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Resumo

Introducdo: A esquizofrenia é um transtorno neuropsiquiatrico debilitante que atinge cerca de
1% da populacdo mundial. Portadores dessa doenca apresentam deficiéncia do processamento
de informagdes caracterizada por prejuizo no teste de inibicdo pré-pulso (prepulse inhibition-
PPI). O canabidiol (CBD) é o principal componente psicotomimético da Cannabis sativa.
Estudos clinicos e pré-clinicos sugerem que o CBD apresenta perfil antipsicotico, com baixa
inducdo de efeitos adversos. Contudo pouco foi investigado a respeito dos mecanismos
farmacoldgicos envolvidos nesse perfil. Objetivo: Investigar se a anandamida, um ligante
enddgeno do sistema endocanabinoide e os receptores TRPV1 podem estar envolvidos com o
perfil antipsicotico do CBD. Método: Camundongos Swiss machos (25-30g) provenientes do
Biotério Central da Universidade de S8o Paulo, campus Ribeirdo Preto (CEUA/FORP N°
2020.1.317.58.8), foram submetidos ao teste de PPI. Os animais receberam tratamento agudo e
sistémico pela via intraperitoneal (volume de injecdo: 10ml/kg) em quatro ensaios
independentes, com cada tratamento contando com oito animais. As seguintes drogas e suas
respectivas doses foram utilizadas: CBD (30; 60mg/kg); Clozapina (5mg/kg), URB597 (0,1;
0,3 e 1mg/kg), Capsazepina (1; 5mg/kg), AA-5-HT (bmg/kg) e Anfetamina (5mg/kg).
Resultados: O pré-tratamento com CBD, assim como a Clozapina, foram capazes de prevenir
0 prejuizo induzido por anfetamina no PPI. De forma semelhante, o URB597, um inibidor da
hidrélise e recaptacdo de anandamida, também preveniu esse prejuizo. O antagonista de
receptores TRPV1 — Capsazepina — impediu o efeito antipsicotico do CBD no PPI. Finalmente,
0 pré-tratamento com o Araquidonoil Serotonina (AA-5-HT), composto com perfil simultaneo
capaz de inibir a hidrdlise e recaptacdo de anandamida e antagonizar receptores TRPV1, foi
incapaz de prevenir o prejuizo induzido pela anfetamina no PP1. Concluséo: Todos os farmacos
utilizados corroboram para ampliar a compreensdo sobre o efeito antipsicético do CBD,
favorecendo as possibilidades de utilizagdo clinica desse composto.

Palavras-chave: CBD; Esquizofrenia; Teste de inibi¢do pré-pulso.
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= 4 A esquizofrenia é uma condicdo mental complexa que afeta cerca de 1% da populagao

