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RESUMO

Varias evidéncias apontam para a adolescéncia como um periodo
critico para o inicio de uma ampla escala de transtornos neuropsiquiatricos,
incluindo o transtorno do déficit de atencao e hiperatividade (TDAH) e o abuso
de drogas. Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) sdo geralmente
considerados um modelo genético apropriado para o estudo do TDAH, uma
vez que esses animais apresentam caracteristicas comportamentais do
transtorno, tais como hiperatividade, impulsividade, prejuizos na atencgéo
sustentada, déficits cognitivos e aumento da busca pela novidade. Apesar da
alta prevaléncia do TDAH em adolescentes, os estudos que utilizam a
linhagem SHR foram realizados principalmente em animais adultos. O foco do
presente estudo foi investigar a participacdo do sistema canabindide, através
da administracdo aguda intraperitoneal (i.p.) do agonista dos receptores
canabindide WIN 55.212-2 (WIN: 0,125; 0,25; 1,25; ou 2,5 mg/kg), na
atividade locomotora, em comportamentos relacionados a ansiedade e nas
propriedades reforcadoras em ratos machos adolescentes e adultos, das
linhagens Wistar e SHR. Para esse propdsito foi utilizado o teste do campo
aberto (CA), labirinto em cruz elevado (LCE) e da preferéncia condicionada de
lugar (PCL). A administracao de WIN nas doses de 0,25 e 1,25 mg/kg (i.p.)
promoveu seletivamente estimulacdo locomotora em SHR adolescentes, mas
ndo em animais adultos SHR ou em ratos Wistar (independentemente da
idade). Ainda que as doses testadas de WIN nao tenham causado efeitos em
comportamentos relacionados a ansiedade quando avaliadas no CA
(locomocao central) ou no LCE (tempo nos bragos abertos), a maior dose WIN
testada (2.5 mg/kg, i.p.) diminuiu significantemente o nimero de entradas nos
bragos fechados (um indice indicativo de redugéo da atividade locomotora) de
ratos adolescentes das duas linhagens no LCE. Além disso, os resultados do
presente estudo mostram que o tratamento com WIN induz respostas
contraditérias nos efeitos reforcadores na PCL. Na linhagem Wistar, a faixa de
dose entre 0,25 e 2,5 mg/kg produziu claramente aversdao em ratos adultos,
enquanto que em ratos adolescentes ndo produziu quaisquer efeitos. Na
linhagem SHR, a administragdo de WIN induziu efeitos reforcadores em
ambas as idades, em baixa dose (0,25 mg/kg, i.p.) para ratos adultos e em
alta dose (2,5 mg/kg, i.p.) para ratos adolescentes. Os efeitos do WIN na
locomogédo e nas propriedades reforcadoras foram bloqueados pelo pré-
tratamento com o AM 251, um antagonista seletivo dos receptores
canabindides do subtipo CB1. Os resultados do presente estudo indicam
efeitos de um agonista canabindide dependentes da linhagem e da idade, na
atividade locomotora e nas propriedades reforgcadoras, estendendo a nocao
de que a adolescéncia e os comportamentos observados em ratos SHR
representam fatores de risco para a sensibilidade aumentada aos efeitos de
drogas.




ABSTRACT

Converging evidence points to adolescence as a critical period for the
onset of a wide range of neuropsychiatric disorders, including attention deficit
hyperactivity disorder (ADHD) and drug abuse. Spontaneously hypertensive
rats (SHR) are generally considered to be a suitable genetic model for the
study of ADHD, since they display several behavioral characteristics of this
disorder such as hyperactivity, impulsivity, poorly sustained attention, cognitive
deficits and increased novelty seeking. Despite the high prevalence of ADHD
among adolescents, studies using the SHR strain have mainly been performed
on adult animals. The aim of the present study was to evaluate the effect of
acute intraperitoneal (i.p.) administration of the cannabinoid receptor agonist
WIN 55,212-2 (WIN: 0.125, 0.25, 1.25 or 2.5 mg/kg) on locomotor activity,
anxiety-like behavior and reinforcing properties in male adolescent and adult
SHR animals and Wistar rats using the open field (OF), elevated plus-maze
(EPM) and conditioned place preference (CCP) tests. WIN at doses of 0.25
and 1.25 mg/kg (i.p.) selectively promoted locomotor stimulation in adolescent
SHR animals in the OF, but not in adult animals of this strain or Wistar rats
(regardless of age). Although the present doses of WIN had no effect on
anxiety-related behaviors in any of the groups evaluated in the OF (central
locomotion) or EPM (time in open arms), the highest dose of WIN tested (2.5
mg/kg, i.p.) significantly decreased the number of closed-arm entries (an index
of locomotor activity) of adolescent rats from both Wistar and SHR strains in
the EPM. Moreover, the present results showed that WIN induced
contradictory responses on the rewarding effects in the CCP. In Wistar strain,
doses ranged between 0.25 and 2.5 mg/kg clearly produced aversion in adult
rats, while in adolescent rats it produced no effects. In the SHR strain,
administration of WIN induced reward in both ages, at the lowest dose (0.25
mg/kg, i.p.) for adult rats and at the highest dose (2.5 mg/kg, i.p.) for
adolescent rats. The effect of WIN on locomotion and reinforcement properties
was reversed by pretreatment with the selective cannabinoid CB1 receptor
antagonist AM 251. The present results indicate strain- and age-dependent
effects of cannabinoids on the locomotor activity and rewarding effects in rats,
extending the notion that adolescence and ADHD represent risk factors for an
increased sensitivity to the effects of drugs.
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1. INTRODUCAO

O Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH) € um dos
transtornos psiquiatricos mais comuns em criancas e adolescentes, afetando
cerca de 2 a 12% das criangcas em idade escolar (Swanson et al., 1998). Este
transtorno costuma se manifestar em idade inferior a sete anos, e cerca de
30% dos individuos que apresentaram TDAH na infancia ou adolescéncia
continuardo com a patologia na idade adulta (Muglia et al., 2000). Apesar do
diagnéstico ainda nao estar completamente definido, pode-se considerar que
a sintomatologia primaria do TDAH se caracteriza por hiperatividade,
impulsividade e déficit de atencao (Himelstein et al, 2000; Taylor, 1998). Além
disso, ha um interesse substancial numa possivel conexao entre o TDAH e o
uso e abuso de drogas, particularmente durante a adolescéncia. Para essa
relacdo existe uma consideravel literatura disponivel, pois, recentemente,
houve um aumento no reconhecimento da comorbidade do TDAH e o abuso
de substancias entre adolescentes e adultos (Gerra et al., 1994; Schubiner et
al., 2000; Robbins 2002; Vaiva et al., 2002; Wilens 2004; Cardinal et al., 2004;
Gordon et al., 2004; Carpentier et al., 2005; Guerriero et al., 2006).

O TDAH pode ser um importante fator na patogénese e manutencgéo da
dependéncia de drogas, uma vez que estudos sugerem que o tratamento de
portadores do TDAH durante a infancia pode impedir o desenvolvimento do
consumo abusivo de substdncias (Andersen et al., 2002); bem como o
tratamento em adultos, e possivelmente, em adolescentes dependentes, pode

reduzir o risco de recaidas (Wilson e Levin, 2005). Assim, tanto a



adolescéncia como o TDAH criam condi¢des particularmente sensiveis aos

efeitos reforcadores de drogas de abuso.

1.1. A adolescéncia e o consumo de drogas

A adolescéncia € um periodo da vida caracterizado por um processo
complexo de desenvolvimento biolégico, psicolégico e social. Esta fase esta
freqientemente associada com niveis elevados de busca ao prazer, agitacao
e comportamentos de risco (Arnett, 1992; Wills et al., 1999). O conhecimento
sobre a adolescéncia esta mudando, pois atualmente tem-se demonstrado
que o cérebro humano continua a se desenvolver durante a adolescéncia
(Paus et al., 1999; Sowell et al., 2003). Estudos clinicos utilizando imagens de
ressonancia magnética mostram uma acentuada diminui¢cdo na densidade da
massa cinzenta em diversas areas do cérebro durante periodos de transicao
entre a infancia, adolescéncia e idade adulta (De Bellis et al., 2001; Sowell et
al., 2001). Recentemente, foi sugerido que a perda gradual de sinapses,
aliada ao fortalecimento das conexdes sinapticas remanescentes, coincide
com a maturacdo das habilidades cognitivas durante a infancia e a
adolescéncia (Casey et al., 2000). Segundo Chambers et al. (2003), o
desenvolvimento dos circuitos encefdlicos relacionados a motivacdo e a
tomada de decisbes torna a adolescéncia um periodo critico de
vulnerabilidade para a falta do controle impulsivo e aumento do

comportamento de busca as drogas.



Adolescentes consomem drogas por diversos fatores que atuam de
varias maneiras sobre diferentes individuos e nao existem razdées simples
pelas quais muitos consomem drogas, logo, ndo existem solugdes faceis para
resolver esse fendmeno. Esses fatores incluem o rito de passagem da
puberdade, o préprio desenvolvimento da adolescéncia (bioldégico e
psicolégico), transtornos mentais como o TDAH, caos ambiental e ampla
disponibilidade de drogas (ver Greydanus e Patel, 2005). Vérias teorias foram
propostas para a etiologia do abuso de drogas, incluindo o modelo da
escalada ou da porta de entrada (do inglés, Gateway Model) e o modelo do
comportamento de risco proposto por Jessor (do inglés, Risk Behavior Model
of Jessor). No modelo da escalada ou da porta de entrada, o uso de uma
determinada droga aumenta a probabilidade da progressao a outras drogas.
Por exemplo, o individuo progride do consumo de cerveja e cigarro para a
maconha e, eventualmente, para a cocaina e outras drogas ilicitas (Kandel e
Logan, 1984). J&4 no modelo do comportamento de risco, uma condigao
psicossocial subjacente pode explicar o comportamento de risco. Por
exemplo, o uso de uma substancia é funcional para conseguir objetivos
pessoais ou lidar com uma falha, aborrecimento e/ou baixa estima (Jessor,
1991). Outras teorias focam na interacdo complexa de fatores pessoais
(cognicdo, atitudes, opinides), fatores genético-fisiologicos e fatores
ambientais.

