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RESUMO

A esquizofrenia é um disturbio que geralmente afeta os jovens na puberdade e se
demonstra por uma perturbacdo da cogni¢ao e da emocgéo, juntamente com sintomas
negativos e positivos. Embora sua etiologia ainda seja desconhecida, algumas teorias
tém sido apresentadas a respeito da origem da doenca. A hipdtese do
neurodesenvolvimento  sugere que anormalidades no  processo de
neurodesenvolvimento podem promover a ativagao de circuitos neuronais patolégicos
durante a adolescéncia ou idade adulta, dando origem aos sintomas. Para estudo
dessa hipdtese, o modelo animal empregado se baseia na administracdo de uma
mitotoxina, acetato de metilazoximetanol (MAM), durante a gestacéo da rata, com o
objetivo de induzir uma interrupcdo do desenvolvimento. Assim, intervencoes
farmacoldgicas que sejam capazes de reverter essas alteracdes podem ser novas
estratégias para tratamento da doenca. Em vista disso, o presente estudo objetivou
avaliar se o canabidiol (CBD) poderia reverter as alteragbes comportamentais e
moleculares observadas no modelo MAM. Para tal proposito, ratas da linhagem
Sprague—Dawley foram tratadas com MAM (20 mg/Kg) ou salina no dia gestacional
17, e as fémeas de sua prole foram avaliadas quando atingiram idade adulta (dia pos-
natal 62), onde foi feita a administracdo aguda do CBD (60 mg/Kg) 1 hora antes de
cada teste. Os animais foram submetidos aos testes de labirinto em cruz elevado,
caixa claro-escuro, reconhecimento de objeto, hiper locomog&o induzida por MK-801.
Os experimentos comportamentais nos permitiram consolidar o aprendizado da
metodologia de administracdo do MAM, da identificacdo e criacdo da prole e das
técnicas necessdrias para a realizacao dos testes. De maneira geral, os resultados
demonstram que, com excec¢éo de aumento de ansiedade detectada no teste de claro-
escuro, os animais MAM néo apresentaram prejuizo nos testes quando comparados
aos animais salina como se era esperado. Além disso, o CBD na dose de 60 (mg/kg)
nao foi capaz de reverter algumas das alteragcbes comportamentais. No teste claro-
escuro, no entanto, apresentou efeito ansiogénico nos animais controle, porém
ansiolitico no grupo MAM. Além disso, ele facilitou a memdria dos animais controle

no teste de reconhecimento de objetos.

Palavras chaves: esquizofrenia, neurodesenvolvimento, modelo MAM, intervencao

farmacoldgica, canabidiol.



ABSTRACT

Schizophrenia is a disorder that usually affects young people at puberty and is
demonstrated by a disturbance of cognition and emotion, along with negative and
positive symptoms. Although its etiology is still unknown, some theories have been put
forward regarding the origin of the disease. The neurodevelopmental hypothesis states
that abnormalities in the neurodevelopmental process can promote the activation of
pathological neuronal circuits during adolescence or adulthood, giving rise to
symptoms. To study this hypothesis, the animal model used is based on the
administration of a mitotoxin, methylazoxymethanol acetate (MAM), during the rat's
pregnancy, to induce a developmental interruption. Thus, pharmacological
interventions that can reverse these changes may be new strategies for treating the
disease. Therefore, the present study aimed to assess whether Cannabidiol (CBD)
could reverse the behavioral and molecular changes observed in the MAM model. For
this purpose, Sprague—Dawley rats were treated with MAM (20 mg/kg) or saline on
gestational day 17, and their offspring were evaluated when they reached adulthood
(postnatal day 62) when there was an acute administration of CBD (60 mg/kg) one
hour before each test. The animals were submitted to object recognition test, prepulse
inhibition, elevated plus maze, light-dark transition, and MK-801 induced
hyperlocomotion test. The behavioral experiments allowed us to consolidate the
learning of the MAM administration methodology, of the identification and creation of
the offspring, and of the techniques necessary to carry out the tests. In general, the
results demonstrate that, except for anxiety measured in the light/dark test, the MAM
animals did not show any impairment in the tests when compared to the salina animals
as expected. In addition, CBD at a dose of 60 (mg/kg) was not able to reverse several
behavioral changes. In the light/dark test, however, it caused an anxiogenic response
in control animals but decreased anxiety in the MAM group. In addition, CBD facilitated

memory in control animals in the novel object recognition test.

Keywords: schizophrenia, neurodevelopment, MAM model, pharmacological

intervention, canabidiol.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Protocolo experimental do bloco 1. Tratamento com salina ou MAM (20

mg/kg; i.p) e testes comportamentais.

Figura 2. Protocolo experimental do teste de LCE.

Figura 3. Protocolo experimental do teste claro/escuro.

Figura 4. Protocolo experimental do teste de reconhecimento de objetos (RO).

Figura 5. Protocolo experimental do teste da hiper locomoc¢éao induzida por MK-
801.

Figura 6. Efeitos do MAM e da administracdo aguda de CBD (60 mg/kg) no teste

de claro-escuro.

Figura 7. Efeitos do MAM e da administracdo aguda de CBD (60 mg/kg) no teste

do labirinto em cruz elevado (LCE).

Figura 8. Efeitos do MAM e da administracdo aguda de CBD (60 mg/kg) no teste

de reconhecimento de objetos (RO).

Figura 9. Efeitos do MAM e da administracdo aguda de CBD (60mg/kg) na hiper

locomocéao induzida por MK-801.



SUMARIO

LUINTRODUGAOD .ottt 9
N ST @ 10 1 7 @ ] o N 9
1.1.1 Origem do termo, sintomas e epidemiologia ............cccceuummimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 9
1.1.2 Hipotese dopaminérgica da eSqUIZOTIENIA ........cceeieeiiiiiiiiiiiiiiiee e 10
1.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO ...cooouveeeeeeeieeeeeeeeeeee e, 11
1.2.1 O Can@DIiOl........uuuiiiiiiiiiiiiiiii e 13
1.2.2 O CBD e suas propriedades antipSIiCOtICAS .........cceevvieeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiriinnn 13
1.1.1 Possiveis mecanismos de agao envolvidos nos efeitos antipsicoticos do CBD
.................................................................................................................................. 14
1.3 HIPOTESE DO NEURODESENVOLVIMENTO E MODELO MAM ..........cc........ 15
1.2 Efeitos do CBD no modelo animal MAM de esquizofrenia ............cccccccuvvvnnnnnnnne 17
2. HIPOTESE ..ottt sttt ne bt es e nens 17
S.OBUIETIVOS oo 18
3.LOBJIETIVO GERAL ..ottt ettt e e e e e eeeaens 18
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...c.eiieiieieceeeeeeeeee ettt 18
AMATERIAIS E METODOS ...ttt eteete st sae e e 18
O I N NN N 1 PR 18
4.2 DROGAS ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e — e e e e e e e e 19
4.3 TRATAMENTO COM MAM ..o 19
4.4 DESENHO EXPERIMENTAL ...uuiiiii e e e e 19
4.5 GRUPQOS EXPERIMENTALIS ..o 20
4.6 TESTES COMPORTAMENTALIS ... 20
4.6.1 Labirinto em cruz elevado (LCE) ......cocooiiiiiiiiiiii e 20
I @1 F= T {0V =t ol U | (o F 21
4.6.3 Reconhecimento de 0bjetos (RO) ....cccoeiiiiiiiiiiii e 22
4.6.2 Hiper locomocao induzida por anfetamina .............ccccvvvviiiiiiiiieeeececee e, 23
4.6.5 ANAIISE ESTALISHICA ....uuuuiiiieeiiiiiieicii e e e e e e 24
. RESULTADOS .o e e e e e et e e et e e e e e eanas 24
5.1 EFEITO DO MAM E DO TRATAMENTO AGUDO DE CBD NO TESTE
CLARO/ESCUROD ...ouiccei ettt ettt e e e e et e e e e e e e e e e e e e erbaeeeeees 24
5.2 EFEITO DO MAM E DO TRATAMENTO AGUDO DE CBD NO TESTE DO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE) ..evvviiiiiiiiiie e e et e e e e e eeeenees 25

