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RESUMO

O canabidiol (CBD) € um componente n&o-psicotomimético da Cannabis
sativa. Estudos em animais de Ilaboratério e humanos sugerem que a
administracdo sistémica deste composto produz efeitos ansioliticos. Os
mecanismos e locais de acdo destes efeitos, no entanto, ainda nao foram
investigados. Considerando que a substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral
(SCPdl) tem sido relacionada com a ansiedade e possui receptores para
endocanabindides. O presente projeto objetivou investigar o efeito da microinjegao
de CBD (30-120 nmol) na SCPdlI de ratos submetidos a dois modelos de
ansiedade, o labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste do lamber punido de Vogel.
O CBD na dose de 30nmol injetado na SCPdl produziu efeito ansiolitico no
labirinto em cruz elevado com curva dose-resposta em forma de U-invertido. O
efeito ansiolitico do CBD foi confirmado no modelo de lamber punido de Vogel.
Entre os possiveis mecanismos propostos para o CBD, foi sugerida a inibicdo da
hidrolise e/ou da recaptacdo da anandamida, um endocanabindide, ou o efeito
agonista em receptores 5-HT1A ou TPRPV1. Ao testarmos estas possibilidades
verificamos que os efeitos do CBD na SCPdl parecem ndo ser mediados por
receptores CB1, ja que ndo foram antagonizados pelo AM251, um antagonista de
receptores CB1. No entanto o WAY 100635, um antagonista de receptores SHT1A,
blogqueou o efeito ansiolitico do CBD. Além disso, a Capsazepina, um antagonista
de receptores vanildides, nao foi capaz de reverter o efeito ansiolitico do CBD na
dose de 30nmol, mas transformou a maior dose nao efetiva testada (60nmol) em
uma dose ansiolitica. Os resultados sugerem que o CBD produz efeitos

ansioliticos quando injetado na SCPdI por ativar receptores SHT1A. Além disso,



em altas concentracbes poderia também ativar receptores vanildides, o que
produziria efeitos opostos aos observados com concentragdes mais baixas da

droga



ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) is the nonpsychotomimetic component of Cannabis sativa
plant. Systemic administration of CBD promotes anxiolytic effects in both animals
and humans. However the brain structures and the mechanisms of action of CBD
remain poorly understood, although it could interact with SHT1A and TRPVA1
receptors or inhibit the metabolism of anandamide. The dorsolateral
periaqueductal (dIPAG) grey has been related to the control of anxiety and fear
and expresses a significant number of CB1, 5HT1A and TRPV1 receptors. The aim
of this study was to investigate the anxiolytic-like effects of CBD injected into
dIPAG of rats submitted to a two models of anxiety : The elevated plus maze and
Vogel conflict test. In the dose of 30nmol CBD promotes anxiolytic-like effects in
elevated plus maze with a bell-shaped dose-response curve. The anxiolytic effect
of this dose was confirmed in the Vogel conflict test. These effects do not seem to
be mediated by facilitation of anandamide effects since the previous antagonism of
CB1 receptors by AM251 did not prevent the anxiolytic effects of CBD in the
dIPAG. However, antagonism of 5HT1A receptors by WAY 100365 blocked the
anxiolytic effects of CBD. The antagonist of TRPV1 receptors, Capsazepine did not
change the anxiolytic effects of CBD in the dose of 30nmol, but turn the higher,
ineffective dose of CBD (60 nmol), into an effective one. These results suggest that
CBD produce anxiolytic-like effects in the dIPAG by activating SHT1A receptors.
They also suggest that, at higher doses, the drug could also activate TRPV1

receptors, producing opposite effects.
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Introducdo




1.0 —Introducéo
1.1-Ansiedade

A ansiedade € uma experiéncia subjetiva, basicamente desagradavel, que
geralmente vem acompanhada de alteragbes dos niveis séricos de
corticosterdides, tensdo muscular, sudorese e sintomas psicolégicos como
hipervigilancia, insonia e sentimentos de apreensao.(Graeff, 1999).

A ansiedade é essencialmente uma emoc¢ao normal, sendo estritamente
relacionada com o medo. Em geral considera-se que o medo seja uma resposta
provocada por um estimulo ou situagcdo bem definidos, ou seja, um perigo real,
enquanto a ansiedade surgiria em circunstancias nas quais o perigo parece ser
apenas potencial.

Fisiologicamente, tanto ansiedade quanto medo sdo emogdes que
apresentam grande valor adaptativo, na medida que podem favorecer a execug¢ao
de tarefas motoras e cognitivas ou ainda levar ao individuo a evitar dano fisico.
Porém, em alguns casos, a ansiedade eleva-se de maneira a prejudicar a
execugao de tarefas. Nesses casos ela é considerada patolégica, necessitando
assim de intervencgao farmacoldgica e/ou psicologica.

A ansiedade patoldgica pode ser considerada primaria, quando é a principal
manifestagdo, ou secundaria, isto €, consequéncia de outros quadros clinicos. Os
transtornos primarios de ansiedade séo classificados de acordo com a presenca
de determinadas manifestagdes clinicas. O primeiro modelo de classificacédo
desses transtornos foi proposto pelo psiquiatra George Miller em 1880, que
introduziu o termo neurastenia, condigdo que englobava varios disturbios de

ansiedade. No mesmo século, as fobias foram consideradas como condicéo
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patoldgica. No entanto, foi Sigmund Freud que estabeleceu o conceito de neurose

no inicio do século XX, termo este usado até inicio da década de 80, quando foi

publicado o Manual Estatistico de Diagnostico de Doencas Mentais (DSM). Em

sua ultima edicdo, o DSM-IV classifica os transtornos de ansiedade a seguinte

forma:

Transtorno de panico sem agorafobia: ataques de panico
recorrentes e inesperados, gerando preocupagao persistente.
Transtorno de panico com agorafobia: combinagdao de ataques de
panico e agorafobia.

