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RESUMO

BRIGANTE, T.A.V.. Avaliacdo de toxicidade de psicofarmacos com potencial
terapéutico. 2019. 92f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

O canabidiol (CBD) ¢ um composto encontrado na espécie Cannabis sativa que ja teve sua
eficdcia reconhecida para o tratamento de epilepsia grave, além de atualmente ser estudado
para o tratamento de diversas doencas do sistema nervoso. Medicamentos a base de
canabidiol ja sdo utilizados em diversos paises. No Brasil, a liberacdo tem sido discutida e
com importantes avangos desde 2014. A Ayahuasca ¢ um cha psicoativo origindrio da
Amazonia, amplamente utilizado por tribos indigenas e seitas religiosas. A Ayahuasca tem
sido recentemente estudada por seu amplo potencial terapéutico para tratar distirbios
psiquiatricos, como ansiedade, depressdo, vicios em drogas de abuso e doengas degenerativas.
Dentro deste contexto, para garantir a seguranca da populacdo que podera fazer uso dessas
substancias ¢ essencial que estudos de toxicidade sejam realizados. Para avaliar a toxicidade
intrinseca das substancias foram realizados ensaios de neurotoxicidade e teratogenicidade. O
organismo-teste utilizado para estes ensaios foi o zebrafish devido a diversas vantagens
apresentadas por este organismo, sendo as principais delas, a transparéncia do corion e da
larva que permite a observacdo das estruturas internas, e a semelhanca do cédigo genético
com de mamiferos. Desta forma, o presente trabalho visa fornecer subsidios para a avaliacao
da seguranga do CBD, de um derivado sintético de CBD e ayahuasca, por meio da avaliagdo
de toxicidade utilizando abordagens diferentes empregando embrides de zebrafish. A
acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima envolvida nas vias de neurotransmissdo sinaptica.
Sua atividade tem sido amplamente utilizada como biomarcador em estudos de
neurotoxicidade. A AChE ¢ expressa cedo em zebrafish, desde o estdgio embriondrio. Neste
trabalho, a atividade da AChE foi avaliada pelo teste de Ellman adaptado para microplaca.
Um planejamento experimental foi utilizado para otimizar o preparo de amostra para essa
andlise. DanioScope ¢ um software que permite avaliar alteragdes morfologicas e
comportamentais precoces no zebrafish. O uso deste software no laboratorio foi
implementado e padronizado pelo desenvolvimento deste trabalho. Nenhuma malformagao foi
observada na analise morfologica de embrides expostos a todas as concentracdes testadas de
CBD e derivado sintético de CBD. No entanto, houve atraso na eclosdo apos exposi¢cdo ao
CBD (EC50 = 754 ng/L) e apos a exposi¢ao ao derivado sintético do CBD (EC 50 = 776
pg/L). Além disso, a exposicao a estes canabindides resultou em aumento da atividade motora
em 24 hpf com LOEC para a exposi¢do ao CBD de 20 pg/L e ao derivado sintético do CBD,
LOEC de 70 pg/L). Esta diferenca encontrada na atividade motora ndo se mantes nos demais
periodos avaliados. Os embrides expostos a0 CBD ndo apresentaram diferencas na atividade
da acetilcolinesterase. A exposi¢do a Ayahuasca na maior concentragdo testada (1000 ppm)
resultou em reducdo da taxa de embrides com bexiga natatdria inflada (<10%). Além disso,
esta concentracdo de ayahuasca afetou o desenvolvimento dos olhos ja que a medida da éarea
dos olhos mostrou-se reduzida nos embrides expstos a esta concentracdo. Em menores
concentragdes, a exposicdo a ayahuasca ndo alterou o desenvolvimento dos embrides no
periodo testado.

Palavras-chave: Canabidiol; Ayahuasca; Avaliacdo de Toxicidade; Zebrafish.
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1 INTRODUCAO

1.1 Substincias com potencial para uso terapéutico no tratamento de desordens

psiquiatricas

Cannabis sativa ¢ uma planta que tem sido usada com finalidade medicinal por
milénios e em diversos paises. As primeiras evidéncias de cultivo da Cannabis sativa datam
de 4000 anos antes de Cristo (a.C) na China. No Ocidente, ha evidéncias de seu uso medicinal
a partir de meados do século XIX, com diminui¢do do interesse clinico no inicio do século
XX (ZUARDI, 2006).

