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RESUMO

O presente artigo tem como objetivo avaliar os efeitos do canabidiol (CBD) sobre as
alteracdes comportamentais induzidas pela privacdo do sono paradoxal (PSP) em um
modelo animal de mania bipolar. Foram utilizados 86 camundongos (49 machos e 37
fémeas), os quais foram privados do sono por 36h. Esses camundongos foram
tratados com CBD (30mg/kg) ou veiculo duas vezes por dia durante 7 dias. No quarto
dia de tratamento, os animais foram privados do sono por 36h. Imediatamente apés a
PSP, os animais foram submetidos ao campo aberto eletrénico para avaliacdo dos
movimentos livres nos tempos: 5min, 10min, 15min e tempo total. Neste teste, foi
avaliado atividade locomotora e exploratéria, comportamento de risco, movimentos
ambulatdrios e estereotipia. A atividade locomotora dos animais foi aumentada nos
camundongos somente 5 minutos apés a PSP, mas, o tratamento com CBD preveniu
essa alteracdo comportamental. Nenhum dos outros parametros foram alterados nos
animais submetidos a PSP. Em suma, o CBD parece ser uma possivel substancia
para o tratamento da mania aguda, ja que reverteu hiperatividade em um modelo
animal de mania induzida por PSP. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
verificar outros parametros comportamentais e mecanismos bioquimicos envolvidos
nos efeitos terapéuticos do CBD no transtorno bipolar.
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ABSTRACT

This article aims to evaluate the effects of cannabidiol (CBD) on behavioral changes
induced by paradoxical sleep deprivation (PSD) in an animal model of bipolar mania.
Eighty-six mice (49 males and 37 females) were used, which were deprived of sleep
for 36h. These mice were treated with CBD (30mg/kg) or vehicle twice a day for 7 days.
On the fourth day of treatment, the animals were deprived of sleep for 36h. Immediately
after PSD, the animals were submitted to an electronic open field for evaluation of free
movement in the times: 5min, 10min, 15min, and total time. In this test, locomotor and
exploratory activity, risk behavior, ambulatory movements, and stereotypy were
evaluated. The locomotor activity of the animals was increased in mice only 5 minutes
after PSD, but treatment with CBD prevented this behavioral change. None of the other
parameters were changed in the animals submitted to PSD. In summary, CBD appears
to be a possible substance for the treatment of acute mania because it reversed
hyperactivity in an animal model of PSD-induced mania. However, more studies are
needed to verify other behavioral parameters and biochemical mechanisms involved
in the therapeutic effects of CBD in bipolar disorder.

Keywords: Cannabidiol; Bipolar desorder; Lithium

INTRODUCAO

O transtorno bipolar (TB) é um transtorno de humor crénico, caracterizado
pela alternancia dos episddios de mania/hipomania e de depresséo. De acordo com o
Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM V), o marco clinico do
TB é a presenca de episédio maniacol. Apesar da importancia dessa condicéo
psiquiatrica, o Unico farmaco considerado como estabilizador de humor € o litio. No
entanto, o litio pode causar efeitos adversos em muitos pacientes, prejudicando na
aderéncia ao tratamento. Alguns desses efeitos s&o: emergéncia urindria,
hipotireoidismo, ganho de peso, hiperparatireoidismo, hipercalcemia, tremor, nausea,
anorexia, diarreia, desconforto epigastrico e problemas sexuais?S.

O tratamento farmacolégico é fundamental para o gerenciamento bem-
sucedido de pacientes com TB. Para os episodios agudos, o alvo é a redugcédo dos
sintomas, com o objetivo de remisséo total dos sintomas. Para o tratamento de
manutencdo, o designio € evitar as recorréncias dos episédios de humor. Os
medicamentos utilizados no tratamento do TB incluem, além do litio,
anticonvulsivantes, como o valproato, a lamotrigina e a carbamazepina, antipsicéticos

atipicos e antidepressivos convencionais. Uma série de questdes de seguranca estdo



associadas a esses farmacos, como nos antidepressivos, que podem levar a
sedacédo/sonoléncia e efeitos metabdlicos (ganho de peso, hiperglicemia e
dislipidemia). Além dos efeitos extrapiramidais, causados pelos antipsicéticos*.

