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RESUMO

SARTIM, A. G. Efeitos da administracdo de canabidiol no CPFmv de ratos submetidos
ao teste do nado forcado. 2013. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

A administragcdo sistémica de canabidiol (CBD), o principal constituinte n&o
psicomimético da Cannabis sativa, induz efeito antidepressivo em modelos pré-
clinicos. O mecanismo de acdo do canabidiol, no entanto, permanece pouco
conhecido, podendo envolver a ativagado de receptores serotoninérgicos do tipo 1A
(5-HT1A). Ademais, as estruturas encefalicas envolvidas nesses efeitos
permanecem desconhecidas. O cértex pré-frontal medial ventral (CPFmv), dividido
em infra-limbico (IL) e pré-limbico (PL), recebe densa inervagcao serotoninérgica e
desempenha importante papel na modulagao da resposta emocional ao estresse e
na neurobiologia da depressdo. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a hipotese de que a administragcao de canabidiol no CPFmv, diferenciado em
PL e IL, produz efeito tipo-antidepressivo por meio da ativacdo de receptores 5-
HT1A. Para tanto, ratos Wistar canulados bilateralmente no CPFmv, receberam CBD
(10, 30, 60 nmol/0,2ul) ou veiculo intra-PL e CBD (30, 45 e 60nmol/0,2ul) ou veiculo
intra-IL e foram submetidos ao teste do nado forgcado ou ao teste do campo aberto.
Outro grupo de animais recebeu microinje¢cdo (intra PL ou IL) do agonista de
receptores 5-HT1A, 8-OH-DPAT (5, 10nmol/0,2ul) e foram submetidos aos mesmos
testes. Um grupo adicional recebeu um antagonista 5-HT1A, WAY1006365 (10,
30nmol/0,2pl), seguido pela administracéo de 8-OH-DPAT (10nmol0,2pl) ou CBD (10
nmol0,2ul) intra-PL, ou 8-OH-DPAT (10nmol0,2ul) ou CBD (45 nmol0,2ul) intra-IL, e
avaliados no teste do nado forcado. Os resultados demonstraram que a
administragcdo de CBD e de 8-OH-DPAT, intra-PL e intra-IL, reduziu
significativamente o tempo de imobilidade no teste do nado forgado, um efeito tipo-
antidepressivo, sem alterar a atividade locomotora dos animais no teste do campo
aberto. Além disso, a administracdo de WAY 100635 intra-PL e intra-IL n&o alterou o
tempo de imobilidade per se, mas foi capaz de bloquear os efeitos da administragcéao
do CBD e do 8-OH-DPAT. Esses resultados sugerem que a administragao local do
CBD no CPFmv induz efeito tipo-antidepressivo por meio da ativagao de receptores
5-HT1A. Portanto, é possivel que o CPFmv esteja envolvido no efeito tipo-
antidepressivo induzido pelo CBD.

Palavras-chave: canabidol, cértex pré-frontal medial ventral, depressao.



ABSTRACT

SARTIM, A. G. Effects of cannabidiol administration into the vmPFC of rats submitted
to the forced swimming test. 2013. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Systemic administration of cannabidiol (CBD), the main non-psychotomimetic
constituent of Cannabis sativa, induces antidepressant-like effects in pre-clinical
models. The mechanism of action of Cannabidiol, which remains poorly understood,
may involve serotonergic type 1A receptors activation (5-HT1A). Furthermore, the
brain structures involved in these effects are still unknown. The ventral medial
prefrontal cortex (vmPFC), divided in infra-limbic (IL) and pre-limbic (PL) subregions,
receives dense serotonergic innervation and plays an important role in the
modulation of emotional responses to stress and in the neurobiology of depression.
Thus, the aim of this study was evaluate the hypothesis that the administration of
cannabidiol into the vmPFC, differentiated into IL and PL, would induce
antidepressant-like effect by activating 5-HT1A receptors. Therefore, male Wistar rats
with cannulae bilaterally implanted into the Il and PL were given CBD (10, 30, 45, 60
nmol/0,2ul) or vehicle and were submitted to the forced swimming test or to the open
field test. Another group of animals received microinjections (intra PL or IL) of the 5-
HT1A agonist 8-OH-DPAT (5, 10nmol/0,2ul) and was submitted to the same tests.
An additional group received an 5-HT1A antagonist, WAY100635 (10, 30
nmol/0,2ul.), followed by the administration of 8-OH-DPAT (10 nmol/0,2ul) or CBD
(10 nmol0,2ul) intra-PL, or 8-OH-DPAT (10nmol0,2ul) or CBD (45 nmol0,2pl) intra-
IL, and avaluated in the forced swimming test. The results showed that CBD and 8-
OH-DPAT administration, intra-PL and intra-IL, significantly reduced the immobility
time in the forced swimming test, an antidepressant-like effect, without changing the
locomotor activity of the animals in the open field test. Moreover, the administration
of WAY 100635, intra-PL and intra-IL, did not change the immobility time per se, but
blocked the CBD- and 8-OH-DPAT-induced effects. These results suggest that the
local administration of CBD into the vmPFC induces antidepressant-like effects
through the activation of 5-HT1A receptors. Therefore, it is possible that the vmPFC
is involved in CBD-induced antidepressant-like effect.

Keywords: cannabidiol, ventromedial prefrontal cortex, depression
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1 INTRODUGCAO

1.1 Cannabis sativa e canabidiol

A planta Cannabis sativa vem sendo usada para fins medicinais ha milhares
de anos (Zuardi, 2006). Relatos indicam que cerca de mil anos antes de Cristo os
indianos ja usavam a planta para o tratamento de ansiedade, mania, histeria e
depressdo (Mechoulam, 1970; Russo and Guy, 2006). Seu uso difundiu-se
gradualmente para o Oriente Médio, chegando a Europa nos fins do século XVIII,
passando pelo norte da Africa e atingindo as Américas (Moreau, 2003). No inicio do
século XX, na Ameérica do Norte e Europa, ocorreu um aumento repentino e
relevante de seu consumo com finalidade recreativa entre os jovens da sociedade
(Bonfa et al., 2008). Paralelamente, no decorrer desse periodo, ocorreu o declinio do
uso da droga para fins terapéuticos devido ao fato de que os principios ativos da
planta ainda n&o haviam sido isolados e os extratos variavam em poténcia e
composicao, gerando, muitas vezes, efeitos indesejaveis (Zuardi, 2006). No entanto,
o interesse cientifico pela planta foi renovado na década de 60 quando o A9-
tetrahidrocanabinol (A9-THC) foi isolado e identificado quimicamente como o
principal componente psicoativo da Cannabis sativa (Gaoni and Mechoulam, 1964).
Além disso, na década de 90, a descoberta de receptores canabindides, onde o A9-
THC atua para promover seus efeitos, impulsionou novos estudos sobre a existéncia
de ligantes endogenos naturais para esses receptores, levando, assim, a
identificacdo do sistema endocanabindide no encéfalo (Devane et al., 1988; Moreau,
2003; Zuardi, 2006). Assim, o melhor entendimento das bases moleculares e das
funcbes da sinalizacdo do sistema endocanabindide, impulsionou o interesse em
avaliar o potencial terapéutico de substancias canabindides (Castillo et al., 2012;
Moreau, 2003).

Atualmente sabe-se que o sistema endocanabindide € constituido por pelo
menos dois receptores acoplados a proteina G, denominados CB1 e CB2; agonistas
endoégenos desses receptores, especialmente anandamida (AEA) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG); e enzimas de sintese e degradagdo que controlam os
niveis enddgenos dos endocanabindides (Castillo et al., 2012). Os
endocanabindides, além de ativarem receptores CB1 e CB2, também sao capazes

de se ligar a outros alvos farmacolégicos como receptores vanildides (especialmente
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TRPV1) e receptores acoplados a proteina G55 (GPR55) (Ross, 2003; Baker et al.,
2006).

Os endocanabindides pertencem a classe dos neurotransmissores atipicos.
Sao sintetizados na membrana neuronal pds-sinaptica e liberados, sob demanda,
em resposta a um estimulo fisiolégico, como a despolarizagado neuronal. Uma vez
liberados na fenda sinaptica, os endocanabinoides atuam de maneira retrograda,
como agonistas em receptores CB1 localizados no terminal pré-sinaptico (Christie
and Vaughan, 2001). Uma vez que esses receptores sdo acoplados a proteina G
inibitdria, o resultado final da sua ativacéo € a inibicao da despolarizagao neuronal e
diminuicao da liberacdo de neurotrasmissores, tanto inibitorios (ex. acido gama-
amino-butirico - GABA) quanto excitatorios (ex. glutamato) (Katona et al., 1999;
Maejina et al., 2001). Dessa forma, o sistema endocanabinoide atua como um
regulador de fungdes sinapticas através de todo o sistema nervoso central (SNC),
sendo que a sua desregulagcdo pode favorecer o aparecimento de condi¢des
neuropsiquiatricas como depressao e ansiedade (Bambico et al, 2007; Kathuria et
al., 2003).

A Cannabis sativa € composta por mais de 400 diferentes compostos, sendo
61 da classe dos canabindides, dos quais o A9-THC e o canabidiol sdo os que se
apresentam em maior quantidade (Mechoulam et al, 1970; Ameri, 1999; Moreau,
2003; Mechoulam, 2010).

A farmacologia do A9-THC tem sido amplamente estudada, sendo que a
maioria dos seus efeitos é atribuida, especialmente, a ativacdo de receptores
canabindides (CB1), um subtipo de receptores acoplados a proteina Gi, localizados
pré-sinapticamente, capazes de modular neurotransmissdes centrais e periféricas
(Mechoulam and Lichtman, 2003; Braida et al., 2007). A ativagdo desses receptores
leva a inibicdo da enzima adenilato ciclase e consequente diminui¢do da produgao
do segundo menssageiro AMP ciclico, além de promover o fechamento de canais de
Ca’* e abertura dos canais de potassio nos terminais axdnicos, hiperpolarizando o
terminal pré-sinaptico e levando a diminuicdo da liberagdo de varios
neurotransmissores (Ameri, 1999). Os receptores CB1 s&o os principais receptores
canabindides expressos em neurbnios sendo amplamente distribuidos pelo SNC.
Regibes encefalicas como o estriado, o cerebelo e estruturas limbicas como o

hipocampo e o cortex, possuem alta densidade de receptores CB1 (Ameri, 1999). O
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cortex, em especial, possui elevados niveis de receptores CB1 em todas as suas
subareas, como o neocértex e o coértex pré-frontal (Matsuda et al., 1993).

O canabidiol, por outro lado, € o principal constituinte ndo psicomimético da
Cannabis sativa que, além de promover efeitos diferentes dos induzidos pela
administracdo de A9-THC, ainda €& capaz de inibir algumas alteragdes
comportamentais induzidos pelo A9-THC, como a catalepsia em ratos e efeitos
ansiogénicos em humanos (Zuardi et al., 1982; Russo and Mcpartland, 2003). Além
disso, o CBD possui diversos efeitos farmacoldgicos sendo, por isso, bastante
explorado para aplicagdes terapéuticas (Pertwee, 2004).

