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RESUMO 

 

A inibição do transportador de dopamina (DAT) induz alterações comportamentais em 

animais que podem ser relacionadas a fase maníaca do Transtorno Bipolar (TB) em humanos. 

Torna-se, por isso, um importante instrumento para elucidar a fisiopatologia desse transtorno. 

As interações entre os sistemas dopaminérgicos e canabinóide tem sido amplamente estudadas 

na tentativa de identificar alvos de potencial terapêutico. Compõe o sistema endocanabinóide 

os receptores CB1 e CB2, os ligantes endógenos e as enzimas que sintetizam e degradam esses 

ligantes. Nesse sentido, buscamos avaliar como os efeitos da inibição aguda (farmacológica) e 

crônica (genética) de DAT são influenciados pelo sistema endocanabinóide, através da 

administração de agonistas, antagonistas ou inibidores de duas enzimas de degradação que 

compõe esse sitstema. Analisamos os efeitos desses moduladores em animais C57Bl6 que 

receberam em seguida a injeção aguda de GB12909, um inibidor de DAT. Os animais foram 

então submetidos a teste para avaliar a atividade locomotora (campo aberto ou Behavioral 

Pattern Monitor - BPM) e ao teste de inibição pré-pulso (Prepulse Inhibition - PPI). Também 

avaliamos os efeitos do antagonista CB1 AM251 em animais com baixa expressão de DAT 

(DAT KD). Observamos que a dose de 3 mg/Kg do antagonista CB1 foi capaz de prevenir tanto 

o aumento de locomoção induzido pelo GBR12909 como o que foi exibido pelos animais DAT 

KD. De maneira interessante, a administração de THC também preveniu o aumento de 

locomoção induzido pelo GBR12909. Concluímos, portanto, que o receptor canabinóide do tipo 

CB1 participa da resposta induzida pela inibição de DAT e pode ser um dos alvos 

farmacológicos no desenvolvimento de drogas anti-mania.  

 

Palavras-chave: CB1, CB2, 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 CB1 and CB2 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 C57Bl6 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, CB2, Dopamine transporter, hyperactivity  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Transtorno Bipolar (TB) é uma doença psiquiátrica caracterizada por flutuações no 

humor, que variam da depressão à mania. A fase maníaca está relacionada principalmente à 

presença de humor elevado, expansível ou irritável, além de sinais auxiliares, que podem ser 

agitação psicomotora, prejuízos no sono, autoestima elevada, agressividade, irritação, euforia, 

pensamentos confusos e alta busca por recompensa (YOUNG; DULCIS, 2015).  

Diversas hipóteses têm sido apontadas para a etiologia desse transtorno. Uma delas 

assinala o aumento da neurotransmissão dopaminérgica como gatilho para os sintomas da fase 

maníaca (ASHOK et al., 2017; COUSINS; BUTTS; YOUNG, 2009; MUNEER, 2017). 

Baseada nessa e em outras premissas, a inibição do transportador de dopamina (DAT) é 

utilizada como indutora desse transtorno em modelos animais, (BEYER; FREUND, 2017; 

SHARMA et al., 2016; YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). Observa-se como consequência o 

aumento da locomoção, impulsividade e da resposta de sobressalto (QUEIROZ et al., 2015; 

RALPH-WILLIAMS et al., 2003; VAN ENKHUIZEN et al., 2012, 2014), ou seja, fenótipos 

comportamentais semelhantes aos sintomas exibidos pelos pacientes.  

Propomos investigar a participação do sistema endocanabinóide nos efeitos induzidos 

pela inibição de DAT, considerando as interações deste sistema com a liberação de dopamina 

e as suas promissoras características como alvo terapêutico. Nossa hipótese é que o bloqueio 

de receptores CB1 e/ou ativação de receptores CB2 podem reverter o prejuízo comportamentais 

decorrentes da inibição genética ou farmacológica de DAT. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1.Transtorno Bipolar/ Mania 

 

O Transtorno Bipolar (TB) está entre os mais debilitantes dos transtornos psiquiátricos, 

sendo caracterizado pela ocorrência de episódios de mania e depressão. Tanto a depressão 

unipolar quanto o TB podem reduzir a longevidade através de suicídio, por exemplo, ou por 

piora do prognóstico de doenças médicas gerais comuns, tais como doenças cardíacas e diabetes 

(THASE; DENKO, 2008). Apesar da menor incidência de casos entre os Transtornos de 

Humor, o TB foi apontado como tendo o maior percentual de casos graves na Cidade de São 

Paulo, especialmente aqueles associados aos do tipo I  (ANDRADE et al., 2012).  

O TB é divido em tipo I e tipo II, de acordo com os sintomas. Para o diagnóstico do tipo 

I considera-se a presença de sintomas maníacos e/ou depressivos por pelo menos uma semana. 

Já o tipo II é principalmente caracterizado pela hipomania, que se diferencia da mania pela 

menor severidade dos sintomas que, nesse caso, não constituem um episódio maníaco completo 

e pela presença de pelo menos um episódio depressivo (Figura 1). Alterações de humor com 

duração mínima de quatro dias consecutivos são incluídas nos episódios hipomaníacos 

(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 episódio de mania (a) enquanto o TB tipo II é caracterizado por 

pelo menos um episódio de hipomania e um episódio depressivo (b). Episódios de características mistas podem ocorrer nos 

dois subtipos. [imagem modificada de: VIETA et al., 2018]. 

 

O Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais, em sua 5ª edição, considera 

que o critério A para diagnóstico da mania é a persistência de atividade ou energia aumentada 

(ASSOCIATION, 2014). De fato, a hiperatividade é o sintoma mais comum entre os pacientes, 

seguido da presença de pensamentos acelerados e aumento da pressão do discurso (MARTINO; 

VALERIO; PARKER, 2020). Outros sintomas, chamados de auxiliares, também são 

considerados para o diagnóstico, tais como prejuízos no sono, autoestima elevada, 

agressividade, irritação, euforia e alta busca por recompensa (YOUNG; DULCIS, 2015).  

Fármacos estabilizadores do humor, como lítio, valproato e carbamazepina, são a 

primeira escolha para o tratamento do transtorno bipolar, especialmente da fase maníaca. 

Entretanto, alguns antipsicóticos atípicos como olanzapina, risperidona, quetiapina e 
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aripiprazol, são 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 não é completamente compreendida. Aponta-se que o 

surgimento dos sintomas pode se dar por alterações em vias de sinalização intracelulares 

(BERK et al., 2011; MALETIC; RAISON, 2014), mudanças na expressão de genes (ABREU; 

BRAGANÇA, 2015; GREENWOOD et al., 2006; HARRISON; GEDDES; TUNBRIDGE, 

2018; STEARDO et al., 2019), processos inflamatórios (BERK et al., 2011; MUNEER, 2016; 

NIU et al., 2019) ou pelo funcionamento atípico de algumas vias neurais (MALETIC; RAISON, 

2014; MANJI et al., 2003; NEWBERG et al., 2008). O principal indício clínico que aponta 

para a disfunção de vias dopaminérgicas durante a fase maníaca é o uso eficaz de antipsicóticos 

atípicos no tratamento de pacientes com TB (GRANDE et al., 2016; YATHAM et al., 2018).  

A neurotransmissão dopaminérgica (Figura 2A) tem início a partir do aminoácido 

tirosina, que é convertido em L-dopa, pela enzima tirosina hidroxilase (TH). Levodopa por sua 

vez é convertida em Dopamina, pela enzima L-Aminoácido aromático descarboxilase (ou 

DOPA descarboxilase), e em seguida é armazenada em vesículas por meio do transportador 

vesicular de monoaminas (VMAT2). Os receptores dopaminérgicos são metabotrópicos e 

agrupados nos subgrupos D1 (D1 e D5) e D2 (D2, D3 e D4), de acordo com propriedades 

estruturais e farmacológicas. O término da neurotransmissão acontece pela degradação da 

dopamina pela enzima monoamino oxidase (MAO), presente na membrana de mitocôndrias, ou 

pela recaptação pelo transportador de dopamina (DAT).  
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Figura 2: Neurotransmissão dopaminérgica. 

