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RESUMO

O canabidiol (CBD), principal constituinte ndo-psicotomimético da planta Cannabis
sativa, tem demonstrado amplo potencial terapéutico para diferentes transtornos
neuropsiquiatricos, incluindo depressdo e ansiedade. No entanto, oS mecanismos
envolvidos nesses efeitos ainda ndo sdo completamente conhecidos. Resultados
observados in vitro sugerem que, dentre os varios mecanismos descritos, o CBD pode
também inibir a captacdo de adenosina. Diversos estudos sugerem que a sinalizagao
adenosinérgica poderia estar envolvida em transtornos psiquiatricas como ansiedade
e depressédo. Por exemplo, 0 agonismo ou antagonismo de receptores de adenosina
produz efeitos ansioliticos ou ansiogénicos, respectivamente. Entretanto, até o
momento, o possivel envolvimento de receptores adenosinérgicos nos efeitos tipo
antidepressivo e ansiolitico do CBD ainda ndo foram investigados. Nesse sentido, o
presente trabalho objetivou avaliar a hipotese de que o sistema adenosinérgico estaria
envolvido nos efeitos comportamentais do CBD em diferentes modelos animais de
depressdo e ansiedade. Para tanto, camundongos machos receberam injecéo
sistémica aguda de cafeina (antagonista ndo seletivo de receptores de adenosina: 2,5,
5, 10 e 20 mg/kg), SCH-58261 (antagonista seletivo do receptor adenosinérgico A2a:
0,5 e 1 mg/kg), CPT (antagonista seletivo do receptor adenosinérgico Al; 0,1, 0,5, 1
e 10 mg/kg), CBD (3, 10 e 30 mg/kg) e veiculo (10 ml/kg). Os animais foram
submetidos aos testes de campo aberto, nado for¢ado, labirinto em cruz elevado,
suspensao pela cauda e transicdo claro-escuro. Os resultados demonstram que a
cafeina, mas ndo o antagonista seletivo de receptores adenosinérgicos Al, apresenta
efeitos tipo-ansioliticos e tipo-antidepressivos nos testes comportamentais realizados.
O pré-tratamento com cafeina, no entanto, ndo foi capaz de prevenir o efeito tipo-
antidepressivo induzido pelo canabidiol no teste de nado forcado. Ainda, o tratamento
com o antagonista seletivo do receptor A2a apresentou efeito tipo-ansiolitico no teste
de transicdo claro escuro. Além disso, foi realizada administracdo sistémica de
canabidiol em camundongos fémeas, nos quais produziu efeito do tipo antidepressivo

nos testes de suspenséo pela cauda e nado forcado.

Palavras-Chave: ansiedade, depressédo, canabidiol, adenosina, sistema

adenosinérgico



ABSTRACT

Cannabidiol (CBD), the main non-psychotomimetic constituent of the Cannabis
sativa plant, has shown a wide therapeutic potential for different neuropsychiatric
disorders, including depression and anxiety. However, the mechanisms involved in
these effects are not fully understood. Results observed in vitro suggest that, among
the various mechanisms described, CBD can also inhibit adenosine uptake. Several
studies suggest that adenosinergic signaling could be involved in psychiatric disorders
such as anxiety and depression. For example, adenosine receptor agonism or
antagonism produces anxiolytic or anxiogenic effects, respectively. However, to date,
the possible involvement of adenosinergic receptors in the antidepressant and
anxiolytic-like effects of CBD has not been investigated. In this sense, the present work
aimed to evaluate the hypothesis that the adenosinergic system would be involved in
the behavioral effects of CBD in different animal models of depression and anxiety. For
this purpose, mice received acute systemic injection of caffeine (non-selective
adenosine receptor antagonist: 2.5, 5, 10 and 20 mg/kg), SCH-58261 (selective
adenosine receptor A2a antagonist: 0.5 and 1 mg /kg), CPT (selective adenosinergic
Al receptor antagonist; 0.1, 0.5, 1 and 10 mg/kg), CBD (3, 10 and 30 mg/kg) and
vehicle (10 ml/kg). The animals were submitted to open field, forced swimming,
elevated plus maze, tail suspension and light-dark transition tests. The results
demonstrate that caffeine, but not the selective antagonist of adenosinergic Al
receptors, has anxiolytic-like and antidepressant-like effects in the behavioral tests
performed. Caffeine pretreatment, however, was not able to prevent the
antidepressant-like effect induced by cannabidiol in the forced swim test. Furthermore,
the treatment with the selective antagonist of the A2a receptor showed an anxiolytic-
like effect in the light-dark transition test. In addition, systemic administration of
cannabidiol was performed in female mice, which produced antidepressant-like effects

in the tail suspension and forced swimming tests.

Keywords: anxiety, depression, cannabidiol, adenosine, adenosinergic system.
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1. INTRODUCAO

1.1. Transtornos Psiquiatricos

O transtorno depressivo maior (TDM) é um transtorno psiquiatrico extremamente
incapacitante caracterizado por sintomas como humor deprimido e anedonia (perda
de interesse ou prazer em guase todas as atividades) ao longo de pelo menos duas
semanas, acompanhados de alteracbes no sono, alimentares, psicomotoras, e
sentimento de culpa, assim como, em casos mais graves, a presenca de pensamentos
suicidas (APA, 2015). A Organizacdo Mundial da Saude, em 2008, classificou o TDM
como terceiro maior contribuinte para a carga global de doencas, e projetou que
ocupara o primeiro lugar até 2030 (WHO, 2008). S6 nos Estados Unidos, o fardo
econdbmico da depressdo é estimado em mais de US$ 210 bilhdes, dos quais
aproximadamente 45% podem ser atribuidos a custos diretos, 5% podem ser
atribuidos a custos relacionados ao suicidio e 50% podem ser atribuidos aos custos
do local de trabalho (WHO, et al. 2017). Assim como 0s depressivos, transtornos de
ansiedade sdo comuns e incapacitantes, frequentemente subdiagnosticados e
subtratados, sendo o mais prevalente deles o transtorno de ansiedade generalizada
(TAG) (DEMARTINI et al., 2019). O TAG apresenta sintomas como ansiedade e
preocupacao cronicas e generalizadas, bem como sintomas fisicos e psicolégicos
inespecificos (irritabilidade, fadiga, desatencéo, irritabilidade, tensdo muscular e
distarbios do sono), e o tratamento pode incluir farmacoterapia com drogas
antidepressivas (APA, 2015; DEMARTINI et al., 2019).

Embora existam tratamentos conhecidos e eficazes para transtornos mentais,
aproximadamente apenas 25% da populacdo alvo recebe tratamento adequado
(EVANS-LACKO et al., 2017). Ademais, apesar da alta diversidade de farmacos
antidepressivos clinicamente eficazes, ainda existe uma série de dificuldades nesse
processo, tais como: elevado numero de pacientes resistentes ao tratamento, essas
drogas levarem de 4 a 6 semanas para produzirem melhoras significativas nos
sintomas, bem como a grande maioria desses farmacos terem como alvo apenas 0s
sistemas monoaminérgicos de neurotransmisséo (CIPRIANI et al., 2018; HARMER et
al., 2017; MASLEJ et al., 2020). A vista disso, a busca por novos farmacos multimodais
e com alvos moleculares distintos, como o0s sistemas endocanabinbide e
glutamatérgico, tem se intensificado (CESKOVA & SILHAN, 2018; GARAY et al.,

2017). Nesse contexto, o canabidiol (CBD), principal constituinte ndo psicotomimético
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da planta Cannabis sativa, aparenta ser uma molécula promissora de amplo espectro

no tratamento de diferentes transtornos psiquiatricos (SILOTE et al., 2019).

