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RESUMO

Rodrigues da Silva, N. Mecanismos celulares e neuroquimicos do efeito tipo-
antipsicético do canabidiol: envolvimento dos receptores 5-HTia e CB2. 181p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2021.

A esquizofrenia € um transtorno complexo e altamente incapacitante. Evidéncias sugerem
gue uma hipofuncdo dos receptores NMDA estaria envolvida nos sintomas positivos,
negativos e cognitivos da esquizofrenia. Dados pré-clinicos e clinicos indicam que o
canabidiol (CBD), um composto ndo-psicotomimeético presente na planta Cannabis sativa,
induz efeitos tipo-antipsicéticos. Estudos realizados pelo nosso grupo mostram que o
tratamento repetido com CBD preveniu e atenuou as alteragcdes comportamentais induzidas
pelo tratamento repetido com MK-801, uma antagonista dos receptores NMDA, em testes
relacionados com os sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia. Apesar das evidéncias
indicarem o possivel efeito tipo-antipsicético do CBD, o mecanismo de acéo pelo qual este
composto exerce este efeito ainda ndo estd elucidado. Acredita-se que o sistema
endocanabinoide e/ou o sistema serotoninérgico possam estar evolvidos. Portanto, no
presente estudo, nés avaliamos se o tratamento repetido com CBD atenuaria as alteracfes
comportamentais e moleculares induzidas pela administracdo repetida de MK-801 e o
possivel envolvimento dos receptores 5-HT1a e/ou CB2. Assim, camundongos C57BL/6J
receberam injegdes i.p. de MK-801 durante 14 dias. A partir do 15° dia, os animais receberam
uma injecdo de WAY100635, um antagonista de receptores 5-HTia, ou AM630, um
antagonista de receptores CB2, e 10 min depois receberam uma injecdo diaria de CBD durante
7 dias. Vinte e quatro horas ap0s a ultima injecéo, os animais foram submetidos a habituacao
e, no dia seguinte, foram submetidos ao teste de reconhecimento de objetos a curto prazo
(ROC) e, 24 h depois, ao reconhecimento de objeto a longo prazo (ROL). Apés os testes, 0s
cérebros dos animais foram processados para avaliagdo de alteracdes moleculares. Para a
avaliacdo dos efeitos moleculares de longo prazo, um grupo independente de animais foi
submetido ao mesmo tratamento e os enceéfalos foram retirados 21 dias apoés a ultima injecao
de CBD. Foram avaliadas as alteracdes na expresséo das proteinas parvalbumina e WFA,
marcadores de proteina expressa em uma subclasse de interneurbnios GABAérgicos e de
redes perineuronais, respectivamente. Adicionalmente, foi realizada a identificacdo de células
microgliais com o marcador Iba-1. O CBD atenuou os prejuizos nos testes de ROC e ROL
induzidos por MK-801. Este efeito foi bloqueado pelo WAY100635, mas nao pelo AM630. O
tratamento repetido com MK-801 diminuiu a quantidade de células marcadas com PV+ e a
intensidade da marcacédo de WFA co-localizada com PV+ (WFA/PV+) nas regides do cortex
pré-frontal (CPF) pré-limbico (PreL), area ventral do CA1 (vCALl) e subiculo ventral (vSub) do
hipocampo, mas ndo no cortex pré-frontal infra-limbico (InfraL). O CBD atenuou o efeito do
MK-801 sobre a diminui¢cdo de células PV+ e WFA/PV+ no PreL, vCAl e vSub. O efeito do
CBD sobre a diminuicdo de células PV+ induzida por MK-801 no PreL foi observado até 21
dias apos o final do tratamento. Curiosamente, os efeitos do CBD sobre a diminuicdo de PV+
e WFA/PV+ foi bloqueado pelo WAY100635 ou AM630 no vCA1 e vSub, mas n&o no PreL.
Em relacéo a ativacdo microglial, o tratamento repetido com MK-801 induziu o aumento de