De uma forma geral, os efeitos colaterais resultam na falta de adesao dos
pacientes as terapéuticas; portanto, cada vez mais tem-se buscado tratamentos
alternativos. Dentre os tratamentos que vem sendo estudados para o TB, o canabidiol
(CBD) tem ganhado destaque® Além do A9-tetra-hidrocanabinol, que é o principal
constituinte psicoativo da cannabis, o CBD é o fitocanabindide ndo-psicoativo mais
abundante nesta planta e pode representar um protétipo para o desenvolvimento de
medicamentos. O CBD, que interage com o sistema endocanabinoide (eCB), também
possui mecanismos independentes de receptores canabindides, como mecanismos
antioxidantes, anti-inflamatérios e neurotréficos®. Um estudo prévio demonstrou que o
CBD reverteu comportamentos do tipo depressivos em ratos, sendo que essa melhora
foi acompanhada por aumento de neurotrofinas no cérebro dos animais, proteinas que
sdo importantes para o funcionamento e plasticidade neuronal’.

Outro fator importante, que parece estar envolvido na fisiopatologia do TB
sdo as alteracbes do sono. Em pacientes TB, a insdnia, ou a diminuicdo da
necessidade de sono, e/ou a hipersonia tém sido observados®. A privacdo de sono
pode induzir em individuos saudaveis quadros de mania e potencializar episodios
maniacos em pacientes TB°. De fato, a privacdo do sono paradoxal (PSP) em
roedores € considerada adequada para induzir o modelo animal de mania em
roedores. Este fato se deve porque animais submetidos a PSP apresentam alguns
comportamentos considerados do tipo maniaco, como: hiperatividade,
comportamento agressivo e atividade sexual aumentada®’. Além disso, tem sido
descrito que o tratamento com litio pode reverter comportamentos maniacos induzido
pe|a PSP11‘12‘13’14.

A justificativa do presente artigo se da pelo fato de que o padrédo ouro para
o tratamento do TB, o litio, e as outras medicacdes utilizadas possuem uma gama de
efeitos colaterais que, muitas vezes, nao séo tolerados pelos pacientes, diminuindo a
adesdo medicamentosa. Diante disso, este artigo teve como objetivo avaliar os efeitos

do CBD sobre as alteragdes comportamentais induzidas pela PSP.



MATERIAIS E METODOS

Animais experimentais

Foram utilizados 86 camundongos (49 machos e 37 fémeas) C57BL/6,
adultos com aproximadamente 60 dias, pesando entre 20 a 30g, provenientes do
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram
acondicionados em caixas de polipropileno (41x34x16 cm), 5 animais por caixa, sob
um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00h as 18:00h), recebendo comida e agua ad

libitum. No ambiente foi mantida a temperatura de 23 + 1° C.

Tratamento

O CBD (THC-Pharm, Frankfurt, Germany) foi suspendido em Tween 80 a
2% e permaneceu sob agitacdo durante a aplicacdo nos animais. O litio (Li) também
foi diluido em Tween 80 a 2% para ndo haver diferencga de veiculo. As solu¢des foram
preparadas sempre antes da aplicagéo e foram protegidas da luz. O grupo controle
recebeu somente veiculo, ou seja, Tween 80 a 2%. E importante ressaltar que o Li foi
utilizado como controle positivo por ser o padrdo ouro para o tratamento do TB.

Antes de iniciar o protocolo de PSP, os animais receberam administragdes
via intraperitoneal de CBD (30mg/kg — 1mL/Kg), Li (48 mg/kg — 1mL/kg) ou veiculo (1
mL/kg) duas vezes ao dia, durante 7 dias. No entanto, no 5° dia de tratamento, 0s
animais foram divididos em dois subgrupos de acordo com o protocolo de PSP, sendo
que um grupo foi submetido a PSP e um grupo nao foi privado do sono (controle).
Portanto, os grupos experimentais do presente estudo foram: 1) veiculo + controle; 2)
litio + controle; 3) CBD + controle; 4) veiculo + PSP; 5) litio + PSP; 6) CBD + PSP.