Agorafobia sem atagques de panico: presenca de agorafobia e
sintomas do tipo panico, porém sem historia de ataques de panico.
Fobia simples: medo intenso provocado pela exposi¢cao a objeto ou
exposicao definida, que pode levar a um comportamento de esquiva.
Fobia Social: ansiedade clinicamente significativa provocada pela
exposicao a certos tipos de situagao social ou de desempenho, que
também pode levar a comportamento de esquiva.

Transtorno Obsessivo Compulsivo: caracterizado por obsessdes ou
compulsdes, comportamentos que levariam ao alivio da ansiedade.
Transtorno de estresse poés-traumatico: caracterizado pela re-
experimentacdo de acontecimento extremamente traumatico
(acidentes, agressdes) acompanhada de hipervigilancia e esquiva de

estimulos associados ao trauma.
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e Transtorno de estresse agudo: com sintomas semelhantes ao
transtorno de estresse pés-traumatico, ocorrendo, porém
imediatamente apds o trauma.

e Transtorno de ansiedade generalizada: ansiedade ou preocupagao
excessiva e persistente durante mais de seis meses.

e Transtorno de ansiedade devido a uma condicdo clinica
inespecifica: sintomas proeminentes de ansiedade resultante de
doengas organicas.

e Transtorno de ansiedade induzida por farmaco: sintomas
proeminentes de ansiedade resultante de abuso de drogas, medicagao
Ou exposicao a toxinas.

e Transtorno de ansiedade néo especificado: ansiedade intensa ou
esquiva fébica que ndo se enquadra em nenhuma das classificagdes
anteriores. (DSM-I, 2000).

Embora progressos significativos tenham sido obtidos nas ultimas décadas
em relacdo a neurobiologia da ansiedade e ao tratamento de seus transtornos,
muitas sdo as questdes a serem investigadas. Além disso, os tratamentos
farmacoldgicos existentes nem sempre sao eficazes e apresentam efeitos
adversos que podem ser inaceitaveis para determinados pacientes. Dentre as
abordagens existentes para investigar esses dois problemas, os modelos
experimentais de ansiedade, tanto clinicos quanto aqueles que envolvem

experimentagao animal, sdo de grande utilidade.
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1.2- Estudo experimental da ansiedade: Modelos animais

O estudo experimental da ansiedade é complicado pela auséncia de
parametros que a reflitam concretamente. A ansiedade teria apenas marcadores
correlacionais, como aumento da pressao arterial, taquicardia, hipertermia e
aumento dos niveis de corticoides circulantes. Essas alteragcdes autondmicas sao
geralmente inapropriadas para a caracterizagcdo dos mecanismos cerebrais
envolvidos nesses transtornos. Por esse motivo os modelos experimentais de
ansiedade, principalmente os modelos animais, sdo de grande valia para o
entendimento da neurobiologia envolvidas em tais alteragdes.

A maioria dos modelos animais de ansiedade baseia-se em situacbes de
conflito. Estes modelos, em sua maioria, baseavam se no modelo classico de
condicionamento pavloviano (Pavlov, 1928). O primeiro modelo animal a ser
amplamente empregado foi o teste de conflito desenvolvido pelos pesquisadores
Geller e Seifter na década de 60. Nesse modelo os animais eram treinados a
responder a um estimulo de recompensa alimentar o qual, apés o aprendizado,
era pareado com um componente de punigdo, um choque nas patas (Geller e
Seifter, 1960). Diversos foram os modelos desenvolvidos que tinham por base o
mesmo principio desse modelo, como por exemplo, 0 modelo do lamber punido de
Vogel (Vogel et al., 1971). Esses modelos, porém, requerem um periodo de treino
(no caso do Geller e Seifter) e, além disso, apresentam um componente punido,
geralmente estimulos dolorosos como choques, o que levaria a questdes éticas.
Este fato determinou a procura de modelos animais de conflito ndo condicionados
e nao-punidos. Surgiram entdo os modelos etoldgicos, ou seja, baseados no medo

inato dos animais. Dentre esses, destacam-se o modelo desenvolvido pelo grupo
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de Sheila Handley na década de 80, o labirinto em cruz elevado (LCE). Este
modelo baseia-se no medo inato dos roedores a lugares altos e desprotegidos. O
LCE é composto por dois bragos fechados e dois bragos abertos, e é elevado
cerca de 50 cm do chdo. Drogas ansioliticas classicas como o diazepam,
aumentam o tempo de exploracdo dos bragos abertos sem, no entanto, alterar o
indice exploratdrio dos bragos fechados (Handley et al., 1984, Pellow e File 1986).
Além desse, outros modelos etologicos de ansiedade foram propostos, como a
caixa de claro-escuro (Blumstein & Crawlle, 1983) e o labirinto em T elevado
(Vianna et al., 1994). A utilizagcdo destes modelos tem contribuido de forma

substancial para o melhor entendimento da neurobiologia da ansiedade.

1.3- Substrato Neural da Ansiedade

A caracterizagdo experimental da ansiedade levou ao conhecimento de
circuitos cerebrais envolvidos na integracdo de seus componentes cognitivos e
emocionais. Nesse sentido, inumeras sao as estruturas corticais e circuitos
limbicos implicados nos mecanismos que modulariam os estados de ansiedade.