A:Elementos envolvidos na síntese e degradação 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 mesolímbica e 

mesocortical têm origem na área tegmentar ventral (ATV) e se projetam para o núcleo 

acumbente e para o córtex, respectivamente. Neurônios dopaminérgicos localizados na 

sustância nigra se projetam para o estriado, formando a via nigroestriatal. Já a via 

tuberoinfundibular é formada por neurônios que partem do núcleo arqueado hipotalâmico para 

a glândula pituitária (Figura 2B).  

De fato, várias das alterações comportamentais exibidas pelos pacientes são processadas 

em regiões cerebrais com comunicação dopaminérgica, como estruturas mesolímbicas e 

mesocorticais (ASHOK et al., 2017; COUSINS; BUTTS; YOUNG, 2009), o que justifica o 

sucesso desses medicamentos no tratamento. Além disso, a presença 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, maníaco, de eutimia (sem sintomas) e a possível 

presença de episódios mistos são as principais características do TB. E justamente esses são os 

principais limitadores para o desenvolvimento de modelos animais que mimetizem a progressão 

desse transtorno. Por isso, enquanto se busca um modelo para o transtorno em si, a maioria dos 

estudos são 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 não contemplem a complexidade dos 
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sintomas observada durante cada fase, são úteis na busca para compreender a fisiopatologia 

desse transtorno e para a pesquisa por novos tratamentos.  

Modelos animais para estudo de doenças psiquiátricas devem atender, ainda que 

parcialmente, três critérios de validade: de face (ou aparente), de constructo e preditiva. A 

validade de face é relativa à semelhança entre a sintomatologia e o comportamento observado 

no animal. A validade de constructo reproduz fatores neurobiológicos desencadeantes do 

transtorno, de forma consistente com a fundamentação teórica. Já a validade preditiva diz como 

o modelo responde aos medicamentos utilizados para o tratamento. Baseado nesses aspectos, 

modelos animais podem ser classificados como farmacológicos (induzidos pela injeção 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 parâmetro mais 

facilmente reproduzível em roedores, por isso é amplamente avaliado (SHARMA et al., 2016; 

YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). A validade de face desse parâmetro foi elegantemente 

demonstrada por Perry e colaboradores, que identificaram diferenças na exploração do 

ambiente entre pacientes bipolares e esquizofrênicos utilizando o teste do “Monitor de 

Comportamento Padrão” (do inglês Behavioral Pattern Monitor – BPM), que avalia diferentes 

aspectos da hiperatividade de forma equivalente em humanos e roedores. Eles observaram que 

pacientes em fase maníaca do TB ou com esquizofrenia gastam mais tempo caminhando e 

explorando o novo ambiente que os indivíduos sadios. Entretanto, somente os indivíduos em 

mania interagiam com os diversos objetos ali dispostos de forma persistente e simultânea. 

Embora não seja possível estabelecer uma relação direta desses parâmetros com a 

sintomatologia do TB, eles podem ser relevantes para distinguir o comportamento tipo-mania 
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de outros transtornos psiquiátricos em animais, uma vez que a hiperatividade é avaliada em 

diversos distúrbios psiquiátricos (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 injeção intracerebroventricular (icv) de 

ouabaína, por exemplo, é utilizada como indutora de hiperlocomoção por sua ação inibidora 

sobre a Bomba Na+/K+ ATPase que causa um desbalanço iônico similar aos apresentados por 

pacientes em mania. Sua validade preditiva tem sido extensivamente demonstrada 

especialmente com o Lítio, um dos fármacos de primeira escolha para o tratamento do TB (EL-

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

 

2.4.Inibição de DAT como modelo tipo-mania 

 

Potencializar a neurotransmissão dopaminérgica é uma das formas de induzir 

comportamentos tipo-mania em animais. Nesse sentido, é bem estabelecido que as anfetaminas, 

drogas que inibem a recaptação de dopamina, são capazes de desencadear agitação psicomotora 

semelhante à observada em pacientes bipolares  (FREY; VALVASSORI; et al., 2006; 

PEREIRA et al., 2014; VALVASSORI et al., 2015). Da mesma forma, a inibição seletiva do 

transportador de dopamina (DAT) pela administração de GBR12909 foi inicialmente proposta 

por Young e colaboradores baseados na hiperlocomoção desencadeada por essa droga 

(YOUNG et al., 2010) e, posteriormente, Queiroz e colaboradores demonstraram que o pré-

tratamento subcrônico com lítio é capaz de reverter esses efeitos, corroborando sua validade 

como modelo do comportamento tipo-mania (QUEIROZ et al., 2015). Animais com baixa 

expressão de DAT também exibem hiperlocomoção quando expostos ao BPM, permitindo 

avaliar os efeitos da inibição crônica desse transportador (KWIATKOWSKI et al., 2017).  
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Além da hiperatividade, outros parâmetros avaliados em animais podem ser 

relacionados à comportamentos exibidos pelos pacientes durante a fase maníaca. Um deles é a 

resposta de sobressalto, avaliada no teste de inibição pré-pulso (do inglês prepulse inhibition - 

PPI), que é uma medida do funcionamento do filtro sensório-motor, que diz sobre a capacidade 

do indivíduo em filtrar as informações do ambiente externo. Pacientes bipolares apresentam 

déficits no teste de inibição pré-pulso, indicando que possuem um prejuízo no filtro sensório-

motor (MAO et al., 2019; PERRY et al., 2001; SÁNCHEZ-MORLA et al., 2016). Em animais 

o bloqueio farmacológico com GBR12909 causa prejuízo nessa resposta (KWEK; VAN DEN 

BUUSE, 2013) e o mesmo é observado em animais que não expressam esse transportador 

(RALPH et al., 2001; YAMASHITA et al., 2006). Entretanto, animais com baixa expressão de 

DAT exibem maior magnitude na resposta de sobressalto mas não tem prejuízos no PPI, 

sugerindo que basta um pequeno aumento na disponibilidade desse transportador para um efeito 

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

 

2.5.Sistema Endocanabinóide  

 

Em 1964 os pesquisadores Mechoulam e Gaoni elucidaram a estrutura química do delta-

9-tetrahidrocanabinol (THC), marcando o início das pesquisas com canabinóides, o que levaria 

à identificação do sistema endocanabinoide (DI MARZO, 2006; MECHOULAM et al., 2014). 

Desde então, diversos trabalhos apontam esse sistema como potencial alvo terapêutico para 

diversas doenças, incluindo transtornos psiquiátricos (CARVALHO; VAN BOCKSTAELE, 

2012; PACHER; SÁNDOR BÁTKAI; GEORGE KUNOS, 2006). O sistema endocanabinóide 

é composto principalmente pelos receptores CB1 e CB2, pelos ligantes endógenos 

aracdonoiletanolamida (também denominada anandamida) e 2-aracdonoilglicerol (2-AG) e 

pelas enzimas envolvidas na síntese e degradação desses dois ligantes.  
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A síntese dos endocanabinodes ocorre sob demanda, isso é, em resposta a algum 

estímulo prévio e não são armazenados em vesículas (PIOMELLI, 2003).  As principais 

enzimas envolvidas na degradação dos endocanabinóides são a amido-hidrolase de ácidos 

graxos (fatty acid amide hydrolase, FAAH) e a monoacilglicerol lipase (monoacylglycerol 

lipase, MGL), que degradam anandamina e 2-AG, respectivamente. A inibição do 

funcionamento dessas enzimas é capaz de potencializar os efeitos desses neurotransmissores 

(PIOMELLI, 2003). Ambos receptores, CB1 e CB2, são acoplados a uma proteína G inibitória, 

reduzindo os níveis de AMPc (HOWLETT; ABOOD, 2017; MECHOULAM; PARKER, 2013; 

PIOMELLI, 2003). 