Os compostos mais estudados da Cannabis sativa sio o A’-tetra-hidrocanabinol
(THC) e o canabidiol (CBD). O THC tem ac¢ao psicoativa, causando alteragdes de percepcao e
comportamento, o que estimula o uso recreativo e o abuso da planta. Ja o canabidiol (Figura
1) ¢ um componente ndo psicoativo da Cannabis sativa, e tem sido estudado devido a seu
potencial terapéutico para o tratamento de inimeras desordens psiquiatricas (CRIPPA;

ZUARDI; HALLAK, 2010).

Figura 1 — Estrutura quimica do canabidiol

Fonte: PubChem Database, 2019

O potencial terapéutico do CBD ¢ devido a interagdo com o sistema nervoso central
(SNC) em vérias vias, incluindo a interagdo com o sistema endocanabindide, receptores de

serotonina e mecanismos intracelulares (CAMPOS et al., 2012; IZZO et al., 2009). O CBD ja
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teve sua eficacia reconhecida para o tratamento de epilepsia grave, apesar do mecanismo de
acdo e seguranga a longo prazo ndo estarem bem elucidados (DEVINSKY et al., 2014). Além
disso, esta substincia tem sido estudada para o tratamento de diversas doengas do sistema
nervoso, como esclerose multipla, depressdo, ansiedade e no tratamento dos sintomas
psicoticos na doenga de Parkinson (BRUCKI et al., 2015; CHAGAS et al., 2014; DEVINSKY
etal., 2014; WALDO ZUARDI et al., 2012).

Medicamentos & base de canabidiol j& s@o utilizados em varios paises, como Estados
Unidos e Canadé. No Brasil, a liberagdo tem sido discutida e com importantes avangos nos
ultimos anos. No ano de 2014, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
autorizou a prescri¢ao e importacdo do CBD em mais de 200 casos de pacientes com epilepsia
grave (BRUCKI et al., 2015). Em 2015, a Agéncia retirou o canabidiol da lista de substancias
proibidas, facilitando assim a importagdo do farmaco pelos pacientes. No final de 2016, o
canabidiol passou a integrar a lista de substancias vendidas no Brasil sob prescri¢do do tipo A,
portanto tendo a tarja preta em sua embalagem. Essa decis@o foi importante, pois a partir dela
as industrias farmacéuticas podem pedir o registro de medicamentos a base do CBD. Em
janeiro de 2017, a ANVISA aprovou o primeiro medicamento a base de canabindides, o
Mevatyl®, que contém CBD e THC e ¢ indicado como parte do tratamento para esclerose
multipla. E em maio de 2017, a ANVISA incluiu a Cannabis sativa na lista de plantas
medicinais, passando a integrar agora a lista de Denominagdes Comuns Brasileiras, medida
tomada também como esfor¢o para facilitar o registro de medicamentos pelas industrias
(ANVISA, acesso em abril de 2018). Considerando esses avangos, diversos grupos tém
desenvolvido moléculas andlogas ao canabidiol para aumentar a eficacia, pureza e melhorar as
caracteristicas farmacodinamicas e farmacocinéticas do CBD (MORALES; REGGIO;
JAGEROVIC, 2017).

Além do CBD, outro derivado de planta amplamente utilizado para outras finalidades
tem sido recentemente estudado para uso terapéutico: a Ayahuasca (AYA). A Ayahuasca ¢
um cha psicoativo obtido pela infusdo do caule de Banisteriopsis caapi e folhas de Psychotria
viridis, plantas originarias da Amazonia. A AYA ¢ amplamente utilizada por tribos indigenas
e grupos religiosos como Santo Daime e Unido do Vegetal. O interesse por essas religioes se
espalhou pelo mundo todo, aumentando o wuso deste cha em diversas regides
(DOMA-NGUEZ-CLAVAO et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2016).

