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RESUMO

A inibi¢do do transportador de dopamina (DAT) induz alteragdes comportamentais em
animais que podem ser relacionadas a fase maniaca do Transtorno Bipolar (TB) em humanos.
Torna-se, por isso, um importante instrumento para elucidar a fisiopatologia desse transtorno.
As interagdes entre os sistemas dopaminérgicos e canabinoide tem sido amplamente estudadas
na tentativa de identificar alvos de potencial terapéutico. Compde o sistema endocanabinoide
os receptores CB1 e CB», os ligantes enddgenos e as enzimas que sintetizam e degradam esses
ligantes. Nesse sentido, buscamos avaliar como os efeitos da inibi¢ao aguda (farmacologica) e
cronica (genética) de DAT sdo influenciados pelo sistema endocanabindide, através da
administracdo de agonistas, antagonistas ou inibidores de duas enzimas de degradagdo que
compde esse sitstema. Analisamos os efeitos desses moduladores em animais C57B16 que
receberam em seguida a inje¢cdo aguda de GB12909, um inibidor de DAT. Os animais foram
entdo submetidos a teste para avaliar a atividade locomotora (campo aberto ou Behavioral
Pattern Monitor - BPM) e ao teste de inibi¢ao pré-pulso (Prepulse Inhibition - PPI). Também
avaliamos os efeitos do antagonista CB; AM251 em animais com baixa expressao de DAT
(DAT KD). Observamos que a dose de 3 mg/Kg do antagonista CB; foi capaz de prevenir tanto
o aumento de locomoc¢ao induzido pelo GBR12909 como o que foi exibido pelos animais DAT
KD. De maneira interessante, a administracdo de THC também preveniu o aumento de
locomogao induzido pelo GBR12909. Concluimos, portanto, que o receptor canabinoéide do tipo
CBI1 participa da resposta induzida pela inibicdo de DAT e pode ser um dos alvos

farmacologicos no desenvolvimento de drogas anti-mania.

Palavras-chave: CB,, CB,, transportador de dopamina, hiperatividade



ABSTRACT

Dopamine transpoter (DAT) inhibition induces behavioral changes in animals that can
be related to maniac state of Bipolar Disorder (BD) in humans. Due that is an important tool
for elucidate the physiopathology of BD. The interactions of dopaminergic and
endocannabinoid systemns have been widely studied in attempt to find new therapeutic targets.
Endocanabinoid system is compond by CB; and CB> receptors, endogenous ligants and enzyms
for syntese and degradation of this ligants. In this line, we research how acute (pharmacological)
or chronic (genetic) inhibion of DAT is influencied by endocannabinoid system thought
administration of agonists, antagonists and two inhibitors of enzyms that degradate
endocannabinoid ligants. We analyse this effects in C57B16 mice that received an injection of
GBR12909, a DAT inhibitor, thereafter. This mice were submitted to locomotors analyses
(open field or Behavioral Pattern Monitor — BPM) and Prepulse Inhibiont test (PPI). We also
evaluated the effects of CB1 antagonist AM251 in mice with down expression of DAT (DAT
KD mice). We observed that 3 mg/Kg dose of AM251 was able to prevent as the increase of
locomotion induced by GBR12909 as what exibided by DAT KD mice. Interesantly the
administration of THC also prevent the increase of locomotion induced by GBR12909. We
conclude that CB1 receptor participate of DAT inhibition induced responses and can be a

possible pharmacological target for new anti-maniac drugs.

Keywords: CB1, CBz, Dopamine transporter, hyperactivity
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1. INTRODUCAO

O Transtorno Bipolar (TB) ¢ uma doenca psiquiatrica caracterizada por flutua¢des no
humor, que variam da depressdo a mania. A fase maniaca estd relacionada principalmente a
presenca de humor elevado, expansivel ou irritdvel, além de sinais auxiliares, que podem ser
agitacdo psicomotora, prejuizos no sono, autoestima elevada, agressividade, irritagdo, euforia,
pensamentos confusos e alta busca por recompensa (YOUNG; DULCIS, 2015).

Diversas hipdteses t€ém sido apontadas para a etiologia desse transtorno. Uma delas
assinala o aumento da neurotransmissao dopaminérgica como gatilho para os sintomas da fase
maniaca (ASHOK et al., 2017, COUSINS; BUTTS; YOUNG, 2009; MUNEER, 2017).
Baseada nessa e em outras premissas, a inibi¢do do transportador de dopamina (DAT) ¢
utilizada como indutora desse transtorno em modelos animais, (BEYER; FREUND, 2017;
SHARMA et al., 2016; YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). Observa-se como consequéncia o
aumento da locomog¢do, impulsividade e da resposta de sobressalto (QUEIROZ et al., 2015;
RALPH-WILLIAMS et al., 2003; VAN ENKHUIZEN et al., 2012, 2014), ou seja, fendtipos
comportamentais semelhantes aos sintomas exibidos pelos pacientes.

Propomos investigar a participag¢do do sistema endocanabinodide nos efeitos induzidos
pela inibicdo de DAT, considerando as interagdes deste sistema com a liberagdo de dopamina
e as suas promissoras caracteristicas como alvo terapéutico. Nossa hipotese ¢ que o bloqueio
de receptores CB; e/ou ativagdo de receptores CB2 podem reverter o prejuizo comportamentais

decorrentes da inibi¢do genética ou farmacologica de DAT.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Transtorno Bipolar/ Mania

O Transtorno Bipolar (TB) esta entre os mais debilitantes dos transtornos psiquiatricos,
sendo caracterizado pela ocorréncia de episddios de mania e depressdo. Tanto a depressdo
unipolar quanto o TB podem reduzir a longevidade através de suicidio, por exemplo, ou por
piora do progndstico de doengas médicas gerais comuns, tais como doengas cardiacas e diabetes
(THASE; DENKO, 2008). Apesar da menor incidéncia de casos entre os Transtornos de
Humor, o TB foi apontado como tendo o maior percentual de casos graves na Cidade de Sao
Paulo, especialmente aqueles associados aos do tipo I (ANDRADE et al., 2012).

O TB ¢ divido em tipo I e tipo II, de acordo com os sintomas. Para o diagnostico do tipo
I considera-se a presenga de sintomas maniacos e/ou depressivos por pelo menos uma semana.
J& o tipo II ¢ principalmente caracterizado pela hipomania, que se diferencia da mania pela
menor severidade dos sintomas que, nesse caso, ndo constituem um episdédio maniaco completo
e pela presenga de pelo menos um episodio depressivo (Figura 1). Alteragdes de humor com
duracdo minima de quatro dias consecutivos sdo incluidas nos episdédios hipomaniacos

(BRENNER; SHYN, 2014).
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Figura 1: Principais subtipos do Transtorno Bipolar (TB).
O TB tipo I é caracterizado por pelo menos um episodio de mania (a) enquanto o TB tipo I é caracterizado por
pelo menos um episodio de hipomania e um episodio depressivo (b). Episodios de caracteristicas mistas podem ocorrer nos
dois subtipos. [imagem modificada de: VIETA et al., 2018].

O Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, em sua 5* edi¢cdo, considera
que o critério A para diagnodstico da mania € a persisténcia de atividade ou energia aumentada
(ASSOCIATION, 2014). De fato, a hiperatividade € o sintoma mais comum entre os pacientes,
seguido da presenca de pensamentos acelerados e aumento da pressao do discurso (MARTINO;
VALERIO; PARKER, 2020). Outros sintomas, chamados de auxiliares, também sao
considerados para o diagnéstico, tais como prejuizos no sono, autoestima elevada,
agressividade, irritagdo, euforia e alta busca por recompensa (YOUNG; DULCIS, 2015).

Farmacos estabilizadores do humor, como litio, valproato e carbamazepina, sdo a
primeira escolha para o tratamento do transtorno bipolar, especialmente da fase maniaca.

Entretanto, alguns antipsicéticos atipicos como olanzapina, risperidona, quetiapina e
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aripiprazol, sdo utilizados como adjuvantes no tratamento ou até como monoterapia, em alguns

casos (MUNEER, 2017; YATHAM et al., 2013).

2.2.Fisiopatologia do TB: Dopamina e Mania

A fisiopatologia do TB ainda ndo é completamente compreendida. Aponta-se que o
surgimento dos sintomas pode se dar por alteracdes em vias de sinalizagdo intracelulares
(BERK et al., 2011; MALETIC; RAISON, 2014), mudangas na expressao de genes (ABREU;
BRAGANCA, 2015; GREENWOOD et al., 2006; HARRISON; GEDDES; TUNBRIDGE,
2018; STEARDO et al., 2019), processos inflamatérios (BERK et al., 2011; MUNEER, 2016;
NIU et al.,2019) ou pelo funcionamento atipico de algumas vias neurais (MALETIC; RAISON,
2014; MANIJI et al., 2003; NEWBERG et al., 2008). O principal indicio clinico que aponta
para a disfung¢do de vias dopaminérgicas durante a fase maniaca ¢ o uso eficaz de antipsicoticos
atipicos no tratamento de pacientes com TB (GRANDE et al., 2016; YATHAM et al., 2018).

