UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE EDUCACAO E CIENCIAS HUMANAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PSICOLOGIA

EFEITOS DO CANABIDIOL SOBRE COMPORTAMENTOS “TIPO-
COMPULSIVO” EM RATOS: INFLUENCIAS DO SEXO E DO CICLO

ESTRAL

DEBORA DOS SANTOS FABRIS

Sdo Carlos -SP

2020



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE EDUCACAO E CIENCIAS HUMANAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PSICOLOGIA

EFEITOS DO CANABIDIOL SOBRE COMPORTAMENTOS “TIPO-
COMPULSIVO” EM RATOS: INFLUENCIAS DO SEXO E DO CICLO

ESTRAL

DEBORA DOS SANTOS FABRIS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Psicologia, da Universidade
Federal de Sao Carlos como parte dos
requisitos para obten¢do do titulo de mestre
em Psicologia

Area de concentracdo: Psicologia

Orientadora: Profa. Dra. Amanda Ribeiro de Oliveira

Coorientador: Prof. Dr. Marcos Hortes Nisihara Chagas

Sdo Carlos — SP

2020



FOLHA DE APROVACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

UFR'I% Centro de Educagdo e Ciéncias Humanas

Programa de Pos-Graduagao em Psicologia

Folha de ATprd\};g':éoir

Assinaturas dos membros da comissao examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertagdo de Mestrado da
candidata Débora dos Santos Fabris, realizada em 19/03/2020:

s Pk WSl
Profa. Dra. Amanda Ribeiro de Oliveira
UFSCar

Profa. Dra. Joice Maria da Cunha
UFPR

; ( Wi i
/AL\//{ { /ijl/\ / _a =

/ Prof. Dr. Felipe Viflela Gomes
s

Certifico que a defesa realizou-se com a participagao a distancia do(s) membro(s) Joice Maria da Cunha e, depois das
arguigdes e deliberagoes realizadas, o(s) participante(s) a distancia esta(ao) de acordo com o contetdo do parecer da
banca examinadora redigido neste relatério de defesa.

C:blw P".(«w-' dl_ O/‘———

Profa. Dra. Amanda Ribeiro de Oliveira




Aos meus pais Solange ¢ Tadeu e a minha irma Ligia,

Significado de porto seguro e amor incondicional



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida e por iluminar meus passos ndo deixando desistir dos meus
sonhos.

Aos meus familiares por todo amor e incentivo. Minha eterna gratidao.

Ao meu namorado Rodrigo Garcia Leal Lelis pelo amor e paciéncia. Obrigada por
caminhar ao meu lado e por me fazer feliz.

A Nilce Lelis e Laura Lelis pelas conversas, torcida e apoio constante.

A Profa. Dra. Amanda Ribeiro de Oliveira, minha orientadora, um agradecimento
carinhoso pela excelente orientagdo. Exemplo de dedicagcdo, competéncia e
responsabilidade.

Ao Prof. Dr. Marcos Hortes Nisihara Chagas, meu co-orientador, pelas sugestoes
teoricas e pela oportunidade de aprender sobre a prdtica clinica junto ao seu grupo de

pesquisa.

A minha banca examinadora, Profa. Dra. Joice Maria de Cunha e Prof. Dr. Felipe
Vilela Gomes que gentilmente aceitaram a participar e colaborar com este trabalho.

A Profa. Dra. Azair Liane Canto de Souza e a Dra. Milene Cristina de Carvalho por
cada contribuigdo feita no exame de qualificagdo.

A Karina Genaro por me conduzir na carreira académica e por acreditar no meu
potencial.

Aos meus colegas do Laboratorio de Psicologia de Aprendizagem, pelo acolhimento e
aprendizado diario.

Aos meus colegas do Grupo de Estudos e Pesquisas em Saude Mental, Cognicdo e
Envelhecimento pelo carinho.

A Universidade e a todo seu corpo docente pelo meu crescimento profissional.

A todos os funciondrios da secretaria do Programa por estarem sempre dispostos a
ajudar nas questoes burocrdticas.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
suporte financeiro — numero do processo.: 88882.182609/2018-01.



FABRIS, D.S (2020). Efeitos do canabidiol sobre comportamentos “tipo-compulsivo”™
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RESUMO

O Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC) ¢ uma psicopatologia grave e
cronica caracterizada por pensamentos intrusivos (obsessdes) e agdes ritualisticas
(compulsoes). A neurobiologia do TOC ndo ¢ totalmente compreendida, e importantes
diferencas em termos de prevaléncia, severidade e sintomatologia existem entre homens
e mulheres. Além disso, uma porcentagem significativa dos pacientes é resistente aos
tratamentos disponiveis. Estudos recentes demonstram o potencial uso terapéutico de
um composto canabinoide ndo psicotrdpico, o canabidiol (CBD), em transtornos
mentais. O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do CBD sobre
comportamentos “tipo-compulsivo” em ratos, considerando as influéncias do sexo e das
fases do ciclo estral em fémeas. Para isso, ratos Wistar machos e fémeas receberam
administracdo intraperitoneal de CBD nas doses de 0,3, 3 ou 30 mg/kg ou veiculo e
tiveram as respostas comportamentais analisadas nos testes do campo aberto, de enterrar
esferas, de trituracdo para ninho e de alternincia espontdnea. O CBD ndo apresentou
efeito significativo sobre os comportamentos avaliados no presente estudo. Em relacio
ao ciclo estral, no teste do campo aberto, fémeas durante o diestro tardio apresentaram
maior expressdao do comportamento de autolimpeza quando comparadas a fémeas em
proestro. De maneira geral, os resultados obtidos indicam que o CBD parece ndo ter
efeitos importantes sobre os comportamentos “tipo-compulsivo” avaliados. Efeitos do
CBD na reversio de comportamentos “tipo-compulsivo” induzidos por outras
manipulagdes devem ampliar nossa compreensdo sobre o potencial terapéutico desse
composto no TOC.

Palavras-Chave: campo aberto; enterrar esferas, trituragdo para ninho, alterndncia

espontanea, autolimpeza; transtorno obsessivo-compulsivo.



FABRIS, D.S (2020). Effects of cannabidiol on “compulsive-like” behavior in rats:
influences of sex and estrous cycle. Master’s Thesis in Psychology, Federal University
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ABSTRACT

Obsessive-Compulsive Disorder (OCD) is a severe and chronic psychopathology
characterized by intrusive thoughts (obsessions) and ritualistic actions (compulsions).
The neurobiology of OCD is not fully understood, and important differences in terms of
prevalence, severity, and symptomatology exist between men and women. In addition, a
significant percentage of patients are resistant to available treatments. Recent studies
demonstrate the potential therapeutic use of a non-psychotropic compound, the
cannabidiol (CBD), in mental disorders. The present study aimed to evaluate the effects
of CBD in “compulsive-like” behaviors in rats, considering the influences of sex and
estrous cycle phase in females. For this, male and female Wistar rats received
intraperitoneal administration of CBD in doses of 0,3, 3 or 30 mg/kg or vehicle and had
their behavioral responses analyzed in the open-field, marble burying, nestlet shredding,
and spontaneous alternation tests. CBD had no significant effects on the behaviors
assessed in the present study. Regarding the estrous cycle, in the open-field test, females
during late diestrus showed greater expression of self-grooming behavior when
compared to females in proestrus. In general, the results obtained indicate that CBD
does not seem to have important effects on the “compulsive-like” behaviors evaluated.
The effects of CBD in reversing "compulsive-like" behaviors induced by other
manipulations should expand our understanding of the therapeutic potential of this

compound in OCD.

Keywords: open-field; marble burying, nestlet shredding, spontaneous alternation, self-

grooming; obsessive-compulsive disorder.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Transtorno Obsessivo-Compulsivo

O Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC) ¢ uma psicopatologia grave e
cronica caracterizada por pensamentos intrusivos, sentimentos ou ideias recorrentes
(obsessoes) e agOes ritualisticas (compulsdes) que consomem tempo € causam
sofrimento significativo. O individuo ndo possui controle sobre as obsessdes e
compulsdes, o que pode causar ansiedade e interferir diretamente nas tarefas didrias
(American Psychiatric Association, 2014). Em decorréncia disso, os individuos com
TOC podem apresentar mau funcionamento em varios dominios, como nas atividades
diarias, nos relacionamentos pessoais € no desempenho profissional (Rosa et al., 2012).
Os sintomas podem ser agrupados em diferentes subtipos como contaminagao, agressao,
simetria, acumulagdo e pensamentos sexuais ou religiosos (Ravindran et al., 2019;
Lavallé et al., 2020, Gong et al., 2019). Vale ressaltar que o diagnosticado ¢ feito
quando os sintomas se diferem das preocupacdes e rituais pertinentes as fases de
desenvolvimento e quando s3o excessivos e persistentes, além dos periodos
apropriados, associados a uma qualidade de vida reduzida, assim como a altos niveis de
prejuizo social e profissional (American Psychiatric Association, 2014).

O TOC afeta de 2 a 3% da populacao em geral (Ruscio et al., 2010; da Silva et
al., 2019), sendo considerado o quarto transtorno mental mais comum depois da
depressao, abuso de alcool e drogas e fobia social (Torres et al., 2017). O transtorno
pode estar acompanhado de algumas comorbidades, principalmente transtorno de
Tourette, transtorno depressivo maior, transtorno de ansiedade, tique e outros
movimentos estereotipados e, em casos mais graves, transtornos psicoticos (American

Psychiatric Association, 2014; Labad et al., 2018; Ruscio et al., 2010).
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O TOC apresenta uma natureza heterogénea quanto a sua sintomatologia (Nakao
et al., 2014), o que pode comprometer a teraputica. Na 5* edi¢do do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), o TOC foi retirado do
capitulo de Transtornos de Ansiedade, tendo sido criado um capitulo para Transtorno
Obsessivo-Compulsivo e Transtornos Relacionados (American Psychiatric Association,
2014). Apesar da mudanga de classificacao, os critérios diagnosticos do TOC continuam
basicamente os mesmos € a ansiedade continua sendo considerada como tendo
importancia central no transtorno.

