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RESUMO
CORTEZ, I. L. Tratamento com HU-910, um agonista de receptores CB2,

reverte alterac6es comportamentais em um modelo de esquizofrenia
baseado no antagonismo de receptores NMDA. 2021. Dissertacéo (Mestrado).

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, 2021.

Os farmacos utilizados para o tratamento da esquizofrenia, apesar de atenuarem
0s sintomas positivos da doenca, ndo melhoram o0s sintomas negativos e 0s
prejuizos cognitivos e possuem baixa tolerabilidade, resultando em altos indices
de descontinuacao do tratamento. Evidéncias recentes sugerem que o sistema
endocanabinoide pode ser um novo alvo no tratamento da esquizofrenia. O
receptor CB2 modula a neurotransmissdo dopaminérgica e atenua o efeito de
citocinas pro-inflamatoérias e a ativagdo microglial, alteracbes observadas em
pacientes com esquizofrenia. Modelos animais baseados na administracao de
antagonistas de receptores NMDA, como o MK-801, e de drogas que
potencializam a neurotransmissao dopaminérgica, como a anfetamina, sao
amplamente utilizados para o estudo da neurobiologia da esquizofrenia e de
drogas com propriedades antipsicoticas. Nesse estudo avaliamos a capacidade
do HU-910, uma agonista de receptores CB2, em reverter alteracdes
comportamentais relacionadas a esquizofrenia em modelos baseados no
tratamento agudo e repetido com MK-801 e no tratamento agudo com
anfetamina, bem como a capacidade do composto em induzir a tétrade
canabinoide, um conjunto de alteracbes comportamentais (analgesia,
hipolocomocao, catalepsia e hipotermia) resultante da ativacdo de receptores
CB1. Em camundongos machos C57BL/6, o tratamento agudo com HU-910 (30
mg/kg) preveniu a hiperlocomogé&o induzida pelo MK-801 (0,25 mg/kg), mas n&o
pela anfetamina (2,5 mg/kg). O HU-910, per se, diminuiu a atividade locomotora
basal dos animais. Adicionalmente, o tratamento agudo com o HU-910 (3, 10 e
30 mg/kg) atenuou o prejuizo induzido pela administracdo de MK-801(0,25
mg/kg) e de anfetamina (5 mg/kg) no teste de inibicdo pelo pré-pulso. O
tratamento repetido por 14 dias com MK-801 (0,5 mg/kg) ndo induziu prejuizo de
interacdo social, porém promoveu déficit cognitivo no teste de reconhecimento

de objetos e esse prejuizo foi revertido pelo tratamento repetido com HU-910. O



pré-tratamento com AM630 (0,1 e 0,3 mg/kg), um antagonista de receptores
CB2, nédo bloqueou os efeitos do HU-910 no teste de reconhecimento de objetos.
Entretanto, o AM630 (1 mg/kg) bloqueou o efeito do HU-910 na hiperlocomocéao
induzida por MK-801 (0,25 mg/kg). O tratamento agudo com HU-910 possuiu
efeito antinociceptivo no teste da placa quente, entretanto ndo induziu outras
alteracdes que caracterizam a tétrade canabinoide. Esses resultados sugerem
que o HU-910 produz efeitos tipo-antipsicéticos em modelo animal baseado no
antagonismo de receptores NMDA. Além disso, o tratamento agudo com o HU-
910 nao induz os quatro efeitos da tétrade canabinoide, indicando auséncia de

acao sobre receptores CB1.

Palavras-chaves: HU-910; esquizofrenia; CB2; canabinoide
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ABSTRACT

CORTEZ, I. L. Treatment with HU-910, a CB2 receptors agonist, reverses the
behavioral changes in a model of schizophrenia based on antagonism of
NMDA receptors. 2021. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Medicina de

Ribeirdao Preto — Universidade de Sao Paulo, 2021.

Drugs used for schizophrenia treatment, despite attenuating the positive
symptoms, do not improve the negative symptoms and cognitive impairments. In
addition, they show low tolerability, which has been associated with high rates of
treatment discontinuation. Recent evidence suggests that the endocannabinoid
system may be a target for schizophrenia treatment. The CB2 receptor modulates
dopaminergic neurotransmission, attenuates the effects of pro-inflammatory
cytokines and microglial activation. All these changes have been observed in
schizophrenia patients. Animal models based on the administration of NMDA
receptor antagonists, such as MK-801, and drugs that potentiate dopaminergic
neurotransmission, such as amphetamine, are widely used to study the
neurobiology of schizophrenia and drugs with antipsychotic properties. Here, we
evaluated whether HU-910, a CB2 receptor agonist, would reverse
schizophrenia-related behavioral changes in models based on acute and
repeated treatment with MK-801 and acute treatment with amphetamine. We also
investigated the ability of HU-910 to induce the cannabinoid tetrad, a set of
behavioral changes (analgesia, hypolocomotion, catalepsy, and hypothermia)
resulting from CB1 receptors activation. In male C57BL/6 mice, the acute
treatment with HU-910 (30 mg/kg) prevented MK-801-induced hyperlocomotion
(0.25 mg/kg) but not amphetamine-induced hyperlocomotion (2.5 mg/kg). HU-
910, per se, decreased the animals' basal locomotor activity. Also, the acute
treatment with HU-910 (3, 10, and 30 mg/kg) attenuated the impairments in the
pre-pulse inhibition test induced by MK-801 (0.25 mg/kg) and amphetamine (5
mg/kg). The repeated treatment with MK-801 (0.5 mg/kg) for 14 days did not
induce social interaction impairment but promoted cognitive deficit in the object
recognition test, which was reversed by repeated treatment with HU-910.
Pretreatment with the CB2 receptor antagonist AM630 (0.1 and 0.3 mg/kg) did
not block the effects of HU-910 in the object recognition test. However, AM630



(1 mg/kg) blocked the effect of HU-910 on the MK-801-induced hyperlocomotion.
The acute treatment with HU-910 had an antinociceptive effect in the hot plate
test. However, it did not induce other changes that characterize the cannabinoid
tetrad. These results suggest that HU-910 produces antipsychotic-like effects in
an animal model based on the antagonism of NMDA receptors. Also, acute
treatment with HU-910 does not induce the cannabinoid tetrad, indicating no

action on CB1 receptors.

Keywords: HU-910; schizophrenia; CB2; cannabinoids
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1. INTRODUCAO
1.1.Esquizofrenia

1.1.1. Aspectos gerais do transtorno

A esquizofrenia € um transtorno psiquiatrico crénico e complexo que
acomete cerca de 1% da populagcdo mundial, se destacando como uma das
principais causas de incapacidade (OMS, 2017). A expectativa de vida de um
individuo diagnosticado com esquizofrenia é reduzida em 15 anos (Chang et al.,
2011) e o risco de mortalidade do paciente com o transtorno é de duas a trés
vezes maior em relacdo a populacao geral (McGrath et al., 2008). Apesar de
anos de intensa pesquisa, as causas da esquizofrenia ainda n&do sé&o
completamente elucidadas, porém, assim como para grande parte dos
transtornos psiquiatricos, acredita-se que a esquizofrenia seja resultado da
interacdo de diversos fatores etiolégicos como, por exemplo, fatores genéticos,
psicoldgicos e socioambientais (Lewis & Lieberman, 2000).

A manifestacdo clinica € heterogénea e os sintomas sdo geralmente
organizados em trés grupos, denominados sintomas positivos, negativos e
cognitivos (Wong & Van Tol, 2003). Os sintomas positivos sao caracterizados
por alucinag@es, delirios e transtornos de pensamento, eventos ausentes na
populacdo geral sadia. Ja os sintomas negativos sado caracterizados pela perda
de funcbes psicoldgicas presentes na populacdo geral, englobando o
embotamento afetivo, perda de motivacéo, disturbios de expresséo de afeto e de
interacdo social (Wong & Van Tol, 2003). Por fim, os sintomas cognitivos estao
relacionados a prejuizos na execucao de tarefas como memoria, atencéo e

funcao intelectual do individuo acometido (Weickert et al., 2000).
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O transtorno € comumente diagnosticado no final da adolescéncia e
inicio da vida adulta apds o primeiro episodio psicético. A esquizofrenia resulta
em elevado impacto econémico, tanto com gastos diretos, como hospitalizacdes
e a farmacoterapia, quanto com gastos indiretos, uma vez que o paciente pode
apresentar longos periodos de incapacidade e improdutividade. Em 2006,
apenas no estado de Sao Paulo, o custo total direto com a esquizofrenia foi
estimado em R$222 milhdes, representando 2,2% do total de gastos em saude
do estado (Leitdo et al., 2006).

Os primeiros farmacos para o tratamento da esquizofrenia foram
desenvolvidos nas décadas de 1950 e 1960 e possuem como principal
mecanismo de acéo o bloqueio de receptores dopaminérgicos D2. Essa primeira
geracdo de antipsicoticos, também chamados de antipsicéticos tipicos, inclui a
clorpromazina e o haloperidol. Embora efetivos no tratamento dos sintomas
positivos, esses farmacos possuem eficicia limitada contra os sintomas
negativos e cognitivos, além de provocarem o0s chamados efeitos
extrapiramidais, caracterizados pelas distonias agudas, Parkinsonismo, acatisia
e discinesia tardia. Assim, novos antipsicéticos foram desenvolvidos na tentativa
de serem eficazes em doses que ndo causariam os efeitos extrapiramidais. Essa
segunda geracdo de antipsicéticos, também chamados de antipsicéticos
atipicos, como a clozapina e risperidona, por exemplo, tém acao sobre diversos
receptores, como receptores D4, D2 e de serotonina (5-HT) (Graeff &
Guimaraes, 2012).

Entretanto, apesar do desenvolvimento de novos modelos animais e
técnicas moleculares para investigar a neurobiologia da esquizofrenia, nenhum

aumento significativo na eficacia dos novos antipsicoticos tem sido demonstrado
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em comparacao aos farmacos desenvolvidos na década de 1950, com excecao
da clozapina, cujo uso, no entanto, € prejudicado pelo potencial desenvolvimento
de agranulocitose grave em cerca de 1% dos usuarios (Lewis & Lieberman,
2008; Lieberman et al., 2005). Além disso, esses farmacos apresentam pouco
ou nenhum efeito sobre os sintomas negativos e cognitivos e também produzem
diversos efeitos adversos (Elvevag & Goldberg, 2000; Hanson et al., 2010). A
baixa tolerabilidade desses farmacos, somado a falta de eficacia, resulta em uma
alta taxa de abandono do tratamento (Lieberman et al., 2005), evidenciando a
necessidade do desenvolvimento de novas drogas que sejam melhor toleradas
e mais eficazes para o tratamento dos sintomas positivos e negativos e nos

déficits cognitivos da esquizofrenia.

