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RESUMO

O canabidiol (CBD), um fitocanabinóide desprovido dos efeitos

psicotomiméticos do principal componente ativo da Cannabis sativa, o

Δ9-tetrahidrocanabinol (Δ9-THC), possui grande potencial terapêutico em transtornos

psiquiátricos, como depressão, ansiedade e esquizofrenia. No entanto, o CBD

apresenta uma baixa biodisponibilidade, o que pode comprometer seu uso clínico.

Além disso, os múltiplos efeitos farmacológicos do CBD ocorrem por diferentes

mecanismos, envolvendo, por exemplo, componentes do sistema endocanabinoide.

Assim, no presente estudo, nós avaliamos os efeitos induzidos por um derivado

fluorado do CBD, o HU-502, com a perspectiva de que este composto apresentasse

propriedades semelhantes ao CBD, porém com maior potência. Para isso, o efeito

de diferentes doses do HU-502 foi testado em grupos independentes de

camundongos suíços machos submetidos a diferentes testes comportamentais

preditivos para o efeito de drogas com propriedades ansiolíticas, antidepressivas,

anticompulsivas e antipsicóticas. Também foi avaliado se o HU-502 produziria a

tétrade canabinóide (catalepsia, hipolocomoção, hiponocicepção e hipotermia), que

é característica de compostos agonistas dos receptores CB1, como o Δ9-THC.

Nossos resultados indicam que, nas doses testadas, o HU-502 não produziu efeitos

tipo-ansiolítico, tipo-antidepressivo ou tipo-anticompulsivo, avaliado no teste do

Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Nado Forçado (FST) e teste do Marble Burying

(MBT), respectivamente. Entretanto, o HU-502 atenuou o prejuízo no teste de

Inibição pelo Pré-pulso (PPI) e a Hiperlocomoção induzidos pela anfetamina, efeitos

que sugerem propriedades tipo-antipsicóticas. Além disso, o HU-502 não induziu a

tétrade canabinóide. Embora mais estudos sejam necessários, nossos resultados

indicam que o HU-502 possa ser útil no tratamento da esquizofrenia.

Palavras-chave: depressão; ansiedade; esquizofrenia; canabidiol; ansiolítico;

antidepressivo; anticompulsivo; antipsicótico; CB1; tétrade.



ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) is a phytocannabinoid lacking the psychotomimetic effects

of Δ9-tetrahydrocannabinol (Δ9-THC), the main active component of Cannabis

sativa. It has great therapeutic potential in neuropsychiatric disorders, such as

depression, anxiety, and schizophrenia. However, CBD has low bioavailability, which

can compromise its clinical use. Furthermore, the multiple pharmacological effects of

CBD occur through different mechanisms, involving, for instance, components of the

endocannabinoid system. Thus, in the present study, we evaluated the effects

induced by a fluorinated CBD derivative, HU-502, with the perspective of finding that

this compound has similar, but more potent, cannabidiol properties. This project aims

to investigate the presence of anxiolytic, antidepressant, anticompulsive and

antipsychotic-like properties in a fluorinated cannabidiol derivative, HU-502.

Accordingly, the effect of different doses of this compound was tested in independent

groups of male Swiss mice submitted to behavioral tests. Finally, HU-502 was

administered to an independent group of animals to observe if it could trigger

cannabinoid tetrad (catalepsy, hypolocomotion, hyponociception and hypothermia),

characteristic of CB1 receptor agonist compounds. Based on the results, we suggest

that the treatment with HU-502 did not induce anxiolytic, antidepressant or

anticompulsive-like effects, evaluated by the Elevated Plus Maze (EPM), Forced

Swim Test (FST) and Marble Burying Test (MBT). However, a possible antipsychotic

property of this compound was identified through the Prepulse Inhibition Test (PPI)

and the Amphetamine-Induced Hyperlocomotion. In addition, HU-502 did not induce

the cannabinoid tetrad. Although further studies are needed, our results indicate that

HU-502 may be useful in the treatment of schizophrenia.

Keywords: depression; anxiety; schizophrenia; cannabidiol; anxiolytic;

antidepressant; anticompulsive; antipsychotic; CB1; tetrad.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Canabinoides e Sistema Endocanabinoide

Dentre os fitocanabinoides mais comuns encontrados na planta Cannabis

sativa estão o Δ9-tetrahidrocanabinol (THC), canabidiol (CBD), canabigerol,

canabicromeno e canabinol (EL-ALFY et al., 2010). Um dos principais compostos do

extrato dessa planta é o THC, que é o responsável pelos efeitos típicos da

Cannabis. O CBD também é um componente importante e abundante nessa planta,

podendo estar presente em até 40% dos extratos (GRLIC, 1976). Entretanto,

diferente do THC, o CBD é desprovido dos efeitos psicotomiméticos induzidos pela

Cannabis (MECHOULAM, 1970).

Os dois principais receptores responsáveis pelos efeitos do THC são os

receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) e os do tipo 2 (CB2). O primeiro está

primariamente localizado no sistema nervoso central, mais especificamente nos

terminais nervosos pré-sinápticos e é responsável pela maioria dos efeitos

comportamentais dos canabinoides. Já o CB2 é expresso principalmente em células

do sistema imune (DEVANE et al., 1992), mas evidências recentes indicam que este

receptor também é expresso em alguns neurônios no encéfalo (ONAIVI et al., 2014;

ZHANG et al., 2014). A expressão desses receptores ocorre em áreas cerebrais

extremamente importantes para regulação emocional, cognição e comportamentos

defensivos (LIGRESTI; PETROCELLIS; MARZO, 2016).

O sistema endocanabinoide, além dos receptores citados acima, também

possui como componentes os agonistas endógenos desses receptores – a

anandamida (AEA) e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) (DEVANE et al., 1992;

MECHOULAM et al., 1995) –, bem como as proteínas responsáveis pela síntese e
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degradação destas substâncias (PIOMELLI, 2005). Os endocanabinoides (ECs),

diferentemente dos neurotransmissores clássicos, são produzidos conforme a

demanda por neurônios pós-sinápticos. Eles modulam as atividades neuronais a

partir de uma sinalização retrógrada (EGERTOVÁ et al., 1998), suprimindo a

liberação de neurotransmissores dos neurônios pré-sinápticos, através da ativação

dos receptores CB1 (OHNO-SHOSAKU; MAEJIMA; KANO, 2001), como pode ser

visto na Figura 1 abaixo.

Figura 1: Representação esquemática do Sistema Endocanabinoide. Os endocanabinoides

(ECs) anandamida (AEA) e 2-araquidonoil glicerol (2-AG) são sintetizados após ativação do neurônio

pós-sináptico e agem como neurotransmissores retrógrados. Os ECs, então, se ligam ao receptor

CB1 no neurônio pré-sináptico, desencadeando uma redução na liberação de neurotransmissores e,

por consequência, há uma diminuição da atividade do neurônio pós-sináptico (VELASCO;

SÁNCHEZ; GUZMÁN, 2012).
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As ações do THC e CBD no sistema endocanabinoide podem ser opostas.

Por exemplo, a ativação dos receptores CB1 pelo THC no encéfalo desencadeia

muitos dos efeitos clássicos da Cannabis, incluindo euforia e relaxamento, e efeitos

colaterais, como perda de memória de curto prazo e ansiedade, especialmente em

doses mais altas (IVERSEN et al., 2000; NICHOLSON et al., 2004). Já o CBD não

ativa diretamente os receptores CB1 e CB2 devido a sua baixa afinidade por eles.

Em contrapartida, ele exerce seu efeito de maneira indireta (PETITET et al., 1998;

THOMAS et al., 1998), podendo interferir na capacidade do THC de ativar o

receptor CB1 e, dessa forma, diminui alguns dos efeitos desse composto, como o

efeito psicotomimético e ansiogênico. Além disso, um dos mecanismos de ação

proposto para os efeitos do CBD é a sua capacidade de inibir a enzima amida

hidrolase de ácidos graxos (FAAH), responsável pelo metabolismo da anandamida,

aumentando os níveis disponíveis desta molécula e facilitando indiretamente a

neurotransmissão mediada pelos endocanabinoides (BISOGNO et al., 2011; DE

FILIPPIS et al., 2008).

Dessa forma, já foi relatado que o CBD atenua os efeitos psicotomiméticos e

a ansiedade induzida por altas doses de THC (KARNIOL et al., 1974), fornecendo

as primeiras evidências de uma possível propriedade ansiolítica e antipsicótica

desse composto (ZUARDI et al., 1982). Atualmente são atribuídas aos canabinoides

diversas atividades com potencial terapêutico em transtornos psiquiátricos, como

atividade antidepressiva, ansiolítica, antipsicótica e anticompulsiva (ZUARDI et al.,

2006; CASAROTTO et al., 2010; BERGAMASCHI et al., 2011; LINGE et al., 2016).