1.2.Sistema Endocanabinéide e Canabidiol

O sistema endocanabinoide (ECS) compreende os receptores canabindides do
tipo 1 (CB1R) e 2 (CB2R), acoplados a proteina G (GPCRS), os quais sao alvos do
A°-tetrahidrocanabinol (THC), composto psicoativo encontrado na planta Cannabis
sativa. Além disso, integra seus dois principais ligantes endégenos, derivados do
acido araquidonico, a anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG); e enzimas
responsaveis pela biossintese [n-araquidonoil-fosfatidiletanolamina (NAPE-PLD) e
diacilglicerol lipases (DAGL), para a AEA e 2-AG, respectivamente], bem como
degradacdo [hidrolase da amida de &cidos graxos (FAAH) e monoacilglicerol lipase
(MAGL), para a AEA e 2-AG, respectivamente] desses ligantes “endocanabindides”.
(DEVANE et al., 1992; PIOMELLI, 2013; UEDA et al., 2011).

O receptor CB1 é encontrado principalmente nos terminais de neurdnios centrais
e periféricos, nos quais medeia a liberacdo de diferentes neurotransmissores atraves
da ativagéo de proteinas Gino, levando a uma hiperpolarizacdo da membrana por meio
da inibicdo da enzima adenilato ciclase e ativagdo de canais de potassio (PERTWEE
et al., 2010). No sistema nervoso central, apresenta altos niveis de expressdo nos
nacleos da base, hipocampo, cértex cerebral, cerebelo e hipotalamo, estando
relacionados com seu papel fisiolégico no controle motor, cognitivo, da meméria e da
analgesia (PERTWEE, 2015). De maneira similar, o receptor CB2 também se encontra
acoplado a proteinas Gio, que inibem a adenilato ciclase e estimulam proteinas
quinases ativadas por mitbgenos (HOWLETT & ABOOD, 2017). No entanto, este
encontra-se expresso principalmente em tecidos linfoides periféricos, assim como em
monacitos e leucdcitos circulantes. Enquanto no sistema nervoso central apresenta
baixos niveis de expressao, ocorrendo majoritariamente na micréglia e em situacdes
de neuroinflamagéao (ATWOOD et al., 2012).

De fato, ha evidéncias de que os endocanabindides e receptores CB1 estdo
amplamente distribuidos em areas cerebrais associadas aos transtornos afetivos
incluindo hipocampo, cortex pré-frontal, amigdala e diversos nucleos hipotalamicos
(DEVANE et al., 1988; LUTZ et al., 2015), e que a sua expressao é regulada por

drogas antidepressivas (HILL et al., 2008). Além disso, a administracdo de farmacos
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inibidores da captacdo ou metabolismo de anandamida, assim como agonistas de
receptores CB1, induzem efeito do tipo-antidepressivo em diferentes modelos animais
(HILL e GORZALKA, 2005; ADAMCZYK et al., 2008).

Além dos endocanabinoides, componentes ndo enddgenos também sdo capazes
de interferir no sistema endocanabinoide (SCHUBART et al., 2014). E sabido que o
CBD, principal constituinte ndo psicotomimético da Cannabis sativa, apresenta amplo
espectro de agdo farmacologica benéfica em transtornos neuropsiquiatricos, incluindo
propriedades do tipo ansiolitica, antipsicotica, neuroprotetora e antidepressiva
(CAMPOS et al., 2016; LIGRESTI et al., 2016). Efetivamente, estudos demonstram
que o tratamento com CBD é capaz de induzir efeito tipo-antidepressivo e ansiolitico
em diferentes modelos animais (EL-ALFY et al., 2010; ZANELATI et al., 2010; LINGE
etal., 2016; REUS etal., 2011; SARTIM et al., 2016; SCHIAVON et al., 2016; SHOVAL
et al., 2016; FOGACA et al., 2018). No entanto, oS mecanismos responsaveis por
esses efeitos ainda n&o foram completamente elucidados. O CBD pode inibir
processos responsaveis pela inativacdo de endocanabindides, tais quais a captacéo
celular de anandamida e seu metabolismo pela FAAH (BISOGNO et al., 2001; DE
FILIPPIS et al., 2008), e assim melhorar indiretamente a acdo desse endocanabindide
nos receptores CB1 e CB2, além de outros receptores associados ao ECS, como o
receptor transiente com potencial vanildide 1 (TRPV1) (BISOGNO et al.,, 2001) e
TRPV2 (DE PETROCELLIS et al., 2011). Ainda, existem evidéncias de que o CBD
possa agir sobre outros alvos além do ECS, como em receptores serotoninérgicos do
tipo 5-HT1a, facilitando assim a neurotransmissdo serotoninérgica (MISHIMA et al.,
2005; MAGEN et al., 2010; ZANELATI et al., 2010; GOMES et al., 2011). Ademais,
diversos estudos tém demonstrado uma intima relacdo entre endocanabindides e
outros sistemas envolvidos em diferentes transtornos neuropsiquiatricos, incluindo o
sistema adenosinérgico (LERNER et al., 2010; ROSSI et al., 2010).

1.3.Sistema Adenosinérgico

A adenosina é um nucleosideo endogeno ubiquo constituinte do espacgo extra e
intracelular, sendo principalmente um produto da desfosforilacdo do trifosfato,
difosfato e monofosfato de adenosina por uma série de ectoenzimas. (HASKO &
CRONSTEIN, 2004). Este composto € uma purina que atua como mensageiro celular
e regula processos fisiologicos em diversos tecidos, como cérebro, coragédo, vasos

sanguineos, rins, pulmdes e trato gastrointestinal (DUNWIDDIE & MASINO, 2001;
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HAYNES et al., 1995; OYARZUN et al., 2017; COLGAN et al., 2013). Os primeiros
efeitos biologicos da adenosina foram estabelecidos em 1929, quando Drury e Szent-
Gyorgyi demonstraram que este composto é capaz de causar alteracbes na
frequéncia cardiaca quando injetado por via endovenosa. No sistema nervoso central
(SNC), a adenosina existe em condi¢cdes basais e € responsavel pela modulacdo da
excitabilidade neuronal, neuroplasticidade, podendo regular a atividade de células
microgliais e astrécitos (D'’ALCANTARA P et al.,, 2001; ORR et al., 2009). As
concentragdes extracelulares basais de adenosina no SNC sdo determinadas pela
hidrolise de ATP liberado de neurénios ou astrécitos e pelo transportador equilibrativo
de nucleosideo (como 0 ENT 1), responséavel pela sua recaptacéo (KING et al., 2006).
No entanto, em situa¢fes patoldgicas como isquemia, hipdxia ou danos celulares, sua
concentracdo eleva-se rapidamente. Dessa forma, o sistema adenosinérgico tem sido
correlacionado a diferentes condicdes, como neuroinflamacéo e epilepsia (BEAMER
et al., 2016; BOISON, 2016). Ademais, apresenta um papel importante nas dinamicas

de neurodegeneracgéo e neuroprotecdo (BURNSTOCK, 2015).

O sistema adenosinérgico € composto por quatro receptores diferentes acoplados
a proteinas G (GPCRs): Al, A2a, A28 e A3. Esses receptores sdo responsaveis por
mediar os efeitos fisiolégicos da adenosina e sao expressos em diferentes células e
tecidos em todo o corpo (FREDHOLM et al., 2001). Metilxantinas, como a cafeina,
promovem a maioria de seus efeitos biolégicos ao antagonizar receptores de
adenosina (RIBEIRO & SEBASTIAQ, 2010). Os receptores Al e A3 ativam proteinas
do tipo Gio, reduzindo a atividade da enzima adenilato ciclase (AC) e,
consequentemente, a concentracdo intracelular de AMP ciclico, enquanto o0s
receptores A2a e A2g ativam as proteinas do tipo Gs, estimulando os niveis de AC e
aumentando os niveis de AMP ciclico (BOREA et al., 2018). O receptor Al € expresso
em altos niveis no cérebro, especialmente em terminacdes nervosas excitatorias,
sendo responsavel por reduzir a atividade neuronal (CHEN, ELTZSCHIG &
FREDHOLM, 2013). Enquanto o mRNA de receptor A3 tem baixos niveis de
expressdo em todo o corpo, 0s 6rgdos com maior expressdo em humanos sao figado
e pulmdes. No entanto, também foi observado expresso em altos niveis em certas
linhagens de células cancerosas (BOREA et al., 2015). O subtipo A2a é amplamente
presente e expresso de diferentemente em tecidos cardiovasculares, cérebro, sistema

imunoldgico, pulmdes, rins e células endoteliais. No SNC, é altamente expresso no
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estriado e, em niveis mais baixos, no cortex cerebral e hipocampo (AI-ATTRAQCHI et
al., 2019). Por fim, o receptor A2s é expresso em diversos tecidos, como
cardiovascular, trato intestinal, cérebro, bexiga urinaria e sistema imunologico (SUN&
HUANG, 2016).