1.1.2. Neurobiologia da esquizofrenia: da hipétese dopaminérgica a hipotese

glutamatérgica

Durante muito tempo, a hipétese dominante para explicar a
neurobiologia da esquizofrenia foi a hipétese dopaminérgica, formulada a partir
de duas observacdes. A primeira delas é que a administracdo de compostos
gue aumentam a neurotransmissdo dopaminérgica, como a anfetamina e a
cocaina, induz sintomas psicoticos semelhantes aos experimentados por
pacientes com esquizofrenia em pessoas sadias e exacerba 0s sintomas
positivos em paciente com o transtorno (Seeman & Kapur, 2000). A segunda
evidéncia que suporta a hipotese dopaminérgica € o fato de que o antagonismo
de receptores dopaminérgicos D2 é o principal mecanismo pelos quais 0s
antipsicoticos atualmente disponiveis produzem seus efeitos terapéuticos

(Seeman & Kapur, 2000).
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A hipdtese sugere que uma atividade dopaminérgica excessiva na via
mesolimbica estaria relacionada aos sintomas positivos. Posteriormente, foi
incorporada ideia de que haveria uma reducado na atividade na via dopaminérgica
mesocortical, que estaria relacionada aos sintomas negativos (Davis et al.,
1991). As demais vias dopaminérgicas, nigroestriatais e tuberoinfundibular,
parecem nao possuir relevancia para o transtorno, entretanto possuem papel
importante no que diz respeito aos efeitos colaterais dos antipsicéticos,
principalmente os de primeira geracao (Graeff & Guimaréaes, 2012). O bloqueio
de receptores D2 na via nigroestritatal, via dopaminérgica relacionada ao
controle motor, resulta no distirbio motor conhecido como Parkinsonismo e o
bloqueio de receptores D2 na via tuberoinfundibular, relacionada ao controle da

liberacao fisiologica da prolactina, resulta na hiperprolactinemia.

Embora o papel da dopamina (DA) na neurobiologia da esquizofrenia
seja central e bem aceito, essa hipétese parece néo ser suficiente para explicar,
sozinha, a complexidade da manifestacdo clinica do transtorno. Além disso, o
desequilibrio dopaminérgico parece nao ser intrinseco do sistema, e sim
resultado de alteracdes de vias regulatorias aferentes (Grace, 2017). Krystal e
colaboradores relataram os efeitos distintos da administracdo em humanos de
anfetamina, que potencializa a neurotransmissdo dopaminérgica, e ketamina,
um antagonista de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. Enquanto a
administragcdo de anfetamina resultou na manifestagdo de comportamentos
relacionados aos sintomas positivos (disturbios de pensamento e agitacdo
psicomotora), a administracdo de ketamina produziu alteragdes relacionadas aos
sintomas positivos, negativos e cognitivos (Krystal et al., 2005). Além disso, a

administragcdo de ketamina em pacientes com esquizofrenia exacerba o0s
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sintomas positivos e déficit cognitivo (Lahti et al., 2001; Malhotra et al., 1997).
Nesse contexto, a hipétese glutamatérgica sugere que uma hipofuncdo dos
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA estaria relacionada a alguns aspectos

do transtorno (Jentsch & Roth, 1999).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso central (SNC) e atua através de receptores metabotropicos (mGLU) e
ionotropicos. Os primeiros possuem sete dominios transmembrana e, de acordo
com sua homologia, farmacologia e segundos mensageiros, sédo divididos em
trés grupos: tipo | (MGLU 1 e 5), tipo Il (mGLU 2 e 3) e tipo Il (mGLU 4, 6, 7 e
8); enquanto os receptores ionotropicos possuem trés subtipos: NMDA, AMPA e
cainato (Dingledine et al., 1999; Kew & Kemp, 2005). Dentre os receptores
glutamatérgicos, os do tipo NMDA possuem papel mais relevante na
esquizofrenia. Foi observado reducdo da expressdo de NR1, que codifica a
subunidade obrigatéria GIuN1 dos receptores NMDA, e de NR2, que codifica a
subunidade GIuN2, no cértex pré-frontal (CPF) em pacientes com esquizofrenia
(Weickert et al., 2013). Entretanto, os estudos avaliando os niveis de expressao
de NR1 e NR2 ainda séo contraditérios, sendo reportado aumento, diminuicédo
ou ainda nenhuma alteracao na expressao desses mRNAs (Akbarian et al., 1996;
Beneyto & Meador-Woodruff, 2008; Dracheva et al., 2001; Weickert et al., 2013).
Mohn e colaboradores mostraram que o knockdown da subunidade GluN1 dos
receptores NMDA acarreta alteracbes comportamentais tipo-esquizofrenia em
camundongos. Essas alteracdes foram atenuadas pelo tratamento com
antipsicoticos como haloperidol e clozapina (Mohn et al., 1999). Adicionalmente,
drogas antagonistas de receptores NMDA, como a ketamina, fenciclidina e o MK-

801, sao capazes de induzir alteracdes comportamentais que se assemelham
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aos sintomas da esquizofrenia em humanos sadios e em roedores (Tsai & Coyle,
2002). Essas evidéncias apontam nao sO0 para um papel do glutamato na
esquizofrenia como também sugerem que o0s sistemas dopaminérgico e

glutamatérgico parecem exercer papeis distintos na neurobiologia do transtorno.

1.1.3. Modelos farmacologicos para o estudo da esquizofrenia

Diversos modelos animais para o estudo da esquizofrenia foram
desenvolvidos nos ultimos anos, sendo eles usualmente divididos em modelos
genéticos, modelos baseados em alteracbes no neurodesenvolvimento e
modelos farmacoldgicos (Jones et al., 2011). Os modelos farmacoldgicos sao
baseados nas alteragcbes comportamentais relacionadas a esquizofrenia
induzidas por drogas que potencializam a neurotransmissdo dopaminérgica,
como a anfetamina, e antagonistas dos receptores NMDA, como a fenciclinina,
ketamina e MK-801. Em roedores, a administracdo aguda de estimulantes
dopaminérgicos, como a anfetamina, resulta no aumento da atividade
locomotora e prejuizo no teste de inibicdo pelo pré-pulso (PPI) (Mansbach et al.,
1988; O’Neill & Shaw, 1999). Essas alteracfes comportamentais associadas a
esquizofrenia induzidas pela anfetamina sdo revertidas pela administracdo de

antipsicéticos como haloperidol e clozapina (Andersen & Pouzet, 2001).

A administracdo repetida de anfetamina também induz alteracdes tipo-
esquizofrenia, como diminuicdo do PPI e prejuizo no teste de inibicdo latente,
embora estudos tenham observado efeitos conflitantes em diversos esquemas
de tratamento com a droga (Featherstone et al., 2007). Em roedores, a

administracao repetida de anfetamina induz sensibilizagdo persistente, tendo
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sido observada um ano apos o tratamento com a droga (Paulson et al., 1991). O
pré-tratamento com haloperidol e clozapina € capaz de prevenir essa
sensibilizacdo (Meng et al.,, 1998). Embora a sensibilizacdo induzida pela
administracao repetida de anfetamina seja aceita como um modelo animal mais
robusto do que uma Unica injecdo, o tratamento repetido com anfetamina néo
induz alteracBes comportamentais que poderiam estar associadas aos sintomas

negativos e cognitivos da esquizofrenia (Murray et al., 2008).

Animais tratados com drogas que antagonizam receptores NMDA
apresentam prejuizos no filtro sensério motor e em funcbes cognitivas,
evidenciadas por testes como PPI e reconhecimento de objeto (RO) (Fejgin et
al., 2007; Stefani & Moghaddam, 2005). Além dessas alteracdes cognitivas, o
tratamento com antagonistas NMDA resultam também em prejuizo no teste de

interacdo social (IS) (Rung et al., 2005).

Apesar dessas alteracdes serem observadas com o tratamento agudo,
tem sido proposto que o tratamento crénico com antagonistas NMDA poderia
representar melhor as alteragdes neuroquimicas, comportamentais e
neuroanatdomicas observadas em pacientes com esquizofrenia (Jentsch & Roth.,
1999). Além disso, estudos mostraram a persisténcia dessas alteracdes até seis
semanas apos o fim do tratamento (Hashimoto et al., 2005; Jentsch & Roth,
1999; Nagai et al., 2009). Interessantemente, essas alteracdes foram revertidas
pelo tratamento com antipsicoticos de segunda geracdo, como a clozapina, mas
nao com o antipsicotico de primeira geracdo haloperidol (Bruins et al., 2005;
Hashimoto et al., 2005; Nagai et al., 2009). Sendo assim, a administracdo aguda

e cronica de antagonistas de receptores NMDA tem sido intensamente utilizada
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no estudo de substancias com propriedades antipsicéticas e da fisiopatologia do

transtorno (Bubenikova-ValeSova et al., 2008).

1.2. Sistema endocanabinoide

O sistema endocanabinoide € um sistema de sinalizacdo lipidica que
desempenha um papel relevante no desenvolvimento do SNC, na plasticidade
sinaptica e na resposta a estimulos enddégenos e ambientais (Lu & MacKie,
2016). E formado pelos receptores canabinoides (CB1R e CB2R), seus ligantes
endogenos, denominados endocanabinoides, a anandamida (AEA) e o 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) e pelas enzimas de sintese e degradacdo desses
endocanabinoides (Campos et al, 2016). Diferentemente dos
neurotransmissores classicos, os endocanabinoides sao produzidos e liberados
sob demanda pelo neurbnio poés-sindptico e se ligam aos receptores
canabinoides usualmente localizados no neurdnio pré-sinéptico, atuando, assim,

como neurotransmissores retrogados (Kreitzer, 2005).

Os receptores canabinoides sdo da classe de receptores acoplados a
proteina G e a ativacdo desses receptores resulta na inibicdo da adenilato
ciclase, ativacdo de proteinas quinases e na modulacdo de canais ibnicos
voltagem-dependentes. Essas alteracdes intracelulares resultam, de forma
geral, na diminuicdo da atividade neuronal e inibicAo da liberacdo de
neurotransmissor (Lu & MacKie, 2016). Os receptores CB1 sédo os receptores
canabinoides mais expressos no SNC, em areas como o cortex, hipocampo,
amigdala e outras areas cerebrais envolvidas no controle das fun¢bes motoras

e cognitivas, além de areas relacionadas a motivagéo (Mackie, 2005). Os efeitos
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psicoativos de preparacfes como a maconha, por exemplo, sdo geralmente
atribuidos a ativacdo desses receptores. Em roedores, a administracdo de THC
(fitocanabinoide presente na Cannabis sativa) ou de agonistas CB1 causa um
conjunto de alteragbes comportamentais chamada “tétrade canabinoide”,
caracterizada por diminuicAo da atividade locomotora espontanea
(hipolocomocéo), catalepsia, diminuicdo da temperatura corporal e analgesia

(Silva et al., 2017).