Apesar de alguns efeitos adversos do CBD já terem sido reportados, como

inibição de algumas isoenzimas do complexo citocromo P450 no fígado, redução na
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capacidade de fertilização e alteração da viabilidade celular in vitro, diversas

pesquisas sugerem que ele é bem tolerado e não-tóxico para humanos. O CBD não

induz alterações fisiológicas importantes e que poderiam comprometer o seu uso,

como mudanças na pressão arterial, na frequência cardíaca, na motilidade

intestinal, no apetite e na temperatura corporal, e nem alterações na função

psicomotora (BERGAMASCHI et al., 2011). Além disso, esse composto não induz a

Tétrade Canabinoide, conjunto de efeitos indesejáveis caracterizados por

hipolocomoção, hipotermia, efeito antinociceptivo e catalepsia, promovidos por

agonistas exógenos de receptores CB1, como o THC (EL-ALFY et al., 2010). É

sugerido, então, que o CBD administrado de forma controlada em humanos seja

uma abordagem farmacológica promissora e, de modo geral, segura

(BERGAMASCHI et al., 2011).

1.2 Ansiedade

A ansiedade é uma emoção que envolve respostas comportamentais e

fisiológicas (CANTERAS et al., 2010), resultado de uma ameaça potencial, incerta

ou desconhecida (GRAEFF, 2012), considerada essencial para a sobrevivência.

Quando esta emoção se torna mal adaptada, reações inapropriadas podem ser

desenvolvidas, caracterizando os transtornos de ansiedade em humanos

(BLESSING et al., 2015). Dentre eles, têm-se transtorno de ansiedade generalizada,

ansiedade social, fobias específicas, pânico e transtorno de ansiedade de

separação (PAPAGIANNI; STEVENSON, 2019), objetos de intervenção

farmacológica e psicológica.
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Pesquisas populacionais apontam que mais de 33,7% da população mundial

é afetada por algum desses transtornos de ansiedade em certo momento da vida. A

ansiedade gera altos custos para a saúde pública, além de prejuízos a longo prazo,

como perda de produtividade e de relações sociais, representando assim, um

significante estorvo socioeconômico mundial (BANDELOW; MICHAELIS, 2015).

De maneira geral, a ansiedade ocorre pela interpretação de eventos externos

por meio de um filtro simbólico – condicionado a partir de experiências pessoais – e

de regiões cerebrais específicas – amígdala, hipotálamo medial e substância

cinzenta periaquedutal dorsal (dPAG) – que compõem o sistema cerebral de defesa.

Esse sistema consegue perceber a ameaça e, assim, gerar a ansiedade, por meio

de alterações hormonais, fisiológicas e comportamentais – como luta ou fuga,

imobilidade, analgesia, taquicardia, hipertensão e hiperventilação. O córtex

pré-frontal modula esse sistema coordenando respostas comportamentais

defensivas (LEDOUX, 2000; CANTERAS et al., 2010; LISBOA et al., 2016).

Evidências indicam que disfunções nesse sistema, como por exemplo, a

hiperativação da amígdala, podem ser responsáveis pelo desenvolvimento dos

transtornos de ansiedade, o que indica um papel importante da neurotransmissão

inibitória no tratamento dessa condição (STEIN et al., 2007; CARLSON et al., 2010;

GRAEFF, 2012; L.; M.; L.; J., 2012; BABAEV; CHATAIN; KRUEGER-BURG, 2018).

Dentre os neurotransmissores relacionados à ansiedade, destacam-se a

serotonina e o neurotransmissor inibitório GABA. O mecanismo de ação dos

medicamentos atualmente utilizados no tratamento desses transtornos está

relacionado com a modulação dessas duas neurotransmissões (GRAEFF, 2012;

LEE et al., 2017). São estes os Benzodiazepínicos, a Buspirona e os
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Antidepressivos – tanto da classe dos Inibidores Seletivos da Recaptação de

Serotonina, quanto da classe dos Antidepressivos Tricíclicos (GRAEFF, 2012).

Entretanto, efeitos terapêuticos incompletos ou ausentes, o potencial de abuso,

baixa tolerância e a incidência de efeitos adversos limitam o uso dos medicamentos

atuais (PAPAGIANNI; STEVENSON, 2019). Dessa forma, em meio a estudos que

buscam tratamentos alternativos, o CBD vem ganhando destaque.

De acordo com dados da literatura, o CBD apresenta melhora aguda dos

sintomas relacionados à ansiedade, principalmente em pacientes com transtorno de

ansiedade generalizada e ansiedade social (SKELLEY et al., 2020). Testes

comportamentais em ratos demonstraram seu efeito tipo-ansiolítico (GUIMARÃES et

al., 1990; GOMES; RESSTEL; GUIMARÃES, 2011), panicolítico (SOARES et al.,

2010) e o seu papel na extinção de memórias de medo (BITENCOURT;

PAMPLONA; TAKAHASHI, 2008). Além disso, pesquisas em voluntários saudáveis

mostram que a co-administração de CBD consegue bloquear a ansiedade induzida

pelo THC (ZUARDI et al., 1982), além de reduzir significativamente a ansiedade e o

desconforto em simulações de falar em público (BERGAMASCHI et al., 2011). Esse

efeito ansiolítico agudo do CBD é visto na clínica em doses variando de 300 a 600

mg, em controles saudáveis (ZUARDI et al., 1993; FUZAR-POLI et al., 2009).

Essas evidências corroboram para indicar uma possível terapia alternativa no

tratamento da ansiedade. Entretanto, mais pesquisas que concernem a respeito da

dose terapêutica, rota de administração e eficácia a longo-prazo para o tratamento

desses transtornos ainda precisam ser realizadas (SKELLEY et al., 2020).
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1.3 Transtorno depressivo

Os transtornos afetivos são doenças com caráter multifatorial e

provavelmente resultam de uma interação complexa de diversos fatores genéticos,

ambientais e de desenvolvimento. Dentre os transtornos de humor, a depressão é a

manifestação mais comum e inclui uma intensa sintomatologia, sendo uma condição

frequentemente associada à incapacidade funcional e ao comprometimento da

saúde física (GUIMARÃES et al., 2014).

Esse transtorno pode ser dividido em transtorno depressivo maior e

transtorno depressivo menor, sendo que o primeiro possui uma sintomatologia mais

intensa e prevalente. A depressão maior é caracterizada pela ocorrência de um ou

mais episódios depressivos com duração de, no mínimo, 2 semanas de humor

deprimido ou perda de interesse em atividades prazerosas, acompanhados de, pelo

menos, três sintomas característicos, como dificuldade de concentração, sentimento

de desesperança e pensamentos recorrentes sobre a morte (GUIMARÃES, 1999).

De acordo com a World Health Organization, a depressão afeta mundialmente mais

de 264 milhões de pessoas (OMS, 2020).

Existem diversas teorias que tentam explicar a causa desse distúrbio afetivo.

A teoria Monoaminérgica supõe que a redução de monoaminas cerebrais, como

serotonina e noradrenalina, seria responsável pelo desenvolvimento desse

transtorno (SCHILDKRAUT; KETY, 1967; LAPIN; OXENKRUG, 1969). Apesar dessa

teoria ser uma das mais conhecidas, ela não é suficiente para explicar toda a

fisiopatologia da depressão. Evidências também indicam que estresse crônico,

polimorfismos genéticos, desbalanço imunológico, hiperatividade glutamatérgica e a
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redução do Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF) no hipocampo –

conhecido por auxiliar na neurogênese, sobrevivência e plasticidade dos neurônios

hipocampais –, estejam envolvidos na fisiopatologia da depressão (GUIMARÃES,

1999; KAFITZ et al., 1999; ALMEIDA et al., 2005; GROOVES, 2007; MAES et al.,

2012; MLYNIEC, 2015).

Os principais medicamentos para o tratamento da depressão agem com base

na teoria Monoaminérgica. São os Antidepressivos tricíclicos e os Inibidores da

MAO – os quais aumentam a disponibilidade de noradrenalina e serotonina na fenda

sináptica –, e os Inibidores Seletivos de Recaptação de Serotonina (ISRS), que

potencializam a neurotransmissão serotoninérgica (GUIMARÃES, 1999). Porém,

como a base neurobiológica desse transtorno é complexa, existem diversas

limitações no seu tratamento, como a latência para o inicio do efeito terapêutico ou a

falha na remissão dos sintomas, além de recaída e efeitos adversos (LEVINSTEIN;

SAMUELS, 2014). Dessa forma, diversos estudos têm sido realizados com o

objetivo de encontrar antidepressivos mais eficazes.