Foi Brocca, em 1878, que originalmente introduziu o termo “limbico” para um
conjunto de estruturas filogeneticamente conservadas e interligadas. No entanto, o
primeiro a relacionar essas estruturas com o substrato fisiolégico para a expressao
de emogdes e do medo foi Papez (1937). Seu “Circuito de Papez” engloba
proje¢cdes do hipocampo para os corpos mamilares que estdo ligados ao nucleo
anterior do talamo. A importancia deste sistema foi estabelecida nos trabalhos de

MacLean (MacLean, 1949, 1952). Este pesquisador adicionou a este sistema a
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amigdala, as conexdes do cortex pré-frontal e ainda outros nucleos subcorticais,
como o nucleo acumbens e o septo, incluido mais tarde no “sistema de inibicdo
comportamental” do septo-hipocampo (Barili et. al, 1998, Gray, 1987, McNaughton
& Gray 2000). Além disso, os varios nucleos do hipotalamo possuem papel no
substrato neural das emocdes, principalmente nas respostas adrenocorticotroficas
ligadas ao estresse, com especial relevancia para o nucleo paraventricular do
hipotalamo (Hanley e Van de Kar, 2003, Yadin et al., 1993).

Os corpos mamilares, interligados ao sistema septo-hipocampal e amigdala,
estariam envolvidos no controle das emog¢des como o medo e a cogni¢géo (Pan
and McNaughton, 2002, Oddie et al., 1997, Vertes, 1992, Wirtshafter et al., 1998).
Além disso, a amigdala, o hipotdlamo medial e a substancia cinzenta
periaquedutal teriam papel fundamental na coordenagdo dos comportamentos de
defesa como ansiedade e medo (Branddo et al., 1994, Castilho et al., 2002,

Graeff, 1990).

1.4- A substancia Cinzenta Periaquedutal

A substancia cinzenta periaqueductal (SCP) € uma estrutura mesencefalica
longitudinalmente organizada, que contorna o aqueduto cerebral até e comissura
posterior, onde margeia o terceiro ventriculo, no diencéfalo. Anatbmica e
funcionalmente, a SCP pode ser dividida em quatro colunas longitudinais
denominadas dorsolateral, dorsomedial, lateral e ventrolateral, respectivamente,

como esquematicamente representado na figura 1 (Bandler e Shipley 1994).
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Figura 1- Divisdo neuroanatébmica da SCP em colunas. Dm: coluna
dorsomedial; dl: coluna dorsolateral; I: coluna lateral; vl: coluna ventrolateral.

Adaptado de Bandler et al., 2000.

A SCP esta envolvida na integracao de diversas fungdes, tais como dor,
analgesia, comportamentos defensivos, controle cardiovascular e respiratorio,
vocalizagbes e comportamentos sexuais. Esta estrutura faz parte do chamado
sistema cerebral de defesa (SCD; Graeff, 1990), que inclui estruturas como
amigdala e hipotalamo.

A estimulacdo elétrica ou quimica da porcdo dorsal da SCP induz
comportamentos de luta e fuga (Bandler e Carrive,1988, Fernandez e Hunsperger
1962; Krieger e Graeff, 1985) e efeito antinociceptivo ndo-opidide (Morgan, 1998).
Por outro lado, microinje¢cbes de ansioliticos benzodiazepinicos ou bloqueadores
da recaptacdo da serotonina nessa estrutura atenuam tais comportamentos

(Graeff et al., 1993, Lovick, 1994). Baseando-se nestes resultados, a substancia
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cinzenta periaqueductal dorsolateral (SCPdI) tem sido relacionada com respostas

defensivas inatas de luta e fuga a estimulos ameacadores (Graeff et al., 1993).

1.5- O Canabidiol e o Sistema Canabindide

O Canabidiol (CBD) € um componente ndo psicotomimético da Cannabis
sativa que pode constituir até 40% dos extratos da maconha (Grlie, 1976). Sua
estrutura, assim como a do principal composto psicotomimético, o A° ~THC (Ag
tetrahidrocanabinol), foi elucidada em 1963 por Raphael Mechoulam (ver
Mechoulam e Hanus, 2002, para revisao). Desde entdo, suas propriedades
farmacoldgicas vém sendo investigadas.

Varios estudos tém verificado a ocorréncia de interagcdes farmacologicas
entre o A-THC e CBD quando administrados concomitantemente. Parte
dessas interagbes podem ser farmacocinéticas, ja que o CBD é um inibidor do
metabolismo de drogas no figado (Bornheim e Correia, 1989). No entanto, a maior
parte dos estudos sugere que o CBD é capaz de inibir alguns dos efeitos do AS-
THC, entre eles os psicotomiméticos e ansiogénicos (Karniol e Carlini, 1973,
Zuardi et al.,, 1982). Isoladamente, a administracdo do CBD produz diversos
efeitos, tanto em animais de laboratério quanto em humanos, dentre eles
destacam-se efeitos sedativos/hipnéticos (Carlini et al.,, 1979, Colasanti et al.,
1984, Monti, 1977, Zuardi et al., 1993), anticonvulsivante (Cunha et al., 1980,
Zuardi et al., 1984), neuroprotetor (Hampson et al.,1998), antiemético (Shook e
Burks, 1989), cardiovasculares (Jarai et al., 1999, Mcqueen et al., 2004) e

antiinflamatérios (Watzi et al., 1991). Além destes, varios estudos sugerem a
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presenca de possivel atividade antipsicotica e ansiolitica (ver Zuardi et
al.,2006,para revisao, Moreira e Guimaraes, 2005). Em relagédo a essa ultima, a
administracdo sistémica do CBD produz efeitos ansioliticos em roedores
submetidos aos modelos do labirinto em cruz elevado (LCE) e lamber punido de
Vogel (Guimaraes et al., 1991, Onaivi et al., 1991, Moreira et al., 2006). Estes
efeitos também foram verificados em humanos submetidos a um modelo
experimental de ansiedade (Zuardi et al. 1993a). Os locais e possiveis
mecanismos de acdo desses efeitos, no entanto, ainda ndo foram investigados.