Portanto, considerando o papel da adenosina e seus receptores na regulacédo de
diferentes processos no SNC, a correlagdo desse mensageiro purinérgico com
distarbios neuropsiquiatricos, como depressao e ansiedade tem sido estudada. Assim
como a sua funcdo como um potencial alvo de efeitos terapéuticos (DOMENICI et al.,
2019). Os efeitos tipo-antidepressivos resultantes da ativacéo de receptores Al foram
os primeiros sugeridos (VAN CALKER & BIBER, 2005). Serchov e colaboradores
(2015) demonstraram, por exemplo, que camundongos nocautes para o receptor Al
apresentam comportamento do tipo-depressivo. Ainda, a administracdo de agonista e
antagonista de receptores Al resulta, respectivamente, em efeitos ansioliticos
(FLORIO et al., 1998; JAIN et al., 1995; VINCENZI et al., 2016) e ansiogénicos
(FLORIO et al., 1998), enquanto antagonistas néo seletivos, como a cafeina, parecem
apresentar perfil ansiogénico em altas doses e ansiolitico em doses menores
(CHARNEY et al., 1985; KULKARNI et al., 2007; LOPEZ-CRUZ et al., 2014). Além
disso, o antagonismo de receptores Al pela cafeina parece aumentar os niveis de
catecolaminas e serotonina no sistema nervoso central, de forma semelhante a
antidepressivos convencionais (ACQUAS, et al. 2002; FREDHOLM, 1995). Estes
resultados sugerem que o antagonismo desses receptores seria capaz de reverter as
alteracdes monoaminérgicas presentes em transtornos como depresséao e ansiedade
(EL YACOUBI et al., 2001; DECKERT, 1998; LEDENT et al., 1997; GIMENEZ-LLORT
et al., 2002; JOHANSSON et al., 2001).

1.4.Interagbes Entre os Sistemas Adenosinérgico e Endocanabindide

Estudos demonstram que 0s receptores do sistema adenosinérgico sdo capazes
de formar heterdbmeros com diversos receptores acoplados a proteina G (FERRE et
al., 2007; 2010; 2008). A interacdo de receptores A2a, D1 e D2, componentes do
sistema dopaminérgico, € amplamente estudada no contexto de doencas
neurodegenerativas (FERRE et al., 2018; JORG et al., 2014). Além disso, 0s
receptores A2a também sdo capazes de formar heterdbmeros com diversos receptores
acoplados a proteina G incluindo receptores CB1 (TEBANO et al., 2012; CHIODI et

al., 2016), sugerindo uma possivel interacdo entre os sistemas adenosinérgico e
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endocanabindide em diversas vias de sinalizacao intracelulares (FERRE et al, 2010;
TEBANO et al., 2012). Ambos 0s receptores estdo altamente expressos no estriado e
a interagédo entre eles influencia o funcionamento dos ganglios da base, tanto em
condi¢gbes fisioldgicas quanto patoldégicas (TEBANO et al.,, 2012). Dentre os
mecanismos propostos para o CBD, a partir de estudos in vitro, foi sugerido que seria
capaz de inibir o transportador ENT-1, responsavel pela captacdo de adenosina,
atuando como um agonista indireto de receptores A2a (CARRIER et al., 2006; LIOU
et al., 2008). No entanto, poucos estudos tém explorado o envolvimento da adenosina
nos efeitos do CBD em diferentes transtornos neuropsiquiatricos. Este trabalho se
propds a investigar essa possiblidade em camundongos submetidos a modelos

animais sensiveis a drogas antidepressivas e ansioliticas.

2. HIPOTESE
Os efeitos comportamentais do tipo-antidepressivo e ansiolitico induzidos pela
administracdo sistémica de canabidiol sdo mediados pela ativagdo de receptores

adenosinérgicos.

3. OBJETIVOS

3.1.0Objetivo Geral

Investigar a hipétese de que os efeitos comportamentais tipo antidepressivo e
ansiolitico induzidos pela administracdo sistémica de canabidiol poderiam ser
mediados pela ativacéo de receptores adenosinérgicos.

3.2.0bjetivos Especificos

-Investigar os efeitos da administragcdo sistémica dos antagonistas
adenosinérgicos nao seletivo (cafeina) e seletivos (SCH-58261 e CPT) sobre o
comportamento de animais submetidos aos testes de campo aberto, nado for¢cado,
labirinto em cruz elevado, suspensao pela cauda e transicdo claro-escuro. Este
primeiro objetivo visou estabelecer as doses inefetivas destes compostos a serem
empregadas nos experimentos posteriores

-Investigar os efeitos da administracdo sistémica de canabidiol (CBD) sobre o
comportamento de animais submetidos aos testes de campo aberto, nado for¢ado,
labirinto em cruz elevado, suspensao pela cauda e transicdo claro-escuro. Estes
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estudos visaram confirmar as doses efetivas de CBD a serem empregadas nos
experimentos posteriores

-Investigar os efeitos da administracéo sistémica de antagonistas adenosinérgicos
(cafeina, SCH-58261 e CPT) previamente ao CBD sobre o comportamento de animais
submetidos aos testes de campo aberto, nado for¢ado, labirinto em cruz elevado,

suspensao pela cauda e transicao claro-escuro.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas, 8 semanas,
provenientes do Biotério Central do Campus da USP-RP. Os animais foram mantidos
agrupados (4 camundongos/caixa) em gaiolas de acrilico (600 cm2) no biotério do
Departamento de Farmacologia da FMRP-USP, em condi¢cdes controladas:
temperatura (24° + 1°C), luz (12h de luz, com ciclo claro iniciando as 06h00), com livre
acesso a agua e alimento. Os procedimentos ocorreram de acordo com as diretrizes
da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento sobre os cuidados com
animais de laboratério, que estdo de acordo com as normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) dispostas na lei Arouca (11.794/08).