células Iba-1-positivas apresentando um fenétipo reativo em todas as regides observadas. O
CBD atenuou a ativacao microglial em todas as regides analisadas de maneira dependente
de receptores 5-HT1a ou CB2. Além disso, considerando que o desbalan¢co dopaminérgico
observado na esquizofrenia envolve uma diminuicdo de dopamina (DA) na via mesocortical,
no presente estudo empregamos a técnica de microdialise para investigar se o CBD, por meio
de um mecanismo de 5-HT1a, aumentaria as concentragdes extracelulares de DA no CPF.
Ratos Wistar tiveram canulas de microdialise implantadas no CPF medial. Apés um periodo
inicial de estabilizacdo, quatro amostras basais foram coletadas (20 min cada). Em seguida,
os animais foram pré-tratados i.p. com WAY100635 e 10 minutos apés, receberam CBD ou
veiculo e amostras sucessivas de dialisado foram coletadas. As concentragdes de DA foram
medidas por HPLC. O aumento na liberagdo de DA foi potencializado pela coperfusdo com
nomifensina. Para avaliar o possivel efeito local do CBD os animais foram infundidos, via
didlise reversa, com CBD ou veiculo. O CBD aumentou significativamente as concentracdes
de DA extracelular no CPF apos a injecdo. Este efeito foi bloqueado pelo tratamento prévio
com WAY100635. A infusdo local de CBD também causou um aumento significativo, embora
menor, nas concentracdes de DA. Juntos, esses resultados indicam que o CBD atenuou as
alterac6es comportamentais tipo-esquizofrenia e as alterac6es moleculares observadas apos
a administracao repetida de MK-801. Estes dados reforcam a proposta de que o CBD possui
propriedades antipsicoéticas e ainda, semelhante a outras drogas antipsicoticas atipicas, o
CBD aumenta as concentracdes de DA no CPF através de um mecanismo mediado por 5-
HTaa.

Palavras-chave: canabidiol, redes perineuronais, parvalbumina, microglia, dopamina
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ABSTRACT

Rodrigues da Silva, N. Cellular and neurochemical mechanisms of the cannabidiol
antipsychotic-like effect: involvement of 5-HTia and CB: receptors. 181p. Thesis
(Doctorate) - Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2021.

Schizophrenia is a complex and highly disabling disorder. Evidence suggests that a
hypofunction of NMDA receptors is involved in positive symptoms, as well as negative and
cognitive symptoms of schizophrenia. Pre-clinical and clinical data indicate that cannabidiol
(CBD), a non-psychotomimetic compound present in the Cannabis sativa plant, induces
antipsychotic-like effects. Studies carried out by our group show that repeated treatment with
CBD prevented and attenuated the behavioral changes induced by repeated treatment with
MK-801, an NMDA receptor antagonist, in tests related to the negative and cognitive
symptoms of schizophrenia. Although the evidence indicates the possible antipsychotic-like
effect of CBD, the mechanism by which this compound exerts this effect is still unclear. It is
believed that the endocannabinoid system and/or the serotonergic system may be involved.
Thus, in the present study, we assessed whether repeated treatment with CBD would
attenuate the behavioral and molecular changes induced by repeated administration of MK-
801 and the possible involvement of 5-HTia and/or CB2 receptors. Thus, C57BL/6J mice
received daily i.p. injections of MK-801 for 14 days and, from the 15™ day on, WAY 100635, an
antagonist of 5-HT1a receptors or AM630, a CB2 receptor antagonist, given 10 min before CBD
per day for 7 days. Twenty-four h after the last injection, the animals were submitted to
habituation and, one day later, to the short-term object recognition test (NOS). Twenty-four h
later they were submitted to the long-term object recognition (NOL). Afterwards, the animals'
brains were processed for further evaluation of molecular changes. For the evaluation of long-
term molecular effects, an independent group of animals was subjected to the same treatment
and the brains were removed 21 days after the last CBD injection. Changes in the expression
of the parvalbumin and WFA proteins, expressed in a subclass of GABAergic interneurons and
in perineuronal networks, respectively, were evaluated. In addition, microglial cells were
labeled with the Iba-1 marker. CBD attenuated the impairments in the NOS and NOL tests
induced by MK-801. This effect was blocked by WAY 100635 but not by AM630. In addition to
behavioral changes, repeated treatment with MK-801 decreased the number of cells labeled
with PV+. Although the total amount of WFA labeling did not decrease, the intensity of WFA
labeling co-located with PV+ (WFA/PV+) decreased in the pre-limbic (PreL) area of the
prefrontal cortex (PFC), CAl ventral area (vVCAl) and ventral subiculum of hippocampus
(vSub), but not in the infra-limbic prefrontal cortex (InfraL). CBD attenuated the effect of MK-
801 on the decrease of PV+ cells and WFA/PV+ in the PreL, vCAl and vSub. The effect of
CBD on MK-801-induced decrease in PV+ cells in the PreL was observed up to 21 days after
the end of treatment. CBD effects on the decrease in PV+ and WFA/PV+ was blocked by
WAY100635 or AM630 in vCA1 and vSub, but not in the PreL. Regarding microglial activation,
repeated treatment with MK-801 increased in the quantity of Iba-1-positive cells showing a
reactive phenotype in all observed regions (PreL, InfraL, vCA1 and vSub). CBD attenuated
microglial activation in all regions analyzed in a manner dependent on 5-HTia or CB2