5.3 EFEITO DO MAM E DO TRATAMENTO AGUDO DE CBD NO TESTE DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS (RO) ....uutuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiiiniiiinneneeneeneneees 26



5.4 EFEITO DO MAM E DO TRATAMENTO AGUDO DE CBD NO TESTE DE

HIPER LOCOMOGCAO INDUZIDA POR ANFETAMINA ....cooiiiiiie e 27
B, DISCUSSAD .o ettt et e ——————— 28
B. CONCLUSAD oo ettt 32

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oooiiieeee e 34



1. INTRODUCAO
1.1 ESQUIZOFRENIA
1.1.1 Origem do termo, sintomas e epidemiologia

O termo esquizofrenia é derivado do grego e tem como significado: schizo =
divisao, cisao e phrenos = mente. Em 1896 o psiquiatra alemé&o Emil Kraepelin definiu
o transtorno como deméncia precoce (dementia praecox), conceito originado da
progressiva deterioracdo das fungdes cognitivas (E. Kraepelin, 1919). Posteriormente,
em 1911, o psiquiatra suico Eugen Bleuler destacou desintegracdo do pensamento,
enfatizando que a doenca ndo era uma deméncia e que nem sempre se iniciava na
adolescéncia, renomeando o transtorno como “esquizofrenia”. Tanto para Kraepelin
quanto para Bleuler, a caracteristica mais importante da esquizofrenia era uma
incapacidade de pensar de maneira clara, fluente e I6gica. Desde entdo, o termo

esquizofrenia passou a ser largamente empregado.

Os sintomas da esquizofrenia sao divididos em 3 grupos: sintomas positivos,
negativos e cognitivos. Os sintomas positivos ou psicéticos refletem um excesso ou
distorcdo da funcdo normal, incluindo delirios, alucina¢des e agitacdo motora (Patel et
al., 2014). Os sintomas negativos se referem a uma diminuicdo ou auséncia de
comportamentos considerados normais, como isolamento social, embotamento
afetivo e anedonia (Correll et al., 2020). Por fim, os sintomas cognitivos sdo a
classificagcdo mais recente na esquizofrenia e inclui alteracdes nas funcdes cognitivas

especificamente na fala, pensamento e atencéo (Patel et al., 2014).

Atualmente a esquizofrenia é considerada um transtorno psiquiatrico crénico e
incapacitante que afeta certa de 1% da populacdo mundial (McCutcheon et al., 2020;
Jauhar et al., 2022). Em geral, se manifesta no final da adolescéncia ou inicio da vida
adulta, atingindo proporcdes similares entre homens e mulheres, apesar da idade
diferir para ambos os sexos. Dados da literatura apontam que o0s homens
desenvolvem mais precocemente a esquizofrenia, manifestando o0s primeiros
sintomas de forma subita ou insidiosa entre 18 e 25 anos. As mulheres costumam
apresentar a doenca dos 25 aos 35 anos, com 3 a 10% delas apos os 40 anos
(Chaves, 2000). O inicio do transtorno pode ser marcado por uma fase prodrémica,
gue é caracterizada por sintomas positivos, negativos e cognitivos atenuados (Kuharic

7

et al., 2019). Porém, o diagnéstico ainda é relativamente tardio ocorrendo apds o
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primeiro episédio psicoético, quando geralmente ocorre o primeiro contato com 0s

servicos de saude (Kuharic et al., 2019).

Até o momento, as causas da esquizofrenia ainda sdo desconhecidas.
Contudo, parecem envolver a interacdo entre fatores genéticos e socioambientais
(Crush et al, 2018; Gomes et al., 2020). A esquizofrenia também é proposta como um
transtorno do neurodesenvolvimento, uma vez que perturbacdes durante a gestacéo
ou no periodo perinatal, se estendendo até a adolescéncia, podem contribuir para o
surgimento do transtorno no inicio da idade adulta (Millan et al., 2016; Immonen et al.,
2017).

1.1.2 Hip6tese dopaminérgica da esquizofrenia

Embora a etiologia da esquizofrenia ainda seja desconhecida, algumas teorias
tém sido apresentadas a respeito da origem da doenca. As principais observacdes
sdo originadas da acao de drogas na pratica clinica ou resultado das similaridades
entre os sintomas da doenca e os efeitos de drogas que induzem efeitos
psicotomiméticos. O desequilibrio da neurotransmissdo dopaminérgica é a hipotese
mais aceita para explicar a fisiopatologia da esquizofrenia e baseia-se em evidéncias
de que drogas que antagonizam receptores de dopamina (DA) do subtipo D2, sé&o
eficazes no tratamento de sintomas positivos (Carlsson et al., 1963). Além disso,
drogas que aumentam ou facilitam a neurotransmissdo dopaminérgica podem

desencadear surtos psicoticos em individuos sadios (Angrist et al., 1984).

As quatro principais vias dopaminérgicas séo: (a) A via nigroestriatal, com os
corpos celulares na substancia negra e os terminais dopaminérgicos no estriado
dorsal; (b) A via mesolimbica, com fibras que se projetam da area tegmental ventral
(ATV) para o estriado; (c) a via mesocortical que tem projecdes da ATV para o cortex
pré-frontal; e finalmente (d) a via tuberoinfundibular, cujas fibras nervosas se projetam

do hipotalamo para a hipofise anterior (Stahl, 2013).

A hipotese dopaminérgica também propde um aumento da transmissdo de
dopamina nas areas mesolimbicas, induzindo um estado hiperdopaminérgico estriatal
que estaria relacionado aos sintomas positivos da doencga, enquanto os sintomas

negativos e cognitivos seriam explicados por um estado hipodopaminérgico no cortex



11

pré-frontal, além das areas mesolimbicas do cérebro. A desregulacdo da dopamina
também é observada em regides do cérebro, incluindo a amigdala, importante para o
processamento emocional (Laviolette, 2007). Observa-se, portanto, um desbalango
no sistema dopaminérgico, com aumento em determinadas vias e diminuicdo em
outras (Pogarell et al., 2012; Howes et al., 2017; Walter et al., 2009).