A Banisteriopsis caapi contém os alcaldides harmina, harmalina e tetrahidroharmina

(Figura 2), que também sdo conhecidos como beta-carbolinas, devido a presenca da estrutura
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triciclica beta-carbolina nesses alcaloides. As beta-carbolinas agem bloqueando, de forma
reversivel, a atividade da enzima monoamina-oxidase (MAQO). A MAO ¢ responsavel pela
metabolizacdo de neurotransmissores enddgenos, assim como pela metabolizagdo de aminas
exogenas. O bloqueio da atividade da MAO ¢ um reconhecido mecanismo antidepressivo, ja
que aumenta os niveis de neurotransmissores como a serotonina, dopamina e noradrenalina

(DOMA-NGUEZ-CLAVAO et al., 2016).

Figura 2 — Estrutura quimica das principais -carbolinas presentes na Ayahuasca

Harmina Harmalina Tetrahidroharmina

Fonte: PubChem Database, 2019

O principal componente da Psychotria viridis ¢ a N, N-dimetiltriptamina (DMT), que
¢ uma amina psicodélica metabolizada pela MAO. A estrutura quimica do DMT ¢ mostrada
na Figura 3. O DMT interage com diversos receptores do sistema nervoso central e pode
causar efeitos sensoriais, como alucinacdes e alteragdes fisioldgicas. A interagdo do DMT
com as beta-carbolinas resulta em efeitos especificos ja& que as beta-carbolinas inibem a
metabolizacdo do DMT, permitindo a circulagdo sistémica dessa substincia e possibilitando
que alcance o sistema nervoso central e desenvolva sua agdo. Um dos mais importantes
mecanismos do DMT ¢ o agonismo aos receptores 5-HT 4, 5S-HT24 € 5-HT,¢ da serotonina
(DOMA-NGUEZ-CLAVAO et al., 2016). O agonismo ao receptor 5-HT,4 tem sido descrito
para diversas substincias alucindgenas, porém o agonismo ao receptor 5-HT;n tem sido
associado a efeitos antidepressivos e ansioliticos. Além disso, 0o DMT também interage com
receptores envolvidos no combate ao estresse oxidativo, atuando como antioxidante indireto

(DOMA-NGUEZ-CLAVA® et al., 2016; FRECSKA; BOKOR; WINKELMAN, 2016).

Tamires Amabile Valim Brigante



Figura 3 — Estrutura quimica da dimetiltriptamina

Fonte: PubChem Database, 2019

Nos ultimos anos, a AYA tem sido amplamente estudada devido a seu potencial para
uso terapéutico no tratamento de distirbios psiquiatricos. Santos et.al. em estudo realizado em
2007, associaram o uso da AYA com reducao significativa da desesperanca e dos sintomas de
panico (SANTOS et al., 2007). Barbosa et. al. em 2005, associaram a ingestdo de AYA a
reducdo da intensidade de sintomas psiquidtricos menores apds uma semana do uso da AYA
durante cerimonia religiosa (BARBOSA et al., 2005 apud SANTOS et al., 2016). Moraléz-
Garcia et. al. demostraram em 2017, em estudo realizado in vitro, que as beta-carbolinas
promovem neurogénese de células de adultos, que contribui para efeitos antidepressivos
(MORALES-GARCIA et al., 2017). A AYA tem sido estudada também para o tratamento de
doengas neuro-degenerativas, como a doenca de Alzheimer e Parkinson, e no combate ao
abuso de drogas (DOS SANTOS et al., 2016; FRECSKA; BOKOR; WINKELMAN, 2016).