Atualmente, os tratamentos de primeira linha para o TOC incluem a psicoterapia
em combinacdo com o uso de medicamentos. Dentre as psicoterapias, a abordagem
cognitivo-comportamental tem se mostrado mais eficaz. Em particular, a técnica de
exposi¢do com prevencdo de respostas ¢ a mais utilizada, tendo por objetivo a
diminui¢do do medo/ansiedade através da exposicdo gradual e repetida ao estimulo
aversivo, minimizando as obsessdes € os comportamentos compulsivos (Diniz et al.,
2012). Entretanto, o maior fator limitante dessa técnica ¢ a recusa de alguns pacientes a
se submeterem ao procedimento, devido ao carater aversivo da exposi¢do (Storch et al.,
2009). Ainda nessa perspectiva, estudos clinicos também apontam técnicas de
relaxamento como uma terapia alternativa para a diminui¢do dos sintomas do TOC
(Shannahoff-Khalsa., 1996; 2019).

O tratamento farmacoldgico ¢ geralmente feito com o uso de antidepressivos
como da classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) (Fineberg et
al., 2005; Diniz et al., 2012; Pizarro et al., 2014). Os ISRS mostraram ser clinicamente
eficazes com 40% a 70% dos pacientes respondendo efetivamente (Katzman et al.,
2014; Skapinakis et al., 2016). Embora, a fisiopatologia do TOC ainda permaneca

questionavel, varios estudos evidenciam o envolvimento da neurotransmissao
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serotoninérgica (5-HT) (Zoar et al., 1987; Fineberg et al., 2005). O tratamento com
ISRS parece modular a atividade funcional de algumas areas associadas aos sintomas do
TOC, por exemplo, areas subcorticais e parietais (Sakai et al., 2001; Zhang et al., 2011).
Desta forma, explorar as redes funcionais do cérebro de pacientes com TOC antes e
apos o tratamento com ISRS tem contribuido para o entendimento sobre a natureza do
transtorno (Shin et al,, 2014). Os ISRS de primeira linha incluem: fluoxetina
(Montomery et al., 1993), citalopram (Montgomery, 2001) e escitalopram (Stein et al.,
2008). Entretanto, ha pacientes que respondem apenas parcialmente aos ISRS. A
resposta parcial a esse tratamento pode estar associada a comorbidades e a maior
gravidade do transtorno (Rosa et al., 2012). Nestes casos, a estratégia mais usada ¢ a
potencializagdo com antipsicoticos (Flament et al., 1997; Van Ameringen et al., 2014).
Os antipsicoticos de primeira linha como a risperidona e o aripiprazol apresentam
melhores evidéncias, enquanto o haloperidol apresenta perfil farmacologico
desfavoravel devido aos efeitos colaterais, como disforia, distonia, parkinsonismo,
acatisia, discinesia e aumento do nivel de prolactina (Tyler et al., 2017; Thamby et al.,
2019). O tratamento com ISRS isoladamente ou em combinacdo com antipsicoticos,
sugere o papel da serotonina e da dopamina na fisiopatologia do TOC (Denys et al.,
2006).

Apesar disso, uma porcentagem significativa dos individuos com TOC — de 30%
a 40% — nao respondem aos tratamentos convencionais (Lopes et al., 2009). Desta
forma, hd um grande interesse no desenvolvimento de terapias mais eficazes para
pacientes que nao respondem ou ndo toleram os efeitos adversos dos tratamentos
disponiveis. Nesse sentido, estudos experimentais que avaliam novos farmacos ou
novas abordagens terapéuticas a fim de minimizar os sintomas dessa psicopatologia sao

de grande importancia.
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A neurobiologia do TOC ainda ndo ¢ totalmente compreendida. Estudos de
neuroimagem indicam a participagdo dos circuitos cortico-estriado-talamo-cortical
como um possivel mecanismo subjacente aos sintomas do TOC (Subira et al., 2016).
Anormalidades especificamente no cortex orbitofrontal tem sido um dos achados mais
consistentes (Hoexter et al., 2015). A participacdo dessas estruturas envolve uma via
excitatoria direta que estimula o processamento de informagdes do tdlamo ao cortex e
uma via inibitoria indireta, que opera na mesma rede. A atividade das vias direta e
indireta deve promover o equilibrio entre a atividade excitatoria e inibitoria do circuito.
Desequilibrio nessas vias pode levar a um inadequado bloqueio talamico, resultando na
hiperatividade do cortex orbitofrontal (Fernandes et al., 2016; Ravindran et al., 2019).

Tais avangos no entendimento da fisiopatologia do TOC tém contribuido para o
desenvolvimento de tratamentos envolvendo neuromodulacdo. A estimulacao
transcraniana por corrente continua (7ranscranial Direct-Current Stimulation), por
exemplo, ¢ uma técnica de neuroestimulagdo nao invasiva que consiste em aplicar uma
corrente de baixa voltagem no cérebro por meio de eletrodos colocados no couro
cabeludo (Freire et al., 2020). Esta técnica vem sendo examinada na préatica clinica mas,
por enquanto, ndo ha forte evidéncia de sua eficacia no tratamento do TOC (Brunoni et
al., 2018; da Silva et al, 2019). De forma similar, a estimulagdo cerebral profunda (Deep
Brain Stimulation - DBS) também estd sendo investigada como uma opcao de
tratamento. A DBS ¢ um procedimento neurocirurgico que envolve o implante preciso
de microeletrodos em areas especificas do encéfalo através de técnicas estereotdxicas e
de neuroimagem. Um dispositivo de bateria externa subcutanea ¢ conectado a esses
eletrodos e a corrente elétrica ¢ usada para modular a atividade neuronal disfuncional

(Widge et al., 2019; Vicheva et al., 2020). Por enquanto, a DBS para o TOC permanece
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estritamente experimental, sendo realizado apenas com pacientes rigorosamente

selecionados (Bilge et al., 2018).

1.2 Diferencgas Sexuais no TOC

Os transtornos mentais representam um sério problema de saude publica (Lopez
et al., 1998). Varios estudos epidemioldgicos apontam que ha influéncia da diferenca de
sexo na incidéncia, prevaléncia e curso dos transtornos mentais (Andrade et al., 2006).
Os homens tendem a apresentar maior prevaléncia de transtornos associados ao uso de
substancias psicoativas (McHugh et al., 2018), transtornos de personalidade antissocial
e déficit de atengdo e hiperatividade (Andrade et al., 2006). As mulheres tendem a
apresentar maior prevaléncia de depressao e outros transtornos de humor (Bromet et al.,
2011; Wittchen et al., 2011), e um importante fator de risco pode ser a influéncia de
hormonios sexuais ¢ da resposta do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal das mulheres ao
estresse (Kuehner, 2016). Além disso, o DSM-5 aponta que, de modo geral, os
transtornos relacionados ao medo e ansiedade sdo mais prevalentes em mulheres
(American Psychiatric Association, 2014). O desenvolvimento da ansiedade na mulher
pode ser influenciado pela variagdo ciclica dos hormonios gonadais, particularmente a
progesterona e o estrogeno (Kinrys et al., 2005), que podem modificar
neurotransmissores € neuroesteroides, como também modular processos cognitivos e
comportamentais (Riecher-Rossler, 2017).

Especificamente para o TOC, apesar de uma grande diferenga nao existir para a
prevaléncia do transtorno, estudos apontam para diferencas na gravidade e
sintomatologia entre homens e mulheres (Kinrys et al., 2005; Torres et al., 2005;
Somers et al., 2006). Evidéncias clinicas apontam diferencas na incidéncia,

fisiopatologia e manifestagdo do TOC entre homens e mulheres (Torresan et al., 2013;

18



Cherian et al., 2014; Vulink et al., 2006). Diferencas também existem em termos de
idade de inicio, com homens podendo apresentar sintomas um pouco mais cedo do que
as mulheres (Torres et al., 2005; Somers et al., 2006; Vulink et al., 2006). Outro aspecto
importante, ¢ a diferenca na expressao dos subtipos do TOC entre homens e mulheres
(Torresan et al. 2009).

Nas mulheres, ¢ observado aumento de casos de TOC apods o periodo de
menarca, sugerindo um possivel efeito resultante das alteragdes nas concentragdes de
estrogénio (Ruscio et al., 2010). De acordo com esse achado, o aumento da
vulnerabilidade para o inicio ou exacerbacdo do TOC em mulheres coincide com
eventos reprodutivos associados a alteragdes de estrogénio, como gravidez, pos-parto e
menopausa, apoiando ainda mais o possivel papel dos hormdnios gonadais no TOC
(Guglielmi et al., 2014). A ocorréncia de dimorfismo sexual no TOC pode estar
relacionada a interacdo entre os hormodnios gonadais € a neurotransmissao
serotoninérgica, mediada principalmente pelo receptor 5- HT2¢ (Reimer et al., 2018;
Ghaziuddin et al., 2003). Entretanto, ndo sdo compreendidas totalmente as causas

dessas diferengas e, até o momento, poucas pesquisas considerando a diferenca de sexo

foram realizadas.

1.3 Modelos Animais para o Estudo do TOC

Os modelos animais podem ser utilizados na investigacdo pré-clinica para
selecionar novos farmacos com potencial terapéutico para os transtornos mentais, bem
como para investigar seu mecanismo de acdao, ou ainda para testar hipoteses sobre a
fisiopatologia dos transtornos mentais (Graeff et al., 2002). Uma questdo importante no
estudo do TOC ¢ que ainda nao existem modelos animais ideais que atendam aos
critérios de validade de face, isto ¢, a similaridade entre o modelo e o transtorno que ele

simula considerando a sua sintomatologia; validade preditiva, que se refere a
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previsibilidade na qual o desempenho no teste prevé o desempenho na condig¢do
modelada, principalmente em relagdo ao tratamento; e validade de constructo teorico,
que indica que o modelo possui um embasamento tedrico sélido para a utilizagdo em
pesquisa, com similaridade em relacdo aos sistemas e mecanismos envolvidos no
transtorno (Joel, 2006; Korff et al., 2006).