4.2.Farmacos

Para o tratamento farmacoldgico utilizamos as seguintes drogas: 1) Canabidiol
(CBD; >99% de pureza, BSPG, Reino Unido), nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg,
dissolvido em Tween 80 2% / solucdo de NaCl 0,9% estéril (SALES et al, 2019); 2)
Cafeina (1,3,7-trimethylxanthine; Sigma-Aldrich, Poland), uma metilxantina
estimulante do sistema nervoso central e antagonista ndo seletivo de receptores
adenosinérgicos, nas doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/kg, dissolvido em solucédo de NaCl
0,9% estéril (SZOPA et al., 2016); 3) SCH 58261 (7-(2-phenylethyl)-5-amino-2-(2-
furyl)-pyrazolo-[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-]pyrimidine;  Sigma-Aldrich, Poland), um
antagonista seletivo de receptores adenosinérgicos A2a, nas doses de 0,5 e 1 mg/kg,
dissolvido em DMSO 10% / solucdo de NaCl 0,9% estéril (PAGNUSSAT et al., 2015;
KOVACS et al., 2020); 4) 8-cyclopentyl 1,3 dimethylxanthine (CPT; Sigma-Aldrich,
Poland), um antagonista seletivo de receptores adenosinérgicos Al, nas doses de
(0.1; 0,5; 1 e 10 mg/kg), dissolvido em Tween 80 1% / solucdo de NaCl 0,9% estéril
(SAUDI et al., 2018; HERBET et al, 2018).
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4.3.Procedimentos Experimentais
4.3.1. Teste do Nado Forcado
Os animais foram individualmente colocados em um cilindro de vidro (altura de 25
cm e diametro de 17 cm) contendo agua até a altura de 20 cm e submetidos a uma
sessao de 6 minutos de natacao forcada (PORSOLT et al., 1977). Os camundongos
foram filmados e o tempo de imobilidade (caracterizado por suaves movimentos
necessarios para manté-los respirando sem afundar) avaliado durante os 4 Ultimos
minutos. A agua foi trocada para cada animal a fim de manter sua temperatura a
24+1°C e prevenir a influéncia de substancias de alarme (ABEL e BILITZKE, 1990).
No Experimento 4, o protocolo do teste foi alterado, no qual, a fim de reduzir
variabilidades no tempo de imobilidade basal entre os animais, cada camundongo foi
exposto a uma sessao de pré-teste (natacdo forcada durante 5 minutos), um dia antes
da sesséao de teste (com igual duracdo de 5 minutos) (SARTIM et al., 2021).
4.3.2. Teste do Campo Aberto
O teste do campo aberto ou arena foi utilizado para avaliar a atividade locomotora
dos animais (ZANELATI et al., 2010). Um grupo independente de camundongos foi
colocado individualmente numa arena circular (diametro de 40 cm com paredes
transparentes de 50 cm de altura) durante 6 minutos. A atividade exploratéria foi
filmada e a distancia total percorrida pelo animal analisada utilizando o software
AnyMaze (version 4.5, Stoelting, Wood Dale-USA). Apés cada teste, o local foi limpo
com solucéo de alcool 70%.
4.3.3. Teste do Labirinto em Cruz Elevado
O aparato utilizado é feito de madeira (assoalho e parede dos bracos fechados de
madeira) e consiste em dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois bracos fechados
(30 x 5 x 15 cm), unidos por uma plataforma central comum (5 x 5 cm) e elevado 38,5
cm do solo por um suporte. Cada animal submetido ao LCE foi colocado sobre a
plataforma central, com a cabeca voltada para um dos bracos abertos podendo
explorar o aparato por um periodo de 5 minutos. Os seguintes parametros foram
analisados: a porcentagem de entradas e o tempo nos bragos abertos e o niumero de
entradas nos bracos fechados, utilizando o software AnyMaze (version 4.5, Stoelting,
Wood Dale-USA).
4.3.4. Teste de Suspenséao pela Cauda

19



Os camundongos foram colocados em uma plataforma sendo suspensos pela
cauda a uma altura elevada do chao (50 cm) utilizando uma fita adesiva colocada a
aproximadamente 1 cm da ponta da cauda durante 6 minutos. O tempo total de
imobilidade do animal, nos ultimos 4 minutos foi mensurado. E proposto que
substancias com atividade antidepressiva diminuem o tempo de imobilidade dos
animais neste teste, sem alterar a atividade locomotora (CRYAN et al., 2002).

4.3.5. Teste de Transicao Claro-escuro

O aparato é constituido por uma caixa acrilica, dimensdes de 45 x 27 x 27 cm,
dividida em dois compartimentos, um de cor branca (30 x 27 x 27 cm) e outro de cor
preta (15 x 27 x 27 cm), estando a parte branca iluminada com 400 lux. O animal foi
colocado no compartimento claro, com a cabeca voltada para a entrada que da acesso
ao compartimento escuro. Os registros foram efetuados durante 5 min apés a primeira
entrada no lado escuro da caixa. Sendo os parametros registrados: a laténcia para a
primeira entrada no lado escuro da caixa, tempo total de permanéncia no
compartimento claro e o nimero de transi¢des entre eles. Drogas ansioliticas podem
aumentar o niumero de cruzamentos, assim como o tempo de permanéncia na parte
clara da caixa, além da laténcia para passagem para o lado escuro (COSTALL et al.,
1989).

4.4.Andlise Estatistica

Os resultados comportamentais de animais submetidos aos testes de campo
aberto, nado for¢cado, labirinto em cruz elevado, suspenséo pela cauda e transicéao
claro-escuro foram comparados utilizando o teste de ANOVA uma via seguido do pos-
teste de Dunnett. No caso de duas inje¢des, o0s resultados foram comparados usando
o teste de ANOVA duas vias seguido, caso indicado, pelo pés-teste de Newman-Keuls
(fatores: primeira injecéo e segunda injecdo). As andlises estatisticas foram realizadas
usando o programa IBM SPSS Statistics 20.0. Diferengcas com P<0,05 foram
consideradas significativas em todos os casos. Os graficos foram construidos no

programa GraphPad Prism 8.0.
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4.5.Delineamento experimental

4.5.1. Parte I Efeitos da Administracado Sistémica de CBD, SCH e CPT no

comportamento de camundongos machos.

Experimento 1: Identificagdo da dose inefetiva de cafeina em camundongos machos
a ser utilizada nos experimentos seguintes.

Testes de Campo Aberto e Nado Forcado: Os animais receberam administracdo de
veiculo (10 ml/kg) ou cafeina (2,5, 5, 10 mg/kg) e, trinta minutos depois, foram
submetidos ao teste do campo aberto (TCA), onde a distancia total percorrida foi
registrada. Imediatamente depois, os animais foram submetidos ao teste do nado

forcado (TNF), onde tiveram o tempo de imobilidade registrado.

Testes de Labirinto em Cruz Elevado e Suspensao pela Cauda: Os animais
receberam administracdo de veiculo (10 ml/kg), cafeina (2,5, 5, 10 mg/kg) e, trinta
minutos depois, foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE), onde
0 numero e tempo de entradas nos bracos abertos e fechados foram registrados.
Imediatamente apos, os animais foram submetidos ao teste de suspenséao pela cauda

(TSC), onde tiveram o tempo de imobilidade registrado.

Teste de Transi¢cdo Claro Escuro: Grupos independentes de animais receberam
administracao de veiculo (10 ml/kg) ou cafeina (2,5, 5 e 10 mg/kg) e, 1h depois, foram
submetidos ao teste de transicao claro escuro (TCE), no qual a laténcia para a primeira
entrada no lado escuro da caixa e o tempo total de permanéncia no compartimento

claro foram registrados.

Experimento 2: Associacdo da dose inefetiva de cafeina com dose efetiva de
canabidiol em camundongos machos.

Teste de Nado Forgado: Os animais receberam administragéo de veiculo (10 ml/kg)
ou cafeina (2,5 mg/kg, dose inefetiva determinada no experimento 1) e, dez minutos
apos, foram submetidos a uma segunda inje¢éo i.p. de CBD (10 mg/kg) ou veiculo.
Trinta minutos apos a ultima administracdo, foram submetidos ao teste do nado

forcado e o tempo de imobilidade dos animais foi registrado.

21



Teste de Labirinto em Cruz Elevado: Os animais receberam administracdo de
veiculo (10 ml/kg) ou cafeina (5 mg/kg; dose determinada no experimento 1) e, dez
minutos apos, foram submetidos a uma segunda injecdo i.p. de CBD (10 mg/kg) ou
veiculo. Uma hora apos a ultima administracdo, foram submetidos ao teste do labirinto
em cruz elevado e o numero e tempo de entradas nos bracos abertos e fechados

foram registrados.

Experimento 3: ldentificacdo da dose inefetiva de CPT em camundongos machos a
ser utilizada nos experimentos seguintes.

Teste do Nado Forgado: Os animais receberam administracéo de veiculo (10 ml/kg)
ou CPT (0.1; 0,5; 1 e 10 mg/kg) e, trinta minutos depois, foram submetidos ao teste

do nado forcado (TNF) onde tiveram o tempo de imobilidade registrado.

Teste de Suspenséo pela Cauda: Os animais receberam administracdo de veiculo
(10 ml/kg) ou CPT (1 e 10 mg/kg) e, trinta minutos depois, foram submetidos ao teste

de suspenséo pela cauda (TSC), onde tiveram o tempo de imobilidade registrado.

Teste de Campo Aberto: Os animais receberam administragéo de veiculo (10 ml/kg)
ou CPT (1 e 10 mg/kg) e, trinta minutos depois, foram submetidos ao teste de campo

aberto (TCA), onde tiveram a distancia total percorrida registrada.