A neurotransmissdao dopaminérgica (Figura 2A) tem inicio a partir do aminoacido
tirosina, que € convertido em L-dopa, pela enzima tirosina hidroxilase (TH). Levodopa por sua
vez ¢ convertida em Dopamina, pela enzima L-Aminoacido aromatico descarboxilase (ou
DOPA descarboxilase), e em seguida ¢ armazenada em vesiculas por meio do transportador
vesicular de monoaminas (VMAT?2). Os receptores dopaminérgicos sdo metabotropicos e
agrupados nos subgrupos D1 (D1 e D5) e D2 (D2, D3 e D4), de acordo com propriedades
estruturais e farmacologicas. O término da neurotransmissdo acontece pela degradacdo da
dopamina pela enzima monoamino oxidase (MAO), presente na membrana de mitocondrias, ou

pela recaptagdo pelo transportador de dopamina (DAT).
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Figura 2: Neurotransmissdo dopaminérgica.

A:Elementos envolvidos na sintese e degradagdo da dopamina. B: Vias dopaminérgicas cerebrais.

Imagens modificadas de KLEIN et al., 2019.
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Existem quatro vias dopaminérgicas principais no cérebro. As vias mesolimbica e
mesocortical tém origem na area tegmentar ventral (ATV) e se projetam para o nucleo
acumbente e para o coértex, respectivamente. Neurdnios dopaminérgicos localizados na
sustdncia nigra se projetam para o estriado, formando a via nigroestriatal. Ja4 a via
tuberoinfundibular é formada por neuronios que partem do nticleo arqueado hipotaldmico para
a glandula pituitaria (Figura 2B).

De fato, varias das alteracdes comportamentais exibidas pelos pacientes sdo processadas
em regides cerebrais com comunicacdo dopaminérgica, como estruturas mesolimbicas e
mesocorticais (ASHOK et al., 2017; COUSINS; BUTTS; YOUNG, 2009), o que justifica o
sucesso desses medicamentos no tratamento. Além disso, a presenga de certos polimorfismos
do gene que codifica o transportador de dopamina parece conferir susceptibilidade para o
desenvolvimento do TB (GREENWOOD et al., 2006; HAYDEN; NURNBERGER, 2006;

PINSONNEAULT et al., 2011).

2.3.Modelos experimentais para TB/Mania

A ciclagem entre os estados depressivo, maniaco, de eutimia (sem sintomas) e a possivel
presenca de episddios mistos sdo as principais caracteristicas do TB. E justamente esses sdo os
principais limitadores para o desenvolvimento de modelos animais que mimetizem a progressao
desse transtorno. Por isso, enquanto se busca um modelo para o transtorno em si, a maioria dos
estudos sdo realizadas utilizando modelos tipo-depressivos ou tipo-mania, ou seja, opta-se por
estudar os estados separadamente (BEYER; FREUND, 2017; KATO; KUBOTA;
KASAHARA, 2007; MACHADO-VIEIRA; KAPCZINSKI; SOARES, 2004; SHARMA et al.,

2016; YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). Embora ndo contemplem a complexidade dos
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sintomas observada durante cada fase, sdo tteis na busca para compreender a fisiopatologia
desse transtorno e para a pesquisa por novos tratamentos.

Modelos animais para estudo de doencas psiquidtricas devem atender, ainda que
parcialmente, trés critérios de validade: de face (ou aparente), de constructo e preditiva. A
validade de face ¢ relativa a semelhancga entre a sintomatologia € o comportamento observado
no animal. A validade de constructo reproduz fatores neurobiologicos desencadeantes do
transtorno, de forma consistente com a fundamentagao teorica. Ja a validade preditiva diz como
o modelo responde aos medicamentos utilizados para o tratamento. Baseado nesses aspectos,
modelos animais podem ser classificados como farmacoldgicos (induzidos pela inje¢ao de
drogas), nutricionais (p. ex. alterando a dieta dos animais), genéticos (p. ex. animais nocautes)
e ambientais (p. ex. privando os animais de sono) (KATO; KUBOTA; KASAHARA, 2007;
MACHADO-VIEIRA; KAPCZINSKI; SOARES, 2004).

Dentre os sintomas exibidos pelos pacientes a hiperatividade é o pardmetro mais
facilmente reproduzivel em roedores, por isso ¢ amplamente avaliado (SHARMA et al., 2016;
YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). A validade de face desse parametro foi elegantemente
demonstrada por Perry e colaboradores, que identificaram diferengas na exploracdo do
ambiente entre pacientes bipolares e esquizofrénicos utilizando o teste do “Monitor de
Comportamento Padrdo” (do inglés Behavioral Pattern Monitor — BPM), que avalia diferentes
aspectos da hiperatividade de forma equivalente em humanos e roedores. Eles observaram que
pacientes em fase maniaca do TB ou com esquizofrenia gastam mais tempo caminhando e
explorando o novo ambiente que os individuos sadios. Entretanto, somente os individuos em
mania interagiam com os diversos objetos ali dispostos de forma persistente e simultanea.
Embora ndo seja possivel estabelecer uma relagdo direta desses pardmetros com a

sintomatologia do TB, eles podem ser relevantes para distinguir o comportamento tipo-mania
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de outros transtornos psiquiatricos em animais, uma vez que a hiperatividade ¢ avaliada em
diversos disttrbios psiquiatricos (PERRY et al., 2010; YOUNG et al., 2007).

Naturalmente as validades de constructo e preditiva variam de acordo com o método
escolhido para induzir a hiperatividade nos animais. A inje¢do intracerebroventricular (icv) de
ouabaina, por exemplo, ¢ utilizada como indutora de hiperlocomog¢ao por sua acdo inibidora
sobre a Bomba Na+/K+ ATPase que causa um desbalango idnico similar aos apresentados por
pacientes em mania. Sua validade preditiva tem sido extensivamente demonstrada
especialmente com o Litio, um dos farmacos de primeira escolha para o tratamento do TB (EL-

MALLAKH et al., 2003; VALVASSORI et al., 2019).

2.4.Inibicao de DAT como modelo tipo-mania

Potencializar a neurotransmissdo dopaminérgica ¢ uma das formas de induzir
comportamentos tipo-mania em animais. Nesse sentido, ¢ bem estabelecido que as anfetaminas,
drogas que inibem a recaptacao de dopamina, sdo capazes de desencadear agitagdo psicomotora
semelhante a observada em pacientes bipolares (FREY; VALVASSORI; et al, 2006;
PEREIRA et al., 2014; VALVASSORI et al., 2015). Da mesma forma, a inibi¢ao seletiva do
transportador de dopamina (DAT) pela administracdo de GBR12909 foi inicialmente proposta
por Young e colaboradores baseados na hiperlocomocdo desencadeada por essa droga
(YOUNG et al., 2010) e, posteriormente, Queiroz e colaboradores demonstraram que o pré-
tratamento subcronico com litio é capaz de reverter esses efeitos, corroborando sua validade
como modelo do comportamento tipo-mania (QUEIROZ et al., 2015). Animais com baixa
expressdo de DAT também exibem hiperlocomog¢do quando expostos ao BPM, permitindo

avaliar os efeitos da inibi¢do cronica desse transportador (KWIATKOWSKI et al., 2017).
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Além da hiperatividade, outros pardmetros avaliados em animais podem ser
relacionados & comportamentos exibidos pelos pacientes durante a fase maniaca. Um deles ¢ a
resposta de sobressalto, avaliada no teste de inibicao pré-pulso (do inglé€s prepulse inhibition -
PPI), que ¢ uma medida do funcionamento do filtro sensério-motor, que diz sobre a capacidade
do individuo em filtrar as informac¢des do ambiente externo. Pacientes bipolares apresentam
déficits no teste de inibi¢do pré-pulso, indicando que possuem um prejuizo no filtro sensorio-
motor (MAO et al., 2019; PERRY et al., 2001, SANCHEZ-MORLA et al., 2016). Em animais
o bloqueio farmacoldgico com GBR12909 causa prejuizo nessa resposta (KWEK; VAN DEN
BUUSE, 2013) e o mesmo ¢ observado em animais que nao expressam esse transportador
(RALPH et al., 2001; YAMASHITA et al., 2006). Entretanto, animais com baixa expressao de
DAT exibem maior magnitude na resposta de sobressalto mas ndo tem prejuizos no PPI,
sugerindo que basta um pequeno aumento na disponibilidade desse transportador para um efeito

protetor (RALPH-WILLIAMS et al., 2003).