Vérios estudos investigam o envolvimento do sistema endocanabinoide
em diversos transtornos psiquiatricos, dentre eles a esquizofrenia (Fakhoury,
2017). Um estudo clinico mostrou que os niveis de anandamida no liquido
cerebroespinhal de pacientes com esquizofrenia sdo oito vezes mais elevados
quando comparado a individuos saudaveis (Giuffrida et al., 2004). Bioque e
colaboradores relataram a diminuicdo das enzimas sintetizadoras dos
endocanabinoides (NAPE e DAGL) em pacientes no primeiro episodio psicotico
(Bioque et al., 2013). Além disso, alteracBes genéticas em CNR1 e CNR2, genes
qgue codificam os receptores CB1 e CB2, respectivamente, foram associadas a
maior susceptibilidade ao desenvolvimento do transtorno (Bae et al., 2014; Ujike
et al., 2002) e a resposta ao tratamento com drogas antipsicéticas (Guidali et al.,
2011). Essas evidéncias sugerem que o sistema endocanabinoide pode estar

envolvido na complexa neurobiologia da esquizofrenia.

1.3. Receptores CB2 e esquizofrenia

Os receptores CB2 possuem 44% de homologia com os receptores CB1

(Munro et al., 1993) e, inicialmente, foi sugerido que esses receptores seriam
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expressos somente na periferia, principalmente em células do sistema imune.
Entretanto, com o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis e seletivas, foi
possivel demonstrar a expressao desses receptores no SNC (Chen et al., 2017).
Os receptores CB2 sdo expressos em células da glia, como astrécitos e
microéglia, e em algumas populacdes de neurdnios (Chen et al., 2017; Luongo et
al., 2014; Schatz et al., 1997; Zhang et al., 2017). Diferentemente dos receptores
CB1, os receptores CB2 estéo localizados em niveis pos- e pré-sinaptico (Chen

et al., 2017; Sanchez-Zavaleta et al., 2018).

Diversas evidéncias apontam que alteracdes nos receptores CB2 estao
relacionadas a esquizofrenia. Foi descrito em pacientes com esquizofrenia um
aumento na frequéncia de dois polimorfismos no CNR2 que resultam na perda
de funcdo desses receptores (Ishiguro et al., 2010). Além disso, pacientes com
esquizofrenia aguda tratados com antipsicéticos e pacientes no primeiro episédio
psicotico ndo tratados apresentaram menores niveis de receptores CB2
periféricos quando comparados a voluntarios sadios (Bioque et al., 2013; De

Marchi et al., 2003).

1.3.1. Receptores CB2 e a neurotransmissao dopaminérgica

Conforme discutido anteriormente, o desbalanco no sistema
dopaminérgico € uma caracteristica bem descrita da fisiopatologia da
esquizofrenia (Grace & Gomes, 2019). A hiperatividade dopaminérgica estriatal
esta relacionada aos sintomas psicoticos do transtorno, como as alucinagdes e
delirios. Diversas aferéncias modulam a neurotransmissdo dopaminérgica

alterando a liberacdo de dopamina, seus efeitos pos-sindpticos e o padrdo de
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disparo dos neurdnios dopaminérgicos (Grace, 2017). De forma geral, aferéncias
glutamatérgicas resultam na excitabilidade de neurbnios dopaminérgicos
enquanto aferéncias GABAérgicas inibem a atividade dopaminérgica (Fiorillo &
Williams, 1998; Paladini & Tepper, 2016). A funcdo dopaminérgica também pode
ser modulada através da ativacdo de receptores D2 pré-sinapticos, resultando
em feedback negativo da liberacdo de DA (Beckstead et al., 2004). Estudos
indicam que o sistema endocanabinoide pode modular o sistema dopaminérgico
e comportamentos relacionados a DA (Canseco-Alba et al., 2019; Manzanares

et al., 2018; Xi et al., 2011).

Animais knockout para receptores CB2 (CB2KO) apresentam
comportamentos comumente relacionados a sintomas da esquizofrenia, tais
como prejuizo no teste de PPI, prejuizos cognitivos e aumento da resposta a
cocaina (Ortega-Alvaro et al., 2011). A infusédo local de AM630, antagonista dos
receptores CB2, no nucleo accumbens (NAc) aumenta a atividade locomotora e
o nivel extracelular de DA em animais wild-type (WT) e knockout para receptores
CB1 (CB1KO), mas ndo em animais CB2KO (Xi et al., 2011). Além disso, drogas
gue ativam receptores CB2, como o agonista JWH133, sdo capazes de atenuar
0 aumento da atividade locomotora induzida por cocaina, a autoadministracao
de cocaina e diminuir os niveis de DA no NAc em animais WT e CB1KO, mas
ndo em animais CB2KO (Xi et al., 2011). Essas evidéncias indicam que 0s
receptores CB2 modulam a fun¢do dopaminérgica. Entretanto, 0s mecanismos

pelos quais tal modulagéao ocorre ainda ndo sdo completamente elucidados.

Os receptores CB2 sao expressos no corpo celular de neurbnios
dopaminérgicos da area tegmental ventral (VTA) e em seus terminais no NAc,

onde sdo co-localizados com receptores D2 (Aracil-Fernandez et al., 2012;
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Zhang et al., 2017). Estudos de eletrofisiologia mostram que a administracéo de
JWH2133 inibe o disparo de neurdnios dopaminérgicos na VTA in vivo e ex vivo
(Ma et al., 2019a). Ma e colaboradores mostraram também que a administracéo
de JWH133 reduz a transmissao sinaptica glutamatérgica em neurénios DA na
VTA, porém o blogueio farmacoldgico dessa transmisséo sinaptica nao foi capaz
de inibir os efeitos do JWH133 sobre a atividade neuronal dopaminérgica na
regido. Esse achado indica que os receptores CB2 poderiam atuar diretamente
em neurdnios dopaminérgicos na VTA (Ma et al.,, 2019a). Mais estudos séo
necessarios para a melhor compreensdo do papel modulatorio dos receptores
CB2 na neurotransmissdo dopaminérgica e como a manipulacdo farmacologica
desses receptores poderia ser benéfica no tratamento de transtornos
psiquiatricos que envolvam o sistema dopaminérgico em sua neurobiologia,

como a esquizofrenia.

1.3.2. Receptores CB2 e a neuroinflamacéao

A microglia tem papel fisiolégico importante no desenvolvimento
sinaptico e na plasticidade, além de realizar o escaneamento constante do
ambiente através de seus prolongamento (Wolf et al., 2017). Entretanto, a
ativacdo prolongada dessas células pode resultar em danos e injdrias, como
reducdo da expresséo de parvalbumina em interneurénios GABAérgicos e poda
singptica anormal durante o desenvolvimento do SNC, eventos que tem sido

associado a esquizofrenia (Perkins et al., 2020; Sellgren et al., 2019).

Pacientes com esquizofrenia apresentam aumento nos niveis séricos de

citocinas pro-inflamatorias como IL-2, IL-6 e IL-8 e nos niveis de IL-13 no liquido
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cerebroespinhal (Lin et al., 1998; Séderlund et al., 2009; Zhang et al., 2002).
Além disso, a resposta imune materna a infeccbes no periodo perinatal pode
interferir no neurodesenvolvimento do feto e isso estaria relacionado a um maior
risco de desenvolvimento do transtorno (Ashdown et al., 2006; Bland et al.,
2010). Outra evidéncia que aponta uma desregulacdo imune em pacientes com
esquizofrenia € o aumento da densidade de micréglia e de marcadores de
ativacdo microglial em estudos post-mortem e de neuroimagem (Doorduin et al.,

2009; van Berckel et al., 2008; Van Kesteren et al., 2017).

A expressdo de receptores CB2 em células da glia pode ser alterada
dependendo do estado de ativagdo dessas células, sendo baixa no cérebro
saudavel e elevada em condi¢des patoldgicas ou diante de estimulos internos e
externos (Carlisle et al., 2002; Maresz et al., 2005). A ativacdo desses receptores
inibe a liberacdo de mediadores inflamatérios e aumenta a liberacéo de citocinas
anti-inflamatérias (Benito et al., 2008; Lisboa et al., 2016). Além disso, esses
receptores modulam a ativacdo, proliferacdo e a migracdo de células da

microéglia (Carrier et al., 2004; Ehrhart et al., 2005; Walter et al., 2003).

A delecao de receptores CB2 exacerba a resposta neuroinflamatéria em
modelos animais de injaria cerebral causada por isquemia/reperfusdo e de
encefalomielite autoimune (Palazuelos et al., 2008; Zarruk et al., 2012; M. Zhang
et al., 2009). De maneira oposta, estudos com cultura de micréglia mostraram
que o tratamento com agonistas CB2 seletivos, JWH133 e HU-308, reduz a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (Martin-Moreno et al., 2011; Ramirez et
al., 2005). Estudos in vivo também mostram os efeitos anti-inflamatérios da
ativacdo de receptores CB2 em modelos animais (Gomez-Galvez et al., 2016;

Palazuelos et al., 2009; Sagredo et al., 2009).
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Uma vez que parte dos pacientes com esquizofrenia apresentam
aumento na densidade de microglia ativada e nos niveis de citocinas proé-
inflamatorias, a modulacdo dessas alteracbes parece ser uma estratégia

terapéutica promissora (Moniji et al., 2013; Roche & Finn, 2010).

1.4. HU-910, um agonista de receptor canabinoide tipo 2 (CB2)

O composto HU-910, um agonista dos receptores CB2, foi sintetizado
pelo grupo do Prof. Raphael Mechoulam, da Hebrew University, Israel. Estudo
recente sugere que, entre os agonistas CB2 disponiveis no mercado, ele seja
um dos mais seletivos no sentido de ativar a via canodnia do receptor, tendo
pouco efeito como agonista tendencioso (“bias agonist”) quando comparado, por
exemplo, com o HU-308 e JWH-133 (Soethoudt et al., 2017). Assim como estes
compostos, o HU-910 foi capaz de atenuar a injaria no tecido hepatico e a
expressao de citocinas pro-inflamatoérias e quimiocinas hepaticas induzida por
isquemial/reperfusdo (Horvéath et al., 2012). Além disso, em um trabalho mais
recente, o HU-910 promoveu melhora significativa na recuperacgéo funcional de
ratos apos lesdo cerebral traumatica (LCT). Esse efeito foi abolido pelo pré-
tratamento com o SR144528, um antagonista/agonista inverso de receptores

CB2, e ausente em animais knockout para esses receptores (Magid et al., 2019).
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2. HIPOTESE

Considerando que o receptor CB2 parece ter um importante papel na
modulacao da liberacdo de dopamina na area tegmental ventral e pode inibir a
ativacdo de microglia, dois fenbmenos associados as manifestacdes clinicas
observadas na esquizofrenia, a hipotese do presente trabalho é a de que o
tratamento agudo e repetido com HU-910 em camundongos teria efeito tipo-
antipsicotico, em modelos animais de esquizofrenia baseados na administracéo
de MK-801 e anfetamina. Além disso, esses efeitos seriam dependentes da

ativacao de receptores CB2.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a propriedades tipo-

antipsicoticas do tratamento com HU-910 em modelos animais de esquizofrenia

baseados no antagonismo de receptores NMDA e na administracdo de

anfetamina.