A descoberta dos endocanabinodides (Anandamida e 2-aracdonoilglicerol),
bem como dos receptores CB1 e CB2 (Devane et al., 1992, Matsuda et al., 1990,
Machoulam et al., 1995, Munro et al., 1993), produziu um grande impulso nas
pesquisas sobre esse assunto. Também os estudos com o CBD foram
incentivados. Embora o mecanismo de acdo do CBD permaneca n&o elucidado,
alguns estudos tém sugerido que o CBD néo interagiria com receptores CB1 ou
CB2, ja que sua afinidade para estes receptores € baixa in vitro (Bisogno et al.
2001, para revisao ver Pertwee, 2004,). Porém, recentemente foi demonstrado,
também em preparagdes in vitro, que o CBD poderia agir como um antagonista de
receptores CB1 e agonista de receptores CB2 (Thomas et al., 2007) . Ainda outros
estudos propdéem que o CBD poderia inibir a enzima hidrolase de amidas de
acidos graxos (FAAH, Fatty acid amide hydrolase), contida em preparagdes de
membranas celulares, impedindo assim a degradagdo da Anandamida, ou ainda
inibir a recaptagcao da AEA via um transportador de membrana (Watanabe et al.,
1996, Rakhshan et al., 2000, Bisogno et al. 2001). Dessa forma, o CBD poderia

atuar facilitando a transmissdo endocanabindide de maneira mais seletiva do que
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o A’ —=THC, um agonista parcial de receptores CB1. Alguns trabalhos sugeriram
ainda que o CBD poderia aumentar as correntes de calcio em neurbnios
hipocampais (Drysdale et al., 2005) ou ainda atuaria na liberagdo de calcio dos
estoques intracelulares (Ryan et al., 2007) ou diretamente como agonista de
canais ibnicos de calcio, como por exemplo, o receptor vanildide do tipo 1-TRPV1
(Bisogno et al., 2001).

Outro mecanismo proposto seria o envolvimento do CBD com o sistema
serotoninérgico, quer por inibir a recaptacdo de serotonina (Hershkowrtz, 1978,
Pertwee, 2004), quer por atuar diretamente como agonista de receptores SHT1A
(Russo et al. 2005). Nesse sentido, alguns trabalhos demonstram que o CBD
poderia atenuar a morte neuronal por isquemia cerebral via receptores 5HT1A
(Mishima et al., 2005).

Em relacéo a possiveis locais nos quais o CBD poderia estar exercendo seu
efeito ansiolitico apds administracao sistémica, foi verificado que algumas
estruturas envolvidas na regulagédo da ansiedade, como a amigdala basolateral
(Pistis et al., 2004) e a substancia cinzenta periaquedutal, possuem uma razoavel
densidade de receptores CB1 (Herkennham et al.,1991, Tsou et al., 1998).
Estimulos aversivos parecem aumentar a produgao de endocanabindides na SCP
dorsal (Hohmann et al., 2005) e a injecdo de canabindides na SCPdI produz efeito

ansiolitico no LCE (Moreira et al., 2007).

19



Objetivos

20



2.0-OBJETIVOS

O objetivo geral do presente projeto € o de procurar elucidar os mecanismos
dos efeitos ansioliticos do CBD. Como objetivos especificos, iremos:

1. investigar, utilizando dois modelos animais de ansiedade, o LCE e o teste
de lamber punido de Vogel, se a injegao intra-SCPd| poderia produzir efeitos
ansioliticos.

2. Testar a hipétese de que esse efeito envolva inibicdo de
recaptacao/metabolizacdo de endocanabindides e/ou interagdo com receptores de

serotonina (5HT1A) ou Vaniléides (TRPV1).

21



Materiais e Métodos

22



3.0-MATERIAIS E METODOS

3.1-Animais: Foram utilizados ratos Wistar albinos, machos (200-250 g),
provenientes do Biotério Central do Campus da USP- Ribeirdo Preto, que foram
mantidos aos pares em caixas de acrilico (25 x 18 x 35 cm), com livre acesso a
agua e comida. Os animais permaneceram no biotério do proprio laboratério, a
temperatura de 24 = 2 °C, com ciclo claro-escuro de 12 x 12 horas, com inicio as
7:00 h, até o momento dos testes.

3.2- Drogas: Canabidiol (15, 30 e 60 nmol), gentiimente doado pelo
Professor Raphael Mechoulam, da Universidade de Jerusalém, que foi dissolvido
em o6leo de semente de uva, WAY100635 (Sigma, um antagonista seletivo de
receptores 5-HT1A, 0.37 nmol, dose retirada de Soares e Zangrossi Jr., 2004),
dissolvida em salina; AM251 (Tocris, um antagonista de receptores CB1, 100
pmol, dose retirada de Moreira et al., 2007) e Capsazepina (Tocris, antagonista de
receptores TRPV1, 10nmol dose retirada de McGaraughty et al., 2003) dissolvidas
em DMSO 10%.

3.3- Implantacdo da céanula-guia. Os animais foram anestesiados com
tribromoetanol 2,5 % (10 ml/kg, i.p.) e fixados a um aparelho estereotaxico (David-
Kopff). Uma céanula (11 mm) dirigida a SCPdI (coordenadas: AP-lambda O mm, L-
1,9 mm, P-4 mm, angulo-16°, Paxinos e Watson, 1997) foi fixada ao cranio com
cimento acrilico, conforme descrito em trabalhos prévios (Guimaraes et al., 1991).

3.4- Microinjecao. O procedimento foi similar ao usualmente empregado no
laboratorio (Guimardes et al., 1991, Molchanov e Guimaraes, 2002). A

microagulha foi conectada a uma microseringa Hamilton de 10 pl através de um
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tubo de Polietileno (P10). Apds a introdugao da microagulha, o animal foi colocado
em caixa de observacgao e as solugdes foram infundidas, em volume de 0,2 pul,
com ajuda de uma Bomba de Infusdo (KD Scientific, USA) a uma velocidade de
1ul/min. A agulha permaneceu no local por mais 1 minuto para evitar refluxo.