Para compreender o potencial do Canabidiol e da Ayahuasca de causar danos a satde
nas condigdes em que estdo sendo estudadas para uso terapéutico ¢ importante que se faga a
avaliagdo de toxicidade dessas substancias. Assim, neste trabalho realizamos diversos ensaios
com diferentes abordagens visando contribuir para a avaliacdo da seguranca do uso destes

compostos em doses terapéuticas.
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1.2 Avaliacao de toxicidade

Para que uma substancia seja utilizada como medicamento de forma segura, seja ela
de origem natural ou sintética, ¢ importante que sua eficacia e seguranga sejam garantidas.
Por isso, além das pesquisas relacionadas ao mecanismo e doses de agdo das substincias,
ensaios de avaliacdio de toxicidade sdo imprescindiveis. A aprovacdo de um novo
medicamento passa pelos estudos pré-clinicos e pelos estudos clinicos. Os estudos pré-
clinicos correspondem a avaliagdo da eficacia e avaliacdo de toxicidade, e sdo realizados por
ensaios in vitro € testes em animais; € os estudos clinicos envolvem os testes em humanos,
aumentando o nimero de paciente em cada fase do estudo (KATZUNG; TREVOR, 2017; —
livro; FDA, 2019).

Ha esfor¢os da comunidade cientifica em reduzir o uso de animais na pesquisa desde a
década de 1950, quando comegaram a surgir as primeiras preocupagdes com o uso exacerbado
de animais (HUME; LOND, 1957). Em 1959, Russel e Burch divulgaram o principio dos
3R’s, que se origina do inglés “Reduction, Replacement and Refinement” e trata da reducgdo da
quantidade de animais utilizados (Reduction), da substituicdo de testes (Replacement) e da
reducdo do sofrimento dos animais (Refinament) (RUSSEL and BURCH, 1959). Desde entao,
houve um avango significativo no desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de
animais, ¢ atualmente hd uma variedade de técnicas que incluem ensaios in vitro, como
cultura de células, ensaios ex vivo, como o usando tecidos de animais recém abatidos para
outra finalidade e ensaios in silico, que s3o baseados em simulacdes computacionais.
(TAYLOR, 2019).

Zebrafish tém sido aceito como um modelo alternativo que preenche as caracteristicas
do principio dos 3 R’s e o interesse por sua utilizagdo como organismo modelo para pesquisas
biomédicas, ambientais e toxicoldgicas tem aumentado nos ultimos anos devido as
implicagdes éticas. A atual legislacdo da Unido Europeia (EU Directive 2010/63/EU) sobre a
protecdo de animais utilizados para fins cientificos considera que os estdgios iniciais do
desenvolvimento do zebrafish ndo precisam de prote¢do, uma vez que embrides e larvas nao
alcancaram a alimentacdo exdgena e, portanto, ndo exigem regulamentacdo (Directive,
2010/63/EU; SCHOLZ et al., 2008; BEEKHUIJZEN et al., 2015), embora no Brasil seja
obrigatoria a aprovagdo dos protocolos pelas Comissdes de Etica no Uso de Animais. Os
testes com embrides de zebrafish tém sido propostos como uma alternativa para a substitui¢ao

dos experimentos com animais adultos ndo s6 devido as implica¢des éticas, mas também
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devido a vantagens experimentais (BEEKHUIJZEN et al., 2015; SCHOLZ et al., 2008). A
transparéncia no estagio-larval, além da fecundacdo e desenvolvimento externo colaboram
para que os ensaios sejam realizados sem a necessidade de sacrificar o animal progenitor, o
que condiz com o refinamento. E a reducdo, estd na economia de animais de ordem superior
utilizados para a aprovagdo de novos medicamentos, j4 que o zebrafish permite triar as
substancias e descartar as candidatas que apresentarem toxicidade. Além disso, por sofrer os
processos de absor¢do, distribuicdo, metaboliza¢do e excrecdo, o uso do zebrafish reduz a
diferenga de resultados obtidos entre os ensaios in vitro e os ensaios in vivo (BHUSNURE;
MANE; GHOLVE, 2015).

O zebrafish (Danio rerio) (Figura 4), popularmente conhecido como paulistinha ou
peixe-zebra, é um teledsteo de pequeno porte (3-4 cm), nativo de rios do Sul da Asia (india,
Bangladesh, Nepal e Paquistdo), pertencente a familia dos Cyprinidae, a ordem dos
Cypriniformes ¢ a espécie Danio rerio. A denominacdo de peixe-zebra se deve ao padrao de
pigmentacao, caracterizado pela presenga de 5 listras longitudinais preto-azuladas alternadas
com listras branco-prateadas que se estendem pelo corpo e pela nadadeira anal e caudal

(LAWRENCE, 2007; SCHOLZ et al., 2008).