1.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O principal tratamento farmacologico da esquizofrenia sdo os antipsicoticos. A
descoberta dos antipsicoéticos tipicos como a Clorpromazina e o Haloperidol,
introduzidos na clinica nas décadas de 1950 e 1960, representou grande marco na
farmacoterapia da esquizofrenia (Miyamoto et al., 2008). Essa classe de antipsicoticos
atuam como antagonista dos receptores dopaminérgicos do subtipo D2 (Seeman, et
al., 1976), observado pela significativa correlacdo entre a poténcia clinica dos
antipsicéticos e sua afinidade pelos receptores D2 (Cresse et al., 1976; Seeman et al.,
1976). Em termos de eficacia, esses farmacos séo efetivos na reducdo dos sintomas
positivos em uma grande proporcdo de pacientes, embora 20 a 30% dos pacientes
ndo mostrem melhora nos sintomas positivos quando utilizam antipsicoticos (Steeds
et al., 2015; Tandon et al., 2010). Em relacdo aos sintomas negativos e cognitivos da
esquizofrenia, esses medicamentos tém eficacia reduzida (Chan, 2017). Além disso,
o bloqueio de receptores D2 no nucleo estriado cerebral determina o surgimento de
sintomas chamados efeitos extrapiramidais, que caracterizam-se principalmente por
movimentos anormais n&o intencionais e discinesias tardias, sinais cronicos
relacionados ao uso de antipsicoticos que comprometem a adesdo do paciente ao
tratamento (Meltzer, 2013).

7z

A inducdo de efeitos extrapiramidais € uma caracteristica t&o comum dos
antipsicoticos tipicos que, inicialmente, acreditava-se que esse fosse um pré-requisito
para a atividade terapéutica desses farmacos (Hippius, 1989). Tal ideia fez com que
o uso da Clozapina fosse questionavel, considerando que ela ndo produzia efeitos
extrapiramidais. Entretanto, um estudo clinico realizado pelo grupo de Herbert Meltzer
demonstrou que a Clozapina possuia um perfil “atipico”, atenuando os sintomas
positivos sem promover efeitos extrapiramidais (Kane et al., 1988). Dessa forma,

surgiu a classificagéo de “antipsicéticos atipicos”, para representar os farmacos como
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a olanzapina, quetiapina, risperidona e aripiprazol, que nao induzem efeitos
extrapiramidais (Moreira & Guimaraes, 2007). Uma das hipdteses para explicar o perfil
atipico dessas drogas é a do antagonismo de receptores de serotonina 5HT. De
acordo com ela, a afinidade pelos receptores D2 seria necesséria para o efeito
antipsicotico, enquanto uma afinidade maior pelo receptor 5SHT2 conferiria a um
antipsicotico o carater de atipico. Entdo, além de atuar nos receptores D2, esses
compostos também atuariam como um potente antagonista do receptor de serotonina
5HT2 (Meltzer et al., 1999; Nasrallah, 2008).

Na ultima década, os antipsicoticos tipicos foram substituidos por antipsicoticos
atipicos, principalmente devido ao menor risco de efeitos extrapiramidais. No entanto,
também foram observados efeitos indesejaveis apds tratamento prolongado, como
alteracdes metabolicas e ganho de peso, atribuido ao bloqueio de receptores pos-
sinapticos adrenérgicos, colinérgicos e histaminérgicos (Lieberman et al., 2005). Além
disso, a sedacgao, um efeito colateral comum do tratamento com Clozapina pode estar
relacionada a ligacdo da droga aos receptores de histamina no sistema nervoso
central (Solismaa et al., 2017). Os efeitos adversos somada a baixa tolerabilidade por
essas drogas resultam em uma alta taxa de abandono ao tratamento (Lieberman et
al., 2005). Juntas, essas observacdes destacam a necessidade de desenvolver novas
possibilidades farmacoldgicas com melhor eficacia e tolerabilidade (Hanson et al.,
2010).

1.2.1 O Canabidiol

A planta Cannabis sativa, da qual sao produzidos produtos considerados ilicitos
em muitas sociedades, como a maconha e haxixe, ha muito é utilizada para fins
meédicos ao longo da histéria da humanidade. O interesse cientifico por essa espécie
aumentou devido a identificacdo dos principais componentes quimicos, dentre estes
o delta-nove-tetra-hidrocanabinol (A9-THC) e o canabidiol (CBD). O CBD é um dos
principais fitocanabindides presentes na planta Cannabis sativa e diferente do seu
principal constituinte, o A9-tetraidrocanabinol (delta-9-THC), é desprovido de efeitos
psicotomiméticos. O CBD foi isolado no inicio da década de 40 (falar o grupo que
isolou o CBD) (Adams et al., 1940), contudo, sua estrutura quimica foi elucidada

apenas na década de 60 por Raphael Mechoulam e colaboradores (Mechoulam et al.,
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1963). Ao longo dos anos, o grupo do pesquisador Mechoulam foi responsavel pela
determinacdo da estrutura e das caracteristicas estereoquimicas dos principais
canabinodides presentes na Cannabis sativa, incluindo o CBD, o que incentivou a
pesquisa da atividade farmacoldgica desses compostos.

Atualmente, o CBD tem atraido interesse significativo devido aos seus diversos
efeitos farmacologicos, incluindo propriedades neuroprotetoras (Hampson et al.,
1998), anti-inflamatdrias (Carrier et al., 2006), ansioliticas (Crippa et al., 2004) e
antipsicoticas (Zuardi et al., 1982). Em resumo, a complexidade da farmacologia do
CBD se deve a capacidade do CBD de interagir com varios alvos moleculares,

tornando-o um bom candidato para investigacao terapéutica adicional.

1.2.2 O CBD e suas propriedades antipsicoticas: primeiros estudos

A primeira evidéncia de que o CBD poderia apresentar propriedades do tipo
antipsicaética foi obtida pela observacao de que os efeitos desencadeados pelo delta
9-THC em voluntarios sadios poderiam ser inibidos pelo CBD (Karniol et al., 1973;
Zuardi et al., 1982). Os efeitos induzidos pelo delta 9-THC eram semelhantes aos
observados nas psicoses como a desfragmentacéo do pensamento, alteracdes da
percepcao e resisténcia a comunicacao (Zuardi, 2008). Assim, uma série de estudos
foram realizados para explorar o papel dos endocanabindides na neurobiologia da
esquizofrenia. Grande parte desses estudos revelou niveis aumentados de
endocanabindides no liquido cefalorraquidiano e sangue dos portadores do
transtorno, e que essas concentragdes estavam correlacionadas negativamente com
os sintomas (Koethe et al., 2009; Schubart et al., 2011).

Como primeiro passo na investigacao de possiveis propriedades
antipsicéticas de CBD, a droga foi comparada ao haloperidol em ratos submetidos a
modelos experimentais preditivos de atividade antipsicética (Zuardi et al., 1991). Foi
observado que ambas as drogas diminuiram o comportamento estereotipado
induzido pela apomorfina de maneira dose-dependente. Além disso, 0s mesmos
autores também demonstram que a catalepsia, modelo animal do efeito adverso
motor induzido pelos antipsicéticos tipicos, ndo foi observada nos animais tratados

com CBD, mesmo em altas doses (480 mg/kg). Em resumo, estes estudos apoiam a
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ideia de que o CBD apresenta um perfil semelhante ao de antipsicoéticos atipicos
(Zuardi et al., 1991; Joao et al., 2014; Moreira & Guimaraes, 2005).

1.2.3 Possiveis mecanismos de a¢do envolvidos nos efeitos antipsicéticos do CBD

Até o momento, apesar das inUmeras evidéncias indicando propriedades
antipsicoticas do CBD, os mecanismos de acdo subjacentes ainda permanecem
desconhecidos. Dentro dos mecanismos propostos, 0S mais provaveis parecem
envolver o aumento da sinalizacado do endocanabindide anandamida, e a ativacao

de receptores de potencial transitério vaniloide tipo 1 (TRPV1) (Zuardi et al., 2012).