receptors. Furthermore, considering that the dopaminergic imbalance observed in
schizophrenia involves a decrease in the mesocortical tone, in the present study we used the
microdialysis technique to investigate whether the CBD would, through a 5-HT1a mechanism,
increase extracellular concentrations of DA in the PFC. Male Wistar rats had microdialysis
cannulas implanted into the medial PFC. After an initial period of stabilization of 100 min, four
baseline samples were collected (20 min each). Then, the animals were pretreated i.p.com
WAY100635 and, 10 min later, received CBD or vehicle injection. Successive samples of
dialysate were collected. DA concentrations were measured by HPLC. The increase in the
release of DA was potentiated by the coperfusion with nomifensin. To assess the possible
local effect of CBD, the animals were infused via reverse dialysis with CBD or vehicle. CBD
significantly increased extracellular DA concentrations at the PFC 20 to 60 min after injection.
This effect was blocked by previous treatment with WAY100635. Local CBD infusion also
caused a significant, albeit minor, increase in DA concentrations. Together, these results
indicate that CBD attenuated the schizophrenia-like behavioral and the molecular changes
observed after repeated administration of an NMDA receptor antagonist. These data reinforce
the proposal that CBD has antipsychotic properties. Similarly to other atypical antipsychotic
drugs, CBD increases the concentrations of dopamine in the prefrontal cortex through a
mechanism mediated by 5-HT1a.

Keywords: cannabidiol, perineuronal nets, parvalbumin, microglia, dopamine
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células PV+ induzida por MK-801 no CPF PreL 14 dias apos o final do

tratamento.

Figura 24 — Clozapina diminuiu o nimero de células PV+ no CPF InfraL 14 dias

apos o final do tratamento.

Figura 25 — N&o houve variagdo no numero total de células Iba-1 no CPF.

Figura 26 — Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 bloqueou o efeito

do CBD em atenuar a ativagdo microglial no mCPF PreL.

Figura 27 — Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 bloqueou o efeito

do CBD em atenuar a ativagéo microglial no mCPF InfraL.

Figura 28 — N&@o houve variagdo no numero total de células Iba-1 no hipocampo.

Figura 29 — Tratamento repetido com WAY 100635 ou AM630 blogueou o efeito

do CBD em atenuar a ativacao microglial no vCAL.

Figura 30 — Tratamento repetido com WAY 100635 ou AM630 bloqueou o efeito

do CBD em atenuar a ativagao microglial no vSub.

Figura 31 — Administracao sistémica de CBD (60mg/kg) aumentou os niveis de
DA no mCPF.

Figura 32 — Administragéo local de CBD 0,2, uM, mas néo 1 ou 5 pM, aumentou

os niveis de DA no mCPF.

Figura 33 — Administracéo sistémica de WAY 100635 bloqueou o efeito do CBD



em aumentar os niveis de DA no mCPF.

Figura 34 — Nao houve alteracdo dos niveis de DOPAC nos tratamentos

avaliados.

Figura 35 — Localizacao representativa da sonda de dialise no mCPF.

Tabela 1 - Comparacao entre os efeitos observados de acordo com as estruturas

analisadas e os grupos de tratamento.
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1 INTRODUCAO

1.1. Esquizofrenia

1.1.1 Origem do termo, sintomas e epidemiologia

O termo esquizofrenia é derivado do grego e significa: schizo = diviséo,
cisdo e phrenos = mente, o que remete um transtorno que levaria a cisdo das
faculdades mentais. Este transtorno, a principio, foi chamado de deméncia
precoce (dementia praecox) pelo psiquiatra alemao Emil Kraepelin (1856-1926).
Este nome decorre da progressiva deterioracdo das funcdes cognitivas
manifestadas numa idade juvenil, diferente das deméncias desenvolvidas
durante a terceira idade. Posteriormente, o psiquiatra suico Eugen Bleuer criou
o termo “esquizofrenia”, utilizando o termo alemé&o "schizophreniegruppe",
referindo se ao "grupo das esquizofrenias”, pois para Bleuer esta ndo seria uma
doenca em sentido estrito, mas um grupo de doencas, prenunciando assim a
nocéo de transtornos do espectro da esquizofrenia (Hoenig, 1983; Jablensky,
2010).