Dentre essas pesquisas, o CBD vem ganhando notoriedade. Já foi visto que,

em modelos animais genéticos de depressão, o CBD diminui sintomas depressivos,

como anedonia e desamparo, e que esse efeito tipo-antidepressivo depende dos

níveis de serotonina presente no cérebro (ZANELATI et al., 2010; SALES et al.,

2018; SHBIRO et al., 2019). Em modelos animais de desespero comportamental

induzido, o CBD também já se mostrou eficaz em produzir efeito tipo-antidepressivo

(EL-ALFY et al., 2010; SCHIAVON et al., 2016). Além disso, existem indicativos de

que o CBD induz plasticidade sináptica através da indução de sinaptogênese no

córtex pré-frontal e do aumento dos níveis de BDNF na amígdala, hipocampo e
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córtex pré-frontal (RÉUS et al., 2011; SALES et al., 2018), o que poderia contribuir

para o efeito tipo-antidepressivo produzido por esse composto.

Apesar de diversos indícios pré-clínicos do efeito tipo-antidepressivo do CBD,

evidências com relação ao seu efeito antidepressivo em humanos ainda são

escassos, sendo necessário resultados mais eficazes desse composto, para garantir

seu potencial uso clínico (CALAPAI et al., 2019).

1.4 Transtorno Obsessivo-Compulsivo

O transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) é uma outra condição psiquiátrica,

caracterizada pela ocorrência de obsessões – pensamentos excessivos e

recorrentes – e rituais compulsivos – comportamentos repetitivos – que geralmente

ocorrem em um esforço para aliviar a ansiedade intensa causada pelas obsessões

(CASAROTTO et al., 2010; GOMES et al., 2011). Acredita-se que a origem evolutiva

desse transtorno esteja relacionada à defesa territorial e a hábitos de autolimpeza

(GUIMARÃES, 1999). Apesar da sintomatologia do TOC guardar certa semelhança

com a da ansiedade, ele não é mais considerado parte dos transtornos de

ansiedade, de acordo com o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos

Mentais-5 (DSM-5).

A partir de uma pesquisa de dados feita nos Estados Unidos, é estimado que

essa condição afeta cerca de 1,2% dos adultos por 12 meses e 2,3% ao longo da

vida, sendo que, se não tratada inicialmente, ela se torna crônica. Esse distúrbio

está associado a altas comorbidades e a um comprometimento social do indivíduo,

impactando negativamente na saúde pública (HOLLANDER et al., 1997; RUSCIO et

al., 2008).
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A fisiopatologia do TOC não é inteiramente compreendida, mas há estudos

que indicam a participação de um sistema serotoninérgico desregulado (BARR;

GOODMAN; PRICE, 1993). Acredita-se que regiões cerebrais específicas também

estejam envolvidas no desenvolvimento dessa condição. Estudos de neuroimagem

mostram que há uma hiperativação glutamatérgica do circuito

orbitofrontal-subcortical no cérebro de pacientes com TOC – circuito que, em

situações normais, ajuda na modulação do movimento –, e que o tratamento com

antidepressivo ou a terapia cognitivo-comportamental conseguem normalizar a

atividade das estruturas envolvidas nesse circuito (SAXENA et al., 1998;

CARLSSON, 2000; CHAKRABARTY et al., 2005). Além disso, o sistema

endocanabinoide também parece estar envolvido na modulação do comportamento

compulsivo, uma vez que a ativação dos receptores CB1 diminui os rituais

compulsivos, vistos em modelos animais (GOMES et al., 2011).

O tratamento de primeira escolha para esse distúrbio envolve os Inibidores

Seletivos da Recaptação de Serotonina (ISRS), como Fluoxetina e Fluvoxamina, e

os antidepressivos tricíclicos, como a Clomipramina. Estes são geralmente

associados à psicoterapia cognitivo-comportamental (DEVEAUGH-GEISS, 1994).

Agentes antiglutamatérgicos estão ainda sob investigação, mas já foi visto que

essas drogas podem ter certa eficácia no tratamento de pacientes com esse

transtorno (PITTENGER; KRYSTAL; CORIC, 2006; MARINOVA; CHUANG;

FINEBERG, 2017). Entretanto, dados na literatura mostram que a efetividade

desses medicamentos é limitada – devido, por exemplo, à complexidade do TOC –

e, portanto, pesquisas por novas terapias são necessárias (MATAIX-COLS;

ROSARIO-CAMPOS; LECKMAN, 2005).
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O CBD vem sendo testado como um possível tratamento futuro para diversos

distúrbios psiquiátricos, e o TOC é um deles. Testes comportamentais em animais já

demonstraram que o CBD produz efeito tipo-anticompulsivo (CASAROTTO et al.,

2010; DEIANA et al., 2011), e que ele pode até reverter o comportamento

compulsivo induzido pela droga psicoativa meta-clorofenilpiperazina (m-CPP)

(NARDO et al., 2013). Além disso, evidências indicam que há alta expressão dos

receptores canabinoides nas estruturas envolvidas no circuito

orbitofrontal-subcortical (CASAROTTO; GOMES; GUIMARÃES, 2015), sugerindo

um possível mecanismo de modulação pelo CBD.

No entanto, apesar do CBD estar se tornando uma abordagem farmacológica

interessante, mais pesquisas são necessárias para avaliar a sua eficácia clínica no

tratamento do TOC.

1.5 Esquizofrenia

Um outro distúrbio psiquiátrico crônico é a esquizofrenia, que afeta a

capacidade de um indivíduo exercer atividades rotineiras e conviver efetivamente

em sociedade. A sintomatologia desse transtorno é caracterizada por sintomas

positivos – alucinações, delírios e agitação psicomotora –, negativos – perda de

motivação, de interação social e pobreza de linguagem – e cognitivos – prejuízo na

execução de tarefas, no intelecto, na memória e na atenção (GRAEFF;

GUIMARÃES; ZUARDI, 1999; WEICKERT et al., 2000; MCCUTCHEON;

MARQUES; HOWES, 2020). Essa doença possui natureza poligênica e pode evoluir

para a psicose, principalmente se o indivíduo for submetido a intenso estresse

psicossocial, possuir altos níveis de ansiedade e menor tolerância ao estresse
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(YUNG et al., 2005; WALKER; MITTAL; TESSNER, 2008; RIPKE et al., 2014;

TROTMAN et al., 2014).

De acordo com a World Health Organization, esse transtorno afeta cerca de

20 milhões de pessoas mundialmente, um fardo socioeconômico estimado em torno

de 156 bilhões de dólares (CLOUTIER; AIGBOGUN; GUERIN, 2016; OMS, 2019). A

esquizofrenia é associada a diversas comorbidades, o que aumenta o risco de

mortalidade desses indivíduos quando comparado à população saudável. Além

dessa condição interferir no desempenho educacional e ocupacional dessas

pessoas, estas sofrem muita discriminação, estigma e violação dos seus direitos

humanos (LAURSEN; NORDENTOFT; MORTENSEN, 2014; OMS, 2019).

Existem duas teorias baseadas em alterações neuroquímicas que se

destacam na tentativa de explicar a fisiopatologia da esquizofrenia. A primeira é a

dopaminérgica, a qual se refere tanto a uma possível diminuição na atividade da

dopamina na via mesocortical – relacionado aos sintomas negativos e cognitivos –

quanto a uma hiperativação da neurotransmissão dopaminérgica na via

mesolímbica – referente aos sintomas positivos (DAVIS et al., 1991). A segunda é a

teoria glutamatérgica. Sabe-se que, em situações fisiológicas, na via mesocortical o

glutamato tem o papel de aumentar a atividade dopaminérgica, e na via

mesolímbica ele estimula interneurônios gabaérgicos (inibitórios), que, por sua vez,

diminuem a atividade dos neurônios dopaminérgicos. Acredita-se que, na

esquizofrenia, há uma hipofunção do receptor glutamatérgico NMDA nessas duas

vias, culminando em uma diminuição da atividade da dopamina na via mesocortical

e em um aumento dessa atividade na via mesolímbica (STAHL, 2007).
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Atualmente, para o tratamento desse transtorno é feito o uso de

antipsicóticos. Porém, esses medicamentos não curam a esquizofrenia e produzem

efeitos adversos importantes. Dentre eles têm-se efeitos colaterais extrapiramidais e

alterações endócrinas, causados pelo bloqueio dos receptores dopaminérgicos na

via nigroestriatal e túbero-infundibular, respectivamente, induzidos principalmente

por antipsicóticos típicos, como o Haloperidol (MOREIRA; GUIMARÃES, 2007).