Figura 4 — Zebrafish adulto
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Fonte: Préprio autor

Devido as similaridades anatomicas e genéticas com outros vertebrados, inclusive
humanos, o zebrafish tem sido amplamente utilizado em diversos estudos, com destaque para
estudos genéticos e neuroldgicos. Cerca de 70% dos genes humanos possuem gene ortdélogo
de zebrafish (HOWE et al., 2013). Além disso, esse organismo apresenta barreira hemato-
encefalica similar & de vertebrados superiores, ¢ como o desenvolvimento embrionério e
larval ocorre externamente ao corpo da progenitora, o acesso para estudo do SNC ¢ facilitado
(MUSSULINI et al., 2013; SCHMIDT; STRAHLE; SCHOLPP, 2013).

A estrutura basica do SNC em peixes apresenta semelhancas com o de mamiferos e os

mesmos neurotransmissores € receptores sdo encontrados, inclusive receptores do sistema
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endocanabinoide ja foram identificados em zebrafish (MIGLIARINI; CARNEVALI 2009;
PANULA et al., 2010; VAZ; OUTEIRO; FERREIRA, 2018). Além disso, muitos dos genes
envolvidos nas altera¢des neuronais humanas foram identificados nesta espécie de peixe e o
padrdo de expressdo pode ser facilmente estudado, o que torna este organismo uma alternativa
vantajosa para ensaios de neurotoxicidade (PANULA et al., 2010). Para a elucidacdo de
efeitos toxicos no sistema neuroldgico, utilizam-se testes que permitem a avaliacdo das
fungdes motoras, sensoriais, autondmicas e cognitivas, pois alteragdes comportamentais sao
correlacionadas com a identificacdo de lesdes neurotdxicas. A importancia destes estudos ¢
que muitas das alteracdes comportamentais dos organismos-teste tém correlagio com
alteracdes em humanos (KLAASSEN, 2013).

A fertilizacdo gera grande numero de ovos (cerca de 100 a 200 por dia, por fémea), e
estes ovos sdo transparentes, o que possibilita a observagdo das estruturas. O desenvolvimento
ocorre rapidamente, pois de 2 a 3 dias apos fertilizagdo ocorre a eclosdo e inicia-se o estagio
larval, e 5 dias apos a fertilizacdo, a organogénese dos principais 6rgdos ¢ concluida. A
maturidade sexual ¢ atingida em cerca de 3 meses. Além disso, 0s ovos apresentam cerca de
0,7 mm de didmetro, sendo portanto, relativamente grande quando comparado ao de outras
espécies (SCHOLZ et al., 2008; SPENCE et al., 2007). O ciclo de reprodu¢do curto e com
estagios bem definidos, e outras caracteristicas como a facil manutencdo em laboratorio,
fazem do zebrafish uma interessante alternativa de organismo modelo para avaliagdo da
toxicidade de componentes quimicos, tanto para o meio ambiente quanto para humanos
(SCHOLZ et al., 2008).

O teste de toxicidade de embrido de peixe utilizando estagios embrio-larvais de
zebrafish ou Fish Embryo Acute Toxicity Test (FET) avalia a toxicidade de medicamentos,
produtos quimicos ou de efluentes nos estagios de vida de embrides e larvas (EMBRY et al.,
2010; LOMBA et al, 2019). Com esses testes, ¢ possivel avaliar a cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade, toxicidade do desenvolvimento, além da neurotoxicidade (MCGRATH; LI,
2008; PARNG et al., 2007).