Cabe ressaltar que ¢ impossivel desenvolver um modelo animal que reproduza
algum transtorno mental em sua totalidade, e o critério de validagdo depende da
finalidade do modelo (Joel, 2006). Os modelos animais para o TOC podem ser
divididos em modelos etologicos, com a compreensio dos comportamentos
naturais/espontaneos emitidos pelos animais que se assemelham aos sintomas presentes
no TOC; genéticos, com o uso de animais geneticamente modificados para estudo do
componente genético subjacente ao comportamento compulsivo; comportamentais, com
a possibilidade do comportamento humano ser modelado em animais; e farmacologicos,
capacidade de induzir comportamentos especificos com uso de drogas (Alonso et al.,
2015; Fineberg et al., 2011).

Um aspecto importante ¢ que os modelos animais disponiveis para estudos sobre
o TOC possuem uma limitagdo relevante sobre a explicagdo dos comportamentos
observados em humanos, isto ¢, nao ¢ possivel modelar os pensamentos
intrusivos/obsessdes presente no diagnoéstico em humanos (Abreu et al., 2011).
Entretanto, os modelos animais podem ser Uteis para o estudo de outros aspectos da
fisiopatologia do TOC, como compulsividade, estereotipia ou perseveragao (Alonso et
al., 2015). Uma vez que as manifestacdes cognitivas ¢ motoras do TOC estdo
intimamente ligadas, a modelagem de comportamentos compulsivos ¢ uma abordagem

comum para um modelo animal para TOC (Diniz et al., 2012).
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Alguns modelos animais para o TOC tém sido propostos na literatura e o
comportamento de autolimpeza mostra-se como um componente importante em varios
deles (Joel, 2006; Marroni et al., 2007; Diniz et al., 2012; Reimer et al., 2015). Este
comportamento em roedores consiste em uma sequéncia ritualizada e padronizada:
primeiramente o animal limpa as patas, em seguida realiza a limpeza da cabega com as
patas anteriores na regido dos olhos, posteriormente a regido do focinho seguida da
regido das orelhas e por ultimo o corpo ventral, lateral e dorsalmente (Kalueff et al.,
2007). A autolimpeza em roedores tem sido entendida como de particular importancia
para o estudo de sintomas do TOC associados a preocupacdo com contaminagao
(Ahmari et al., 2013; Kalueff et al., 2016). Este comportamento também pode ser
desencadeado quando os animais enfrentam uma situacao nova ou desconhecida e, neste
caso, o comportamento de autolimpeza pode estar associado a ansiedade (Sachs, 1988).

Outros comportamentos tidos como “tipo-compulsivo” estdo relacionados a
esconder objetos, a fazer verificagdes do contexto, a construcdo ou trituracdo de
materiais para ninho, e relacionados ao conflito para entrar e explorar novas areas
(Berridge et al., 2005; Kalueft et al., 2007). O teste de enterrar esferas, foi proposto
inicialmente para avaliar o efeito de drogas ansioliticas baseado no comportamento
natural dos animais de enterrar objetos potencialmente perigosos (Treit et al., 1981;
Broekkamp et al., 1986). Ao contrario dos resultados obtidos nos modelos de ansiedade,
os animais reexpostos ao teste de enterrar esferas exibiram o mesmo comportamento
observado na primeira sessdo (Njung’e et al., 1991) e tolerdncia a administragdo
repetida de diazepam (Broekkamp et al. 1986; Casarotto et al., 2010). Com base nisso, o
modelo passou a ser considerado Util para investigar as  respostas
repetitivas/compulsivas presentes no TOC (Korff et al., 2006; Thomas et al., 2009) e

compostos com propriedades anticompulsivas (Nardo et al., 2013).
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O teste de trituragdo para o ninho também pode ser utilizado para avaliar
comportamentos “tipo-compulsivo” em roedores (Angoa-Peréz et al.,, 2013).
Biologicamente, esses comportamentos “tipo-compulsivo” podem estar associados ao
comportamento natural/instintivo de constru¢do de ninhos para protecao de si mesmos e
para os filhotes contra as condigdes ambientais (Angoa-Pérez et al., 2013). Além disso,
o teste permite avaliar os efeitos de uma ampla variedade de drogas sobre esses
comportamentos repetitivos (Witkin, 2008).

O teste de alterndncia espontanea ¢ outro modelo animal utilizado em estudos
sobre o TOC. Com a utilizagdo de um labirinto em T, o teste de alternancia espontanea
avalia a tendéncia natural dos animais de explorar novas areas (Lalonde, 2002), o
padrdo de escolha dos animais pelos lados do aparato, ou a flexibilidade
comportamental de fazer escolhas/mudangas para um lado desconhecido e de alternar as
escolhas de braco apos sucessivas tentativas (Ellen et al., 1968; Deacon et al., 2006).
Entretanto, a checagem excessiva/diminui¢do da alternancia espontdnea a um Unico
ambiente pode ser caracterizada como comportamento “tipo-compulsivo” (Joel, 2006)
ou pode ser comparada a indecisdo e a perseveracao observadas nos individuos com
TOC (Yadin, 1991).

Cabe destacar que estudos pré-clinicos com uso de modelos animais sao
realizados predominantemente em machos e, seus resultados, generalizados para as
fémeas. Ainda sdo escassos estudos considerando a influéncia da diferenca de sexo e o
impacto da flutuagdo ciclica dos hormdnios gonadais femininos na expressdo das
emogdes, nas manifestacoes e curso dos transtornos mentais e sobre os efeitos dos
farmacos utilizados no tratamento desses transtornos.

O ciclo estral das fémeas de ratos ¢ marcado por quatro fases: proestro, estro,

diestro inicial e diestro tardio. Durante o proestro ocorre a maior concentragdo dos
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hormoénios gonadais, comparado com os baixos niveis encontrados durante o estro
quando ocorre a ovulacao (Butcher et al., 1974). Ao final do ciclo, o diestro inicial ¢
caracterizado pelos baixos niveis de estrogeno e um pequeno aumento da concentragao
de progesterona. O ciclo termina com o diestro tardio uma fase marcada pela queda
abrupta dos niveis de progesterona (Spornitz et al., 1999; Lovick, 2014).

Estudo recente do mnosso grupo de pesquisa demonstrou alteracdes
comportamentais relacionadas ao TOC diferindo entre machos e fémeas de ratos.
Reimer e colaboradores (2018) apontaram que fémeas da linhagem Sprague-Dawley
previamente tratadas com meta-clorofenilpiperazina (mCPP), agonista de receptores
serotoninérgicos, apresentam prejuizo da extingdo do medo condicionado,
especificamente na fase de diestro tardio quando submetidas ao protocolo do medo
contextual. Esses achados sugerem que possivelmente exista uma relagdo entre o
dimorfismo sexual e a consequente variagdo nos niveis dos hormonios sexuais no
desenvolvimento do TOC. Entretanto, a influéncia dos hormoénios gonadais nos

modelos animais para TOC e seu tratamento ainda precisa ser melhor investigada.

1.4 O Canabidiol

A planta Cannabis sativa vem sendo usada para fins medicinais ha milhares de
anos, por diferentes povos e em diversas culturas, embora hoje se conhegcam também
seus efeitos adversos. No inicio do século XX, extratos de cannabis chegaram a ser
comercializados para tratamento de transtornos mentais, principalmente como sedativos
e hipnoéticos (Russo et al., 2006). Atualmente, diversos estudos vém demonstrando o
potencial uso terapéutico de alguns compostos canabinoides na psiquiatria.

Na década de 1960, as estruturas quimicas dos principais componentes da

cannabis foram identificadas (Mechoulam, 2010). O tetra-hidrocanabinol (A9-THC)
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recebeu inicialmente maior aten¢do, por ser o componente psicotropico da planta. As
investigagdes sobre o mecanismo de acdo do A9-THC levaram a descoberta de um
receptor canabinoide localizado no sistema nervoso central, denominado CB1 (Devane
et al., 1988). A descoberta desse receptor iniciou a busca por ligantes endogenos e em
1992 e 1995 foram identificados a N-aracdonoiletanolamida (anandamida) e o 2-
aracdonoilglicerol (2-AG), dois agonistas enddgenos dos receptores CB1 (Devane et al.,
1992; Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). A sintese desses endocanabinoides
ocorre pela fosfolipase D no caso da anandamida e pela diaciglicerol lipase para a 2-
AG, que convertem os fosfolipideos em endocanabinoides (Piomelli, 2003). A
degradacao desses endocanabinoides também ocorre por enzimas especificas, a
hidrélise da anandamida e da 2-AG ocorre através da amida hidrolase de acidos graxos
(FAAH) e da lipase monoacilglicerol (MGL), respectivamente (Cravatt et al., 1996;
Dinh et al., 2002). Depois da descoberta do receptor CB1, outro receptor canabinoide
foi encontrado em células do sistema periférico e imune, nomeado entdo de CB2
(Munro et al., 1993; Howlett et al., 2002).

Estudos sobre o mecanismo de a¢do do A9-THC levou a descoberta de outro
fitocanabinoide, o Canabidiol (CBD). O CBD ¢ o segundo maior componente da planta
depois do A9-THC (Silote et al., 2019). Identificado e isolado na década de 1930, pelos
grupos de Cahn e Todd no Reino Unido (Cahn, 1932) e por Adams nos Estados Unidos
(Adams, 1942) e, sua estrutura foi elucidada posteriormente pelo grupo de Mechoulam
e Shvo em 1963 (Mechoulam et al., 1963). Diferentemente do A’-THC, o CBD ndo
apresenta efeitos psicotomiméticos ou refor¢adores (Karniol et al., 1974; Mechoulam,
2014). O CBD, apesar de apresentar baixa afinidade pelos receptores CB1 e CB2
(Thomas et al., 1998), pode atuar como antagonista dos receptores CB1 e agonista dos

receptores CB2 (Thomas et al. 2007). Além disso, foi proposto que o CBD poderia
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facilitar a sinalizagdo endocanabinoide através da inibigdo da captacdo e da hidrodlise
enzimatica dos endocanabinoides (Gomes et al., 2011). O CBD também pode interagir
com o sistema serotoninérgico atuando como agonista 5-HT1a (Russo et al., 2005;
Campos et al., 2013). O CBD apresenta diversos efeitos farmacologicos, incluindo
efeito ansiolitico (Guimaraes et al., 1990; Crippa et al., 2004; Zuardi et al., 2008) e
anticompulsivo (Cassaroto et al., 2010; Nardo et al., 2014; Deiana et al., 2012).