Além disso, estes não são eficazes no alívio dos sintomas negativos e, por isso,

procura-se desenvolver uma nova classe de drogas. Os antipsicóticos atípicos,

como a Clozapina e a Sulpirida, apresentam menor incidência de efeitos

extrapiramidais e são mais efetivos no alívio de sintomas negativos. Entretanto,

ainda tendem a produzir alguns efeitos adversos, sugerindo que novas terapias

sejam necessárias para o tratamento dessa doença (GRAEFF; GUIMARÃES;

ZUARDI, 1999).

Já foi observado, tanto na clínica, quanto em experimentos com animais, que

o CBD possui potencial para atuar como antipsicótico, sem causar o aparecimento

de efeitos adversos extrapiramidais (ZUARDI et al., 1995; LONG; MALONE;

TAYLOR, 2005; MOREIRA; GUIMARÃES, 2005; ZUARDI et al., 2006; ZUARDI et

al., 2012; GOMES et al., 2015; PEDRAZZI et al., 2015; ELSAID; KLOIBER; FOLL,

2019). Em animais, já foi visto que o CBD, assim como o antipsicótico atípico

Clozapina, promove ativação neural do núcleo accumbens e do córtex pré-frontal

(GUIMARÃES, 2004).

Na clínica, em um ensaio no qual o CBD foi administrado como uma terapia

adjuvante, ele conseguiu atenuar de forma significativa os sintomas positivos de

pacientes com esquizofrenia, além de melhorar a severidade da doença. Houve
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também uma tendência de melhora na performance cognitiva e no funcionamento

geral desses pacientes (MCGUIRE et al., 2018). Em outro ensaio, foi visto que o

CBD é tão eficaz quanto o antipsicótico atípico Amissulprida no alívio de sintomas

psicóticos, além de provocar menos efeitos adversos nos pacientes (LEWEKE et al.,

2012). Além disso, estudos de neuroimagem, sobre o efeito da administração aguda

do CBD no funcionamento cerebral de pacientes com alto risco clínico para psicose,

sugerem que este composto normaliza temporariamente a atividade aberrante de

certas regiões cerebrais associadas a esse transtorno (BHATTACHARYYA et al.,

2018).

Apesar de estudos clínicos em larga escala ainda serem necessários para

validar a eficácia do CBD, evidências indicam que ele é bem tolerado e seguro,

sugerindo um potencial tratamento alternativo para a esquizofrenia (ZUARDI et al.,

2006).

1.6 O composto HU-502, um derivado fluorado do CBD

Apesar de existirem inúmeras evidências do mecanismo de ação do CBD em

diversos alvos farmacológicos e do seu potencial terapêutico em várias patologias,

uma limitação para o seu uso clínico é sua baixa biodisponibilidade, exigindo, por

exemplo, doses diárias de até 1g no tratamento de pacientes com esquizofrenia

(ZUARDI et al., 1995).

Além disso, testes clínicos e pré-clínicos de ansiedade e esquizofrenia já

evidenciaram que o CBD possui uma curva de dose-resposta em forma de U

invertido (U-shaped Dose-response Curve), ou seja, o efeito do CBD é encontrado

apenas em doses intermediárias, mas não em doses extremas. Isso demonstra o
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intervalo estreito da janela terapêutica do CBD, limitando sua administração no

contexto clínico (GUIMARÃES et al., 1990; LEVIN et al., 2014; ZUARDI et al., 2017;

LINARES et al., 2019).

Em uma tentativa de superar estas dificuldades, recentemente o grupo do

Prof. Raphael Mechoulam, da Hebrew University de Jerusalém, Israel, vem

realizando modificações químicas na molécula do CBD na tentativa de aumentar

sua biodisponibilidade, potência e eficácia. Dentre essas modificações, tem-se a

adição de um átomo de flúor. A presença do flúor eleva a estabilidade metabólica

dos compostos ao torná-los mais resistentes ao metabolismo das enzimas do

citocromo P450, proporcionando uma melhora na biodisponibilidade e,

consequentemente, na atividade e eficácia dessas moléculas. A adição desse

átomo também pode tornar os compostos mais lipofílicos – facilitando a

permeabilidade pelas membranas celulares –, além de aumentar a afinidade pelos

seus respectivos sítios de ligações (PARK; KITTERINGHAM; O'NEILL, 2001;

BREUER et al., 2016).

Já foi demonstrado que um derivado fluorado do CBD, o HUF-101, tem efeito

em doses menores que o CBD em diferentes modelos de dor aguda (SILVA et al.,

2017), além de ser efetivo em alguns modelos de ansiedade, depressão,

esquizofrenia e compulsão (BREUER et al., 2016). Um outro composto análogo

fluorado do CBD, também sintetizado pelo professor Mechoulam, é o HU-502,

representado na Figura 2.
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Figura 2: Representação esquemática da síntese do HU-502, um derivado fluorado do

canabidiol. O HU-502 foi sintetizado a partir da molécula de CBD pelo grupo do professor Raphael

Mechoulam, em Hebrew University of Jerusalem.

De acordo com o que foi abordado, o presente trabalho teve como objetivo

testar o HU-502 em modelos animais sensíveis a drogas ansiolíticas,

antidepressivas, antipsicóticas e anticompulsivas. Também foi avaliada a presença

de efeitos similares aos produzidos pelo THC. Para isso, os animais foram testados

na chamada Tétrade Canabinoide, conjunto de alterações comportamentais

(hipolocomoção, catalepsia, hipotermia e antinocicepção), produzido por drogas

agonistas dos receptores CB1. O próximo passo será investigar se os efeitos do

HU-502 dependem da facilitação da neurotransmissão mediada por receptores CB1

ou CB2.

2. HIPÓTESE

O tratamento agudo com HU-502, um análogo fluorado do CBD, em modelos

animais, promoveria efeitos ansiolíticos, antidepressivos, anticompulsivos e

antipsicóticos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do HU-502 em modelos animais sensíveis a drogas

ansiolíticas, antidepressivas, antipsicóticas e anticompulsivas.

3.2. Objetivos Específicos

● Avaliar os efeitos de diferentes doses de HU-502 administradas

intraperitonealmente, em modelos animais sensíveis a drogas com

propriedades ansiolíticas, antidepressivas, antipsicóticas e anticompulsivas.

● Avaliar se as modificações químicas presentes na molécula do HU-502

podem induzir a tétrade canabinoide, um efeito comum a agonistas CB1.

4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Para a realização dos procedimentos experimentais foram utilizados

camundongos suíços (Swiss) machos, com 6 semanas de idade, provenientes do

Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP-USP) – com

exceção de dois testes experimentais nos quais foram usados camundongos

C57BL/6 machos, com 6 semanas de idade. Os animais permaneceram no biotério

do departamento, em gaiolas micro-isoladas, com água e ração ad libitum e sob

condições laboratoriais padrões. O protocolo experimental foi aprovado pela

Comissão de Ética no Uso de Animais em Experimentação da Faculdade de
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Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, registrado com o número

099/2019.

4.2 Drogas

● HU-502 (sintetizados pelo grupo do Prof. Raphael Mechoulam, Hebrew

University, Jerusalém, Israel) utilizado na dose de 0,3, 1 e 3 mg/kg (doses

baseadas em estudo piloto preliminar). Veículo: 2% Tween 80, 1% DMSO e

salina.

● Anfetamina (Pervitin®, Brasil) utilizada na dose de 5 mg/kg (Moreira e

Guimarães, 2005). Veículo: salina.

● WIN55,212-2 (agonista do receptor CB1/CB2; Tocris, USA) utilizado na dose

de 5 mg/kg (Silva et al., 2017). Veículo: 2% Tween 80 e salina.

4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Administração das drogas

Para avaliação dos possíveis efeitos tipo-ansiolíticos e tipo-antidepressivos

do HU-502 os animais receberam injeções intraperitoneais (i.p.) dos compostos e 30

min depois foram submetidos ao teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Após

cinco minutos, tempo de duração do teste do LCE, eles foram submetidos ao Teste

do Nado Forçado (FST).