Atualmente, a esquizofrenia é classificada como um transtorno
psiquiatrico cronico de efeitos significativos e duradouros na saude e de natureza
complexa, que afeta cerca de 1% da populacdo mundial (Mcgrath et al., 2008).
Por ser um transtorno altamente incapacitante e ser tipicamente diagnosticada
no final da adolescéncia ou inicio da idade adulta, gera um alto custo econémico
e impacto para os pacientes e suas familias. Estima-se que nos Estados Unidos
0 gasto do governo com pacientes com esquizofrenia € de mais de 60 bilhdes de
dolares por ano e estes pacientes constituem cerca de 10% da populacédo
permanentemente incapacitada, compreendendo mais de 14% da populacéo de
rua em algumas grandes areas urbanas (Rupp and Keith, 1993; Marcus and

Olfson, 2008).



As causas da esquizofrenia ainda sdo desconhecidas. Entretanto, ela
parece ser um transtorno poligénico e associada a fatores socio-ambientais
adversos e de desenvolvimento (Lewis and Lieberman, 2000). A incidéncia deste
transtorno € ligeiramente maior em homens e parece haver uma maior tendéncia
a experimentar formas mais graves da doenca, sobretudo uma maior robustez
dos sintomas negativos (Riecher-Rossler et al.,, 2018). Frequentemente, a
esquizofrenia tem inicio coincidente com o desenvolvimento emergente da idade
adulta. O pico de inicio ocorre ao final da adolescéncia, durante as idades de 15
a 24 anos, sendo usualmente um pouco mais tardio em mulheres. Um novo pico
neste género ocorre entre os 55 e 64 anos, sugerindo um efeito protetor de
hormdnios sexuais femininos (Chan, 2017). Este periodo da adolescéncia é
marcado por dramatica neuroplasticidade estrutural e funcional em respostas a
estimulos ou atividades sécio-ambientais, sugerindo que fatores neuroplasticos
possam estar envolvidos com o desenvolvimento da esquizofrenia (Pizzorusso
et al., 2002; Morishita and Vinogradov, 2019)

Os sintomas da esquizofrenia sé&o divididos em trés categorias: positivos,
negativos e cognitivos (Wong and Van Tol, 2003). Os sintomas positivos sao
caracterizados por fenbmenos mentais que estdo ausentes em individuos
sadios, principalmente ideias delirantes, alucinacdes, desfragmentacdo do
pensamento e agitacdo psicomotora. Os sintomas negativos correspondem ao
prejuizo significativo de funcdes psicoldgicas consideradas normais, como a
perda da motivacdo, capacidade de sentir prazer e embotamento afetivo
(Andreasen, 1995). Em relacdo aos sintomas cognitivos, 0S processos de
atencdo e memoria, a funcéo executiva e o funcionamento intelectual geral sdo
afetados (Wong and Van Tol, 2003).

1.1.2 Hipoteses neuroquimicas da esquizofrenia e 0 antagonismo dos receptores

NMDA



Apesar do avanco nas pesquisas cientificas, a neurobiologia da
esquizofrenia ainda nédo foi completamente elucidada. As principais hipoteses
para explicar a sua fisiopatologia sédo resultantes da acao de drogas na clinica
ou na observacao do efeito de drogas conhecidas como psicotomiméticas, com
suas similaridades com os sintomas da doenca. Uma das hipéteses mais
influentes para explicar a neurobiologia da esquizofrenia é a dopaminérgica, que
baseia em duas principais observacdes: drogas que antagonizam o receptor
dopaminérgico do subtipo D2 séo eficazes no tratamento dos sintomas positivos
da esquizofrenia e drogas que aumentam ou facilitam a transmisséo
dopaminérgica, como a anfetamina, podem desencadear surtos psicoticos
(Seeman and Kapur, 2000). Além disso, haveria um desbalanco na
neurotransmissdo dopaminérgica em pacientes com esquizofrenia, com um
aumento do tdnus dopaminérgico na via mesolimbica, relacionado com os
sintomas positivos, e uma diminuicdo do ténus dopaminérgico na via
mesocortical, relacionada aos sintomas negativos e cognitivos (Davis et al.,
1991).