mundial e envolve fatores genéticos, epigenéticos, alteracdes neuroquimicas e de
desenvolvimento do sistema nervoso (Weiss e Feldon, 2001; Lau et al., 2003). A reacdo de
inibicdo de pré-pulso (PPI) mede a inibigdo de uma resposta motora apds um evento sensorial
fraco. O teste de PPl é uma ferramenta util e um modelo translacional para compreender a
neurobiologia do processamento de informacdes em pacientes com esquizofrenia. Esse,
também estd presente em todos os mamiferos, incluindo ratos, primatas e ndo humanos
(Swerdlow et al., 2001). Pacientes com esquizofrenia, em geral, apresentam prejuizo no
processamento de informacdes. (Braff e Geyer 1990; Braff et al., 1999). O prejuizo no teste
de PPI pode ser reproduzido experimentalmente por tratamento agudo ou crénico com drogas
gque aumentam a neurotransmissao dopaminérgica, como a anfetamina e a cocaina, com
agonistas de dopamina, como a apomorfina e a quinpirole, ou ainda, por antagonistas do
receptor NMDA de glutamato, como o MK-801 (Swerdlow et al., 1986; Mansbach et al.,
1988). Farmacos antipsicoticos, como haloperidol, clozapina e risperidona, sdo capazes de
prevenir o prejuizo no teste de PPI (Geyer et al., 2001). Contudo, a terapia antipsicética ndo é
capaz de tratar todos os sintomas envolvidos na fisiopatologia desse transtorno, podendo
induzir efeitos colaterais, como o parkinsonismo farmacol6gico, a distonia aguda, a discinesia
tardia, o tremor perioral, 0 ganho de peso, a diabetes e a sedacéo (Meltzer, 1995). Diante disso,
a busca por novas abordagens terapéuticas é essencial. Os achados clinicos e neurobioldgicos
sugerem que o sistema endocanabinoide, composto por receptores, ligantes endégenos e
enzimas de degradagdo, junto aos canabinoides, estdo implicados na fisiopatologia e no
tratamento da esquizofrenia (Zuardi et al., 2012; Leweke et al., 2012). O CBD, ao contrério
do delta-9-THC, é o principal composto ndo psicotomimético e o segundo fitocanabinoide
mais abundante da Cannabis sativa (Mechoulam e Shvo, 1963). Ao longo dos anos, diversos
estudos, incluindo os do nosso grupo de pesquisa, tem demonstrado que o CBD apresenta
perfil terapéutico em ensaios preditivos para a acdo de antipsicoticos, como o PPI. Além disso,
esse farmaco apresenta uma baixa indugdo de efeitos adversos motores, que sdo bem
estabelecidos com a terapia convencional (Moreira e Guimarées, 2005; Gomes et al., 2015;
Pedrazzi et al., 2015). O CBD apresenta propriedades agonisticas por receptores TRPV1 e 5-
HT1A (Pertwee et al., 2005; Campos et al., 2008), como tambem é capaz de aumentar a
disponibilidade de anandamida (ligante enddgeno do sistema endocanabinoide) por inibir sua
enzima de degradacéo (Bisogno et al., 2001). Contudo, pouco foi investigado a respeito dos

mecanismos farmacoldgicos envolvidos com o perfil antipsicotico do CBD. Assim, o objetivo
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geral do estudo foi reproduzir os efeitos do CBD na prevengédo do prejuizo no processamento

g de informac0es (teste de PPI) induzido por anfetamina em camundongos, e a partir disso,

investigar os possiveis mecanismos farmacologicos envolvidos com as a¢des desse composto.

2  METODO
Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25-30 g) provenientes do Biotério
Central da Universidade de S&o Paulo, campus de Ribeirdo Preto. Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (CEAU/FORP N° 2020.1.317.58.8). Os
animais permaneceram em ambiente com temperatura controlada (23°C + 1) e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Foram alimentados com dieta padrdo do biotério, livre acesso a gua

e mantidos em grupos de, aproximadamente, cinco animais por caixa.

Drogas

As drogas foram preparadas nos dias dos ensaios, com 0s animais tratados
sistemicamente pela via intraperitoneal (i.p.; 10ml/kg). A anfetamina (Sigma; 5mg/kg) foi
diluida em solucéo estéril salina. O canabidiol (30 ou 60 mg/kg), URB597 (Calbiochem; 0.1,
0.3 ou 1mg/kg) foram dissolvidos em Tween 80 2% e salina (v/v). A capsazepina (Sigma; 1
ou 5mg/kg) foi diluida em DMSO 10%, Tween 80 2% e salina (v/v). O araquidonoil
serotonina ou AA-HT (Tocris; 5mg/kg) foi diluido em DMSO 10% e salina (v/v).