E bastante comum que o uso de agentes psicoativos passiveis de
abuso comece a acontecer por volta do inicio da puberdade e adolescéncia.
Estudos demonstram que grande parte dos usudrios de drogas, como

psicoestimulantes e heroina, iniciaram consumindo tabaco e/ou etanol durante



a adolescéncia (Yamaguchi e Kandel, 1984). Por outro lado, individuos que
comecgam a consumir etanol na idade adulta apresentam menor probabilidade
de passarem a fazer uso de outras drogas (Clark et al, 1998). Estas
evidéncias sugerem que pode haver uma maior vulnerabilidade dos
adolescentes aos efeitos das drogas de abuso, podendo favorecer o
aparecimento de comportamentos relacionados a dependéncia durante a
idade adulta. Das substancias comumente abusadas por humanos, 0s
derivados da Cannabis sativa parecem ser 0s mais extensamente consumidos
em todo o mundo, especialmente por adolescentes. Porém, em animais de
laboratério ndo ha consenso a respeito dos efeitos reforcadores dos
canabindides. Enquanto alguns estudos mostram que agonistas canabindides
possuem propriedades reforcadoras em roedores, outros relatam efeitos
aversivos ou nao conclusivos (Takahashi e Singer, 1979; McGregor et al.,
1996; Chaperon et al., 1998; Valjent e Maldonado, 2000). Uma variedade de
ensaios comportamentais em roedores tem sido utilizada para investigar as
propriedades refor¢cadoras de drogas comumente abusadas por humanos (ver
Gardner, 2002). Esses ensaios incluem o modelo da preferéncia condicionada
de lugar, a auto-administracdo de drogas e procedimentos de re-

estabelecimento.

1.2. Sistema canabinodide

A Cannabis sativa é provavelmente uma das primeiras plantas nao-

alimenticias cultivadas pelo homem, cuja producdo foi originalmente



introduzida pelos povos orientais. As primeiras evidéncias arqueoldgicas da
utilizacdo dos derivados da Cannabis por populacbées humanas datam de
cerca de 10.000 anos atras, quando fibras do canhamo eram utilizadas para a
fabricagdo de cordas e vestuario (Childers e Breivogel, 1998). Em 1964, o A®-
tetrahidrocanabinol (A%-THC) foi isolado e identificado a partir do haxixe e é
reconhecido como o constituinte principal da Cannabis (Gaoni e Mechoulam,
1964; Karniol e Carlini, 1973); pois apesar de cerca de outros 60 canabindides
naturalmente obtidos da Cannabis, como o canabigerol, canabidiol, canabinol,
canabicromeno e o canabiciclol j& terem sido descritos (Makriyannis et al.,
2005), o A>THC é considerado o principal responsavel pelos efeitos
psicoativos desta planta.

Os efeitos agudos dos canabindides originalmente descritos em
usuarios de maconha incluem problemas cognitivos gerais, sensacao de
dilatagdo do tempo, leves alteracdes visuais e auditivas, falta de coordenacao
motora, sonoléncia, boca seca, fome exagerada, vermelhiddao nos olhos,
alteracdes de humor (euforia ou disforia), taquicardia, hipotenséo e diminuigao
do tébnus muscular (“relaxamento”) (Hollister, 1986). Apesar de diversos
estudos clinicos terem sido realizados, ha poucos relatos dos efeitos crénicos
em usuarios de maconha, incluindo ganho de peso corporal, bradicardia,
diminuicdo geral de motivacdo, diminuicdo dos niveis séricos de testosterona
e uma diminuicdo da resposta imune inata (Hollister, 1986; Carlini, 2004).
Além disso, ha que se salientar que altas doses de maconha, mesmo em
administracdo aguda, podem principiar crises de péanico, delirio e psicose, em
geral relacionadas a usuarios inexperientes que apresentam um alto grau de

apreensdo ao fazer uso de uma substancia ilegal como a maconha, ou em



individuos que ja possuiam predisposicdo a doencas psiquiatricas dessa
natureza (Annis e Smart, 1973). O uso continuado de doses altas de A’-THC
pode ainda provocar um quadro de intoxicagdo crbnica, caracterizado por
apatia, letargia, morosidade, dificuldade de julgamento, problemas de
concentracao e memoria (Tennant e Groesbeck, 1972).

As propriedades psicoativas da Cannabis e do A°>-THC sao mediadas
por dois tipos de receptores canabindides, CB; e CB,, embora existam
evidéncias de, pelo menos, mais um tipo de receptor canabindide nao-CB;,
nao-CB, (Howlett et al., 2002; Piomelli, 2003; Pertwee, 2005). Os receptores
CB; foram clonados de tecidos de ratos, camundongos e humanos e
apresentam uma homologia entre as espécies de 97 a 99% dos seus
aminoacidos (Howlett et al., 2002). Os receptores CB, possuem cerca de 50%
de homologia com os receptores CBy e a estrutura de ambos € a de um
receptor com dominio de sete alcas transmembranares, indo ao encontro de
experimentos bioquimicos e celulares que sugeriam um mecanismo de
transducdo de sinal via acoplamento a proteina G para os receptores
canabindides (Howlett e Fleming, 1984).

O primeiro endocanabindide a ser caracterizado foi a etanolamina do
acido araquiddnico, batizada por seu descobridor de anandamida, uma
palavra derivada do sanscrito, que significa “éxtase, felicidade ou extrema
alegria” (Childers e Breivogel, 1998). A anandamida se liga com afinidade
moderada e € um agonista parcial dos receptores CBy, além de ser um
agonista fraco dos receptores CB, (Devane et al, 1992). A anandamida
pertence a familia das N-acil-etanolaminas, ja conhecida por modular a

atividade da enzima adenilato ciclase, de proteinas kinases ativadas por



mitdgeno e de canais ibnicos ativados por voltagem (McAllister e Glass).
Outros compostos dessa familia sdao o homo-y-linoleniletanolamina e o
docosatetraeniletanolamida (Bisogno et al., 2005). Além destes, nos ultimos
10 anos outros derivados do &cido araquidénico foram identificados como
endocanabindides (ver Di Marzo et al., 2004).

Atualmente, diversas potencialidades terapéuticas sdo propostas para
o sistema canabindide (Pertwee, 2005). Entre elas, existem relatos da eficacia
dos canabindides no controle da dor, da émese, no alivio dos sintomas da
esclerose multipla e na regulagao do apetite (Carlini, 2004; Makriyannis et al.,
2005). Contudo, sobre o aspecto da dependéncia de drogas, existe uma
caréncia de estudos que avaliam as consequiéncias do tratamento agudo e
cronico de ligantes canabinéides em modelos animais do TDAH no periodo da

adolescéncia.

1.3. Transtorno do déficit de atencao e hiperatividade

Pouco se sabe sobre a origem neurobiolégica do TDAH e, até o
momento, a hipdtese mais provavel é de que alteracdes cerebrais no sistema
monoaminérgico estejam envolvidas. Evidéncias clinicas, por exemplo,
demonstram que inibidores da recaptacdo de catecolaminas, como d-
anfetamina ou metilfenidato (Ritalina®), ou inibidores seletivos da recaptacao
de noradrenalina, como os antidepressivos triciclicos, promovem uma melhora
substancial na qualidade de vida dos portadores de TDAH (Biederman e

Spencer, 1999; Seeman e Madras, 1998). Por outro lado, a serotonina nao



parece ter grande relevancia na etiologia do TDAH, visto que o tratamento
com inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina promove apenas
beneficios limitados nos pacientes com TDAH (Barrickman et al, 1991). Mais
especificamente, considera-se que uma hipofungao do sistema dopaminérgico
em areas corticais, limbicas e motoras do cérebro seja a principal responsavel
pelas alteragbes comportamentais observadas nos pacientes com TDAH
(Sagvolden e Sergeant, 1998).

De fato, faz bastante sentido que a dopamina esteja envolvida em uma
patologia que congrega sintomas motores e cognitivos, visto que duas das
principais vias dopaminérgicas no sistema nervoso central (SNC) estédo
envolvidas diretamente nestes processos (as vias nigro-estriatal e
mesocorticolimbica, respectivamente; Sagvolden e Sergeant, 1998). Além
disso, sugere-se que uma atividade aumentada dos transportadores de
dopamina (Krause et al, 2003) ou da monoamino oxidase (MAO), a enzima
responsavel pela metabolizacdo da dopamina (Stoff et al, 1989), poderia
contribuir para a hipofuncdo do sistema dopaminérgico apresentada pelos
portadores do TDAH. Como conseqiiéncia provavel da hipofuncao deste
sistema, criancas com sintomas de hiperatividade relacionados ao TDAH
apresentam também uma concentracdo aumentada de receptores
dopaminérgicos D2 no cérebro em relacdo aos individuos sadios de mesma

faixa etaria (Jucaite et al, 2005).



1.4. Sistema de recompensa

Além da participagdo nos sintomas motores e cognitivos do TDAH, a
dopamina é fundamental na neurocircuitaria do sistema de recompensa, que
consiste da interconexao sinaptica de neurénios da area tegmental ventral
(ATV), feixe medial prosencefalico (FMP), nucleo accumbens (Nac), globo
palido ventral (GPV) e cértex pré-frontal medial (CPFM). Estes circuitos de
recompensa estdo implicados no uso e abuso de drogas, e a inibicado desse
circuito esta envolvida nos efeitos disforicos da retirada e da fissura (i.e.
desejo compulsivo) as drogas de abuso. O nucleo accumbens de roedores
pode ser anatomicamente subdividido em duas regides, a porcao shell e a
core. A porcdo shell localiza-se mais ventralmente e esta intimamente
conectada com a amigdala estendida, uma estrutura composta por um
conjunto de regides limbicas situadas préximas a linha medial, responsavel
por respostas emocionais em humanos e roedores. A porcdao core, por sua
vez, localiza-se mais dorsalmente e relaciona-se com areas que controlam a
funcdo motora, como o estriado dorsal (Usuda et al., 1998; Zahm 2000). O
uso da maioria das drogas de abuso promove a ativagcdo das células
dopaminérgicas da ATV que emitem projecdes ao Nac. O Nac, por sua vez,
conecta-se ao GPV e a outros sitios importantes para a expressdao de
comportamentos relacionados a recompensa e a motivacao/incentivo (Bardo,
1998; Napier e Mitrovic, 1999; McBride et al., 1999). Esse sistema recebe uma
extensa modulagdo neural, incluindo os sistemas opioidérgicos,
serotoninérgicos, gabaérgicos e glutamatérgicos (para revisao ver Gardner,

1997). Recentemente o sistema canabindide tem sido reconhecido como um



importante modulador do eixo de recompensa. Os receptores CB; estdo
relacionados com uma gama de mecanismos transducionais de segundos
mensageiros, como a ativacao de canais de potassio e MAP quinases, € a
inibicdo da adenilato ciclase e de canais de calcio voltagem-dependente
(Bidaut-Russell et al., 1990; Henry e Chavkin, 1995; Twitchell et al., 1997;
Hoffman e Lupica, 2000). Os mesmos substratos que estdo implicados no
consumo descontrolado de substancias podem se encontrar desregulados no

TDAH (Robbins, 2002).