Este projeto, avaliamos os efeitos teratogénicos e neurotoxicos de substdncias com
potencial terapéutico, por isso maior énfase serd dada a estes efeitos. Varios parametros sao
utilizados para o estudo de neurotoxicidade em embrides e larvas de zebrafish. A
acetilcolinesterase, que pode clivar rapidamente a acetilcolina em colina e acetato, ¢ uma
enzima critica para a transmissao sinaptica entre neurdnios tanto em sinapses colinérgicas

quanto entre jungdes neuromusculares. Estas atividades configuram a base de muitas das

Tamires Amabile Valim Brigante



funcdes bioldgicas essenciais, tais como o batimento cardiaco, respiracdo, digestdo, e a
atividade cerebral (FISCHER et al., 2015). Um dos efeitos causados por xenobidticos consiste
em mudancas na sinalizacdo colinérgica que conduzem a um desequilibrio nos niveis de
acetilcolina extracelular. A inibicdo da acetilcolinesterase resulta na hiperestimulacdo dos
receptores de acetilcolina pos-sindpticos, o que leva a aberragdes fisiologicas que vao desde a
disfun¢do comportamental a morte (HAVERROTH et al., 2015) Assim, a acetilcolinesterase
foi descrita como um biomarcador bem estabelecido para varios contaminantes ambientais.
Praguicidas organofosforados e carbamatos sdao exemplos de moléculas que modulam a
atividade dessa enzima (FISCHER et al., 2015).

Além da atividade de colinesterase, a atividade locomotora do zebrafish ¢ uma analise
complementar e pode ser avaliada visualmente ou por aquisi¢do de imagem continua, usando
uma camera infravermelha. O nimero de movimentos, a duragdo e a distancia percorrida em
um determinado periodo de tempo podem ser avaliados (MCGRATH; LI, 2008).

Nesse contexto, existe a abordagem de triagem de alto rendimento (High
Throughput Screening), que se tornou possivel devido a uma combinacdo de um rapido
aumento do poder de processamento dos computadores com as ferramentas de gravacdo de
video sensiveis que geram dados fenotipicos automatizados com alta resolugdo espacial e
temporal. Um sistema automatizado ndo-invasivo, que pode analisar mais animais em menos
tempo, e pode avaliar muitos processos simultaneamente, proporciona uma eficiéncia que nao
s0 traz um aumento significativo no rendimento, mas também uma diminuicdo da implica¢ao
¢tica da utilizacdo de animais (BRUNNER; NESTLER; LEAHY, 2002). Triagens de alto
rendimento, além de testar peixes individuais com vérios endpoints para gerar um grande
niumero de dados, podem usar o video-monitoramento simultaneo de multiplos peixes
nadando em grupos (STEWART; GERLAI; KALUEFF, 2015).

Uma vez que a produ¢do de estimulo, quantificagdo comportamental e reconhecimento
e interpretacdo fenotipicos sdo agora cada vez mais informatizados, a triagem usando
embrides e larvas de zebrafish esta se tornando cada vez mais automatizada e com maior
rendimento (STEWART; GERLAI; KALUEFF, 2015).

Para um teste ser aceito como uma alternativa a um teste convencional, além de
parametros como a adequagdo, confiabilidade e reprodutibilidade, tanto a partir de um ponto
de vista cientifico quanto regulatorio, uma das caracteristicas mais importantes ¢ a correlacao
entre os resultados obtidos com o potencial alternativo e o teste a ser substituido. Uma revisao

detalhada publicada por Lammer et al. (2009), ndo s6 mostrou dados sobre a toxicidade em
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embrides e larvas de peixe para cerca de 150 compostos, mas também os comparou com
dados existentes de toxicidade aguda de 81 destes compostos em cinco espécies de peixe
diferentes comumente testados usando o protocolo da Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD) n° 203 (OECD 203, 1992). Lammer e colaboradores
concluiram que o teste de toxicidade em embrides forneceu dados de toxicidade aquatica de
qualidade semelhante quando comparados os dados gerados em adultos, realizados em 5
espécies comumente testadas (Lepomis macrochirus, Oncorhynchus mykiss,, Oryzias latipes,
Pimephales promelas, e Danio rerio) (EMBRY et al., 2010; LAMMER et al., 2009).

Dentro deste contexto, este trabalho visou avaliar a toxicidade a exposi¢do ao
canabidiol e ayahuasca por meio de estudos de seus efeitos tdxicos em concentragdes
proporcionais as esperadas em exposi¢cdes humanas, pois, estas substancias t€ém potencial para
serem utilizadas como farmacos psiquiatricos. Além disso, testamos também a toxicidade de

um produto a base de CBD, obtido de forma sintética para comparagao.
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6 Conclusdo

Tamires Amabile Valim Brigante



63

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho colaboram para a demonstracdo de seguranca dos
compostos estudados, colaborando com a confirma¢do do potencial terapéutico destes
compostos.