O teste de Marble Burying (MBT) também foi realizado 30 min após a injeção

(i.p.) do HU-502, em um grupo independente de animais, para avaliação de

propriedades tipo-anticompulsivas.
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Já para analisar o possível efeito tipo-antipsicótico do análogo do CBD

HU-502, foi avaliado se este composto seria capaz de atenuar o prejuízo no teste de

Inibição pelo Pré-pulso (PPI) e a Hiperlocomoção induzidos pela anfetamina. Em

ambos, foram administradas duas injeções com um intervalo de 20 min entre elas. A

primeira injeção (i.p.) consistiu na administração de veículo ou HU-502 nas

diferentes doses citadas acima. Vinte minutos depois, a segunda injeção de veículo

ou anfetamina foi administrada, formando os grupos (Veí + Veí; Veí + Anf; HU-502 +

Anf; HU-502 + Veí). Após 10 min da segunda injeção, os animais foram submetidos

ou ao teste de Inibição pelo Pré-pulso (PPI) ou à Hiperlocomoção em um campo

aberto.

4.3.2. Teste Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE consiste em um aparato composto por dois braços abertos opostos

(30 x 5 cm) sem paredes laterais, perpendiculares a dois braços cercados por

paredes (30 x 5 x 15 cm), apresentando uma plataforma central comum a todos os

braços (5 x 5 cm). O aparato é elevado a 50 cm do solo e possui uma borda de

acrílico (1 cm) nos braços abertos para impedir a queda do animal. Os

camundongos foram colocados no centro do LCE com a cabeça virada para o braço

fechado, podendo explorar livremente o LCE durante 5 min. Os testes foram

filmados por uma câmera posicionada na parte superior da sala de comportamento,

utilizando o software Any-Maze® (Stoelting) para localizar o animal no LCE e

calcular o número de entradas nos braços abertos e fechados, bem como o tempo

de permanência nestas regiões (CAMPOS et al., 2013).
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O LCE é um modelo experimental preditivo para drogas ansiolíticas. O braço

aberto do aparato simboliza um ambiente aversivo, enquanto o braço fechado não.

Esse teste representa um conflito para o animal, que tende a explorar um novo

ambiente ao qual foi exposto, mas ao mesmo tempo tem aversão de fazê-lo, por

aversão a lugares elevados e iluminados. Dessa forma, drogas com propriedades

ansiolíticas tendem a aumentar a exploração dos braços abertos do LCE (KOMADA,

TAKAO E MIYAKAWA, 2008).

4.3.3. Teste do Nado Forçado (FST)

Imediatamente após o LCE, os camundongos foram colocados

individualmente em cilindros de vidro (17 cm de diâmetro e 25 cm de altura)

contendo água até 10 cm de altura e mantida a 23-25 oC, onde permaneceram por 6

minutos, sendo que, nos 4 últimos minutos, o tempo em que se mantiveram imóveis

(realizando apenas pequenos movimentos para auxiliar na flutuação) foi registrado.

A água foi trocada entre cada animal (ZANELATI et al., 2010). Todos os testes foram

gravados e o tempo de imobilidade avaliado.

O nado forçado é um teste preditivo para avaliar possíveis drogas

antidepressivas. Nesse experimento, um "desespero comportamental" seria

induzido no animal, e sua resposta de imobilidade representaria a "desistência de

sair de uma situação aversiva", refletindo a perda de esperança a uma situação

estressante vista em pacientes depressivos. Embora esta interpretação é pouco

aceita atualmente, o modelo é muito empregado na detecção de possíveis

propriedades tipo-antidepressivas em roedores. Um potencial antidepressivo, então,
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tenderia a diminuir o tempo de imobilidade do animal quando submetido a essa

situação aversiva (CAN et al., 2011).

4.3.4. Teste de Marble burying (MBT)

Grupos independentes de animais foram submetidos ao MBT. Para realizar

esse teste, 25 esferas de vidro verde claro foram uniformemente espaçadas em

uma caixa quadrada (38 x 32 x 28 cm) coberta por uma camada de 5 cm de

serragem. Primeiramente, os animais foram pré-expostos à caixa, por 5 min, sem as

esferas, para se ambientarem. Após trinta minutos do tratamento, os animais foram

novamente colocados no centro da caixa, agora contendo as esferas, onde

permaneceram por trinta minutos. Ao final, o número de esferas de vidro enterradas

foi registrado – o que estaria relacionado a um comportamento tipo-compulsivo –

seguindo os critérios para esferas enterrada propostos por Njung'e e Handley

(NJUNG’E; HANDLEY, 1991), ou seja, pelo menos dois terços da esfera de vidro

precisam estar sob a serragem.

4.3.5. Teste de Inibição pelo Pré-pulso (PPI)

A inibição pelo pré-pulso é um mecanismo presente no filtro sensório-motor

nos humanos, no qual o seu comprometimento é um sintoma característico em

muitas doenças psiquiátricas, como a esquizofrenia. Esse filtro é importante para

ignorar estímulos sensoriais irrelevantes, evitando, assim, uma sobrecarga de

informações. Prejuízos no PPI podem ser induzidos experimentalmente, por

exemplo, pela administração de antagonistas glutamatérgicos, como o MK-801, ou
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de drogas que facilitam a neurotransmissão monoaminérgica, como a Anfetamina

(LONG; MALONE; TAYLOR, 2005; KHELLA; SHORT.; MALONE; 2014; PEDRAZZI

et al., 2015). Dessa forma, tal prejuízo pode ser investigado em diferentes espécies.

No teste do PPI, um estímulo mais intenso (pulso) – que desencadeia uma resposta

de sobressalto – é atenuado por uma pré-estimulação acústica de menor

intensidade (pré-pulso). Como o filtro está comprometido em pacientes com

esquizofrenia, drogas com potencial propriedade antipsicótica tendem a reverter

esse prejuízo no filtro sensório-motor (TAKAHASHI et al., 2011).

O experimento de inibição pelo pré-pulso foi realizado em grupos

independentes de animais. O teste foi realizado simultaneamente em dois sistemas

idênticos de resposta ao sobressalto (Med Associates, EUA). A primeira etapa

representa um período de aclimatação. Um sinal acústico contínuo forneceu um

nível de ruído branco de fundo constante (65 dB ± 1). O pulso consiste em uma

explosão de ruído branco de 105 dB com um aumento/decaimento de 5 ms e

duração de 20 ms. O pré-pulso compreende tons puros de 7000 Hz, duração de 10

ms, com intensidade ajustada em 80, 85 e 90 dB. As configurações foram calibradas

diariamente para garantir sensibilidade igual ao longo dos experimentos. A

calibração foi realizada ajustando o ganho no amplificador de células de carga para

150 unidades arbitrárias (AU) a um peso padrão apropriado para 40 g de ratos. Os

limites da célula de carga foram −2047 a +2047 AU. Trinta minutos após a injeção

do HU-502 (0,3, 1 e 3 mg/kg), os camundongos receberam uma injeção

intraperitoneal de anfetamina (5 mg/kg) ou veículo e, 20 min depois, foram

submetidos ao teste de PPI. Após um período de 5 min de aclimatação, no qual o

animal não escutou nenhum estímulo, exceto o ruído de fundo de 65 dB, os
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camundongos foram apresentados com uma série de 10 estímulos (somente pulso).

Os primeiros 10 testes de pulso permitem a habituação dentro da sessão ao

estímulo de sobressalto e não são considerados para a análise estatística do PPI. O

teste consistiu em 64 ensaios pseudoaleatórios divididos em oito grupos diferentes

apresentados com um intervalo inter-estímulo de 30 s, consistindo apenas de pulso

(105 dB), pré-pulso isolado (80, 85 ou 90 dB), pré-pulso + pulso com intervalo de

100 ms entre pré-pulso e pulso, e nenhum estímulo apresentado (GOMES et al.,

2015; PEDRAZZI et al., 2015). O estímulo de pré-pulso não desencadeou uma

resposta de sobressalto acústica. A resposta média de sobressalto acústico aos

testes de pulso (P) e cada ensaio de pré-pulso + pulso (PP + P) foi registrado para

cada animal. O PPI foi calculado expressando-se a amplitude de sobressalto

pré-pulso + pulso em percentual de redução da amplitude de sobressalto sem pulso,

de acordo com a seguinte fórmula: %PPI = 100 – [100 × (PP + P/P)]. Essa

transformação reduz a variabilidade estatística atribuível a diferenças entre animais

e é uma medida direta do PPI (GOMES et al., 2015; PEDRAZZI et al., 2015).