1.5. Modelos animais de TDAH

Diversas tentativas tém sido realizadas na expectativa de se
desenvolver um modelo animal que represente fielmente as particularidades
do TDAH. Isto é, que mimetize as caracteristicas comportamentais, tenha um
perfil similar de resposta aos tratamentos farmacol6gicos vigentes e apresente
caracteristicas neurobiol6gicas semelhantes aos portadores deste transtorno.
Até o momento, alguns modelos animais foram propostos: ratos selecionados
para hiperlocomocao a partir de uma populacao heterogénea (Puumala et al,
1996), ratos expostos a toxinas ambientais (Silbergeld e Goldberg, 1974;
Holene et al, 1998), ratos com lesGes neuroldgicas induzidas por toxinas
dopaminérgicas (Shaywitz et al, 1976) e, pelo menos, trés modelos genéticos:
Ratos Espontaneamente Hipertensos - SHR (Sagvolden, 2000), ratos Naples
com alta e baixa excitabilidade (Sadile et al., 1996) e camundongos com

delecao génica (knock-out) para o transportador de dopamina (Giros et al,
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1996). Cada um destes modelos animais apresenta suas vantagens e
desvantagens e, de certa forma, cada um deles é capaz de mimetizar
algumas das caracteristicas do TDAH.

Os ratos da linhagem isogénica SHR tém sido considerados um bom
modelo animal e, por isso, sdo os mais utilizados no estudo do TDAH (Davids
et al., 2003). Esta linhagem foi obtida através de cruzamentos consangliineos
a partir da linhagem Wistar (Okamoto e Aoki, 1963). Os ratos SHR
apresentavam fenétipo de hipertensdo e, surpreendentemente, os animais
apresentavam também indices aumentados de atividade locomotora quando
comparados aos seus controles normotensos Wistar-Kyoto (Sagvolden, 2000).
Os ratos da linhagem SHR apresentam também caracteristicas
neurobioldgicas semelhantes as observadas em pacientes com TDAH, como
uma hipofuncéo do sistema dopaminérgico, resultante de uma baixa liberacao
de dopamina (Russel et al, 1995), aliada a uma atividade aumentada das
enzimas de metabolizacdo da dopamina, como a mono-amino oxidase (MAO),
o que diminui a disponibilidade deste neurotransmissor na fenda sinaptica
(Boix et al, 1998). Também foram encontrados niveis aumentados de
adenosina nos cérebros de ratos SHR (e nos pacientes com TDAH),
juntamente a uma baixa atividade da enzima adenosina deaminase,
responsavel pela metabolizagdo de adenosina, sugerindo uma possivel
disfuncao do sistema adenosinérgico que poderia contribuir para a disfuncéo
primaria observada no sistema dopaminérgico (veja em Davies et al, 1987).
Além disso, os ratos SHR apresentam uma relativa diminuicdo na atividade
locomotora e uma melhora nos déficits de aprendizado em resposta ao

tratamento com metilfenidato, o que valida farmacologicamente este modelo
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animal (Wultz et al, 1990; Sagvolden et al, 1992). Como consequéncia, 0s
ratos SHR tém sido intensamente estudados com o objetivo de se comparar
ao perfil comportamental e neurobiol6gico dos portadores do TDAH, visando o

desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas.
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2. OBJETIVOS

Considerando os fatos relatados na introducédo, o objetivo do presente
estudo foi investigar a hipétese de que modelos animais de adolescéncia e do
TDAH podem ser sensiveis aos efeitos relacionados a ansiedade e
reforcadores de canabindides. Para tanto, as seguintes etapas foram
realizadas:

- Comparar os efeitos do agonista canabindide WIN 55,212-2 nos
parametros relacionados a ansiedade e na atividade locomotora, durante a
adolescéncia e idade adulta, em ratos Wistar e SHR no teste do campo
aberto.

- Estudar os efeitos do agonista canabindéide WIN 55,212-2 nos
parametros relacionados a ansiedade e na atividade locomotora, durante a
adolescéncia e idade adulta, em ratos Wistar e SHR no teste do labirinto em
cruz elevado.

- Investigar os efeitos do agonista canabindide WIN 55,212-2 no
desenvolvimento de reforco positivo ou aversao, durante a adolescéncia e
idade adulta, em ratos Wistar e SHR no teste da preferéncia condicionada de
lugar.

- Verificar os efeitos do antagonista seletivo dos receptores
canabinbides do subtipo CB1 em eventuais alteragdes na locomocao,
comportamentos relacionados a ansiedade e nas propriedades reforcadoras
(ou aversivas) induzidas pelo WIN 55,212-2 durante a adolescéncia e idade

adulta, em ratos Wistar e SHR.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Ratos machos, adolescentes e adultos, das linhagens SHR e Wistar
foram utilizados neste estudo. A adolescéncia foi definida pelo periodo pés-
natal (PN) entre 28 e 40 dias (Spear e Brake, 1983) e a idade adulta pelo
periodo entre PN 90 e PN 100.

A colénia de ratos SHR utilizada neste estudo € originaria da
Universidade de Harvard (Boston, MA) sendo obtida a partir da UNESP
(Botucatu, SP, Brasil) em 1999. A partir dai, os ratos SHR foram mantidos no
laboratério de Genética do Comportamento da UFSC (Florianépolis, SC,
Brasil) sob um sistema de acasalamento irmao/irma como recomendado para
todas as linhagens consangtineas (ILAR, 1992). A linhagem SHR foi
considerada como isogénica uma vez que 0s animais apresentaram uma alta
homologia de DNA entre seus individuos (Ramos et al., 1997). Para
realizacdo deste estudo as col6nias de ratos SHR foram criadas e mantidas
em nosso laboratério.

Ja a colbnia de ratos Wistar é originaria da EPM/UNIFESP (Séao Paulo,
SP, Brasil), sendo criadas e mantida no biotério central da UFSC
(Florianépolis, SC, Brasil) desde de 1991. Para a realizagao deste estudo as
colénias de ratos Wistar, considerados uma populacao heterogénica, foram

obtidas do biotério central da UFSC.
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Os animais foram desmamados e separados por sexo com quatro
semanas de idade, e apos isso, foram agrupados em cinco ou seis em gaiolas
plasticas (42 x 34 x 17 cm), tendo livre acesso a 4gua e a comida. Os ratos
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 + 1 °C) e ciclo
claro-escuro de 12 horas (fase clara 7:00-19:00 horas). Todos os
procedimentos experimentais estdo de acordo com as normas de conduta
com animais experimentais do Comité de Etica para o Uso de Animais da

Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA-UFSC) numero do protocolo.

3.2. Drogas

Foram utilizados: o agonista de receptores canabinbéide WIN 55,212-2
[R-(+)-(2,3-dihidro-5-metil-3-[{4-morfolinil} metil] pirol [1,2,3-de-]-1,4-
benzoxazina-6-il) (1-naftalenil) metanone mesilato] (Tocris, USA) e o
antagonista de receptores canabindide do subtipo CB1 AM 251 [N-(piperidina-
1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazole-3-carboxamida]
(Tocris, USA). Estas drogas foram dissolvidas em 0.9% NaCl (salina) com
10% de dimetilsulfoxido (DMSO) mais 0.1% Tween 80. A solugdo controle
consistiu do veiculo utilizado para dissolver as drogas. Todas as doses foram
selecionadas a partir de experimentos pilotos ou de estudos prévios

(Rodriguez de Fonseca et al., 1998; Haller et al., 2004).
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3.3. Campo-aberto

O teste do campo aberto (CA) consiste de uma arena contendo uma
area central aversiva e representa um modelo amplamente utilizado para a
avaliagdo tanto da atividade locomotora, como de comportamentos
relacionados a ansiedade. O aparelho feito de madeira coberta com férmica
impermeavel, tendo assoalho branco dividido por linhas pretas em 25
quadrados (20 x 20 cm) e cercado por paredes elevadas em 40 cm de altura.
Os experimentos foram conduzidos em local sob baixa intensidade luminosa
(10 lux). Cada rato foi colocado no centro do CA e as seguintes variaveis
foram registradas por 5 minutos: numero de quadrados periféricos (adjacentes
as paredes) cruzados (locomogao periférica), nimero de quadrados centrais
(longe das paredes) cruzados (locomogao central), tempo na area central
(tempo no centro), porcentagem de locomogdo central em relacdo a

locomocao total (locomogao periférica mais locomogéao central).

Figura 1. Campo aberto.
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3.4. Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE), que é baseado no conflito
de roedores entre a movimentacao para explorar um ambiente novo e 0 medo
de areas elevadas abertas, foi utilizado para mensurar comportamentos
relacionados a ansiedade em ratos (Pellow et al., 1985). Resumidamente, o
aparelho apresentava quatro bracos, sendo dois fechados e dois abertos,
feitos de madeira coberta com férmica impermeavel elevado 52 cm do chéo.
Os bracos fechados eram opostos e formavam uma cruz com os bracos
abertos, cada braco media 50 cm de comprimento e 10 cm de largura. Na
intersecdo da cruz, formada pelos quatros bracos, havia uma plataforma
central (13,5 x 10 cm) que dava acesso a cada um dos bracos. Cada rato foi
colocado nessa plataforma com a cabeca voltada para um brago aberto. Os
animais foram observados durante o periodo de 5 min. As porcentagem de
tempo (%TA) e de entradas (%EA) foram utilizadas como indices relacionados
a ansiedade. O numero de entradas nos bracos fechados foi utilizado como
indice de locomocao geral (Cruz et al., 1994). A entrada em cada brago do
labirinto foi registrada sempre que o animal colocava as quatro patas dentro

do braco.

Figura 2. Labirinto em cruz elevado.
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3.5. Preferéncia condicionada de lugar

A preferéncia condicionada de lugar (PCL) é um modelo amplamente
utiizado para mensurar os efeitos reforcadores de drogas comumente
abusadas por humanos, e esta baseada na capacidade do animal em associar
o efeito induzido pela droga com pistas ambientais.

O condicionamento de lugar e o teste da PCL foram realizados em
caixas de madeira coberta com férmica com dois compartimentos distintos de
30 X 30 X 22 cm: um branco com listras verticais pretas e chao metalico e um
preto com o chao liso de madeira. Os dois compartimentos estao separados
por um corredor central na cor cinza.

O paradigma da preferéncia condicionada de lugar consistiu de trés
fases: habituacdo e pré-condicionamento (dias 1 e 2, respectivamente),
condicionamento (dias 3-10) e pds-condicionamento ou teste (dia 11) (vide
item 3.6). O paradigma utilizado € conhecido como unbiased (i.e., sem viés),
onde as condi¢cdes experimentais sdo selecionadas para resultar em uma
preferéncia balanceada dos animais para ambos os compartimentos durante o
pré-teste. Neste sentido, os animais que permaneceram acima de 85% em um
dos dois compartimentos foram excluidos do experimento. A entrada do
animal em um compartimento foi definida quando ele entrou com as quatro

patas esse compartimento.
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Figura 3. Preferéncia condicionada de lugar.