 

Figura 3: Ilustração do Sistema Endocanabinóide.  

2-AG: 2-araquidonil glicerol; AEA: araquidonoil etanolamida (anandamida); FAAH: amido-hidrolase de ácidos 

graxos; MAGL: monoacil glicerol lipase; CB1: receptor canabinóide tipo 1; CB2: receptor canabinóide tipo 2. 

Imagem modificada de Asth et al, 2020 (em submissão). 

 

Os receptores canabinóides do tipo CB1 são abundantemente expressos no cérebro 

(BUSQUETS GARCIA et al., 2016; HERKENHAM et al., 1990; PETTIT et al., 1998), 

incluindo áreas relacionadas à sintomatologia do transtorno bipolar como córtex cingulado, 

hipocampo, amígdala basal e estriado (ASHTON et al., 2005). Estão presentes em neurônios 
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glutamatérgicos e gabaérgicos (KATONA et al., 1999; MARSICANO; LUTZ, 1999) e, por 

isso, participam de várias respostas comportamentais. Em relação a neurotransmissão 

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 expressão de receptores CB2 no SNC foi demonstrada mais recentemente. São mais 

abundantemente expressos nas células imunes da periferia, mas também podem ser encontrados 

no cérebro em células da glia e neurônios (GONG et al., 2006; ONAIVI, EMMANUEL S., 

2007). Estudos mostram a expressão desse receptor em neurônios hipocampais e da substância 

nigra, além da micróglia (ATWOOD; MACKIE, 2010; BRUSCO, A. et al., 2008; BRUSCO, 

ALICIA et al., 2008; ONAIVI, E S et al., 2012). Há evidências também de expressão em 

neurônios dopaminérgicos da ATV (ZHANG et al., 2014, 2017). Há aumento da 

imunoreatividade para o RNAm desse receptor em outras regiões cerebrais, como estriado e 

córtex (GONG et al., 2006). Essa aparente baixa expressão têm potencial terapêutico, uma vez 

que drogas seletivas para esse receptor tendem a ter menos efeitos psicotrópicos (ATWOOD; 

MACKIE, 2010). 

A liberação de anandamida no estriado aumenta após a injeção do agonista D2 

quinpirole, e esse efeito é bloqueado pela administração do antagonista seletivo, raclopride 

(GIUFFRIDA et al., 1999). A cocaína, por sua vez, é capaz de induzir a liberação de 2-AG na 

ATV e, assim ativar receptores CB1 localizados em neurônios GABAérgicos, desinibindo assim 

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

 

Estima-se que aproximadamente 1% da população seja acometida pelo transtorno 

bipolar ao longo da vida (BLANCO et al., 2017; GRANDE et al., 2016). Tanto a depressão 

unipolar quanto o transtorno bipolar podem reduzir a longevidade por piora do prognóstico de 

outras doenças, tais como doenças cardiovasculares e diabetes (THASE; DENKO, 2008). Pode 

ser incapacitante devido ao seu início precoce, gravidade e cronicidade, causando prejuízos 

social e profissional (FERRARI et al., 2016). Além disso, existe uma alta prevalência de 

tentativas e mortes por suicídio em pacientes com transtorno bipolar (COSTA et al., 2015; 

LATALOVA; KAMARADOVA; PRASKO, 2014; SCHAFFER et al., 2015).  

Ainda não existe um modelo animal que reproduza as flututações de humor 

características desse transtorno, por isso é de extrema importância utilizar os modelos 

disponíveis para buscar compreender a neurobiologia desse transtorno. Propomos investigar a 

participação do sistema endocanabinóide considerando suas interações com a dopamina e suas 

promissoras características como alvo terapêutico.

 

4. OBJETIVOS  

 

4.1.Objetivo geral 

 

Testar a hipótese de que o sistema endocanabinóide esteja envolvido nos efeitos 

decorrentes da inibição farmacológica (GBR12909) ou genética (knockdown) do transportador 

de dopamina em testes preditivos para o comportamento tipo-mania.  
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4.2.Objetivos específicos 

 

1) Validar o modelo tipo-mania induzido pelo GBR12909 em camundongos da 

linhagem C57Bl/6J no campo aberto; 

2) Verificar se a modulação do sistema endocanabinóide reverte os efeitos 

comportamentais induzidos pelo GBR12909;  

3) Comparar os resultados da inibição aguda de DAT (por meio do GBR12909) 

com a inibição crônica, utilizando animais com baixa expressão para esse transportador 

(animais DAT KD).  

 

Diante das diferentes abordagens empregadas para investigar os efeitos da modulação 

do sistema endocanabinóide frente a inibição do transportador de dopamina, dividimos 

metodologia e resultados em duas partes: 

 

A: Avaliação de comportamento induzido pela inibição aguda de DAT no campo aberto  

 

B: Avaliação de comportamentos induzidos pela inibição aguda e crônica de DAT no 

BPM e no teste de inibição pré-pulso  
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PARTE A: AVALIAÇÃO DE COMPORTAMENTO INDUZIDO PELA INIBIÇÃO 

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 à ração e 

água, 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 Comissão de Ética no Uso de 

Animais – CEUA-UFMG sob o número de protocolo 078/2014. 

 

5.2.Drogas 

 

Utilizamos o inibidor seletivo do transportador de dopamina GBR12909 (Sigma 

Aldrich®), diluído em salina 0,9%, nas doses de 5, 10 e 15mg/kg. Para validação do modelo 

utilizamos o Carbonato de Lítio (Sigma Aldrich®), nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg e diluído 

em 4% de HCl e 96% de salina 0,9%. Para avaliar a participação de receptores CB1, utilizamos 

o agonista inverso AM251(Sigma Aldrich®), nas seguintes doses: 0,1; 0,3; 1 e 3 mg/Kg. 

Também utilizamos Canabidiol (CBD – BSPG), diluído em 5% de tween 80 e 95% de salina 

estéril 0,9%, nas doses de 15, 30 e 60 mg/Kg. A participação de receptores CB2 foi avaliada 

por meio da administração do agonista JWH133 (Tocris Bioscience®), nas doses de 0,3; 1 e 3 
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mg/Kg. AM251 e JWH133 foram diluídos em cremofor, etanol e salina na proporção 1:1:18 

(vol/vol). 

 

6. MÉTODOS 

 

6.1. Avaliação Comportamental  

 

Avaliamos o comportamento dos camundongos C57BL/6J no campo aberto frente a três 

diferentes protocolos de administração de GBR12909 ( Figura 4A), com o objetivo de avaliar 

qual o mais robusto para as etapas seguintes. O primeiro protocolo consistiu na habituação de 

10 min seguida da injeção de GBR ou salina e exposição na arena por mais 20min. No segundo 

os animais eram colocados no campo aberto imediatamente após a injeção e a distância 

percorrida era avaliada durante os 30 min seguintes. No terceiro os animais recebiam a injeção 

de GBR12909 e 2h depois eram expostos ao campo aberto.  

Os pré-tratamentos ( Figura 4B) consistiram na administração de Carbonato de Lítio ou 

de um dos moduladores do sistema endocanabinóide, além dos grupos que receberam veículo. 

O intervalo entre o pré-tratamento e a próxima injeção foi de 20 min para o Carbonato de Lítio 

e de 30 min para as demais drogas. Após 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 subcrônico ( Figura 4C) os animais receberam 5 injeções de 

Carbonato de Lítio ou veículo, com intervalo de 12h entre elas e no dia teste o pré-tratamento 

foi realizado, conforme o protocolo com habituação 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 

auxílio de uma câmera de vídeo localizada 2,0 metros acima do campo aberto. 