2.5.Sistema Endocanabindide

Em 1964 os pesquisadores Mechoulam e Gaoni elucidaram a estrutura quimica do delta-
9-tetrahidrocanabinol (THC), marcando o inicio das pesquisas com canabindides, o que levaria
a identificag¢do do sistema endocanabinoide (DI MARZO, 2006; MECHOULAM et al., 2014).
Desde entdo, diversos trabalhos apontam esse sistema como potencial alvo terapéutico para
diversas doencas, incluindo transtornos psiquiatricos (CARVALHO; VAN BOCKSTAELE,
2012; PACHER; SANDOR BATKAI; GEORGE KUNOS, 2006). O sistema endocanabindide
¢ composto principalmente pelos receptores CB; e CBj, pelos ligantes endogenos
aracdonoiletanolamida (também denominada anandamida) e 2-aracdonoilglicerol (2-AG) e

pelas enzimas envolvidas na sintese e degradacao desses dois ligantes.
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A sintese dos endocanabinodes ocorre sob demanda, isso ¢, em resposta a algum
estimulo prévio e ndo sdo armazenados em vesiculas (PIOMELLI, 2003). As principais
enzimas envolvidas na degradacao dos endocanabindides sdo a amido-hidrolase de acidos
graxos (fatty acid amide hydrolase, FAAH) e a monoacilglicerol lipase (monoacylglycerol
lipase, MGL), que degradam anandamina e 2-AG, respectivamente. A inibicdo do
funcionamento dessas enzimas ¢ capaz de potencializar os efeitos desses neurotransmissores
(PIOMELLLI, 2003). Ambos receptores, CB1 e CB2, sdo acoplados a uma proteina G inibitdria,
reduzindo os niveis de AMPc (HOWLETT; ABOOD, 2017; MECHOULAM; PARKER, 2013;

PIOMELLI, 2003).
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Figura 3: llustragdo do Sistema Endocanabindide.
2-AG: 2-araquidonil glicerol; AEA: araquidonoil etanolamida (anandamida); FAAH: amido-hidrolase de dcidos
graxos; MAGL: monoacil glicerol lipase; CB1: receptor canabindide tipo 1; CB2: receptor canabindide tipo 2.
Imagem modificada de Asth et al, 2020 (em submissdo).

Os receptores canabinoides do tipo CB;i sdo abundantemente expressos no cérebro
(BUSQUETS GARCIA et al., 2016; HERKENHAM et al., 1990; PETTIT et al., 1998),
incluindo areas relacionadas a sintomatologia do transtorno bipolar como cortex cingulado,

hipocampo, amigdala basal e estriado (ASHTON et al., 2005). Estdo presentes em neuronios
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glutamatérgicos e gabaérgicos (KATONA et al., 1999; MARSICANO; LUTZ, 1999) e, por
isso, participam de vdrias respostas comportamentais. Em relagdo a neurotransmissao
dopaminérgica, regulam as vias nigroestriatal e mesocorticolimbica, (COVEY et al., 2017; EL
KHOURY et al., 2012; FITZGERALD; SHOBIN; PICKEL, 2012; MATEO et al., 2017).

A expressao de receptores CB2 no SNC foi demonstrada mais recentemente. Sao mais
abundantemente expressos nas células imunes da periferia, mas também podem ser encontrados
no cérebro em células da glia e neurdnios (GONG et al., 2006; ONAIVI, EMMANUEL S.,
2007). Estudos mostram a expressao desse receptor em neurdénios hipocampais e da substancia
nigra, além da microglia (ATWOOD; MACKIE, 2010; BRUSCO, A. et al., 2008; BRUSCO,
ALICIA et al., 2008; ONAIVL, E S et al., 2012). Ha evidéncias também de expressao em
neurénios dopaminérgicos da ATV (ZHANG et al., 2014, 2017). H4 aumento da
imunoreatividade para o RNAm desse receptor em outras regides cerebrais, como estriado e
cortex (GONG et al., 2006). Essa aparente baixa expressao t€ém potencial terap€utico, uma vez
que drogas seletivas para esse receptor tendem a ter menos efeitos psicotropicos (ATWOOD;
MACKIE, 2010).

A liberagdo de anandamida no estriado aumenta apds a inje¢do do agonista D>
quinpirole, e esse efeito ¢ bloqueado pela administragdo do antagonista seletivo, raclopride
(GIUFFRIDA et al., 1999). A cocaina, por sua vez, ¢ capaz de induzir a liberacdo de 2-AG na
ATV e, assim ativar receptores CB; localizados em neurdnios GABAérgicos, desinibindo assim

neurdnios dopaminérgicos (WANG et al., 2015).
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3. JUSTIFICATIVA

Estima-se que aproximadamente 1% da populacdo seja acometida pelo transtorno
bipolar ao longo da vida (BLANCO et al., 2017; GRANDE et al., 2016). Tanto a depressao
unipolar quanto o transtorno bipolar podem reduzir a longevidade por piora do prognoéstico de
outras doengas, tais como doengas cardiovasculares e diabetes (THASE; DENKO, 2008). Pode
ser incapacitante devido ao seu inicio precoce, gravidade e cronicidade, causando prejuizos
social e profissional (FERRARI et al., 2016). Além disso, existe uma alta prevaléncia de
tentativas e mortes por suicidio em pacientes com transtorno bipolar (COSTA et al., 2015;
LATALOVA; KAMARADOVA; PRASKO, 2014; SCHAFFER et al., 2015).

Ainda nd3o existe um modelo animal que reproduza as flututagdes de humor
caracteristicas desse transtorno, por isso ¢ de extrema importancia utilizar os modelos
disponiveis para buscar compreender a neurobiologia desse transtorno. Propomos investigar a
participagdo do sistema endocanabinodide considerando suas interagdes com a dopamina e suas

promissoras caracteristicas como alvo terapéutico.

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo geral

Testar a hipotese de que o sistema endocanabinodide esteja envolvido nos efeitos

decorrentes da inibi¢ao farmacologica (GBR12909) ou genética (knockdown) do transportador

de dopamina em testes preditivos para o comportamento tipo-mania.
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4.2.0bjetivos especificos

1) Validar o modelo tipo-mania induzido pelo GBR12909 em camundongos da
linhagem C57B1/6J no campo aberto;

2) Verificar se a modulagdo do sistema endocanabinodide reverte os efeitos
comportamentais induzidos pelo GBR12909;

3) Comparar os resultados da inibi¢cdo aguda de DAT (por meio do GBR12909)
com a inibi¢do cronica, utilizando animais com baixa expressdo para esse transportador

(animais DAT KD).

Diante das diferentes abordagens empregadas para investigar os efeitos da modulacao

do sistema endocanabindide frente a inibicdo do transportador de dopamina, dividimos

metodologia e resultados em duas partes:

A: Avaliagdo de comportamento induzido pela inibi¢cao aguda de DAT no campo aberto

B: Avaliagdo de comportamentos induzidos pela inibi¢do aguda e cronica de DAT no

BPM e no teste de inibi¢do pré-pulso
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PARTE A: AVALIACAO DE COMPORTAMENTO INDUZIDO PELA INIBICAO

AGUDA DE DAT NO CAMPO ABERTO

5. MATERIAIS

5.1.Animais

Os testes comportamentais foram realizados em camundongos machos da linhagem
C57BL/6Junib, com idade entre 10 e 15 semanas e pesando de 20 a 30 gramas. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da UFMG e mantidos no biotério do Departamento de
Farmacologia da UFMG, com adequado controle de luz e temperatura, livre acesso a ragdo e
agua, e sob ciclo claro-escuro de 12h/12h, sendo os testes realizados sempre durante a fase
clara. Os procedimentos descritos a seguir foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais — CEUA-UFMG sob o numero de protocolo 078/2014.

5.2.Drogas

Utilizamos o inibidor seletivo do transportador de dopamina GBR12909 (Sigma
Aldrich®), diluido em salina 0,9%, nas doses de 5, 10 e 15mg/kg. Para validagao do modelo
utilizamos o Carbonato de Litio (Sigma Aldrich®), nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg e diluido
em 4% de HCl e 96% de salina 0,9%. Para avaliar a participagdo de receptores CB1, utilizamos
0 agonista inverso AM251(Sigma Aldrich®), nas seguintes doses: 0,1; 0,3; 1 e 3 mg/Kg.
Também utilizamos Canabidiol (CBD — BSPQG), diluido em 5% de tween 80 e 95% de salina
estéril 0,9%, nas doses de 15, 30 e 60 mg/Kg. A participacdo de receptores CB; foi avaliada

por meio da administragdo do agonista JWH133 (Tocris Bioscience®), nas doses de 0,3; 1 e 3



30

mg/Kg. AM251 e JWH133 foram diluidos em cremofor, etanol e salina na propor¢do 1:1:18

(vol/vol).

6. METODOS

6.1. Avaliacio Comportamental

Avaliamos o comportamento dos camundongos C57BL/6J no campo aberto frente a trés
diferentes protocolos de administragdo de GBR12909 ( Figura 4A), com o objetivo de avaliar
qual o mais robusto para as etapas seguintes. O primeiro protocolo consistiu na habituacio de
10 min seguida da inje¢do de GBR ou salina e exposi¢ao na arena por mais 20min. No segundo
os animais eram colocados no campo aberto imediatamente apds a inje¢do e¢ a distdncia
percorrida era avaliada durante os 30 min seguintes. No terceiro os animais recebiam a inje¢ao
de GBR12909 e 2h depois eram expostos ao campo aberto.