Estudos anteriores descreveram concentracdes mais altas de anandamida no
liquido cefalorraquidiano em pacientes com esquizofrenia em compara¢do com
pacientes controle saudaveis. Essas concentracfes foram negativamente
correlacionadas com sintomas psicoéticos, sugerindo que o aumento de anandamida
envolva uma resposta de feedback negativo afim de contrabalancar os sintomas
psicoticos e a hiperativagdo dos receptores D2 (Leweke et al., 2008). Nesse sentido,
€ sugerido que o efeito antipsicético do CBD dependa do aumento da disponibilidade
de anandamida resultante do bloqueio de sua captacdo e metabolismo. O CBD é
capaz de facilitar a sinalizacdo dos endocanabindides através da inibicdo da
recaptacao celular de anandamida e sua hidrolise enziméatica pela amida hidrolase
de &cidos graxos (FAAH). (Thomas, 1998; Petitet, 1998). Também foi observado que
CBD aumenta a neurogénese no hipocampo através da neurotransmissao mediada
por receptores CB1 (Wolf et al., 2010), um efeito que pode estar relacionado com um
possivel efeito benéfico do CBD sobre a atenuacao dos déficits cognitivos

observados em pacientes com esquizofrenia.

Além dos mecanismos discutidos acima, o CBD também é capaz de produzir
varios outros efeitos que podem ser responsaveis por suas propriedades
antipsicoticas, incluindo a interacdo com o receptor TRPV1. Esses receptores séo
expressos em diversas areas do cérebro relacionadas a psicose, como o cortex pré-
frontal, amigdala e hipocampo (Cristino et al., 2006). Seus agonistas enddégenos sao
compostos lipidicos que foram nomeados endovaniloides (EVs), sendo o mais
estudado a anandamina (Di Marzo et al., 2001). O CBD é capaz de ativar esses

receptores, facilitando assim a liberacdo pré-singptica de glutamato, e esta envolvido
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na capacidade do CBD de reverter alteracfes observadas no teste de inibicdo pelo

pré-pulso induzidas pelo antagonista do receptor NMDA (Long et al., 2006).

Também existem evidéncias de que o CBD possa atuar sobre outros alvos,
além do sistema endocanabindide. Um dos mecanismos propostos € que o CBD
atue como agonista do receptor de serotonina 5SHT1A, e embora o papel da
neurotransmisséo mediada por esses receptores na esquizofrenia ndo seja clara,
este € um mecanismo compartilhado por alguns antipsicoticos atipicos como, por
exemplo, o aripiprazol, que atua como um agonista parcial destes receptores
(Jordan et al., 2002).

1.3 HIPOTESE DO NEURODESENVOLVIMENTO E MODELO ANIMAL MAM DE
ESQUIZOFRENIA

Uma das hipoteses que tém sido apresentadas a respeito da esquizofrenia é a
do neurodesenvolvimento, que sugere que a etiologia da doenca pode envolver
processos patolédgicos, causados por fatores genéticos e ambientais, que comecam
antes de o cérebro se aproximar de seu estado anatémico adulto na adolescéncia.
Essas anormalidades do neurodesenvolvimento, desenvolvendo-se no utero no final
do primeiro ou inicio do segundo trimestre, levam a ativacdo de circuitos neurais
patologicos durante a adolescéncia ou na idade adulta, o que leva ao surgimento de
sintomas (Powell, 2010). A evidéncia de uma perturbacdo do neurodesenvolvimento
€ amplamente baseada em estudos em que a historia pré-morbida de pacientes com
esquizofrenia indica uma prevaléncia de perturbacdes pré-natais sutis, como fome,
infeccdo materna ou hipdxia durante o segundo trimestre, que pode interagir com a
predisposi¢ao genética para resultar no fenotipo da esquizofrenia. (Lodge et al., 2009).

Essa hipotese contribui para elaboracdo de modelos animais que utilizam
insultos perinatais para produzir um fenotipo comportamental no adulto que
corresponde a algumas das caracteristicas observadas da esquizofrenia em humanos
(Moore et al., 2006). Um desses modelos emprega a administracdo de uma
mitotoxina, acetato de metilazoximetanol (MAM), um agente alquilante de DNA,
durante a gestacao levando a metilagdo anormal do DNA na prole para induzir uma
interrupgcéo do desenvolvimento. Este modelo foi investigado, demonstrando que a
administracdo de MAM induz déficits anatbmicos e comportamentais que estao

intimamente associados ao tempo de gestacdo em que a toxina é administrada
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(Balduini et al., 1991; Cattabeni et al.,, 1997). O padrdo de interrupcdo do
desenvolvimento € o dia 17 de gestacdo, um periodo em que a proliferacdo neuronal
atingiu o pico na maioria das regifes corticais e esta essencialmente concluida ou
suspensa na maioria das regides subcorticais (Grace et al., 1998). Neste estagio
especifico de desenvolvimento (GD17), a exposicdo ao MAM tem um efeito mais
seletivo no desenvolvimento dos cortices paralimbico, frontal e temporal, regides onde
os déficits sdo tipicamente observados em pacientes com esquizofrenia. Assim, a
administracdo de MAM no dia gestacional 17 induz alteragbes que sao semelhantes
as observadas em pacientes com esquizofrenia (Lodge et al., 2009).

Portanto, roedores expostos a essa toxina exibem alteracées morfologicas nas
regibes do cérebro implicadas na esquizofrenia (hipocampo, cortex frontal e
entorrinal). Também apresentam alteragbes comportamentais como aumento da
resposta locomotora aos psicoestimulantes de dopamina e glutamato (Lena et al.
2007; Moore et al 2006), interacao social prejudicada, déficits cognitivos, incluindo
memoéria de reconhecimento espacial prejudicada e aprendizagem reversa (Le Pen et
al. 2006). Essas diferencas comportamentais produzidas pelo modelo MAM estéo
associadas a alteracfes nos sistemas dopaminérgicos mesolimbicos e mesocorticais
(Lodge e Grace 2007) e diminuicdo do numero de interneurénios PV no cértex Pré-

Frontal, dorsolateral e no hipocampo.

1.3.1 Efeitos do CBD no modelo animal MAM de esquizofrenia

A implementacdo de estratégias preventivas representaria uma grande
melhoria no tratamento da esquizofrenia. Nesse cenario, o CBD surge como uma
intervencdo promissora, além de apresentar um perfil antipsicotico, ndo induz os
efeitos colaterais motores comumente associados ao uso de antipsicoticos (Zuardi et
al., 1991; Leweke et al., 2012; Dos-Santos-Pereira et al., 2016).

Em um trabalho recente, foi demonstrado que tanto o fenétipo semelhante a
esquizofrenia do modelo MAM, quanto a regulacdo da transcricdo alterada dos
receptores CB1 foram revertidos pelo tratamento peripubertal com o CBD (Stark et al.
2018). Esses resultados sugerem que o tratamento precoce com o CBD pode prevenir
0 aparecimento de déficits semelhantes a esquizofrenia, bem como alteracdes de CB1
no cortex pré-frontal na idade adulta, apoiando que o tratamento peripubertal com
canabidiol pode ser protetor contra o insulto MAM (Stark et al., 2018). O CBD regula
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0 sistema dopaminérgico na via mesolimbica, que pode, pelo menos em parte, estar
subjacente aos seus efeitos comportamentais (Renard et al.,, 2017). Entretanto, a
relacdo entre as alteracdes no sistema dopaminérgico e os efeitos antipsicoticos do
CBD ainda néo esta clara.