31 

 

 

Simultaneamente, com auxílio do software ANY-MAZE (versão 4.5), a distância total 

percorrida pelos animais foi registrada.  

 

 Figura 4: Delineamento experimental – Parte A. 

A: Diagramas esquemáticos dos três diferentes protocolos utilizados para avaliar a hiperlocomoção 

induzida pelo GBR12909. B: Diagramas demonstrativos dos intervalos de pré-tratamentos. C: Esquema do pré-

tratamento subcrônico com o Carbonato de Lítio. 
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6.2.Análise Estatística 

 

A análise estatística 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 variáveis independentes, seguido do pós-teste de Bonferroni. O 

nível de significância foi estabelecido em p<0,05 para todos os casos. Os dados estão expressos 

como a média +/- erro padrão da média, apresentados em cinza. Os pontos correspondem à 

distância total percorrida por animal.

 

7. RESULTADOS 

 

7.1.Padronização do protocolo de indução da hiperlocomoção  

 

Para verificar qual o protocolo mais sensível em detectar os efeitos do GBR12909 na 

locomoção, avaliamos três diferentes possibilidades. O grupo de animais que recebeu 

GBR12909 na dose de 10 mg/Kg exibiu aumento de locomoção nos protocolos sem habituação 

[F (2, 28) = 9,549; *** p = 0,0007] e com [F (2,26) = 4,970; * p = 0,0149]. Nenhuma das doses 

de GBR12909 diferiu do grupo controle no protocolo de exposição a arena 2h depois da injeção 

[F (2,27) = 0,9680; p = 0,3926] (Figura 5).  
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A 

 

B 

 

C 

 

Figura 5: Efeito da administração aguda de GBR12909 em três diferentes protocolos.  

A: distância total percorrida logo após a administração de GBR12909 avaliada por 30 min no campo 

aberto; n = 10-11-10. B:distância total após a injeção de GBR no protocolo com habituação de 10 min; 

correspondente ao intervalo de 11 a 30 min no campo aberto; n = 10-9-10. C: distância percorrida 2h após a 

administração de GBR avaliada por 5 min no campo aberto; n = 10/grupo.  

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni.  

* em relação ao grupo veículo e # em relação ao grupo GBR5. .
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7.2.Validação preditiva do modelo com Carbonato de Lítio 

 

Avaliamos se a administração de Carbonato de Lítio influencia a locomoção basal dos 

animais. O pós-teste de Bonferroni mostrou que a maior dose testada 100 mg/kg diminuiu a 

locomoção em relação aos grupos veículo e Li 25. Já a dose de 50 mg/Kg foi diferente somente 

em relação ao grupo veículo [F (3,34) = 11,80; *** p <0,0001] (Figura 6).  

 

Figura 6: Curva dose-resposta do Carbonato de Lítio.  

Distância total percorrida em 30min;n = 10-9-9-10.  Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA 

de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni, * em relação ao grupo veículo e # em relação Li25. 

 

Na etapa seguinte buscamos avaliar se as doses de 25 e 50 mg/ Kg de Carbonato de Lítio 

eram capazes de reverter a hiperlocomoção induzida pela dose de 10 mg/Kg de GBR12909 no 

protocolo com habituação. Observa-se que o Carbonato de Lítio não interfere na locomoção 

após a injeção 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 Lítio na hiperlocomoção induzida pela 

dose de 10 mg/Kg de GBR12909 no protocolo com habituação.  

Distância total percorrida durante os 20min seguintes à injeção de GBR12909; n = 9-8-9-7 Dados 

expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni, 

* em relação ao grupo veículo. 

 

Embora a dose de 10 mg/Kg tenha aumentado a locomoção 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 hiperlocomoção induzida por essa dose de GBR12909 durante os 20 min avaliados 

[F (3,33) = 3,378; * p = 0,0297] (Figura 8).  

 

Figura 8: Efeito do pré-tratamento agudo com Carbonato de Lítio na hiperlocomoção induzida pela 

dose de 15 mg/Kg de GBR12909 no protocolo com habituação.  

Distância total percorrida durante os 20min seguintes à injeção de GBR12909; n = 11-9-9-8. 

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni,  

* em relação veículo + veículo 
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Como o pré-tratamento agudo com Carbonato de Lítio não foi capaz de reverter a 

hiperlocomoção induzida pelo GBR12909, avaliamos os efeitos da administração subcrônica 

da dose de 50 mg/Kg desse composto. Embora o ANOVA de duas vias mostre efeito do 

GBR12909 [F (1, 31) = 5,586; * p = 0,0246], o pós-teste de Bonferroni não mostrou diferença 

entre os grupos veículo + veículo e veículo + GBR. Dessa forma, não é possível apontar os 

efeitos do tratamento subcrônico com Carbonato de Lítio no grupo que também recebeu 

GBR12909, embora o Lítio também tenha efeito [F (1, 31) = 6,734; * p = 0,0143]. Não há 

interação entre os dois fatores [F (1, 31) = 1,913; p = 0,1765] (Figura 9).  

Figura 9: Efeito do pré-tratamento subcrônico com Carbonato de Lítio na hiperlocomoção induzida 

pela dose de 15 mg/Kg de GBR12909 no protocolo com habituação.  

Distância total percorrida durante os 20min seguintes à injeção de GBR12909; n = 9-8-9-9.  

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de Bonferroni; 

# em relação ao grupo veículo + Li 50. 

 

Diante da ausência do efeito do GBR12909 no experimento subcrônico, testamos 

novamente o pré-tratamento com Carbonato de Lítio agudo, mas dessa vez no protocolo sem 

habituação. Desse modo, a distância percorrida foi analisada nos 30min seguintes a 

administração de GBR12909 na dose de 15 mg/Kg. Observamos que nesse protocolo o grupo 

veículo + GBR exibiu hiperlocomoção [Efeito do GBR: F (1, 36) = 17,64; *** p = 0,0002] e 

houve também efeito do Carbonato de Lítio [F (1, 36) = 4,200; * p = 0,0478], mas não houve 
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interação entre esses fatores [F (1, 36) = 1,045; p = 0,3135]. O pós-teste de Bonferroni não 

mostrou diferença do grupo Li 50+GBR com os demais (Figura 10).   

Figura 10: Efeito do pré-tratamento agudo com Carbonato de Lítio na hiperlocomoção induzida pela 

dose de 15 mg/Kg de GBR12909 no protocolo sem habituação.  

Distância total percorrida durante os 30min seguintes à injeção de GBR12909, n = 10/grupo.  

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de Bonferroni,  

* em relação ao grupo veículo + veículo e # Li 50 + veículo. 

 

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

 

Avaliamos se somente a administração do agonista inverso de receptores CB1 já é capaz de 

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

0,2692; p = 0,8471] (Figura 11).  

Figura 11: Curva dose-resposta do agonista inverso de receptores CB1, AM251.  

Distância total percorrida durante 30 min. Locomoção, n = 10,10,9 e 10 respectivamente.   

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni. 
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Houve efeito do GBR em relação ao grupo controle (veículo + veículo) mas não há 

diferença estatística entre os grupos que receberam  AM251 e  GBR12909 e o grupo que 

recebeu veículo + GBR12909 [F (4,45) = 6,873; *** p = 0,0002] (Figura 12), indicando que o 

pré-tratamento não teve efeito em prevenir a hiperlocomoção.  

 

 

Figura 12: Efeito do agonista inverso CB1 AM251 na hiperlocomoção induzida por GBR12909 no 

protocolo sem habituação. 

Distância percorrida durante os 30 min seguintes a injeção; n = 10/grupo.  

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni, 

* em relação ao grupo veículo + veículo.  