3.2.0bjetivos Especificos

Avaliar se o tratamento agudo com o HU-910 inibe a hiperlocomocgé&o
induzida pelo tratamento com MK-801 ou anfetamina.

Avaliar se o tratamento agudo com o HU-910 reverte o prejuizo
induzido por anfetamina ou por MK-801 no teste de inibigdo pelo pré-
pulso (PPI).

Avaliar se o tratamento repetido com HU-910 reverte prejuizos
induzidos pelo tratamento repetido com MK-801 nos testes de
interacdo social (IS) e reconhecimento de objetos (RO).

Avaliar se os efeitos do HU-910 sobre os prejuizos induzidos por MK-
801 nos testes de RO e hiperlocomocéo sdo dependentes da ativagcao
do receptor CB2.

Avaliar se o HU-910 produz os efeitos caracteristicos da tétrade

canabinoide.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais foram utilizados
camundongos C57BL/6 machos, com 7 semanas de idade no inicio do
tratamento, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP-USP). Os animais permaneceram no biotério do
departamento, em grupos de até 5 animais por caixa (41 x 33 x 17cm), sob ciclo
de luz (12 h claro/12 h escuro, sendo o periodo claro iniciado as 6:00 h A.M.),
temperatura de 23 + 1°C e umidade controlada, além de livre acesso a agua e a
comida, excetuando-se o periodo da realizacao dos testes comportamentais. O
protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
em Experimentacdo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo, registrado com o numero 115/2019.

4.2. Drogas

e AM251 (Tocris, USA); veiculo: 1% DMSO e salina. Dose de 1 mg/kg
(baseado em Silva et al., 2017).

e AMG630 (Tocris, USA); veiculo: 1% DMSO e salina. Doses de 0,1 e 0,3
mg/kg para tratamento repetido (baseadas em Rodrigues da Silva et
al., 2020) e 1 mg/kg para avaliagéo da atividade locomotora (baseado
em Silva et al., 2017).

¢ Anfetamina (Pervitin®, Brasil); veiculo: salina. Dose 2,5 mg/kg para
teste de hiperlocomocéao (baseado em Rodrigues da Silva et al., 2020)
e 5 mg/kg para teste de PPI (baseado em Moreira & Guimaraes,

2005).
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e Clozapina (Sigma, EUA); Veiculo: salina. Dose de 1 mg/kg (baseada
em Rodrigues da Silva et al., 2020).

e HU-910 (Doado pelo Professor Raphael Mechoulam, Hebrew
University, Israel); veiculo: 3% DMSO, 2% Tween 80 e salina. Doses
de 0,3; 1; 3; 10 e 30 mg/kg (baseada em Horvath et al., 2012).

e MK-801 (Sigma, EUA); veiculo: salina. Doses de 0,25 mg/kg e 0,5
mg/kg para os testes agudos e para o tratamento repetido,
respectivamente (baseadas em Rodrigues da Silva et al., 2020).

e WINS5,212-2 (Tocris, USA); Veiculo: 2% Tween 80 e salina. Dose de

5 mg/kg (baseada em (Silva et al., 2017).

4.3. Procedimentos experimentais

4.3.1. Hiperlocomocéao

A administracdo sistémica aguda de drogas como a anfetamina e
antagonistas de receptores NMDA, como o MK-801, aumentam a atividade
locomotora e a reversdo dessa hiperlocomocao pode ser um teste preditivo para
atividade de drogas antipsicoticas (O’'Neill & Shaw, 1999; Diana & Sagratella,
1994). Para avaliar se o tratamento com HU-910 preveniria a hiperlocomocao
induzida por MK-801, os animais receberam uma injecao via intraperitoneal (i.p.)
de HU-910 (0,3; 1; 3; 10 ou 30 mg/kg) ou salina. Apés 10 minutos da primeira
injecdo, os animais receberam uma injecdo de MK-801 (0,25 mg/kg) ou salina.
Decorridos 20 minutos da segunda inje¢ao, os animais foram posicionados no
centro de uma arena circular de acrilico (40 cm de diametro x 40 cm de altura)

onde puderam percorrer livremente toda a arena por um periodo de 20 minutos.
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A distancia total percorrida pelos animais foi registrada com o auxilio do software
Any-Maze (Stoelting, Irlanda). Para avaliar o envolvimento dos receptores CB2
no efeito do HU-910 sobre a hiperlocomocéao induzida por MK-801, os animais
receberam uma injecdo de AM630 (1 mg/kg; i.p.) ou veiculo. Apds 10 minutos da
primeira injecao, 0os animais receberam uma injecdo de HU-910 (30 mg/kg; i.p.)
ou veiculo. Em seguida, 10 minutos apds, 0s animais receberam a terceira
injecdo, de MK-801 (0,25 mg/kg; i.p.) ou salina e, apés 20 minutos da ultima
injecdo, foram posicionados na arena e a atividade locomotora foi avaliada por

20 minutos.

Para avaliar se 0 HU-910 seria capaz de prevenir a hiperlocomocéao
induzida por anfetamina, os animais foram tratados com uma injecdo via
intraperitoneal (i.p.) de HU-910 (3, 10, 30 e 60 mg/kg) ou veiculo e apds 20 ou
60 minutos (experimentos independentes), os animais foram tratados com uma
segunda injecéo (i.p.) de anfetamina (2,5 mg/kg) ou salina. Apds 10 minutos da
injecdo de anfetamina, os animais foram submetidos a arena e a distancia total
percorrida foi registrada com o auxilio do software Any-Maze® durante 20

minutos.

4.3.2. Atividade locomotora

Para avaliar o efeito do HU-910 sobre a atividade locomotora, os animais
receberam uma injecdo (i.p.) de HU-910 (30 mg/kg) ou veiculo e, apos 30
minutos, foram submetidos a arena circular durante 20 minutos. Para avaliar o
mecanismo de acédo do HU-910 sobre a atividade locomotora, os animais foram

tratados com uma injegcdo (i.p.) de AM251 (1 mg/kg), AM630 (1 mg/kg) ou
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veiculo. Apos 10 minutos da primeira injecdo, 0s animais receberam uma injecéo
(i.p.) de HU-910 (30 mg/kg) e, apés 30 minutos, foram submetidos a arena

circular e a atividade locomotora avaliada durante 20 minutos.

4.3.3. Teste de inibic&o pelo pré-pulso (PPI)

A resposta de sobressalto (geralmente classificada como uma resposta
defensiva) a um estimulo intenso e repentino € atenua pela apresentacdo de um
estimulo prévio de mesma natureza, mas de menor intensidade. O teste de
inibicdo pelo pré-pulso € um teste utilizado para avaliar a funcdo do filtro
sensorio-motor, sabidamente prejudicada em pacientes com esquizofrenia (Braff
et al.,, 1999). Além disso, essa disfuncdo pode ser reproduzida em modelos
animais para o transtorno e revertida pelo tratamento com antagonistas
dopaminérgicos, como 0 antipsicético de primeira geracdo, haloperidol

(Mansbach et al., 1988).

O teste de PPI foi realizado simultaneamente em dois sistemas idénticos
de resposta de sobressalto (Med Associates, EUA) com ruido de fundo constante
de 65 dB. Ap6s 5 minutos de habituacdo, os pulsos e pré-pulsos foram
apresentados de maneira randémica durante 37 minutos. O pulso consiste em
um ruido branco de 105 dB (com duracdo de 20 ms), enquanto o pré-pulso
compreende tons puros de 7000 Hz e intensidades iguais a 80, 85 e 90 dB (com
duracéo de 10 ms). O peso padréo foi apropriado para camundongos (40g) e o
ganho no amplificador de células de carga foi ajustado para 150 unidades
arbitrarias (AU). Apés um periodo de aclimatacdo de 5 min, foi apresentado aos

animais uma série de 10 estimulos de pulso para a habituacdo dentro da sesséo
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ao estimulo de sobressalto e ndo foram considerados para a analise estatistica

do teste.

O teste consistiu em 64 apresentacdes aleatorias de estimulo divididas
em oito grupos diferentes (com intervalos regulares de 30 ms entre os estimulos),
sendo apenas pulso (105 dB), pré-pulso isolado (80, 85 e 90 dB), pré-pulso +
pulso (com intervalo de 100 ms) ou nenhum estimulo. A resposta média de
sobressalto acustico aos testes de pulso (P) e de cada ensaio de pré-pulso +
pulso (PP + P) foi registrada para cada animal e os resultados estdo
apresentados como porcentagem de inibicdo do sobressalto pelo pré-pulso (%
PPI), calculada de acordo com a seguinte formula: %PPI = 100 — [100 x (PP +

P/P)].

Para avaliar se o HU-910 seria capaz de prevenir o prejuizo induzido
pelo MK-801 no PPI, os animais receberam uma injecao (i.p.) de HU-910 (3, 10
e 30 mg/kg) ou veiculo. Apés 10 minutos, os animais receberam uma injecéo
(i.p.) de MK-801 (0,25 mg/kg; i.p.) ou salina. Decorridos 20 minutos desta Ultima
injecdo, o teste foi iniciado. Para avaliar o efeito do HU-910 sobre 0s prejuizos
induzidos pela anfetamina, um grupo independente de animais recebeu uma
injecdo (i.p.) de HU-910 (3, 10 e 30 mg/kg) ou veiculo e apds 20 minutos, uma
injecao (i.p.) de anfetamina (5 mg/kg) ou salina. Decorridos 10 minutos desta

ultima injec&o o teste foi iniciado.

4.3.4. Tratamento repetido com HU-910 em um modelo baseado na

administracéo repetida de MK-801
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Para avaliar o efeito do tratamento repetido com HU-910, o MK-801 foi
administrado duas vezes ao dia por 14 dias consecutivos (0,5 mg/kg; i.p.) e um
dia apos o fim do tratamento, portanto, no 15° dia de tratamento, as injecdes de
HU-910 (3, 10 e 30 mg/kg) ou clozapina (1 mg/kg) foram administradas uma vez
ao dia por 7 dias consecutivos (i.p.). Apés 48 horas da ultima injecdo de HU-910,
os animais foram submetidos aos testes de interacao social e habituacéo a arena

e 24 horas depois, ao teste de reconhecimento de objetos.

ISe Habi}uagéo

T - il
| | ! o
- ' — RO
MK 801 (0,5 mg/kg) ou salina 'HU-910, Clozapina
ou veiculo

Figura 1. Desenho experimental do tratamento repetido com MK-801 e HU-910.
Representacdo esquemética do procedimento experimental de pré-tratamento com MK-
801, seguido pelo tratamento repetido HU-910 (3; 10 e 30 mg/kg) ou clozapina (1
mg/kg), mostrando os dias de tratamento e dos testes a serem realizados. IS, interagdo

social; RO, reconhecimento de objeto.