Testes de Labirinto em Cruz Elevado e Transi¢cdo Claro Escuro: Os animais
receberam administracao de veiculo (10 ml/kg) ou CPT (1 e 10 mg/kg) e, 1h depois,
foram submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado, no qual o numero de entradas
e 0 tempo no braco aberto, assim como o niumero de entradas no braco fechado foram
registrados. Imediatamente apds, os animais foram submetidos ao teste de transicéo
claro escuro (TCE), no qual a laténcia para a primeira entrada no lado escuro da caixa

e o tempo total de permanéncia no compartimento claro foram registrados.

Apds o periodo critico da pandemia, durante o qual a oferta de animais de
experimentacdo foi suspensa, Nnosso grupo passou a observar uma grande
variabilidade na resposta dos animais aos testes comportamentais. Frente a isso,
decidimos avaliar algumas modificacbes nos protocolos experimentais, bem como

realizar uma nova curva de dose-resposta ao CBD, detalhadas a seguir.
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Experimento 4: Identificacdo da dose inefetiva de SCH-58261 em camundongos
machos a ser utilizada nos experimentos seguintes.

Testes de Campo Aberto e Nado Forgado: Os animais foram pré-expostos a uma
sessao de natacédo forcada de 5 minutos a fim de reduzir variabilidades no tempo de
imobilidade basal entre os animais (sessdo de pré-teste) um dia antes da sessédo de
teste. No dia do teste, foi realizada a administracdo de veiculo (10 ml/kg) ou SCH-
58261 (0,5, e 1 mg/kg) e, trinta minutos depois, foram submetidos ao teste do campo
aberto (TCA) durante 5 minutos, nos quais a distancia total percorrida foi registrada.
Imediatamente apds, os animais foram submetidos ao teste do nado forcado (TNF)
durante 5 minutos, nos quais tiveram o tempo de imobilidade registrado (SARTIM et
al., 2021).

Teste de Suspensao Pela Cauda: Os animais receberam administracdo de veiculo
(10 ml/kg) ou SCH-58261 (0,5 e 1 mg/kg) e, trinta minutos depois, foram submetidos
ao teste de suspensao pela cauda (TSC), onde tiveram o tempo de imobilidade

registrado.

Testes de Labirinto em Cruz Elevado e Transi¢cdo Claro Escuro: Os animais
receberam administracéo de veiculo (10 ml/kg) ou SCH-58261 (0,1, 0,5 e 1 mg/kg) e,
1h depois, foram submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado (LCE), no qual o
namero de entradas e o tempo no braco aberto, assim como o niumero de entradas
no braco fechado foram registrados. Imediatamente apds, os animais foram
submetidos ao teste de transic¢ao claro escuro (TCE), no qual a laténcia para a primeira
entrada no lado escuro da caixa e o tempo total de permanéncia no compartimento

claro foram registrados.

Experimento 5: Identificacdo da dose efetiva de CBD em camundongos machos a
ser utilizada nos experimentos seguintes.

Testes de Campo Aberto e Nado Forgcado: Neste protocolo buscamos identificar a
dose de canabidiol a ser utilizada nos experimentos seguintes. Os animais foram pré-
expostos a uma sessdo de natacdo forcada de 5 minutos a fim de reduzir
variabilidades no tempo de imobilidade basal entre os animais (sesséo de pré-teste)
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um dia antes da sessao de teste. No dia do teste, foi realizada a administracdo de
veiculo (10 ml/kg) ou CBD (10 e 30 mg/kg), 30 ou 60 minutos apoés, foram submetidos
ao teste de campo aberto (TCA) durante 5 minutos, no qual a distancia total percorrida
foi registrada. Imediatamente apds, os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado (TNF) durante 5 minutos, nos quais tiveram o tempo de imobilidade registrado
(SARTIM et al., 2021).

Experimento 6: ldentificacdo da dose efetiva prolongada de CBD em camundongos
machos.

Tratamento Prolongado e Teste de Nado Forcado: Neste experimento, foi utilizado
um protocolo de tratamento prolongado com o CBD a fim de avaliar o possivel efeito
do tipo antidepressivo produzido no teste de nado forcado, como ja demonstrado na
literatura (SALES et a., 2019). No primeiro dia, os animais foram pré-expostos a uma
sessao de natacado forcada de 5 minutos a fim de reduzir variabilidades no tempo de
imobilidade basal entre os animais (sesséo de pré-teste). Nos cinco dias seguintes, a
cada 24h, foram tratados com CBD durante 5 dias (30mg/kg), veiculo durante 4 dias
+ CBD (30mg/kg) na ultima injecdo ou veiculo durante os 5 dias. Por fim, os animais

foram submetidos, 1h ou 24h ap0és a Ultima inje¢éo, ao TNF durante 5 minutos.

A Tratamento B Tratamento

PT PT

Dia 0 1 2 3 4 Da 0 1 2 3 4 5

Figura 1. Planejamento Experimental — Tratamento Prolongado com CBD. Animais submetidos ao
teste de nado forcado 1h apoés a ultima injecé@o (A). Animais submetidos ao teste de nado forgado 24h
apos a ultima injecao (B). Os grupos presentes foram: animais tratados com veiculo; animais tratados
os primeiros 4 dias com veiculo e CBD no dia 5 (vei+CBD); animais tratados durante os 5 dias com
CBD. PT: sessao de pré-teste; T= teste de nado forgado.
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4.5.2. Parte Il Efeitos da Administracdo Sistémica de CBD no

comportamento de camundongos fémeas.

Experimento 7: ldentificacédo da dose efetiva de CBD em camundongos fémeas a ser
utilizada nos experimentos seguintes.

Teste de Labirinto em Cruz Elevado: Os animais receberam administracdo de
veiculo (10 ml/kg) ou CBD (5, 10 e 30 mg/kg). Uma hora apos, foram submetidos ao
teste do labirinto em cruz elevado e o nUmero e tempo de entradas nos bragos abertos

e fechados foram registrados.

Teste de Suspensao Pela Cauda: Os animais receberam administracdo de veiculo
(10 ml/kg) ou CBD (5, 10 e 30 mg/kg) e, trinta minutos depois, foram submetidos ao
teste de suspensdo pela cauda (TSC), onde tiveram o tempo de imobilidade

registrado.

Testes de Campo Aberto e Nado Forgcado: Os animais receberam administracao de
veiculo (10 ml/kg), imipramina (30 mg/kg) ou CBD (5, 10 e 30 mg/kg) e, trinta minutos
depois, foram submetidos ao teste do campo aberto (TCA) onde a distancia total
percorrida foi registrada. Imediatamente depois, os animais foram submetidos ao teste

do nado forcado (TNF) onde tiveram o tempo de imobilidade registrado.

5. RESULTADOS

Experimento 1: Identificacdo da dose inefetiva de cafeina a ser utilizada nos

experimentos seguintes.
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Figura 2. Efeitos comportamentais induzidos pela cafeina na distancia total percorrida no TCA. Foram
utilizados de 6-8 animais por grupo. Os dados sédo representados pela média +/- EPM. *p < 0,05 em
relagdo ao grupo veiculo (ANOVA seguida de Dunnet).

No TCA (Figura 2), apenas a distancia total percorrida pelos animais do grupo
tratado com a maior dose de cafeina (10mg/kg) apresentou diferenca estatistica entre
os demais grupos (F@, 24) = 3,046; P=0,0482) pelo teste de ANOVA de uma via. Isso

indica que a cafeina, na maior dose utilizada, induziu efeito hiper locomotor.
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Figura 3. Efeitos comportamentais induzidos pela cafeina no tempo de imobilidade no TNF. Foram
utilizados de 6-8 animais por grupo. Os dados sdo representados pela média +/- EPM. *p < 0,05 em
relacdo ao grupo veiculo (ANOVA seguida de Dunnet).

No TNF (Figura 3), os grupos tratados com as doses de 5 e 10 mg/kg
apresentaram diferenca estatistica em compara¢ao aos demais grupos (F, 24= 8,888;
P=0,0004). Tais resultados indicam efeito do tipo antidepressivo induzido pela cafeina
nas doses de 5 e 10 mg/kg.
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Figura 4. Efeitos comportamentais induzidos pela cafeina na porcentagem de tempo (A) e entradas (B)
no braco aberto e nimero de entradas no braco fechado (C) no LCE. Foram utilizados 9 animais por
grupo. Os dados séo representados pela média +/- EPM. *p < 0,05 em relacdo ao grupo veiculo
(ANOVA seguida de Dunnet).