Teste de PPI

Os ensaios foram conduzidos simultaneamente em duas cdmaras de condicionamento
operante padrdo idénticas (sistemas de resposta ao sobressalto; Med Associates, Inc., EUA).
Um sinal acustico continuo forneceu um nivel de ruido branco de fundo de 65 dB. O pulso
(pulso sozinho) consistiu em um disparo acustico de ruido branco de 105 dB (P) com aumento
/ diminuicdo de 5 ms e duragdo de 20 ms. As intensidades de pré-pulso foram definidas para
80, 85 e 90 dB (PP) de tom puro, frequéncia de 7000 Hz e duracdo de 10 ms. O desempenho
dos animais no PPI foi determinado expressando a amplitude do pré-pulso + sobressalto do
pulso como uma reducdo percentual da amplitude do sobressalto somente do pulso, de acordo
com a seguinte formula: % PPI = 100 — [100 x (PP + P / P)]. Uma pontuag&o de porcentagem

baixa € um indicio de prejuizo no PPI.
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2 Desenho Experimental

‘Z/f Experimento 1. Efeito do CBD sobre o prejuizo causado pela anfetamina no teste de PPI.
Objetivo: Reproduzir o efeito antipsicotico do CBD no prejuizo induzido por

anfetamina em animais submetidos ao teste de PPI. Os animais receberam uma aplicacédo

intraperitoneal (i.p.) de veiculo ou CBD (30 e 60mg/kg), seguida por uma aplicacéo i.p. de

salina ou anfetamina (5mg/kg no PPI). As doses utilizadas foram baseadas em estudos do

nosso grupo (Moreira e Guimaraes et al., 2005; Gomes et al., 2015; Pedrazzi et al., 2015).

Subgrupos: veiculo+salina; CBD60+salina; veiculo+anfetamina; CBD30+anfetamina;

CBD60+anfetamina; clozapina+salina; clozapinat+anfetamina; n=8 por tratamento.

Experimento 2. Envolvimento do ligante endocanabinoide anandamida no mecanismo
de acdo do CBD.

Objetivo: E sugerido que a propriedade antipsicotica do CBD esteja relacionada & sua
habilidade de aumentar a disponibilidade de anandamida. Estudos clinicos demonstraram uma
correlacdo positiva entre 0s niveis sericos de anandamida e a melhora clinica em pacientes
tratados com CBD (Leweke et al., 2012). Dessa forma, nosso objetivo foi investigar se o pre-
tratamento com a droga URB597, um inibidor seletivo da enzima FAAH (metaboliza a
anandamida) e que compartilha esse mecanismo de acdo com o CBD, previne 0 prejuizo no
PPl induzido pela anfetamina. Os animais receberam uma aplicacdo i.p. de veiculo ou
URB597 (0.1, 0.3 e 1mg/kg), seguida por uma aplicacdo i.p. de salina ou anfetamina (5mg/kg
no  PPIl). Subgrupos: veiculo+salina, = URB597+salina,  veiculo+anfetamina,

URB597+anfetamina; n=8 por tratamento.

Experimento 3. Participacéo dos receptores TRPV1 no mecanismo de acéo do CBD.
Objetivo: Estudos in vitro de Bisogno et al., 2001 demonstraram que o CBD apresenta
afinidade pelos receptores TRPV1. Adicionalmente, o blogqueio desses receptores pela
capsazepina (CPZ) impede a habilidade do CBD de prevenir o prejuizo induzido por MK-801
(Long et al., 2006). Nosso objetivo foi investigar se o pré-tratamento sistémico com a
capsazepina (1 ou 5mg/kg) seria capaz de bloquear a habilidade do CBD em impedir 0
prejuizo no PPI induzido pela anfetamina. Os animais receberam uma aplicagéo i.p. de veiculo
ou CPZ (1 ou 5mg/kg), seguida por uma aplicacdo i.p. de veiculo ou CBD (30 ou 60mg/kg)
que precederam a aplicacéo i.p. de salina ou anfetamina (5mg/kg). As doses de CPZ foram
baseadas em estudo do nosso grupo (dos Santos-Pereira et al.,, 2016). Subgrupos:

veiculo+veiculo+salina, veiculo+CBD+salina, veiculo+veiculo+anfetamina,
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veiculo+CBD+anfetamina, CPZ+veiculo+salina, CPZ+CBD+salina,

CPZ+veiculo+anfetamina, CPZ+CBD+anfetamina; n=6-8 por tratamento.