 

 

Optamos por testar uma dose maior de AM251, nesse caso a de 3 mg/Kg, que também 

está na faixa de ação seletiva para receptores CB1. Observamos que essa dose foi capaz de 

reverter o aumento de locomoção 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]; [Interação:  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 

hiperlocomoção induzida por 15 mg/Kg de GBR12909 avaliado no protocolo sem habituação.  

Distância total percorrida em 30 min, logo após a injeção de GBR12909, n = 10/grupo. Dados 

expressos como média +/- EPM. ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de Bonferroni, * em relação ao 

grupo veículo + veículo; # em relação ao grupo AM3 +veículo; & em relação ao grupo veículo + GBR. 

 

7.4.Efeito do pré-tratamento com agonista CB2 JWH133 

 

Nenhuma das doses testadas do agonista de receptores CB2, JWH133 alterou a 

locomoção basal dos animais [F (3,34) = 1,994; p = 0,1333] (Figura 14).  

 

Figura 14: Curva dose-resposta do agonista CB2 JWH133. 

 Distância total percorrida durante 30 min; n = 9,10,9,10 respectivamente.  

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni. 

 

Embora o GBR12909 tenha induzido o aumento da locomoção nos grupos em que foi 

administrado, o pré-tratamento com agonista de receptores CB2 JWH133 não 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).  

Figura 15: Efeito do pré-tratamento com o agonista de receptores CB2 JWH133 na hiperlocomoção 

induzida por GBR12909 no protocolo sem habituação.  

Distância total percorrida durante 30 min; n = 10,11,11,9,9. respectivamente.  

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni  

* em relação ao grupo veículo + veículo. 

 

7.5.Efeito do pré-tratamento com Canabidiol 

 

A administração de Canabidiol não interfere na locomoção basal dos animais, como 

demonstra a curva dose resposta [F (3,36) = 1,499; p = 0,2312] (Figura 16).  

Figura 16: Curva dose-resposta do Canabidiol.  

Distância total percorrida durante 30 min no campo aberto; n = 10/grupo.  

Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni. 
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Novamente o grupo veículo + GBR12909 não foi estatisticamente diferente do grupo 

veículo + veículo. Entretanto, podemos obserevar que nenhuma das doses de canabidiol 

testadas como pré-tratamento preveniu a hiperlocomoção induzida pelo GBR12909. [F (4,43) 

= 7,846; p < 0,0001] (Figura 17).  

Figura 17: Efeito do pré-tratamento Canabidiol na hiperlocomoção induzida por 15 mg/Kg de 

GBR12909 avaliado no protocolo sem habituação.  

Distância total percorrida em 30 min, logo após a injeção de GBR12909; n = 10, 9, 9 10 e 10 

respectivamente. Dados expressos como média +/- EPM. ANOVA de uma via seguido de pós-teste de 

Bonferroni, * em relação ao grupo veículo + veículo. 

 

7.6.Tabela resumo dos Resultados da Parte A 

 

Droga 

Mecanismo de ação Curva dose-

resposta 

Hiperlocomoção induzida 

por GBR12909 

Carbonato de 

Lítio 

Inibição da via 

AKT/GSK3β  

(dentre outros) 

+/- ↓ 

AM251 Antagonista CB1 - ↓ 

JWH133 Agonista CB2 - - 

Canabidiol 

Aumenta níveis de 

anandamida 

- - 
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PARTE B: AVALIAÇÃO DE COMPORTAMENTOS INDUZIDOS PELA INIBIÇÃO 

AGUDA E CRÔNICA DE DAT NO BPM E NO TESTE DE INIBIÇÃO PRÉ-PULSO 

 

8. MATERIAIS  

 

8.1.Animais 

 

Na primeira etapa dos experimentos utilizamos machos e fêmeas da linhagem 

C57BL/6J, a partir de 8 semanas de idade, fornecidos pelo Jackson Laboratory. Fêmeas e 

machos com baixa expressão do transportador de dopamina (DAT KD, do inglês 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 análises comportamentais 

foram realizadas durante a fase escura, após 1 semana de aclimatação ao biotério e a cada dia 

de teste os animais permaneciam 1h após na sala de experimentos também para aclimatação. 

Ração e água foram fornecidas ad libitum, exceto durante os testes comportamentais. Todos os 

procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética da UCSD (UCSD Institutional Animal 

Care and Use Committee). 

 

8.2.Drogas 

 

Para inibição aguda do transportador de dopamina utilizou-se a dose de 16 mg/Kg de 

GBR 12909 dihydrochloride (Sigma Aldrich®), diluído em salina 0,9%. Já para a modulação 

do sistema endocanabinóide utilizamos as seguintes drogas: 

• AM251, doses 0,3; 1 e 3 mg/Kg (Tocris Bioscience®): Antagonista de receptor CB1  
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• JZL184, doses 1,6; 5,1 e 16 mg/Kg (Cayman Chemical®): Inibidor da enzima MGL, 

que hidrolisa o 2-AG  

• AM630, 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®): 

• Δ9-Tetrahydrocannabinol ou THC, doses 0,3; 1 e 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 e 95% de salina 0,9%. O THC, que estava 

dissolvido em etanol, foi obtido após a evaporação desse sob um fluxo de nitrogênio, e o resíduo 

foi díluido em propileno glicol e Tween 80 na proporção de 1:1 e em seguida em salina. As 

demais drogas foram diluídas em cremofor, etanol e salina na proporção 1:1:18. As soluções 

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

 

9. MÉTODOS  

 

9.1.BPM (Behavioral Pattern Monitor) 

 

O monitor de padrão comportamental, do inglês Behavioral pattern monitor (BPM) 

(San Diego Instruments, San Diego, CA) são caixas de acrílico (30.5 × 61 × 38 cm), com onze 

orifícios de 1,25 cm de diâmetro, dispostos como mostrado na Figura 18, e possuem sensores 

infravermelhos que permitem avaliar atividades locomotora (distância e transições) e 

exploratória (“nosepoking” e “rearings”) dos animais. Cada caixa é fechada para minimizar a 

entrada de luz e som externos. Cada sessão teve 45 min de duração e foi realizada apenas com 
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luz branca dentro de cada câmara. Antes do teste os animais eram aclimatados por pelo menos 

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

 

Figura 18: Representação do monitor de padrão comportamental. 

(Behavioral pattern monitor – BPM.  Imagem retirada de Kwiatkowski et al., 2019. 

 

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

 

Utilizamos oito câmaras (SR-LAB, San Diego Instruments, USA), cada uma composta 

por um cilindro de acrílico de 5 cm de diâmetro, mantido dentro de uma caixa ventilada que 

atenua o som do ambiente externo e caixas de som posicionados acima dos cilindros transmitem 

os estímulos sonoros para o interior das câmaras. Os movimentos dos animais são transduzidos 

por acelerômetros piezoelétricos, posicionados sob os cilindros, e armazenados e digitalizados 

por um sistema de interface computacional.  

O teste é iniciado após 5 min de habituação e durante todo o tempo o ambiente 

permanece iluminado e o som de fundo mantido em 65dB. Os pulsos de sobressalto tiveram 

duração de 40 ms e os pré-pulso de 20 ms, com intervalos entre os estímulos variando de 3 a 

12 s (7 s de média). As sessões de sobressalto são compostas de 6 blocos. O primeiro consiste 

em cinco pulsos de 120 dB e o segundo de estímulos pré-pulsos de 69 (pp4), 73 (pp8) e 81 

(pp16) dB antes do pulso de 100dB. O terceiro bloco os mesmos estímulos pré-pulsos de 69, 

73 e 81 são pareados com os pulsos de 120 dB. Variações dos intervalos entre os estímulos pré-
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pulso são apresentadas no quarto bloco, sendo o estímulo pré-pulso de 73 DB seguido do pulso 

de 120 dB por 25, 50 100, 200 e 500 ms. O quinto bloco inclui somente estímulos sonoros de 

sobressalto, com pulsos de 80, 90, 100, 110 e 120 dB. No último bloco são cinco estímulos de 

120 dB que servirão para avaliar a habituação, quando analisados junto com os estímulos 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. 1ª etapa: Pré-tratamento agudo com moduladores endocanabinóides em animais C57 

tratados com GBR12909  

 

A primeira etapa de experimentos teve como objetivo avaliar se alguma das seis drogas 

moduladoras do sistema endocanabinóide 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 veículo foram administrados 30 min antes do início do 

teste no BPM e os animais recebiam GBR12909 ou salina 20 min depois da primeira injeção, 

ou seja, 10 min antes do início do teste no BPM. Após os 45 min desse primeiro teste os animais 

eram imediatamente transferidos para as câmaras do PPI. Um intervalo mínimo de uma semana 
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foi respeitado entre os experimentos para garantir que houve a completa metabolização das 

diferentes drogas utilizadas.  