4.3.6. Teste de hiperlocomoção induzida por anfetamina

A administração de anfetamina, uma droga que aumenta as monoaminas na

fenda sináptica por interferir no mecanismo de sua recaptação (invertendo a bomba

de recaptação), aumenta a atividade locomotora de animais (HEAL et al., 2013). A

hiperlocomoção induzida pela anfetamina é geralmente associada à agitação

psicomotora vista em pacientes com esquizofrenia (SILVA, 2006). A prevenção

desse fenômeno pode ser utilizada como sugestivo de um efeito tipo-antipsicótico

(MARCHESE et al., 2009; HEAL et al., 2013).
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A resposta locomotora à anfetamina foi avaliada em uma arena circular de

acrílico (40 cm de diâmetro e 40 cm de altura). Os animais foram tratados com uma

primeira injeção (i.p.) de veículo ou HU-502 (3 mg/kg – menor dose efetiva no teste

do PPI), e vinte minutos depois com a segunda injeção de veículo ou anfetamina (5

mg/kg). Após 10 min da segunda injeção os animais foram submetidos à arena por

20 minutos e a distância total percorrida pelo animal neste período foi registrada

com o auxílio do software Any-Maze®.

4.3.7 Tétrade canabinoide

Para avaliar a presença de propriedades tipo-THC, os animais receberam

injeções (i.p.) de HU-502 na dose efetiva de 3 mg/kg. Grupos independentes de

animais foram tratados com as drogas em uma dose mais de 3 vezes maior que a

dose efetiva (10 mg/kg). Os efeitos do HU-502 foram comparados com aqueles

induzidos pelo agonista dos receptores CB1/CB2 WIN55,212-2 (5 mg/kg). Abaixo

está a descrição dos métodos empregados para avaliação da tétrade canabinoide.

4.3.7.1 Catalepsia

Para este experimento foi utilizada uma barra de vidro fixa a uma altura de 4

centímetros da superfície. Trinta minutos após a injeção, os animais foram

posicionados no aparelho de modo que as patas dianteiras ficassem sobre a barra,

em uma postura pouco usual. O tempo que ambas as patas permaneceram sobre o

aparelho foi registrado, sendo o tempo máximo de permanência de 300s (GOMES

et al., 2013).
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4.3.7.2 Medida de temperatura da cauda

A temperatura da cauda dos animais foi medida imediatamente antes e 35

min após a administração da droga ou veículo utilizando uma câmera térmica

(Thermal Imager IRI4010, Infrared Integrated Systems, UK) colocada a uma

distância de 50 cm do animal. Para a análise das imagens, as medidas foram

realizadas em 5 pontos diferentes da cauda e uma média destes pontos foi

calculada.

4.3.7.3 Atividade locomotora

Para avaliar possíveis efeitos motores das drogas, trinta e seis minutos após

a injeção, a atividade locomotora de cada animal foi avaliada individualmente em

uma arena circular de acrílico (campo aberto; 40 cm de diâmetro com paredes de 40

cm de altura), através do registro da distância total percorrida durante 10 min, que

foi determinada com o auxílio do programa Any-Maze® (Stoelting). Este software

detecta a posição do animal na arena e calcula a distância percorrida.

4.3.7.4 Atividade antinociceptiva

Os animais foram colocados em um cilindro de acrílico de 10 cm de diâmetro

sobre uma placa quente mantida a 56⁰C. Inicialmente, foi medida a latência basal

para que eles lambessem as patas ou pulassem. Os animais foram imediatamente

retirados do aparato assim que apresentaram esses comportamentos. Após a

medida basal, os animais receberam injeções (i.p.) das drogas e as latências foram

medidas novamente 46 min após o tratamento. O tempo máximo de permanência

sobre a placa quente em cada medida foi de 30 s (KINSEY et al., 2011).

38



4.4. Análise estatística

Os dados foram analisados pela ANOVA de uma ou duas vias – seguida de

teste post-hoc de Dunnett ou S-N-K –, ou pelo teste não-paramétrico de Wilcoxon.

Os grupos experimentais foram compostos de 5-12 animais, baseados em estudos

prévios utilizando os mesmos métodos (MOREIRA E GUIMARÃES, 2005;

ZANELATI et al., 2010; ISSY et al., 2009; KINSEY et al., 2011, SILVA et al., 2017).

5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Avaliação do efeito do HU-502 no Teste Labirinto em Cruz

Elevado (LCE)

5.1.1 Teste feito com camundongos Swiss

O HU-502 nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg não alterou a porcentagem de

tempo (Figura 3A; F3,44 = 0,32; p = 0,80; ANOVA de uma via) nem de entradas nos

braços abertos do LCE (Figura 3B; F3,43 = 0,03; p = 0,99; ANOVA de uma via). Isso

indica que, nessas doses, o HU-502 não produziu um efeito tipo-ansiolítico. Também

podemos observar que não houve efeito no número de entradas nos braços

fechados (Figura 3C; F3,44 = 0,30; p = 0,82; ANOVA de uma via). Tal parâmetro é

utilizado para demonstrar possíveis efeitos na locomoção do animal (KOMADA;

TAKAO; MIYAKAWA, 2008).
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Figura 3: Tratamento agudo com HU-502 não modifica a resposta comportamental no teste do

Labirinto em Cruz Elevado em camundongos Swiss. O tratamento com HU-502 (0,3, 1 e 3 mg/kg;

n = 12/grupo) foi realizado e 30 min depois os animais foram submetidos ao teste. A porcentagem de

tempo (A) e de entradas nos braços abertos (B) e o número de entradas nos braços fechados (C)

foram calculados. Dados representam a média EPM.±

5.1.2 Teste feito com camundongos C57BL/6

Assim como no teste anterior, o HU-502 nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg não

alterou a porcentagem de tempo (Figura 4A; F3,44 = 1,73; p = 0,17; ANOVA de uma

via) nem o número de entradas nos braços abertos do LCE (Figura 4B; F3,44 = 1,22;

p = 0,31; ANOVA de uma via). Isso indica que, nessas doses, o HU-502 não
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produziu efeito tipo-ansiolítico. Também não foi observada diferença no número de

entrada dos braços fechados (Figura 4C; F3,44 = 1,33; p = 0,27; ANOVA de uma via).

Figura 4: Tratamento agudo com HU-502 não modifica a resposta comportamental no teste do

Labirinto em Cruz Elevado, em camundongos C57BL/6. O tratamento com HU-502 (0,3, 1 e 3

mg/kg; n = 12/grupo) foi realizado e 30 min depois os animais foram submetidos ao teste. A

porcentagem de tempo (A) e de entradas nos braços abertos (B) e o número de entradas nos braços

fechados (C) foram medidos. Dados representam a média EPM.±
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5.2 Experimento 2: Avaliação do efeito do HU-502 no Teste do Nado Forçado

(FST)

5.2.1 Teste feito com animais Swiss

O HU-502 promoveu um aumento da imobilidade na dose de 0,3 mg/kg.

Entretanto, tal alteração não resultou em diferença significativa (p > 0,05). Nas

doses de 1 e 3 mg/kg, o HU-502 não alterou a imobilidade (Figura 5; F3,44 = 2,22; p =

0,09; ANOVA de uma via). Esses resultados indicam que, nas doses testadas, o

HU-502 não produziu efeito tipo-antidepressivo.

Figura 5: Tratamento agudo com HU-502 não modifica a resposta comportamental no Teste do

Nado Forçado, em camundongos Swiss. O tratamento com HU-502 (0,3, 1 e 3 mg/kg; n =

12/grupo) foi realizado, 30 minutos depois os animais foram submetidos ao LCE e, logo em seguida,

foi feito o FST. Dados representam a média EPM.±

42



5.2.2.Teste feito com animais C57BL/6

O HU-502 nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg não alterou a imobilidade dos

animais (Figura 6; F3,44 = 0,65; p = 0,58; ANOVA de uma via). Isso sugere,

novamente, a ausência de um efeito tipo-antidepressivo do HU-502, nas doses

testadas.