3.6. Procedimentos experimentais

Os animais, das linhagens e idades estudadas, foram tratados
agudamente com WIN nas doses de 0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg e 30 minutos
apds foram submetidos ao CA ou LCE. A ordem de exposi¢cdo dos animais
nos testes foi contrabalanceada. Em cada um dos testes os parametros
analisados foram registrados durante os cinco primeiros minutos. Para
verificar se os efeitos induzidos pelo WIN nesses testes sao resultantes da
ativacao de receptores canabindides do subtipo CB1, o tratamento com um
antagonista seletivo para receptores CB1, o AM 251, foi realizado 20 minutos
antes da injegdo com WIN. O tratamento foi realizado pela via intraperitoneal
(i.p.) em um volume de 0.2 ml/100 g de peso corporeo.

Na preferéncia condicionada de lugar, nos dois primeiros dias os ratos
exploraram livremente por 15 min os dois compartimentos, sendo que no
segundo dia o tempo gasto em cada um dos compartimentos foi registrado por

15 min (preferéncia basal). Na sessao de condicionamento, os ratos foram
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injetados via i.p. com WIN (0,125; 0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg) ou AM 251 (0,25
ou 1,25 mg/kg) e, imediatamente apo6s, confinados em um dos dois
compartimentos por 25 min. Em dias alternados, os ratos receberam veiculo e
foram colocados no compartimento oposto. O grupo controle recebeu veiculo
em ambos os compartimentos. No dia do teste, os animais foram colocados
no corredor central que da acesso aos compartimentos e o tempo gasto no
compartimento pareado com a droga foi registrado por 15 min. Os niveis de
preferéncia (ou aversao) de lugar foram definidos pela comparacao do tempo
gasto pelos animais no compartimento pareado com a droga antes e depois
do tratamento. Para analisar se os efeitos induzidos pelo WIN estdo
relacionados com a ativacao de receptores CB1, os animais foram tratados
com AM 251 (antagonista seletivo dos receptores canabindides do subtipo
CB1) 20 minutos antes da injecao de WIN.

Todos os experimentos foram conduzidos em uma sala com som e
intensidade luminosa (10 lux) controlados, cada experimento foi registrado via
uma camera de video posicionada acima do teste e monitorada em uma sala
adjacente por um experimentador que nao tinha conhecimento dos

tratamentos dos animais durante a avaliagdo comportamental.

3.7. Analise estatistica

Todos os valores estdo expressos pela média + erro padrao da média

(E.P.M.). As comparagOes estatisticas dos resultados obtidos no teste do
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campo aberto e do labirinto em cruz elevado foram analisadas utilizando a
ANOVA de trés vias, com linhagem, idade e tratamento como variaveis
independentes.

Os dados do teste da preferéncia condicionada de lugar foram
analisados utilizando a ANOVA de duas vias, com o fator tratamento e medida
repetida (pré- e pds-condicionamento) como variaveis independentes,
separadamente para ratos Wistar e SHR nas duas idades estudadas.

Os resultados dos experimentos utilizando o antagonista AM 251 foram
analisados utilizando a ANOVA de uma via (tratamento como variavel
independente) para os dados registrados no teste de campo aberto, e ANOVA
de duas vias (tratamento e medida repetida como variaveis independentes)
para os dados do teste da preferéncia condicionada de lugar.

Quando significante a ANOVA, comparacgdes post hoc multiplas foram
realizadas utilizando o teste de Duncan. O nivel de significAncia adotado em
todos os experimentos foi P<0,05. Todos os testes estatisticos foram
realizados utilizando o programa Statistica® (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma,

USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos da ativacdo do sistema canabindide nos parametros
relacionados a ansiedade no teste do campo aberto em ratos

adolescentes e adultos, das linhagens Wistar e SHR

Os resultados dos efeitos da injecao intraperitoneal (i.p.) de WIN (0,25;
1,25 ou 2,5 mg/kg) em ratos adolescentes e adultos, Wistar e SHR, no tempo
no centro, locomocao central e no percentual de locomocgéao central (indices
relacionados a ansiedade) no teste CA estédo representados na Figura 4.

A andlise de variancia realizada através da ANOVA de trés vias
(linhagem x idade x tratamento) revelou um efeito significante para o fator
linhagem [F(1,114) = 98,23; P<0,0001], idade [F(1,114) = 7,93; p<0,01] e para
o fator tratamento [F(3,114) = 3,04; P<0,01] no tempo no centro do CA.
Entretanto, a analise n&o indicou diferencas significantes para a linhagem x
idade [F(1,114) = 3,12; P=0,08], linhagem x tratamento [F(3,114) = 1,41;
P=0,24], idade x tratamento [F(3,114) = 0,97; P=0,41] ou para a interacao
entre os fatores linhagem x idade x tratamento [F(3,114) = 1,99; P=0,12]. O
teste de Duncan indicou que ratos da linhagem SHR, adolescentes e adultos,
permaneceram significantemente mais tempo na area central aversiva do CA
do que ratos da linhagem Wistar de ambas as idades. Além disso, o teste de
Duncan também indicou que ratos SHR adultos permanecem mais tempo no
centro do CA do que ratos adolescentes da mesma linhagem. Comparacoes

entre os grupos revelaram que o tratamento com WIN (2,5 mg/kg) diminuiu
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significantemente o tempo em que ratos SHR adultos permaneceram no
centro do CA. Por outro lado, a administracdo de WIN (0,25; 1,25; ou 2,5
mg/kg) ndo alterou o tempo no centro em ratos SHR adolescentes ou em
ratos Wistar (independentemente da idade) no CA (Figura 4A).

A figura 4B sumariza os efeitos da administracdo aguda de WIN (0,25;
1,25; 2,5 mg/kg, i.p.) em ratos adolescentes e adultos, Wistar e SHR, na
locomocao central no CA. A ANOVA de trés vias (linhagem x idade x
tratamento) revelou um efeito significante para o fator linhagem [F(1,114) =
140,31; P<0,0001] e para o fator tratamento [F(3,114) = 4,56; P<0,01].
Entretanto, a analise ndo indicou efeito significante para o fator idade
[F(1,114) = 0,03; P=0,87] e para os fatores linhagem x idade [F(1,114) = 0,25;
P=0,62], linhagem x tratamento [F(3,114) = 0,54; P=0,66], idade x tratamento
[F(3,114) = 0,44; P=0,72] ou para a interacdo entre os fatores linhagem x
idade x tratamento [F(3,114) = 0,80; P=0,50]. O teste de Duncan indicou que
ratos SHR, adolescentes e adultos, apresentam uma maior locomogao na
area central aversiva do CA do que ratos Wistar de ambas as idades. Ao
contrario do que ocorreu com tempo de permanéncia no centro do CA em
ratos SHR (Figura 4A), a analise mostrou que ratos adolescentes
(independentemente da linhagem) n&o diferiram de ratos adultos na
locomogao central no CA. Além disso, o tratamento com WIN (0,25 mg/kQ)
promoveu um aumento significante na locomogcao central de ratos SHR
adolescentes no teste do CA. Porém, as demais comparacdes entre 0s grupos
revelaram que o tratamento com WIN (0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg) ndo alterou a
locomocgédo central de ratos Wistar adolescentes ou em ratos adultos

(independentemente da linhagem) no teste do CA (Figura 4B).
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Na figura 4C estdo expressos os efeitos da administragcdo aguda de
WIN (0,25; 1,25; 2,5 mg/kg, i.p.) em ratos adolescentes e adultos, Wistar e
SHR, no percentual de locomocao central no CA. A anadlise de variancia
realizada através da ANOVA de trés vias (linhagem x idade x tratamento)
revelou um efeito significante para o fator linhagem [F(1,114) = 47,92,
P<0,0001]. Entretanto, a anélise ndo indicou efeito significante para o fator
idade [F(1,114) = 3,59; P=0,06], tratamento [F(3,114) = 0,87; P=0,46],
linhagem x idade [F(1,114) = 0,85; P=0,36], linhagem x tratamento [F(3,114) =
0,62; P=0,61], idade x tratamento [F(3,114) = 0,23; P=0,87] ou para a
interacdo entre os fatores linhagem x idade x tratamento [F(3,114) = 0,75;
P=0,52] na porcentagem de locomocao central no CA. O teste de Duncan
indicou que ratos adolescentes e adultos SHR apresentaram um maior
percentual de locomocao na area central aversiva do CA do que ratos Wistar
de ambas as idades. Além disso, apesar do tratamento com WIN (0,25 mg/kg)
em adolescentes SHR promover um aumento significante na locomocéao
central (Figura 4B), a ativacdo do sistema endocanabindide ndo alterou os
niveis relacionados a ansiedade, uma vez que o percentual de cruzamentos
na area central do CA nao foi alterado com o tratamento com WIN (0,25; 1,25

ou 2,5 mg/kg) (independentemente da linhagem ou idade) (Figura 4C).
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Figura 4. Efeitos da administracdo aguda do agonista canabindide
WIN (0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg, i.p.) ou veiculo no tempo no centro
(A), locomocao central (B) e no percentual de locomocao central
(C) em ratos adolescentes e adultos das linhagens Wistar e SHR
no teste do CA durante 5 min. As barras representam a média e as
linhas verticais o E.P.M. dos animais agrupados pela linhagem,
tratamento e idade (n=8-9). *P<0,05 em comparagio ao grupo de
controle da linhagem Wistar da mesma idade. °P<0,05 em
comparacdo ao grupo adolescente da mesma linhagem. °P<0,05
em comparagdo ao grupo controle da mesma linhagem e idade
(ANOVA seguida do teste de Duncan).
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4.2. Influéncia do tratamento com AM 251 nos efeitos induzidos pelo WIN
nos indices relacionados a ansiedade em ratos adolescentes SHR no

teste do campo aberto

A figura 5 representa os efeitos do tratamento agudo com veiculo, WIN
(0,25 mg/kg, i.p.) e/ou AM 251 (0,25 mg/kg, i.p.) em ratos adolescentes SHR
no tempo no centro, locomocao central e no percentual de locomocgao central
no teste do CA.

A ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o fator
tratamento no tempo no centro [F(3,27) = 3,60; P<0,05] no teste do CA.
Entretanto, o teste de Duncan mostrou que o tratamento com WIN e/ou AM
251 nao alterou o tempo de permanéncia na area central aversiva do teste CA
em comparacdo ao controle (Figura 5A).

Além disso, a analise mostrou que o fator tratamento promoveu
diferengas significantes na locomogao central de ratos SHR adolescentes
[F(3,27) = 6,61; P<0,01]. Comparacgdes entre 0s grupos revelaram que, como
mencionado anteriormente (Figura 4B), o tratamento com WIN (0,25 mg/kg,
i.p.) aumenta o numero de quadrados cruzados na area central do CA de
ratos SHR adolescentes. Por outro lado, a injecao de AM 251 (0,25 mg/kQ)
néo alterou a locomogéo central dos animais. E o tratamento prévio (20 min
antes) com AM 251 (0,25 mg/kg, i.p.) bloqueou o aumento da locomocgao

central induzida pelo WIN em ratos SHR adolescentes no CA (Figura 5B).
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A ANOVA de uma via nao revelou efeito significante para o fator
tratamento no percentual de locomogéao central [F(3,27) = 2,13; P=0,12] no
teste do CA. (Figura 5C).