Em 1990, Guimaraes e colaboradores investigaram o potencial ansiolitico do
CBD em animais submetidos ao modelo animal do labirinto em cruz elevado e
demonstraram que a administragcdo sistémica desse composto promove efeito
ansiolitico (Guimaraes et al, 1990). Corroborando essa hipotese, Resstel e cols.
(2009) demonstraram que a administragcao sistémica de CBD reduz as respostas
fisiologicas e emocionais associadas ao estresse por restricdo. Além disso, Zuardi e
colaboradores, em 1993, demonstraram, também em humanos, que o CBD alivia a
ansiedade induzida pelo teste de simulagéo de falar em publico (Zuardi et al, 1993).
Ha evidéncias de que o efeito ansiolitico produzido pelo CBD em humanos seja
mediado por areas cerebrais limbicas e paralimbicas (Cripa et al, 2004). Além de
ansiolitico, o CBD também induz efeito neuroprotetor, analgésico e anti-inflamatorio
(Hampson et al. 1998; Karst et al. 2003; Malfait et al. 2000; Guimaraes et al, 1990).
Mais recentemente, nosso grupo demonstrou que a administragcéo sistémica de CBD
induz efeito tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao teste do nado
forcado (Zanelati et al, 2010), indicando dessa forma, um elevado potencial
terapéutico no tratamento da depressao, o que impulsiona a investigagdo das vias
neurais € mecanismos de agao envolvidos nessa resposta.

O mecanismo de acdo do canabidiol é complexo e ainda nao esta
completamente entendido. Particularmente, o CBD possui pequena afinidade por
receptores CB1 e ha evidéncias de que possa se comportar como um antagonista
ou agonista inverso nesses receptores (Thomas et al, 1998; Petitet et al., 1998). No
entanto, o CBD, parece ser capaz de facilitar a neurotransmissdo endocanabindide
por bloquear a recaptacdo e impedir a hidrélise da anandamida (Bisogno et al,
2001). Além disso, o CBD atua como um antagonista de receptores de adenosina

A2A (Magen et al., 2009) e ainda é capaz de afetar a excitabilidade neuronal por
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modular canais iénicos voltagem-dependentes (Ross et al., 2008). Recentes estudos
tém destacado que o CBD também ativa canais TRPV1 e TRPV2 (Costa et al., 2004;
Qin et al., 2008). O CBD demonstra, ainda, capacidade de se ligar em receptores
serotoninérgicos do tipo 1A (5HT1A), onde atua como agonista (Russo et al, 2005;
Hayakawa et al., 2007; Campos and Guimaraes, 2008; Resstel et al., 2009).

Em relacdo a respostas comportamentais, Casarotto e colaboradores, em
2010, demonstraram que a atenuacédo do comportamento compulsivo, decorrente da
administracdo sistémica de CBD, em ratos submetidos ao teste do marble-burying,
envolve a ativacdo de receptores canabindides CB1 (Casarotto et al., 2010).
Enquanto que, por outro lado, Resstel e colaboradores em 2009 observaram que o
efeito ansiolitico decorrente da administracdo sistémica de CBD, em ratos
submetidos ao teste de estresse de restricdo agudo, depende da ativagdo de
receptores serotoninérgicos 5-HT1A. Nesse mesmo sentido, Zanelati e
colaboradores (2010) relataram que o efeito tipo antidepressivo do CBD, quando
administrado sistemicamente a animais submetidos ao teste do nado forcado é
bloqueado pelo pré-tratamento com antagonista 5-HT1A, ficando evidenciada uma
possivel interacao entre CBD e 5HT1A na mediacao de seus efeitos antidepressivos
(Zanelati et al, 2010).

1.2 Estresse e depresséo

A depressao representa a desordem de humor mais comum, se diferenciando
de uma simples tristeza pela presenca e duragéo de sintomas especificos (Willner et
al., 2012). Segundo o DSM-IV-TR (Manual de Diagnéstico e Estatisticas de Doencgas
Mentais - Quarta edicdo — Texto Revisado), os principais sintomas da depressao
incluem: anedonia, alteragao no apetite, dificuldade de se concentrar, sentimento de
culpa e pensamento suicida. Sao classificados como individuos deprimidos aqueles
que apresentam pelo menos quatro dos sintomas acima listados, com uma
durabilidade de pelo menos 2 semanas consecutivas.

A depressdao maior € um transtorno afetivo que esta entre as dez maiores
causas de debilitagcdo no mundo, sendo classificada pela Organizagdo Mundial da
Saude como a quarta maior causa de incapacitagéo (Kalia, 2005).

A vulnerabilidade a depressao varia consideravelmente entre individuos de

uma populacdo, porque tal desordem depende da associagdo entre fatores
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genéticos e ambientais (Nestler et al, 2002). Tal desordem €& considerada
hereditaria, uma vez que cerca de 40-50% do risco para depressdo é genético,
apesar de ser fortemente modulada pelo ambiente (Sanders et al, 1999) . Diversos
fatores ambientais influenciam no desencadeamento da doenca, sendo que o
estresse, especialmente de origem psicosocial, parece ser um dos principais. Em
mais da metade dos casos, as crises depressivas sao precedidas pela exposi¢cao a
evento estressante (Post, 1992).

Desde a década de 1970 estudos destacam a importdncia de eventos
estressantes como desencadeadores da depressao em individuos predispostos a
desenvolver a desordem (Brown and Harris, 1978). O estresse, de qualquer origem,
quimica, fisica ou psicologica, induz alteragdes fisiolégicas no organismo com o
objetivo de promover adaptacdo. Se a exposigao a esse evento for prolongada ou
muito severa, as adaptacdes podem nao ocorrer e desencadear disturbios
psiquiatricos, como a depressao (McEwen, 2000; Joca et al., 2003). Além disso,
pacientes pré-dispostos geneticamente a desenvolver depressao, parecem ter um
aumento na sensibilidade a eventos estressantes (Kendler et al., 1995).

A exposicao do individuo a agentes estressantes leva a alteragdes funcionais
em diferentes sistemas de neurotransmissao, peptideos e hormdnios de manter a
homeostase do organismo (Castren 2005, Wurtman 2005, Joéls and Baram 2009,
Price and Drevets 2010). Um dos principais sistemas mobilizados sob essas
condigdes € o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) (Schwabe, 2011). Dentre
as respostas da ativacao do eixo HPA, esta a liberagao de glicocorticoides, a partir
da glandula adrenal, que prepara o organismo para alteragbes fisiologicas
necessarias durante o estresse e que otimizam o desempenho do individuo frente ao
mesmo (Peeters and Broekkamp, 1994). Essa resposta esta sob controle inibitério
dos proprios glicocorticdides que realizam retroalimentagdo negativa sobre a
atividade do eixo através da ativagdo de receptores especificos (GR e MR)
localizados em diferentes locais do SNC. No entanto, a exposi¢cédo prolongada ao
estresse e/ou comprometimento do controle da atividade do eixo HPA pode levar a
niveis excessivos de glicocorticoides e outros mediadores da resposta ao estresse e
ocasionar prejuizos funcionais e alteragbes plasticas em estruturas que sé&o
importantes para a regulagdo do afeto e do humor. Como consequéncia de todo
esse processo, 0 estresse pode exercer diversos efeitos na emogédo e cognigéo
(Holsboer et al., 1995).
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Nesse sentido, inumeras evidéncias tem revelado que a exposicdo ao
estresse pode comprometer o funcionamento de vias monoaminérgicas no SNC,
bem como promover alteragdes plasticas em estruturas limbicas, tais como reducao
da arborizagdo dendritica no cértex pré-frontal (CPF) e no hipocampo, redugédo da
neurogénese no hipocampo e alteragdes na plasticidade sinaptica no CPF, no
hipocampo e na amigdala (Huether et al., 1999; Post, 1992). Ha dados indicando
que tais alteragdes seriam dependentes da liberagdo de glicocorticéides que ocorre
durante a exposi¢ao ao estresse (Herman and Cullinan, 1997). Acredita-se que tais
alteracbes estariam relacionadas a ocorréncia de disfungdes nessas estruturas
limbicas que, consequentemente, comprometeriam a regulagcdo dos diferentes
estados emocionais, do afeto e do humor e, dessa maneira, tornaria o individuo mais
susceptivel ao desenvolvimento da depressdo e outras desordens psiquiatricas
(Castren, 2005; Price e Drevets, 2010).

Corroborando essa ideia, observa-se que a depressao € uma doenga de
elevada complexidade, estando associada a sintomas heterogéneos, além de
envolver multiplos circuitos cerebrais, corticais e subcorticais (Drevets, 2001).
Estudos em animais e humanos tém relacionado diversas alterag¢des a fisiopatologia
da depressao, dentre elas: disfungdes nas neurotransmissdes serotoninérgica e
noradrenérgica (Ruhe et al., 2007), aumento de citocinas pro-inflamatérias e
desregulagédo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) (Lopez-Duran et al.,
2009), além de mudangas estruturais e funcionais de regides cerebrais como o
hipocampo e CPF (Palazidou, 2012). Devido a influéncia desse conjunto de fatores,
a depressao constitui uma desordem de dificil caracterizacdo. Apesar disso, o
desenvolvimento de novas ferramentas, como métodos de neuroimagem, favorece a
identificacdo in vivo de alguns aspectos anatdbmicos, fisiolégicos e neuroquimicos
(Price and Drevets, 2010). Sabe-se que a depressao esta associada a alteracdes
funcionais e estruturais em diversas regides cerebrais, além de sistemas de
sinalizagdo, neuroplasticidade e neuro-inflamagdo (Price and Drevets, 2010;
Pittenger and Duman, 2008; Kubera et al., 2011; Marsden, 2011). De particular
interesse para o presente trabalho, ha evidéncias recentes indicando que tais
alteragdes ocorrem frequentemente no CPF, onde teriam um papel determinante

para o desenvolvimento da depresséo.
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1.3 Modelos animais de depresséao

Os modelos animais de doencas mentais estdo entre os modelos
experimentais mais utilizados, uma vez que a abordagem clinica dessas desordens
costuma ser dificil, além de o estudo dos fendmenos ser de extrema necessidade
(Guimaraes, 1993). Apesar da dificuldade de validagao, atualmente sao utilizados,
na pesquisa, diversos modelos animais de depressdo, para testar hipoteses
fundamentais relativas a sua fisiopatologia.

O desenvolvimento de modelos animais € importante para favorecer o
entendimento das bases moleculares, genéticas e epigenéticas que podem
desencadear a depressao, além de possibilitar o entendimento da relagdo entre
alteragdes genéticas e ambientais na patofisiologia da depressdo. Assim, o uso
desses modelos ainda é indispensavel para a identificacido de novas terapias para a
depressao (Nestler et al, 2002).

Um dos maiores problemas para se desenvolver um modelo animal de
depressao € a dificuldade, ou até mesmo a impossibilidade, de simular todas as
mudangas comportamentais de humanos nos animais, uma vez que a depressao €&
uma desordem heterogénea e com sintomas centrais subjetivos (McArthur and
Borsini, 2006). Por isso, foram estabelecidos critérios para validar os modelos
animais de desordens psiquiatricas, que se dividem em: 1) Validade de face ou
semelhanca: similaridade entre o comportamento exibido pelo animal e sintomas
especificos da desordem em humanos; 2) Validade de constructo: semelhanca
entre a interpretacdo tedrica do modelo e os conhecimentos sobre a neurobiologia
do disturbio; 3) Validade preditiva: baseia-se no isoformismo farmacoldgico, quando
um farmaco é efetivo na clinica e também no modelo animal (Markou et al., 1995).