Modelo animal de mania induzido por PSP

Para o modelo animal de mania induzido por PSP, os animais ficaram
alocados 5 em cada caixa (38 x 31 x 17cm). As caixas continham 9 plataformas com
3,5cm de diametro cada. O fundo da caixa foi preenchido com uma lamina d’agua de
1cm de profundidade fazendo com que os animais se obrigassem a permanecer nas
plataformas, podendo se locomover a vontade entre elas. A privacéo foi somente do

sono REM, os animais dormem, mas antes de entrarem em sono REM, devido & atonia



muscular, caem da plataforma na agua obrigando-os a permanecerem acordados.
Comida e agua foram disponibilizadas a vontade na grade que fica no topo da caixa.
Foi adotado o tempo de 36h de PSP, pois estudos indicam que esse tempo é eficiente
em mimetizar comportamento do tipo maniaco observados no teste de campo
aberto?®.

Os animais do grupo controle foram expostos as mesmas condicoes,
exceto a agua na superficie da caixa, que foi substituida por maravalha. Durante o
experimento a sala em que os animais estavam, foi mantida em um ciclo claro-escuro
de 12h (luzes acesas as 6:00) com temperatura de 22 + 2 C°. Os animais em privacao
foram mantidos com aquecedores proximos a caixa para que devido a agua a

temperatura ndo baixe muito e eles sofram com o frio.

Figura 1: Representagdo do protocolo de privagdo do sono paradoxal?>

Teste do campo aberto

A avaliacdo dos movimentos livres dos animais foi realizada em um monitor
de atividades de 40 x 60 cm de tamanho cercado por paredes de acrilico de
aproximadamente 50 centimetros de altura. Este monitor é rodeado por seis barras
paralelas, cada barra possui 16 sensores infravermelhos que detectam a posicao
exata e o movimento do animal, monitorando a locomocdo do mesmo na arena. Os
animais foram avaliados durante 15 min. A informag&o detectada pelos sensores foi
transmitida a um computador utilizando o software Open Sourse Interbase versao 6.01
(Activity Monitor — Equipamentos de Laboratorio Insight, Ribeirdo Preto — SP, Brasil),
para posterior analise estatistica. Os parametros avaliados foram: atividade
locomotora (distancia percorrida no campo aberto), atividade exploratéria (quantidade
de vezes que o animal levanta para explorar o ambiente), visitas ao centro do campo

aberto (considerado comportamento de risco), tempo que o animal fica fazendo



movimentos ambulatorios e comportamentos estereotipicos (limpeza das vibrissas e

autolimpeza.

Anéalise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Nos
casos em que os dados tiveram distribuicdes normais, os dados foram apresentados
como média e desvio padrédo e as diferencas entre 0s grupos experimentais foram
determinados pela analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida pelo teste post
hoc de Tukey. Por outro lado, os dados que néo tiverem distribuicdo normal foram
apresentados como mediana e intervalo interquartil e a diferenca entre as médias
foram avaliadas de acordo com o teste de H de Kruskal-Wallis. Embaixo de cada
gréafico esta especificado o teste estatistico ao qual o dado foi submetido. Em todas

as comparacoes, a significAncia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

Considerac0es éticas

O presente estudo so6 foi iniciado apds a aprovacao do mesmo na Comissao
de Etica em Pesquisa para o Uso de Animais Experimentais. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as recomendacgdes internacionais para
o cuidado e o uso de animais de laboratério, além das recomendacdes para 0 uso de
animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e comportamento (SBNeC).

Parecer de aprovacao: 59/2020-1.

RESULTADOS

Os gréficos da figura 2 representam a distancia percorrida dos animais em
cm teste do campo aberto, avaliado no monitor de atividades nos tempos de 5min,
10min, 15 min e tempo total. Como pode ser observado os animais submetidos a PSP
apresentaram um aumento da atividade locomotora no tempo de 5min, quando
comparado ao grupo controle. O aumento da atividade locomotora induzida pela PSP
em camundongos é considerado comportamento do tipo maniaco. Entretanto, a
administracdo de CBD, mas nao de Li, preveniu essa alteracdo comportamental nos

animais. A administracdo de Li ou de CBD nos animais do grupo controle nao



apresentaram alteragcdo motora, o que confirma que os efeitos terapéuticos do CBD
agui observados ndo foram associados a sedacao.
A distancia percorrida dos animais néao foi alterada em nenhum dos grupos