De maneira geral, poucos estudos exploraram os efeitos do CBD no modelo
animal MAM de esquizofrenia. Além disso, grande maioria dos estudos existentes
sao realizados em ratos machos. O presente projeto, portanto, pretende investigar
se 0 CBD poderia reverter as alteracbes comportamentais observados no modelo

MAM em ratas fémeas.

2. HIPOTESE

O canabidiol administrado de forma aguda na fase adulta ira reverter a
emergéncia de alteracdes comportamentais associadas a esquizofrenia em ratas

fémeas.
3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se 0 CBD poderia reverter as alteracdes comportamentais observadas

em ratas fémeas submetidas ao modelo MAM de esquizofrenia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar se o MAM induz alteracdes relacionadas a ansiedade nos testes do LCE e
claro/escuro e se a administracao aguda de CBD na idade adulta é capaz de atenuar

essas alteracdes.

2. Avaliar se o MAM induz alteragfes relacionadas a memoria no teste do
reconhecimento de objeto novo e se a administracdo aguda de CBD na idade adulta

€ capaz de atenuar essas alteragoes.

3. Avaliar se o MAM induz alterac¢bes relacionadas a alteragdes na atividade
locomotora apds blogueio de receptores NDMD de glutamato pelo MK-801 se a

administragdo aguda de CBD na idade adulta é capaz de atenuar essas alteragoes.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas da linhagem Sprague—Dawley, obtidas no Biotério
Central do campus da USP Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos em caixas
individualmente, sob um ciclo claro/escuro de 12 horas (com as luzes acesas as
7:00 da manhd), em temperatura ambiente controlada (23 £ 1°C), com &gua e racao
oferecidas ad libitum. As ratas foram acasaladas, ao final da tarde, com machos da
mesma linhagem, também obtidos no Biotério Central do campus e a presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal foi a indicativa do primeiro dia apos
inseminacao. Assim, no (GD17), foi administrado via intraperitoneal MAM (20 mg/kg)
ou salina (1ml/kg). O desmame da prole foi realizado no dia pés-natal 21, e apenas
as fémeas foram utilizadas nos experimentos. Os procedimentos foram iniciados
apos a aprovacao do comité de ética local CEUA-FMRP (numero de aprovacao:
081/2020).

4.2 DROGAS

Canabidiol (60 mg/kg, BSPG, > 99.9% de pureza, Reino Unido) foi dissolvido
em 5% de Tween 80. O MK-801 (0,15 mg/kg, Sigma, EUA) foi dissolvido em salina.
O MAM (20 mg/kg, Midwest Research, EUA) foi dissolvido em salina. As doses e 0
tempo de espera foram baseados em trabalhos anteriores (Guimarées et al., 2004,
Lodge et al., 2009, Le Pen et al., 2011; Deiana et al., 2011).

4.3 TRATAMENTO COM MAM

O tratamento com MAM (acetato de metilazoximetanol) foi realizado conforme
descrito anteriormente (Moore et al., 2006). Em resumo, ratos machos e fémeas
Sprague Dawley foram obtidos com 7 semanas de idade para realizagéo do
acasalamento. Apés uma semana de habituacdo no biotério local, uma fémea e um
macho foram alojados conjuntamente. Foi realizado diariamente no periodo da
manha o lavado vaginal para a detecc¢ao do primeiro dia de gravidez. O primeiro dia

de gravidez foi marcado pela presenca de espermatozoides no lavado vaginal e a
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fémea prenha foi separada do macho e alojada individualmente. MAM (20 mg/kg,
i.p.) foi administrado no 17° dia de gestacao. A injecdo foi administrada no periténio
da rata acima da linha média para evitar atingir as bolsas gestacionais. As ratas
controles receberam injecao de salina (1 mL/kg, i.p.). Todos os filhotes foram
desmamados no dia 21 e alojados de acordo com 0 sexo e em pares com 0s irmaos

da mesma ninhada. Apenas fémeas foram usadas nos testes comportamentais.

4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Todos os filhotes foram provenientes de ratas prenhes tratadas com salina ou
MAM (20 mg/kg; i.p). Quando os animais atingiram a idade adulta com 62 dias de
idade, eles foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: labirinto em
cruz elevado (LCE), claro/escuro, reconhecimento de objeto e resposta locomotora
ao MK-801. Uma hora antes de cada teste comportamental os animais receberam

veiculo (1ml/kg) ou CBD (60 mg/kg) de acordo com o grupo experimental.

Testes comportamentais

Aty

Labirinto em cruz  Reconhecimento de
locomotora

elevado objetos
- {MK-801
Claro/Escuro (0,15mg/kg)
Desmame dos filhotes
PND 21
Tratamento | |
F >
17° dia de gestagao PND 62 PND 63-64 PND 65
Salina (Tmi/kg i.p.) Tm?’mm"’ 399$’°

MAM (20 mag/kg i.p)
' Aw ALY Velculo (1ml/kg)

J

ou ‘ CBD (60 mg/kg i.p.) |

Figura 1. Protocolo experimental. Tratamento com salina ou MAM (20 mg/kg; i.p) e testes

comportamentais. Imagem ilustrativa: Biorender.

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS
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Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: salina tratado
com veiculo; salina tratado com CBD (60 mg/kg; i.p.); MAM tratado com veiculo e
MAM tratado com CBD (60 mg/kg, i.p.). Os animais receberam o tratamento 1 hora
antes de cada teste comportamental na idade adulta.

4.6 TESTES COMPORTAMENTAIS
4.6.1 Labirinto em cruz elevado

Descrito pela primeira vez por Handley & Mithani (1984) e validado por Pellow
& File (1986), o LCE € um modelo classico de ansiedade utilizado em estudos
experimentais, sendo um método para investigar o efeito das drogas na ansiedade,
através de respostas comportamentais espontaneas (Campos et al., 2013). O
instrumento é formado por dois bracos abertos e opostos posicionados
perpendicularmente a dois bracos fechados e opostos, formando uma cruz. Ambas
as regioes (aberta e fechada) possuem 50 x 10 cm cada uma e as paredes fechadas
com 40 cm de altura, e 50 cm em relagcéo ao chéo (Pellow & File, 1986). A sala
experimental foi mantida com luminosidade controlada. Uma hora apés da
administracdo de CBD ou veiculo, cada animal foi posicionado regido central do
labirinto com a cabeca direcionada para um dos bracos fechados, podendo se
locomover e explorar todas as regides livremente durante cinco minutos. No
intervalo entre a retirada de um animal e o posicionamento de outro, foi realizado a
higienizacdo do aparato com alcool 70%. Acima do labirinto foi posicionada uma
camera conectada a um computador, de forma a comtemplar todas as regiées do
equipamento para o registro do teste e analise comportamental. Esta andlise foi
realizada por meio de um software Anymaze (Stoelting, Irlanda). Foram analisadas
as respostas exploratérias classicas: porcentagem de entradas nos bracos abertos e

fechados e tempo de permanéncia nos bracos abertos (Blanchard et al., 1991).
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1h antes do teste

CBD

S min

Figura 2. Protocolo experimental do teste de LCE; teste realizado no DPN 62. Imagem ilustrativa:

Biorender.