A maioria dos modelos animais de depressao se baseia na exposi¢ao do
animal a evento estressante. Nesta situacdo, alteracbes comportamentais sao
induzidas em animais pela exposi¢cao a uma situagao aversiva incontrolavel. Como
resultado desse procedimento, o animal se torna desmotivado e apresenta
alteragcdes comportamentais, manifestadas por baixa capacidade de reagao frente a
nova situagao aversiva, como a imobilidade no nado forgado ou falha em escapar de
choques (Overmier and Seligman, 1967; Seligman and Beagly, 1975; Porsolt et al.,
1977, 1978). O tratamento farmacolégico com antidepressivos reduz tais mudancgas

comportamentais (Sherman et al., 1979; Porsolt et al., 1977, 1978).
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E importante destacar que existem diferencas entre modelos e testes usados
em animais. Para ser denominado modelo, o procedimento utilizado deve ser capaz
de reproduzir no animal aspectos patoldégicos humanos, além de ter validade
preditiva. Ja o teste, por outro lado, demonstra apenas uma medida comportamental
utilizada para avaliar os efeitos de uma manipulagdo farmacolégica ou ambiental
(Urani et al., 2005).

1.3.1 Teste do nado forcado

Dentre os testes comportamentais que avaliam o efeito tipo-antidepressivo, o
teste do nado forgado é um dos mais amplamente utilizados, devido a sua elevada
validade preditiva, além de baixo custo e facil execugéo (Slattery and Cryan, 2012).
O teste foi desenvolvido inicialmente por Porsolt e colaboradores baseado na
observacdo de que animais expostos a um cilindro cheio de agua, e na
impossibilidade de sair, assumem, apdés um periodo inicial de comportamento de
escape intenso, uma postura passiva de comportamento imovel (Porsolt et al, 1977).
Além disso, interessantemente, eles observaram que especificamente drogas
antidepressivas eram capazes de reduzir o tempo de imobilidade dos animais,
aumentando o comportamento de escape (Porsolt et al, 1977).

O protocolo do nado forgado tradicional desenvolvido por Porsolt era sensivel
a quase todos os antidepressivos, com excecado dos inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRS). Devido a esse viés, Lucki e colaboradores
promoveram algumas alteragdes nos parametros do teste a fim de aumentar a
sensibilidade aos ISRSs (Lucki, 1997). Dessa forma, passou-se a distinguir entre
dois tipos de comportamento de escape do animal durante o teste: a) climbing —
movimentos verticais das patas dianteiras; b) swimming — movimentos horizontais
através da natagao (Detke and Lucki, 1996).

Além disso, estudos utilizando esse novo protocolo de teste detectaram que o
comportamento ativo predominante adotado pelo rato estava sobre controle de
diferentes sistemas de neurotransmissores. Observou-se que antidepressivos
noradrenérgicos aumentavam o comportamento de climbing, enquanto que drogas
serotoninérgicas aumentavam o comportamento de swimming (Cryan et al., 2002;
Cryan et al., 2005; Detke and Lucki, 1996; Lucki, 1997). Dessa forma, o nado

forcado modificado fornece uma informacao adicional em relagdo ao possivel novo
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farmaco antidepressivo testado, sugerindo qual sistema neurotransmissor estaria

predominantemente sendo modulado.

1.4 Cortex pré-frontal medial ventral e depresséo

Os sistemas neurais e as estruturas cerebrais envolvidos em disturbios de
humor, como a depresséao, sdo complexos e compreendem muitos locais no sistema
nervoso central.

Por volta de 1930 e 1940 o circuito de controle emocional comegou a ser
identificado, sendo que o conjunto de estruturas cerebrais responsavel pela
expressdo de emogdes recebeu a denominagao de “sistema limbico” (Price and
Drevets, 2010). Inicialmente sabia-se que fazia parte deste sistema o hipocampo,
amigdala, tadlamo, giro cingulado e hipotalamo (Price and Drevets, 2010). Algum
tempo depois, com o desenvolvimento de novos métodos de marcagéao e transporte
axonal, ficou identificado que outras estruturas do SNC, como o cortex, sao
importantes no controle emocional, por possuir intensas e difusas conexdes com
estruturas do sistema limbico (Krettek and Price, 1977b). Atualmente sabe-se que o
cortex pré-frontal medial (CPFm) é a regido cortical mais amplamente conectada
com o sistema limbico e, consequentemente, relacionado a desordens de humor
(Carmichael and Price, 1995; Kondo et al, 2005). Nesse sentido, estudos de
neuroimagem funcional e estrutural identificam estruturas como a amigdala,
hipocampo, hipotalamo e CPFm como partes centrais de controle emocional (Price &
Drevets, 2010). Dentre elas, o CPFm tem recebido especial atengcao recentemente,
estando envolvido na modulacdo autonbémica e endécrina de respostas ao
estresse (Czeh et al, 2008).

O CPFm de individuos com depressao demonstra alteragdes no volume de
massa cinzenta, elementos celulares, atividade neurofisiolégica, receptores
farmacologicos e expressado génica (Price and Drevets, 2010). Nesse sentido,
estudos demonstram que individuos deprimidos apresentam um aumento nos niveis
de atividade cerebral no cortex pré-frontal medial ventral (CPFMv) (Drevets, 1992;
Biver, 1994; Mayberg, 2005; Greicius, 2007), que é demonstrada pelo aumento do
metabolismo de glicose, que estd intimamente relacionado ao aumento da
transmissao glutamatérgica (Drevets et al, 2008). Paralelamente, observa-se uma

reducdo no volume da substancia cinzenta e elementos celulares (Drevets et al,
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2008). Dados indicam que a reducdo do volume da matéria cinzenta ocorre em
decorréncia do hipermetabolismo da estrutura, uma vez que o0 excesso de
neurotransmissdo glutamatérgica pode ocasionar neurotoxicidade e desempenha
um importante papel na neuropatologia da depressao (Drevets et al, 2012). Além
disso, durante o tratamento com medicamentos antidepressivos, a recuperacao dos
sintomas esta associada a uma diminuicdo na atividade do CPFmv (Mayberg, 2005;
Brody et al., 2001; Mayberg et al., 1999; Mayberg et al., 2000). Ademais, pacientes
com desordens de humor manifestam alteragdes morfologicas e funcionais no cortex
pré-frontal medial (CPFm) (Drevets et al., 2008).

Analogamente, animais expostos a modelos de depressao, que envolvem a
apresentacdo de estresse inescapavel, apresentam alteracbes neuroquimicas e
morfolégicas no CPFm, as quais parecem estar associadas as alteragdes
comportamentais observadas nesses animais, tais como a anedonia (Zanelati et al.,
2010; Silva et al., 2012; Quan et al., 2011)

O cortex pré-frontal de ratos é usualmente dividido em trés sub-regides
anatomica e funcionalmente distintas: (1) o cortex pré-frontal medial, (2) o cortex
orbito-frontal e (3) cortex pré-frontal lateral (Groenewegen, 1988; Krettek and Price,
1977). O CPFm pode ser dividido em porcao ventral e dorsal, sendo que as suas
quatro regides principais que sdo o cortex agranular medial, cértex cingulado
anterior, pré-limbico e infra-limbico (Kesner and Churchwell, 2011). A regido dorsal
do CPFm esta envolvida com diversos comportamentos motores, e a regido ventral
(PL e IL) tem sido associada a processos de cognicdo como aprendizagem, tomada
de decisdo e memoria, estando anatdmica e funcionalmente ligado ao sistema
limbico (Verts, 2004).

As conexdes aferentes primarias do CPFmv (PL e IL) incluem o talamo,
coértex entorrinal, hipocampo e amigdala (Kesner and Churchwell, 2011). Por outro
lado, as conexdes eferentes do PL incluem a parte ventro-medial do caudado-
putamen, o centro do nucleo acumbens e amigdala, enquanto que as proje¢des do
IL se direcionam para a regiao medial do nucleo acumbens e amigdala (Kesner and
Churchwell, 2011). Nesse sentido, trabalhos recentes evidenciam que sendo
citoarquitetonicamente diferentes, o PL e IL podem desempenhar papéis diferentes
na resposta emocional, enddcrina, autondmica e cognitiva ao estresse (Vertes,
2004; Barbas 1995; Hamani, 2010; Vidal-Gonzalez, 2006; Tavares, 2009; Radley,
2006; Marquis, 2007).
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Diante de tais evidéncias, nosso grupo investigou os efeitos da inativagao
aguda temporaria da transmissao sinaptica no IL ou no PL na modulagido das
consequéncias comportamentais do estresse induzido pelo nado forcado em ratos.
Os resultados obtidos demonstraram que a inativacao do IL ou do PL induzem efeito
tipo antidepressivo (Scopinho et al., 2010). Além disso, Hamani e colaboradores
(2010) demonstraram que a inativagdo do cortex pré-frontal medial ventral leva a
diminuicdo do tempo de imobilidade, em ratos submetidos ao modelo animal do
nado forgado, um efeito tipo antidepressivo nesse modelo. A integridade do sistema
serotoninérgico parece desempenhar um papel importante nesse efeito, uma vez
que os efeitos da inativacdo do CPFmv foram completamente abolidos em animais
com lesdo das vias serotoninérgicas (Hamani et al, 2010). Assim, esses resultados
sugerem que a ativagdo do CPFmv durante situagdes estressantes favorece o
desenvolvimento de alteracbes comportamentais € que o aumento local de
serotonina seja capaz de modular esse processo.

Devido ao possivel envolvimento do CPFmv e da neurotransmissao
serotoninérgica local na modulagdo de respostas comportamentais/emocionais
envolvidas na neurobiologia de transtornos psiquiatricos, acredita-se que essa
estrutura seja um importante sitio de agdo do CBD. Entretanto, ainda pouco se
conhece sobre os efeitos do canabidiol no CPFmv, sobretudo relacionado a

depressao.

1.5 Sistema serotoninérgico e depressao

Desde a década de 1940 sabia-se que a serotonina desempenhava
importante papel em diferentes funcbées do SNC e, particularmente, em repostas
comportamentais (Puig and Gulledge, 2011).

A primeira teoria para explicar a neurobiologia da depressé&o surgiu na década
de 60, sendo denominada “Teoria Monoaminérgica Classica da Depressao” que
destacava a deficiéncia de monoaminas (noradrenalina, serotonina ou ambas) como
a principal causa da depressao, que seria restaurada pelo tratamento com
antidepressivos (Schildkraut, 1965). Posteriormente, surgiram diversas outras
hipoteses para explicar a neurobiologia da depressédo, mas, ainda hoje, um amplo
corpo de estudos suporta a hipotese de que a atividade serotoninérgica ou

noradrenérgica esteja alterada na depressao (Ruhe et al, 2007). Além disso, todas
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as drogas antidepressivas usadas na clinica atualmente aumentam a atividade de
um ou ambos os sistemas neurotransmissores (Palazidou, 2012). Ambas as vias,
serotoninérgica e noradrenérgica, emitem projegcdes dos seus nucleos no
mesencéfalo para areas limbicas e pré-frontais relacionadas ao controle da
depressao (Palazidou, 2012).

Os corpos celulares de neurdnios serotoninérgicos se localizam nos nucleos
dorsal e mediano da rafe, no tronco encefalico, de onde emitem projegdes para
diversas regides prosencefalicas. Dentre elas, diferentes sub-regides do cortex pré-
frontal como o pré-limbico e o infra-limbico (Groenewegen and Uylings, 2000). Além
disso, estudos anatdmicos relatam que tais estruturas também enviam projecdes de
volta para os nucleos da rafe, podendo atuar como um controle negativo sobre a
liberagdo de serotonina (Hajos et al, 1998). As intensas conexdes entre o CPF e os
nucleos da rafe indicam que a serotonina desempenha um importante papel na
modulacdo de funcbes de alta ordem desempenhadas pelo cértex (Puig and
Gulledge, 2011).