3.5- Desenho experimental. Uma semana apds a cirurgia, grupos
independentes de animais (n=8-10/grupo) receberam as microinjecdes de veiculo
ou droga (CBD doses: 15, 30 e 60 nmoles) e, 10 min apos, foram submetidos aos
testes comportamentais (Molchanov e Guimaraes, 2002). No caso de duas
injecbes o0s animais receberam uma primeira microinjegdo de veiculo ou
antagonista (AM251, WAY100635 ou Capsazepina) seguida, 5 min apds, de uma
segunda microinjecao de veiculo ou CBD 30 nmol (dose baseada nos resultados
do primeiro experimento). No caso do experimento que utilizou a Capsazepina a
dose da CBD de 60 nmoles também foi utilizada.

3.6- Modelos experimentais. O labirinto em cruz elevado foi semelhante ao
descrito em experimentos prévios do laboratério (Molchanov e Guimaraes, 2002,
Matheus et al., 1994, 1997, Guimaraes et al., 1991). A caixa empregada no teste
de Vogel era feita de Plexiglas (42 X 25 X 20 cm) com uma grade metalica no
assoalho. Um bico metalico de bebedouro se projeta na caixa. O contato do
animal com o bico e o assoalho fecha um circuito elétrico associado a um sensor
(Anxio-Meter model 102, Columbus, USA) que conta o numero de lambidas do
animal no bico do bebedouro. A cada 20 lambidas o animal recebe um choque
elétrico de 0,5 mA (2 s) no bico. Além desses, os animais ainda foram submetidos

ao teste de retirada da cauda. Este modelo é utilizado para avaliacdo de
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nocicepcgéo, conforme descrito em experimentos prévios (Guimaraes et al., 1991,
Matheus et al., 1994, 1997, Molchanov e Guimaraes, 2002).

3.7- Procedimento experimental.

Experimento I:

Labirinto em cruz elevado: O animal foi colocado no centro do labirinto com o
focinho voltado para um dos bragos fechados. Seu comportamento foi registrado
através de uma video-camera e posteriormente analisado pelo programa
Ethovision (versdo 1.9). Esse programa detecta a posicédo do animal no LCE e
calcula automaticamente o numero de entradas e tempo despendido em cada
braco. Ao término de cada experimento o LCE foi limpo com solugdo alcodlica
70%.

Experimento |l

Vogel: Para o teste de Vogel os animais foram privados de agua por 48 h
antes do teste. Apds as primeiras 24 h foi permitido ao animal beber livremente na
caixa-teste por 3 min para periodo de habituacdo. Vinte e quatro horas apds a
habituacdo os animais foram submetidos aos tratamentos e colocados na caixa-
teste por 3 min. Durante este periodo receberam um choque de 0,5 mA no bico do
bebedouro a cada 20 lambidas (Molchanov e Guimaraes, 2002). Como controle o
consumo de agua foi avaliado em procedimento semelhante ao acima descrito,
mas sem a apresentag¢ao de choque.

Experimento IlI:

Teste de retirada da cauda: Para o teste de retirada da cauda os animais
tinham sua cauda apoiada em um filamento de niquel-cromo que sofreu um

aquecimento progressivo. Para evitar dano a cauda do animal, foi estabelecido um
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ponto de corte de 6 segundos, quando o filamento alcangava uma temperatura de
aproximadamente 80°C.

3.8- Histologia. Ao término dos testes, os animais foram anestesiados com
uretana 25% (5 ml/kg) e sofreram perfuséo intracardiaca com salina 0,9% e formol
10%. Apos essa foi inserida uma microagulha pela canula-guia e injetados 0,2 pl
de corante fast green 0,1%. Os cérebros foram retirados, estocados em formol
10% (2-3 dias) e cortados em segdes de 40 um de espessura em um criostato
(Leica 1800) para verificagdo microscépica do local de injegdo, segundo os
diagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997).

3.9- Anélise estatistica. Os dados foram analisados por ANOVA seguida do

teste de Duncan para compara¢des multiplas. O nivel de significancia foi de 5%.
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4.0-RESULTADOS
4.1- Localizagao dos sitios de injecédo

Os sitios de injecdo de cada grupo foram registrados nas planilhas das
representacoes dos cortes coronais modificadas de Paxinos e Watson, 1997. As
areas atingidas nas cirurgias estdo representadas na figura 2 (maiores
especificagdes vide legenda). Animais que receberam o CBD na dose efetiva fora
da SCPdl foram agrupados em grupo adicional. A figura 3 ilustra uma

fotomicrografia de uma secc¢ao coronal representativa de um sitio de injecao.
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Fig.2- Diagramas modificados de Paxinos e Watson (1997). llustragcédo
esquematica representativa dos sitios de inje¢cdo. Circulos fechados (e) cirurgias
consideradas dentro da SCPdI; circulos abertos (0) animais cujos sitios de inje¢cao
encontram-se fora da SCPdIl. Os numeros nos diagramas representam a distancia

da interaural.

Fig.3- Fotografia de lamina histolégica de um corte coronal em nivel de SCP,

corado pela coloragéo de Nissl.

4.2- Experimento I: labirinto em cruz elevado

4.2.1- LCE: construcdo da curva dose resposta para o CBD injetado na SCPdI
O CBD injetado na SCPdI produziu uma curva dose resposta em formato de

U invertido. Na dose de 30 nmoles, o CBD aumentou significativamente tanto a

percentagem de entradas (F,33= 3,5, p= 0,001) como a de tempo gasto (F33)=

2,6, p<0,05) nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado em relagdo ao grupo

controle, sem, no entanto, alterar o numero de entradas nos bragos fechados
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(F(4,33=0,65). Nas doses de 15 nmol e 60 nmol, o CBD n&o apresentou nenhum

efeito significativo (Figura 4).
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Fig. 4- Efeito do CBD em diferentes doses ou salina microinjetado na SCPdl de
ratos submetidos ao LCE. A: Numero de entradas nos bragos fechados. B:
Porcentagem de entradas nos bragos abertos (colunas abertas) e porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos (colunas hachuradas). Os animais que
receberam CBD fora da SCPdI foram agrupados no grupo denominado Fora. As
barras representam médiat EPM. de 5 a 11 animais. * representa diferenca
estatistica em relagdo ao grupo veiculo (V) (ANOVA seguido de teste Duncan p<

0,05).
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4.2.2- Efeitos da injecdo prévia de AM251, antagonista de receptores CB1,
sobre as alteragcdes comportamentais induzidas pela injecdo de CBD na
SCPdI no LCE.