No LCE (Figura 4), a porcentagem de tempo e entradas nos bracos abertos (4A e
4B) e o numero de entradas nos bracos fechados (4C) foram avaliados. O grupo
tratado com a dose de 10 mg/kg apresentou diferenca significativa entre os demais
grupos nas porcentagens de tempo (Fs, 32) = 3,408; P=0,0292) e entradas nos bragos
abertos (F@, 32 = 4,193; P=0,0131). Nao foram observadas diferencas significativas
entre 0s grupos experimentais no numero de entradas nos bracos fechados (F, 32) =
0,6318; P=0,5999), sugerindo que nas doses empregadas a cafeina ndo produziu um
aumento nao especifico da atividade exploratéria. Ainda, a cafeina na dose de 10
mg/kg produziu efeito do tipo ansiolitico.
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Figura 5. Efeitos comportamentais induzidos pela cafeina no TSC. Foram utilizados 9 animais por
grupo. Os dados séo representados pela média +/- EPM. *p < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo
(ANOVA seguida de Dunnet).

No TSC (Figura 5), os grupos de animais tratados com as doses de 5 e 10
mg/kg de cafeina apresentaram diferencas significativas entre os demais (F@, 32) =
4,168; P=0,0134) no tempo de imobilidade pelo teste ANOVA de uma via, o0 que indica

efeito do tipo antidepressivo.

A TCE B TCE

D

o 2507 250+

s

o 200- 200+

= —_

© K

E 1504 © 1501

g =

£ 1004 ‘% 1004

S ©

g 50 T 50

(]

2 J

o veiculo 25 5 10 veiculo 25 5 10
Cafeina Cafeina
(mg/kg) (mg/kg)

Figura 6. Efeitos comportamentais induzidos pela cafeina no tempo total de permanéncia no
compartimento claro (A) e na laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro (B) no TCE.
Foram utilizados de 4-6 animais por grupo. Os dados sao representados pela média +/- EPM.

No TCE (Figura 6), apesar da tendéncia gréfica, o teste ANOVA de uma via ndo
indicou um diferenca significativa entre 0s grupos no tempo total de permanéncia no
compartimento claro (F, 16) = 2,122; P=0,1376) e na laténcia para a primeira entrada

no compartimento escuro (F@, 16) = 0,9780; P=0,4276).
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Experimento 2: Associacdo da dose inefetiva de cafeina com dose efetiva de

canabidiol.
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Figura 7. Efeitos comportamentais induzidos pela associa¢éo de cafeina (2,5 mg/kg) e CBD (10 mg/kg)
no TNF. Foram utilizados de 8-12 animais por grupo. Os dados séo representados pela média +/- EPM.
*p < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo (ANOVA seguida de Dunnet).

No TNF (Figura 7), ambos os grupos tratados com o CBD (veiculo + CBD e cafeina
+ CBD) apresentaram diferencas significativas entre os demais grupos (F @, 48) = 9,317,
P<0,0001). No entanto, ndo foi possivel observar diferencas significativas entre o
grupo tratado com veiculo + CBD e o grupo tratado com cafeina + CBD. Tais
resultados indicam efeito do tipo antidepressivo produzido pelo CBD na dose de

10mg/kg, o qual nao foi alterado pela combinagdo com a cafeina.
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Figura 8. Efeitos comportamentais induzidos pela associagdo de cafeina (5 mg/kg) e CBD (10 mg/kg)
na porcentagem de tempo (A) e entradas (B) no braco aberto e nimero de entradas no braco fechado
(C) no LCE. Foram utilizados de 6-8 animais por grupo. Os dados sao representados pela média +/-
EPM.

No LCE (Figura 8), ndo foi possivel observar diferencas significativas entre os
grupos na porcentagem de tempo e entradas (F@, 19) = 0,5946; P=0,6262) no braco
aberto e no nimero de entradas no braco fechado. Sendo assim, ndo pudemos

observar efeito de nenhum dos tratamentos no LCE.
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Experimento 3: Identificacdo da dose inefetiva de CPT a ser utlizada nos
experimentos seguintes.
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Figura 9. Efeitos comportamentais induzidos pelo CPT no TNF. Foram utilizados de 7-10 animais por
grupo. Os dados sao representados pela média +/- EPM.

No TNF (Figura 9), ndo foi possivel observar diferencas significativas entre os

grupos no tempo de imobilidade dos animais (F@, 38) = 0,9704; P=0,4350) pelo teste
de ANOVA de uma via.
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Figura 10. Efeitos comportamentais induzidos pelo CPT no TSC. Foram utilizados 7-8 animais por
grupo. Os dados sao representados pela média +/- EPM.

No TSC (Figura 10), o teste de ANOVA de uma via nao indicou diferencas

significativas entre os grupos no tempo de imobilidade dos animais (F, 20) = 0,4833;
P=0,6238).
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Figura 11. Efeitos comportamentais induzidos pelo CPT no TCA. Foram utilizados 7-8 animais por
grupo. Os dados sao representados pela média +/- EPM.

No TCA (Figura 11), também nao foi possivel observar diferencas significativas
entre 0s grupos tratados na distancia total percorrida pelos animais (F, 20) = 2,771,
P=0,0867) pelo teste de ANOVA de uma via.
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Figura 12. Efeitos comportamentais induzidos pelo CPT no nimero de entradas no braco fechado (A)
e no tempo (B) e numero de entradas (C) no brago aberto no LCE. Foram utilizados 7-8 animais por
grupo. Os dados sao representados pela média +/- EPM.

No LCE (Figura 12), o numero de entradas nos bracos fechados (12A) e a
porcentagem de entradas e tempo nos bracos abertos (12B e 12C) foram avaliados.
Nao foi possivel observar diferencas significativas entre os grupos no numero de
entradas nos bracos fechados (Fe, 19 = 0,1398; P=0,8705), assim como nhas
porcentagens de tempo (F, 19 = 0,1854; P=0,8323) e entradas nos bragos abertos

(Fe,19)= 0,1052; P=0,9007).
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Figura 13. Efeitos comportamentais induzidos pelo CPT no tempo total de permanéncia no
compartimento claro (A) e na laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro (B) no TCE.
Foram utilizados de 7-8 animais por grupo. Os dados séo representados pela média +/- EPM

No TCE (Figura 13), ndo foi possivel observar diferengas significativas entre os
grupos no tempo total de permanéncia no compartimento claro (Fe, 19 = 0,4500;
P=0.6443) e na laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro (F, 19) =
0,3829; P=0,6870).
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Experimento 4: Identificacdo da dose inefetiva de SCH-58261 a ser utilizada nos

experimentos seguintes.
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Figura 14. Efeitos comportamentais induzidos pelo SCH-58261 no TCA. Foram utilizados 7-8 animais

por grupo. Os dados sdo representados pela média +/- EPM.

No TCA (Figura 14), ndo pudemos observar diferencas significativas entre os
grupos na distancia total percorrida pelos animais (F, 22) = 0,05011; P=0,9512) pelo
teste de ANOVA de uma via.
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Figura 15. Efeitos comportamentais induzidos pelo SCH-58261 no TNF. Foram utilizados 7-8 animais

por grupo. Os dados sdo representados pela média +/- EPM.

No TNF (Figura 15), também né&o foi possivel observar diferengas significativas
entre os grupos no tempo de imobilidade dos animais (F, 22) = 0,4719; P=0,6300), de

acordo com o teste ANOVA de uma via.
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Figura 16. Efeitos comportamentais induzidos pelo SCH-58261 no TSC. Foram utilizados 5-6 animais
por grupo. Os dados sao representados pela média +/- EPM.