A serotonina nao atravessa a barreira hematoencefalica e, por isso, precisa
ser sintetizada localmente no SNC para desempenhar suas fungdes como
neurotransmissor. O primeiro passo na sintese de serotonina é a captacdo do
aminoacido triptofano a partir do plasma, que é convertido, no interior da célula
nervosa, a serotonina em dois passos principais. Posteriormente, a 5-HT &
armazenada em vesiculas e a chegada do impulso nervoso promove sua liberagéao
na fenda sinaptica (Graeff, 1997).

O sistema serotoninérgico é constituido de 7 familias de receptores
(1,2,3,4,5,6,7) com subtipos denominados de a, b e ¢ (Adayev et al, 2005). Os
subtipos de receptores sdo, em sua grande maioria, acoplados a proteina G, sendo
capazes de ativar ou inibir diversas cascatas bioquimicas (Adayev et al, 2005).
Alguns desses receptores se relacionam ao desenvolvimento de doencgas
psiquiatricas, sendo que, no caso mais especifico de desordens de humor e
depressao, o receptor serotoninérgico que tem recebido maior destaque é o 5-HT1A
(Savitz et al.,2009).

O receptor 5-HT1A é o mais bem caracterizado e identificado como mediador
chave da neurotransmissdo serotoninérgica no sistema nervoso central. Tais
receptores podem se localizar pré-sinapticamente em neurdnios serotoninérgicos

dos nucleos da rafe, inibindo o disparo neuronal, a sintese de serotonina e a sua
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liberagdo nos terminais sinapticos (Carr and Lucki, 2010). Além disso, estao
amplamente distribuidos no SNC, em regides que recebem proje¢cdes dos nucleos
da rafe. A maior densidade de receptores 5-HT1A é encontrada em areas do
sistema limbico como, hipocampo, cortex e amigdala, onde se localizam pos-
sinapticamente em neurdnios glutamatérgicos, colinérgicos, noradrenérgicos ou
gabaérgicos (Carr and Lucki, 2010; Barnes and Sharp, 1999). Mais especificamente
no CPF, existe intensa concentracdo desse subtipo de receptor serotoninérgico
(Pompeiano et al, 1992). A ativagao de receptores SHT1A promove hiperpolarizagao
e diminuigcdo do disparo celular, modulando diversas neurotransmissdes como a
glutamatérgica, a colinérgica e a dopaminérgica (Jeltsch-David et al. 2008; Lopez-
Gil et al. 2010; Di Matteo et al. 2008).

Uma das principais vias de sinalizagao alterada pela ativagao de receptores
serotoninérgicos é a atividade da adenilato ciclase e PKA (Dargo et al, 2011). Por
serem acoplados a uma proteina G inibitdria, os receptores 5-HT1A inibem a
adenilato ciclase e, consequentemente, diminuem os niveis de AMPc. PKA é uma
proteina kinase A cuja atividade é dependente dos niveis de AMPc, sendo que a
ativacao de 5-HT1A, por diminir a producdo de AMPc, esta associado a diminuigao
da atividade de PKA (Drago et al., 2011). Uma vez que a PKA ¢ ativada, ela forforila
diversas outras proteinas, incluindo fatores de transcrigdo (ex. CREB) que regulam a
expressdo génica. A atividade da PKA estd diminuida na cértex pré-frontal de
pacientes deprimidos vitimas de suicidio (Dwivedi et al., 2004). Paralelamente,
receptores 5-HT1A ativam a enzima fosfolipase C, aumentando a liberacao de calcio
do reticulo endoplasmatico. O aumento de calcio intracelular estimula a proteina
kinase C (PKC), a via da MAP kinase (MAPK) e canais de potassio (Drago et al.,
2011).

Ha evidéncias de que disfungdes do sistema serotoninérgico sao fatores de
vulnerabilidade a depress&o maior e a outras formas de doengas afetivas (Jans et
al., 2006). Corroborando esses dados, trabalhos demonstram que individuos
deprimidos apresentam uma dessensibilizacdo ou diminuicdo na quantidade de
receptores 5-HT1A em diversas regides prosencefalicas, como o CPFm e o
hipocampo (Bowen et al, 1989; Cheetham et al, 1990; Boldrini et al, 2008). Por outro
lado, estudos farmacoldgicos utilizando agonista seletivo para o subtipo de receptor
5-HT1A demonstram uma melhora do humor em pacientes deprimidos tratados com

essas drogas (Hamani, 2010). Além disso, a maioria dos antidepressivos disponiveis
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atualmente aumenta a quantidade de serotonina em regides limbicas ou reforca a
transmissao/fungdo mediada por receptores 5-HT1A pds-sinapticos (Detke et al.,
1995; Haddjeri et al., 1998). Todos esses dados reforcam a importancia dos
receptores 5-HT1A pds-sinapticos na neurobiologia da depressdo e na resposta
antidepressiva a farmacos.

No mesmo sentido dos estudos em humanos, testes em animais evidenciam
que agonistas de receptores 5-HT1A produzem efeito tipo-antidepressivo em
diferentes modelos (Blier and Ward, 2003; De Vry, 1995). No teste do nado forgado,
o agonista pleno, 8-OH-DPAT, e o parcial, buspirona, evidenciam efeito tipo-
antidepressivo, que é revertido pela pré-administragcdo do antagonista de receptores
5-HT1A, WAY100635 (Singh and Lucki, 1993; Cryan et al, 2005). No modelo animal
do desamparo aprendido, a ativagcao de receptores 5-HT1A no hipocampo induz
efeito tipo-antidepressivo (Joca et al., 2003). No entanto, no CPFm o envolvimento
desses receptores na modulacdo do efeito antidepressivo de farmacos permanece
nao investigado.

Diversos estudos demonstram a importancia da ativagcdo de receptores 5-
HT1A em respostas comportamentais ao estresse, sendo que a ocorréncia de
evento estressante pode reduzir os niveis de receptores 5-HT1A em estruturas
limbicas como o hipocampo (Watanabe et al., 1993) . Nesse sentido, camundongos
geneticamente modificados, com deficiéncia em receptores 5-HT1A, demonstram um
fendtipo tipo-ansioso (Toth, 2003). Esses animais possuem elevada reatividade a
estressores, representada pelo aumento de congelamento decorrente da
apresentacao a estimulos aversivos, como o choque elétrico nas patas (Gross et al.,
2000).

Em conjunto, esses dados dao sustentagao para a idéia de que os receptores
5-HT1A teriam um papel importante na modulagdao da resposta emocional ao

estresse e no mecanismo de agéo de farmacos antidepressivos.

1.6 Hipdtese

Considerando-se o conjunto de dados acima citados, acredita-se que o
canabidiol, quando administrado no CPFmv, interfere na neurotransmisséo
serotoninérgica local, através da ativagao de receptores 5-HT1A, promovendo efeito

tipo-antidepressivo.
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Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a participagcao do
CPFMyv, diferenciado em IL e PL, no efeito tipo antidepressivo do canabidiol e o
possivel envolvimento de receptores 5HT1A nessa resposta. Para isso,
investigamos os efeitos da administracado direta no CPFMyv, IL e PL, de canabidiol,
de agonista e de antagonista de receptores SHT1A em ratos submetidos ao teste de

nado forgado.



Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Testar a hipotese de que a administracido de CBD no CPFMy, IL e PL, induz
efeito tipo antidepressivo e que esse efeito seria mediado pela ativacdo de

receptores SHT1A.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da administracdo de canabidiol no cortex pré-limbico e
infra-limbico de ratos submetidos ao teste do nado forgado.

- Investigar se a administragcao de agonista de receptores 5-HT1A no CPFmv,
PL e IL, promove efeito tipo antidepressivo.

- Investigar o envolvimento de receptores SHT1A no efeito induzido pela
administragdo intra-PL ou IL de canabidiol- através da administragdo de um
antagonista de receptores SHT1A.

- Avaliar se os efeitos da administragdo das drogas no PL e IL seriam

decorrentes de alteragdes motoras inespecificas.



Material e Métodos
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, 230 a 270 gramas, provenientes do Biotério
Central da USP, Campus de Ribeirao Preto. Os animais foram mantidos aos pares,
em caixas de acrilico (570 cm2), no Laboratério de Farmacologia da Faculdade
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FCFRP-
USP), em condigbes controladas: temperatura (24 + 1°C), ciclo de luz claro-escuro
de 12 horas, sem privagao de alimento e agua exceto durante a realizagcdo do
experimento.

A manipulagdo e tratamento dos animais foram realizados de acordo com
protocolos experimentais adotando as normas e aprovagdo do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA- protocolo N° 11.1.459.53.7) do Campus de Ribeirao Preto -
USP. Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais.

3.2 Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas nos experimentos:
- Canabidiol (Hebrew University, Jerusalem, Israel): dissolvido em 6leo de semente
de uva, administrado através de injecao intracortical, infra-limbica ou pré-limbica,
bilateral, nas doses de 10, 30 ou 60 nmol, em um volume de 0,2ul por sitio de
injecao intracerebral (Campos and Guimarées, 2008; Lemos et al, 2010).
- WAY 100635 (Sigma-Aldritch, USA): antagonista de receptores 5-HT1A, dissolvido
em salina isoténica estéril, administrado através de injecao intracortical, infra-limbica
ou pré-limbica, bilateral, nas doses de 10 e 30 nmol, em um volume de 0,2l por sitio
de injegao intracerebral (Joca et al, 2003).
- 8-OH-DPAT (RBI): agonista de receptores 5HT1A, dissolvido em salina estéril,
administrado através de injecao intracortical , IL ou PL, bilateral, nas doses de 5 e 10
nmol, em um volume de 0,2ul por sitio de injecao intracerebral (Joca et al, 2003).
Além disso, foram utilizados durante os procedimentos cirurgicos:
tribromoetanol (1 mL/100g); Banamine (Schering-Plough, 0,25%, 0,1 mL/100g),
Lidocaina (PROBEM 3%, 0,2 ml); e pentabiotico veterinario, (Fort Dodge,
1.200.000Ul), Benzilpenicilina benzatina 600.000Ul, Benzilpenicilina procaina
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300.000Ul, Benzilpenicilina potassica 300.000Ul, Diidroestreptomicina base (sulfato)
250mg e Estreptomicina base (sulfato) 250mg), 0,1ml/100g.

3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Cirurgia estereotaxica e administracédo intracerebral de drogas

Os ratos foram anestesiados com tribromoetanol (intraperitonial - i.p.) na dose
de 1ml/100g e fixados na armagao estereotaxica. Canulas de ago inoxidavel
(0,11mm OD) foram implantadas bilateralmente e direcionadas para o cortex pré-
frontal medial pré-limbico (coordenadas: Antero-posterior (AP): +3,3mm, lateral (L):
+1,9mm, vertical (V): -2,4mm do créanio com uma inclinacao lateral de 22°) e cortex
pré-frontal medial infra-limbico (coordenadas: AP: +3,3mm, L: +2,7mm, V: -3,2mm
do cranio com uma inclinagao lateral de 24°), de acordo com o atlas de Paxinos e
Watson (1997). As cénulas foram fixadas ao osso do cranio por parafusos de ago
inoxidavel e cimento acrilico. A obstrucdo das canulas foi prevenida através da
insercdo de maldrii em seu interior. Os animais receberam administracido de
pentabiético veterinario (i.m., 0,1mL/100g) e do antiinflamatério Banamine
(0,1mL/100g), com o objetivo de evitar quadros infecciosos e reduzir a dor pos-
operatéria. . Ao final da cirurgia, os animais foram acondicionados em uma gaiola
com aquecimento, onde permaneceram sob observacao por 30 minutos. Depois de
5 a 7 dias da cirurgia foram realizados os experimentos.