De forma similar ao experimento anterior, o CBD aumentou
significativamente a percentagem de tempo gasto (F,29=3,02, p=0,033, Duncan,
p<0,05) nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado em relagdo ao grupo
controle e ao que recebeu as inje¢des fora da SCPdI. Nao houve diferengas na
percentagem de entradas nos bragos abertos (Fa20=1,28) ou no numero de
entradas nos bragos fechados (F420=0,51). O pré-tratamento com AM251, um
antagonista de receptores CB1, na dose de 100 pmol, ndo foi capaz de prevenir o

aparecimento do efeito do CBD (figura 5).
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Fig. 5- Efeito do CBD 30 nmoles apés pré-tratamento com AM251 na dose de 100
pmol. A: Numero de entradas nos bragos fechados. B: Porcentagem de entradas
nos bragos abertos (colunas abertas) e porcentagem de tempo gasto nos bragos
abertos (colunas hachuradas). Os animais que receberam CBD fora da SCPdI
foram agrupados no grupo Fora. As barras representam médiat EPM. de 5 a 9
animais. * representa diferenca estatistica em relacédo ao grupo veiculo (V/V)

(ANOVA, seguida de teste Duncan p< 0,05).
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4.2.3- Efeitos da injecdo prévia de WAY100635, antagonista de receptores
5HT1A, sobre as alteragcdes comportamentais induzidas pela injecdo de CBD
na SCPdI no LCE.

O CBD aumentou a percentagem de entradas nos bragos abertos do LCE
em relagcdo ao grupo controle (F 424y = 3,37, p= 0,043), o que n&do ocorreu em
relacdo a percentagem de tempo despendido nesses bragos (F (424) = 0,98).
Nenhum efeito ocorreu em relagédo ao numero de entradas nos bragos fechados (F
424) = 0,5). O pré-tratamento com WAY100635, um antagonista de receptores
5HT1A, na dose de 0,37nmol, preveniu o aparecimento do efeito do CBD (figura

6).
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Fig.6- Efeito do CBD 30 nmoles apds pré-tratamento com WAY 100635 na dose
de 0,37 nmol. A: Numero de entradas nos bragos fechados. B: Porcentagem de

entradas nos bragos abertos (colunas abertas) e porcentagem de tempo gasto nos
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bragos abertos (colunas hachuradas). Os animais que receberam CBD fora da
SCPdI foram agrupados no grupo Fora. As barras representam médiatz EPM. de 3
a 6 animais * representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo veiculo (V/V)

(ANOVA, seguido de teste Duncan p< 0,05).

4.2.4- Efeitos da injecdo prévia de Capsazepina, antagonista de receptores
TRPV1, sobre as alteragfes comportamentais induzidas pela injecdo de CBD
na SCPdI no LCE.

O pré-tratamento com capsazepina (10 nmol) ndo bloqueou o efeito
ansiolitico do CBD na dose de 30 nmoles (F (535 = 3,8, p= 0,007, Teste de
Duncan, p<0,01) injetado na SCPdI. No entanto, na presenga de CPZ, a maior
dose ineficaz de CBD (60 nmol) aumentou o numero de entradas nos bragos
abertos do LCE (F (535 = 3,8, p= 0,007, Teste de Duncan, p<0,01). N&o houve

diferenca nas entradas nos bracos fechados (F s35=1.9, p=0,10).
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Fig. 7- Efeito do CBD nas doses de 30 e 60 nmoles apds o pré-tratamento com
veiculo ou Capsazepina. A: Numero de entradas nos bragos fechados. B:
Porcentagem de entradas nos bragos abertos (colunas abertas) e porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos (colunas hachuradas). As barras representam

médiat EPM (n= 7-8). * representa diferenca estatistica em relagéo ao grupo v/v.

4.3- Experimento II: lamber punido de Vogel e Avaliagcdo consumatoéria

O CBD na dose de 30 nmoles promoveu aumento significativo do numero
de lambidas punidas (F20) =7,35, p=0,004) bem como do numero de choques
recebidos (F20=7,4 , p= 0,004) pelos animais quando comparado aos animais
que receberam veiculo, como pode ser observado na figura 5. Além disso, o CBD

nao foi capaz de alterar por si a capacidade de consumo de agua (tabela 1).
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Fig.8- Efeito ansiolitico do CBD no modelo do lamber punido de Vogel. A: Numero
de lambidas punidas. B: numero de choques recebidos. As barras representam
Média £+ EPM de 7-8 animais. Barras abertas representam o grupo veiculo, as
barras hachuradas o CBD 30nmoles, enquanto as barras cinza representam o
grupo Fora, ou seja, animais que receberam CBD fora da SCPdl. * representa

estatistica em relagao ao veiculo (ANOVA, p< 0,05).