Embora o conhecimento de diferencgas sexuais na funcionalidade do cérebro ja
estivesse presente no final do século XIX (Andreano et al, 2009), poucos estudos
consideram o dimorfismo sexual existente no sistema endocanabinoide (Fattore et al.,
2007, 2010; Craft et al.,, 2013; Cooper et al., 2018). A expressao dos vdrios
componentes do sistema endocanabinoide ¢ diferente em machos e fémeas (Fattore et
al., 2010). Por exemplo, machos apresentam maior densidade de receptores CB1 no
hipotalamo, enquanto que na amigdala a distribuicdo do receptor ¢ maior em fémeas do
que nos machos, uma diferenca que parece depender da presenga de estradiol (Riebe et
al., 2010). Além disso, evidéncias da literatura descrevem diferengas sexuais nas
respostas comportamentais € neuroquimicas aos compostos canabinoides (Rubino et al.,
2011).

Os efeitos do CBD ja foram estudados também em varios modelos animais de
ansiedade usando roedores. Os estudos pré-clinicos, realizados predominantemente em
machos, mostraram que o CBD aumenta a exploragdo dos bragos abertos de roedores
submetidos ao labirinto em cruz elevado (Guimaraes et al., 1990). Nesse sentido, em
estudo anterior, demonstramos resultados significativos para os efeitos do CBD na
ansiedade em ratos, com destaque para diferencas entre machos e fémeas (Fabris et al.,
2017). Machos que receberam CBD na dose de 3 mg/kg tiveram aumento significativo

da exploracao dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, indicativo de efeito tipo-
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ansiolitico. Ja para fémeas, o mesmo efeito tipo-ansiolitico foi encontrado apenas na
fase de diestro tardio, com a dose de 0,3 mg/kg. Esses resultados indicam que as fémeas
durante o diestro tardio apresentam maior sensibilidade aos efeitos do tratamento
sist€tmico com CBD, comparadas aos machos e as fémeas nas demais fases do ciclo
estral. De acordo com os resultados obtidos em modelos animais, estudos clinicos
também apontam propriedades ansioliticas do CBD. Em um estudo de neuroimagem,
foi demonstrado que o CBD foi capaz de reduzir os niveis de ansiedade em voluntarios
com diagnoéstico de transtorno de ansiedade social submetidos ao teste de falar em
publico (Crippa et al., 2004, 2011; Bergamaschi et al., 2011a).

Pouco se sabe, entretanto, sobre os efeitos do CBD no TOC, e nenhum trabalho
considerou as diferencas de sexo e o impacto da flutuacdo ciclica dos hormonios
gonadais femininos. Estudos sugerem que o CBD parece capaz de diminuir o numero de
esferas enterradas e reverter o aumento desse comportamento induzido por mCPP em
camundongos machos (Casarotto et al., 2010; Nardo et al., 2014), mas os efeitos sobre
fémeas ndo foram explorados. Assim, considerando o papel central da ansiedade no
TOC, a necessidade de uma opcao farmacoldgica mais eficaz para os sintomas
compulsivos e a escassez de estudos com fémeas, este trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos do CBD na expressdo de comportamentos “tipo-compulsivo” em
ratos, considerando a diferenca de sexo e do ciclo estral em fémeas. Era esperado que o
CBD fosse capaz de atenuar os comportamentos “tipo-compulsivo” avaliados e que tais
efeitos fossem dependentes do sexo e da flutuacdo dos hormdnios gonadais. Mais
especificamente, esperavamos que a dose de CBD 3 mg/kg fosse mais eficaz para os
machos enquanto a dose de 0,3 mg/kg tivesse efeito significativo para fémeas em

diestro tardio.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos do canabidiol sobre comportamentos “tipo-compulsivo” em

ratos, considerando a influéncia do sexo e das fases do ciclo estral em fémeas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos da administragdo intraperitoneal de canabidiol em ratos
machos e fémeas durante o proestro e diestro tardio nos testes do campo aberto, de

enterrar esferas, de trituragdo para ninho e de alternancia espontanea.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 122 ratos Wistar machos e 229 fémeas, com aproximadamente
70 dias de idade e peso variando entre 260-320 g e 220-300 g respectivamente,
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) —
campus Sao Carlos. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno forradas
com maravalha (40 x 33 x 25 cm; divididos em grupos de 4) e ficaram alojados no
biotério setorial do Laboratorio de Psicologia da Aprendizagem (LPA), no
Departamento de Psicologia. Os animais foram mantidos em um ambiente com
temperatura controlada (23 £+ 1°C), com agua e ragdo oferecidas ad libitum. O biotério
setorial conta com um ciclo de iluminacdo artificial 12/12 h, com inicio do periodo claro
as 7:00 h, e todos os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo. Todos
os procedimentos seguiram as recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso

de Animais (CEUA) da UFSCar (protocolo no. 5812011217 — ANEXO A).
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3.2 DROGAS

A droga utilizada foi o canabidiol (CBD; BSPG Lab Discovery Park,
Inglaterra). O canabidiol foi dissolvido em solugdo salina fisiologica (0,9 %) contendo
2 % de Tween 80 (Sigma-Aldrich, EUA), imediatamente antes da sua utilizacao, de
maneira a se obter as seguintes concentragdes: 0,3, 3 ¢ 30 mg/ml. Foram utilizadas
injecdes intraperitoneais uma hora antes dos experimentos, em um volume constante
de 1,0 ml/kg. O grupo controle recebeu volume equivalente de salina fisioldgica
contendo 2 % de Tween 80 (veiculo). As doses e os tempos de espera foram

selecionados com base em estudos anteriores (Genaro et al., 2017; Fabris et al., 2017).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Antes de qualquer experimento, os animais permaneceram no biotério setorial
por pelo menos 3 dias para habituacdo e, na sequéncia, foi realizado diariamente
esfregaco vaginal nas fémeas para acompanhamento do ciclo por aproximadamente
duas semanas. Para cada experimento, os animais foram divididos em quatro grupos
distintos: veiculo, CBD 0,3 mg/kg, CBD 3,0 mg/kg e CBD 30 mg/kg, considerando em
fémeas, especificamente os subgrupos de proestro e diestro tardio. Nos dias em que
ocorreram os experimentos, a verificacao da fase do ciclo foi realizada nas fémeas e, na
sequéncia, os animais aptos para o teste, receberam uma injecao intraperitoneal de uma
das doses de CBD ou de veiculo. Uma hora depois, foram avaliados os efeitos das
administracdes sobre as respostas comportamentais. Foram realizados quatro
experimentos (Fig. 1): Experimento 1 — Teste do Campo Aberto; Experimento 2 — Teste

de Enterrar Esferas; Experimento 3 — Teste de Trituracao para Ninho; Experimento 4 —
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Teste de Alternancia Espontanea. Ao final dos experimentos foi realizada a confirmacao
da fase do ciclo nas fémeas.

A. Experimento 1

(T‘!a_ssiﬁca?éo Animais Injegdo i.p de Teste do ] .
diaria do ciclo aptos para veiculo ou Campo Con_fmnac;ao
estral o teste CBD 1h Aberto do ciclo estral
2 scmanas 20 min
B. Experimento 2
Classificagdo Animais Injegdo i.p de Teste de Teste de . .
didria do ciclo aptos para veiculo ou Enterrar Trituragio Coquna?ao
estral o teste CBD Esferas para o Ninho do ciclo estral
2 scmanas lh 20 min 20 min
C. Experimento 3
Classificagdo Animais Injegdo i.p de Teste de Teste de ~
diaria do ciclo aptos para veiculo ou Enterrar Trituragdo Coqua?ao
estral o teste CBD Esferas para o Ninho do ciclo estral
& Semanas 1k 20min 20 min
D. Experimento 4
Classificagdo Animais Injegdo i.p de Teste de . .
T ! ; Alternénci Confirmagio
diaria do ciclo aptos para veiculo ou ermanclia do ciclo estral
estral o teste CBD It Esponténea b
2 semanas 5 tentativas

Fig. 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental utilizado durante o presente estudo. Os
machos foram submetidos aos mesmos procedimentos, com excegdo do esfregaco vaginal.

3.4 DETERMINACAO DA FASE DO CICLO ESTRAL

Foi realizado esfregago vaginal diario para a determinagdo da fase do ciclo estral

das fémeas. O procedimento foi realizado aproximadamente as 9:00 h da manha e

novamente apds cada sessdo experimental. Para tanto, uma al¢a de inoculagdo foi
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esterilizada em uma chama, mergulhada em agua estéril e depois inserida suavemente
na vagina para reunir as células, que depois foram distribuidas em uma lamina de
microscopia. Foi utilizado o corante do tipo Pandtico Rapido (Laborclin Ltda., Brasil) e,
apods a coloracdo e secagem, a lamina foi submetida a microscopia Optica com aumento
de 40x para avaliacao celular. Cada fase do ciclo foi identificada com base na propor¢ao
de células epiteliais, células cornificadas e leucocitos observados no esfregaco
(Machado Figueiredo et al., 2019). O presente projeto incluiu apenas duas fases do
ciclo, proestro e diestro tardio. Essas fases foram escolhidas pois apresentam diferengas
importantes em relagdo as concentragdes hormonais e, em um estudo anterior, ndo
observamos diferencgas significativas nas fases intermediarias do ciclo estral, estro e
diestro inicial (Fabris et al., 2017). Assim, as ratas destinadas aos experimentos foram
divididas de acordo com o ciclo estral em proestro, fase identificada através da presenca
de c¢lulas nucleadas, e diestro tardio, fase com grande concentracdo de leucécitos que
posteriormente se desfazem (Fig. 2). Apenas os animais que completaram pelo menos
dois ciclos regulares foram considerados aptos e utilizados nos experimentos

comportamentais propostos.