As injecBes intracerebrais foram realizadas com o auxilio de agulha fina
dental (0,3 mm OD) que foi introduzida através da canula até que sua ponta fosse
1.0mm abaixo do fim da céanula. Foi injetado um volume de 0.2ulL/lado, durante 1
minuto, usando uma microseringa (Hamilton, USA) controlada por uma bomba de
infusdo. Um cateter de polietileno foi colocado entre a extremidade superior da
agulha dental e a microseringa. O movimento de uma bolha de ar dentro do cateter

confirma o fluxo da droga.

3.3.2 Analise histolégica do sitio de injecéo

Depois dos experimentos comportamentais, os ratos foram anestesiados com

Ketamina/xilasina e perfundidos através do ventriculo esquerdo do coragdo com
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salina isotdnica seguida por solugao de formol a 10%. Apés a perfusdo, uma agulha
foi inserida através da canula e 0.2ul do corante de fast green foi injetado
bilateralmente. Os cérebros foram removidos e depois de no minimo 3 dias imersos
em solucdo de formol a 10%, foram obtidas sec¢des de 40um através do criostato.
Os sitios das inje¢cdes foram registrados em diagramas do Atlas de Paxinos e
Watson (1997), sendo desconsiderados da analise estatistica os dados dos animais
cujo local da inje¢ao se encontrou fora do cortex pré-frontal medial pré-limbico ou do

cortex pré-frontal medial infra-limbico.

3.3.3 Teste do nado for¢cado

O teste do nado forcado, um dos modelos animais mais usados atualmente
para a deteccdo de alteragbes comportamentais induzidas por drogas
antidepressivas, foi realizado com procedimentos similares aqueles descritos por
Detke and Lucki (1996). O modelo consiste em colocar os animais para nadar,
individualmente, em um cilindro de plastico (30cm de diametro, 40cm de altura,
contendo 25cm de agua com temperatura de 24+1°C, de acordo com Joca e
Guimaraes, 2006, por um periodo de 15min (pré-teste). Apds esse periodo, os
animais foram retirados e colocados, separadamente, para secar, antes de
retornarem para suas caixas de origem. Vinte e quatro horas depois, os animais
foram submetidos a sessdes de 5 minutos de nado forgado, quando se registrou o
tempo total de imobilidade (o animal permanece parado, realizando apenas
pequenos movimentos necessarios para a flutuagdo), de maneira cega. A agua foi
trocada entre as sessdes de nado para evitar a influéncia de substancias de alarme
(ABEL E BILITZKE, 1990).

3.3.4 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto € um modelo animal amplamente utilizado para se
verificar efeitos locomotores induzidos por drogas ou condi¢gbes experimentais. O
modelo consiste em colocar os animais para se locomoverem livremente,
individualmente, no centro de uma caixa quadrada de madeira (72cm x 72cm, 40cm
de altura), dividida em 16 quadrantes (18cm x 18cm), por um periodo de 5 min.

Durante esse periodo, sdo contados os numeros de cruzamentos que o animal faz
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entre os quadrantes, sendo que cada cruzamento s6 é contado quando o animal
atravessa com as quatro patas de um quadrante para o outro. O numero de
cruzamentos realizado por cada animal nesse periodo serviu como indice de sua

atividade locomotora.

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Experimento 1: efeitos da administracado de canabidiol (10, 30, 45 e 60 nmol) no PL
e no IL de animais submetidos ao teste do nado forcado

Os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica e, 5-7 dias depois, ao pré-
teste (15 min). Vinte e quatro horas depois, os animais receberam injecao bilateral
de canabidiol intra-PL (10, 30 e 60nmol) ou intra-IL (30, 45 e 60nmol) ou salina e,
apo6s 10 minutos, foram submetidos ao teste do nado forgado. Apds o término do
teste, os animais foram perfundidos e seus encéfalos removidos para posterior
analise dos sitios de injecdo. A menor dose que diminuiu o tempo de imobilidade foi

utilizada nos experimentos seguintes.

Experimento 2: efeitos da administragcdo de canabidiol no PL e IL sobre a atividade
locomotora de animais submetidos ao teste do campo aberto

O experimento teve por objetivo avaliar as possiveis alteragcbes motoras
decorrentes da administracao de canabidiol no PL ou IL.

Grupos independentes de ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica e,
5-7 dias depois, ao teste no campo aberto. Dez minutos antes de serem expostos
ao campo aberto, os animais receberam injegao bilateral de veiculo ou canabidiol
(10, 30, 60nmol) intra-PL, ou veiculo ou canabidiol (30, 45, 60 nmol) intra-IL. Apds o
término do teste, os animais foram perfundidos e seus encéfalos removidos para

posterior analise dos sitios de injecéo.

Experimento 3:efeitos da administracdo de agonista 5-HT1A no PL e no IL sobre o
comportamento de animais submetidos ao teste do nado forcado

Os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica e, 5-7 dias depois, ao preé-
teste (15 min). Vinte e quatro horas depois, os animais receberam injecao bilateral
intra-PL e intra-IL de 8-OH-DPAT (5 e 10nmol/0,2ul) ou salina e, apdés 10 minutos,

foram submetidos ao teste do nado forgado. Apds o término do teste, os animais
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foram perfundidos e seus encéfalos removidos para posterior analise dos sitios de
injecao. A dose que diminuiu o tempo de imobilidade foi utilizada nos experimentos

seguintes.

Experimento 4: efeito do pré-tratamento com antagonista 5-HT1A no CPFMv, PL e
IL , sobre o efeito induzido pela administracéo local de agonista desses receptores,
em ratos submetidos ao teste do nado for¢ado.

O experimento teve por objetivo encontrar a dose de antagonista 5-HT1A
suficiente para inibir os efeitos de um agonista 5SHT1A no CPFMv.

Os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica e, 5-7 dias depois, ao pré-
teste (15 min). Vinte e quatro horas depois os animais foram submetidos ao teste do
nado forgado. 10 minutos antes do teste, os animais receberam uma primeira
injecao bilateral intra-PL ou IL de salina ou WAY 100635 nas doses de 10 ou 30nmol,
e, 5 min depois, injecao bilateral de salina ou 8-OH-PDAT na dose de 10nmol. Apos
o término do teste, os animais foram perfundidos e seus encéfalos removidos para

posterior analise dos sitios de injecéo.

Experimento 5: efeitos da administragédo de 8-OH-DPAT e de WAY100635,n0 PL e
no IL, sobre a atividade motora de animais submetidos ao teste do campo aberto

O experimento teve por objetivo detectar possiveis alteracbes motoras
decorrentes da administragdo de agonista e antagonista de receptores 5-HT1a no PL
ou IL.

Grupos independentes de ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica e,
5-7 dias depois, ao teste no campo aberto. Dez minutos antes de serem expostos ao
campo aberto, os animais receberam injeg¢ao bilateral intra-PL ou IL de 8-OH-PDAT.
Outro grupo de animais recebeu injecao bilateral, no PL ou IL, de WAY100635. Apds
o término do teste, os animais foram perfundidos e seus encéfalos removidos para

posterior analise dos sitios de injecéo.

Experimento 6: participacdo de receptores 5HT;a nos efeitos induzidos pela
administragao de canabidiol no PL e IL
O experimento teve por objetivo avaliar os efeitos da administragdo de um

antagonista de receptores 5-HTa antes da administragcdo de canabidiol a fim de
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investigar a participagdo de tais receptores na resposta comportamental induzida
pelo CBD.

Os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica e, 5-7 dias depois, ao preé-
teste (15 min). Vinte e quatro horas depois os animais foram submetidos ao teste do
nado forgado. Os animais receberam injecao bilateral intra-PL ou IL de salina ou
WAY 100635 nas doses de 10 e 30nmol,e, 5minutos depois, injecao bilateral de
veiculo ou canabidiol (10nmol). Apdés o término do teste, os animais foram
perfundidos e seus encéfalos removidos para posterior analise dos sitios de injegao.

Todos os experimentos foram realizados de forma cega e repetidos a fim de

obter um numero final de 6-8 animais/grupo.

3.5 Andlise estatistica

O resultado comportamental, tempo de imobilidade, nos experimentos do
teste do nado forgado, foi analisado por ANOVA de uma via seguida do pos-teste de
Dunnett. A analise dos resultados dos experimentos utilizando o teste do campo
aberto foi realizada por ANOVA de duas vias com medidas repetidas (tratamento X

tempo). Diferengas com p < 0,05 foram consideradas significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 Localizacao dos sitios de injecao

Os sitios das inje¢cdes das drogas e de veiculo foram analisados no
microscoépio e identificados com o auxilio do Atlas de Paxinos e Watson (2005). Os
dados dos animais cujos sitios de injecdo estavam fora do CPFMyv, PL ou IL, foram
excluidos dos resultados obtidos nos protocolos experimentais e representados no

grafico como o grupo “OUT”.

Fig. 1. Representagao da regido de microinje¢cdo no coértex pré-frontal medial ventral, pré-
limbico (PL) e infra-limbico (IL), baseado no atlas Paxinos e Watson 2005. Circulos pretos
representam as injecdes localizadas no CPFmv. Circulos cinzas representam as injegbes
fora do CPFmv (distancia do Bregma de 3.72, 3,24 e 3,0).
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4.2 Experimento 1: efeitos da administracédo de canabidiol (10, 30, 45 e 60nmol)
no PL e no IL de animais submetidos ao teste do nado for¢cado

A administracdo de CBD (10, 30, 60nmol/0,2ul/lado) reduziu
significativamente o tempo de imobilidade no teste do nado forgado, em comparagéao
ao grupo controle (F4,50=6,142 P<0,05). Além disso, o grupo OUT, que recebeu
administracdo de CBD 10, 30 ou 60nmol/0,2ul/lado fora do coértex (PL), n&o
demonstrou diferenga significativa em relagdo ao grupo que recebeu veiculo (n=7-
13, Dunnett P<0,05, Figura.2).

200+ Pre-limbico
% 100 ) %
z %
£ %
0 /

Controle 10 30 60  out

canabidiol

Fig. 2. Efeitos da administragao de CBD, intra-PL, nas doses de 10, 30 e 60 nmol/0,2ul/lado
(7-13 animais por grupo) sobre o tempo de imobilidade de animais submetidos ao teste do
nado forgado. * Dados representam média +/- EPM *Indica p<0,05 (one-way ANOVA
seguida de pos-teste de Dunnett).



Resultados | 29

A administragao de CBD nas doses de 45 e 60 nmol/0,2ul/lado, no IL, reduziu
significantemente o tempo de imobilidade no teste do nado forgado (F4,38=8,605
P<0,05) quando comparado ao grupo controle (n=7-10, Dunnett P<0,05, figura 3). Ja
a dose de 30 nmol/0,2ul/lado ndo foi diferente do grupo tratado com veiculo
(Dunnett, P>0,05).