4.6.2 Claro/Escuro

O teste claro/escuro € um teste de roedores comumente usado de
comportamento incondicionado tipo ansiedade que se baseia em um conflito de
abordagem/evitacdo entre o desejo de explorar novas areas e uma aversao a
espacos abertos e bem iluminados. Os ratos foram testados em uma caixa composta
por um compartimento escuro (seguro) e um compartimento claro (aversivo), de
forma que os dois compartimentos sdo conectados por uma pequena abertura. Os
roedores sdo colocados no compartimento de luz do aparelho e podem se
movimentar durante 5 minutos, os quais serdo observados o tempo de permanéncia

em cada compartimento, e o nimero total de cruzamentos de uma area para outra.

£

Figura 3. Protocolo experimental do teste claro/escuro; teste realizado no DPN 62. Imagem
ilustrativa: Biorender.
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4.6.3 Reconhecimento de objetos

No dia seguinte a realizacdo do LCE e do claro/escuro, 0os animais foram
submetidos ao teste de RO. Descrito originalmente por Ennaceur & Delacour (1988),
o RO tem por objetivo avaliar o comportamento exploratorio inato de roedores em
explorar a novidade, passando a interagir mais tempo mais com um objeto novo do
gue com um objeto familiar, sem atribuicdo de regras ou recompensa. Baseado
nisso, o RO passou a ser amplamente utilizado em estudos sobre aprendizagem e
memoria (Antunes & Biala, 2012; Lueptow, 2017). O teste foi realizado em uma
arena circular de acrilico (40 cm de diametro e altura de 40 cm). No primeiro dia de
teste, cada animal foi submetido a uma sesséo de habituacdo a arena com duracao
de 15 min. No dia seguinte, os animais foram colocados na mesma arena contendo
dois objetos idénticos, onde permaneceram por um periodo de 10 minutos (sessao
de aquisicdo). Imediatamente apOs a sessdo de aquisicado foi administrado CBD (60
mg/kg; i.p.) ou salina. Apds um intervalo de 60 minutos, um dos objetos presentes na
sessdao de aquisic¢ao foi trocado por um objeto novo com tamanho, textura e cor
diferentes dos objetos anteriores. Os animais foram novamente colocados na arena
contendo este objeto novo e o objeto familiar por um periodo de 5 minutos,
registrando-se o tempo de interacdo com cada objeto (sessédo de retencao). A
exploragéo dos objetos foi definida como o animal direcionando sua face ao objeto
até uma distancia aproximada de 2 cm enquanto observa, cheira ou toca. Os objetos
tiveram aproximadamente 16 cm de altura, peso suficiente para evitar serem
deslocados pelos 5 min 1h antes do teste CBD 25 animais durante o experimento.
Os parametros analisados foram: tempo de exploracéo dos objetos e o indice de
discriminacéo (ID = TN — TF/TN + TF), onde TN corresponde ao tempo de

exploracdo do objeto novo e TF ao tempo de exploracédo do objeto familiar.

- S
- B8 » B8

Habituacdo Aquisiciio Retencdo
IS5 min 10 min S min

Figura 4. Protocolo experimental do teste de Reconhecimento de objetos (RO); teste realizado no
DPN 63. Imagem ilustrativa: Biorender.
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4.6.4 Hiperlocomocéao induzida por MK-801

No dia seguinte a realizacao do teste de RO, foi avaliada a hiperlocomocéao
induzida por MK-801. Este teste foi realizado no campo aberto que consiste em uma
arena circular de acrilico (40 cm de diametro e 40 cm de altura). Os animais foram
colocados no centro da arena e sua atividade locomotora foi determinada e
registada com o software Anymaze (Stoelting, Irlanda). Primeiramente os animais
receberam veiculo ou CBD e a atividade locomotora espontanea foi registrada por
30 minutos. Depois disso, os todos 0s animais receberam uma injecao
intraperitoneal de MK-801 (0,15 mg/kg, i.p.; Sigma) e a sua atividade locomotora foi
registada durante outros 60 minutos. A distancia total percorrida foi calculada a cada

5 minutos.

=> =

30 min antes

do basal S8 a fase basal
CBD \ MK-801 \

Basal Apds MK-801
0-30 min 30-90 mun

Imediatamente apos

Figura 5. Protocolo experimental do teste da hiperlocomoc¢do induzida por MK-801.; teste
realizado no DPN 64. Imagem ilustrativa: Biorender.

4.6.5 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos no LCE foram analisados através da ANOVA de duas
vias (fatores condicéo — salina e MAM — e tratamento — veiculo e CBD) seguido do
pos-teste de Tukey. Para o teste de RO na avaliagdo do tempo de exploragédo dos
objetos foi utilizado o teste t de Student durante a sessao de aquisicao (objeto da
direita ou esquerda da arena) e retencéo (objeto novo e objeto familiar) para cada
grupo. A resposta locomotora foi avaliada através da ANOVA de duas vias (fatores
condicao — salina e 28 MAM — e tratamento — veiculo e CBD) e pela ANOVA de
medidas repetidas, com o tempo como fator repetido e grupo (salina/MAM +

salina/CBD) como fator principal, seguido do pos-teste de Tukey. Os dados sdo
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representados como a média e o erro padrdo da média (+ EPM) e analisados pelo
software GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA).

O nivel de significancia foi estabelecido com p<0,05.

5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1: EFEITOS DO MAM E DO TRATAMENTO AGUDO DE CBD
NO TESTE CLARO-ESCURO

No tempo de permanéncia no lado claro da caixa ocorreu uma interacao entre a
condicao (Salina/MAM) e o tratamento (veiculo/CBD, F1,44=10,14, p=0003, Figura
6A). Da mesma forma, também ocorreu uma interagdo entre a condi¢édo e o
tratamento no tempo de permanéncia no lado escuro da caixa (F1,44=3,51,
p=0,023). O CBD apresentou efeitos opostos dependendo do tratamento prévio das
progenitoras com o MAM, sendo ansiogénico (diminuindo o tempo de permanéncia
no lado claro e aumentando este tempo no lado escuro) nas ratas controle mas
sendo ansiolitico (aumentando o tempo de permanéncia no lado claro e diminuindo
este tempo no lado escuro) no grupo MAM (Tukey, p<0,05). Nao foi observado efeito

significativo no numero total de cruzamentos.
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Figura 6: Efeitos do MAM e da administracdo aguda de CBD (60 mg/kg) no teste de Claro-Escuro.
(A) Tempo no lado claro da caixa. (B) Tempo no lado escuro da caixa. (C) Numero total de cruzamentos.
Os dados estdo apresentados como a média £ EPM del2 ratas/grupo, *p < 0,05 comparado com o
grupo salina-CBD, (#) p<0,10) comparado com o grupo salina-veiculo.

5.2 EXPERIMENTO 2: EFEITOS DO MAM E DO TRATAMENTO AGUDO DE CBD
NO TESTE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Os dados obtidos abaixo ndo demostraram nenhum efeito significativo (p <
0,05) da condicdo (MAM) ou do tratamento (CBD) em relacdo ao nimero de
entradas nos bracos abertos, ao tempo de permanéncia nos mesmos, e ao numero
de entradas nos bracos fechados, fatores que séo utilizados como indices de
ansiedade (Figura 7A, B e C).
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Figura 7. Efeito do MAM e do tratamento agudo com CBD no LCE (n=8-12/grupo). (A)
Porcentagem de entradas nos bragos abertos do LCE. Ndo houveram diferencas significativas. (B)
Tempo gasto nos bragos abertos do LCE. N&o houveram diferencas significativas. (C) Numero de
entradas nos bragos fechados. N&do houveram diferencas significativas. Os dados estdo apresentados
como a média = EPM, *p < 0,05. ANOVA de duas vias.