Para avaliar o envolvimento dos receptores CB2 no efeito do HU-910
sobre o prejuizo causado pelo tratamento repetido com o antagonista dos
receptores NMDA, o MK-801 foi administrado duas vezes ao dia por 14 dias
consecutivos (0,5 mg/kg; i.p.). Nos 7 dias subsequentes, os animais foram
tratados com AM630 (0,1 mg/kg ou 0,3 mg/kg; experimentos independentes;

i.p.). Ap6s 10 minutos da injecdo do antagonista, os animais receberam uma
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injecdo de HU-910 (30 mg/kg; i.p.). Setenta e duas horas apés a ultima injecéo,

os animais foram submetidos ao teste de reconhecimento de objetos.

Habituacdo

| A i S
T

MK 801 (0,5 mg/kg) ou salina AM-630+ HU-910 RO

Figura 2. Desenho experimental do tratamento repetido com MK-801, AM630 e HU-
910. Representagdo esquematica do procedimento experimental de pré-tratamento com
MK-801, seguido pelo tratamento repetido com AM-630 (0,1 mg/kg ou 0,3 mg/kg) e HU-
910 (30 mg/kg), mostrando os dias de tratamento e dos testes a serem realizados. RO,

reconhecimento de objeto.

4.3.4.1. Interacao Social (IS)

O teste de IS é utilizado para o estudo dos sintomas negativos da
esquizofrenia (Ellenbroek & Cools, 2000). O teste foi realizado em uma caixa
retangular de acrilico (28 x 17 x 13 cm), onde os animais (testado e nao familiar)
foram posicionados em lados opostos para explorar a caixa livremente por um
periodo de 10 min. O tempo total de comportamentos sociais ativos executados
pelo camundongo "teste", tais como cheirar, seguir, fazer grooming e subir sobre
o camundongo nao familiar, foram registrados. Os animais testados ndo foram

previamente expostos a caixa do teste e ao animal ndo familiar.

4.3.4.2. Reconhecimento de Objetos (RO)

O teste de reconhecimento de objetos é baseado no comportamento
natural dos camundongos em aproximarem-se e explorarem por mais tempo um
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objeto novo em comparacao a um objeto familiar, quando expostos a ambos os
objetos ao mesmo tempo (Ennaceur, 2010). Sendo assim, este teste € utilizado
para o estudo de funcdes cognitivas, como memoria e aprendizagem, as quais

estdo diminuidas em modelos animais de esquizofrenia (Hashimoto et al., 2005).

No dia anterior ao teste, cada animal foi submetido a uma sessao de
habituacdo a arena, com duracédo de 15 minutos. No dia do teste, os animais
foram posicionados na mesma arena contendo dois objetos idénticos, por um
periodo de 10 min (sesséo de aquisicdo) com liberdade para explora-los. Apos
60 minutos do fim da sessédo de aquisicdo, um dos objetos foi substituido por um
objeto novo com tamanho, textura e cor diferentes dos objetos anteriores. Os
animais foram, entdo, novamente colocados na arena contendo este objeto novo
e 0 objeto familiar por um periodo de 5 minutos, registrando-se o tempo de
interacdo com cada objeto (sessdo de retencéo). Todos 0s objetos possuiam,
aproximadamente, 16 cm de altura e peso suficiente para que nédo fossem
deslocados pelos animais durante o experimento. Definiu-se exploracdo dos
objetos como o direcionamento de sua face ao objeto até uma distancia de 2 cm

enguanto o observa, cheira ou toca.

Para analise do tempo de exploracao entre o objeto novo e o familiar foi
utilizado o indice de discriminacao. Este indice foi calculado pela diferenca entre
a exploracao do objeto novo (TN) e do objeto familiar (TF) dividido pelo tempo
de exploracao total do objeto familiar e novo [DI= (TN — TF) / (TN + TF)]. O
resultado pode variar entre valores positivos e negativos, sendo valores positivos
indicativos de maior tempo de exploracdo do objeto novo e valores negativos
indicativo de maior tempo explorando o objeto familiar, enquanto zero indica

auséncia de preferéncia exploratoria.
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4.3.5. Tétrade Canabinoide

A tétrade canabinoide é um conjunto de quatro efeitos classicos da
ativacdo de receptores CB1. Em animais, sdo observadas a hipotermia, a
catalepsia, a antinocicepcdo e a hipolocomocdo. Esses efeitos estéo
relacionados com alguns efeitos adversos produzidos por tratamentos com
agonistas do receptor CB1, incluindo dependéncia. Embora descrito como
agonista seletivo CB2, a auséncia de atividade agonista em receptores CB1 nas
suas eventuais doses antipsicoticas € de relevancia para seu uso clinico. Além
disso, a catalepsia é um teste preditivo para avaliar a possivel presenca de efeito
extrapiramidal em humanos, comum no tratamento com antipsicéticos de

primeira geragdo (Gobira et al., 2013).

Para avaliar se o HU-910 produz os efeitos da tétrade canabinoides, os
animais receberam injecdes (i.p.) de veiculo, HU-910 (30 mg/kg) ou WIN55-212-
2 (5 mg/kg). Todos os animais foram submetidos a sequéncia de quatro testes,

onde o0 WIN55,212-2 (agonista CB1/CB2) foi utilizado como controle positivo.

30 35 37 47
min min min  min

L | N

T1 T2 Injecao de veiculo , HU-910 ou T3 T4 T5 Te
WIN55,212-2 (i.p)

0 min

Figura 3. Representacdo esquematica da tétrade canabinoides. T1: Temperatura
basal da cauda. T2: medida basal da placa quente. T3: teste da catalepsia. T4: medida

da temperatura da cauda. T5: teste da atividade locomotora. T6: teste da placa quente.
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4.3.5.1. Catalepsia

O teste da catalepsia consiste em registrar o tempo que o animal
permanece imovel em uma posi¢cdo imposta pouco comum. Para o teste foi
utilizado uma barra fixa de vidro, a uma altura de 4 cm da superficie da bancada
(Sanberg et al., 1988). Ap6s 30 minutos da injecdo das drogas ou veiculo, os
animais foram posicionados de tal forma que suas patas dianteiras ficaram
apoiadas sobre a barra de vidro. O tempo que ambas as patas permaneceram
sobre a barra foi registrado, sendo o tempo maximo de teste de 300 segundos

(Gomes et al., 2013).

4.3.5.2. Medida da temperatura da cauda

Com uma camera térmica, Termovisor Modelo NV 384
(THERMOCOM®, Nashua, NH 03062, EUA), a temperatura da cauda dos
animais foi registrada antes (basal) e 35 minutos apos a inje¢cdo das drogas ou
veiculo. Para a captura das imagens, a camera foi posicionada a uma distancia
de 50 cm do animal. Foram registradas cinco fotos de cada animal, sendo
coletadas as medidas de 5 pontos distintos da cauda em cada imagem. A medida
para cada imagem foi calculada como a média destes pontos e, para o resultado

final, a média apds o tratamento foi subtraida da média no basal.

4.3.5.3. Atividade locomotora

Este teste avalia possiveis efeitos motores das drogas administradas.

Apds 37 minutos das injecdes, os animais foram colocados, individualmente, em
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uma arena circular de acrilico (40 cm de diametro x 40 cm de altura) e a distancia
total percorrida durante 10 minutos foi registrada e determinada pelo software

Any-maze®.

4.3.5.4. Atividade antinocicptiva

Para analisar a atividade antinociceptiva foi utilizado o teste da placa
guente, que consiste em avaliar a nocicepcao térmica manifestada pelo reflexo
de lamber ou de retirada das patas. Os animais foram posicionados em um
cilindro de plexiglas de 10 cm de diametro sobre uma placa quente, mantida a
aproximadamente 56°C. Foi registrada uma medida basal para os
comportamentos de lamber as patas, “sapatear” ou pular. Apés a manifestacéo
desses comportamentos, os animais foram imediatamente retirados do aparato.
Apos 45 minutos decorridos das injecfes, novas medidas de laténcia para os
mesmos comportamentos foram feitas. O tempo maximo de permanéncia sobre
a placa quente em cada medida foi de 30 segundos, a fim de evitar danos
teciduais aos animais (Kinsey et al., 2011). Os resultados foram expressos em
delta do tempo em segundos, calculado subtraindo o valor apds tratamento do

valor basal.

4.4. Andalise estatistica dos dados

Para todos os testes realizados os dados foram analisados utilizando a
ANOVA de uma via, duas vias e medidas repetidas seguido pelo teste de Tukey.

Os grupos experimentais foram compostos de 6-10 animais, baseados em
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estudos prévios utilizando os mesmos métodos (Rodrigues da Silva et al., 2020;

Gomes et al., 2015). As diferencas foram consideradas significativas se p<0,05.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1: Efeito do HU-910 sobre a hiperlocomocéao induzida por
MK-801 (0,25 mg/kQ).

Houve aumento pronunciado na atividade locomotora nos animais
tratados com MK-801 em relacdo ao grupo tratado com salina (F,30=8,90;
p<0,05). O pré-tratamento com o HU-910 preveniu a hiperlocomocéo induzida
pelo MK-801 quando administrado na dose de 30 mg/kg (p<0,05 vs. veiculo+MK-

801, pbs-teste Tukey; Figura 4).

300 - DVEi + Sal
Bl Vei + MK-801
£ ol x - = [EHU-910 + MK-801
= L T
E i
2 100- T
0 T T T

03 1 3 10 30
Figura 4. Tratamento agudo com HU-910 (30 mg/kg) previne a hiperlocomoc¢éo
induzida pelo MK-801 (0,25 mg/kg). Os animais receberam uma inje¢éo (i.p.) de
veiculo ou HU-910 e 10 minutos depois, uma segunda injecdo de salina ou MK-801.
Ap6s 20 minutos da Ultima injeg&o, a atividade locomotora foi avaliada no campo aberto
durante 20 minutos (n=5-6/grupo). Os dados estdo apresentados como média = EPM.

*p<0,05 em relacdo ao grupo veiculot+salina e #p<0,05 em relacdo ao grupo
veiculo+MK-801. ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.

5.2.Experimento 2: Efeito do HU-910 sobre a hiperlocomocéao induzida pela
anfetamina (2,5 mg/kg).

Os animais tratados com anfetamina apresentaram aumento significativo
da atividade locomotora quando comparado ao grupo controle. O pré-tratamento
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com o HU-910 né&o atenuou a hiperlocomocéao induzida quando administrado 20
minutos antes da anfetamina (F,48=8,09; p>0,05; Figura 5A). O mesmo foi
observado quando administrado 60 minutos antes da anfetamina, onde,
novamente, nenhuma das doses testadas foi capaz de prevenir o aumento da

atividade locomotora induzido pelo anfetamina (Fs,29=6,84; p<0,05; Figura 5B).
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Figura 5. Tratamento agudo com HU-910 néo previne a hiperlocomog¢dao induzida
pela anfetamina (2,5 mg/kg). A. Os animais receberam uma injecéo (i.p.) de HU-910 e
depois de 20 minutos, uma segunda injecéo de anfetamina. Apés 10 minutos da dltima
injecéo, a atividade locomotora dos animais foi avaliada no campo aberto durante 20
minutos (n=8/grupo). B. Os animais receberam uma injecdo (i.p.) de HU-910 e depois
de 60 minutos, uma segunda injecédo de anfetamina. Apds 10 minutos da ultima injecéo,
a atividade locomotora dos animais foi avaliada no campo aberto durante 20 minutos
(n=5-7/grupo). Os dados estdo apresentados como média + EPM. *p<0,05 em relacdo

ao grupo veiculo+salina. ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.
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5.3.Experimento 3: Efeito do HU-910 sobre a atividade locomotora.