No TSC (Figura 16), o teste de ANOVA de uma via nao indicou diferencas
significativas entre os grupos no tempo de imobilidade dos animais (F, 13) = 0,3119;
P=0,7374).
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Figura 17. Efeitos comportamentais induzidos pelo SCH no niimero de entradas no braco fechado (A)
e tempo (B) e numero de entradas (C) no brago aberto no LCE. Foram utilizados 5-9 animais por grupo.
Os dados séo representados pela média +/- EPM.

No LCE (Figura 17), o niumero de entradas nos bracos fechados (17A) e a
porcentagem de tempo e entradas nos bracos abertos (17B e 17C) foram avaliados.
Nao foi possivel observar diferencas significativas entre os grupos no numero de
entradas nos bracos fechados (F@E23 = 1,646; P=0,2064), assim como nas
porcentagens de tempo (F, 23) = 1,006; P=0,4080) e entradas nos bragos abertos (F,
23) = 0,9438; P=0,4357).
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Figura 18. Efeitos comportamentais induzidos pelo SCH no tempo total de permanéncia no
compartimento claro (A) e na laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro (B) no TCE.
Foram utilizados de 5-9 animais por grupo. Os dados sado representados pela média +/- EPM. *p < 0,05
em relacdo ao grupo veiculo (ANOVA seguida de Dunnet).

No TCE (Figura 18), apenas o grupo tratado com a dose de 1,0mg/kg apresentou
diferencas significativas (F (3, 21) = 3,66; P=0.0288) entre os demais no tempo total de
permanéncia no compartimento claro (18A). No entanto, ndo foi possivel observar
diferencas significativas entre os grupos (F, 21) = 1,534; P=0,2336) na laténcia para a
primeira entrada no compartimento escuro (17B). Tal resultado indica efeito ansiolitico
do SCH, na dose de 1,0mg/kg, ao aumentar o tempo de permanéncia no

compartimento claro.
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Experimento 5: Identificacdo da dose efetiva de CBD a ser utilizada nos experimentos

seguintes.
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Figura 19. Efeitos comportamentais induzidos pelo CBD no TCA. Foram utilizados 7-8 animais por
grupo. Os dados sao representados pela média +/- EPM.

N&o pudemos observar diferencas significativas, pelo teste de ANOVA de uma via
(F@s, 27y = 0,09371; P=0,9629), na distancia total percorrida pelos animais entre 0s
grupos no TCA (Figura 19). Isso indica que o canabidiol ndo foi capaz de induzir
alteracdes locomotoras.
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Figura 20. Efeitos comportamentais induzidos pelo CBD no TNF. Foram utilizados 7-8 animais por
grupo. Os dados sao representados pela média +/- EPM.
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Assim como no TCA, também ndo pudemos observar diferencas significativas
entre 0s grupos no tempo de imobilidade dos animais no TNF (Figura 20), de acordo
com o teste de ANOVA de uma via (F,27) = 0,7390; P=0,5380). Tal resultado indica
que o CBD néo foi capaz de induzir efeito do tipo antidepressivo.

Teste de Nado Forcado

Neste protocolo tentamos padronizar apenas o teste de nado forcado, uma vez
gue ndo obtivemos resultado significativo no experimento anterior. Nesse sentido, 0s
animais foram pré-expostos a uma sessao de natacdo forcada de 5 minutos a fim de
reduzir variabilidades no tempo de imobilidade basal entre os animais (sesséo de pré-
teste) um dia antes da sessao de teste. No dia do teste, foi realizada a administracéo
de veiculo (10 ml/kg) ou CBD (10 e 30 mg/kg), e apenas 30 minutos apés, foram
submetidos ao TNF durante 5 minutos, nos quais tiveram o tempo de imobilidade
registrado (SARTIM et al., 2021).
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Figura 21. Efeitos comportamentais induzidos pelo CBD no TNF. Foram utilizados 8 animais por grupo.
Os dados séo representados pela média +/- EPM.

No TNF (Figura 21), novamente ndo pudemos observar diferencas significativas
entre 0s grupos no tempo de imobilidade dos animais, pelo teste de ANOVA de uma
via (Fe.21= 0,1619; P=0,8516). Isso também indica que o CBD néo foi capaz de
produzir efeito do tipo antidepressivo como ja descrito na literatura (SALES et al.,
2019; SARTIM et al., 2021; ZANELATI et al., 2010).
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Experimento 6: Identificacdo da dose efetiva prolongada de CBD.
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Figura 22. Efeitos comportamentais induzidos pelo tratamento prolongado com CBD no TNF. Foram
utilizados 8-9 animais por grupo. Os dados sdo representados pela média +/- EPM.

No TNF (Figura 22), ndo pudemos observar diferencas significativas entre
nenhum dos grupos no tempo de imobilidade dos animais, de acordo com o teste de
ANOVA de uma via (Fs, 449= 0,6226; P=0,6832). Tal resultado indica que o tratamento
prolongado de 5 dias com o CBD néo foi capaz de induzir efeito do tipo antidepressivo

no teste de nado forcado.
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Experimento 7: Identificacdo da dose efetiva de CBD em camundongos fémeas a ser

utilizada nos experimentos seguintes.
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Figura 23. Efeitos comportamentais induzidos pelo CBD no nimero de entradas no brago fechado (A)
e nimero de entradas (B) e tempo (C) no braco aberto no LCE. Foram utilizados 8-9 animais por grupo.
Os dados séao representados pela média +/- EPM.

No LCE (Figura 23), o numero de entradas nos bragos fechados (23A) e a
porcentagem de entradas e tempo nos bragos abertos (23B e 23C) foram avaliados.
N&o foi possivel observar diferencas significativas entre os grupos no numero de
entradas nos bracos fechados (F@, 290 = 0,7351; P=0,5396), assim como nas
porcentagens de entradas (F, 29) = 0,07434; P=0,9733) e tempo nos bragos abertos
(F@, 23 = 0,3429; P=0,7945).
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Figura 24. Efeitos comportamentais induzidos pelo CBD no TSC. Foram utilizados 6-8 animais por
grupo. Os dados séo representados pela média +/- EPM. *p < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo
(ANOVA seguida de Dunnet).

No TSC (Figura 24), apenas o grupo tratado com a dose de 10 mg/kg apresentou
diferenca significativa (F, 25) = 3,033; P=0,0479) entre os demais grupos no tempo de
imobilidade dos animais, o que indica efeito do tipo antidepressivo do CBD em tal
dose.
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Figura 25. Efeitos comportamentais induzidos pelo CBD e imipramina (IMIl) no TCA. Foram utilizados
6-8 animais por grupo. Os dados séo representados pela média +/- EPM. *p < 0,05 em relagédo ao grupo
veiculo (ANOVA seguida de Dunnet).
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O grupo tratado com imipramina (30 mg/kg) apresentou diferenca significativa (Fa,
31) = 2,730; P=0,0468) entre os demais grupos na distancia total percorrida no TCA

(Figura 25). Tal resultado demonstra efeito hipolocomotor da imipramina.
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Figura 26. Efeitos comportamentais induzidos pelo CBD e imipramina (IMI) ho TNF. Foram utilizados
6-8 animais por grupo. Os dados séo representados pela média +/- EPM. *p < 0,05 em relagédo ao grupo
veiculo (ANOVA seguida de Dunnet).

No TNF (Figura 26), apenas os grupos tratados com imipramina (30 mg/kg) e CBD
(5 mg/kg) apresentaram diferencas significativas (F(4, 33) = 3,357; P=0,0207) entre
0s demais grupos no tempo de imobilidade dos animais, o que indica efeito do tipo

antidepressivo produzido pelas drogas.