 

 

Figura 19: Delineamento experimental – Parte B.  

A:Diagrama demonstrativo dos intervalos entre a administração das drogas e os testes 

comportamentais. B: Diagrama da ordem em que os diferentes moduladores endocanabinóides foram 

administrados. 

 

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

 

Após 1h de aclimatação na sala de experimentos os animais foram pre-tratados com 

AM251, na dose de 3 mg/Kg, 30 min antes do início do teste no BPM, que teve duração de 

45min.  

 

9.4.Análise Estatística 

 

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

houve diferença entre sexos ou interação de sexo com os outros fatores, os dados foram 

colapsados e novamente analisados. Utilizamos o software Biomedical Data Programs (BMDP) 

1. AM251 3. AM630 4.URB59 5. CBD 6. THC 2. JZL184 

1 semana 

Cada 

teste: 

BPM PGBR*/sal Pre-treat./veh 

20min 10min 45min 45min 

* GBR12909 16mg/Kg 

PPI 
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statistical software (Statistical Solutions Inc., Saugus, MA) e o valor de alfa foi estabelecido 

em 0,05. Para comparações entre grupos utilizou-se o pós-teste de Tukey.  

 

10. RESULTADOS: 

 

10.1. 1ª etapa:  Pré-tratamento agudo com moduladores endocanabinóides em animais 

C57 tratados com GBR12909  

 

10.1.1. Efeito na distância percorrida 

 

Nenhuma das drogas testadas como pré-tratamento teve interação com o fator sexo ou 

alterou a distância percorrida pelos animais em relação ao grupo controle. A administração de 

GBR12909 na dose de 16 mg/Kg foi efetiva em aumentar a distância percorrida em todos os 

experimentos testados (Figura 20 e APÊNDICE). Apenas AM251 [F (3,119) = 5.72, p=0.0011] 

e THC [F (3,117) = 4.02, p=0.0092] tiveram efeito, mas o pós-teste não mostrou diferença entre 

os grupos. Não houve interação entre esses pré-tratamentos e o GBR12909 [Interação AM251 

and GBR: F (3,119) = 0,66, p=0,5767; Interação 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 hiperlocomoção 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 

relação ao grupo veh+sal.  
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10.1.2. Efeito no número de Rearings 

 

Não houve interação do fator sexo com nenhuma das drogas testadas e, por isso, os 

dados foram agrupados. Nenhum pré-tratamento alterou o número de rearings. Houve efeito da 

administração de GBR12909, mas o pós-teste de Tukey só mostrou diferença entre os grupos 

veh+sal e veh+GBR no experimento com AM251. A maior dose do AM251 (3 mg/KG) 

preveniu esse efeito [F (3,119) = 7.91, p=0.0001] mas não houve interação entre os fatores 

AM251 e GBR [F (3,119) = 1.52, p=0.2127]. (Figura 21 e APÊNDICE). 

 

 

Figura 21: Efeito do antagonista CB1 AM251 no número de rearings induzido pela administração de 

16 mg/Kg de GBR12909 no BPM.  

Dados agrupados e apresentados como média +/- EPM, n = 15-16/grupo.  

** em relação ao grupo veh+sal e ## em relação ao grupo veh+GBR 
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10.1.3. Efeitos na resposta de inibição pré-pulso 

 

Não houve efeito do sexo por isso os dados foram agrupados. No teste de Inibição pré-

pulso observamos que o GBR12909 diminui a porcentagem do PPI nas três intensidades de 

estímulos 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 não foi efetivo em prevenir essa resposta [AM251: F (3, 119) = 1.89, 

p = 0.1344] (Figura 22).  

 

 

Figura 22: Efeito do antagonista CB1 AM251 no teste de inibição pré-pulso.  

Intensidade dos estímulos pré-pulso: pp4 = 69 dB, pp8 = 73 dB e pp16 = 81 dB.  

Dados representados como média + E.P.M., n = 15-16/grupo. 
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10.2. 2ª etapa: Pré-tratamento com AM251 em animais DAT KD  

 

10.2.1. Efeitos na distância percorrida 

 

Animais DAT KD exibiram um aumento na distância percorrida em relação aos animais 

wild type [Efeito do genótipo: F (1,49) = 45.26, p = 0.0000]. AM251 na dose de 3 mg/Kg 

atenuou o aumento da locomoção nos animais nocaute [Efeito AM251: F (1,49) = 7.36, p = 

0.0092]. Não houve interação entre os fatores sexo e pré-tratamento [F (1,45) = 0.43, p=0.5132] 

e entre pré-tratamento e genótipo [F (1,49)=1.60, p=0.2120] (Figura 23).  

 

 

Figura 23: Efeito do antagonista CB1 na distância percorrida por animais DAT KD e Wild type.  

Dados agrupados e apresentados como media +/- E.P.M.. * em relação ao grupo veh-WT;  

# em relação ao grupo A3-WT e & em relação ao grupo veh-KD. 
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10.2.2. Efeitos no número de Rearings 

 

Animais com baixa expressão de DAT exibiram aumento no número de rearings em 

relação aos animais wild type [Efeito genótipo: Gene F(1,49) = 22.24, p = 0.0000]. O 

antagonista CB1, AM251, não teve efeito em prevenir o aumento no número de rearings nos 

animais nocaute [Efeito do AM251: F (1,49) = 3.18, p = 0.0807]. Não houve interação entre os 

fatores sexo e AM251 [F(1,45)=0.57, p=0.4558] e gene e AM251 [F(1,49)=0.77, p=0.3838] 

(Figura 24).  

 

Figura 24: Efeito do antagonista CB1 AM251 no nº. de rearings em animais DAT KD e wild type. 

Dados agrupados e apresentados como media e E.P.M.  
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10.3. Tabela resumo dos Resultados da Parte B 

 

 

Droga 

Mecanismo de 

ação 

Hiperlocomoção Hiperexploração PPI 

G
B

R
 1

2
9
0
9

 

AM251 

Antagonista 

CB1  

↓ ↓ - 

THC 

Agonista CB1 

and CB2  

↓ - - 

JZL184 

Inibidor da 

MAGL  

- - - 

AM630 

Antagonista 

CB2  

- - - 

URB597 

Inibidor da 

FAAH 

- - - 

CBD 

Aumenta níveis 

de anandamida 

- - - 

DAT KD AM251 

antagonista 

CB1  

↓ ↓ NT 
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11. DISCUSSÃO 

 

A inibição de DAT é capaz de induzir mudanças comportamentais em animais e o estudo 

dessas alterações são uma das formas disponíveis para elucidar as relações entre diferentes vias 

cerebrais. Nesse trabalho buscamos avaliar as interações do sistema endocanabinóide com o 

sistema dopaminérgico, utilizando a inibição farmacológica de DAT, atráves da administração 

do inibidor seletivo GBR12909, e também genética, com animais com baixa expressão desse 

transportador. Já a participação do sistema endocanabinóide foi avaliada pela administração de 

drogas que atuam em diferentes etapas da neurotransmissão, como na degradação de ligantes 

endógenos e no bloqueio de receptores.  