nos tempos de 10, 15 ou no tempo total de distancia percorrida dos animais.
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Figura 2: Distancia percorrida nos tempos 5min, 10min, 15min e tempo total no teste do campo aberto,
avaliado no monitor de atividades. Os dados do tempo de 5min estdo apresentados como média e
desvio padrao. A diferenca entre os grupos foi avaliada através do ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Post Hoc de Tukey. *diferente do grupo controle p < 0,05. # diferente do grupo privacdo. Os
dados dos tempos de 10, 15 e tempo total estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil. A
diferenca entre os grupos foi avaliada através do Teste de Kruskal-Wallis.

Os graficos da figura 3 representam a atividade exploratorio dos animais,
representada pela quantidade de vezes que o animal levanta para observar o
ambiente, avaliada no monitor de atividades nos tempos de 5min, 10min, 15 min e
tempo total. N&o houve alteracdo da atividade locomotora dos animais em nenhum
dos grupos experimentais e em nenhum dos tempos avaliados, quando comparado

com 0 grupo controle.
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Figura 3: Atividade exploratdria dos animais, representada pela quantidade de levantamentos para
explorar o ambiente, nos tempos 5min, 10min, 15min e tempo total no teste do campo aberto, avaliado
no monitor de atividades. Os dados estéo apresentados como média e desvio padrdo. A diferenca entre
os grupos foi avaliada através do ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Post Hoc de Tukey.

Os graficos da figura 4 representam o parametro de comportamento de
risco dos animais, representado pela quantidade de vezes que o animal vai até o
centro do campo aberto se expondo ao risco nos tempos de 5min, 10min, 15 min e
tempo total. Ndo houve alteracdo do comportamento de risco dos animais em nenhum
dos grupos experimentais e em nenhum dos tempos avaliados, quando comparado

com o grupo controle.
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Figura 4: Pardmetro de comportamento de risco dos animais, representado pela quantidade de idas
ao cetro do campo aberto se expondo ao risco nos tempos 5min, 10min, 15min e tempo total no teste
do campo aberto, avaliado no monitor de atividades. Os dados estdo apresentados como média e
desvio padrao. A diferenca entre os grupos foi avaliada através do ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Post Hoc de Tukey.

Os graficos da figura 5 representam o tempo de movimentos ambulatério
dos animais, avaliados no monitor de atividades nos tempos de 5min, 10min, 15 min
e tempo total. Ndo houve alteracdo do tempo de movimentos ambulatérios dos
animais em nenhum dos grupos experimentais e em nenhum dos tempos avaliados,

guando comparado com o grupo controle.
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Figura 5: Movimentos ambulatérios dos animais nos tempos 5min, 10min, 15min e tempo total no teste
do campo aberto, avaliado no monitor de atividades. Os dados estdo apresentados como mediana e
intervalo interquartil. A diferenga entre os grupos foi avaliada através do Teste de Kruskal-Wallis.

Os graficos da figura 6 representam comportamentos estereotipicos dos

animais, avaliado através do tempo de limpeza das vibrissas e o tempo de autolimpeza

dos animais nos tempos de 5min, 10min, 15 min e tempo total. Ndo houve alteracéo

no tempo de comportamentos estereotipicos dos animais em nenhum dos grupos

experimentais e em nenhum dos tempos avaliados, quando comparado com o grupo

controle.
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Figura 5: Comportamento estereotipico dos animais nos tempos 5min, 10min, 15min e tempo total no
teste do campo aberto, avaliado no monitor de atividades. Os dados estdo apresentados como média
e desvio padréo. A diferenca entre os grupos foi avaliada através do ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Post Hoc de Tukey.

