveis de monoaminas,
incluindo a 5-HT, e aumentar comportamentos agressivos (MARTIN et al., 2002;
RODRIGUEZ-ARIAS et al., 2013). Desse modo, pode-se propor que receptores CB1

desempenhem um importante papel no controle da agresséao.

Além da influéncia do sistema canabinoide sobre a neurotransmisséo 5-HT,
deve-se considerar a modulacédo deste - através de receptores CB1 - sobre outros
sistemas  neurotransmissores  importantes no  controle de  respostas
comportamentais, inclusive agressédo. Recentemente, Rey e colaboradores (2012)
descreveram um possivel mecanismo pelo qual agonistas dos receptores CB1
podem exercer seus efeitos bifasicos sobre comportamentos relacionados a
ansiedade, através do uso de animais knockout para receptores CB1 em neurénios
glutamatérgicos corticais ou neurdnios GABAérgicos prosencefalicos . Os referidos
autores postulam que a ativacdo de receptores CB1 em neurdnios glutamatérgicos
medeia os efeitos tipo-ansioliticos observados com baixas doses do agonista,
enquanto que altas doses da droga induz seus efeitos ansiogénicos por ativacédo de
receptores CB1 em neurbnios GABAérgicos. Desse modo, ndo se pode descartar
gue os efeitos do CBD sobre comportamentos agressivos se deem a partir de varios

sistemas de neurotransmissédo de modo dose-dependente. Apesar de possuir baixa
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ou nenhuma atividade sobre receptores CB1, vale a pena relembrar que o CBD
pode induzir seus efeitos por mecanismos indiretos através da inibicdo da FAAH
(BISOGNO et al., 2001), com consequente aumento nos niveis de AEA que, por sua
vez, atuaria diretamente sobre os receptores CB1. Portanto, esse e outros trabalhos
da literatura evidenciam que, devido a sua ampla distribuicdo cerebral, os receptores
CB1 podem modular diversos sistemas neurotransmissores simultaneamente de
modo que a concentracdo de seus agonistas pode influenciar o seu sistema-alvo de
acao. Entédo, a partir da presente discussédo, pode-se sugerir que o CBD induza seus
efeitos antiagressivos por modular diferentes sistemas de neurotransmissédo tanto

via 5-HT1A guanto via CB1.

Até o presente momento ndo temos conhecimento de trabalhos na literatura
gue tenham observado mecanismo de ac¢do misto — via receptores 5-HT1A e CB1 -
para os efeitos do CBD envolvendo respostas comportamentais agudas, como no
presente trabalho. Entretanto, ja foi evidenciado um mecanismo de acdo misto —
envolvendo receptores 5-HT1A e CB2 - para os efeitos neuroprotetores do CBD em

um modelo de hipdxia-isquémica em porcos (PAZOS et al., 2013).

Desse modo, considerando que o CBD pode induzir seus efeitos por acao
direta sobre os receptores 5-HT1A ou por sua influéncia sobre o sistema ECB,
através da inibicdo da FAAH e consequente aumento dos niveis de AEA,
acreditamos que ambos 0s mecanismos (direto ou indireto) podem estar envolvidos
nas respostas comportamentais antiagressivas obtidas a partir da administragao
aguda do CBD. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para tentar elucidar a
localizacdo e o mecanismo pelos quais receptores CB1 e 5-HT1A mediariam o0s

efeitos antiagressivos do CBD.



Concluséao
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6. CONCLUSAO

O CBD tem se mostrado efetivo em situacdes de estresse e uma alternativa
terapéutica para tratamento de alguns transtornos neuropsiquiatricos. Contribuindo
com estes estudos, o presente trabalho indica que esse fitocanabinoide também
pode possuir atividade anti-agressiva. O mecanismo envolvido nesse efeito ainda
nao é claro, mas nossos resultados sugerem o envolvimento de receptores 5-HT1A

e CB1.

Caso estes efeitos sejam confirmados em novos estudos pré-clinicos e
clinicos, o CBD poderia ser uma futura opcdo terapéutica para tratar

comportamentos ag ressivos.
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