O conjunto de resultados representados na figura 5 sugere que a
ativacdo ou bloqueio do sistema endocanabindide nao altera os niveis
relacionados a ansiedade, uma vez que o percentual de cruzamentos na area
central do CA nao foi alterado com o tratamento com WIN (0,25 mg/kg) e/ou

AM 251 (0,25 mg/kQ).
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Figura 5. Efeitos da administracdo aguda de WIN (0,25 mg/kg, i.p.),
AM 251 (0,25 mg/kg) ou veiculo no tempo no centro (A), locomogéo
central (B) e no percentual de locomocdo central (C) em ratos
adolescentes SHR no teste do CA (5 min). As barras representam a
média e as linhas verticais o E.P.M. (n=8-9).°P<0,05 em
comparag¢ao ao grupo controle. 4P<0,05 em comparagao ao grupo
tratado com WIN (0,25 mg/kg) (ANOVA seguida do teste de
Duncan).

27



4.3. Efeitos da ativacao do sistema canabindide na atividade locomotora
no teste do campo aberto em ratos adolescentes e adultos, das

linhagens Wistar e SHR

A figura 6 mostra os efeitos da administracdo aguda de WIN (0,25;
1,25; 2,5 mg/kg, i.p.) em ratos adolescentes e adultos, Wistar e SHR, na
locomocao periférica e na locomocao total no CA.

Na figura 6A, a ANOVA de trés vias (linhagem x idade x tratamento)
revelou um efeito significante para o fator linhagem [F(1,114) = 32,32;
P<0,0001], idade [F(1,114) = 15,16; P<0,001], tratamento [F(3,114) = 11,19;
P<0,0001], linhagem x tratamento [F(3,114) = 5,59; P<0,005], idade x
tratamento [F(3,114) = 3,53; P<0,05]. Entretanto, a analise ndo indicou efeito
significante para a interacao linhagem x idade [F(1,114) = 3,35; P=0,07] ou
entre os fatores linhagem x idade x tratamento [F(3,114) = 1,05; P=0,37] na
locomocéao periférica no CA (Figura 6A). Da mesma maneira, na figura 6B a
analise revelou um efeito significante para o fator linhagem [F(1,114) = 70,08;
P<0,0001], idade [F(1,114) = 12,68; P<0,001], tratamento [F(3,114) = 11,54;
P<0,0001], linhagem x tratamento [F(3,114) = 5,22; P<0,005]. Entretanto, a
analise nao indicou efeito significante para a interacao entre os fatores
linhagem x idade [F(1,114) = 1,97; P=0,16], idade x tratamento [F(3,114) =
2,66; P=0,05] ou para a interacdo entre linhagem x idade x tratamento
[F(3,114) = 1,00; P=0,59] na locomocao total. O teste de Duncan indicou que
apesar de ratos Wistar e SHR né&o diferirem na locomogéo periférica e total,
estes parametros foram seletivamente aumentados em ratos SHR

adolescentes pela injecdo aguda de WIN nas doses de 0,25 e 1,25 mg/kg.
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Figura 6. Efeitos da administracdo aguda do agonista canabindide
WIN (0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg, i.p.) ou veiculo na locomocéo
periférica (A) e na locomogao total (B) em ratos adolescentes e
adultos, Wistar e SHR, no teste do campo aberto durante 5 min. As
barras representam a média e as linhas verticais o E.P.M. dos
animais agrupados pela linhagem e tratamento (n=8-9).°P<0,05 em
comparagcdo ao grupo controle da mesma linhagem e idade
(ANOVA seguida do teste de Duncan).
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4.4. Influéncia da administracao de AM 251 na estimulacao locomotora

induzida pelo WIN em ratos adolescentes SHR no teste do campo aberto

Na figura 7 estdo expressos os dados da administracdo aguda de
veiculo, WIN (0,25 mg/kg, i.p.), e/ou AM 251 (0,25 mg/kg, i.p.) em ratos
adolescentes SHR na locomocéo periférica e total no CA. A analise realizada
pela ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o fator tratamento
na locomocao periférica [F(3,27) = 7,52; P<0,001] e na locomoc¢ao total
[F(3,27) = 8,89; P<0,001] no teste do CA. O teste de Duncan mostrou que,
além da estimulagao locomotora induzida pelo WIN (0,25 mg/kg, i.p.), uma
dose ineficaz por si do antagonista seletivo CB1 AM 251 (0,25 mg/kg, i.p.)
antagonizou o efeito do WIN na locomocao periférica (Figura 7A) e total
(Figura 7B) de ratos adolescentes SHR no CA, o que sugere que essa
estimulacdo locomotora estd relacionada com a ativacdo de receptores

canabindides do subtipo CB1.
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Figura 7. Efeitos da administracdo aguda de veiculo, WIN (0,25
mg/kg, i.p.) e/ou AM 251 (0,25 mg/kg, i.p.) na locomogao periférica
(A) e na locomogéo total (B) em ratos SHR adolescentes no teste
do CA durante 5 min. As barras representam a média e as linhas
verticais o E.P.M. (n=8-9). °P<0,05 em comparagdo ao grupo
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controle. 9P<0,05 em comparagdo ao grupo tratado com WIN (0,25
mg/kg) (ANOVA seguida do teste de Duncan).

4.5. Efeitos da ativacao do sistema canabindide nos indices relacionados
a ansiedade no labirinto em cruz elevado em ratos adolescentes e

adultos, das linhagens Wistar e SHR

A figura 8 mostra os efeitos da administracao aguda (i.p.) de WIN (0,25;
1,25 ou 2,5 mg/kg) em parametros comportamentais de ratos adolescentes e
adultos, das linhagens Wistar e SHR, no teste do labirinto em cruz elevado
(LCE). A ANOVA de trés vias (linhagem x idade x tratamento) revelou um
efeito significante para o fator linhagem [F(1,114) = 71,23; P<0,0001] e idade
[F(1,114) = 4,27; P<0,05] na porcentagem de tempo em que 0s animais
permaneceram nos bragos abertos (%TA). Entretanto, a analise ndo indicou
efeito significante para o fator tratamento [F(3,114) = 0,50; P=0,60], linhagem
x idade [F(1,114) = 0,09; P=0,76], linhagem x tratamento [F(3,114) = 0,57;
P=0,63], idade x tratamento [F(3,114) = 0,74; P=0,53] ou para a interacao
entre os fatores linhagem x idade x tratamento [F(3,114) = 1,66; P=0,18] na
%TA. O teste de Duncan indicou que ratos adolescentes e adultos SHR
apresentaram um aumento na porcentagem de tempo nos bragos abertos
guando comparados aos ratos Wistar do grupo controle (independentemente
da idade) (figura 8A).

A ANOVA de trés vias (linhagem x idade x tratamento) indicou um
efeito significante para o fator linhagem [F(1,114) = 17,57; P<0,0001] na

porcentagem de entradas nos bragos abertos (%EA). Entretanto, a analise
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nao indicou efeito significante para o fator idade [F(1,114) = 3,91; P=0,05],
tratamento [F(3,114) = 1,14; P=0,34], linhagem x idade [F(1,114) = 0,19;
P=0,66], linhagem x tratamento [F(3,114) = 0,28; P=0,84], idade x tratamento
[F(3,114) = 0,50; P=0,69] ou para a interacdo entre os fatores linhagem x
idade x tratamento [F(3,114) = 0,51; P=0,68] na %EA (figura 8B).

A ANOVA de trés vias (linhagem x idade x tratamento) mostrou um
efeito significante para o fator idade [F(1,114) = 13,29; P<0,001], tratamento
[F(3,114) = 6,26; P<0,001] e da interacao idade x tratamento [F(3,114) = 6,92;
P<0,001] no numero de entradas nos bracos fechados (EF). Entretanto, a
andlise nao indicou efeito significante para o fator linhagem [F(1,114) = 0,02;
P=0,88], linhagem x idade [F(1,114) = 0,33; P=0,57], linhagem x tratamento
[F(3,114) = 0,47; P=0,70] ou para a interacdo entre os fatores linhagem x
idade x tratamento [F(3,114) = 0,25; P=0,86] na EF (um indice de atividade
locomotora). O teste de Duncan indicou que a maior dose de WIN avaliada
(2,5 mg/kg, i.p.) diminuiu significantemente o nimero de entradas nos bragos
fechados de ratos adolescentes, tanto para a linhagem Wistar como para a

SHR, no LCE (figura 8C).
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Figura 8. Efeitos da injecdo aguda de WIN (0,25; 1,25 ou 2,5
mg/kg, i.p.) ou veiculo na porcentagem de tempo nos bragos
abertos (A), na porcentagem de entradas nos bracos abertos (B) e
no numero de entradas nos bracos fechados (C) em ratos
adolescentes e adultos, Wistar e SHR no LCE (5 min). As barras
representam a média e as linhas verticais o E.P.M. ?P<0.05 em
comparacao ao grupo de controle da linhagem Wistar da mesma
idade.°P<0,05 em comparagdo ao grupo controle da mesma
linhagem e idade (ANOVA seguida do teste de Duncan).



4.6. Propriedades reforcadoras ou aversivas da ativacao do sistema
canabinodide avaliadas no teste da preferéncia condicionada de lugar em

ratos adolescentes e adultos da linhagem Wistar

A figura 9 ilustra os resultados dos efeitos do tratamento com WIN
(0,125; 0,25; 0,125 ou 2,5 mg/kg) ou veiculo, em ratos adolescentes e adultos
da linhagem Wistar, no tempo de permanéncia dos animais no compartimento
pareado com veiculo (V: grupo controle) ou WIN, antes (pré-condicionamento)
e depois (p6s-condicionamento) da sessdo de condicionamento na
preferéncia condicionada de lugar (PCL).

Em ratos adolescentes da linhagem Wistar, a ANOVA de duas vias
(tratamento x medida repetida) ndo revelou diferencas significantes para o
fator tratamento [F(4,38) = 0,10; P=0,98], fator de repeti¢cdo [F(1,38) = 2,03;
P=0,16] ou interacado entre os dois fatores [F(4,38) = 0,63; P=0,65].