6. DISCUSSAO

O CBD é capaz de interferir no sistema endocanabinoide (ECS), no qual
encontram-se 0s seus principais alvos moleculares (SILOTE et al., 2019). No entanto,
0S mecanismos responsaveis pelos seus efeitos ainda ndo sdo completamente
elucidados. Nesse sentido, tem sido proposto que o CBD também é capaz de interagir
com diversos outros sistemas de neurotransmissao, incluindo o adenosinérgico e seus
receptores (CARRIER et al., 2006; PANDOLFO et al.,, 2011). Além disso, 0s
receptores adenosinérgicos relacionam-se com receptores do ECS, formando
heterébmeros (ASO et al., 2019), o que indica potenciais interacdes em diferentes vias
intracelulares entre esses sistemas (CHIODI et al.,, 2016; FERRE et al., 2010;
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TEBANO et al., 2012). Dessa forma, considerando dados da literatura que
correlacionam a sinalizacdo adenosinérgica em transtornos psiquiatricos como
ansiedade e depressao (DOMENICI et al., 2019), as relacdes entre os sistemas
adenosinérgico e endocanabinoide e a suas interacdes com o canabidiol, buscamos
investigar a participacdo de receptores adenosinérgicos nos efeitos comportamentais

induzidos pelo canabidiol em modelos animais de depresséo e ansiedade.

Estudos pré-clinicos sugerem que a cafeina apresenta efeito do tipo-
antidepressivo em diferentes testes comportamentais, como o teste de Nado For¢cado
e Suspensao pela Cauda (KALE & ADDEPALLI, 2014; SZOPA et al., 2016). Além
disso, estudos clinicos sugerem efeito protetor da cafeina em transtornos depressivos,
estando o consumo da mesma associado a menores riscos de desenvolvimento de
depressdo (GROSSO et al., 2015; WANG et al., 2015). Ainda, em doses moderadas,
a cafeina reduz o risco de suicidio (KAWACHI et al., 1996; LUCAS et al., 2013;
TANSKANEN et al., 2000), enquanto em doses elevadas relaciona-se com risco
aumentado (TANSKANEN et al., 2000). Nossos resultados apresentados indicam que
a cafeina, nas doses de 5 e 10 mg/kg, é capaz de induzir efeito tipo-antidepressivo
em camundongos machos submetidos aos testes de nado forcado e suspensédo pela
cauda, o que esta de acordo com dados ja presentes na literatura. Ademais, também
foi possivel observar um aumento na distancia total percorrida pelos animais tratados
com a cafeina na dose de 10mg/kg no teste de campo aberto, o que indica uma
possivel inducdo de hiper locomocao, fendmeno também ja demonstrado
anteriormente (FISIONE et al., 2004; WALDECK, 1975).

Posteriormente, pudemos observar que o CBD, na dose de 10 mg/kg, foi capaz de
induzir efeito tipo-antidepressivo no teste de nado for¢cado, corroborando achados
anteriores de nosso grupo (SALES et al., 2019). No entanto, tal efeito ndo foi alterado
pelo pré-tratamento com a cafeina. Como mencionado anteriormente, a cafeina é um
antagonista ndo seletivo de receptores adenosinérgicos com diferentes alvos
moleculares (FREDHOLM, 1995), o que dificulta a avaliacdo do papel desses
receptores e a interacdo com o canabidiol. Portanto, para melhor compreenséo, se
deu necessaria a realizacdo de experimentos com drogas antagonistas mais seletivas
(SCH-58261 e CPT).
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Os dados presentes na literatura indicam que o antagonismo do receptor
adenosinérgico Al é capaz de produzir efeitos ansiogénicos nos testes de labirinto em
cruz elevado, transicdo claro escuro e campo aberto (PREDIGER et al., 2004;
YAMADA et al., 2014). No entanto, nos testes de nado forcado e suspenséo pela
cauda, que avaliam o perfil antidepressivo do farmaco, ndo foi capaz de induzir
alteracdes comportamentais (HERBET et al., 2018; MINOR et al., 2015) Em nossos
experimentos ndo pudemos observar esse efeito ansiogénico do CPT, nas doses
testadas, nos testes de labirinto em cruz elevado, transi¢cdo claro escuro e campo
aberto. Além disso, também ndo observamos alteracées comportamentais nos testes
de suspenséo pela cauda e nado forcado. Sendo assim, determinamos a dose de
10mg/kg como subefetiva e a ser utilizada nas combinagbes com o canabidiol.
Estudos demonstram que o antagonismo de receptores A2a com 0 SCH-58261 produz
efeitos do tipo-antidepressivo nos testes de nado forgcado e suspenséo pela cauda ao
reduzir o tempo de imobilidade dos animais (EL YACOUBI et al., 2001), o que nao
pode ser observado em nossos experimentos, N0S quais 0 antagonista ndo produziu
efeitos do tipo-antidepressivo. Em modelos animais de ansiedade, o SCH produziu
efeito tipo-ansiolitico na maior dose testada (1.0mg/kg) no teste de transi¢do claro
escuro, sem nenhuma alteracao significativa em animais submetidos ao labirinto em
cruz elevado. Dado j4 presente na literatura indica que essa droga, nas dosagens
testadas, ndo é capaz de induzir alteragcbes comportamentais nos testes realizados
(EL YACOUBI et al., 2000). Dessa forma, pudemos determinar a dose subefetiva de

0.5 mg/kg a ser utilizada nas combina¢cdes com o canabidiol.

O desenvolvimento do projeto, infelizmente, foi prejudicado pela atual pandemia
de COVID-19. Além da interrupcdo do fornecimento de animais por um periodo
prolongado, apés o0 seu retorno passamos a ter dificuldades na reproducédo de
resultados ja muito bem estabelecidos na literatura por estudos em diversos
laboratorios do Brasil e do exterior (EL-ALFY et al., 2010; LINGE et al., 2016; SALES
et al., 2019; SARTIM et al., 2021; ZANELATI et al., 2010). Com isso, como descrito
acima, estamos tentando, sem sucesso até o momento, introduzir modificagdes nos
protocolos que aumentem a sensibilidade dos testes para detectar efeitos do CBD

como um pré-requisito para testar a hipétese original do projeto.

Além disso, dentre estas alteracdes, também buscamos avaliar o efeito desse

farmaco em camundongos fémeas. A incidéncia de transtornos de humor e ansiedade
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€ muito maior em individuos do sexo feminino (ALTEMUS et al., 2014; ASHER et al.,
2017; PARKER & BROTCHIE, 2010). No entanto, a maioria dos estudos clinicos e
pré-clinicos da area desconsidera diferencas entre os géneros (DALLA et al., 2010;
MA et al., 2019). Ademais, estudos sugerem que existem assimetrias terapéuticas na
resposta ao tratamento da depressdo entre homens e mulheres (MA et al, 2019;
SRAMEK & CUTLER, 2011), mas que 0s mecanismos envolvidos nessas diferencas
sdo pouco compreendidos e estudados, uma vez que estudos pré-clinicos tendem a
excluir o uso de fémeas (BANGASSER & CUARENTA, 2021). Nesse sentido,
buscamos avaliar os efeitos do canabidiol e, futuramente, antagonistas
adenosinérgicos em camundongos fémeas. Pudemos observar que o CBD, na dose
de 5 mg/kg, foi capaz de induzir efeito tipo-antidepressivo de maneira similar ao
induzido pela imipramina, antidepressivo triciclico amplamente utilizado na clinica, no
teste de nado forcado, assim como demonstrado em camundongos machos,
corroborando também achados anteriores (SALES et al., 2019; ZANELATI et al.,
2010). Além disso, também demonstrou efeito do tipo-antidepressivo, na dose de 10
mg/kg, ao reduzir o tempo de imobilidade dos animais submetidos ao teste de

suspensao pela cauda, resultado ja caracterizado na literatura (EL-ALFY et al., 2010).

7. CONCLUSAO

Devido as dificuldades apontadas acima, ainda néo foi possivel concluir a proposta
inicial do projeto. Os resultados obtidos até o momento indicam que a cafeina, mas
nao o SCH e CPT, apresenta efeito do tipo-antidepressivo nos testes de nado forgcado
e suspensado pela cauda em camundongos machos. No entanto, ndo foi capaz de
atenuar ou alterar os efeitos comportamentais do tipo-antidepressivo induzidos pelo
canabidiol no teste de nado forcado. Além disso, em camundongos machos, o
tratamento com SCH resultou em efeito tipo-ansiolitico no teste de transigéo claro-
escuro. Ainda, o tratamento com o canabidiol induz efeito do tipo-antidepressivo nos

testes de nado forgado e suspensao pela cauda também em camundongos fémeas.
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