Os pré-tratamentos ( Figura 4B) consistiram na administracdo de Carbonato de Litio ou
de um dos moduladores do sistema endocanabinodide, além dos grupos que receberam veiculo.
O intervalo entre o pré-tratamento e a proxima inje¢ao foi de 20 min para o Carbonato de Litio
e de 30 min para as demais drogas. Apos esse tempo os animais recebiam GBR12909 ou salina
e logo em seguida o comportamento no campo aberto era observado durante 30 min. No
protocolo de pré-tratamento subcronico ( Figura 4C) os animais receberam 5 inje¢des de
Carbonato de Litio ou veiculo, com intervalo de 12h entre elas e no dia teste o pré-tratamento
foi realizado, conforme o protocolo com habituacdo de 10 min.

Todas as drogas foram administradas pela via intraperitoneal e comparadas com o
respectivo controle, em experimentos independentes. Os experimentos foram filmados com

auxilio de uma camera de video localizada 2,0 metros acima do campo aberto.
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Simultaneamente, com auxilio do software ANY-MAZE (versdo 4.5), a distancia total

percorrida pelos animais foi registrada.

A Sem habituagio GBR12909
ou salina

Com 10 min de habituagdo GBR12909
ou salina
2 horas
2h depois do GBR12909 GBR12909 |::> .
ou salina
B .
Carbonato de Litio
20 0u
AM251 30 min
JWH133
Canabidiol
veiculo
Carbonato de Litio
20 0u
AM251 30 min
JWH133 :> GBR12909
Canabidiol ou salina
veiculo
C Dia 2 Dia3
Carbonato de Litio
(50mg/KG) ou veiculo ‘ 12h ‘ 12h 12h | 12h

Dia 041: Teste

Carbonato de Litio

20 min
(50mg/KG) ou E— GBR12909
veiculo ou salina
O Campo aberto

Figura 4: Delineamento experimental — Parte A.
A: Diagramas esquematicos dos trés diferentes protocolos utilizados para avaliar a hiperlocomogdo
induzida pelo GBR12909. B: Diagramas demonstrativos dos intervalos de pré-tratamentos. C: Esquema do pré-
tratamento subcronico com o Carbonato de Litio.
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6.2.Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do software Prism8 (GraphPad, La Jolla, CA,
USA) pra Windows. Os grupos foram comparado pelo teste ANOVA de uma ou duas vias, de
acordo com a quantidade de variaveis independentes, seguido do pos-teste de Bonferroni. O
nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05 para todos os casos. Os dados estdo expressos
como a média +/- erro padrdo da média, apresentados em cinza. Os pontos correspondem a

distancia total percorrida por animal.

7. RESULTADOS

7.1.Padronizacio do protocolo de inducio da hiperlocomocao

Para verificar qual o protocolo mais sensivel em detectar os efeitos do GBR12909 na
locomogdo, avaliamos trés diferentes possibilidades. O grupo de animais que recebeu
GBR12909 na dose de 10 mg/Kg exibiu aumento de locomoc¢ao nos protocolos sem habituacao
[F (2, 28) =9,549; *** p =0,0007] e com [F (2,26) =4,970; * p = 0,0149]. Nenhuma das doses
de GBR 12909 diferiu do grupo controle no protocolo de exposi¢do a arena 2h depois da injecao

[F (2,27) = 0,9680; p = 0,3926] (Figura 5).
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Figura 5: Efeito da administracdo aguda de GBR12909 em trés diferentes protocolos.

A: distdncia total percorrida logo apos a administra¢do de GBR12909 avaliada por 30 min no campo
aberto; n = 10-11-10. B:distancia total apos a inje¢do de GBR no protocolo com habituagdo de 10 min;
correspondente ao intervalo de 11 a 30 min no campo aberto; n = 10-9-10. C: distdncia percorrida 2h apos a
administragdo de GBR avaliada por 5 min no campo aberto; n = 10/grupo.

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni.
* em relagdo ao grupo veiculo e # em relagdo ao grupo GBRS. .
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7.2.Validagao preditiva do modelo com Carbonato de Litio

Avaliamos se a administracdo de Carbonato de Litio influencia a locomogao basal dos
animais. O pos-teste de Bonferroni mostrou que a maior dose testada 100 mg/kg diminuiu a
locomogdo em relagdo aos grupos veiculo e Li 25. Ja a dose de 50 mg/Kg foi diferente somente

em relacdo ao grupo veiculo [F (3,34) = 11,80; *** p <0,0001] (Figura 6).
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Figura 6: Curva dose-resposta do Carbonato de Litio.
Distancia total percorrida em 30min;n = 10-9-9-10. Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA
de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni, * em rela¢do ao grupo veiculo e # em relagdo Li25.

Na etapa seguinte buscamos avaliar se as doses de 25 e 50 mg/ Kg de Carbonato de Litio
eram capazes de reverter a hiperlocomocgao induzida pela dose de 10 mg/Kg de GBR12909 no
protocolo com habituagdo. Observa-se que o Carbonato de Litio ndo interfere na locomogao

apos a inje¢do de GBR12909 [F (3,29) = 3,569; * p = 0,0260] (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do pré-tratamento agudo com Carbonato de Litio na hiperlocomog¢do induzida pela
dose de 10 mg/Kg de GBR12909 no protocolo com habituagio.
Distancia total percorrida durante os 20min seguintes a inje¢do de GBR12909; n = 9-8-9-7 Dados
expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni,
* em relagdo ao grupo veiculo.

Embora a dose de 10 mg/Kg tenha aumentado a locomocao no experimento anterior,
optamos por aumentar a dose de GBR12909 para 15mg/Kg, seguindo trabalhos anteriores do
nosso grupo (BASTOS et al., 2018). Entretanto, observamos que nenhuma das doses testadas
preveniu a hiperlocomoc¢ao induzida por essa dose de GBR12909 durante os 20 min avaliados

[F (3,33) = 3,378; * p = 0,0297] (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do pré-tratamento agudo com Carbonato de Litio na hiperlocomogio induzida pela
dose de 15 mg/Kg de GBR12909 no protocolo com habituacdo.
Distancia total percorrida durante os 20min seguintes a injegdo de GBR12909; n = 11-9-9-8.
Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni,
* em relacdo veiculo + veiculo
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Como o pré-tratamento agudo com Carbonato de Litio ndo foi capaz de reverter a
hiperlocomogao induzida pelo GBR12909, avaliamos os efeitos da administragdo subcronica
da dose de 50 mg/Kg desse composto. Embora o ANOVA de duas vias mostre efeito do
GBR129009 [F (1, 31) = 5,586; * p = 0,0246], o pds-teste de Bonferroni ndo mostrou diferenca
entre os grupos veiculo + veiculo e veiculo + GBR. Dessa forma, ndo ¢ possivel apontar os
efeitos do tratamento subcronico com Carbonato de Litio no grupo que também recebeu
GBR12909, embora o Litio também tenha efeito [F (1, 31) = 6,734; * p = 0,0143]. Nao ha

interagdo entre os dois fatores [F (1,31)=1,913; p=0,1765] (Figura 9).
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Figura 9: Efeito do pré-tratamento subcronico com Carbonato de Litio na hiperlocomocdo induzida
pela dose de 15 mg/Kg de GBR12909 no protocolo com habituagdo.
Distdncia total percorrida durante os 20min seguintes a inje¢cao de GBR12909; n = 9-8-9-9.
Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de Bonferroni;
# em relagdo ao grupo veiculo + Li 50.

Diante da auséncia do efeito do GBR12909 no experimento subcronico, testamos
novamente o pré-tratamento com Carbonato de Litio agudo, mas dessa vez no protocolo sem
habituagdo. Desse modo, a distdncia percorrida foi analisada nos 30min seguintes a
administracdo de GBR12909 na dose de 15 mg/Kg. Observamos que nesse protocolo o grupo
veiculo + GBR exibiu hiperlocomocgdo [Efeito do GBR: F (1, 36) = 17,64; *** p = 0,0002] e

houve também efeito do Carbonato de Litio [F (1, 36) = 4,200; * p = 0,0478], mas nao houve
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interagdo entre esses fatores [F (1, 36) = 1,045; p = 0,3135]. O pos-teste de Bonferroni ndo

mostrou diferenca do grupo Li 50+GBR com os demais (Figura 10).
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento agudo com Carbonato de Litio na hiperlocomoc¢do induzida pela
dose de 15 mg/Kg de GBR12909 no protocolo sem habituacio.
Distancia total percorrida durante os 30min seguintes a inje¢do de GBR12909, n = 10/grupo.
Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de Bonferroni,
* em relagdo ao grupo veiculo + veiculo e # Li 50 + veiculo.