Em ratos Wistar adultos, a ANOVA de duas vias (tratamento x medida
repetida) revelou um efeito significante para o fator tratamento [F(4,41) = 3,41;
P<0,05], repeticao [F(1,41) = 9,79; P<0,01] e para a interagdo entre os fatores
[F(4,41) = 4,76; P<0,01]. O teste de Duncan indicou que o tratamento com
WIN nas doses de 0,25 — 2,5 mg/kg induziu aversao de lugar, verificada pela
diminuicao significante do tempo de permanéncia no compartimento pareado

com WIN em ratos adultos da linhagem Wistar na PCL (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos do tratamento com veiculo ou WIN na PCL em
ratos adolescentes e adultos da linhagem Wistar (n=8-10). As
barras representam a média e as linhas verticais o E.P.M. do tempo
de permanéncia dos animais no compartimento pareado com
veiculo (V: grupo controle) ou WIN antes (pré-condicionamento) e
depois (pds-condicionamento) do condicionamento. °p<0,05 quando
comparados ao pré-condicionamento do respectivo grupo (ANOVA
seguida do teste de Duncan).

4.7. Propriedades reforcadoras ou aversivas da ativacao do sistema
canabindide avaliadas no teste da preferéncia condicionada de lugar em

ratos adolescentes e adultos da linhagem SHR

Os efeitos da administracédo de veiculo ou WIN (0,125; 0,25; 1,25 ou
2,5 mg/kg), em ratos adolescentes e adultos da linhagem SHR, no tempo de
permanéncia dos animais no compartimento pareado com veiculo (V: grupo

controle) ou WIN na PCL pode ser visto na figura 10.
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Em ratos adolescentes da linhagem SHR, a ANOVA néao indicou efeito
significante para o fator tratamento [F(4,40) = 1,71; P=0,17] e repeticdo
[F(1,40) = 0,12; P=0,74]. Entretanto, a analise indicou diferencas significantes
para a interacdo entre os fatores tratamento e medida repetida [F(4,40) =
4,14; P<0,01]. O teste de Duncan indicou que o tratamento WIN induziu uma
aquisicao do comportamento de preferéncia condicionada de lugar, verificado
pelo aumento significante no tempo de permanéncia dos animais no
compartimento pareado com a dose 2,5 mg/kg de WIN, quando comparado
com o grupo controle (Figura 10).

Para ratos adultos da linhagem SHR, a ANOVA nao indicou efeito
significante para os fatores tratamento [F(4,34) = 2,32; P=0,08] e repeticdo
[F(1,34) = 0,24; P=0,63]. Entretanto, a analise revelou diferencas significantes
na interacao entre os fatores tratamento e repeticéo [F(4,34) = 3,08; P<0,05].
O teste de Duncan indicou que o tratamento com WIN (0,25 mg/kg) em ratos
SHR adultos promove significante preferéncia condicionada de lugar quando
comparado ao grupo controle, indicando a propriedade reforcadora do WIN,

especificamente nestas doses e linhagem avaliadas (Figura 10).
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Figura 7. Efeito do tratamento com veiculo ou WIN na PCL em
ratos adolescentes e adultos da linhagem SHR (n=8-10). As barras
representam a média e as linhas verticais o E.P.M. do tempo de
permanéncia dos animais no compartimento pareado com veiculo
(V: grupo controle) WIN antes (pré-condicionamento) e depois (pds-
condicionamento) do  condicionamento. °P<0,05 quando
comparados ao pré-condicionamento do respectivo grupo (ANOVA
seguida do teste de Duncan).

O conjunto de resultados obtidos na PCL indica que ratos
adolescentes, de ambas as linhagens, apresentaram diferentes respostas
reforcadoras ou aversivas pela ativagdo do sistema endocanabindide. Em
ratos Wistar, o tratamento com WIN (0,125; 0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg, i.p.) ndo
alterou a preferéncia de lugar em ratos adolescentes, mas produziu aversao
de lugar em ratos adultos (0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg, i.p.). Ja nos ratos SHR
adolescentes, houve aquisicdo do comportamento de preferéncia

condicionada de lugar somente com a maior dose de WIN testada (2,5 mg/kQ);
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e em ratos adultos, a dose de 0,25 mg/kg de WIN causou significante

preferéncia condicionada de lugar.

4.8. Influéncia do tratamento com AM 251 nas propriedades reforcadoras
ou aversivas induzidas pelo WIN no teste da preferéncia condicionada de

lugar

Na figura 11 estdo ilustrados os efeitos da administracdo de veiculo,
AM (0,25 ou 1,25 mg/kg, i.p.) e/ou WIN (0,25; ou 2,5 mg/kg), em ratos Wistar
e SHR, no tempo de permanéncia dos animais no compartimento pareado
com veiculo (V: grupo controle), AM, WIN ou associacado AM com WIN na
preferéncia condicionada de lugar.

Em ratos adolescentes da linhagem SHR, a analise feita pela ANOVA
de duas vias (tratamento e medida repetida) ndo mostrou efeito significante
para o fator tratamento [F(3,27) = 0,94; P=0,43] e repeticdo [F(1,27) = 1,71;

=0,20]. Entretanto, a analise indicou diferencas significantes para a interagéo
entre os fatores tratamento e medida repetida [F(3,27) = 3,52; P<0,05]. O
teste de Duncan indicou que o tratamento com WIN (2,5 mg/kg, i.p.), como
mostrado na Figura 10, aumentou significantemente o tempo de permanéncia
dos animais no compartimento pareado com WIN apdés a sessédo de
condicionamento. Além disso, o tratamento com o antagonista dos receptores
CB1 (AM 251) n&o alterou o comportamento de preferéncia na dose de 1,25

mg/kg (i.p.), mas bloqueou a aquisicao de preferéncia condicionada ao lugar
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induzida pelo WIN (2,5 mg/kg, i.p.) em ratos adolescentes SHR no teste da
PCL (Figura 11A).

Da mesma maneira, em ratos SHR adultos a ANOVA de duas vias néo
mostrou diferengas significantes para o fator tratamento [F(3,26) = 1,15;
P=0,35] ou medida repetida [F(1,26) = 0,47; P=0,50]. Entretanto, a andlise
indicou diferengas significantes entre a interagao dos fatores tratamento e
medida repetida [F(3,26) = 3,54; P<0,05]. O teste de Duncan indicou que,
além da preferéncia de lugar induzida pelo WIN (0,25 mg/kg, i.p.) vista na
Figura 10, a administracdo de AM 251 (0,25 mg/kg, i.p.), que por si nao
produziu efeito, 20 min antes do tratamento com WIN (0,25 mg/kg, i.p.)
impediu a aquisicdo do comportamento de preferéncia ao lugar em ratos
adultos SHR induzida pelo WIN na PCL (Figura 11B).

Para ratos Wistar adultos, a ANOVA néo indicou diferengas para o fator
tratamento [F(3,29) = 1,22; P=0,32] ou repeticao [F(1,29) = 1,14; P=0,29].
Entretanto, a analise indicou diferencas significantes para a interagao
tratamento e repeticéo [F(3,27) = 3,32; P<0,005]. O teste de Duncan revelou
que a administracdo de WIN (0,25 mg/kg, i.p.) causou aversao de lugar em
ratos Wistar adultos na PCL, vista pela significante reducdo do tempo de
permanéncia no compartimento pareado com WIN ap6s a sessdo de
condicionamento. Além disso, a administragdo de AM 251 (0,25 mg/kg, i.p.)
ndao alterou o tempo de permaneceu no compartimento apés o
condicionamento. Porém, a administracéo prévia de AM 251 (20 min antes da
injecdo de WIN) impediu a aquisicdo da aversao ao lugar em ratos adultos
Wistar induzidas pelo tratamento com WIN (0,25 mg/kg, i.p.) na PCL (Figura

11C).
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Esses resultados mostram que ambos, aversdo e efeito de reforgo,

estdo relacionados com a ativagao de receptores canabindides do subtipo

CB1 em ratos.
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Figura 11. Efeito do tratamento com veiculo, AM 251 (0,25 ou 1,25
mg/kg, i.p.) e/ou WIN (0,25 ou 2,5 mg/kg, i.p.) na PCL em ratos
Wistar e SHR (n=8-10). As barras representam a média e as linhas
verticais o E.P.M. do tempo de permanéncia dos animais no
compartimento pareado com veiculo (V: grupo controle), AM 251,
WIN ou associacao de WIN com AM antes (pré-condicionamento) e
depois  (pds-condicionamento) do condicionamento. °P<0,05
quando comparados ao pré-condicionamento do respectivo grupo.
9P<0,05 em comparacdo ao grupo tratado com WIN da mesma
linhagem e idade (ANOVA seguida do teste de Duncan).
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que a administracao
sisttmica de um agonista canabindide causa diferentes respostas
comportamentais dependendo da idade e linhagem dos animais. Ratos SHR
adolescentes, um modelo animal validado do transtorno de déficit de atencao
e hiperatividade (TDAH), apresentaram alta sensibilidade para a
hiperlocomogéao induzida pela ativagdo do sistema endocanabindide com
baixas doses de WIN. Além disso, este estudo também demonstra pela
primeira vez que o tratamento com um agonista canabindide induz
propriedades reforcadoras em ratos SHR adolescentes e adultos; mas nao
altera os comportamentos relacionados a ansiedade. De maneira que a
adolescéncia em animais SHR, que apresentam comportamentos
relacionados ao TDAH aumenta a sensibilidade aos canabinéides em modelos
que avaliam o potencial de abuso de drogas. O presente estudo mostra ainda
que o tratamento com AM 251 bloqueou tanto a estimulagdo locomotora como
os efeitos reforcadores em ratos SHR, e aversivos em ratos Wistar, induzidos
pelo WIN; demonstrando que esses efeitos estao relacionados com a ativagao
dos receptores canabinédides do subtipo CB1.