Experimento 4. Efeito concomitante da anandamida e dos receptores TRPV1 no
mecanismo de ac¢do do CBD.

Objetivo: Investigar o efeito do tratamento sisttmico com o composto AA-5-HT
(araquidonoil serotonina), que simultaneamente inibe a hidrdlise enzimética de anandamida e
antagoniza receptores TRPV1 no prejuizo induzido pela anfetamina no PPIl. Os animais
receberam uma aplicacéo i.p. de veiculo ou AA-5-HT (5mg/kg), seguida por uma aplicacdo
i.p. de salina ou anfetamina (5mg/kg). A dose de AA-5-HT foram baseadas em estudo do
nosso grupo (dos Santos-Pereira et al., 2016). Subgrupos: veiculo+salina, AA-5-HT+salina,

veiculo+anfetamina, AA-5-HT+anfetamina; n=6 por tratamento.

Analise estatistica

Os resultados do teste de PPI foram submetidos a uma ANOVA de medidas repetidas
tendo como medida repetida, a intensidade de pré-pulso e como fator independente, o
tratamento. O teste post hoc Duncan (p<0.05) foi utilizado para revelar diferencas especificas

em todos os testes realizados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: CBD previne o prejuizo induzido por anfetamina no teste de PPI.

O tratamento com anfetamina promoveu prejuizo significativo no PPl em todas as
intensidades de pré-pulso analisadas. O pré-tratamento com CBD em ambas as doses foi capaz
de atenuar esse prejuizo. O pré-tratamento com a clozapina apresentou efeito semelhante
(Figura 1). A ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo do tratamento [F (6,48)
= 13.647, P <0.001], efeito significativo da intensidade de pré-pulso [F (2,96) = 8.517, P <
0.001], e interacdo entre a intensidade de pré-pulso e o tratamento [F (12,96) = 2.370, P = 0.01].

SOCEPIS
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Figura 1. Efeito do pré-tratamento com CBD ou clozapina no prejuizo induzido por anfetamina no PPI.
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A Anfetamina causou prejuizo em todas as intensidades de pré-pulso analisadas. Ambas as doses de CBD
foram capazes de atenuar o prejuizo induzido por anfetamina em todas as intensidades de pré-pulso. O controle
positivo com o antipsicético atipico clozapina também atenuou o prejuizo induzido pela anfetamina. ANOVA
de medidas repetidas, post hoc Duncan, p<0.05. *p<0.05 em comparacdo ao grupo Veiculo+Salina. #p<0.05
em comparagdo ao grupo Veiculo+Anfetamina.

Fonte: Autores, 2021.

Experimento 2: O aumento da sinalizacdo de anandamida pelo URB597 é capaz de
atenuar o prejuizo induzido pela anfetamina no PPI.

O tratamento agudo com anfetamina promoveu prejuizo significativo na % de PPI de
todas as intensidades de pré-pulso analisadas. Em todas as intensidades o URB597 (0.3mg/kg
em todas as intensidades, e 1mg/kg na intensidade de 90 dB, Figura 2) impediu esse prejuizo.
A ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo do tratamento [F (5,40 = 8.899, P
< 0.001], da intensidade de pré-pulso [F (2,80) = 5.713, P = 0.005] e interacdo entre a
intensidade de pré-pulso e o tratamento [F (10,80) = 2.009, P = 0.043]. A aplicacdo de
URB597+Salina ndo produziu modificagdes no PPI.

Figura 2: Efeito do pré-tratamento com URB597 no prejuizo induzido por anfetamina no PPI.
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O prejuizo induzido pela anfetamina foi bloqueado pelo pré-tratamento com URB597 (0.3 e 1mg/kg). Apenas a
maior dose de URB597 foi utilizada como controle. ANOVA de medidas repetidas, post hoc Duncan, p<0.05.
*p<0.05 em comparagdo ao grupo veiculo+salina. #p<0.05 em comparacéo ao grupo veiculo+anfetamina.
Fonte: Autores, 2021.