5.3 EXPERIMENTO 3: EFEITOS DO MAM E DO TRATAMENTO AGUDO DE CBD
NO RECONHECIMENTO DE OBJETOS (NOR)

Novamente o CBD produziu efeitos opostos na dependéncia do tratamento
das progenitoras com veiculo ou MAM no indice de discriminacéo (interacao
condicao versus tratamento, F1,44=4,14, p=0,048), apresentando um efeito pré-

cognitivo nos animais controle, mas nao alterando os animais MAM (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do MAM e do tratamento agudo com CBD no teste de RO (n=8-13/grupo. Os dados
estdo apresentados como a média + EPM, (#) p = 0,061.

5.4 EXPERIMENTO 4: EFEITOS DO MAM E DO TRATAMENTO AGUDO DE CBD
NA HIPER LOCOMOCAO INDUZIDAS POR MK-801

Exceto por um efeito geral do tempo (F4,68;196,86=61,58, p<0,001), ndo
houveram diferencas entre os grupos na fase basal do teste (Fig. 8). Apés a
administracao do MK801, ocorreu um aumento na atividade locomotora
(F2,64;111,16=65,5, p<0,001) que foi menor nos animais cujas progenitoras foram
tratadas com o MAM (interac&o condicdo versus tempo, F2,64,111,16=3,28,
p<0,029, Figura 8).
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Figura 8. Efeito do MAM e tratamento agudo de CBD no teste de hiper locomocéao induzida por
MK-801. (A) N&o houve diferengas na fase basal do teste. (B) Apés o MK-801 ocorreu um aumento
da atividade locomotora que foi menor nos animais do grupo MAM Também néo foi observado efeito

do tratamento. Os dados estédo apresentados como a média + EPM de 12 ratas/grupo. #diferen¢a dos
animais cujas progenitoras foram tratadas com MAM versus salina.

6. DISCUSSAO

No pressente estudo as principais alteracdes comportamentais observadas na
prole apds o tratamento com MAM nas progenitoras relacionou-se ao aumento de
ansiedade e diminuicdo na resposta locomotora observada apés a administracdo do

antagonista de receptores NMDA de glutamato MK801.

A maioria dos estudos deste modelo foi realizado em ratos machos. Até onde
sabemos, existem trés estudos que avaliaram ratas neste modelo, estudando
alteracdes comportamentais e eletrofisiolégicas (Hazane et al. 2009 ; Pen et al.
2011 ; Snyder et al. 2013). Estes estudos mostraram a presenca de sintomas
positivos e fungdo hipocampal reduzida. As diferencas sexuais também foram
observadas em outros estudos de modelos animais de desenvolvimento, incluindo o
modelo de exposicao Poly I:C e o modelo de les&o hipocampal ventral neonatal (Hill,
2016). Embora a prevaléncia da esquizofrenia ao longo da vida ndo varie entre
homens e mulheres, diferencas foram observadas na idade de inicio e nos perfis dos
sintomas (Li R et al., 2016), sugerindo que pode existir um componente hormonal
para esse transtorno. Diversos sintomas da esquizofrenia se correlacionam com

fases de baixos niveis hormonais em humanos, o que levou a hipotese de protecéo
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de estrogénio da esquizofrenia (Perez et al., 2014). A evidéncia para esta hipétese
vem da observacdo de que as mulheres sdo mais suscetiveis ao primeiro episodio
ou recaida quando ha uma grande queda de estrogénio, como durante o periodo
pés-parto (MCNeil, 1986) ou durante a menopausa (Salem et al., 1998). Por outro
lado, a gravidez, que € acompanhada por altos niveis de estrogénio, confere um
efeito protetor (Munk-Olsen et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a psicose
€ exacerbada durante as fases de baixo estrogénio do ciclo menstrual, enquanto as
melhorias dos sintomas sao observadas durante as fases mais altas de estrogénio
(Hallonquist et al., 1993). Uma maneira pela qual as alteracdes hormonais podem
influenciar os sintomas semelhantes a esquizofrenia é por meio de seus efeitos no
sistema dopaminérgico, pois os estrogénios demonstraram modificar a sinalizagao

da dopamina em ratos (Silverman et al., 2007).

O teste de LCE é comumente utilizado para avaliacéo de repostas
relacionadas a ansiedade (Pellow & File, 1986). E baseado na tendéncia natural dos
roedores de explorar novos ambientes e sua evitacao inata de lugares desprotegidos
e potencialmente perigosos, eliciando o conflito esquiva-exploracdo dos bracos
abertos (Wall et al., 2001; Campos et al., 2013). O aumento ou diminui¢do do
namero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos séo indices
relacionados a ansiedade enquanto a exploracao nos bracos fechados séo
parametros relacionados a atividade locomotora (Campos et al., 2013). Nesse teste,
foi possivel observar que os animais MAM/Veiculo apresentaram uma pequena
diminuicdo na porcentagem de entradas nos bracos abertos, quando comparados
aos animais Salina/Veiculo. Entretanto, a administracdo de MAM (20mg/Kg) néo foi
capaz de gerar comportamentos semelhantes a ansiedade de forma significativa (p <
0,05). Também nao houve efeito significativo do tratamento com CBD nesse teste.
Ademais, € valido salientar que os animais do grupo controle mostraram grande

variabilidade.

Assim como o LCE, o teste claro-escuro € um modelo que se baseia tanto na
aversao inata de roedores a areas iluminadas quanto em sua tendéncia a exibir
comportamento locomotor espontdneo em resposta a hovos ambientes. Os
ansioliticos aumentam a locomocéo e o tempo gasto na area de luz, enquanto os
compostos ansiogénicos tém efeitos opostos (Gogas et al., 2007). Nossos

resultados apresentados indicam um efeito significativo de interacdo entre a
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condicdo MAM e o tratamento com CBD (F1,44=10,14, p=0003). E possivel notar
gue nos animais Salina, o tratamento com CBD apresenta um perfil ansiogénico,
diminuindo o tempo de permanéncia na zona clara desses animais. No entanto, nos
animais MAM o tratamento com CBD possui um efeito oposto, aumentando o tempo
de permanéncia na zona clara. Assim, pode-se afirmar que o efeito ansiolitico do

CBD nesse teste dependeu da condicdo MAM.

Segundo estudo, os compostos canabindides produzem efeitos bimodais,
causando assim efeito ansiolitico em baixas doses (Campos, et al., 2009; Onaivi et
al., 1990; Rodriguez de Fonseca et al., 1996; Berrendero and Maldonado, 2002; Genn
et al., 2003) e efeito ansiogénico em altas doses (Campos, et al., 2009; Onaivi et al.,
1990; Rodriguez de Fonseca et al., 1996; Giuliani et al., 2000; Arévalo et al., 2000;
Genn et al., 2003, Viveros et al., 2005). As razdes para essa curva dose-resposta
ainda ndo séo conhecidas, mas evidéncias sugerem que poderia envolver o receptor
TRPV1. No Sistema Nervoso Central, esses receptores sdo expressos em diversas
areas do cérebro que estdo relacionadas ao controle de defesa e respostas de
estresse, onde alguns estudos sugerem que eles podem facilitar a liberacdo de
glutamato (Campos, et al., 2009; Palazzo et al., 2002; Xing and Li, 2007). A dose
utilizada foi baseada em estudos anteriores da literatura que apontam resultados
consistentes utilizando a dose de 60 (mg/kg) de CBD (Zuardi et al., 1991; Guimarées
et al., 2004; Moreira et al., 2005), incluindo estudos recentes realizados no modelo
MAM (Stark et al., 2019; 2020).