A adolescéncia esta freqlientemente associada com elevados niveis de
busca ao prazer, agitacdo e comportamentos de risco, bem como a alteracdes
na esquiva do perigo e ansiedade (Arnett, 1992). O desenvolvimento de
circuitos encefalicos envolvidos na motivacdo e na tomada de decisdes torna

essa fase da vida criticamente vulneravel para o desenvolvimento de
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transtornos neuropsiquiatricos, como o TDAH, ansiedade e a dependéncia as
drogas (Chamber et al, 2003). Além disso, tem sido demonstrado que
criangas diagnosticadas com TDAH apresentam maiores riscos de abuso de
drogas ilicitas durante a adolescéncia e idade adulta do que criangas sem
TDAH (para revisao ver Sullivan e Rudnik-Levin, 2001; Schubiner, 2005).
Modelos animais podem fornecer uma importante perspectiva para
essa questao. As caracteristicas de roedores adolescentes os tornam um bom
modelo para o estudo de transtornos neuropsiquiatricos com inicio na infancia
e adolescéncia, incluindo o TDAH e a dependéncia a drogas. Visto que o
periodo da adolescéncia nos seres humanos e em primatas ndo humanos se
estende por diversos anos, os modelos com roedores nessa fase do
desenvolvimento sao limitados aos 7-10 dias que precedem a puberdade
(aproximadamente 40 dias de idade) e dos primeiros poucos dias depois disso
(Spear e Brake, 1983). A adolescéncia nos roedores vem sendo largamente
estudada como um periodo ontogénico critico para a auto-administracao e
sensibilidade aumentada aos efeitos comportamentais de diferentes drogas
como a nicotina, etanol, cocaina e delta’tetrahidrocanabinol (A°-THC)
(Adriani e Laviola, 2004; Barron et al., 2005; Caster et al., 2005; Cha et al,,
2006). Porém, apesar da alta prevaléncia de TDAH entre adolescentes, os
estudos que avaliam o potencial de abuso de drogas, utilizando ratos SHR
como modelo de TDAH, foram principalmente realizados com animais adultos;
onde pode ser vista uma sensibilidade aumentada para os efeitos de
psicoestimulantes (Amini et al., 2004) e consumo de alcool (Da Silva et al.,

2005).
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Como mencionado anteriormente na introducdo, a cannabis é a droga
ilicita mais extensamente consumida no mundo e freqlientemente o seu uso
comeca durante a adolescéncia (Crowley et al., 1998). No presente estudo, a
ativagcdo do sistema canabindide com baixas doses de um agonista
canabindide estimulou seletivamente a atividade locomotora de ratos SHR
adolescentes expostos a um ambiente novo. Embora neste estudo ndo fosse
possivel determinar os mecanismos e o local exatos desta acao estimulante
do WIN na atividade locomotora de ratos SHR adolescentes, o aumento da
liberacdo de dopamina pelos canabindides pode representar uma
possibilidade de explicacao.

Estudos in vivo (Meschler e Howlett, 2001) e in vitro (Szabo et al.,
1999) apontam para uma regulacao da sinalizagcao dopaminérgica no estriado
pelos receptores CB1. Além disso, o0s antagonistas de receptores
canabindides aumentam a ativacdo locomotora induzida por agonistas
dopaminérgicos, enquanto que agonistas canabindides parecem atenuar os
efeitos psicomotores induzido por agonistas da dopamina (Ferrari et al., 1999;
Giuffrida et al., 1999; Masserano et al., 1999; Hayase et al., 2001). Estudos
prévios sugerem que a atividade do sistema dopaminérgico nigroestriatal esta
alterada no cérebro de ratos SHR, com reducéo da liberacao de dopamina no
estriado (Russel et al, 1995) e um aumento na renovagdo de dopamina
estriatal (McKeon e Hendley, 1988). A expressao de receptores D2 da
dopamina também esta elevada no estriado de ratos SHR (Chiu et al., 1982),
sugerindo que a inibicdo da liberacdo de DA no estriado de ratos SHR se deve
a um aumento do numero de auto-receptores D2 de dopamina.

Consequentemente, essas alteracées no sistema dopaminérgico podem ser
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responsaveis pela alta sensibilidade apresentada por ratos SHR para a
hiperlocomocéao induzida por drogas estimulantes (Tsai e Lin, 1988) e com a
sensibilidade aumentada para os efeitos do WIN observada em ratos SHR
adolescentes.

Uma variedade de modelos animais, como a preferéncia condicionada
de lugar, a auto-administracdo e procedimentos de re-estabelecimento, sao
utilizados para investigar as propriedades reforcadoras de drogas comumente
abusadas (veja Gardner, 2002, 2005). Além disso, a atividade de roedores em
ambientes novos, que presumivelmente esta relacionada a busca pela
novidade em humanos, € um dos fatores mais estudados que pode predizer a
auto-administracdo de drogas (Klebaur 2001; Nadal et al., 2002). De modo
que a atividade locomotora e a aquisicdo de preferéncia condicionada de
lugar representam medidas comumente utilizadas para avaliar os efeitos
reforcadores de diferentes drogas.

Diversos estudos mostram dificuldades em avaliar as propriedades
reforcadoras de canabindides sintéticos ou do A®THC em roedores e
primatas (Corcoran e Amit, 1974; Leite e Carlini, 1974; Harris et al., 1974; Van
Ree et al., 1978; Takahashi e Singer, 1979; Mansbach et al., 1994). Varias
possibilidades foram apontadas para tentar explicar esse fato. Uma delas é
que o A%-THC nao causa auto-administragdo em virtude da demora e duracédo
de seus efeitos que pode perdurar por até 48 horas apds uma injecao aguda,
dependendo da espécie estudada. Outra possibilidade atribui ao A%-THC
pouca capacidade de causar dependéncia, ou ainda, que os efeitos aversivos

podem ser predominantes a ponto de mascarar as propriedades reforcadoras
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necessarias para o paradigma da auto-administracdo (Valjent e Maldonado,
2000).

Neste estudo, o tratamento com uma ampla faixa de dose de um
agonista canabindide causou aversao de lugar em ratos Wistar adultos. Em
concordancia com esses achados, estudos prévios mostraram propriedades
aversivas de canabindides em modelos animais. Os resultados de McGregor e
colaboradores (1996) mostram que o (-)-cis-3-[2-hidroxi-4-(1,1-dimetilheptil)
phenil]-trans-4-(3-hidroxipropil) ciclohexanol (CP 55,940), um potente agonista
de receptores canabindides do subtipo CB1, induz aversdo em ratos Wistar
avaliados na PCL. Ratos da linhagem Sprague-Dawley tratados com A®-THC
também apresentam aversdo ao lugar em altas doses, enquanto que baixas
doses nao causaram efeito no paradigma sem viés da PCL (Safudo-Pena et
al., 1997). Ao contrario dessas evidéncias, os resultados de Martellotta e
colaboradores (1998) indicam que a auto-administracdo intravenosa do
agonista canabinéide WIN por camundongos ocorre em fungdo da
concentracdo da droga. Assim, na de 0,1 mg/kg por infusdo o WIN promove
efeito de reforco positivo, enquanto que a dose mais elevada de 0,5 mg/kg
produz aversao.

Entretanto, estudos relatam (Tanda et al., 2000) e confirmam (Justinova
et al., 2003) que a auto-administracdo sustentada de A%-THC em primatas e
aquisicao de preferéncia condicionada de lugar (Lepore et al., 1995) induzida
pelo A°>-THC em ratos. Braida et al. (2004) utilizaram uma ampla faixa de
doses de A>-THC (0,015 — 6,00 mg/kg, i.p.) para avaliar suas propriedades
reforcadoras na PCL em ratos Wistar, a administracdo de A°>-THC (0,075;

0,15; 0,37 ou 0,75 mg/kg, i.p.) produziu significante preferéncia condicionada
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de lugar; enquanto que a maior dose (6,00 mg/kg, i.p.) causou efeitos
aversivos e as doses intermediarias nao produziram efeito. Embora nao
existam estudos prévios na literatura que avaliam as propriedades
reforcadoras e relacionadas a ansiedade induzidas por canabindides em
animais adolescentes, o presente estudo fornece a evidéncia que a ativacao
do sistema canabinoide, em doses de WIN que causaram aversao em ratos
Wistar adultos (0,25; 1,25 ou 2,5 mg/kg, i.p.), ndo produziu efeito de reforco,
aversao ou em comportamentos relacionados a ansiedade em ratos Wistar.
Além disso, a menor dose de WIN aqui usada (0,25 mg/kg, i.p.) induziu a uma
significante preferéncia de lugar em SHR adultos; e em ratos adolescentes, a
administragdo da maior dose testada de WIN (2,5 mg/kg, i.p.) causou
preferéncia ao lugar no paradigma da PCL. E importante destacar que o
protocolo da PCL utilizado no presente estudo foi o mesmo para ratos
adolescentes e adultos de ambas as linhagens testadas.

Certamente, deve-se considerar que a ampla variedade de protocolos
de condicionamento de lugar que foram utilizados pode interferir nos
resultados encontrados na literatura. Mudancas no protocolo do modelo da
PCL também podem revelar os efeitos reforcadores de canabindides. Como
comentado anteriormente, o efeito aversivo do A’-THC pode mascarar suas
propriedades reforcadoras. Com o intuito de excluir esses eventuais efeitos
aversivos induzidos pela primeira injecdo de A°-THC, Valjent e Maldonado
(2000) administraram A°-THC em camundongos, mantendo-os em suas
gaiolas, 24 horas antes de iniciar os procedimentos da preferéncia
condicionada de lugar. Esses autores mostram que no mesmo paradigma em

que a injecdo de A’-THC promoveu aversdo de lugar, foi possivel com uma
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Gnica injecdo prévia de A°-THC promover uma significante preferéncia
condicionada de lugar. Esses dados sugerem que o paradigma do
condicionamento de lugar € uma medida efetiva para avaliar efeito reforgcador
de drogas, podendo ser utilizado para ratos adolescentes e adultos. Além
disso, esse paradigma é bastante sensivel as diferencas da medida de reforco
de diversas drogas de abuso (Sanchis-Segura e Spanagel, 2006).
Considerando os dados clinicos que sinalizam que o consumo precoce
de uma droga, como no periodo da adolescéncia, esta altamente associado
com o uso crénico e mais severo da droga na idade adulta (Estroff et al,
1989; Anthony e Petronis, 1995; Clark et al., 1998), esperar-se-ia que 0s
estudos pré-clinicos mostrariam efeitos reforcadores aumentados induzidos
pela cocaina para adolescentes em comparacdo aos adultos. Entretanto,
respostas semelhantes para o0 condicionamento de lugar tém sido
encontradas para animais adolescentes e adultos tratados cocaina (Schramm-
Sapyta et al,, 2004), sugerindo que os adolescentes sdo tdo vulneraveis
quanto os adultos as propriedades reforcadoras da cocaina. Outras drogas,
tais como a nicotina e o alcool, induziram preferéncias ao lugar mais
acentuadas em adolescentes do que em adultos (Vastola et al., 2002; Belluzzi
et al., 2004; Philpot et al., 2003; Torrella et al., 2004). Entretanto, o oposto foi
encontrado para anfetaminas, ou seja, com preferéncia ao lugar relativamente
maior em adultos do que em adolescentes (Adriani e Laviola, 2003). De
maneira que mais estudos que investiguem os efeitos de drogas de abuso
devem ser realizados nessa etapa da vida e, especialmente, aliando fatores
que aumentem a probabilidade de consumo de drogas como, por exemplo,

em modelos comportamentais do TDAH.
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Como mencionado anteriormente, o potencial de abuso de muitas
drogas, incluindo o A’-THC, esta relacionado com a ativagdo de estruturas
ligadas ao nucleo accumbens (Tanda et al., 1997). A dificuldade em obter
efeitos reforgcadores positivos induzidos por canabindides em animais de
laboratério também foi parcialmente atribuida a ativacdo do nucleo
accumbens. Evidéncias sugerem que a ativacdo do nucleo accumbens causa
efeitos ansiogénicos (Joseph et al., 1996; Salamone et al.,, 1997). Assim a
ativacado desta area pode estar mais correlacionada com os efeitos tipo-
ansiogénicos mediados pelos canabindides (Onaivi et al., 1990) do que com a
recompensa. Ao contrario, o presente estudo mostra que os comportamentos
relacionados a ansiedade e a recompensa/aversao parecem ser dissociados
entre si, uma vez que a administragcdo de WIN produziu efeitos estimulantes,
reforcadores ou aversivos em doses que nao alteraram o perfil tipo-
ansiolitico/ansiogénico dos animais no campo aberto e no labirinto em cruz
elevado. Além disso, a ativacao do sistema mesocorticolimbico pelas baixas
doses de WIN pode explicar, pelo menos em parte, 0 aumento seletivo da
resposta locomotora em um ambiente novo em ratos SHR adolescentes, uma
vez que os receptores canabindides atuam nos mecanismos de recompensa
que regulam aspectos “motivacionais” do movimento (Maldonado et al., 2006).