Fig. 2. Fotomicrografias ilustrativas da avaliacdo citologica caracteristica das fases do ciclo estral de
ratas ciclando espontaneamente: (A) proestro e (B) diestro tardio. Aumento de 40x.
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3.5 EXPERIMENTO 1: Teste do Campo Aberto

O protocolo experimental para o teste do campo aberto foi baseado naqueles
descritos por De Oliveira e colaboradores (2006) e Barroca e colaboradores (2019). O
aparato consiste em uma arena circular de acrilico transparente, sua propor¢ao ¢ de
aproximadamente 60 cm de didmetro e 50 cm de altura, colocada em um assoalho
dividido em 12 se¢des (Fig. 3). Cada animal foi colocado individualmente na area
central da arena para um periodo de 20 minutos para livre exploragdo. Os
comportamentos emitidos pelos animais foram registrados por uma camera de video
posicionada acima da arena. Foram registrados e analisados o niimero total de se¢des
percorridas, o nimero de segdes centrais percorridas, o tempo de permanéncia na regiao
central do aparato, o nimero de levantamentos (em pé com as patas dianteiras
levantadas no meio da arena ou contra as paredes), o tempo gasto em imobilidade
(auséncia de movimentos do corpo) e em autolimpeza (limpeza da cabega e/ou do corpo

com as patas dianteiras).

Fig. 3. Fotografia da arena utilizada no teste do campo aberto.
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3.6 EXPERIMENTO 2: Teste de Enterrar Esferas

O protocolo experimental para o teste de enterrar esferas foi baseado naquele
descrito por Reimer e colaboradores (2015). O aparato utilizado neste experimento
consistiu em uma caixa de polipropileno (40 x 33 x 25 cm) com piso coberto por 5 cm
de maravalha. Para o teste, 20 esferas de vidro com 1 cm de diametro foram espalhadas
de forma que possuissem a mesma distdncia entre si sobre a maravalha (Fig. 4). Os
animais permaneceram no aparato contendo as esferas por 20 min e foi registrado e

analisado o numero de esferas enterradas.

Fig.4. Fotografia da caixa utilizada no teste de enterrar esferas.

3.7 EXPERIMENTO 3: Teste de Trituragdo para Ninho

O protocolo experimental para o teste de trituragdo para ninho foi baseado
naquele descrito por Angoa-Pérez e colaboradores (2013). O aparato utilizado neste
experimento consistiu em uma caixa de polipropileno (33 x 25 x 20 cm) contendo uma
esfera de algodao de peso conhecido previamente, que ficou disposta sobre o assoalho
da caixa (Fig. 5). Os animais permaneceram no aparato contendo o algodao por 20 min.
Apos a finalizagdo do teste, a esfera de algodao foi retirada da caixa e mantida por 48

horas enrolada em papel toalha de forma a absorver liquidos que pudessem influenciar
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no peso final do algoddo. Apds 48 horas, foi registrado e analisado a variacdo do peso

do algodao antes e depois (maior por¢ao intacta restante do algodao) do teste.

Fig. 5. Caixa utilizada no teste de tritura¢ao para o ninho.

3.8 EXPERIMENTO 4: Teste de Alternancia Espontanea

O protocolo experimental para o teste de alternincia espontanea foi baseado
naquele descrito por Yadin e colaborares (1991) e Taguchi (2018). Foi utilizado um
labirinto em cruz elevado modificado, composto por trés bragos de madeira com as
mesmas dimensdes (10 cm de largura e 50 cm de comprimento) elevados 50 cm acima
do solo. Dois bracos possuem paredes laterais de madeira com 40 cm de altura e portas
moveis de madeira que permitem isolar os bragos. O terceiro brago ndo possui parede e
esta disposto entre os outros dois bragos perpendicularmente, formando um “T” (Fig. 6).
Os animais foram colocados na porc¢ao final do brago aberto do labirinto e, quando
entraram com o corpo inteiro, incluindo a cauda, em um dos bracos fechados, a porta
movel foi abaixada e passados 30 s, o animal foi retirado do aparato. Foram registrados
e avaliados o brago escolhido (% de alternancia e nimero de repeti¢des até a primeira

alternancia) e a laténcia para a entrada, em um total de 5 tentativas consecutivas.
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Fig. 6. Fotografia do labirinto utilizado para realizacdo do teste de alternancia espontinea.

3.9 ANALISE DOS DADOS

Os dados sdo apresentados como média + EPM. Para machos, comparacdes
entre os grupos foram realizadas com anélises de variancia (ANOVAs) de uma via em
todos os experimentos. Para fémeas, comparacdes entre os grupos foram realizadas com
ANOVAs de duas vias para os experimentos 1, 2 e 3. No experimento 4, comparagdes
entre grupos de fémeas em proestro foram realizadas com ANOVAs de uma via. Apds
as ANOVAs seguiu-se, no caso de significancia estatistica, o teste de Newman-Keuls.
Especificamente, para o experimento 4 para fémeas durante o diestro tardio foram
realizados testes t de Student. Valores de p menores que 0,05 foram considerados

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: Teste do Campo Aberto

4.1.1 Machos

A Figura 7 apresenta os resultados referentes ao total de cruzamentos,
levantamentos, tempo de imobilidade, cruzamentos no centro, permanéncia no centro e
tempo de autolimpeza no teste do campo aberto. Todos os comportamentos foram
observados durante 20 minutos de livre exploragdo para os grupos tratados com veiculo
(n=10), CBD 0,3 mg/kg (n = 10), CBD 3 mg/kg (n = 10) e CBD 30 mg/kg (n=11). A
ANOVA de uma via nado revelou efeito significativo para os tratamentos no numero
total de cruzamentos (F337=1,45; p > 0,05), nimero de levantamentos (F337=0,77; p >
0,05), tempo de imobilidade (F3;37=0,93; p > 0,05), numero de cruzamentos no centro
(F337 = 0,65; p > 0,05), permanéncia no centro (F337 = 0,59; p > 0,05) ou tempo de

autolimpeza (F337=0,31; p > 0,05).
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Fig. 7. Efeitos da administragdo intraperitoneal de canabidiol (CBD) em machos nas doses de 0,3, 3 ou 30
mg/kg em relagdo ao grupo controle (veiculo) sobre os comportamentos avaliados durante os 20 min de
exposi¢do ao campo aberto. (A) Frequéncia de cruzamentos. (B) Frequéncia de levantamentos. (C)
Tempo de imobilidade. (D) Frequéncia de cruzamentos no centro. (E) Permanéncia no centro. (F) Tempo
de autolimpeza. Média £ EPM. n = 10-11. ANOVA de uma via.
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A Tabela 1 apresenta os resultados referentes ao total de cruzamentos,
levantamentos, tempo de imobilidade, cruzamentos no centro, permanéncia no centro e
tempo de autolimpeza no teste do campo aberto. Todos os comportamentos foram
analisados durante os primeiros 5 minutos de livre exploragdo no aparato para os grupos
tratados com veiculo (n = 10), CBD 0,3 mg/kg (n = 10), CBD 3 mg/kg (n = 10) e CBD
30 mg/kg (n = 11). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo para os
tratamentos no numero total de cruzamentos (Fs37 = 1,13; p > 0,05), numero de
levantamentos (F337 = 0,03; p > 0,05), tempo de imobilidade (F337 = 1,64; p > 0,05),
numero de cruzamentos no centro (F337=0,86; p > 0,05), permanéncia no centro (F337=

0,54; p > 0,05) ou tempo de autolimpeza (F337=0,25; p > 0,05).

Tabela 1. Efeitos da administra¢do intraperitoneal de canabidiol (CBD) em machos nas doses de 0,3, 3
ou 30 mg/kg em relagdo ao grupo controle (veiculo) sobre os comportamentos avaliados durante os
primeiros 5 minutos de exposi¢do ao campo aberto.

Cruzamento - Cruzamento Tempo .
Total Levantamento Imobilidade no Centro 1o Centro Autolimpeza
Veiculo 47,60+7,13 17,20+2,40 7,80+ 5,07 7,40 £ 1,62 16,70+ 3,16 24,90 + 9,28
CBDO0,3 47,50+5,23 17,60+2,28 21,10+12,67 7,30+ 10 24,00+ 6,23 18,40 +5,73
CBD 3 53,10+ 6,56 17,60+2,19 0,70 £0,70 930+1,76  21,90+3,83 16,30 +£3,57
CBD30 61,27+5,80 18,09+232 4,09+345 10,18+1,68 22,64+3,48 22,274+9,69

Média + EPM. n=10-11. ANOVA de uma via.

4.1.2 Fémeas

A Figura 8 apresenta os resultados referentes ao total de cruzamentos,
levantamentos, tempo de imobilidade, cruzamentos no centro, permanéncia no centro e
tempo de autolimpeza no teste do campo aberto. Todos os comportamentos foram
observados durante 20 minutos de livre exploragdo para os grupos tratados com veiculo
(P:n=10;LD:n=11),CBD 0,3 (P:n=11; LD: n=12), CBD 3 (P: n=10; LD: n=18)
e CBD 30 (P: n = 10; LD: n = 12). A ANOVA de duas vias nao revelou efeitos

significativos para numero total de cruzamentos (fase: Fi,76 = 2,98, tratamento: F3 76 =
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0,28, interagdo: F376= 0,34; p > 0,05), nimero de levantamentos (fase: Fi,76 = 2,19,
tratamento: F376 = 0,78, interagdo: F376 = 0,65; p > 0,05), tempo de imobilidade (fase:
Fi76 = 0,11, tratamento: F376= 1,30, interacao: F37= 0,79; p > 0,05), nimero de
cruzamentos no centro (fase: Fi76 = 2,48, tratamento: F376= 0,65, interacdo: F3 76 =
2,27; p > 0,05) ou permanéncia no centro (fase: Fi,76 = 0,45, tratamento: F376 = 0,67,
interacao: F376 = 1,00; p > 0,05). Em relagdo ao tempo de autolimpeza, a ANOVA de
duas vias revelou efeito significativo para fase (Fi,76 = 5,12; p < 0,05), mas ndo para
tratamentos (F3,76 = 0,03; p > 0,05) ou interagdo entre fase e tratamentos (F3.76 = 0,48; p
> 0,05). A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou maior tempo de
autolimpeza para os grupos testados em diestro tardio em relagdo aos testados em