No teste de Reconhecimento de objetos, buscamos avaliar a fungéo cognitiva
desses animais MAM, além dos possiveis efeitos antipsicoticos do CBD. Na
esquizofrenia os déficits cognitivos podem estar presentes antes do primeiro episédio
psicotico (Brewer et al., 2006) e persistem durante todo o curso da doenc¢a (Chua et
al., 1996). Além disso, 0s sintomas cognitivos sdo resistentes aos antipsicéticos
disponiveis, o que indica a necessidade de novas estratégicas farmacologicas que
sejam eficazes para esses sintomas. Similar aos humanos, roedores tratados com
MAM apresentam déficits cognitivos na idade adulta, como alteragcdes na memoria de
reconhecimento (Flagstad et al., 2004; Stark et al., 2022).

Na fase de retencdo, se o animal se orienta preferencialmente para o objeto
novo, infere-se que o animal “reconheceu” o objeto familiar, mostrando assim uma

sensibilidade para discriminar o antigo do novo. O desempenho no teste € quantificado
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usando o indice de discriminacgéo, que reflete o tempo de exploracdo para o novo, em
comparacao com o objeto familiar, como uma proporcéo do tempo total de exploracao
do animal. Assim, esperavamos que os animais MAM/Veiculo apresentassem prejuizo
cognitivo relacionado a memoéria de curto prazo de reconhecimento dos objetos,
entretanto, os resultados obtidos foram contrarios, com os animais MAM tendendo a
apresentar maior indice quando comparados com 0s animais Salina. N0OsSs0s
resultados estdo de acordo com estudos anteriores, que indicaram que alteragdes na
cognicao induzidas por MAM nao foram observadas em fémeas, apenas em ratos
machos (Moore et al., 2006; Gastambide et al., 2012; Perez et al., 2013). Além disso,
novamente o CBD produziu efeitos opostos na dependéncia do tratamento das
progenitoras com veiculo ou MAM no indice de discriminacdo (interacdo condicdo
versus tratamento, F1,44=4,14, p=0,048), apresentando um efeito pré-cognitivo nos

animais controle, mas nao alterando os animais MAM.

O comprometimento da memoria de reconhecimento observado no modelo
MAM pode ser atribuido a expresséo alterada do receptor CB1 no cortex pré-frontal
(CPF), uma regido intimamente relacionada com os sintomas cognitivos (Stark et al.,
2019). O aumento da expressdo de CB1 no CPF também é observado em outros
modelos de neurodesenvolvimento da esquizofrenia (Marco et al., 2014; Robinson et
al., 2010). Complementando esses resultados, o prejuizo na memoria de
reconhecimento observado nos animais MAM foi revertido pelo tratamento neonatal
com AM251, antagonista/agonista inverso do receptor CB1 (Stark et al., 2022). Em
conjunto, esses resultados podem abrir caminho para novas estratégias

farmacoldgicas no tratamento dos sintomas cognitivos.

O efeito pré-cognitivo do CBD foi observado em trabalho anterior no modelo do
alteracdOes produzidas pelo tratamento repetido com MK801 (Rodrigues et al., 2020).
Neste estudo, o efeito pré-cognitivo do CBD dependeu da facilitacdo da
neurotransmissao mediada por receptores de serotonina de tipo 5SHT1A. Em trabalho
recente, ainda nédo publicado, (Rodrigues da Silva et al.), foi verificado, usando a
técnica de micro dialise, que o CBD aumenta as concentra¢des de dopamina no cortex
pré-frontal através de mecanismo envolvendo receptores 5SHT1A. Baseado nestes
resultados, nossa hip6tese, que ainda necessita ser testada, € a de que o CBD facilite
a memoria por facilitar a liberacdo de dopamina no coértex pré-frontal via receptores
S5HT1A.
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Ja no teste de hiper locomocéo induzida por anfetamina, o conceito é baseado
nas premissas de que drogas que promovem a liberacdo de DA, como o MK-801 que
antagoniza receptores glutamatérgicos inotropicos do subtipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), causam alteracdes relacionadas aos sintomas positivos, por exemplo um
aumento da atividade locomotora (Krystal et al., 1994). Embora complexo e
multifatorial, o papel da dopamina no controle do movimento é razoavelmente bem
definido, com envolvimento predominante dos sistemas dopaminérgicos
mesolimbicos e nigroestriatal e uma farmacologia relativamente clara. Portanto,
espera-se que 0s animais tratados com MAM apresentem atividade locomotora
aumentada em comparacao com animais controle. Em nossos resultados, ndo foram
encontradas diferencgas entre os grupos na fase basal do teste, exceto por efeito geral
do tempo. Apds a administracdo do MK-801, obtivemos um resultado contrario ao
esperado, com 0s animais tratados com MAM apresentando menor aumento na
atividade locomotora. As razfes desta alteracdo inesperada ainda ndo séo claras.
Precisamos complementar este resultado verificando a resposta locomotora e a
interferéncia do MAM e CBD em modelo de hiper estimulacdo dopaminérgica. Além
disso, € importante lembrar que neste estudo os animais ndo foram submetidos a
estresse adicional. Dentro da hipétese de “two-hit” (Maynard et al., 2001), a exposicéo
a estressores durante o periodo da adolescéncia seria um fator importante no
desenvolvimento da esquizofrenia. Embora muitas das alteragdes investigadas no
presente trabalho ocorram em ratos machos sem a exposicdo de estressores no
periodo da adolescéncia, é possivel que, no caso das fémeas, este seja um fator

importante.

7. CONCLUSAO

Em suma, os resultados obtidos indicam que o modelo de
neurodesenvolvimento MAM néo induziu em fémeas todas as alteracdes
comportamentais esperadas similares as observadas na esquizofrenia. Entretanto,
conseguimos notar algumas alteracdes na prole apés o tratamento com MAM, que
se relacionaram ao aumento de ansiedade e diminuicdo na resposta locomotora
observada apos a administracdo do antagonista de receptores NMDA de glutamato
MK801. Com relagdo ao tratamento com Canabidiol, no teste claro/escuro, que

avaliou o comportamento relacionado a ansiedade nos animais MAM e os efeitos
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ansioliticos do CBD, foi possivel identificar uma interacéo entre o tratamento (CBD) e
a condicao (MAM). Assim, neste teste o tratamento com CBD nos animais salina
apresentou um perfil ansiogénico, enquanto que nos animais MAM apresentou efeito
ansiolitico, aumentando o tempo de permanéncia na zona clara. Um efeito oposto do
CBD foi observado no teste de reconhecimento de objetos (RO), o qual buscava
avaliar as alteracfes cognitivas nos animais MAM e os efeitos antipsicoticos do
CBD. Neste, observamos um efeito pré-cognitivo do tratamento nos animais salina,
sem alterar a cognicéo nos animais MAM. Nos demais testes comportamentais, 0
CBD na dose de 60 (mg/Kg) nao foi capaz de reverter as alteracdes

comportamentais.
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