O tratamento com HU-910 (30 mg/kg) reduziu a atividade locomotora
dos animais quando comparado ao grupo controle (F, 39=4,20; p<0,05; Figura
6A). O pré-tratamento com 0 AM251 (1 mg/kg) e AM630 (1 mg/kg) ndo bloqueou
o efeito hipolocomotor induzido pelo HU-910 na dose testada. A ANOVA de duas
vias indicou que ndo houve efeito do primeiro tratamento (administracdo de
veiculo, AM251 ou AM630) (Fr42=2,82; p>0,05), houve efeito do segundo
tratamento (administracdo de veiculo ou HU-910) (F@42=22,89; p<0,05),
entretanto ndo houve interacdo entre os tratamentos (F2,42=0,64; p>0,05). Os

antagonistas CB1 e CB2 néo tiveram efeito per se.
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Figura 6. Tratamento agudo com HU-910 (30 mg/kg) reduz a atividade locomotora

espontanea dos animais. A. Animais receberam uma injecao de veiculo ou HU-910 30
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minutos antes do teste do campo aberto (n=7-9/grupo). *p<0,05 em relagéo ao grupo
veiculo. ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. B. Animais receberam uma
injecao de veiculo, AM251 (1 mg/kg) ou AM630 (1 mg/kg). Apds 10 minutos, os animais
receberam uma segunda injecdo de veiculo ou HU-910. Apés 30 minutos da ultima
injecdo, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto (n=8/grupo) *p<0,05
em relacdo do grupo veiculo+veiculo. Os dados estdo apresentados como média +
EPM. ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey.

5.4.Experimento 4: Efeito do HU-910 sobre o prejuizo no PPl induzido pelo

tratamento agudo com anfetamina (5 mg/kg).

O tratamento agudo com anfetamina promoveu diminuigéo significativa
na porcentagem de inibicdo pelo pré-pulso em todas as intensidades de pré-
pulso. ANOVA de medidas repetidas indicou efeito geral significativo do
tratamento (Fs, 45) =5,54; p<0,05), da intensidade de pré-pulso (F, 90=13,37;
p<0,05) e interag&o entre os fatores tratamento e intensidade de pré-pulso (Fqo,
90=2,29). Adicionalmente, a ANOVA de uma via para cada intensidade de pré-
pulso revelou que na intensidade de 80 dB, o HU-910 atenuou o prejuizo
induzido pela anfetamina em todas as doses testadas (F(s,45=2,92; p>0,05). Para
intensidade de 85 dB e 90 dB, foi observado que o HU-910 atenuou o prejuizo
apenas na dose de 3 mg/kg (85 dB: F.45=4,63; p>0,05; 90 dB: F,45=7,77;

p>0,05) (Figura 9). Nenhum dos tratamentos alterou a resposta de sobressalto.
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Figura 7. Tratamento agudo com HU-910 (3, 10 e 30 mg/kg) atenua o prejuizo no

o

Sobressalto (AU)

o

PPl induzido pelo tratamento agudo com anfetamina (5 mg/kg). Os animais
receberam uma injecdo (i.p.) de veiculo ou HU-910 e depois de 20 minutos, uma
segunda injecdo de salina ou anfetamina. Decorridos 10 minutos da Ultima injecdo os
animais foram submetidos ao teste do PPl (n=10/grupo). Os dados estdo apresentados
como média + EPM. *p<0,05 em relagéo ao grupo veiculo+salina. ANOVA de uma via

para cada intensidade de pré-pulso seguida do teste de Tukey.

5.5. Experimento 5: Efeito do HU-910 sobre o prejuizo no PPl induzido

pelo tratamento agudo com MK-801 (0,25 mg/kQ).

O tratamento agudo com MK-801 promoveu diminuigéo significativa na
porcentagem de inibicdo pelo pré-pulso em todas as intensidades testadas e
esse efeito foi atenuado pelo tratamento com HU-910 (30 mg/kg). A ANOVA de
medidas repetidas indicou efeito geral significativo do tratamento (Fs, 47)=16,13;

p<0,05) e da intensidade de pré-pulso (F, 94=34,07; p<0,05), mas nao interacao
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entre os fatores tratamento e intensidade de pré-pulso (Fo, 94=0,47; p>0,05).

Os tratamentos nao alteraram a resposta de sobressalto ao pulso.
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Figura 8. Tratamento agudo com HU-910 (30 mg/kg) atenua o prejuizo no PPI

induzido pelo tratamento agudo com MK-801 (0,25 mg/kg). Os animais receberam

Sobressalto (AU)

uma injecéo (i.p.) de veiculo ou HU-910 e depois de 10 minutos, uma segunda inje¢do
de salina ou MK-801. Decorridos 10 minutos da Ultima inje¢do os animais foram
submetidos ao teste do PPl (n=9/grupo). Os dados estédo apresentados como média +
EPM. *p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo+salina. ANOVA medidas repetidas seguida
do teste de Tukey.

5.6 Experimento 6: Efeito do tratamento repetido com HU-910 sobre os
prejuizos nos testes de IS e RO induzidos pelo tratamento repetido

com MK-801 (0,5 mg/kg).

Interagdo Social: o tratamento repetido com MK-801 n&o induziu prejuizo

no teste de IS (F7,50=0,64, p>0,05; Figura 7).
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Figura 9. O tratamento repetido com MK-801 (0,5 mg/kg) néo produz prejuizo no
teste de interagdo social. Os animais foram tratados duas vezes ao dia com MK-801
(i.p.) ou salina por 14 dias consecutivos. Apés o fim do tratamento com MK-801, os
animais foram tratados uma vez ao dia com veiculo, clozapina (1 mg/kg) ou HU-910.
Apo6s 48hs da ultima injecdo, os animais foram submetidos ao teste de IS (n=8-

10/grupo). Os dados estédo apresentados como a média + EPM. ANOVA de uma via.

Reconhecimento de Objetos: na sesséo de aquisi¢ao, houve preferéncia
pela exploragédo do objeto localizado a direita em relagdo ao objeto localizado a
esquerda nos grupos salina+HU-910, salina+clozapina e MK-801+HU-910 (30
mg/kg) (p<0,05, teste t de Student; Figura 8A). Na sessao de retencdo, o tempo
de exploracdo do objeto novo foi significativamente maior nos grupos
salina+veiculo, salina+HU-910, salina+clozapina, MK-801+HU-910 (3 mg/kg) e
MK-801+HU-910 (30 mg/kg) (p<0,05, teste t de Student; Figura 8B). Os animais
tratados com MK-801+veiculo apresentaram prejuizo cognitivo no teste,
evidenciado pelo menor indice de discriminagcdo em relagdo ao grupo
salinatveiculo (F7,49=2,74; p<0,05; Figura 8C). Essa alteracdo né&o foi
observada nos animais tratados com HU-910 (3, 10 e 30 mg/kg) ou clozapina

(p>0,05 vs. salinat+veiculo, pés-teste de Tukey).

59



A 60- .Esquerdo

*
l [ Direito
E 40 1 * %
o]
o
E
@
= 20 4
0- T T T T T T T T
Vei HU Cloza Vei HU HU HU Cloza
(30) (3) (10) (30)
Sal MK-801
B
.Novo
A0 [ Familiar
E *
S 0 .
s
g 201 %* I
-
2 101 |"'| '
E
-]
: I Il NI ! W]
D' T T T T T T LI T T LI | LI |
Vei HU Cloza Vel HU HU HU  Cloza
(30) (3)  (10)  (30)
Sal MK-801
c
0.8
o
pid
g 084
E -
o
2 04
a
s *
S 0.2
2 T
0.0 T T T T T T
Vei HU Cloza Vei HU HU HU Cloza
(30) (3) (10) (30)
Sal MK-801

Figura 10. Tratamento repetido com HU-910 (30 mg/kg) reverte o prejuizo cognitivo
no teste de reconhecimento de objetos induzido pelo pré-tratamento com MK-801
(0,5 mg/kg). Os animais foram tratados duas vezes ao dia com MK-801 (i.p.) ou salina
por 14 dias consecutivos. Apos o fim do tratamento com MK-801, os animais foram

tratados uma vez ao dia com veiculo, clozapina ou HU-910. Ap6s 72 h da ultima injecgao,
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0s animais foram submetidos ao teste de RO (n=8-10/grupo). A. Tempo de exploracdo
dos objetos idénticos na sessao de aquisicdo. *p<0,05 em relacéo ao objeto localizado
a esquerda, teste t de Student para cada grupo de tratamento. B. Tempo de exploracao
dos objetos novo e familiar. *p<0,05 em relacdo ao objeto familiar, teste t de Student
para cada grupo de tratamento. C. indice de discriminacdo dos animais. *p<0,05 em
relacdo ao grupo salina+veiculo. Os dados estdo apresentados como média + EPM.
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey.

5.7 Experimento 7: Efeito do pré-tratamento com AM630 (1 mg/kg) sobre o
efeito do HU-910 (30 mg/kg) na hiperlocomocao induzida pelo

tratamento com MK-801 (0,25 mg/kg).

O pré-tratamento com AM630 (1 mg/kg) blogueou o efeito do HU-910
(30 mg/kg) em prevenir a hiperlocomocéo induzida por MK-801 (F4,22=7,85;

p<0,05; Figura 11).
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E-ﬁo- * T %
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Figura 11. AM630 (1 mg/kg) bloqueia o efeito do tratamento agudo com HU-910 (30
mg/kg) no teste de hiperlocomocéo induzida por MK-801 (0,25 mg/kg). Os animais
receberam uma injecao (i.p.) de veiculo ou AM630 e, ap6s 10 minutos, uma segunda
injecdo de veiculo ou HU-910. Apés 10 minutos da segunda inje¢do, 0S animais

receberam uma terceira injecéo de salina ou MK-801. Decorridos 20 minutos da ultima
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injegdo, foram submetidos ao campo aberto (n=5-7/grupo). Os dados estdo
apresentados como a média + EPM. *p<0,05 em relacdo ao grupo
véiculo+veiculo+veiculo e #p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo+veiculo+MK-801;
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey.

5.8 Experimento 8: Efeito do pré-tratamento com AM630 (0,1 mg/kg) sobre
o efeito do HU-910 (30 mg/kg) no prejuizo induzido pelo tratamento

repetido com MK-801 (0,5 mg/kg) no RO.