As metodologias otimizadas durante este trabalho se mostraram viaveis para contribuir
com a avaliacdo de toxicidade de substincias que poderdo ser utilizadas no tratamento de
diversos disturbios psiquicos. O planejamento fatorial realizado para a otimiza¢do dos
parametros da avaliacdo da atividade da acetilcolinesterase permitiu que o método fosse
otimizado em poucas etapas, seguindo o principio dos 3R’s ja que o numero de embrides
utilizados para otimizag¢do foi menor do que se fosse realizado pela otimizag¢do univariada,
além da reducdo de descarte de reagentes.

A implementacdo do software DanioScope permitiu avaliar efeitos precoces causados
pela exposicdo a substancias quimicas. Por gerar dados quantitativos, os ensaios realizados
utilizando o software demonstram maior precisdo e sensibilidade nos resultados,
possibilitando encontrar efeitos precoces que ndo seriam possiveis sem o auxilio do software,
além de descartar diferencas entre observadores que poderia levar a resultados inconclusivos.

Em relagdo a avaliacdo de letalidade e subletalidade dos canabinoides, a letalidade nao
foi observada apds a exposicdo as concentragdes estudadas dos canabindides e da ayahuasca.
Os canabinoéides levaram ao efeito subletal de atraso na eclosdo, sendo que a EC50 do CBDS
foi bem proxima e ainda maior do que a EC50 do CBD, indicando que o CBDS seria menos
toxico do que o CBD. Para ambas as moléculas, o atraso na eclosdo ocorreu apenas em altas
concentragdes. Ja os embrides expostos a ayahuasca na concentragdo de 1000 ppm
apresentaram o efeito subletal de reducdo na taxa de embrides com bexiga natatéria inflada, o
que também ocorreu apenas em concentragao elevada.

A exposicdo dos embrides de zebrafish aos canabindides ndo causou alteragdes
morfoldgicas durante seu desenvolvimento no periodo e nas concentragcdes estudadas.
Enquanto que a exposi¢do a Ayahuasca levou a uma discreta redugdo na area dos olhos.

Os ensaios de avaliagdo de alteracdo comportamental demonstraram que a exposicao
aos canabinoides testados modularam alteracdes na movimentacdo em curto periodo de
exposicao (24 hpf), com o LOEC do CBDS maior que do CBD. Estes efeitos foram revertidos
nas etapas seguintes do desenvolvimento dos embrides. E em 24hpf, a exposi¢ao a ayahuasca

levou a reducdo na movimentacdo dos embrides na maior concentragdo testada. A alteracao
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na movimentagdo ¢ um efeito precoce que demonstra o potencial das substancias em causar
neurotoxicidade, porém as substancias testadas apenas demonstraram modular o
comportamento em concentragdes muito elevadas, indicando o baixo potencial de toxicidade
destas substancias.

Ensaios bioquimicos auxiliam na elucida¢do da avaliacdo de neurotoxicidade. Este
trabalho utilizou o ensaio de avaliacdo da atividade da acetilcolinesterase, e a exposi¢cdo ao
CBD nao foi capaz de alterar este pardmetro bioquimico, refor¢ando seu baixo potencial de
causar neurotoxicidade.

Portanto, este trabalho gerou dados cientificos importantes que contribuem para a
elucidagdo do potencial toxico do canabidiol, derivado sintético de canabidiol e ayahuasca,
colaborando entdo para a avaliagdo de seguranga destas substancias, ja que todas elas
possuem potencial para tratar disturbios psiquicos, € podem vir a ser usadas por pessoas de
caracteristicas variadas. No caso do canabidiol e ayahuasca a populacdo j& tem contato com
estas substancias devido ao uso recreativo ou religioso, porém ¢ importante que estudos de

toxicidade sejam realizados para dar embasamento a regulamentagao.
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