Tabela 1- Avaliagdo do consumo de agua. Resultados expressos em média *
EPM do numero de lambidas ndo punidas. Nenhuma diferenca estatistica foi

encontrada entre os grupos veiculo e CBD 30nmoles (n= 5-7)

Avaliacdo do consumo de agua
(médiaxtEPM do numero de lambidas ndo punidas)
Droga
Veiculo 685,1 + 154,6
CBD (30nmoles) 612,9+929
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4.4-Experimento lll: teste da retirada da cauda

Para descartar a possibilidade de efeito falso positivo por efeito
antinociceptivo no modelo de Vogel, a dose efetiva do CBD utilizada no Vogel foi
testada em modelo de nocicepcéo, o modelo de retirada da cauda. Os resultados
da avaliagado nociceptiva foram transformados em indices de analgesia segundo a
férmula indicada na legenda do grafico da figura 9. A ANOVA de medidas
repetidas mostrou efeito significativo dos fatores tratamento (F(14=108,4,
p<0,001), tempo (Fe84=19,21, p<0,001, e interacdo tratamento X tempo
(F(12,84=25,07, p<0,001). ANOVAs com medidas repetidas, realizadas em cada
tempo mostraram que a morfina aumentou o IA em relagéo ao veiculo e CBD nos
tempos 10, 15, 20 e 25 minutos apods a injecéo (F 214=34,0 a 147,9, p<0,001). Aos
15 min o CBD também produziu um pequeno, porém significante, aumento no 1A
em relagdo ao veiculo (p<0,05). No entanto, ao contrario do grupo que recebeu
morfina (F30) =119,7, p<0,001), o CBD n&o aumentou o IA em relagéo a linha de

base (F(6,30) =1 ,23).
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Fig.9- Efeito do CBD (30 nmol) microinjetado na SCPdl e morfina (5mg/Kg)
i.p. em ratos submetidos ao teste de retirada da cauda. Os pontos representam as
médias (+/- o E.P.M. de 5-6 animais) dos indices de analgesia (lA), calculado pela
férmula: IA= (LT- LB)/(6 — LB), onde LB representa a linha basal e LT a laténcia
para a retirada da cauda . * significa diferenca em relagdo ao veiculo, +
representa diferenga em relagdo ao CBD. (p< 0,05). A seta indica 0 momento da

injec&o.
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5.0- DISCUSSAO

Como visto na introdugdo, o CBD € um constituinte da Cannabis sativa que,
ao contrario do A-9-THC, ndo possui atividade psicotomimética. (Mechoulam e
Hanus, 2002). Quando injetado sistemicamente em roedores, exibe efeito do tipo
ansiolitico em diversos modelos como o LCE, lamber punido de Vogel e no medo
condicionado (Guimaraes et al., 1991, Moreira et al., 2006, Musty et al., 1984,
Resstel et al., 2006). Além disso, é capaz de atenuar a ansiedade em humanos no
modelo de simulagdo de falar em publico (Zuardi et al.,1993). No entanto, o
substrato neural envolvido nestas respostas, bem como o mecanismo de agao
envolvido neste efeito, permanece desconhecido.

Nossos resultados demonstraram que o CBD, na dose de 30 nmoles,
aumentou a exploracao dos bragos abertos do LCE sem alterar o numero de
entradas nos bragos fechados, indicando um efeito ansiolitico (Pellow and File,
1986). Confirmando este efeito, a mesma dose de CBD aumentou o numero de
lambidas punidas no teste de Vogel sem alterar o numero de lambidas nao
punidas. Nesse teste, efeitos analgésicos poderiam interferir na interpretacéo dos
resultados. No teste de retirada da cauda o CBD produziu um pequeno, porém
significante, aumento na laténcia de resposta, sugerindo efeito antinociceptivo.
Contudo, esse efeito somente ocorreu 15 min apdés a administragcdo da droga,
sendo que no tempo semelhante ao empregado no teste de Vogel (10 min), ndo
houve diferenga em relagdo ao veiculo. Além disso, a analise do grupo que
recebeu CBD ou veiculo mostrou que em nenhum dos dois grupos ocorreu

variagao significativa do indice de analgesia em relagdo a linha de base. No
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conjunto, os resultados indicam que o CBD, injetado na SCPdI, produz efeito
ansiolitico.

O CBD injetado na SCPdI produziu uma curva dose resposta em formato de
U invertido, reproduzindo o aspecto da curva encontrada em experimentos com
injecoes sistémicas desse mesmo composto no LCE (Guimaraes et al., 1991).
Este fenbmeno é comumente observado em experimentos com canabindides, nos
quais a maior dose utilizada perde sua efetividade (Onaivi et al.,1990; Guimaraes
et al., 1991; Moreira et al., 2006). As razdes para estas curvas dose-resposta em
forma de U invertido ndo sdo conhecidas, mas podem estar relacionadas a
multiplos efeitos produzidos por estes compostos.

A anandamida, um endocanabindide, quando injetada na SCPdI de ratos
também exibiu perfil ansiolitico no LCE (Moreira et al., 2007). Bisogno et al. (2001)
sugeriram que o CBD poderia facilitar a sinalizagdo endocanabindide por inibir a
degradacado dos endocanabinodides ao impedir sua captagcdo ou inibir a FAAH,
enzima responsavel pela inativacdo da anandamida. Com o aumento da
concentracao dos endocanabindides na fenda sinaptica haveria uma facilitacdo de
sua interagao com os receptores CB1. No entanto, o AM251, um antagonista de
receptores CB1, ndo foi capaz, na dose que bloqueou o efeito ansiolitico da
anandamida (Moreira et al., 2007), de reverter o efeito ansiolitico do CBD. Isto
sugere que esse ultimo efeito ndo decorre, pelo menos na dose eficaz, de ativagao
de receptores CB1 ou da facilitacdo da neurotransmissao canabindide.

Varios estudos tém demonstrado que os receptores SHT1A localizados na
SCP dorsal participam na regulacdo de comportamentos de esquiva e fuga

(Beckett et al., 1992; Beckett et al., 1997, Nogueira et al.,1995). Como ja citado na
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introducdo, o CBD poderia estar atuando via receptores 5HT1A (Mishima et al.,
2005, Russo et al.,, 2005). Alguns trabalhos tém ainda sugerido uma possivel
participacao do sistema serotonérgico na modulagédo dos efeitos comportamentais
de drogas que sabidamente atuam sobre o sistema canabindide (Marco et al.,
2004). Baseando-se nestes dados testamos a hipotese de que o WAY 100635, um
antagonista dos receptores 5HT1A, poderia inibir o aparecimento do efeito
ansiolitico do CBD injetado na SCPdI de ratos.