De fato, pesquisas que avaliam pardmetros neuroquimicos na
adolescéncia tém enfocado desenvolvimento da via de recompensa
(mesocorticolimbica). O “ajuste fino” da anatomia neuronal ocorre durante a
adolescéncia, incluindo uma atividade neural aumentada (Chugani, 1998) e
alteragbes na densidade de diversos receptores. Durante a adolescéncia,

tanto receptores dopaminérgicos da via mesolimbica como os transportadores
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de dopamina sao extensamente produzidos (Teicher et al., 1995; Tarazi et al.,
1998a,b, 1999). Diferencas relacionadas com a idade nos niveis de dopamina
incluem um aumento na expressao de receptores de dopamina induzido pela
cocaina, que nao ocorreu em adolescentes, e diferengcas na degradacao
enzimatica de dopamina no estriado e no nucleo accumbens.

Essas evidéncias sugerem que o sistema dopaminérgico mesolimbico
estda submetido a uma marcada mudanca durante a adolescéncia. Portanto,
as diferentes respostas motivacionais (reforcadoras, aversivas e locomotoras)
induzidas pelo WIN podem estar relacionadas com alteracbes na via
dopaminérgica mesolimbica. Isto pode ser explicado pelo fato que os
neurénios dopaminérgicos da via mesocorticolimbica sdo controlados por
neurdnios excitatorios e inibitérios que, por sua vez, sdo modulados por
receptores canabindides CB1. Assim, os endocanabindides podem ser
liberados por neurdnios dopaminérgicos no nucleo accumbens (Robbe et al.,
2002) e na area tegmental ventral (Melis et al., 2004; Riegel e Lupica, 2004).
Conseqlientemente, os endocanabindides atuando como mensageiros
retrbgrados modulam aferéncias glutamatérgicas e GABAérgicas da via
dopaminérgica (Figura 12) . Além disso, a presenca de receptores CB1 em
outras estruturas relacionadas a motivacdo e a recompensa, tais como a
amigdala basolateral e o hipocampo, pode também contribuir para a
regulacdo do sistema endocanabindide em funcdes que estdo envolvidas na

busca e no consumo de drogas (Katona et al., 2001).
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Figura 12. Representacdo esquematica dos possiveis locais de
acado do sistema endocanabindide na modulacdo do sistema de
recompensa. Esquema adaptado de Maldonado et al. (2006).
Cértex pré-frontal (PCF); hipocampo (HIP); nucleo accumbens
(Nac); area tegmental ventral (VTA); amigdala baso-lateral (BLA),
colecistocinina (CCK) e endocanabindides (EC).

Alteracdes dopaminérgicas do circuito fronto-estriatal também estao
envolvidos na neurobiologia do TDAH, visto que a eficacia de agonistas
dopaminérgicos indiretos (por exemplo, o metilfenidato) esta relacionada com
a ocupacao dos transportadores de dopamina no estriado e pelo consequiente
aumento dos niveis extracelulares de dopamina nessa area (Volkow et al.,
2005). Os efeitos da dopamina estao mediados por duas familias diferentes
de receptores, denominadas como D1 (D1A/D1 e D1B/D5) e D2 (D2L/S, D3 e
D4; Missale et al, 1998). Os receptores do subtipo D1, que estdo

extensamente expressos no estriado e no cértex pré-frontal, podem ser

particularmente relevantes para o TDAH. Ratos SHR possuem elevados
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niveis de receptores D1 no ndcleo accumbens em comparacdo ao ratos
Wistar-Kyoto (Papa et al., 2002; Kirouac et al., 1993). Essas evidéncias
sugerem possiveis substratos neurais envolvidos nas alteragdes locomotoras
e nos efeitos reforcadores induzidos pelo WIN em ratos SHR. Outro indicio
indireto que substancia essa hip6tese é que ratos SHR sao mais sensiveis a
estimulacdo locomotora induzida por um agonista total receptores da
dopamina D1 (SKF-81297, 10 mg/kg, i.p.), quando comparados a ratos
Wistar-Kyoto (Diaz Heijtz e Castellanos, 2006).

Além da marcada presenca de receptores CB1 em estruturas do
sistema de recompensa, esses receptores estdo densamente distribuidos no
cerebelo e os ganglios da base. Essas areas sdo conhecidas por mediar o
inicio e a coordenacdao do movimento (Breivogel e Childers, 1998). A alta
densidade de receptores CB1 especialmente nos terminais axoniais do
estriado, nos neurdnios GABAérgicos dos ganglios da base e das células
granulares do cerebelo, estdo provavelmente envolvidos no controle motor
(Howlett, 1995). Assim, os receptores canabindides podem modular tanto a
inibicdo como a estimulacao da transmissao neuronal nos ganglios da base e
podem, desta forma, fornecer uma regulacdo dual do movimento (Sanudo-
Pena et al., 1996; van der Stelt e Di Marzo, 2003). Essas evidéncias estdao no
foco de diversos estudos que mostram que administracdo aguda de agonistas
canabindides em roedores estimula a locomogcdo em baixas doses e inibe a
atividade motora em doses maiores (veja Rodriguez de Fonseca et al., 1998).
No presente estudo, o tratamento com a maior dose de WIN testada (2,5
mg/kg, i.p.) diminuiu significantemente o numero de entradas nos bracos

fechados, um indice de atividade locomotora (Pellow et al., 1985), de ratos
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adolescentes das linhagens Wistar e SHR no LCE. No entanto, os resultados
mostrando que essa dose de WIN (2,5 mg/kg, i.p.) ndo reduziu a atividade
locomotora de ratos adultos, estdo em contraste com estudos prévios
(Sanudo-Pena et al., 2000; Lichtman et al., 2001) que mostram efeitos
catalépticos de altas doses de A®-THC.

Nosso estudo mostra ainda uma sensibilidade ontogénica para os
efeitos do WIN, estendendo os estudos prévios disponiveis na literatura que
indicam uma resposta aumentada para agonistas canabindides durante a
adolescéncia em roedores. Por exemplo, Cha e cols. (2006) recentemente
demonstraram que a administragdo sistémica de A®-THC induz déficits mais
pronunciados em ratos adolescentes do que em adultos, no aprendizado
espacial e nao espacial no teste do labirinto aquatico de Morris. O’Shea e
cols. (2004) observaram um aumento do comportamento relacionado a
ansiedade e um déficit na meméria de procedimentos em ratos adolescentes,
mas nao em ratos adultos, tratados com o agonista canabin6ide CP 55,940
por dez dias. Além disso, o tratamento repetido (25 dias) com WIN durante a
adolescéncia causou um prejuizo na memoria, na funcdo sensério-motora e
no desempenho da tarefa operante de razdo progressiva que persistiu durante
a idade adulta, enquanto o tratamento durante a idade adulta ndo causou os
mesmos efeitos persistentes (Schneider e Koch, 2003).

Em concordancia com o presente conjunto de resultados
comportamentais, Rodriguez de Fonseca et al. (1993) mostraram que o pico
de expressao dos receptores canabindides no cérebro de ratos ocorre durante
a adolescéncia (entre o periodo pds-natal do dia 30 e 40) e, a partir dai, o

namero de receptores canabindides comeca a diminuir até alcancgar os niveis
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encontrados na idade adulta. Por outro lado, apesar dos resultados mostrarem
estimulacdo locomotora e propriedades reforcadoras induzidas pelo WIN em
ratos SHR, a expressao de receptores CB1 no cérebro de ratos adolescentes
desta linhagem permanece indeterminada.

A exposicdo aos canabindides em roedores esta associada com um
efeito bifédsico nos comportamentos relacionados a ansiedade (Onaivi et al.,
1990; Rodrigues de Fonseca et al,, 1998; Berrendero e Maldonado, 2002;
Haller et al., 2004; O’Shea et al., 2004; Viveros et al., 2005), a0 menos nas
faixas de doses avaliadas no presente estudo o WIN n&o alterou os
comportamentos relacionados a ansiedade tanto no CA (locomogéao central)
como no LCE (tempo nos bragos abertos) de ratos adolescentes e adultos das
linhagens Wistar e SHR. Neste estudo, os animais da linhagem SHR
(independentemente da idade) apresentaram uma exploracdo aumentada nos
bragos abertos no LCE e cruzaram significativamente mais quadrados na area
central aversiva do CA do que ratos Wistar, respostas que sao consistentes
com uma reducdo da “ansiedade” (Hall, 1936; Pellow et al., 1985). Este
achado esta de acordo com o relatado para ratos SHR adultos (Ramos et al.,
1997; 2002).

Em conclusao, o presente estudo sugere que a administracéo sistémica
do agonista de receptor canabinéide WIN induz diferentes efeitos locomotores
e reforcadores dependendo da idade e linhagem de ratos investigados.
Durante a adolescéncia, aumenta seletivamente a locomogéo (0,25 ou 1,25
mg/kg, i.p.) e possui propriedades reforgcadoras (2,5 mg/kg, i.p.) em animais
SHR, além de causar diminui¢gdo da atividade locomotora (2,5 mg/kg, i.p.) em

ratos de ambas as linhagens. Na idade adulta, produz aversdo em ratos
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Wistar (0,25; 1,25 e 2,5 mg/kg, i.p.) e reforgco positivo em ratos SHR (0,25
mg/kg, i.p.). Além disso, os efeitos locomotores e reforgadores induzidos pela
ativacdo do sistema canabinbéide ndo parecem estar correlacionados com
alteragbes em comportamentos de ansiedade dos animais. Essas evidéncias
sugerem que a adolescéncia e o perfil relacionado ao TDAH modelados em
ratos SHR podem constituir fatores que aumentam a sensibilidade aos
canabindides. Serdo necessdarias pesquisas adicionais para explorar os
mecanismos pelos quais os canabindides exercem essas acgdes, a fim de
estabelecer como a relacdo entre a idade e os fatores genéticos podem

contribuir para o consumo e abuso de derivados canabindides.
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