proestro (p < 0,05).
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Fig. 8. Efeitos da administracdo intraperitoneal de canabidiol (CBD) em fémeas nas doses de 0,3, 3 ou 30
mg/kg em relagdo ao grupo controle (veiculo) sobre os comportamentos avaliados durante os 20 min de
exposi¢dao ao campo aberto. (A) Frequéncia de cruzamentos. (B) Frequéncia de levantamentos. (C)
Tempo de imobilidade. (D) Frequéncia de cruzamentos no centro. (E) Permanéncia no centro. (F) Tempo
de autolimpeza. P = Proestro; LD = Diestro tardio. Média £+ EPM. n = 8-12. ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Newman-Keuls. #Diferenca estatistica em relagdo ao proestro, p < 0,05.
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A Tabela 2 apresenta os resultados referentes ao total de cruzamentos,
levantamentos, tempo de imobilidade, cruzamentos no centro, permanéncia no centro e
tempo de autolimpeza no teste do campo aberto. Todos os comportamentos foram
analisados durante os primeiros 5 minutos de livre exploragdo no aparato para os grupos
tratados com veiculo (P: n=10; LD:n=11),CBD 0,3 (P: n=11; LD: n=12), CBD 3
(P:n=10; LD: n=8) e CBD 30 (P: n=10; LD: n = 12). A ANOVA de duas vias ndo
revelou efeitos significativos para numero total de cruzamentos (fase: Fi76 = 1,29,
tratamento: F376 = 1,00, interagdo: F376= 0,35; p > 0,05), nimero de levantamentos
(fase: F1,76 = 0,24, tratamento: F376 = 2,67, interagdo: F376 = 0,08; p > 0,05), tempo de
imobilidade (fase: Fi.76 = 0,02, tratamento: F376= 1,32, interacdo: F3 7= 0,79; p >
0,05), nimero de cruzamentos no centro (fase: Fi,76 = 0,87, tratamento: F376= 0,07,
interacao: F376 = 1,72; p > 0,05), permanéncia no centro (fase: F1,76 = 1,02, tratamento:
F3.76 = 1,03, interagdo: F376= 1,38; p > 0,05) ou tempo de autolimpeza (fase: Fi,76 =

0,04, tratamentos: F3.76 = 1,32, interacao: F376 = 0,38; p > 0,05).

Tabela 2. Efeitos da administrag@o intraperitoneal de canabidiol (CBD) em fémeas nas doses de 0,3, 3
ou 30 mg/kg em relagdo ao grupo controle (veiculo) sobre os comportamentos avaliados durante os
primeiros 5 minutos de exposi¢do ao campo aberto.

Cru;zil;fnto Levantamento Imobilidade C;:Zé'::l::(:o TeCl:;[: t(:" :0 Autolimpeza
Proestro
Veiculo 59,60+ 6,10 18,20+1,46 3,60+2,44 10,70+ 1,16  25,30+3,98 18,30 +£6,33
CBD 0,3 48,82+ 5,88 15,82+222 43,00+£22,42 6,91 =+1,14 19,00+3,76 13,36 = 3,86
CBD 3 48,80 +4,26 15,50+2,46 2090+£590 9,00+£1,69 28,50+4,70 9,10+£3,23
CBD 30 5530+5,05 21,30+£2,08 1590+7,62 10,20+2,30 23,80+4,68 9,60 + 3,40

Diestro Tardio

Veiculo 48,36 £ 6,29 18,18 +2,62 18,55+11,57 6,45+1,36 18,00+ 3,68 16,91 +4,51
CBD 0,3 48,42+ 6,55 15,58+2,50 23,33+£15,28 9,58+2,14 36,00+10,32 10,08 £2,37
CBD3 41,38+7,61 13,25+£255 30,00£7,79 888+1,99 37,00+£8,95 12,75+4,03
CBD 30 54,08+727 2042+296 16,33+780 7,42+1,33 24,08+6,74 12,75+2)75

Média + EPM. n = 8-12. ANOVA de duas vias.
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4.2 EXPERIMENTO 2: Teste de Enterrar Esferas

4.2.1 Machos

A Figura 9 apresenta os resultados referentes ao comportamento de enterrar
esferas. O comportamento foi observado durante 20 minutos, nos grupos tratados com
veiculo (n = 11), CBD 0,3 (n=10), CBD 3 (n=10) e CBD 30 (n = 10). A ANOVA de
uma via ndo revelou efeito significativo dos tratamentos para o numero de esferas

enterradas (F337 =2,12; p > 0,05).
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Fig. 9. Efeitos da administracdo intraperitoneal de canabidiol (CBD) em machos nas doses de 0,3, 3 ou 30
mg/kg em relacdo ao grupo controle (veiculo) sobre o nimero de esferas enterradas. Média = EPM. n =

10-11. ANOVA de uma via.

4.2.2 Fémeas

A Figura 10 apresenta os resultados referentes ao comportamento de enterrar
esferas. O comportamento foi observado durante 20 minutos, nos grupos tratados com
veiculo (P: n = 10; LD: n = 10), CBD 0,3 (P: n=10; LD: n = 10), CBD 3 (P: n=12;
LD: n=10) e CBD 30 (P: n = 10; LD: n = 10). A ANOVA de duas vias nao revelou

efeitos significativos para o nimero de esferas enterradas (fase: Fi,74 = 3,60, tratamento:

F3,74 = 0,44, interagdo: F374 = 0,76; p > 0,05).
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Fig. 10. Efeitos da administragdo intraperitoneal de canabidiol (CBD) em fémeas nas doses de 0,3, 3 ou
30 mg/kg em relagdo ao grupo controle (veiculo) sobre o niimero de esferas enterradas. P = Proestro; LD
= Diestro tardio. Média = EPM. n = 10-12. ANOVA de duas vias.
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4.3 EXPERIMENTO 3: Teste de Trituragao para Ninho

4.3.1 Machos

A Figura 11 apresenta os resultados referentes ao comportamento de trituragao
para ninho. O comportamento foi observado durante 20 minutos, nos grupos tratados
com veiculo (n = 11), CBD 0,3 (n = 10), CBD 3 (n = 10) e CBD 30 (n = 10). A
ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo dos tratamentos para a quantidade

de algodao triturado (F337 = 1,71; p > 0,05).
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Fig. 11. Efeitos da administrag@o intraperitoneal de canabidiol (CBD) em machos nas doses de 0,3, 3 ou
30 mg/kg em relagdo ao grupo controle (veiculo) sobre a porcentagem de algodado triturado. Média +
EPM.n=10-11. ANOVA de uma via.

42



4.3.2 Fémeas

A Figura 12 apresenta os resultados referentes ao comportamento de trituragao
para o ninho. O comportamento foi observado durante 20 minutos, nos grupos tratados
com veiculo (P: n=10; LD: n=10), CBD 0,3 (P: n=10; LD: n=10), CBD 3 (P: n=
12; LD: n=10) e CBD 30 (P: n=10; LD: n=10). A ANOVA de duas vias ndo revelou
efeitos significativos para a quantidade de algoddo triturado (fase: Fi74= 0,22,

tratamento: F3 74 = 0,81, interacdo: F3.74 = 0,13; p > 0,05).
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Fig. 12. Efeitos da administragdo intraperitoneal de canabidiol (CBD) em fémeas nas doses de 0,3, 3 ou
30 mg/kg em relacdo ao grupo controle (veiculo) sobre a porcentagem de algodao triturado. P = Proestro;
LD = Diestro tardio. Média + EPM. n = 10-12. ANOVA de duas vias.

4.4 EXPERIMENTO 4: Teste de Alternancia Espontanea

4.4.1 Machos

A Figura 13 ilustra o nimero de tentativas até a primeira alterndncia, a
porcentagem de alternincia espontanea e a laténcia para entradas no teste de alternancia
espontanea para os grupos tratados com veiculo (n=7), CBD 0,3 (n=9),CBD 3 (n=7)

e CBD 30 mg/kg (n = 10). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo dos
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tratamentos para o nimero de tentativas até a primeira alternancia (Fsz2o = 0,51; p >
0,05), para a porcentagem de alternancia espontanea (F329 = 0,46; p > 0,05) ou para a
laténcia para entradas no teste de alternancia espontanea (F329= 1,06; p > 0,05). Os
dados de sete animais submetidos ao teste mas que ndo completaram as 5 tentativas nao

foram incluidos nas analises — veiculo (n =3), CBD 0,3 (n= 1), CBD 3,0 (n = 3).
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Fig. 13. Efeitos da administrag@o intraperitoneal de canabidiol (CBD) em machos nas doses de 0,3, 3 ou
30 mg/kg em relagdo ao grupo controle (veiculo) sobre o nimero de tentativas até a primeira alternancia
espontanea (A), porcentagem de alternancia espontanea (B) e laténcia para entradas (C). AE = alternancia
espontanea. Média + EPM. n = 7-10. ANOVA de uma via.
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4.4.2 Fémeas