Figura 6: Tratamento agudo com HU-502 não modifica a resposta comportamental no Teste do

Nado Forçado, em camundongos C57BL/6. O tratamento com HU-502 (0,3, 1 e 3 mg/kg; n =

12/grupo) foi realizado, 30 minutos depois os animais foram submetidos ao LCE e, logo em seguida,

foi feito o FST. Dados representam a média EPM; pelo teste ANOVA de uma via.±

5.3 Experimento 3: Avaliação do efeito do HU-502 no teste de Marble Burying

(MBT)

O HU-502 nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg não alterou o número de esferas

enterradas (Figura 7; F4,40 = 0,39; p = 0,81; ANOVA de uma via). Isso indica que, nas

doses testadas, esse composto não apresentou um efeito tipo-anticompulsivo.
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Figura 7: Tratamento agudo com HU-502 não modifica a resposta comportamental no teste de

Marble Burying. O tratamento com HU-502 (0,3, 1 e 3 mg/kg; n = 6-10/grupo) foi realizado e 30min

depois os animais foram submetidos ao teste. Dados representam a média EPM.±

5.4 Avaliação do efeito do HU-502 no Teste de Inibição pelo Pré-pulso (PPI)

A anfetamina promoveu um prejuízo no PPI nas diferentes intensidades –

uma alteração similar àquela observada em pacientes com esquizofrenia

(TAKAHASHI et al., 2011). A ANOVA de um fator seguido do teste post-hoc S-N-K

indicou que o HU-502 atenua esse prejuízo no filtro sensório-motor, na dose de 1 e

3 mg/kg, com pré-pulso nas intensidades de 80 dB (Figura 8A; F5,40 = 3,14; p > 0,05)

e 85 dB (F5,40 = 5,81; p > 0,05), e na dose de 3 mg/kg com pré-pulso na intensidade

de 90 dB (F5,40 = 4,21; p > 0,05), um efeito sugestivo de propriedade

tipo-antipsicótica. Além disso, foi realizado um grupo HU-502 (3 mg/kg) + Veículo

para mostrar que somente a droga não é capaz de prejudicar a inibição pelo

pré-pulso.

A resposta de sobressalto também foi analisada, de modo a avaliar se o

tratamento induziu algum prejuízo motor que, por consequência, refletiu na
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atenuação do prejuízo no filtro sensório-motor (GOMES et al., 2015). A ANOVA de

uma via seguida do teste post-hoc S-N-K demonstra que o HU-502 em nenhuma

das doses alterou a resposta de sobressalto, diferentemente da anfetamina, que

aumentou essa resposta (Figura 8B; F5,40 = 3,046; p < 0,05). Como a anfetamina

causa um aumento da saliência de estímulo (VEZINA, 2004), seria esperado uma

resposta de sobressalto mais intensificada.

Figura 8: Tratamento agudo com HU-502 atenua o prejuízo e não altera a resposta de

sobressalto no Teste de Inibição pelo Pré-Pulso (PPI). (A) A primeira injeção consistiu na

administração de veículo ou HU-502 (0,3, 1 e 3 mg/kg; n = 8/grupo). Vinte minutos depois, a segunda
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injeção de veículo ou anfetamina foi administrada. Após 10 min da segunda injeção, os animais

foram submetidos ao teste de PPI. (B) O tratamento com HU-502 nas diferentes doses não alterou a

resposta de Startle, enquanto a anfetamina aumentou essa resposta. Dados representam a média ±

EPM. *p < 0,05 em relação ao grupo veículo + salina. ANOVA de um fator seguido do teste post-hoc

S-N-K.

5.5 Avaliação do efeito do HU-502 no Teste de Hiperlocomoção induzida por

anfetamina

Como esperado, a anfetamina induziu hiperlocomoção. O HU-502, na dose

de 3 mg/kg, atenuou esse efeito. A ANOVA de duas vias mostrou que houve efeito

da primeira injeção (Figura 9; F1,20 = 14; p < 0,05), houve efeito da segunda injeção

(F1,20 = 74; p < 0,05) e interação entre os fatores (F1,20 = 14; p < 0,05).

Adicionalmente, o teste post-hoc S-N-K indicou diferença significativa entre o grupo

Veículo + Salina e Veículo + Anfetamina (p < 0,05), indicando o aumento da

atividade locomotora induzida pela anfetamina. Além disso, foi observada diferença

entre os grupos Veículo + Anfetamina e HU-502 + Anfetamina, indicando que o

HU-502 atenuou a hiperlocomoção induzida pela anfetamina (p < 0,05). Por si só, o

HU-502 não alterou a atividade locomotora. Esses resultados sugerem que esse

composto possui propriedades tipo-antipsicóticas.
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Figura 9: Tratamento agudo com HU-502 previne a hiperlocomoção induzida por anfetamina (5

mg/kg). A primeira injeção consistiu na administração de veículo ou HU-502 (3 mg/kg; n = 6/grupo).

Vinte minutos depois, a segunda injeção de veículo ou anfetamina foi administrada. Após 10 min da

segunda injeção, os animais foram submetidos à arena por 20 min. Dados representam a média ±

EPM. *p < 0.05 em relação ao grupo veículo + veículo e #p < 0.05 em relação ao veículo +

anfetamina. ANOVA de dois fatores seguido do teste post-hoc S-N-K.

5.6 Tétrade canabinoide

O HU-502 tanto na dose efetiva (3 mg/kg), quanto em uma dose

aproximadamente 3 vezes maior (10 mg/kg), não induziu a tétrade canabinóide. A

ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Dunnett mostrou que, após o

tratamento com essa droga, não ocorreram efeitos significativos no teste de

catalepsia (Figura 10; F3,24 = 1075; p > 0,05), no teste da atividade locomotora (F3,24

= 12,89; p > 0,05) e no teste da placa quente (F3,24 = 21,58; p > 0,05). O teste

não-paramétrico de Wilcoxon mostrou que também não houve efeito significativo do

tratamento na medida da temperatura da cauda (Z = -2,023; p < 0,05),
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diferentemente do WIN55,212-2, que causou todas as alterações da tétrade

canabinóide (p < 0,05).

Figura 10: Tratamento agudo com HU-502 não induz a tétrade canabinóide. Os animais foram

tratados com veículo, HU-502 (3 ou 10 mg/kg) ou WIN55,212-2 (5 mg/kg) e 30 min após iniciou-se a

avaliação da tétrade (n= 5-8/grupo). Dados representam a média EPM; *p < 0.05 em relação ao±
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grupo veículo; (A), (B), (C) pelo teste ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Dunnett; (D)

pelo teste não-paramétrico de Wilcoxon.

6. DISCUSSÃO

O presente trabalho mostrou que o HU-502, nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg,

não aumentou o tempo e nem o número de entrada nos braços abertos dos animais

Swiss submetidos ao LCE. Além disso, tal composto também não alterou a

locomoção dos animais, observada pelo número de entradas nos braços fechados.

Tais achados não corroboram com experimentos da literatura, nos quais o CBD e

outros derivados desse composto foram efetivos no LCE (GUIMARÃES et al., 1990;

BREUER et al., 2016; GOMES; RESSTEL; GUIMARÃES, 2011).

Dentre os possíveis mecanismos de ação para tal efeito do CBD, é de que

esse composto promova o efeito ansiolítico via neurogênese hipocampal, por meio

da facilitação da neurotransmissão endocanabinoide, levando à ativação dos

receptores CB1 e CB2, em animais cronicamente estressados. O bloqueio dos

receptores CB1 e CB2 previnem a ação ansiolítica do CBD, fortalecendo essa

proposição (CAMPOS et al., 2013; FOGAÇA et al., 2018). Existem evidências

também de que esse mecanismo dependa da neurotransmissão mediada pelos

receptores 5-HT1A, de modo que o pré-tratamento com o antagonista desses

receptores bloqueia o efeito ansiolítico do CBD (RUSSO et al., 2005; CAMPOS E

GUIMARÃES, 2008; GOMES; RESSTEL; GUIMARÃES, 2011; FOGAÇA et al.,

2014; MARINHO et al., 2015).

O HU-502 nas diferentes doses também falhou em reduzir o tempo de

imobilidade no Nado Forçado. Paradoxalmente, é sugerido na literatura que tanto o
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CBD, quanto seus compostos derivados, possuem efeitos tipo-antidepressivos

nesse mesmo teste de desespero comportamental induzido (EL-ALFY et al., 2010;

BREUER et al., 2016).

Apesar do mecanismo de ação antidepressivo do CBD não ser totalmente

compreendido, acredita-se que há o envolvimento dos receptores CB1, já que

diversas evidências indicam que os endocanabinoides estejam envolvidos na

regulação do humor e na fisiopatologia de transtornos afetivos (GUIMARÃES et al.,

2014). Os receptores CB1 estão densamente localizados em regiões relacionadas

ao controle do humor, e animais geneticamente modificados que não expressam

esse receptor apresentam alterações comportamentais semelhantes a produzidas

por estímulos depressivos (GUIMARÃES et al., 2014). Existem também evidências

que o CBD possa afetar muitos outros alvos farmacológicos fora do sistema

endocanabinoide como, por exemplo, ser um agonista dos receptores de serotonina

5-HT1A ou facilitar essa neurotransmissão (RUSSO et al., 2005; ZANELATI et al.,

2010). Corroborando essas proposições, efeitos tipo-antidepressivos do CBD foram

bloqueados pelo pré-tratamento com antagonistas dos receptores 5-HT1A e CB1

(ZANELATI et al., 2010; SARTIM; GUIMARÃES; JOCA, 2016).