Experimento 3: O bloqueio dos receptores TRPV1 pela capsazepina (CPZ) impediu o efeito
antipsicético do CBD no prejuizo induzido pela anfetamina no PPI.

O tratamento agudo com anfetamina (5mg/kg) promoveu prejuizo significativo na
resposta de PPl em todas as intensidades de pré-pulso analisadas. O pré-tratamento com CBD,
nas doses de 30 e 60mg/kg, atenuou o efeito da anfetamina nas intensidades de pré-pulso de 80
e 90 dB, além de atenuar esse prejuizo na intensidade de 85 dB. O pré-tratamento com CPZ
(Img/kg) impediu o efeito do CBD (60mg/kg) nas intensidades de 80 e 85 dB. Essa mesma
associacao piorou o prejuizo induzido por anfetamina na intensidade de 90 dB. O pré-
tratamento com CPZ (5mg/kg) impediu o efeito do CBD (30mg/kg) na intensidade de 80 dB
(Figura 3). A ANOVA de medidas repetidas revelou efeito geral significativo do tratamento [F
(14,99) = 9,297, p<0,001] e da intensidade do pré-pulso [F (2,198) = 5,024; P = 0,007], mas
ndo revelou interagdo entre os fatores intensidade de pré-pulso e tratamento [F (28,198) = 0,762;
P=0.801]. A aplicacdo dos tratamentos veiculo+CBD+salina, nas doses de 30 e 60mg/kg e a

aplicacdo de CPZ+veiculo+salina (1 e 5 mg/kg) ndo produziram modifica¢Bes no PPI.

Figura 3: Efeito do CBD precedido pelo pré-tratamento com CPZ no PPI.
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A Anfetamina causou prejuizo em todas as intensidades de pré-pulso analisadas. O pré-tratamento com CBD
atenuou o prejuizo induzido pela anfetamina nas intensidades de 80 e 90 dB. O pré-tratamento com CPZ
(1mg/kg) blogueou o efeito do CBD (60mg/kg) nas intensidades de 80, 85 e 90 dB. O pré-tratamento com CPZ
(5mg/kg) blogueou o efeito do CBD (30mg/kg) na intensidade de pré-pulso de 80 dB. ANOVA de medidas
repetidas, post hoc Duncan, p<0.05. *p<0.05 em comparacdo ao grupo V+V+SAL. #p<0.05 em comparacao ao
grupo veiculo+veiculo+anfetamina em comparacao ao grupo veiculo+ CBD+anfetamina.

Fonte: Autores, 2021.

Experimento 4: Investigacdo do aumento da sinaliza¢cdo do endocanabinoide anandamida
e bloqueio farmacoldgico de receptores TRPV1.
O tratamento agudo com anfetamina promoveu prejuizo significativo na intensidade de

pré-pulso de 85 dB. Em todas as intensidades de pré-pulso, o pré-tratamento com AA-5-HT
apresentou prejuizo em rela¢do ao grupo controle. Na intensidade de 85 dB o pré-tratamento
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com AA-5-HT piorou o efeito em relacdo ao tratamento veiculo+anfetamina (Figura 4). A

ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo do tratamento [F (3,20) = 11.227, P
< 0.001], ndo houve efeito da intensidade de pré-pulso [F (2,40) = 1.182, P = 0.317] e nem
interacdo entre a intensidade de pré-pulso e o tratamento [F (6,40) = 1.031, P = 0.419]. A
aplicacdo de AA-5-HT+salina ndo produziu modificagdes no PPI.

Figura 4: Efeito do pré-tratamento com AA-5-HT no prejuizo induzido por anfetamina no PPI.
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A anfetamina causou prejuizo na intensidade de pré-pulso de 80 e 85 dB. Em todas as intensidades de pré-pulso
a associacdo AA-5-HT+anfetamina promoveu prejuizo em relagéo ao grupo controle ANOVA de medidas
repetidas, post hoc Duncan, p<0.05. *p<0.05 em comparacdo ao grupo veiculo+salina. #p<0.05 em comparacéo
ao grupo veiculo+anfetamina.