 

11.1. Avaliação da hiperatividade em modelos animais  de mania 

 

Algumas das alterações comportamentais induzidas pela inibição de DAT podem ser 

úteis também para compreender a fisiopatologia de algumas doenças, dentre elas, a fase 

maníaca do TB. O comportamento mais comumente avaliado em modelos animais para mania 

é a alteração na locomoção e, embora não seja um parâmetro utilizado no diagnóstico, já foi 

demonstrado que pacientes em mania apresentam hiperatividade (HENRY et al., 2010; PERRY 

et al., 2009, 2010; YOUNG et al., 2007). A inibição de DAT é capaz de desencadear essa 

resposta comportamental e sua utilização como modelo do comportamento tipo-maníaco tem 

sido amplamente demonstrada, seja com a administração 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 hiperelocomoção tanto durante a fase clara como na fase escura.  
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Cabe destacar que anfetaminas também são utilizadas para avaliar o comportamento 

tipo-mania em animais, embora o fato dessas substâncias não serem seletivas limite a 

interpretação de alguns resultados.  

Demonstramos parcialmente a validade preditiva do GBR12909 como indutor do 

comportamento tipo-mania em animais, com a administração de carbonato de lítio, fármaco 

estabilizador do humor de primeira escolha para o tratamento de pacientes bipolares. A dose de 

50 mg/Kg atenuou o aumento de locomoção induzido pelo GBR12909 em animais C57Bl6, o 

que está de acordo com outros dados obtidos por nosso grupo em animais da linhagem Swiss 

(BASTOS et al., 2018). O pré-tratamento com Carbonato de Lítio tem se mostrado eficaz em 

atenuar o aumento de locomoção induzido por GBR12909, tanto de forma aguda como crônica 

(BASTOS et al., 2018; QUEIROZ et al., 2015; VAN ENKHUIZEN et al., 2015). A diminuição 

da locomoção basal após a administração de doses altas dessa substância pode estar relacionada 

a sua estreita faixa terapêutica. A inibição de DAT como modelo tipo-mania também já foi 

validada com Valproato e Aripiprazol revertendo hiperlocomoção (BASTOS et al., 2018; VAN 

ENKHUIZEN et al., 2012).  

A validade preditiva de outros modelos que levam em conta alterações na 

neurotransmissão dopaminérgica para o surgimento do comportamento tipo-mania em animais 

também já foi demostrada com o lítio. O tratamento crônico foi capaz de prevenir a 

hiperlocomoção induzida por d-anfetamina (FREY; ANDREAZZA; et al., 2006) e pela 

privação do sono paradoxal (DAL-PONT et al., 2019), enquanto a injeção aguda preveniu os 

efeitos induzidos pelo metilfenidato (SOUZA et al., 2016). Cabe destacar que os resultados do 

lítio revertendo o comportamento induzidos pela administração de anfetaminas variam entre 

diferentes espécies (FLAISHER-GRINBERG; EINAT, 2010; LAN; EINAT, 2019), sendo 

importante avaliar se o mesmo ocorre com outros psicoestimulantes. Interessantemente notar 

também que o lítio foi capaz de reverter tanto a hiperlocomoção quanto os comportamento tipo-
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depressivos induzidos por uma única injeção de ouabaína, demostrando a preditabilidade 

farmacológica dos modelos animais de transtorno bipolar (VALVASSORI et al., 2019). 

Diversos alvos tem sido apontados para a ação do lítio. De importância para os efeitos 

anti-mania destacamos a inibição da via AKT/GSK3, por sua relação com a neurotransmissão 

dopaminérgica. A ativação de receptores D2 pode recrutar a via β-arrestina 2, que mantem AKT 

inativa, deixando GSK3 ativa livre. O lítio age tanto desestabilizando o complexo formando 

por β-arrestina/Proteína fosfatase 2/AKT quanto inibindo diretamente GSK3β (BEAULIEU, 

2011). Esses efeitos decorrentes do recrutamento de β-arrestina 2 parecem explicar o 

mecanismo como lítio, valproato e lamotrigina atuam como estabilizadores do humor 

(DEL’GUIDICE; BEAULIEU, 2015). 

 

11.2. Participação de receptores CB1 na resposta locomotora induzida pela inibição de 

DAT 

 

Mostramos que o receptor canabinóide CB1 parece mediar as respostas 

comportamentais analisadas tanto no campo aberto como no BPM. O antagonismo/agonismo 

inverso desse receptor previniu o aumento da locomoção e o aumento do número de rearings 

tanto em animais que receberam GBR12909, quanto em animais DAT KD.  

Os ligantes endógenos canabinóides podem ativar receptores CB1 localizados em 

neurônios GABAérgicos da ATV, diminuindo assim a liberação de GABA, que deixa de inibir 

neurônios dopaminérgicos (COVEY et al., 2017; OLESON et al., 2012; WANG et al., 2015; 

WENZEL et al., 2018), resultando em aumento dos níves de dopamina em estruturas 

mesocorticolímbicas. Portanto, o bloqueio de receptores CB1 resulta no efeito oposto, ou seja, 

o aumento da liberação de GABA levando a inibição de neurônios dopaminérgicos na ATV, o 

que pode explicar os resultados obtidos com o antagonista/agonista inverso AM251 no presente 
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trabalho. A ativação de receptores CB1 na ATV parece ser mediada principalmente pelo 2-AG 

e, um dos indícios é a alta expressão de diacilglicerol lipase-α (DGL-α), enzima envolvida na 

síntese desse neurotransmissor, em neurônios dessa estrutura (MÁTYÁS et al., 2008).  

O bloqueio de CB1 também é capaz de reverter a hiperlocomoção induzida por outros 

psicoestimulantes como a metanfetamina (RODRIGUEZ et al., 2011), d-anfetamina 

(TZAVARA et al., 2009) e cocaína (DELIS et al., 2017; GOBIRA et al., 2019; LOPES et al., 

2020). A dose 3mg/Kg de AM251, entretanto, não foi capaz de alterar o aumento de locomoção 

aguda induzida por cocaína, mas preveniu a sensibilização (CORBILLE et al., 2007). A falta 

de seletividade da cocaína explica os resultados obtidos por nosso grupo. De fato, a ativação de 

receptores mGluR1 e α1 parecem mediar a mobilização de 2-AG pela cocaína (WANG et al., 

2015).  

 

11.3. Participação de receptores CB2 na resposta locomotora induzida pela inibição de 

DAT 

 

Nem a ativação e nem o antagonismo de receptores do tipo CB2 foi capaz de prevenir o 

aumento de locomoção e no número de rearings induzido pelo GBR12909.  

Ao contrário de CB1, receptores CB2 são expressos em neurônios dopaminérgicos 

localizados na VTA e, por isso, sua ativação inibe a liberação de dopamina (ZHANG et al., 

2014). Altas doses de JWH133 (10 e 20 mg/Kg) são eficazes em diminuir a auto-administração 

e a hiperlocomoção induzidas por cocaína em camundongos (XI et al., 2011; ZHANG et al., 

2015). Outro trabalho do nosso grupo também mostrou que a administração de 20 mg/Kg de 

JWH133 previne a hiperlocomoção induzida pela cocaína (GOBIRA et al., 2019) . Já uma dose 

menor, de 1 mg/Kg, preveniu tanto a aquisição quanto a expressão da sensibilização induzidas 

pela cocaína, mas não foi suficiente para alterar a hiperlocomoção aguda, (LOPES et al., 2020). 
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Todos esses efeitos foram bloqueados pela administração do antagonista CB2 AM630 

(GOBIRA et al., 2019; LOPES et al., 2020).  