O HU-502 falhou em apresentar um efeito ansiolítico e antidepressivo.

Primeiramente, acreditamos que a ausência de efeito ansiolítico e antidepressivo

poderia ser justificada pela linhagem de camundongo utilizada. Estudos

comparativos sugerem que o tempo despendido nos braços abertos no LCE difere

significativamente entre diferentes linhagens (RODGERS et al., 1993; TRULLAS et

al., 1993). Dados da literatura também demonstram que, geralmente, a linhagem

Swiss apresenta muito pouca ou quase nenhuma imobilidade diante de situações
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controle, e que ela não seria adequada para o teste do nado forçado (CAN et al.,

2011). Diante dessa situação, em seguida foram feitos testes em animais C57BL/6,

uma das linhagens de camundongos mais comumente utilizada nestes testes

comportamentais.

Entretanto, independente da linhagem, o HU-502 nas diferentes doses não foi

capaz de apresentar efeito ansiolítico ou antidepressivo significativo. A partir de uma

análise mais detalhada, uma possível explicação da ausência do efeito pode estar

relacionada aos animais veículos. Em todos esses experimentos, o tempo nos

braços abertos e o número de entradas dos animais veículos geralmente são

valores menores, assim como o tempo de imobilidade é normalmente maior, quando

baseados em trabalhos obtidos como referência para esse projeto (EL-ALFY et al.,

2010; BREUER et al., 2016; SALES et al., 2018). Com o valor desses parâmetros

diferente do que é normalmente proposto, o efeito ansiolítico e antidepressivo não

puderam ser observados. Entretanto, outros experimentos com diferentes modelos

preditivos poderiam ser realizados para confirmar a ausência de efeito do HU-502

como ansiolítico e antidepressivo. Uma outra alternativa seria aumentar a dose do

HU-502 para doses semelhantes às efetivas do CBD e observar se há efeito ou não.

O HU-502 também não apresentou efeito tipo-anticompulsivo. Nenhuma das

doses foi capaz de reduzir o número de esferas enterradas, diferente do que já foi

observado com o CBD e outros derivados (CASAROTTO et al., 2010; BREUER et

al., 2016). Uma possibilidade, novamente, seria aumentar a dose do HU-502 – para

uma dose similar à efetiva do CBD – e observar se há presença ou não de um efeito

tipo-anticompulsivo.

51



Para investigar o possível efeito antipsicótico do HU-502 nos efeitos positivos

da esquizofrenia, a anfetamina foi utilizada para induzir hiperlocomoção. Este

composto aumenta a atividade locomotora dos animais ao diminuir a taxa de

recaptação das monoaminas e facilitar a liberação destas na fenda sináptica,

favorecendo, assim, a neurotransmissão dopaminérgica no estriado (MARCHESE et

al., 2009; HEAL et al., 2013). A anfetamina também foi utilizada para induzir prejuízo

no filtro sensório-motor (PPI). Acredita-se que isso ocorra através do aumento da

atividade dopaminérgica no circuito mesolímbico (MANSBACH; GEYER; BRAFF,

1988; SWERDLOW et al., 1990).

Nossos dados do PPI mostram que o HU-502 foi capaz de atenuar o prejuízo

no PPI na dose de 3 mg/kg, nas diferentes intensidades sonoras, e bloquear a

hiperlocomoção induzida por anfetamina, nessa mesma dose. Tais efeitos

corroboram com os dados da literatura, onde o CBD e seus análogos também

melhoram a agitação psicomotora e o déficit no filtro sensório-motor, visto em

diversos testes comportamentais realizados (ZUARDI et al., 1995; LONG; MALONE;

TAYLOR, 2005; MOREIRA; GUIMARÃES, 2005; ZUARDI et al., 2006; ZUARDI et

al., 2012; GOMES et al., 2015; PEDRAZZI et al., 2015; ELSAID; BREUER et al.,

2016; KLOIBER; FOLL, 2019).

Analisando com mais detalhes esses estudos, percebe-se que a dose mínima

geralmente utilizada para avaliar os efeitos do CBD é a de 15 mg/kg (MOREIRA;

GUIMARÃES, 2005; GOMES et al., 2015; PEDRAZZI et al., 2015). Entretanto, em

nossos achados, a dose efetiva do HU-502 foi de 3 mg/kg, demonstrando que uma

dosagem menor desse composto foi capaz de ter o mesmo efeito tipo-antipsicótico

do CBD. Uma possível explicação para esse fenômeno está relacionada à adição de
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um átomo de Flúor na molécula do CBD, o que pode ter aumentado a sua

estabilidade metabólica e lipofilicidade, refletindo no aumento da potência dessa

molécula (PARK; KITTERINGHAM; O'NEILL, 2001; BREUER et al., 2016).

Não se sabe ao certo o(s) mecanismo(s) pelo qual o CBD pode melhorar os

sintomas psicóticos. Acredita-se que ele possa promover esse efeito pelo agonismo

parcial de receptores D2 (SEEMAN, 2016) ou por intensificar a sinalização

promovida pela anandamida (LEWEKE et al., 2012). O envolvimento dos receptores

CB2 e TRPV1 também são possíveis, visto que a ativação desses receptores pode

reverter o prejuízo no filtro sensório-motor em modelos animais sensíveis à

antipsicóticos (LONG; MALONE; TAYLOR, 2006; KHELLA; SHORT; MALONE,

2014). Adicionalmente, evidências indicam que o CBD possivelmente atenua a

sensibilização dopaminérgica na via mesolímbica, através da ativação direta da via

de sinalização mTOR/p70S6 kinase nessa região (RENARD et al., 2016).

Dessa forma, os próximos passos desse projeto estão direcionados a

investigar o(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) o HU-502 exerce esse efeito

tipo-antipsicótico e, mais especificamente, avaliar se, assim como para os efeitos do

CBD, o sistema endocanabinoide está envolvido. Além disso, como apenas os

sintomas positivos e o déficit no PPI foram considerados nos experimentos deste

trabalho, seria importante futuramente avaliar o efeito do HU-502 nos sintomas

negativos e cognitivos da esquizofrenia.

Vale ressaltar que apenas a teoria dopaminérgica da esquizofrenia foi levada

em conta nesse projeto. Seria interessante a realização de experimentos utilizando

um antagonista de receptores NMDA, com o objetivo de estudar o efeito do HU-502

sobre a teoria glutamatérgica desse transtorno (KRYSTAL et al., 1994). Estudos
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mostram que o CBD pode atenuar o prejuízo cognitivo e prevenir o déficit na

interação social, induzidos após administração prévia do antagonista de receptores

NMDA MK-801 (GOMES et al., 2015).

Assim como o CBD, o HU-502 nas doses utilizadas não induziu a tétrade

canabinóide – um conjunto de efeitos promovidos por agonistas exógenos de

receptores CB1, como o THC, que limitaria o seu uso na clínica (EL-ALFY et al.,

2010). A droga utilizada na dose efetiva (3 mg/kg), e em uma dose

aproximadamente três vezes maior (10 mg/kg), não induziu catalepsia,

hipolocomoção, hipotermia ou nocicepção. Dessa forma, a ausência da indução de

efeitos tipo-THC pelo HU-502 pode indicar que esse composto não produziria

efeitos psicotomiméticos observados com doses elevadas de THC em humanos.

7. CONCLUSÃO

Com base no que foi apresentado, sugere-se que o HU-502, nas doses

utilizadas, não possui atividade tipo-antidepressiva, tipo-ansiolítica ou

tipo-anticompulsiva. Por outro lado, o HU-502 atenuou o prejuízo no teste de

Inibição pelo Pré-pulso (PPI) e a Hiperlocomoção induzida por anfetamina. Estes

resultados fornecem evidências preliminares de uma possível atividade

tipo-antipsicótica dessa droga, principalmente na dose de 3 mg/kg.

Dessa forma, sugerimos que as modificações químicas feitas na molécula do

CBD, dando origem ao HU-502, foram efetivas em melhorar seus efeitos

farmacológicos nos testes preditivos para drogas antipsicóticas, além de não

induzirem a tétrade canabinóide.
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