Infra-limbico

tempo de imobilidade (s)
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Fig. 3. Efeitos da administragdo de CBD, intra-IL, nas doses de 30, 45 e 60 nmol/0,2ul/lado
(7-10 animais por grupo) sobre o tempo de imobilidade de animais submetidos ao teste do
nado forgado. * Dados representam média +/- EPM * indica p<0,05 (one-way ANOVA
seguida de pos-teste de Dunnett).
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4.3 Experimento 2: efeitos da administracdo de canabidiol no PL e no IL sobre
a atividade locomotora de animais submetidos ao teste do campo aberto

Nao ocorreu alteragao na atividade locomotora entre os animais tratados com
canabidiol ou veiculo em nenhuma das doses testadas, em ambas as estruturas, PL
(F3,32=4,626; p>0,05) e IL (F3,18=1,767; p>0,05). Ocorreu um efeito significativo do
tempo no PL (F4,32=114,1; p<0,0001) e no IL (F4,18=75,16; p<0,0001). Além disso,
nao foi observada interagdo entre o efeito do tempo e o tratamento no PL (F12, 32=
1,387; p>0,05, figura 4) e IL (F12,18=1,274 ; p>0,05, figura 5).
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Fig. 4. Efeitos da administragdo de canabidiol (10, 30, 60 nmol/0,2ul/lado), intra-PL, sobre o
numero de cruzamentos no teste do campo aberto. Dados representam a média +/- erro
padrdo, (5-11 animais por grupo) (Anova de medidas repetidas, p>0.05 para efeito do
tratamento).
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Fig. 5. Efeitos da administracao de canabidiol (30, 45 e 60 nmol/0,2ul/lado),intra-IL, sobre o
numero de cruzamentos no teste do campo aberto. Dados representam a média +/- erro
padrdo. ( 5-11 animais por grupo) (Anova de medidas repetidas, p>0.05 para efeito do
tratamento).
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4.4 Experimento 3: efeitos da administracdo de agonista 5-HT1A no PL e no IL
sobre o comportamento de animais submetidos ao teste do nado forcado

A administragcdo de 8-OH-DPAT na dose de 10 nmol/0,2ul/lado, intra-PL,
reduziu significantemente o tempo de imobilidade no teste do nado forgcado
(F2,16=3,593, P<0,05) quando comparado ao grupo controle (n=5-8, Dunnett
P<0,05, figura 6). Ja a dose de 5 nmol/0,2ul/lado nao foi significativamente diferente

do grupo tratado com veiculo.
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Fig. 6. Efeitos da administracdo de 8-OH-DPAT, nas dose de 5 e10nmol/0,2ul/lado, intra-PL
(5-8 animais por grupo), sobre o tempo de imobilidade de animais submetidos ao teste do
nado forcado. Os dados sdo representados pela média +/- erro. *indica p < 0,05 (one-way
ANOVA seguida de pos-teste de Dunnett).
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A administragdo de 8-OH-DPAT na dose de 10 nmol/0,2ul/lado, intra-PL,
reduziu significantemente o tempo de imobilidade no teste do nado forgado
(F2,11=4,674, P<0,05) quando comparado ao grupo controle (n=4-6, Dunnett
P<0,05, figura 7). Ja a dose de 5 nmol/0,2ul/lado nao foi significativamnete diferente

do grupo tratado com veiculo.
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Fig. 7. Efeitos da administracado de 8-OH-DPAT, nas doses de 5 e10nmol/0,2pl/lado, intra-IL
(4-6 animais por grupo), sobre o tempo de imobilidade dos animais submetidos ao teste do
nado forcado. Os dados sdo representados pela média +/- erro. *indica p < 0,05 (one-way
ANOVA seguida de poés-teste de Dunnett.
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4.5 Experimento 4: efeito do pré-tratamento com antagonista 5-HT1A no
CPFmv, PL e IL, sobre o efeito induzido pela administracdo local de agonista

desses receptores, em ratos submetidos ao teste do nado forgcado

Confirmando os resultados obtidos no experimento anterior, o tratamento com
8-OH-DPAT reduziu o tempo de imobilidade na dose de 10nmol/0,2ul/lado
(F5,24=5,806, P<0,05, figura 7). Além disso, a pré-administracdo de WAY100635 na
dose de 30nmol/0,2pl/lado, no PL, foi capaz de reverter os efeitos do 8-OH-DPAT
(10nmol/0,2ul/lado) (Dunnets, p>0,05). Por outro lado, o WAY 100635 na dose de

10nmol/0,2ul/lado falhou em reverter esse efeito.
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Fig. 8. Efeitos do pré-tratamento com WAY 100635, nas doses de 10 e 30 nmol/0,2ul/lado
sobre os efeitos do 8-OH-DPAT (10 nmol/0,2ul/lado), intra-PL, no tempo de imibilidade dos
animais submetidos ao teste do nado forgado (n 4-8 por grupo). Os dados sao
representados pela média +/- erro padrao. *p<0,05 (one-way ANOVA, seguido de Dunnets).
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Confirmando os resultados obtidos no experimento anterior, a administragao
de 8-OH-DPAT reduziu o tempo de imobilidade na dose de 10nmol/0,2ul/lado
(F3,23=3,261, P<0,05, figura 9) quando administrado no IL. Além disso, a pré-
administracao de WAY 100635 na dose de 30nmol/0,2ul/lado, no IL, foi capaz de
reverter os efeitos do 8-OH-DPAT (10nmol/0,2ul/lado) (Dunnets, p>0,05).

Infra-limbico
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Fig. 9. Efeitos do pré-tratamento com WAY 100635, nas doses de 10 e 30 nmol/0,2ul/lado
sobre os efeitos do 8-OH-DPAT (10 nmol/0,2pl/lado), intra-IL, no tempo de imobilidade dos
animais submetidos ao teste do nado forgado (n 5-8 por grupo). Os dados sao
representados pela média +/- erro padrao. *p<0,05 (one-way ANOVA, seguido de Dunnets).



Resultados | 36

4.6 Experimento 5: efeitos da administracdo de 8-OH-DPAT e de WAY100635,
no PL e IL, sobre a atividade motora de animais submetidos ao teste do campo

aberto

Nao ocorreu diferenga significativa na distancia percorrida entre os animais
tratados com 8-OH-DPAT (10nmol/0,2pl/lado), WAY 100635 (30nmol/0,2ul/lado) ou
veiculo em nenhuma das doses testadas, quando administradas no PL
(F3,20=0,3532; p>0,05). Ocorreu um efeito significativo do tempo (F4,20=31,94;
p<0,0001) Além disso, ndo foi observada interagdo entre o efeito do tempo e o
tratamento (P12,20=1,807, p>0,05, figura 8).

Pre-limbico

501
a2 -e- Controle
% 40 —# 8-OH-DPAT 5
= -+ 8-OH-DPAT 10
N 30- -+ WAY 100635 30
G
D 204
©
© 10+
=

0

minutos

Fig. 10. Efeitos da administracdo de 8-OH-DPAT, nas dose de 5 e€10nmol/0,2ul/lado, ou
WAY 100635, na dose de 30 nmol/0,2ul/lado, intra-PL, sobre o nimero de cruzamentos no
teste do campo aberto. Dados representam a média +/- erro padréo, (5-9 animais por grupo)
(Anova de medidas repetidas, p>0.05 para efeito do tratamento).
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Nao ocorreu diferenca significativa na distancia percorrida entre os animais
tratados com 8-OH-DPAT (10nmol/0,2pl/lado), WAY 100635 (30nmol/0,2ul/lado) ou
veiculo em nenhuma das doses testadas, quando administradas no IL (F2,12=1,896;
p>0,05). Ocorreu um efeito significativo do tempo no PL (F4,12=30,93; p<0,0001).
Além disso, nao foi observada interacdo entre o efeito do tempo e o tratamento
(P8,12=0,7064, p>0,05, figura 10).
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Fig. 11. Efeitos da administracdo de 8-OH-DPAT, na dose 10nmol/0,2ul/lado, ou
WAY 100635, na dose de 30 nmol/0,2pl/lado, intra-IL, sobre o nimero de cruzamentos no
teste do campo aberto. Dados representam a média +/- erro padrdo, (5 animais por grupo)
(Anova de medidas repetidas, p>0.05 para efeito do tratamento).
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4.7 Experimento 6: participacdo de receptores 5HT1A nos efeitos induzidos

pela administracdo de canabidiol no PL e IL

Confirmando resultados do primeiro experimento, o tratamento com sal +
CBD, na dose de 10nmol/0,2ul/lado, reduziu o tempo de imobilidade no teste do
nado forgado quando comparado com o grupo sal + veiculo (F3,27=8,933, P<0,05,
figura 9). Os efeitos do CBD foram revertidos pelo pré-tratamento com o antagonista
5-HT-1A, WAY 100635 (30 nmol/0,2ul/lado) (Dunnett, p>0,05). WAY 100635 30nmol +

veiculo ndo induziu alteragdo no tempo de imobilidade dos animais.
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Fig. 12. Efeitos do pré-tratamento com WAY 100635, nas doses de 10 e 30 nmol/0,2ul/lado
sobre os efeitos do CBD (10 nmol/0,2ul/lado), intra-PL, no tempo de imobilidade dos animais
submetidos ao teste do nado forgado (n 6-10 por grupo). Os dados s&o representados pela
média +/- erro padrao. *p<0,05 (one-way ANOVA, seguido de Dunnets
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Confirmando resultados do primeiro experimento, o tratamento com sal +
CBD, na dose de 10nmol/0,2ul/lado, reduziu o tempo de imobilidade no teste do
nado forgado quando comparado com o grupo sal + veiculo (F3,22=7,125, P<0,05,
figura 13). Os efeitos do CBD foram revertidos pelo pré-tratamento com o
antagonista 5-HT-1A, WAY100635 (30 nmol/0,2ul/lado) (Dunnets, p>0,05).

WAY 100635 30nmol + veiculo nao induziu alteracdo no tempo de imobilidade dos

animais.
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Fig. 13. Efeitos do pré-tratamento com WAY 100635, na dose de 30 nmol/0,2ul/lado sobre
os efeitos do CBD (45 nmol/0,2pl/lado), intra-IL, no tempo de imobilidade dos animais
submetidos ao teste do nado for¢ado (n 6-7 por grupo). Os dados sdo representados pela
média +/- erro padrao. *p<0,05 (one-way ANOVA, seguido de Dunnets).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, a administracdo local de CBD no CPFmv, PL e IL,
reduziu do tempo de imobilidade em ratos submetidos ao teste do nado forgado.
Além disso, esse efeito foi prevenido pela pré-administracdo de WAY 100635, um
antagonista de receptores 5-HT1A, e mimetizado pelo tratamento com 8-OH-DPAT,
um agonista 5-HT1A. Juntos, esses resultados indicam que o CBD, quando
administrado no CPFmv, PL e IL, produz resposta tipo-antidepressiva e que esse
efeito depende da ativagao de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1A.

O nado forgcado €& amplamente utilizado como teste preditivo de efeito
antidepressivo. Este se baseia na observagcdo de que ratos colocados em um
cilindro com agua sem possibilidade de sair assumem um perfil de imobilidade e o
tratamento com antidepressivos diminui o tempo em posi¢cédo imovel (Porsolt et al
1978; Porsolt et al 1977). Esse teste, assim como a maioria dos modelos animais de
depressdo, se baseia na avaliagdo de uma consequéncia comportamental
decorrente da exposicdo a evento estressante que pode ser revertido por drogas
antidepressivas (Slattery e Cryan, 2012).

Considerando que o teste do nado forgado se baseia em uma avaliagdo da
atividade motora, as drogas utilizadas nesse modelo ndo devem alterar a
capacidade locomotora para nao favorecer interpretacoes erradas dos dados
obtidos, gerando falsos positivos. Portanto, foi realizado o teste do campo aberto em
grupo independente de animais tratados com CBD nas mesmas doses e sob as
mesmas condi¢cdes experimentais do teste do nado forgado, para confirmar que o
efeito tipo-antidepressivo do CBD ndo é secundario a mudanga comportamental
locomotora. Nossos dados corroboram trabalhos anteriores que mostraram que o
CBD nao é capaz de alterar a locomogao dos animais expostos ao teste do campo
aberto (Burns et al 1996; Guimaraes et al 1990), demonstrando, portanto, que esse
efeito seria realmente do tipo-antidepressivo e nao decorrente de alteragao
locomotora.