7.3.Efeito do pré-tratamento com agonista inverso/antagonista CB1 AM251

Avaliamos se somente a administracdo do agonista inverso de receptores CB ja ¢ capaz de

alterar a locomocao dos animais. Nenhuma das doses testadas alterou a locomocao [F (3,35) =

0,2692; p=0,8471] (Figura 11).
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Figura 11: Curva dose-resposta do agonista inverso de receptores CB1, AM251.
Distancia total percorrida durante 30 min. Locomogdo, n = 10,10,9 e 10 respectivamente.
Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni.
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Houve efeito do GBR em relagdo ao grupo controle (veiculo + veiculo) mas ndo ha
diferencga estatistica entre os grupos que receberam AM251 e GBR12909 e o grupo que
recebeu veiculo + GBR12909 [F (4,45) = 6,873; *** p = 0,0002] (Figura 12), indicando que o

pré-tratamento nao teve efeito em prevenir a hiperlocomogao.
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Figura 12: Efeito do agonista inverso CB1 AM251 na hiperlocomogdo induzida por GBR12909 no
protocolo sem habituacdo.
Distancia percorrida durante os 30 min seguintes a inje¢do, n = 10/grupo.
Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni,
* em relagdo ao grupo veiculo + veiculo.

Optamos por testar uma dose maior de AM251, nesse caso a de 3 mg/Kg, que também
estd na faixa de acdo seletiva para receptores CB1. Observamos que essa dose foi capaz de
reverter o aumento de locomogao induzido pelo GBR12909. [Efeito do GBR12909: F (1, 36)
=12,46; ** p = 0,0012]; [Efeito do AM251: F (1, 36) = 10,68; ** p = 0,0024]; [Interagdo: F

(1,36)=0,8767; p = 0,3554] (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do pré-tratamento com agonista inverso CB1 AM251 na dose de 3 mg/Kg na
hiperlocomocao induzida por 15 mg/Kg de GBR12909 avaliado no protocolo sem habituagdo.
Distancia total percorrida em 30 min, logo apos a inje¢cdo de GBR12909, n = 10/grupo. Dados
expressos como média +/- EPM. ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de Bonferroni, * em relagdo ao
grupo veiculo + veiculo; # em relagdo ao grupo AM3 +veiculo; & em relagdo ao grupo veiculo + GBR.

7.4.Efeito do pré-tratamento com agonista CB2 JWH133

Nenhuma das doses testadas do agonista de receptores CB,, JWH133 alterou a

locomogdo basal dos animais [F (3,34) = 1,994; p = 0,1333] (Figura 14).
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Figura 14: Curva dose-resposta do agonista CB: JWH133.
Distancia total percorrida durante 30 min, n = 9,10,9,10 respectivamente.
Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni.

Embora o GBR12909 tenha induzido o aumento da locomog¢do nos grupos em que foi

administrado, o pré-tratamento com agonista de receptores CB2 JWH133 ndo foi capaz de
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reverter esse efeito em nenhuma das doses testadas [F (4,45) = 5,204; ** p = 0,0016]. (Figura

15).
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Figura 15: Efeito do pré-tratamento com o agonista de receptores CB: JWH133 na hiperlocomog¢éo

induzida por GBR12909 no protocolo sem habituacdo.
Distancia total percorrida durante 30 min; n = 10,11,11,9,9. respectivamente.
Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni

* em relagdo ao grupo veiculo + veiculo.

7.5.Efeito do pré-tratamento com Canabidiol

A administracdo de Canabidiol ndo interfere na locomocao basal dos animais, como

demonstra a curva dose resposta [F (3,36) = 1,499; p = 0,2312] (Figura 16).
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Figura 16: Curva dose-resposta do Canabidiol.
Distancia total percorrida durante 30 min no campo aberto; n = 10/grupo.
Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni.
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Novamente o grupo veiculo + GBR12909 nio foi estatisticamente diferente do grupo
veiculo + veiculo. Entretanto, podemos obserevar que nenhuma das doses de canabidiol
testadas como pré-tratamento preveniu a hiperlocomogao induzida pelo GBR12909. [F (4,43)

=17,846; p <0,0001] (Figura 17).
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Figura 17: Efeito do pré-tratamento Canabidiol na hiperlocomoc¢do induzida por 15 mg/Kg de
GBR12909 avaliado no protocolo sem habituacao.
Distancia total percorrida em 30 min, logo apos a inje¢cdo de GBR12909;, n =10, 9, 9 10e 10
respectivamente. Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pos-teste de
Bonferroni, * em relagdo ao grupo veiculo + veiculo.

7.6. Tabela resumo dos Resultados da Parte A

Mecanismo de acio Curva dose- Hiperlocomoc¢ao induzida
Droga
resposta por GBR12909

Inibigdo da via
Carbonato de

AKT/GSK3p +/- !
Litio
(dentre outros)
AM251 Antagonista CB; . !
JWH133 Agonista CB; _ _
Aumenta niveis de
Canabidiol - -

anandamida
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PARTE B: AVALIACAO DE COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA INIBICAO

AGUDA E CRONICA DE DAT NO BPM E NO TESTE DE INIBICAO PRE-PULSO

8. MATERIAIS

8.1.Animais

Na primeira etapa dos experimentos utilizamos machos e fémeas da linhagem
C57BL/6]J, a partir de 8 semanas de idade, fornecidos pelo Jackson Laboratory. Fémeas e
machos com baixa expressdo do transportador de dopamina (DAT KD, do inglés knockdown)
e seus respectivos wild-type, de background C57BL, foram utilizados na segunda etapa de
experimentos. Todos animais foram mantidos no biotério da University of California in San
Diego (UCSD) sob ciclo claro-escuro de 12h (19h-7h claro) e as analises comportamentais
foram realizadas durante a fase escura, ap6s 1 semana de aclimatag@o ao biotério e a cada dia
de teste os animais permaneciam lh apds na sala de experimentos também para aclimatagao.
Ragado e dgua foram fornecidas ad libitum, exceto durante os testes comportamentais. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da UCSD (UCSD Institutional Animal

Care and Use Committee).

8.2.Drogas

Para inibicdo aguda do transportador de dopamina utilizou-se a dose de 16 mg/Kg de
GBR 12909 dihydrochloride (Sigma Aldrich®), diluido em salina 0,9%. Ja para a modulagao
do sistema endocanabinoide utilizamos as seguintes drogas:

* AM251, doses 0,3; 1 e 3 mg/Kg (Tocris Bioscience®): Antagonista de receptor CB;
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e JZL184, doses 1,6; 5,1 e 16 mg/Kg (Cayman Chemical®): Inibidor da enzima MGL,
que hidrolisa 0 2-AG

* AMO630, doses 1; 3 e 10 mg/Kg (Cayman Chemical®): Antagonista de receptor
CB2/agonista inverso

* URB597, doses 0,3; 1 e 3 mg/Kg (Cayman Chemical®): Inibidor da enzima FAAH, que
hidrolisa a anandamida

* (Canabidiol ou CBD, doses 0,3; 1 e 3 mg/Kg (Cayman Chemical®):

* A9-Tetrahydrocannabinol ou THC, doses 0,3; 1 ¢ 3 mg/Kg (fornecido pelo Instituto
Nacional de Drogas de Abuso - National Institute on Drug Abuse - NIDA, Baltimore, MD).:

CBD foi dissolvido em 5% de Tween 80 ¢ 95% de salina 0,9%. O THC, que estava

dissolvido em etanol, foi obtido apods a evaporagao desse sob um fluxo de nitrogénio, e o residuo
foi diluido em propileno glicol e Tween 80 na propor¢do de 1:1 e em seguida em salina. As
demais drogas foram diluidas em cremofor, etanol e salina na propor¢do 1:1:18. As solugdes

foram administradas via intraperitoneal, a 10 ml/Kg, com exce¢do do THC, que foi a 5 ml/Kg.

9. METODOS

9.1.BPM (Behavioral Pattern Monitor)

O monitor de padrdo comportamental, do inglés Behavioral pattern monitor (BPM)
(San Diego Instruments, San Diego, CA) sdo caixas de acrilico (30.5 X 61 % 38 cm), com onze
orificios de 1,25 cm de didmetro, dispostos como mostrado na Figura 18, e possuem sensores
infravermelhos que permitem avaliar atividades locomotora (distdncia e transi¢cdes) e
exploratoria (“nosepoking” e “rearings’) dos animais. Cada caixa ¢ fechada para minimizar a

entrada de luz e som externos. Cada sessdo teve 45 min de duragdo e foi realizada apenas com



44

luz branca dentro de cada cadmara. Antes do teste os animais eram aclimatados por pelo menos

60 min na sala de experimentacao e os testes foram realizados durante a fase escura do ciclo.

oo—=—— 0 o
ab """ o ; ::"-’----; ------- g
.0 ’/' ------ @"""‘----::f:.._.__© ______ "

Figura 18: Representagdo do monitor de padrdao comportamental.
(Behavioral pattern monitor — BPM. Imagem retirada de Kwiatkowski et al., 2019.