A Figura 14 ilustra o nimero de tentativas até a primeira alternancia, a
porcentagem de alternincia espontanea e a laténcia para entradas no teste de alternancia
espontanea para os grupos de fémeas em proestro tratadas com veiculo (n = 6), CBD 0,3
(n=26), CBD 3 (n=7) e CBD 30 mg/kg (n = 6). A ANOVA de uma via nao revelou
efeitos significativos dos tratamentos em fémeas durante o proestro para o numero de
tentativas até a primeira alternancia (F321 = 1,89; p > 0,05), para a porcentagem de
alternancia espontanea (F321 = 0,88; p > 0,05) ou para a laténcia para entradas no teste
de alternancia espontanea (F321 = 0,32; p > 0,05). Os dados de seis animais que foram
submetidos ao teste mas ndo completaram as 5 tentativas ndo foram incluidos nas

analises — veiculo (n =2), CBD 0,3 (n=2), CBD 30 (n = 2).
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Fig. 14. Efeitos da administra¢do intraperitoneal de canabidiol (CBD) em fémeas durante o proestro
tratadas com CBD 0,3, 3 ou 30 mg/kg em relacdo ao grupo controle (veiculo) sobre o niimero de
tentativas até a primeira alternincia espontanea (A), porcentagem de alternancia espontanea (B) ¢ laténcia
para entradas (C). Média £ EPM. n = 6-7. ANOVA de uma via.
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A Figura 15 ilustra o nimero de tentativas até a primeira alternancia, a
porcentagem de alternincia espontanea e a laténcia para entradas no teste de alternancia
espontanea para os grupos de fémeas em diestro tardio tratadas com veiculo (n = 7) ou
CBD 30,0 (n = 8). O test-t de Student nao revelou efeitos significativos dos tratamentos
em fémeas durante o diestro tardio para o numero de tentativas até a primeira
alternancia (t13 = 0,81; p > 0,05), para a porcentagem de alternancia espontanea (ti3 =
0,25; p > 0,05) ou para a laténcia para entradas no teste de alternancia espontanea (ti3 =
0,91; p > 0,05). Os dados de um animal do grupo controle (veiculo; n = 1) que foi
submetido ao teste mas ndo completou as 5 tentativas ndo foram incluidos nas analises.
Os dados dos grupos tratados com CBD 0,3 e CBD 3 também nao foram incluidos nas
analises uma vez que apenas dois animais de um total de oito no grupo CBD 0,3 e

quatro de oito no grupo CBD 3 completaram as 5 tentativas.
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Fig. 15. Efeitos da administracdo intraperitoneal de canabidiol (CBD) em fémeas durante o diestro tardio
tratadas com CBD 30 mg/kg em relagdo ao grupo controle (veiculo) sobre o nimero de tentativas até a
primeira alternancia espontinea (A), porcentagem de alternancia espontinea (B) e laténcia para entradas
(C). AE = alternancia espontanea. Média + EPM. n = 7-8. Teste t de Student.
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5. DISCUSSAO

Em roedores, estereotipias e comportamentos repetitivos estdo entre os
principais elementos avaliados em estudos que buscam um melhor entendimento das
bases bioldgicas do TOC e o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e menos
prejudiciais para tratamento desse transtorno (Diniz et al., 2012; Ahmari et al., 2013;
Reimer et al.,, 2015). O CBD ¢ um fitocanabinoide desprovido dos efeitos
psicotomiméticos tipicos da cannabis (Zuardi et al., 1982, 2008) e com potencial
terapéutico bastante explorado atualmente nos transtornos mentais (Leweke et al., 2008;
Breuer et al.,, 2016). O presente estudo avaliou os efeitos do CBD sobre
comportamentos “tipo-compulsivo” em ratos, considerando a influéncia do sexo e das
fases do ciclo estral. Para isso, ratos Wistar machos e fémeas na fase proestro e diestro
tardio receberam administragcdo intraperitoneal de CBD e foram avaliados nos testes do
campo aberto, de enterrar esferas, de trituragdo para o ninho e de alternancia
espontanea. De maneira geral, os resultados obtidos indicam que o CBD parece nao ter
efeitos importantes sobre os comportamentos “tipo-compulsivo” avaliados em machos
ou fémeas no presente estudo.

A administragdo intraperitoneal de CBD nao afetou os comportamentos exibidos
por machos e fémeas no campo aberto. Foi realizada a analise dos comportamentos
exibidos durante o tempo total do teste (20 min) e também durante seus cinco primeiros
minutos. Nenhuma diferenca para os tratamentos foi observada em ambas as analises.
Em relagdo ao comportamento de autolimpeza, comportamento ‘“tipo-compulsivo”
avaliado durante o teste do campo aberto, apesar de nenhum efeito para o CBD, fémeas
durante o proestro e diestro tardio apresentaram respostas distintas. Na fase de diestro

tardio, para os 20 min de teste, foi observado aumento significativo do comportamento
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de autolimpeza comparado ao das fémeas em proestro, independentemente dos
tratamentos. Na fase de diestro tardio ocorre a queda abrupta da progesterona (Spornitz
et al., 1999; Butcher et al.,, 1974) e consequentemente de seu metabolito, a
alopregnanolona (Griffiths et al., 2005). Neste sentido, alteracdes das concentragdes de
progesterona estdo relacionadas com a maior reatividade emocional e aumento de
comportamentos relacionados a ansiedade (Devall et al., 2009; Sundstrom-Poromaa et
al., 2018). Portanto, a flutuacdo hormonal nas fémeas pode alterar as respostas
emocionais em humanos e outros animais (Lovick, 2014). Estudos mostraram que o
aumento da concentragdo hormonal induzido por farmacos pode ser suficiente para
atenuar o declinio da concentracdo de alopregnanolona e impedir consequentemente o
desenvolvimento da resposta ansiogénica (Soares-Rachetti et al., 2016; Machado
Figueiredo et al., 2019). Fortalecendo ainda mais essa hipotese, Devall e colaboradores
(2015) mostraram que o mesmo efeito ndo € observado em outras fases do ciclo estral.
Nenhuma diferenga significativa foi observada, entretanto, para os 5 min iniciais do
experimento. A autolimpeza ¢ um dos comportamentos repetitivos mais comumente
avaliados em modelos animais para o TOC, sendo relacionada aos rituais de limpeza
observados em alguns pacientes e respondendo ao tratamento com ISRS (Veith, 1986;
Stein et al., 1994). Como um comportamento deslocado que pode ocorrer em situagdes
em que o animal experimenta conflito (Sachs, 1988; Spruitj et al., 1982), a autolimpeza
pode agir como um mecanismo de compensagao para sobrepor aumentos na ansiedade
(Diniz et al., 2012). Diferencas na exibicdo de comportamentos relacionados ao TOC
entres as fases do ciclo estral também ja foram demostradas em outros estudos, por
exemplo, déficits na retencao da extingdao induzidos por mCPP prevalecendo nas fases

de baixa hormonal (Reimer et al., 2018).
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O modelo do campo aberto também ¢ muito utilizado em estudos sobre a
ansiedade, e algumas comparacdes podem ser feitas nessa direcdo. As medidas de
cruzamentos e permanéncia no centro do aparato podem ser, por exemplo, de alguma
forma comparadas a exploracdo dos bragos abertos do LCE, uns dos modelos mais
amplamente utilizado em estudos sobre ansiedade (Pellow, 1985; Rodgers 1997; Scholl
et al 2019). Efeitos significativos do CBD para aumento da exploragdo dos bragos
abertos em camundongos e ratos machos submetidos ao LCE j& foram demostrados,
indicativo de uma acao ansiolitica desse composto (Onaivi et al.,1990; Guimaraes et al.,
1990). De forma similiar, o CBD foi capaz de atenuar as respostas ansiogénicas de ratos
expostos ao estresse de restricdo e submetidos ao LCE 24 horas depois (Resstel et al.,
2009). Avaliamos em estudo anterior os efeitos do CBD em machos e fémeas
submetidos ao LCE, e os resultados mostraram que machos que receberam CBD na
dose de 3,0 mg/kg apresentaram aumento na resposta exploratdria nos bragos abertos,
enquanto que em fémeas durante o diestro tardio o CBD aumentou significativamente a
proporg¢ao de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE em uma dose
dez vezes menor que nos machos (Fabris et al., 2017). No presente estudo com o campo
aberto, entretanto, nenhum efeito significativo para o CBD pdde ser observado em
relagdo ao niimero de cruzamentos e tempo de permanéncia no centro do aparato.

O tratamento com CBD também ndo causou alteragdes motoras, visto que nao
afetou o total de cruzamentos, levantamentos e tempo de imobilidade de machos e
fémeas no campo aberto. Para machos, esses resultados estdo de acordo com estudos
anteriores que também ndo mostraram efeito do CBD na atividade locomotora (Campos
et al., 2013; Nardo et al., 2013; Hartmann et al., 2019). Tais resultados em relacao a

atividade motora sdo importantes pois sugerem que a auséncia de efeitos dessas doses

52



de CBD sobre os comportamentos “tipo-compulsivo” e defensivos ndo deve estar
relacionada a um comprometimento motor induzido pelo farmaco.

No teste de enterrar esferas, ndo houve efeitos significativos para o tratamento
com CBD, para machos ou fémeas. Casarotto e colaboradores (2010) demonstraram que
o tratamento agudo (15, 30 ou 60 mg/kg) ou cronico de sete dias (30 mg/kg) com CBD
foi capaz de diminuir o nimero de esferas enterradas em camundongos. Um aspecto
importante, ¢ que o efeito do CBD no tratamento agudo foi bloqueado pelo antagonista
dos receptores CB1 (AM 251), sugerindo que os efeitos do CBD podem ocorrer através
da neurotransmissdao mediada por esse tipo de receptor. Baseados nesses achados,
Gomes e colaboradores (2011) demonstraram posteriormente que drogas que facilitam a
neurotransmissao mediada por CB1, isto ¢, agonistas diretos ou inibidores das enzimas
de captacao e enzima de degradacdo de endocanabinoides, também sdo eficazes no teste
de enterrar esferas. De forma similiar, Nardo e colaboradores (2013) apontaram que os
tratamentos com CBD (30 mg/kg), fluoxetina (10 mg/kg) ou o tratamento combinado
(fluoxetina 3 mg/kg e CBD 15 mg/kg) foram capazes de diminuir o niimero de esferas
enterradas em camundongos. Portanto, os trabalhos indicam um possivel efeito
anticompulsivo do CBD e sugerem também que o sistema serotoninérgico e
canabinoide poderiam interagir para controlar esse tipo de comportamento repetitivo. A
presenca de efeitos do CBD no teste de enterrar esferas em camundongos e a auséncia
de efeitos em ratos podem estar relacionados a especificidades comportamentais que
podem diferir entre essas duas espécies de roedores.

Nao foram observados efeitos significativos do CBD no teste de trituragdo para
ninho no presente estudo. Nossos resultados estdo de acordo com um estudo recente que
mostrou que a administracdo de CBD em camundongos adultos também nao altera a

porcentagem de algodao triturado (Murphy et al., 2017). Por outro lado, Angoa-Pérez e
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colaboradores (2013) demonstraram que camundongos machos geneticamente
modificados para a expressao da serotonina (auséncia do gene da triptofano hidroxilase
2) tiveram 50% do material triturado comparado a 10% do respectivo grupo controle.
Contudo, a frequéncia e a intensidade do comportamento “tipo-compulsivo” avaliado
podem variar ap6s diferentes modificagdes genéticas. De maneira geral, tais resultados
em conjunto sugerem que nao parece haver interagdo entre os sistemas serotoninérgico
e canabinoide na expressdao do comportamento de trituragdo para ninho em roedores.