Em 2010, Zanelati e colaboradores mostraram pela primeira vez, o efeito tipo-
antidepressivo do CBD, apds administracdo sistémica, em camundongos
submetidos ao teste do nado forgado. Nossos dados sugerem que o CPFmv esteja

envolvido nesses efeitos, uma vez que a administragcdo local de CBD intra-PL ou
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intra-IL, promoveu uma resposta semelhante a da administracdo sistémica,
reduzindo o tempo de imobilidade dos animais.

O CPFmv tem sido proposto como uma importante estrutura cerebral
envolvida em respostas comportamentais, sendo funcionalmente interligado ao
sistema limbico. Nesse sentido, o CPFmv é fortemente conectado com o nucleo
accumbens, amigdala e hipocampo (Sesack et al 1989, Hurley et al 1991, Takagishi
and Chiba 1991, Gabbott et al 2003) . O CPFmv participa de diversas fungdes
cerebrais de alta ordem, incluindo controle viscero-motor, atencéo seletiva e tomada
de decisao (Goldman-Rakic 1987, Petrides 1995, Fuster 2001). Além disso, parece
ser a estrutura central no controle de fungdes superiores chamadas de “memodria de
trabalho”. A memdria de trabalho € definida como a capacidade de armazenar um
conjunto de informacdes, a fim de executar tarefas complexas. Para isso, é
requerida a integragdo da memoria e o processamento cognitivo (Drago et al., 2011).

A participacado do PL e IL nas fungdes acima citadas ainda nao é claramente
identificada. Trabalhos demonstram participacdo oposta do IL e PL em respostas
autondmicas, enddcrinas e emocionais ao estresse (Marquis et al, 2007). Por outro
lado, outros estudos sugerem a participacao similar do PL e IL no controle emocional
(Frysztak e Neafsey 1994, Powell et al 1994).

Scopinho et al em 2010 avaliaram os efeitos da inativagdo aguda temporaria
da transmissao sinaptica no IL ou no PL na modulacdo das consequéncias
comportamentais do estresse induzido pelo nado forcado em ratos. Os resultados
obtidos demonstraram que a inativacdo do IL ou do PL induz efeito tipo-
antidepressivo, indicando, portanto, uma participacéo similar das regides (PL e IL)
na modulagcdo de comportamentos induzidos pelo nado forgado. Por outro lado,
Hamani e colaboradores (Hamani et al 2010) demonstraram resultados
contraditérios, sendo que o bloqueio do PL levou ao efeito tipo-antidepressivo, o que
nao foi observado no IL. Essa diferenca de efeito deve estar relacionada ao
protocolo experimental empregado, pois 0 momento do bloqueio da estrutura por
Hamani foi 2 horas antes do teste e por Scopinho imediatamente antes do teste.

Devido a existéncia de resultados contraditérios da literatura em relagdo a
participacdo do PL e IL em respostas comportamentais ao estresse, no presente
trabalho foi realizada a administracdo de CBD no PL e IL para avaliar se as duas
estruturas promoveriam respostas semelhantes no teste do nado forgado. Os

resultados obtidos no presente trabalho corroboram os de Scopinho et al, 2010, uma
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vez que a administracdo de CBD, tanto no PL quanto no IL, reduziu o tempo de
imobilidade, um efeito do tipo-antidepressivo. Quando administrado no PL, o CBD foi
efetivo nas doses de 10, 30 e 60 nmol/0,2ul/lado, sendo que a intensidade do efeito
foi mais proeminente nas doses de 10 e 60nMol/0,2ul/lado. Ja no IL, observou-se tal
efeito nas doses de 45 e 60 nmol/0,2ul/lado, sendo que a dose de 30nmol/0,2ul/lado
demonstrou um perfil semelhante ao controle. Portanto, parece que o efeito tipo-
antidepressivo do CBD, quando administrado no PL e IL, € dose dependente.

E importante salientar que houve uma diferenca entre a menor dose efetiva
nas duas estruturas. No PL a menor dose efetiva foi de 10nmol/0,2pl/lado, enquanto
que no IL o efeito s6 foi observado com o CBD a partir da dose de 45nmol/0,2ul/lado.
A diferenca de efeito do CBD entre as duas estruturas demonstra uma menor
sensibilidade do IL a droga quando comparado ao PL. O mecanismo que confere
essa diferencga entre as subregides corticais ndo é conhecido, porém, possivelmente
se deva as diferentes eferéncias do PL e IL, que geram resposta no mesmo sentido,
porém com diferenga de sensibilidade (Kesner and Churchwell, 2011).

O grupo controle, denominado OUT, ¢é importante para salientar a
participacdo do CPFmv no efeito tipo-antidepressivo do CBD, uma vez que pode-se
observar que, quando a droga € administrada em regides subjacentes ao PL e IL, o
efeito tipo antidepressivo néo é observado.

A neurotransmissao serotoninérgica é bastante estudada no controle
emocional e tratamento da depressdo, desempenhando importante papel na sua
neurobiologia. A maioria das drogas utilizadas no tratamento da depressao altera a
neurotransmissao serotoninérgica e, com isso, o papel desta monoamina na
depressao tem sido extensamente estudado. Os inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina, como fluoxetina e paroxetina, sdo a classe de antidepressivos mais
utilizados na clinica por serem eficazes e seguros (Carr and Lucki, 2011). No mesmo
sentido, estudos em humanos reportam uma deficiéncia de receptores 5-HT1A
funcionais em pacientes deprimidos (Savitz et al 2009), além de que polimorfismo de
um alelo na regiao promotora de receptores 5-HT1A (C10196) ter sido identificado
como risco para desordens de ansiedade e de depressao e resisténcia aos efeitos
dos inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (SSRIs) (Le Francois et al,
2008). O conjunto de dados acima citados reforcam a importdncia da

neurotransmissao serotoninérgica na neurobiologia e tratamento da depressao.
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Trabalhos demonstram que a ativacao de receptores 5-HT1A pods-sinapticos €
essencial para o efeito antidepressivo observado por agonistas 5-HT1A e,
possivelmente, pelos inibidores seletivos da recaptagao de serotonina (Burnet et al,
1995; Haddjeri et al 1998). No teste do nado forgado, antidepressivos que atuam no
sistema serotoninérgico, como os inibidores seletivos da recaptagao de serotonina,
induzem efeito tipo- antidepressivo, reduzindo o tempo de imobilidade (Detke et al.,
1995). Ademais, agonistas 5-HT1A produzem efeito tipo-antidepressivo em modelos
animais como o nado forgado, bulbectomia olfatoria e desamparo aprendido (Cervo
et al 1988, Cryan et al 1997). Tem sido sugerido que o estresse ou fatores genéticos
podem alterar os efeitos mediados por receptores 5-HT1A em estruturas limbicas,
como o hipocampo, cortex pré-frontal e amigdala, diminuindo sua funcionalidade
(Graeff et al., 1996). De fato, estudo eletrofisiolégico mostra que o tratamento
crénico com diferentes antidepressivos parece aumentar a ativagao tdnica de
receptores 5-HT1A pds-sinapticos localizados no hipocampo (Haddjeri et al,
1998). Nesse mesmo sentido, a ativagao de receptores 5-HT1A pds-sinapticos do
hipocampo induz efeito tipo-antidepressivo no modelo animal do desamparo
aprendido (Joca et al, 2003). No entanto, a participagcao de receptores 5-HT1A do
CPFm nesses efeitos permanecia nao investigado.

Assim, nossos resultados com a administragdo de um agonista seletivo para
receptores 5-HT1A (8-OH-DPAT 10nmol/0,2pl/lado) evidenciam que a ativagdo desses
receptores no CPFmv, tanto PL quanto IL, promove efeito do tipo-antidepressivo no
teste animal do nado forgado. Este dado sugere que a neurotransmissao serotonérgica
cortical via receptores 5-HT1A seja importante na neurobiologia da depressdo e no
mecanismo de agdo de drogas antidepressivas. No entanto, ainda ndo é bem
conhecido o mecanismo pelo qual a ativacao de receptores 5-HT1A modula a resposta
ao estresse ou promove efeito tipo-antidepressivo.

Também permanece pouco compreendido 0 mecanismo através do qual o CBD
desempenha seus efeitos sobre a resposta ao estresse. Sabe-se que, dentre outros
mecanismos, ele atua como antagonista ou agonista inverso de receptores CB1
(Thomas et al., 1998; Petitet et al., 1998) e, além disso, interfere na neurotransmissao
endocanabindide por inibir a recaptacdo e degradagédo de anandamida (Bisogno et al,
2001; Watanabe et al., 1998). Alguns trabalhos relatam também a atuacdo de CBD
como agonista de receptores SHT1A (Magen et al, 2010; Massi et al 2008). Ensaios in

vitro mostram que o CBD possui afinidade por receptores 5-HT1A, sendo capaz de
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deslocar o agonista desses receptores (8-OH-DPAT) do sitio de ligacdo de maneira
dose-dependente. Além disso, nesse mesmo estudo, o CBD reduziu a producao de
AMPc de maneira semelhante a serotonina, evidenciando portanto, a atuagcao do CBD
como um agonista desses receptores (Russo et al., 2005).

Evidéncias indicam a importancia da ativacao de receptores 5-HT1A no efeito
do CBD em diferentes respostas comportamentais ao estresse. Resstel e
colaboradores demonstraram a participacdo desses receptores no efeito sistémico
do CBD em respostas comportamentais e cardiovasculares decorrentes do estresse
de restricdo. Nesse estudo, o estresse de imobilizagdo aumentou a pressao arterial,
frequéncia cardiaca e niveis de ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado, e o
CBD foi capaz de atenuar essas respostas. O pré-tratamento com WAY 100635
(antagonista 5-HT1A) reverteu os efeitos do CBD (Resstel et al., 2009). Também foi
demonstrado que o antagonista 5-HT1A, WAY 100635, quando injetado diretamente
na PAG antagoniza o efeito ansiolitico do CBD nos testes do labirinto em cruz
elevado e teste do conflito de Vogel (Campos e Guimaraes, 2008).

No teste do nado forcado, o efeito tipo-antidepressivo induzido pela
administragcao sistémica de CBD foi revertido pela pré-administracdo de
WAY 100635, sendo entao, dependente da ativagao de receptores 5-HT1A (Zanelati
et al, 2010). Os dados do presente trabalho também demonstram a participagéo de
receptores 5-HT1A na resposta tipo-antidepressiva do canabidiol quando
administrado no PL e no IL, uma vez que os efeitos do CBD foram revertidos pela
pré-administracao de WAY 100635 (30nmol), um antagonista seletivo 5-HT1A. Esses
dados sdo consistentes com observagdes anteriores de que os efeitos neuroprotetor
(Hayakawa et al., 2007) e ansiolitico (Resstel et al., 2009) induzido pelo CBD séao
sensiveis ao pré-tratamento com antagonista de receptores 5-HT1A.