Nossos dados demonstraram que a injecdo prévia do antagonista de
receptores SHT1A na dose de 0,37 nmol (retirada de De Paula Soares e Zangrossi
Jr. ,2003) foi capaz de reverter o efeito ansiolitico do CBD na dose de 30 nmoles.
Este resultado sugere que o CBD exerce seu efeito ansiolitico na SCPdI via
receptores 5SHT1A. Este efeito pode ser mediado tanto por uma atividade agonista
do CBD em receptores serotonérgicos do subtipo 1A (Russo et al., 2005) como
por facilitacdo da liberagédo de serotonina (Bambico et al., 2007).

Diversos estudos sugerem que CBD e THC possuem efeitos antagénicos em
varios sistemas. O THC, em doses elevadas, poderia estar aumentando a taxa de
renovacao de serotonina (Holtzman et al., 1969; Sofia et al. 1971; Krantz et al.,
1971). Além disso, um estudo de 1978 sugeriu que 10mg/Kg de THC é capaz de
diminuir a produgdo de 5HT em cérebros de camundongos (Johnson e Dewey,
1978). Desta forma o CBD poderia estar atuando de forma a elevar, por exemplo,
a producao de serotonina na SCPdI.

Além disso, o CBD poderia atuar elevando as correntes de Calcio
intracelulares (Drysdale et al., 2005; Ryan et al., 2007), o que favoreceria a

liberagdo de neurotransmissores, como por exemplo, a serotonina. Embora a
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injecao direta de serotonina na SCP dorsal produza efeitos ansiogénicos (Zanoveli
et al.,2003), a injegcdo de agonistas dos receptores 5SHT1A nesta mesma estrutura
produz efeitos ansioliticos (Beckett et al., 1998, De Paula Soares e Zangrossi,
2004, Zanoveli et al., 2003) o que nos levaria a concluir que o efeito do CBD na
SCPdl parece realmente ser mediada pela ativacdo dos receptores 5HT1A
presentes na SCPdI.

Uma outra possibilidade seria a agdo agonista do CBD sobre os receptores
TRPV1 (Bisogno et al.,, 2001), que sédo canais de calcio regulados por ligantes.
Sao expressos de maneira significativa em neurbnios pré-sinapticos na SCPdI
(Mezey et al., 2000; Xing e Li, 2006), de onde parecem regular a liberagao de
glutamato (Palazzo et al.,2002, Xing e Li, 2006). O glutamato é o mais importante
neurotransmissor excitatério presente no sistema nervoso central. Desta forma, a
facilitacdo da neurotransmissdo glutamatérgica poderia facilitar efeitos
ansiogénicos. Corroborando com essa possibilidade, foi verificado que
antagonistas de receptores glutamatérgicos produzem efeitos ansioliticos quando
injetados na SCPdI (Guimaraes et al., 1991).

Tendo por base tais evidéncias, a ativacdo de receptores vanildides na
SCPdIl por altas doses de CBD poderia estar aumentando a liberacdo de
glutamato nesta estrutura. Isso poderia explicar o desaparecimento do efeito
ansiolitico do CBD e explicaria ainda o porqué de curvas dose-respostas em U
invertido encontradas apds administragédo sistémica ou central desta droga.

Desta forma, nés testamos se o CBD na dose de 60 nmoles, que fora ineficaz
em atenuar os comportamentos correlacionados a ansiedade no LCE, poderia

estar atuando de maneira dual em receptores 5SHT1A e TRPV1. Como descrito
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anteriormente, a CPZ ndo atenuou o efeito ansiolitico do CBD na dose de 30nmol
e também ndo produziu efeito ansiolitico na dose testada, embora uma tendéncia
estatistica seja observada. Todavia, a injegao prévia de CPZ tornou ansiolitica a
dose de 60nmol que por si s6 nao promovia tal efeito. Isso sugere que, nessa
dose, o CBD poderia estar ativando tanto receptores 5HT1A quanto TRPV1, com
a ativagdo dos segundos impedindo o aparecimento dos efeitos ansioliticos
produzidos pelos primeiros.

Os dados apresentados neste trabalho contribuem para o entendimento dos
possiveis sitios cerebrais envolvidos nos efeitos sistémicos do CBD, sugerindo a
participagcdo da SCPdI. No entanto, nossos achados ndo afastam que outras areas
cerebrais relacionadas ao controle e a expressao de comportamentos defensivos,
como a amigdala, cortex pré-frontal medial e o hipotalamo, também estejam
envolvidos nestes efeitos. Novos experimentos precisam ser realizados para testar
esta possibilidade.

No que se refere ao mecanismo de acdo do efeito ansiolitico deste
fitocanabinodide, experimentos complementares sao ainda necessarios para afastar
a participagéo de outros receptores serotonérgicos (5HT2A) ou ainda de outros
sistemas que tém sido relacionados com os efeitos ansioliticos do CBD, como por

exemplo, o adenosinérgico (Carrier et al.,, 2006; Sagredo et al., 2007).
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6.0- CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente trabalho nos permitem concluir que:

e O CBD injetado na SCPdI produz efeito ansiolitico em dois modelos de
ansiedade, o LCE e o Lamber punido de Vogel;

e Os efeitos ansioliticos do CBD na SCPdl parecem ser promovidos pela
facilitagao da neurotransmissao mediados por receptores 5SHT1A;

e A ativacado dual de receptores TRPV1 na SCPdI por altas doses de CBD
parece explicar as curvas doses respostas em U invertido observadas com

esta droga.
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