DISCUSSAO

No presente estudo, a PSP induziu hiperatividade nos cinco primeiros
minutos apods a privacdo do sono nos animais, um dos comportamentos considerado
do tipo maniaco em roedores. Neste estudo a hiperatividade foi avaliada levando em
conta a distancia que o animal percorreu em centimetros durante cinco minutos?'®. As
perturbacdes do relégio circadiano resultam em alteragdes de humor e inducédo de
mania em pacientes com TB. Essa disfuncdo do ciclo circadiano é considerada uma
das hipéteses para a fisiopatologia do TB. Além disso, € o principal mecanismo pelo
qual o protocolo de PSP induz um comportamento do tipo maniaco em roedores'’. A
PSP tem sido considerada um estressor ambiental que leva a ativacdo do eixo
hipotalamico-hipéfise-adrenal (HHA)819.20, A [iteratura mostra que a desregulagéo do

eixo HHA pode levar a alterages do sono, gerando episodios de mania e diminui¢do



nos niveis de fatores neurotréficos. E importante ressaltar que a diminuicdo de
neurotrofinas esta diretamente ligada a fisiopatologia do TB8. Os efeitos terapéuticos
dos estabilizadores de humor incluem a modulacdo dos niveis destas
neurotrofinas?%2122, Portanto, alteracdes do sono, com alteracdes do eixo HHA e
diminuicdo dos niveis de neurotrofinas séo possiveis explicacbes para o0
comportamento do tipo maniaco induzidos pela PSP no presente estudo.

A administracdo de CBD protegeu os animais contra 0os comportamentos
do tipo maniaco decorrente da PSP. Por outro lado, um estudo prévio demonstrou que
o CBD néo preveniu e nem reverteu comportamento do tipo maniaco em um modelo
animal de mania induzido por anfetamina. Ainda neste estudo, os autores
demonstraram que, o CBD preveniu contra o dano oxidativo induzido pela anfetamina
e aumentou os niveis de neurotrofinas, ambos observados na fisiopatologia do TB?>.
Ja é bem descrito na literatura que a PSP induz dano oxidativo e diminui niveis de
neurotrofinas em camundongos!23, Portanto, pode ser sugerido que, o CBD pode
estar protegendo contra dano oxidativo e aumentando o nivel de neurotrofina no
cérebro dos camundongos, protegendo também as alteragcbes comportamentais
induzidas pela PSP.

Estudos anteriores também mostraram que estabilizadores de humor
reverteram comportamentos do tipo maniacas induzidas pela PSP292425 Portanto,
uma possivel nova substancia estabilizadora do humor deve ser tanto ou mais eficaz
do que as substancias ja utilizadas na clinica médica. E importante ressaltar que aqui
o Li ndo apresentou efeitos antimaniacos, 0s quais ja sdo bem descritos na literatura.
Outro ponto importante é que este estudo nao reproduziu estudos prévios, em que a
PSP induziu comportamento de risco, aumento de comportamento estereotipico e de
comportamento ambulatério, os quais sdo comportamentos do tipo maniaco?*1123,
Pode ser sugerido algumas possiveis explicacdes para essas discrepancias: 1) no
presente estudo foram utilizados machos e fémeas, o que pode gerar Vviés
comportamental pelas altera¢cdes de humor naturalmente observada em fémeas em
funcédo do ciclo hormonal?’; 2) aqui foi utilizado monitor de atividade eletrdnico ao invés
do manual usado nos estudos prévios?*'1.23, Entretanto, o presente estudo é um
estudo piloto e ainda sera finalizado, com aumento de n experimental tanto para
machos quanto para fémeas para que se possa calcular separadamente os resultados

para cada sexo.



Dos mecanismos precisos subjacentes a terapéutica, os efeitos do CBD
ainda ndo estéo totalmente esclarecidos?®. Neste estudo piloto foi avaliado apenas os
efeitos do CBD sobre o comportamento; entretanto, mais estudos sdo necessarios
para confirmar seus efeitos sobre o comportamento e sobre os mecanismos biologicos
subjacentes a sua terapéutica no TB. O que ja esta bem descrito na literatura € que o
CBD tem baixa afinidade para os receptores canabinéides, CB1 e CB22%%, com efeitos
antiepilépticos, ansioliticos, anti-inflamatérios e até antipsicoticos?”28,

Em suma, o CBD parece ser uma possivel substancia para o tratamento da
mania aguda no TB, ja que reverteu hiperatividade em um modelo animal de mania
induzida por PSP. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para verificar outros
pardmetros comportamentais e mecanismos bioquimicos envolvidos nos efeitos

terapéuticos do CBD no TB.
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