9.2.Teste de Inibicao Pré-Pulso (Prepulse Inhibition - PPI)

Utilizamos oito camaras (SR-LAB, San Diego Instruments, USA), cada uma composta
por um cilindro de acrilico de 5 cm de diametro, mantido dentro de uma caixa ventilada que
atenua o som do ambiente externo e caixas de som posicionados acima dos cilindros transmitem
os estimulos sonoros para o interior das cdmaras. Os movimentos dos animais sao transduzidos
por acelerdmetros piezoelétricos, posicionados sob os cilindros, e armazenados e digitalizados
por um sistema de interface computacional.

O teste ¢ iniciado apds 5 min de habituacdo e durante todo o tempo o ambiente
permanece iluminado e o som de fundo mantido em 65dB. Os pulsos de sobressalto tiveram
duracdo de 40 ms e os pré-pulso de 20 ms, com intervalos entre os estimulos variando de 3 a
12 s (7 s de média). As sessdes de sobressalto sdo compostas de 6 blocos. O primeiro consiste
em cinco pulsos de 120 dB e o segundo de estimulos pré-pulsos de 69 (pp4), 73 (pp8) e 81
(pp16) dB antes do pulso de 100dB. O terceiro bloco os mesmos estimulos pré-pulsos de 69,

73 e 81 sdo pareados com os pulsos de 120 dB. Variagdes dos intervalos entre os estimulos pré-
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pulso s3o apresentadas no quarto bloco, sendo o estimulo pré-pulso de 73 DB seguido do pulso
de 120 dB por 25, 50 100, 200 e 500 ms. O quinto bloco inclui somente estimulos sonoros de
sobressalto, com pulsos de 80, 90, 100, 110 e 120 dB. No ultimo bloco sao cinco estimulos de
120 dB que servirao para avaliar a habituacdo, quando analisados junto com os estimulos de
120 dB dos blocos anteriores. O valor de PPI foi calculado como a porcentagem de pontos de
cada intensidade prepulso baseada no pulso de 120 dB com cada bloco: %PPI = 100 —
[(magnitude do sobressalto pro prepulso + pulso / magnitude de sobressalto para pulso sozinho)

*100].

9.3.Delineamento Experimental

9.3.1. 1“etapa: Pré-tratamento agudo com moduladores endocanabinodides em animais C57

tratados com GBR12909

A primeira etapa de experimentos teve como objetivo avaliar se alguma das seis drogas
moduladoras do sistema endocanabindide era efetiva em prevenir os efeitos induzidos pelo
GBR12909 nos testes do BPM e PPI em animais C57 (n=7-8/grupo). Todas as drogas utilizadas
como pré-tratamento ou seu respectivo veiculo foram administrados 30 min antes do inicio do
teste no BPM e os animais recebiam GBR12909 ou salina 20 min depois da primeira inje¢ao,
ou seja, 10 min antes do inicio do teste no BPM. Apds os 45 min desse primeiro teste os animais

eram imediatamente transferidos para as cadmaras do PPI. Um intervalo minimo de uma semana
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foi respeitado entre os experimentos para garantir que houve a completa metaboliza¢do das

diferentes drogas utilizadas.

Pre-treat./veh GBR*/sal BPM PPI

Cada
teste: 20min 10min 45min 45min

* GBR12909 16mg/Kg

1. AM251 2.J71.184 3. AM630 4.URBS9 5.CBD 6. THC

1 semana

Figura 19: Delineamento experimental — Parte B.
A:Diagrama demonstrativo dos intervalos entre a administragdo das drogas e os testes
comportamentais. B: Diagrama da ordem em que os diferentes moduladores endocanabinoides foram
administrados.

9.3.2. 2%etapa: Pré-tratamento com AM251 em animais knockdown para DAT

Apo6s 1h de aclimatagdo na sala de experimentos os animais foram pre-tratados com

AM?251, na dose de 3 mg/Kg, 30 min antes do inicio do teste no BPM, que teve duragdao de

45min.

9.4.Analise Estatistica

Os dados de cada experimento foram analisados por ANOVA de duas vias. Quando nao

houve diferenca entre sexos ou interagdo de sexo com o0s outros fatores, os dados foram

colapsados e novamente analisados. Utilizamos o software Biomedical Data Programs (BMDP)
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statistical software (Statistical Solutions Inc., Saugus, MA) e o valor de alfa foi estabelecido

em 0,05. Para comparagdes entre grupos utilizou-se o pos-teste de Tukey.

10. RESULTADOS:

10.1. 1% etapa: Pré-tratamento agudo com moduladores endocanabindides em animais

C57 tratados com GBR12909

10.1.1. Efeito na distancia percorrida

Nenhuma das drogas testadas como pré-tratamento teve interagdo com o fator sexo ou
alterou a distancia percorrida pelos animais em relagdo ao grupo controle. A administragao de
GBR12909 na dose de 16 mg/Kg foi efetiva em aumentar a distancia percorrida em todos os
experimentos testados (Figura 20 e APENDICE). Apenas AM251 [F (3,119)=5.72, p=0.0011]
e THC [F (3,117) =4.02, p=0.0092] tiveram efeito, mas o pds-teste ndo mostrou diferenga entre
os grupos. Nao houve interagdo entre esses pré-tratamentos € 0 GBR12909 [Interagdo AM251

and GBR: F (3,119) = 0,66, p=0,5767; Interacdo THC and GBR: F (3,117) = 1.18, p=0.3205].
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Figura 20: Efeito dos pré-tratamentos com AM251 e THC na hiperlocomogdo induzida por 16 mg/Kg
de GBR12909 avaliados no BPM.
Dados agrupados sem o fator sexo e apresentados como média +/- EPM., n = 14-16. ** p< 0,05 em
relagdo ao grupo veh+sal.
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10.1.2. Efeito no numero de Rearings

Nao houve interagdo do fator sexo com nenhuma das drogas testadas e, por isso, 0s
dados foram agrupados. Nenhum pré-tratamento alterou o numero de rearings. Houve efeito da
administracdo de GBR12909, mas o pds-teste de Tukey s6 mostrou diferenca entre os grupos
veh+sal e veh+GBR no experimento com AM251. A maior dose do AM251 (3 mg/KQG)
preveniu esse efeito [F (3,119) = 7.91, p=0.0001] mas ndo houve intera¢ao entre os fatores

AM251 e GBR [F (3,119) = 1.52, p=0.2127]. (Figura 21 ¢ APENDICE).
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Figura 21: Efeito do antagonista CB1 AM251 no niumero de rearings induzido pela administracdo de
16 mg/Kg de GBR12909 no BPM.
Dados agrupados e apresentados como média +/- EPM, n = 15-16/grupo.
** em relagdo ao grupo veh+sal e ## em relacdo ao grupo veh+GBR
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10.1.3. Efeitos na resposta de inibi¢do pré-pulso

Nao houve efeito do sexo por isso os dados foram agrupados. No teste de Inibi¢ao pré-
pulso observamos que o GBR12909 diminui a porcentagem do PPI nas trés intensidades de
estimulos pré-pulso testadas [F (1, 119) = 30.81, p = 0.0000], indicando que esses animais
exibem uma piora na resposta de sobressalto (mais assustados). O pré-tratamento com
antagonista CB1 AM251 nao foi efetivo em prevenir essa resposta [AM251: F (3, 119) = 1.89,

p = 0.1344] (Figura 22).

AM251, NS, 120p
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I A3 +sal [ A3+ GBR

% PPI

pp4 pp8 pp16
Prepulse Intensity

Figura 22: Efeito do antagonista CB1 AM251 no teste de inibicio pré-pulso.
Intensidade dos estimulos pré-pulso: pp4 = 69 dB, pp8 = 73 dB e ppl6 = 81 dB.
Dados representados como média + E.P.M., n = 15-16/grupo.
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10.2. 2% etapa: Pré-tratamento com AM251 em animais DAT KD

10.2.1. Efeitos na distancia percorrida

Animais DAT KD exibiram um aumento na distancia percorrida em relacdo aos animais
wild type [Efeito do genotipo: F (1,49) = 45.26, p = 0.0000]. AM251 na dose de 3 mg/Kg
atenuou o aumento da locomocao nos animais nocaute [Efeito AM251: F (1,49) = 7.36, p =
0.0092]. Nao houve interacao entre os fatores sexo e pré-tratamento [F (1,45)=0.43, p=0.5132]

e entre pré-tratamento e gendtipo [F (1,49)=1.60, p=0.2120] (Figura 23).
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Figura 23: Efeito do antagonista CB1 na distincia percorrida por animais DAT KD e Wild type.
Dados agrupados e apresentados como media +/- E.P.M.. * em rela¢do ao grupo veh-WT;
# em relagdo ao grupo A3-WT e & em relag¢do ao grupo veh-KD.
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10.2.2. Efeitos no numero de Rearings