Animais knockout para receptores CB2 exibem aumento de locomoção e prejuízo na 

habituação ao campo aberto (LIU et al., 2017). Já animais que superexpressam esses receptores 

são menos responsivos aos efeitos psicoestimulantes da cocaína (ARACIL-FERNÁNDEZ et 

al., 2012). A deleção de receptores CB2 somente em neurônios dopaminérgicos aumenta a 

hiperatividade induzida por cocaína e anfetamina mas não por metanfetamina (CANSECO-

ALBA et al., 2020). Embora a cocaína seja capaz de mobilizar 2-AG por mecanismos que não 

dependem exclusivamente da neurotransmissão dopaminérgica, como mencionado 

anteriormente, as baixas doses de JWH133 utilizadas nesse trabalho não permitem descartar a 

participação de CB2 nas respostas induzida pelo GBR12909. 

Interessantemente, existe associação entre uma das isoformas do gene CNR2, que 

codifica o receptores CB2, e pacientes bipolares (MINOCCI et al., 2011). De fato, esse receptor 

tem grande potencial terapêutico, não só pela sua localização em neurônios dopaminérgicos, 

mas por também serem expressos em células da glia (ATWOOD; MACKIE, 2010). A 

administração de um agonista CB2 seletivo, por exemplo, pode inibir a ativação microglial, 

reduzindo assim os níveis de mediadores pró-inflamatórios exibido por pacientes com TB 

(ARJMAND et al., 2019).  

 

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

 

A administração de THC também atenuou a hiperlocomoção induzida pelo GBR12909. 

Alguns trabalhos de revisão mostram que o uso de Cannabis parece antecipar o início e 

exarcerbar os sintomas de mania em pacientes com TB (GIBBS et al., 2015; LOWE et al., 

2019; SIDELI et al., 2020). Embora ainda sejam inconclusivos, pois metodologias variaram 
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entre os estudos analisados, é plausível supor que o sistema endocanabinoide pode estar 

envolvido em algumas das alterações observadas em pacientes com TB (ARJMAND et al., 

2019). Curiosamente, entretanto, nosso trabalho é o primeiro a avaliar a participação desse 

sistema em um modelo animal para o TB.  

O THC atua como agonista tanto de receptores CB1 como CB2, o que gera uma resposta 

bifásica, ou seja, pode ser tanto recompensadora como aversiva. O efeito recompensador é 

mediado por CB1 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 intermediária. Portanto 

podemos supor que o THC pode ter prevenido os efeitos induzidos pelo GBR12909 tanto pela 

ação em receptores CB1 localizados em interneurônios glutamatérgicos, como pela ativação de 

receptores CB2, em neurônios dopaminérgicos.  

 

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

 

O canabidiol não foi capaz de reverter o aumento da locomoção induzido pelo 

GBR12909. O mecanismo de ação do canabidiol ainda não é completamente elucidado, mas 

acredita-se que possa potencializar a neurotransmissão canabinóide. 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 CB1 

(LAPRAIRIE et al., 2015), dentre outros mecanismos (CAMPOS et al., 2016; LAPRAIRIE et 

al., 2015). O canabidiol também foi inefetivo em reverter a hiperlocomoção no modelo animal 

tipo-mania induzido por d-anfetamina (VALVASSORI et al., 2011). Além disso, o canabidiol 

não parece ter efeito no tratamento de pacientes bipolares (ZUARDI et al., 2010). Portanto, até 

o presente momento, não há indícios que o canabidiol seja indicado para casos de TB. 
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11.6. Avaliação do teste de PPI em modelos animais tipo-mania  

 

Observamos que o GBR12909 prejudicou a resposta dos animais no teste de inibição 

pré-pulso, entretanto nenhuma das drogas utilizadas como pré-tratamento foi capaz de prevenir 

esse déficit.  

Além da hiperlocomoção, a inibição de DAT também é capaz de induzir outras 

alterações comportamentais, tais como prejuízos em tarefas de avaliação de risco (DE 

QUEIROZ et al., 2018; VAN ENKHUIZEN et al., 2014; VAN ENKHUIZEN; GEYER; 

YOUNG, 2013; YOUNG et al., 2011), aumento da motivação (MILIENNE-PETIOT et al., 

2017), e déficit de memória (CHANG; YU; CHEN, 2018). Entretanto animais DAT KD não 

exibem prejuízo da resposta ao PPI em comparação com animais wild-type (RALPH-

WILLIAMS et al., 2003), ao contrario do que é observado em animais sem nenhuma expressão 

de DAT (RALPH et al., 2001). Já a administração de GBR12909 causa prejuízo 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 não haja prejuízo dessa resposta. 

Animais knockout para o receptor CB1, ou tratados cronicamente com o antagonista 

desse receptor exibem prejuízo no PPI (ORTEGA-ÁLVARO et al., 2015). De maneira 

interessante, a administração de THC prejudicou o PPI em ratos isolados e o antagonista CB1 

SR 141716 reverteu esse efeito, mas não alterou o comportamento nos animais mantidos 

agrupados (MALONE; TAYLOR, 2006). Já a administração crônica de AM251 restaurou os 

prejuizos de PPI causados pelo isolamento, possivelmente através de 2-AG (ZAMBERLETTI 

et al., 2012). Outros agonistas canabinóides sintéticos também causam prejuízo no PPI 

(MARTIN et al., 2003; SCHNEIDER; KOCH, 2002). O consumo crônico de Canabis sativa 
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também parece prejudicar a resposta sensório motora avaliada no PPI (KEDZIOR; MARTIN-

IVERSON, 2006). Embora hajam dados conflitantes, esses resultados parecem indicar que o 

receptor CB1 participa dessa resposta, sendo possível supor que o bloqueio desse receptor traz 

benefícios na resposta de sobressalto.  

 

12. CONCLUSÕES  

 

A inibição do transportador de dopamina, farmacológica ou genética, é utilizada como 

modelo animal de mania . Observamos que esse bloqueio induz aumento da locomoção em 

animais e que o pré-tratamento com Carbonato de Lítio é capaz de prevenir essa resposta, 

reproduzindo assim dados da literatura. Mostramos também que o antagonismo de receptor do 

tipo CB1 previne a hiperatividade induzida pela inibição do DAT, tanto na forma aguda como 

crônica, sugerindo o envolvimento do sistema endocanabinóide no comportamento tipo-

maníaco. Embora o agonista de receptores CB2 não tenha sido efetivo em reverter as alterações 

induzidas pela inibição de DAT nesse trabalho, sua influência na neurotransmissão 

dopaminérgica não pode ser descartada.   

Dessa forma concluímos que o antagonismo de receptor CB1 tem potencial como alvo  

terapêutico para o TB, embora seus efeitos adversos sejam conhecidos (MOREIRA; CRIPPA, 

2009). Mais estudos são necessários, portanto, para elucidar a participação do sistema 

endocanabinóide no TB, especialmente em aspectos da doença não avaliados nesse trabalho. 
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APÊNDICE A - RESULTADOS DA AVALIAÇÃO DA DISTÂNCIA PERCORRIDA 

NO BPM 

 

 

Figura 25: Efeito dos moduladores endocanabinóides na distância percorrida pelos animais após a 

administração de 16mg/KG de GBR12909. 
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APÊNDICE B - RESULTADOS DA AVALIAÇÃO DO NÚMERO DE REARINGS NO 

BPM 

 

 

Figura 26: Efeito dos moduladores endocanabinóides no número de rearings após a administração 

de 16 mg/Kg de GBR12909. 
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APÊNDICE C –RESULTADOS DO TESTE DE INIBIÇÃO PRÉ-PULSO (PPI) 

 

 

 

Figura 27: Efeito dos moduladores endocanabinóides no teste de inibição pré-pulso após a 

administração de 16 mg/Kg de GBR12909. 

 

 

 