No cortex pré-frontal os receptores 5-HT1A sdo encontrados em neurdnios
piramidais glutamatérgicos pds-sinapticos, sendo que a sua estimulagdo reduz a
excitabilidade neuronal e a liberagao de glutamato (Lopez-Gil et al, 2010; Araneda e
Andrade 1991), uma vez que os receptores 5-HT1A estdo acoplados a proteina Gi/o,
(Lopez-Gil et AL, 2010). Sabendo-se que a inativacdo do CPFmv (Scopinho et al,
2010), PL e IL, e o bloqueio de receptores glutamatérgicos NMDA (Pereira and Joca,
2012) dessa estrutura promove efeito do tipo-antidepressivo, o efeito tipo-
antidepressivo do CBD, quando administrado no CPFmv, poderia ser decorrente da

diminui¢ao da excitabilidade de neurdnios glutamatérgicos.
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Uma das teorias para explicar a neurobiologia da depressdo se baseia na
hiperfuncionalidade glutamatérgica em diferentes estruturas cerebrais. Estudos de
neuroimagem em humanos demonstram uma alteragéo no volume de diversas estruturas
cerebrais, dentre elas o CPFmv, em pacientes com depressao (McEwen and Magarinos,
2001). Alguns trabalhos correlacionam esse fato ao aumento local da neurotransmissao
glutamatérgica (McEwen and Magarinos, 2001; Shansky et al, 2009). Trabalhos post
mortem evidenciam uma hiperatividade da neurotransmiss&o glutamatérgica no CPFmv
em pacientes vitimas de suicidio que sofriam de depressao (Paul and Skolnick, 2003).
Além disso, o tratamento com antidepressivos costuma reverter esse quadro, trazendo os
niveis de glutamato para o normal (Paul and Skolnick, 2003).

Antagonistas de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA produzem rapido
efeito antidepressivo quando administrados sistemicamente em humanos e roedores
(Krystal et al., 1994, Berman et al., 2000, Zarate et al., 2006; Preskorn et al., 2008;
Maeng et al., 2008, Li et al., 2010 and Li et al., 2011). O CPFm parece desempenhar
importante papel nesse efeito, uma vez que a agado antidepressiva ocorre em
paralelo com varias mudancas como, favorecimento da via de sinalizagdo do alvo
mamario de rapamicina (mTOR) e aumento da expressédo de proteinas sinapticas
(AMPA e GIuA1) nessa regiao (Li et al, 2010). Além disso, a administracao local, no
CPFmyv, de antagonista NMDA induz reducdo do tempo de imobilidade em ratos
submetidos ao teste do nado forgado, um efeito do tipo-antidepressivo (Pereira and
Joca, 2012). Paralelamente, a ativagdo de alguns subtipos de receptores
serotoninérgicos, como o 5-HT1A, resulta na diminui¢cdo da liberagdo de glutamato
(Torres-Escalante et al., 2004). Além disso, um trabalho recente reportou que
antidepressivos utilizados na clinica, que atuam na modulagdo da serotonina,
diminuem a liberagao de glutamato no CPF, em um modelo animal (Schilstrom et al.,
2010).

Sabendo que o estresse, através da ativacdo de receptores
mineralocorticoides e glicocorticoides, aumenta a liberagdo de glutamato em
estruturas como o cortex pré-frontal (Musazzi et al, 2011), e considerando-se que o
teste do nado forgado se baseia na exposicdo do animal a um evento estressante,
possivelmente, no presente trabalho, o CBD, ao ativar receptores 5-HT1A
localizados em neurdnios piramidais glutamatérgicos corticais, pode diminuir a
neurotransmissao glutamatérgica no CPFmv, consequentemente, atenuando os

efeito induzidos pela exposicao ao estresse.
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A amigdala, estrutura cerebral amplamente relacionada ao controle
emocional, possui generalizadas conexdes corticais, sendo que as mais intensas
projecbes glutamatérgicas ocorrem com o CPFmv (Amaral and Price, 1984). O
circuito cortex pré-frontal-hipocampo-amigdala se encontra disfuncional em
pacientes deprimidos, com aumento da atividade da amigdala (Price and Drevets,
2010). Essa alteracao funcional pode estar relacionada a ineficiéncia na funcao do
CPF durante a depresséo (Price and Drevets, 2010). Além disso, o tratamento
antidepressivo costuma diminuir a atividade da amigdala em estudos realizados em
ratos e humanos (Price and Drevets, 2010). Nesse sentido, drogas que interferem no
sistema serotoninérgico podem suprimir a atividade da amigdala por promover uma
supresséo do CPF sobre a amigdala (Marsden, 2012). Dessa forma, o CBD, quando
administrado no CPFmv, pode alterar a atividade do circuito cértex pré-frontal-
amigdala através da ativacao de receptores 5-HT1A. O CBD pode também interferir
em projecdes anatdbmicas do CPFmv e amigdala para o hipotalamo, PAG, lécus
coeruleus e raphe, estruturas importantes na organizagao de respostas endocrinas,
autonbmicas e comportamentais a estimulos estressores (Ongur et al, 2003).

Memoérias emocionais aversivas sdo importantes para controlar o
comportamento, e a regulacdo da expressdao dessas memorias € critica em
desordens mentais como a depressao e ansiedade (Corcoran and Quirk, 2007). O
modelo animal de condicionamento de medo é uma ferramenta particularmente util
para avaliar os mecanismos envolvidos na aprendizagem e memdéria aversivas,
(Johansen et al., 2011). Os mecanismos pelos quais o0 CPFmv desempenha sua
modulagdo sobre os processos de evocagdo e de extincdo de memoria tem sido
extensivamente estudados. Nesse sentido, Lemos e colaboradores (2010)
demonstraram que o CPFmv participa do processo de atenuagdo do medo
condicionado ao contexto promovido pelo CBD (Lemos et al., 2010). Além disso, a
administragcdo de inibidores seletivos da recaptagcdo de serotonina e agonistas 5-
HT1A diminui a expressdo de medo condicionado (Inoue et al., 2004).

Considerando-se que existem receptores 5-HT1A pds-sinapticos localizados
em neurdnios glutamatérgicos corticais, a administragdo de CBD no CPFmv pode
estar interferindo em processos de memodria, impedindo a evocacdo, e, em
decorréncia disso, a exposi¢ao ao estresse do nado forcado no dia do teste pode

nao ser tao aversiva.
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A via mesolimbica dopaminérgica é conhecida como o centro dos processos
motivacionais, e a sua disfuncdo pode contribuir para a anedonia observada em
pacientes depressivos (Salamone and Correa, 2012; Price and Drevets, 2010). Os
neurénios dopaminérgicos surgem na area tegmental ventral do mesencéfalo, de
onde emite projegcbes para o nucleo accumbens, amigdala e CPF (Nestler et al,
2002). A amigdala e o nucleo accumbens sao as areas cerebrais mais importantes
na formacao de memadria emocional sendo que alteragcdes nessas estruturas podem
ser responsaveis pela anedonia e baixa motivacdo observada em pacientes com
depressao (Nestler et al, 2002).

O CPF, por participar da via dopaminérgica mesolimbica, modula a liberagao
fasica de dopamina através de suas projegdes com a area tegmentar ventral, além
de emitir também proje¢cdes glutamatérgicas para o nucleo accumbens. Dessa
forma, o CPF desempenha um importante papel na mediacdo de propriedades de
reforco e recompensa (Nestler and Carlezon, 2006), e a sua disfuncdo pode
contribuir para o desenvolvimento de anedonia e falta de atengdo manifestada na
depresséo (Der-Avakian and Markou, 2012).

A exposicao a evento estressante, mesmo de baixa intensidade, ativa a via
dopaminérgica mesoprefrontal, aumentando os niveis extracelulares de dopamina
no CPFm (Venator et al., 1999; Horger and Roth., 1996). Além disso, interneurdnios
gabaérgicos corticais possuem receptores dopaminérgicos do tipo D2, que sé&o
acoplados a proteina G inibitoria. Esse processo inibe a inibicdo promovida pelos
interneurénios gabaérgicos e aumenta a excitabilidade cortical. Como o CBD pode
ativar receptores 5-HT1A em neurdnios glutamatérgicos ou dopaminérgicos, a agéo
da droga pode estar compensando o0 mecanismo da via mesocortical dopaminérgica
e assim, reduzindo o tempo de imobilidade dos animais no teste do nado forcado por
aumentar a motivagao durante o teste.

Neuroplasticidade constitui um conjunto de alteragbes que ocorrem em
regides cerebrais especificas quando o individuo é submetido a mudangas
ambientais (Pittenger and Duman, 2008). Essas alteragcbes incluem remodelagem
neuronal, novas conectividades entre neurdnios e circuitos neuronais (Marsden,
2012). Estudos com animais e humanos tém associado a depressdo a mudancgas
especificas na forma e funcédo sinaptica, como atrofia neuronal ou reorganizagéo
dendritica (Cook and Wellman, 2004; Rajkowska G et al. 1999). Dentre as regides

envolvidas em processos de plasticidade sinaptica, deve-se destacar o CPFmv e o
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hipocampo (Cook and Wellman, 2004; Rajkowska G et al. 1999). A elevacéo da
transmissao glutamatérgica e secrecao de cortisol em desordens de humor podem
contribuir para a redugao da matéria cinzenta de certas estruturas cerebrais como o
CPFmv (Drevets et al., 2008). Nesse mesmo sentido, a exposi¢do de camundongos
a breve estresse inescapavel, em uma ou trés secbes, reduz a arborizagao
dendritica no CPFm (lzquierdo et al., 2006). Tais alteracbes aparecem associadas a
déficits comportamentais que podem estar relacionadas ao desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos (lzquierdo et al., 2006).

O tratamento antidepressivo parece favorecer as conectividades sinapticas
cerebrais, em especial os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina. Além
disso, os niveis extracelulares de serotonina em animais adultos modulam a
densidade de espinhas sinapticas (Hajszan et al., 2005; Bennett, 2010). Por outro
lado, dados da literatura mostram que a administragcao crénica de CBD em animais
submetidos ao estresse crénico variado induz neurogénese hipocampal (Campos et
al., 2013). No entanto, acredita-se que o efeito tipo antidepressivo do CBD no
presente trabalho ndo se deva a essas interferéncias plasticas, uma vez que a droga
foi administrada apenas 10 minutos antes do teste, tempo considerado curto para
que ocorra plasticidade sinaptica.

Alguns efeitos comportamentais decorrentes da administracdo de CBD séao
mediados por receptores canabindides do tipo 1. O efeito ansiolitico decorrente da
administragao cronica de CBD em animais submetidos ao protocolo de estresse
cronico variado foi abolido pelo pré-tratamento com antagonista CB1 (Campos et al.,
2013). Além disso, o efeito ansiolitico do CBD no modelo do marble-burring também
€ dependente de receptores CB1 (Casarotto et al, 2010). Portanto, o efeito tipo-
antidepressivo promovido pela administracdo de CBD no CPFmv pode ser
decorrente ndo somente da ativacdo de receptores 5-HT1A, mas também pela
atuagao em receptores CB1. Sendo assim, mesmo a administragcdo de WAY100635
tendo bloqueado completamente o efeito induzido pelo CBD, esta hipotese nao foi
avaliada no presente trabalho e merece consideracio.

Diante do exposto, nossos resultados demonstram que a administragcao de
CBD no CPFm induz efeito tipo-antidepressivo por meio da ativacao de receptores
5-HT1A, sugerindo que essa estrutura esteja envolvida no efeito tipo antidepressivo

induzido pela administracao sistémica de CBD.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados do presente trabalho mostram primeiramente
que a ativacdo de receptores 5-HT1A, do CPFmv, PL e IL, induz efeito tipo-
antidepressivo, sugerindo que a neurotransmissao serotoninérgica de ambas as
regides seja importante na neurobiologia da depressdao. Além disso, o CBD
apresenta efeito tipo antidepressivo quando administrado no CPFmv, PL e IL, no
teste do nado forgado, sugerindo que essas estruturas participam do mecanismo de
acao do CBD. Nosso trabalho sugere ainda, que os efeitos induzidos pela
administracdo de CBD no PL e IL envolvem a neurotransmissdao mediada por

receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1A.
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