Animais com baixa expressdo de DAT exibiram aumento no nimero de rearings em
relacdo aos animais wild type [Efeito genotipo: Gene F(1,49) = 22.24, p = 0.0000]. O
antagonista CB1, AM251, ndo teve efeito em prevenir o aumento no numero de rearings nos
animais nocaute [Efeito do AM251: F (1,49) =3.18, p = 0.0807]. Nao houve interagdo entre os
fatores sexo e AM251 [F(1,45)=0.57, p=0.4558] e gene ¢ AM251 [F(1,49)=0.77, p=0.3838]
(Figura 24).
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Figura 24: Efeito do antagonista CB1 AM251 no n°. de rearings em animais DAT KD e wild type.
Dados agrupados e apresentados como media e E.P.M.
* Em relagdo ao grupo veh-WT e # em relagdo ao A3-WT
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11. DISCUSSAO

A inibicao de DAT ¢ capaz de induzir mudangas comportamentais em animais e o estudo
dessas alteragdes sdo uma das formas disponiveis para elucidar as relagdes entre diferentes vias
cercbrais. Nesse trabalho buscamos avaliar as interagdes do sistema endocanabindide com o
sistema dopaminérgico, utilizando a inibi¢cdo farmacoldgica de DAT, atraves da administracao
do inibidor seletivo GBR12909, e também genética, com animais com baixa expressao desse
transportador. Ja a participacdo do sistema endocanabindide foi avaliada pela administragdo de
drogas que atuam em diferentes etapas da neurotransmissdo, como na degradacao de ligantes

endogenos e no bloqueio de receptores.

11.1. Avaliacio da hiperatividade em modelos animais de mania

Algumas das alteracdes comportamentais induzidas pela inibi¢do de DAT podem ser
uteis também para compreender a fisiopatologia de algumas doengas, dentre elas, a fase
maniaca do TB. O comportamento mais comumente avaliado em modelos animais para mania
¢ a alteracdo na locomocao e, embora ndo seja um parametro utilizado no diagnostico, ja foi
demonstrado que pacientes em mania apresentam hiperatividade (HENRY ez al., 2010; PERRY
et al., 2009, 2010; YOUNG et al., 2007). A inibigao de DAT ¢ capaz de desencadear essa
resposta comportamental e sua utilizagdo como modelo do comportamento tipo-maniaco tem
sido amplamente demonstrada, seja com a administragdo de GBR12909 (BASTOS et al., 2018;
QUEIROZ et al., 2015; VAN ENKHUIZEN et al.,, 2012) ou em animais DAT KD
(KWIATKOWSKI et al., 2017). O efeito do GBR12909 se mostrou robusto, uma vez que

desencadeou hiperelocomocgao tanto durante a fase clara como na fase escura.
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Cabe destacar que anfetaminas também sdo utilizadas para avaliar o comportamento
tipo-mania em animais, embora o fato dessas substdncias ndo serem seletivas limite a
interpretagdo de alguns resultados.

Demonstramos parcialmente a validade preditiva do GBR12909 como indutor do
comportamento tipo-mania em animais, com a administragdo de carbonato de litio, fArmaco
estabilizador do humor de primeira escolha para o tratamento de pacientes bipolares. A dose de
50 mg/Kg atenuou o aumento de locomog¢ado induzido pelo GBR12909 em animais C57BIl6, o
que esta de acordo com outros dados obtidos por nosso grupo em animais da linhagem Swiss
(BASTOS et al., 2018). O pré-tratamento com Carbonato de Litio tem se mostrado eficaz em
atenuar o aumento de locomoc¢ao induzido por GBR12909, tanto de forma aguda como cronica
(BASTOS et al.,2018; QUEIROZ et al., 2015; VAN ENKHUIZEN et al., 2015). A diminuigido
da locomogao basal apds a administragao de doses altas dessa substancia pode estar relacionada
a sua estreita faixa terapéutica. A inibi¢do de DAT como modelo tipo-mania também ja foi
validada com Valproato e Aripiprazol revertendo hiperlocomog¢ao (BASTOS et al., 2018; VAN
ENKHUIZEN et al., 2012).

A validade preditiva de outros modelos que levam em conta alteragdes na
neurotransmissdo dopaminérgica para o surgimento do comportamento tipo-mania em animais
também ja foi demostrada com o litio. O tratamento cronico foi capaz de prevenir a
hiperlocomog¢do induzida por d-anfetamina (FREY; ANDREAZZA; et al., 2006) e pela
privacdo do sono paradoxal (DAL-PONT ef al., 2019), enquanto a injecdo aguda preveniu os
efeitos induzidos pelo metilfenidato (SOUZA et al., 2016). Cabe destacar que os resultados do
litio revertendo o comportamento induzidos pela administragdo de anfetaminas variam entre
diferentes espécies (FLAISHER-GRINBERG; EINAT, 2010; LAN; EINAT, 2019), sendo
importante avaliar se 0 mesmo ocorre com outros psicoestimulantes. Interessantemente notar

também que o litio foi capaz de reverter tanto a hiperlocomog¢ao quanto os comportamento tipo-
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depressivos induzidos por uma tUnica injecdo de ouabaina, demostrando a preditabilidade
farmacoldgica dos modelos animais de transtorno bipolar (VALVASSORI et al., 2019).
Diversos alvos tem sido apontados para a acdo do litio. De importancia para os efeitos
anti-mania destacamos a inibi¢do da via AKT/GSK3, por sua relacdo com a neurotransmissao
dopaminérgica. A ativacao de receptores D2 pode recrutar a via -arrestina 2, que mantem AKT
inativa, deixando GSK3 ativa livre. O litio age tanto desestabilizando o complexo formando
por P-arrestina/Proteina fosfatase 2/AKT quanto inibindo diretamente GSK3 (BEAULIEU,
2011). Esses efeitos decorrentes do recrutamento de [-arrestina 2 parecem explicar o
mecanismo como litio, valproato e lamotrigina atuam como estabilizadores do humor

(DEL’GUIDICE; BEAULIEU, 2015).

11.2. Participacao de receptores CB1 na resposta locomotora induzida pela inibicao de

DAT

Mostramos que o receptor canabindide CB; parece mediar as respostas
comportamentais analisadas tanto no campo aberto como no BPM. O antagonismo/agonismo
inverso desse receptor previniu o aumento da locomogdo e o aumento do nimero de rearings
tanto em animais que receberam GBR12909, quanto em animais DAT KD.

Os ligantes enddgenos canabindides podem ativar receptores CB; localizados em
neurdnios GABAérgicos da ATV, diminuindo assim a liberagdo de GABA, que deixa de inibir
neurdnios dopaminérgicos (COVEY et al., 2017; OLESON et al., 2012; WANG et al., 2015;
WENZEL et al., 2018), resultando em aumento dos nives de dopamina em estruturas
mesocorticolimbicas. Portanto, o bloqueio de receptores CB; resulta no efeito oposto, ou seja,
o aumento da liberacdo de GABA levando a inibicdo de neurdnios dopaminérgicos na ATV, o

que pode explicar os resultados obtidos com o antagonista/agonista inverso AM251 no presente
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trabalho. A ativacdo de receptores CB1 na ATV parece ser mediada principalmente pelo 2-AG
e, um dos indicios ¢ a alta expressdo de diacilglicerol lipase-a (DGL-a), enzima envolvida na
sintese desse neurotransmissor, em neuronios dessa estrutura (MATYAS et al.,2008).

O bloqueio de CB; também ¢ capaz de reverter a hiperlocomocao induzida por outros
psicoestimulantes como a metanfetamina (RODRIGUEZ et al, 2011), d-anfetamina
(TZAVARA et al., 2009) e cocaina (DELIS et al., 2017; GOBIRA et al., 2019; LOPES et al.,
2020). A dose 3mg/Kg de AM251, entretanto, ndo foi capaz de alterar o aumento de locomocgao
aguda induzida por cocaina, mas preveniu a sensibilizagdo (CORBILLE et al., 2007). A falta
de seletividade da cocaina explica os resultados obtidos por nosso grupo. De fato, a ativagdo de
receptores mGIuR1 e al parecem mediar a mobilizacdo de 2-AG pela cocaina (WANG et al.,

2015).

11.3. Participacao de receptores CB: na resposta locomotora induzida pela inibicao de

DAT

Nem a ativacdo e nem o antagonismo de receptores do tipo CB> foi capaz de prevenir o
aumento de locomog¢ado e no nlimero de rearings induzido pelo GBR12909.

Ao contrario de CBj, receptores CB> sdo expressos em neurénios dopaminérgicos
localizados na VTA e, por isso, sua ativacdo inibe a liberacdo de dopamina (ZHANG et al.,
2014). Altas doses de JWH133 (10 e 20 mg/Kg) sdo eficazes em diminuir a auto-administragao
e a hiperlocomoc¢ao induzidas por cocaina em camundongos (XI et al., 2011; ZHANG et al.,
2015). Outro trabalho do nosso grupo também mostrou que a administracdo de 20 mg/Kg de
JWH133 previne a hiperlocomog¢ao induzida pela cocaina (GOBIRA et al., 2019) . Ja uma dose
menor, de 1 mg/Kg, preveniu tanto a aquisi¢cdo quanto a expressdo da sensibiliza¢do induzidas

pela cocaina, mas ndo foi suficiente para alterar a hiperlocomocao aguda, (LOPES et al., 2020).
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Todos esses efeitos foram bloqueados pela administragio do antagonista CB> AMG630
(GOBIRA et al., 2019; LOPES et al., 2020).