Fonte: Autores, 2021.

Neste trabalho foram investigados mecanismos farmacoldgicos que podem estar
implicados nos efeitos antipsicoticos do CBD, como a ativacdo dos receptores TRPV1 e o
aumento da disponibilidade do endocanabinoide anandamida. Para testar essa hipotese, o
primeiro passo foi reproduzir o efeito antipsicotico do CBD no teste de PPI, conforme ja
observado em ensaios do nosso grupo (Pedrazzi et al., 2015; Gomes et al., 2015). Nessa
abordagem, tanto o CBD, quanto o antipsicotico atipico clozapina (controle positivo) atenuaram
0 prejuizo induzido pela anfetamina nos camundongos submetidos ao teste de PPI. Para avaliar
se a anandamida esta envolvida com o mecanismo antipsicético do CBD, o composto URB597,
inibidor da hidrdlise e recaptacdo desse composto foi empregado. Como resultado, 0 URB597
foi capaz de prevenir o prejuizo induzido pela anfetamina no PPl. Corroborando com esses
achados, estudo clinico de Leweke e colaboradores (2012) observou que os efeitos terapéuticos
do CBD em pacientes com esquizofrenia foram correlacionados positivamente com o0 aumento
dos niveis de anandamida no liquor desses individuos. Em modelos animais de psicose a a¢do
farmacoldgica do bloqueio da degradagdo de anandamida atenua o comportamento induzido

por anfetamina e fenciclidina (Seillier et al., 2010). Além disso, 0 CBD apresenta afinidade
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pelos receptores TRPV1 (Bisogno et al., 2001). Tais mecanismos podem estar envolvidos com

o perfil antipsicético desse fitocanabinoide. Nesse sentido, o bloqueio desses receptores pela
CPZ foi capaz de impedir o efeito terapéutico do CBD no PPI. De forma semelhante, estudo de
Long e colaboradores (2006) observaram que a CPZ também foi capaz de impedir o efeito do
CBD na prevencdo do prejuizo induzido pelo MK-801 nesse mesmo teste comportamental.
Uma vez que o CBD apresenta afinidade por receptores TRPV1, além de facilitar a sinalizacdo
da anandamida, que é um agonista endogeno desses receptores que estdo expressos
principalmente em terminais nervosos pos-sinapticos (Devane et al., 1992), investigamos quais
seriam os efeitos de um composto com perfil simultaneo em bloquear os receptores TRPV1 e
aumentar a disponibilidade de anandamida em associa¢do com a anfetamina no teste de PPI. O
farmaco empregado foi 0 AA-5-HT, como resultado esse composto em associagdo com a
anfetamina foi capaz de impedir e até mesmo piorar o desempenho dos animais submetidos no
PPI. Esse resultado sugere que o CBD para apresentar seu perfil antipsicético, ao menos em
parte, depende do aumento da disponibilidade de anandamida, ativacdo dos receptores TRPV1

e modulacdo endocanabinoide via agonismo enddgeno dos mesmos.

4 CONCLUSAO

Em sintese, os dados presentes nesse estudo, sugerem que os receptores TRPV1
participam do efeito antipsicotico do CBD. Além disso, 0 aumento da sinalizacdo da
anandamida e sua participacdo no efeito antipsicético do CBD foi corroborada por nossos
achados. Vale ressaltar, que esse ligante endégeno também apresenta afinidade por receptores
TRPV1, refor¢ando a hipotese que o efeito antipsicético do CBD depende de mecanismos que
envolvam ambos. Em conjunto os dados ampliam a compreensao sobre a habilidade do CBD
de antagonizar os efeitos de farmacos psicotomiméticos em modelos pré-clinicos.
Adicionalmente, uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos com esse perfil pode
ampliar as possibilidades de utilizacdo clinica desse composto no alivio dos sintomas

envolvidos com a fisiopatologia da esquizofrenia.
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