Na sessao de aquisi¢cdo, ndo houve preferéncia por algum por objetos
idénticos em nenhum dos grupos (p>0,05; Figura 12A). Na sesséo de retencéo,
o tempo de exploragdo do objeto novo em relacdo ao objeto familiar foi
significativamente  maior nos grupos salinat+veiculo+veiculo, MK-
801+veiculo+tHU+910 e MK-801+AM630+HU-910 (p<0,05; Figura 12B). Os
animais tratados com MK-801+veiculo+veiculo apresentaram menores indices
de discriminacdo em relacdo aos animais tratados com salina+veiculo+veiculo.
Essa diminuicdo foi atenuada pelo tratamento com HU-910 e revertida pelo

tratamento com AM630+HU-910 (F@4,25=3,52; p>0,05; Figura 12C).
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Figura 12. AM630 (0,1 mg/kg) ndo bloqueia o efeito do tratamento repetido com
HU-910 (30 mg/kg) no prejuizo induzido pelo tratamento repetido com MK-801 (0,5

mg/kg) no RO. Os animais foram tratados duas vezes ao dia por 14 dias consecutivos
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com salina ou MK-801. Nos 7 dias subsequentes, os animais receberam uma injecao
de veiculo ou AM630 e ap6s 10 minutos uma inje¢éo de veiculo ou HU-910. Decorridas
72 h da ultima injecdo os animais foram submetidos ao teste de RO (n=6/grupo). A.
Tempo de exploragéo dos objetos idénticos na sessao de aquisicdo. Teste t de Student
para cada grupo de tratamento. B. Tempo de exploracdo dos objetos familiar e novo na
sessdo de retencdo. *p<0,05 indica diferenca no tempo de exploracédo do objeto novo
em comparacao ao objeto familiar, teste t de Student para cada grupo de tratamento. C.
indice de discriminacdo de objetos. *p<0,05 em relagdo ao grupo
salina+veiculo+veiculo; #p<0,05 em relacdo ao grupo MK-80l1+veiuclo+veiculo. Os
dados estdo apresentados como média £+ EPM. ANOVA de uma via seguida pelo teste

de Tukey.

5.9 Experimento 9: Efeito do pré-tratamento com AM630 (0,3 mg/kg)
sobre o efeito do HU-910 (30 mg/kg) no prejuizo induzido pelo

tratamento repetido com MK-801 (0,5 mg/kg) no RO.

Na sessao de aquisi¢cdo, ndo houve preferéncia em nenhum dos grupos
por algum dos objetos idénticos (p>0,05; Figura 12A). Na sessao de retencéo, o
tempo de exploracao do objeto novo foi significativamente maior em comparagao
ao objeto familiar em todos os grupos, exceto no grupo MK-801+AM630+HU-910
(p>0,05; Figura 12B). Em relacdo ao indice de discriminacdo, ndo houve
diferenca em nenhum dos grupos em relacédo ao grupo salina+veiculo+veiculo
(p>0,05; Figura 12C). Nao houve alteracdo na atividade locomotora espontanea

dos animais em nenhum dos grupos de tratamento (p>0,05; Figura 12D).
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Figura 13. Tratamento repetido com MK-801 (0,5 mg/kg) ndo induziu prejuizo
cognitivo no teste de reconhecimento de objetos. Os animais foram tratados duas
vezes ao dia por 14 dias consecutivos com salina ou MK-801. Nos 7 dias subsequentes,
0S animais receberam uma injecéo de veiculo ou AM630 e ap6s 10 minutos uma injecao
de veiculo ou HU-910. Decorridas 72 h da ultima inje¢do os animais foram submetidos
ao teste de RO (n=10-12/grupo). A. Tempo de exploracdo dos objetos idénticos na
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sessdo de aquisicdo. Teste t de Student para cada grupo de tratamento. B. Tempo de
exploracdo dos objetos familiar e novo na sesséo de retencédo. *p<0,05 indica diferenca
no tempo de exploracdo do objeto novo em comparacdo ao objeto familiar, teste t de
Student para cada grupo de tratamento. C. indice de discriminac&o de objetos. Os dados

estdo apresentados como média + EPM. ANOVA de uma via.

5.10 Experimento 10: Efeito do tratamento com HU-910 (30 mg/kg) na

tétrade canabinoide.

O tratamento com WIN55,212-5 induziu as quatro alteracdes
comportamentais caracteristicas da tétrade canabinoide, causando a catalepsia
(F2.14=46,23; p<0,05), antinocicepcdo (F214=9,06; p<0,05), hipolocomocé&o
(F(214=16,09; p<0,05) e hipotermia (F(214=10,32; p<0,05, Figura 12). Apos o
tratamento com HU-910 ndo foram observados os efeitos de catalepsia e
hipotermia quando comparado ao grupo veiculo (p>0,05 vs. veiculo, pos-teste
de Tukey). Contudo, foram observadas diferencas significativas em relacdo ao
grupo veiculo nos testes de placa quente e hipolocomocédo (p<0,05 vs. veiculo,
pos-teste de Tukey; Figura 12), sugerindo efeito antinociceptivo e locomotor do

HU-910.
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Figura 14. Tratamento agudo com HU-910 (30 mg/kg) ndo induz a tétrade
canabinoides, diferentemente do tratamento com WIN55,212-2 (5 mg/kg). Os
animais receberam uma injecao (i.p.) de veiculo, WIN55,212-2 ou HU-910 30 minutos
antes da tétrade canabinoide. Os dados estdo apresentados como média + EPM.

*p<0,05 em relag&o ao grupo veiculo. ANOVA de uma via seguida pelo teste de S-N-K.
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6. DISCUSSAO

A administracdo de antagonistas de receptores NMDA, como a
ketamina, PCP e o MK-801, tem sido utilizada como modelo para o estudo de
drogas com possivel efeito antipsicotico. No presente estudo, observamos que
o tratamento agudo com HU-910 (30 mg/kg) previne a hiperlocomocéao induzida
pela administracdo aguda de MK-801 e este efeito foi bloqueado pelo pré-
tratamento com AM630. Esse dado sugere que o efeito do HU-910 em prevenir
a hiperlocomocéo induzida por MK-801 € dependente da ativacdo de receptores
CB2. O canabidiol (CBD), um fitocanabinoide ndo psicotomimético presente na
Cannabis sativa, assim como a clozapina, previne a hiperlocomoc¢ao induzida
por ketamina e por anfetamina (Moreira & Guimaraes, 2005). Interessantemente,
dados nao publicados do nosso grupo mostraram que o efeito do CBD em inibir
a hiperlocomocéao induzida pela anfetamina é bloqueado pelo pré-tratamento
com o AM630 (Rodrigues, dados ndo publicados, 2020), sugerindo o
envolvimento dos receptores CB2 neste efeito. Por atuar como inibidor da
enzima FAAH, enzima que hidrolisa o endocanabinoide anandamida, o CBD
poderia promover um aumento desse endocanabinoide, resultando na ativacéo
indireta de receptores CB2 (Zuardi et al., 2012).

Apesar dos resultados observados na hiperlocomocéao induzida por MK-
801, o tratamento com HU-910 néo foi capaz inibir a hiperlocomocéao induzida
por anfetamina em diferentes esquemas de administracdo. O efeito
hiperlocomotor de psicoestimulantes resulta do aumento extracelular de DA em
estruturas limbicas, como nucleo accumbens e estriado (Koob & Nestler, 1997).

Ao inibir a recaptagdo de DA, a anfetamina facilita a neurotransmissao
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dopaminérgica, aumentando a atividade locomotora. Entretanto, sugere-se que
o MK-801 promove aumento da atividade locomotora ao bloquear receptores
NMDA em interneurénios GABAérgicos. Dessa forma, o antagonismo NMDA
reduziria a atividade inibitéria dos interneurénios sobre a liberacdo de dopamina
no NAc (Yan et al., 1997). Como descrito anteriormente, a ativacao de receptores
CB2 expressos no corpo celular de neurénios dopaminérgicos na VTA resulta
em diminuicao da excitabilidade neuronal (Ma et al., 2019) . Assim, o HU-910 no
teste poderia atuar diminuindo a taxa de disparo potencialmente aumentada dos
neurdénios dopaminérgicos induzida pelo MK-801.

No campo aberto, o HU-910 diminui a atividade locomotora basal dos
animais. Esse efeito hipolocomotor é observado também para o outro agonista
seletivo de receptores CB2, o JWH-133. Xi e colaboradores mostraram que a
infuséo local de JWH-133 no NAc resultou na reducdo na locomocdo em animais
CB1KO, mas ndao em animais CB2KO (Xi et al.,, 2011). Além disso, a
administracdo sistémica do JWH-133 também induziu hipolocomocdo em
roedores (Kruk-Slomka et al., 2017). De maneira oposta, a delecéo seletiva de
receptores CB2 em neurbnios dopaminérgicos na VTA (DAT-Cnr2 cKO) resulta
em uma maior resposta locomotora a administracdo aguda de anfetamina e
cocaina em comparacdo a animais WT (Canseco-Alba et al., 2019; Liu et al.,
2017). Curiosamente, em nosso estudo o pré-tratamento com AM251 e AM630
nao preveniu o efeito hipolocomotor do HU-910 nas doses utilizadas.

A administracdo cronica de antagonistas NMDA tem sido extensamente
utiizada no estudo de alteragcbes comportamentais, neuroquimicas e
neuroanatdmicas relacionadas a esquizofrenia. A reducéo no tempo de interacéo

social em roedores tem sido relacionada aos sintomas negativos do transtorno,
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enquanto prejuizos no teste de reconhecimento de objetos estariam
relacionados aos sintomas cognitivos (Gomes et al., 2015b). Estudos do nosso
grupo mostraram que a administracao cronica de MK-801 por 28 dias resulta em
alteracbes comportamentais e comprometimento cognitivo em animais nos
testes de interacdo social, reconhecimento de objetos e PPI, sendo essas
alteracbes atenuadas pelo tratamento cronico com clozapina e com CBD
(Gomes, et al., 2015a; Gomes, et al., 2015b). Nosso grupo também observou
que o tratamento com MK-801, duas vezes ao dia, por 14 dias, também induz
reducdo no tempo de interacdo social e prejuizo cognitivo no teste de
reconhecimento de objetos e essas alteracdes comportamentais sao revertidas
pelo tratamento repetido com CBD (Rodrigues da Silva et al., 2020). No teste de
reconhecimento de objetos, o HU-910 reverteu o prejuizo induzido pelo MK-801.
Uma vez que este teste mimetiza, em modelos animais, o prejuizo cognitivo
observado em pacientes com o transtorno e que os antipsicéticos utilizados na
clinica apresentam eficécia limitada nesse grupo de sintomas, drogas com esse
perfil poderiam ser uma alternativa terapéutica necessaria na clinica.