Animais knockout para receptores CB> exibem aumento de locomogao e prejuizo na
habituacdo ao campo aberto (LIU et al., 2017). Ja animais que superexpressam esses receptores
sd0 menos responsivos aos efeitos psicoestimulantes da cocaina (ARACIL-FERNANDEZ et
al., 2012). A delecdao de receptores CB2 somente em neurdnios dopaminérgicos aumenta a
hiperatividade induzida por cocaina e anfetamina mas ndo por metanfetamina (CANSECO-
ALBA et al., 2020). Embora a cocaina seja capaz de mobilizar 2-AG por mecanismos que nao
dependem exclusivamente da neurotransmissdo dopaminérgica, como mencionado
anteriormente, as baixas doses de JWH133 utilizadas nesse trabalho ndo permitem descartar a
participagdo de CB> nas respostas induzida pelo GBR12909.

Interessantemente, existe associagdo entre uma das isoformas do gene CNR2, que
codifica o receptores CB», e pacientes bipolares (MINOCCI et al., 2011). De fato, esse receptor
tem grande potencial terapéutico, ndo s6 pela sua localizagdo em neurdnios dopaminérgicos,
mas por também serem expressos em células da glia (ATWOOD; MACKIE, 2010). A
administracdo de um agonista CB2 seletivo, por exemplo, pode inibir a ativa¢ao microglial,
reduzindo assim os niveis de mediadores pro-inflamatorios exibido por pacientes com TB

(ARJIMAND et al., 2019).

11.4. Efeito do THC na resposta locomotora induzida pela inibicao de DAT

A administracdo de THC também atenuou a hiperlocomogao induzida pelo GBR12909.
Alguns trabalhos de revisdo mostram que o uso de Cannabis parece antecipar o inicio e
exarcerbar os sintomas de mania em pacientes com TB (GIBBS et al., 2015; LOWE ef al.,

2019; SIDELI et al., 2020). Embora ainda sejam inconclusivos, pois metodologias variaram
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entre os estudos analisados, ¢ plausivel supor que o sistema endocanabinoide pode estar
envolvido em algumas das alteragdes observadas em pacientes com TB (ARJIMAND et al.,
2019). Curiosamente, entretanto, nosso trabalho ¢ o primeiro a avaliar a participagdo desse
sistema em um modelo animal para o TB.

O THC atua como agonista tanto de receptores CB; como CB», o que gera uma resposta
bifasica, ou seja, pode ser tanto recompensadora como aversiva. O efeito recompensador ¢
mediado por CB; e foi observado com baixas doses (1 mg/Kg) de THC, enquanto altas doses
(5 mg/Kg) induziram um comportamento aversivo, mediado por CB2 (SPILLER et al., 2019).
No nosso trabalho a dose efetiva foi de 3 mg/Kg, que seria uma dose intermediaria. Portanto
podemos supor que o THC pode ter prevenido os efeitos induzidos pelo GBR12909 tanto pela
acao em receptores CBj localizados em interneurdnios glutamatérgicos, como pela ativagdo de

receptores CB», em neurdnios dopaminérgicos.

11.5. Efeito do Canabidiol na resposta locomotora induzida pela inibicao de DAT

O canabidiol ndo foi capaz de reverter o aumento da locomocdo induzido pelo
GBR12909. O mecanismo de acdo do canabidiol ainda ndo ¢ completamente elucidado, mas
acredita-se que possa potencializar a neurotransmissdo canabinoide. Sabe-se que ele pode atuar
inibindo o transportador de membrana de endocanabinoides e enzima que hidrolisa anandamida
(BISOGNO et al., 2001) e como modulador alostérico negativo de receptores CBj
(LAPRAIRIE et al., 2015), dentre outros mecanismos (CAMPOS et al., 2016; LAPRAIRIE et
al., 2015). O canabidiol também foi inefetivo em reverter a hiperlocomog¢ao no modelo animal
tipo-mania induzido por d-anfetamina (VALVASSORI ef al., 2011). Além disso, o canabidiol
ndo parece ter efeito no tratamento de pacientes bipolares (ZUARDI et al., 2010). Portanto, até

o presente momento, ndo ha indicios que o canabidiol seja indicado para casos de TB.
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11.6. Avaliacdo do teste de PPI em modelos animais tipo-mania

Observamos que o GBR12909 prejudicou a resposta dos animais no teste de inibigao
pré-pulso, entretanto nenhuma das drogas utilizadas como pré-tratamento foi capaz de prevenir
esse déficit.

Além da hiperlocomogdo, a inibicdo de DAT também ¢é capaz de induzir outras
alteragdes comportamentais, tais como prejuizos em tarefas de avaliacdo de risco (DE
QUEIROZ et al., 2018; VAN ENKHUIZEN et al., 2014; VAN ENKHUIZEN; GEYER;
YOUNG, 2013; YOUNG et al., 2011), aumento da motivagdo (MILIENNE-PETIOT ef al.,
2017), e déficit de memodria (CHANG; YU; CHEN, 2018). Entretanto animais DAT KD nao
exibem prejuizo da resposta ao PPl em comparacdo com animais wild-type (RALPH-
WILLIAMS et al., 2003), ao contrario do que € observado em animais sem nenhuma expressao
de DAT (RALPH et al., 2001). J4 a administracdo de GBR12909 causa prejuizo na resposta de
sobressalto (DOUMA et al., 2011; KWEK; VAN DEN BUUSE, 2013), como também
observamos nos nossos experimentos. Isso indica que basta uma pequena disponibilidade de
DAT para que ndo haja prejuizo dessa resposta.

Animais knockout para o receptor CB1, ou tratados cronicamente com o antagonista
desse receptor exibem prejuizo no PPI (ORTEGA-ALVARO et al., 2015). De maneira
interessante, a administragdo de THC prejudicou o PPI em ratos isolados e o antagonista CB;
SR 141716 reverteu esse efeito, mas ndo alterou o comportamento nos animais mantidos
agrupados (MALONE; TAYLOR, 2006). Ja a administra¢do cronica de AM251 restaurou os
prejuizos de PPI causados pelo isolamento, possivelmente através de 2-AG (ZAMBERLETTI
et al., 2012). Outros agonistas canabindides sintéticos também causam prejuizo no PPI

(MARTIN et al., 2003; SCHNEIDER; KOCH, 2002). O consumo crénico de Canabis sativa
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também parece prejudicar a resposta sensorio motora avaliada no PPI (KEDZIOR; MARTIN-
IVERSON, 2006). Embora hajam dados conflitantes, esses resultados parecem indicar que o
receptor CB participa dessa resposta, sendo possivel supor que o bloqueio desse receptor traz

beneficios na resposta de sobressalto.

12. CONCLUSOES

A inibi¢do do transportador de dopamina, farmacoldgica ou genética, ¢ utilizada como
modelo animal de mania . Observamos que esse bloqueio induz aumento da locomog¢do em
animais ¢ que o pré-tratamento com Carbonato de Litio € capaz de prevenir essa resposta,
reproduzindo assim dados da literatura. Mostramos também que o antagonismo de receptor do
tipo CB; previne a hiperatividade induzida pela inibicdo do DAT, tanto na forma aguda como
cronica, sugerindo o envolvimento do sistema endocanabindide no comportamento tipo-
maniaco. Embora o agonista de receptores CB> ndo tenha sido efetivo em reverter as alteragdes
induzidas pela inibi¢do de DAT nesse trabalho, sua influéncia na neurotransmissdao
dopaminérgica nao pode ser descartada.

Dessa forma concluimos que o antagonismo de receptor CB1 tem potencial como alvo
terapéutico para o TB, embora seus efeitos adversos sejam conhecidos (MOREIRA; CRIPPA,
2009). Mais estudos sdo necessarios, portanto, para elucidar a participagdo do sistema

endocanabinoide no TB, especialmente em aspectos da doenga nao avaliados nesse trabalho.
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APENDICE A - RESULTADOS DA AVALIACAO DA DISTANCIA PERCORRIDA
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Figura 25: Efeito dos moduladores endocanabindéides na distincia percorrida pelos animais apos a
administracdo de 16mg/KG de GBR12909.
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APENDICE B - RESULTADOS DA AVALIACAO DO NUMERO DE REARINGS NO
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Figura 26: Efeito dos moduladores endocanabindides no niumero de rearings apos a administragdo
de 16 mg/Kg de GBR12909.
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APENDICE C -RESULTADOS DO TESTE DE INIBICAO PRE-PULSO (PPI)
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Figura 27: Efeito dos moduladores endocanabindides no teste de inibicdo pré-pulso apds a
administracdo de 16 mg/Kg de GBR12909.