Para o teste de alternincia espontanea, ndo houve efeito significativo para o
tratamento com CBD, para machos e fémeas em relagdo a porcentagem de alternancia,
numero de tentativas até a primeira alternancia ocorrer ou para a laténcia para entradas.
Diante de um ambiente desconhecido, as regides abertas sdo potencialmente perigosas e
conflituosas para o animal (Treit et al., 1993; Wall et al., 2001). Entretanto, no presente
projeto, uma porcentagem importante dos machos (17,50%) e das fémeas (26,98%)
permaneceram no braco aberto do aparato, ndo completando as cinco tentativas do teste.
Em relagdo as fémeas, um nimero ainda maior de animais nao finalizou o teste durante
o diestro tardio (34,37%), principalmente quando receberam CBD nas doses de 0,3 ¢ 3
mg/kg. Este comportamento pode indicar que os animais ndo tiveram aversao ao brago
aberto do aparato, o que poderia ser interpretado como possivel efeito panicolitico. O
teste do labirinto em T elevado, também ¢ um modelo utilizado para estudo do perfil
ansiolitico e/ou panicolitico de diversos farmacos. Nesse sentido, Campos e
colaboradores (2013) apresentaram efeito ansiolitico do CBD na diminui¢ao da laténcia
para esquiva ao mesmo tempo em que o CBD ndo afetou a fuga (auséncia de efeito
panicolitico). J& no modelo presa-predador, Uribe-Marifio e colaboradores (2012)

demostraram reducao significativa nos comportamentos de escape explosivo (fuga),
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imobilidade defensiva (congelamento) e evitagdo em camundongos tratados com
injecdo sistémica de CBD.

Soares-Rachetti e colaboradores (2016) demonstraram efeito ansiolitico com o
diazepam ou do tratamento combinado de diazepam (1,0 mg/kg) e fluoxetina (1,75
mg/kg) em fémeas submetidas ao LCE. Especificamente em fémeas durante o diestro
tardio, s6 foi observado efeito ansiolitico do diazepam em f€meas pré-tratadas com
baixas doses de fluoxetina. Este efeito ansiolitico da fluoxetina (1,75 mg/kg) em fémeas
durante o diestro tardio também foram observados no teste de vocalizacao ultrassonica e
na resposta de desligamento da luz (light switch-off) (Machado et al., 2019). Isso se
deve ao fato de que baixas doses de fluoxetina ¢ capaz de aumentar a concentracao de
alopregnanolona (Devall et al., 2015). No presente projeto, a auséncia de efeitos do
CBD no teste de alternancia espontanea pode se dever ao fato que o teste tem sido
usado para modelar comportamentos “tipo-compulsivo” relacionados ao TOC (Tsaldas
et al.,, 2005) e ndo ao comportamento defensivo observado no LCE. Desta forma, os
resultados indicam que a sensibilidade ao CBD parece depender do tipo de resposta
defensiva ou compulsiva avaliada e diferir de acordo com o género e a fase do ciclo
estral.

Cabe mencionar aqui que, para os animais controle (veiculo), as fémeas parecem
mais ativas no campo aberto, explorando mais o aparato do que os machos, ou seja,
realizam mais cruzamentos € permanecem menos tempo imodveis. Os machos, por sua
vez, parecem expressar mais comportamentos de autolimpeza, principal comportamento
associado ao TOC em modelos animais (Diniz et al., 2012; Reimer et al., 2015, 2018).
No presente trabalho, também parecem existir diferencas entre machos e fémeas para os
testes de trituracdo para ninho (com as fémeas apresentando mais comportamentos de

trituracdo de algodao do que os machos) e de alternancia espontdnea (com machos
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apresentando menor laténcia para entradas do que as fémeas). Uma vez que os
experimentos com machos e fémeas foram realizados em momentos distintos, uma
comparacao direta entre os resultados nao pdde ser realizada. Estudos voltados para
exploracao de tais diferencas entre machos e fémeas, sem administracdo de farmacos,
estdio em andamento em nosso laboratorio e poderdo contribuir para o melhor
entendimento de tais possiveis diferencas.

Outra questdo importante que deve ser destacada ¢ que, no estudo do TOC,
ainda nao existem modelos animais ideais que atendam aos critérios de validade de
face, constructo teorico e previsibilidade. Nesse sentido, a administragdo de mCPP,
agonista serotoninérgico, ¢ um modelo farmacologico que vem sendo frequentemente
utilizado em estudos sobre o TOC para induzir respostas do tipo-compulsivas em
roedores (Graf et al., 2006; Kreiss et al., 2013). Estudos do nosso laboratério mostraram
que ratos machos tratados com mCPP apresentaram aumento da resposta de
autolimpeza, ¢ uma diminuicdo da atividade exploratéria no teste do campo aberto
(Kawaoku, 2017), além de uma diminui¢do da porcentagem de alternancia e aumento da
laténcia para entradas quando submetidos ao teste de alternancia espontanea (Taguchi,
2018). Tsalgas e colaboradores (2005), apontaram que ratos machos tratados com
mCPP apresentaram aumento acentuado do comportamento persistente no teste de
alternancia espontanea. Esse comportamento foi atenuado nos animais pré-tratados com
fluoxetina, mas ndo pela desipramina ou diazepam. Nessa mesma dire¢do, Reimer e
colaboradores (2018) mostraram que tanto machos quanto fémeas apresentaram indices
mais altos de autolimpeza durante o pré-teste e nos treinamentos de extingdo do medo
condicionado ao contexto € ao som ap0s tratamento com mCPP. Além disso, as fémeas
tratadas com mCPP apresentaram prejuizo da extingdo, especificamente durante as fases

de baixas taxas do hormonio ovariano. S3o encontrados na literatura poucos trabalhos

56



avaliando os efeitos do CBD sobre as alteragdes comportamentais induzidas pela
mCPP. Casaroto e colaboradores (2010) e Nardo e colaboradores (2013) demonstraram
que o CBD reduziu o nimero de esferas enterradas em camundongos submetidos ao
teste de enterrar esferas, indicando um possivel efeito anticompulsivo do CBD.
Entretanto, ainda ndo ¢ encontrado na literatura estudos sobre potenciais efeitos
bloqueadores do CBD sobre a acdo da mCPP em outros comportamentos “tipo-
compulsivo” em ratos machos e fémeas. Neste sentido, a avaliacao dos efeitos do CBD
em machos e fémeas previamente tratados com mCPP, investigando assim se o CBD
seria capaz de atenuar os comportamentos “tipo-compulsivo” induzidos pela mCPP, ¢
um proximo passo importante para um melhor esclarecimento de eventuais efeitos
anticompulsivos do CBD em ratos.

De maneira geral, os resultados obtidos at¢é o momento indicam que o CBD
parece nao ter efeitos importantes sobre os comportamentos “tipo-compulsivo”
avaliados nos testes do campo aberto, de enterrar esferas, de trituragdo para ninho e de
alternancia espontaneas. Efeitos do CBD na reversdo de comportamentos “tipo-
compulsivo” induzidos por outras manipulacdes devem ampliar nossa compreensao

sobre o potencial terapéutico desse composto no TOC.
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ANEXO A — Certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFSCar
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e Universidade Federal de S&o Carlos
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS DO CANABIDIOL SOBRE COMPORTAMENTOS [JTIPO COMPULSIVO[] EM RATOS:
INFLUENCIAS DO SEXO E DO CICLO ESTRAL ", protocolada sob o CEUA n2 5812011217, sob a responsabilidade de Amanda Ribeiro
de Oliveira e equipe; Débora Fabris - que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 20/02/2018.

We certify that the proposal "CANNABIDIOL EFFECTS ON COMPULSIVE-LIKE BEHAVIORS IN RATS: INFLUENCES OF SEX AND ESTRAL
CYCLE", utilizing 360 Heterogenics rats (120 males and 240 females), protocol number CEUA 5812011217, under the responsibility
of Amanda Ribeiro de Oliveira and team; Débora Fabris - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 02/20/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 01/2018 a 07/2020 Area: Psicologia

Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a 90 dias N: 120
Linhagem: Wistar Peso: 260a320g

Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 60 a 90 dias N: 240
Linhagem: Wistar Peso: 260a320g

Resumo: O Transtorno Obsessivo-Compulsivo (TOC) é uma psicopatologia severa e cronica caracterizada por pensamentos
intrusivos (obsessdes) e agbes ritualisticas (compulsdes) que consomem tempo e causam sofrimento significativo. De modo
particular, apesar da retirada do TOC do capitulo referente a Transtornos de Ansiedade na Ultima revisdo do Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais, a ansiedade desempenha um papel importante nessa psicopatologia. A neurobiologia do TOC e
de outros transtornos de ansiedade ndo é totalmente compreendida, e importantes diferengcas em termos de prevaléncia,
severidade e sintomatologia existem entre homens e mulheres. Além disso, do ponto de vista clinico, uma porcentagem
significativa dos pacientes é resistente ao tratamento. Pesquisas sobre o comportamento defensivo em roedores tém contribuido
positivamente para o entendimento das bases neurais subjacentes aos transtornos emocionais relacionados ao medo/ansiedade.
Nesse sentido, alguns modelos animais que relacionam determinados comportamentos defensivos e compulsivos ao TOC tém se
mostrado de grande utilidade. Paralelamente, pesquisas recentes demonstram o potencial uso terapético de um composto
canabinoide ndo psicotrépico, o canabidiol (CBD) na ansiedade. A partir disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar os
efeitos do canabidiol sobre comportamentos [Jtipo compulsivo[] em ratos, considerando influéncias do sexo e das fases do ciclo
estral em fémeas. As respostas comportamentais serdo analisadas no teste do campo aberto, testes de enterrar esferas e de
trituracdo para ninho e no teste de alternancia espontanea. E esperado que os resultados obtidos possam contribuir para a
identificacdo de novos farmacos que atendam melhor aos sintomas presentes no TOC.

Local do experimento: Laboratério de Psicologia da Aprendizagem (LPA) do DPsi UFSCar
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