Embora bem descrito na literatura, o prejuizo induzido por antagonistas
de receptores NMDA no comportamento de interacdo social e a validade do teste
em roedores (Wilson & Koenig, 2014; Zoicas & Kornhuber, 2019), no nosso
estudo néo foi observado reducéo no tempo de interagédo social no grupo tratado
com MK-801. O comportamento social de roedores é complexo e pode ser
significativamente influenciado por diversos fatores. Eventos estressantes que
ocorram ao longo da vida do animal podem afetar o comportamento social de
roedores, diminuindo tempo de interacdo com um animal ndo familiar (Beery &

Kaufer, 2015). Em uma analise mais detalhada dos dados, podemos observar
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gue o tempo de interacdo social dos animais salina+salina em nosso trabalho é
menor que o tempo de interacdo dos animais controles dos trabalhos obtidos
como referéncia para este estudo (Gomes, et al., 2015b; Rodrigues da Silva et
al., 2020). Ainda que nenhum estressor intencional tenha sido utilizado nesse
trabalho, fatores como background genético dos animais, condi¢cdes de gestacao
da mée e a condi¢céo do alojamento dos animais nas primeiras semanas de vida
podem ter influenciado o comportamento social dos animais (Beery & Kaufer,
2015).

O teste do PPI € um teste comumente utilizado para avaliar a funcéo do
filtro sensoério-motor, que esté prejudicada em pacientes com esquizofrenia (Braff
et al., 1999). Essa disfuncdo pode ser reproduzida em modelos animais e
revertida pelo tratamento com o antipsicético de primeira geracdo, haloperidol
(Mansbach et al., 1988). Nesse teste tanto o tratamento com anfetamina quanto
com o MK-801 induziu prejuizo em todas as intensidades de pré-pulso avaliadas.
Esses resultados corroboram com achados da literatura que mostram que a
administracdo aguda de drogas como anfetamina e antagonistas de receptores
NMDA resulta em prejuizo do filtro sensdério-motor (Long et al., 2006; Mansbach
et al., 1988). Estudos mostram que a administracdo de antipsicéticos de primeira
geracdo, como o haloperidol, e de segunda geracdo, como a clozapina e
olanzapina, reduz o prejuizo induzido por apomorfina e anfetamina em ratos
(Andersen & Pouzet, 2001; Rasmussen et al., 1997; Swerdlow & Geyer, 1993).
De maneira similar, o tratamento com o CBD também foi capaz de atenuar o
prejuizo no PPI induzido pelo tratamento agudo com MK-801 e com anfetamina

(Long et al., 2006; Pedrazzi et al., 2015).
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Nossos dados mostram que o tratamento com HU-910 atenua o prejuizo
induzido pela administracéo de anfetamina e de MK-801 no teste de PPI. Khella
e colaboradores mostraram que o0 tratamento agudo com o agonista de
receptores CB2 JWHO15 néo altera o PPI per se, mas previne o prejuizo causado
pelo tratamento com MK-801. Esse efeito foi bloqueado pelo pré-tratamento com
AM630, mas ndo com o pré-tratamento com AM251 (Khella et al., 2014). Além
disso, a ativacdo de receptores CB2 parece ser necessaria para o efeito do
VU0467154, um modulador alostérico positivo de receptores M4, em prevenir o
prejuizo no PPI induzido por anfetamina, uma vez que o pré-tratamento com
AMG630 bloqueia o efeito dessa droga (Foster et al., 2016). Apesar de o presente
estudo néo ter avaliado como o HU-910 exerce seu efeito no teste do PPI, é
possivel sugerir que este seria via receptores CB2, uma vez que que 0 pré-
tratamento com AM630 bloqueia o efeito agudo do HU-910 sobre a
hiperlocomocéo induzida por MK-801. Além disso, os dados da literatura também
suportam a possibilidade de a ativacdo de receptores CB2 revertem o prejuizo
no PPI. Entretanto, € importante ressaltar que para avaliar se a ativacdo desses
receptores € necessaria para o efeito do HU-910 no teste, o teste com pré-

tratamento com AM630 seria necessario.

O pré-tratamento com AM630 na dose de 0,1 mg/kg ndo bloqueou o
efeito do tratamento repetido com HU-910 em reverter o prejuizo cognitivo no
teste de reconhecimento de objetos. Tendo em vista que apenas uma dose do
antagonista foi utilizada e uma curva de inibicdo néo foi realizada previamente,
0 néo bloqueio do efeito do HU-910 pode ser resultado de uma baixa dose do
antagonista. Por isso, avaliamos se o pré-tratamento com AM630 na dose de 0,3

mg/kg bloquearia o efeito do HU-910 no teste. Entretanto, diferentemente do
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esperado, o tratamento repetido com MK-801 n&do produziu prejuizo no teste, o
que impossibilita conclusdes sobre o efeito do HU-910 e se uma dose maior de
AM630 conseguiria bloquear este efeito neste modelo. E interessante ressaltar
que o tratamento repetido com doses relativamente altas interferem na
seletividade das drogas, e a acdo das mesmas em outros receptores € mais
provavel nesse tipo de tratamento. Sendo assim, é possivel que o efeito do
tratamento repetido com HU-910 no teste RO envolva outros mecanismos que
nao a ativacado de receptores CB2.

Trabalhos que utilizam o modelo baseado no antagonismo de receptores
NMDA tém demostrado que a ativacdo de receptores serotoninérgicos atenua a
hiperlocomocéao induzida por esses antagonistas e reverte 0 prejuizo cognitivo
no teste de RO causados pelo tratamento repetido com MK-801 (Meltzer et al.,
2011). Adicionalmente, antipsicoticos de segunda geracdo que apresentam
alguma eficacia sobre os sintomas negativos e cognitivos, como a clozapina,
possuem atividade sobre receptores serotoninérgicos 5-HT e essa atividade
estaria relacionada aos efeitos desses farmacos (Meltzer et al., 2011). Rodrigues
e colaboradores observaram que o pré-tratamento com o antagonista de
receptores 5-HT1A (WAY100635) bloqueou os efeitos benéficos do CBD nos
testes de IS e RO (Rodrigues da Silva et al., 2020). Este dado corrobora a
hip6tese de que os sintomas do transtorno sdo, ao menos em parte, relacionados
ao sistema serotoninérgico e sua interconexao com o sistema dopaminérgico e,
assim, a ativacdo desses receptores pode ser necessaria para que um farmaco
tenha acéo sobre sintomas cognitivos e negativos (Stephan et al., 2009). Dessa

forma, esses receptores seriam um alvo interessante na investigacdo do
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mecanismo pelo qual o HU-910 apresenta efeito sobre sintomas cognitivos em
modelo animal.

Foi observado que o tratamento agudo com HU-910 n&o induz os quatro
efeitos classicos da tétrade canabinoide. Drogas que ativam receptores CB1
produzem efeitos semelhantes aos observados para o delta-9-
tetrahidrocanabinol (A-THC), limitando seu emprego na clinica. Uma vez que o
HU-910 nao produziu as quatro alteracfes descritas na tétrade canabinoide, é
pouco provavel que o composto ative receptores CB1 na dose testada. Porém,
foi observado diminuicdo da locomoc¢&do nos animais tratados com HU-910 na
dose efetiva de 30mg/kg, reproduzindo o efeito observado no campo aberto apos
a administracdo do composto nessa mesma dose. Este efeito € observado
também com o tratamento com haloperidol, antipsicotico tipico utilizado na
clinica, o qual promove reducao da atividade locomotora espontanea de ratos e
previne a hiperlocomocéo induzida por anfetamina (Moreira & Guimaraes, 2005).
Entretanto, diferentemente deste antipsicético tipico e semelhante ao CBD
(Zuardi et al., 1982), o HU-910 nao causa catalepsia, teste comumente utilizado
para avaliar a tendéncia de uma droga experimental em induzir efeitos

extrapiramidais em humanos.

Foi observado um aumento na laténcia de retirada das patas nos animais
tratados com HU-910 (30 mg/kg) no teste da placa quente, sugerindo efeito
antinociceptivo. O promissor potencial analgésico de drogas canabinoides tem
sido extensamente investigado na literatura, especialmente de agonistas de
receptores CB2. O composto HUF-101, um derivado fluorado da molécula do
CBD, também apresentou efeito antinociceptivo no teste da placa quente e esse

efeito foi atenuado pelo pré-tratamento com o antagonistas CB1 e CB2,
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sugerindo que a ativacdo desses receptores esta envolvida no potencial
analgésico do composto (Silva et al.,, 2017). Além disso, a administracdo de
AM1241, agonista seletivo de receptores CB2, aumenta a laténcia de retirada da
pata no teste de placa quente. Esse efeito foi bloqueado pelo antagonismo de
receptores CB2, mas nao pelo antagonismo de receptores CB1. Esses dados
indicam que o efeito antinociceptivo do AM1241 é possivelmente mediado por
receptores CB2 (Malan et al., 2001). Em um outro estudo, a administracdo de
um agonista seletivo CB2, o 0O-3223, resultou em diminuicdo da nocicep¢do em
animais no teste da formalina e este efeito foi bloqueado pelo pré-tratamento
com o antagonista de receptores CB2, SR144528 (Kinsey et al., 2011). Sendo
assim, o efeito antinociceptivo induzido pelo HU-910 observado na tétrade
canabinoide em nosso estudo corrobora com dados da literatura que
demonstram o potencial analgésico de agonistas de receptores CB2.

Os mecanismos pelos quais o0s receptores canabinoides medeiam o
efeito antinociceptivo ainda ndo sdo completamente descritos, entretanto uma
das hipo6teses seria a acdo desses compostos em receptores CB2 periféricos,
diminuindo a sensibilidade de neurbnios aferentes primarios (Malan et al., 2001).
Em concordancia com essa hipétese, Quartilho e colaboradores demonstraram
que a administracdo local de agonista CB2 também é capaz de reduzir a
hipersensibilidade térmica induzida por carragenina e este efeito € bloqueado

pelo pré-tratamento com AM630 (Quartilho et al., 2003).
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7. CONCLUSAO

O tratamento agudo com o HU-910 preveniu alteracbes comportamentais
relacionadas a esquizofrenia induzidas pelo MK-801 nos testes de
hiperlocomoc¢édo e PPI. Adicionalmente, o tratamento repetido com HU-910,
semelhante ao tratamento com antipsicotico de segunda geracdo clozapina,
reverteu o prejuizo cognitivo no teste de reconhecimento de objetos induzido
pelo tratamento crénico com MK-801. Esses resultados sugerem que o
composto HU-910 apresenta efeito tipo-antipsicético em modelo animal baseado
no antagonismo de receptores NMDA. Além disso, o tratamento agudo com o
composto ndo induz os quatro efeitos da tétrade canabinoide, indicando
auséncia de acao sobre receptores CB1. Embora o possivel mecanismo de acéo
do HU-910 néo tenha sido profundamente estudado, foi observado que o pré-
tratamento com AM630 bloqueia o efeito do HU-910 no teste de hiperlocomocéo,
sugerindo que o efeito agudo do HU-910 é mediado pela ativacdo de receptores

CB2.
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