Apesar da hipétese dopaminérgica apresentar um papel central na
compreensao da neurobiologia da esquizofrenia, foi proposta a hipotese
glutamatérgica, a qual sugeriu que o desequilibrio na sinalizagdo de glutamato
também poderia estar relacionado com alguns aspectos da doenca (Jentsch and
Roth, 1999). O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central (SNC) e exerce seus efeitos interagindo com receptores do tipo
ionotropicos, que podem ser do tipo NMDA, AMPA e cainato, e de receptores
metabotropicos, divididos de acordo com sua homologia, farmacologia e sistema
de segundo mensageiros em trés grupos: tipo | (MGIuR 1 e 5), tipo Il (MGIuR 2

e 3) e tipo lll (MGIuR 4, 6, 7 e 8) (Dingledine et al., 1999; Pin and Acher, 2002;



Kew and Kemp, 2005).

Drogas antagonistas dos receptores NMDA (NMDAR), como a quetamina
e a fenciclidina (PCP), induzem alteragbes comportamentais que se assemelham
aos sintomas positivos da esquizofrenia em humanos e animais. Além disso,
estes antagonistas dos NMDAR induzem alteragcbes relacionadas a sintomas
negativos e cognitivos, diferente das drogas que aumentam a neurotransmissao
dopaminérgica (Tsai and Coyle, 2002; Krystal et al., 2005).

Os NMDAR sao compostos por quatro a cinco subunidades, sendo elas
uma subunidade GIuN1 obrigatéria e uma combinacdo de subunidades GIuN2
(A, B, C e D) e GIuN3 (A e B). A composicao destas subunidades é determinante
para a abertura do canal e também para suas propriedades farmacoldgicas
(Hollmann et al., 1994). Alteracdes especificas na subunidade GIuN1 como, por
exemplo, no trabalho de Mohn e colaboradores, indicam que animais knock-out
(KO) para esta subunidade apresentaram comportamentos relacionados a
esquizofrenia que foram atenuados pelo tratamento com antipsicoticos (Mohn et
al., 1999). Além disso, estudos com estruturas post-mortem de pacientes com
esquizofrenia revelaram que ha um aumento na expressdo das subunidades
NR1 e NR2 do NMDAR no cortex pré-frontal (CPF) (Dracheva et al., 2001).

Recentemente, outras evidéncias de hipofungdo de NMDAR na
esquizofrenia surgiram da neurologia clinica. A expresséao clinica da encefalite
anti-NMDAR, na qual os autoanticorpos reagem de forma cruzada com NMDARs
levando a internalizacdo destes da membrana plasmatica, assemelha-se aos
sintomas observados no primeiro episodio de psicose na esquizofrenia (Dalmau
et al., 2011). A presenca de sintomas psiquiatricos pronunciados, bem como
distarbios cognitivos graves com altos escores de sintomas negativos, pode
muitas vezes resultar em um diagnadstico incorreto como esquizofrenia idiopatica

(Al-Diwani et al., 2019).



Estes dados apontam para um importante papel do sistema
glutamatérgico na esquizofrenia. Entretanto, apesar da hipotese glutamatérgica
abordar aspectos mais amplos do transtorno, parece haver uma interacéo
complexa e reciproca com a neurotransmissdo dopaminérgica em algumas
regides cerebrais (Duncan et al., 1999; Javitt, 2007; Stone et al., 2007; Grace,
2016).

1.1.3 Modelo baseado no antagonismo dos receptores NMDA

A administracdo aguda e cronica de antagonistas de NMDAR parece ser
adequada como ferramenta para geracdo de modelos animais de esquizofrenia
e tem sido extensamente utilizada para a busca de novas substancias com
propriedades antipsicéticas e no estudo da neurobiologia da doenca
(Bubenikova-Valesova et al., 2008; Cadinu et al., 2018). Apdés a administracao
destas drogas, prejuizos em func¢des cognitivas tém sido observados em testes
como reconhecimento de objeto (RO) e labirinto aquatico de Morris para
memoaria de reconhecimento visual e espacial, teste de mudanca de conjunto de
atencao e flexibilidade comportamental (do inglés: attentional set shifting) para
funcBes executivas, e testes operantes que avaliam, além da memdéria de
trabalho, resolucdo de problemas e atencdo. Todas estas funcdes estdo
prejudicadas na esquizofrenia (Jentsch et al., 1997; Mandillo et al., 2003; Stefani
and Moghaddam, 2005; Vales et al., 2006; Cadinu et al., 2018).

Prejuizo no filtro sensério motor também tem sido detectado apds a
administracao de antagonistas de NMDAR por meio de testes como o da inibicao
pelo pré-pulso (PPI). Adicionalmente, essas drogas produzem prejuizos no teste
de interacdo social (IS) em roedores, o que guarda certa relacdo com os
sintomas negativos da esquizofrenia (Ellenbroek and Cools, 2000; Fejgin et al.,
2009). Em contraste as alteracbes supracitadas, drogas que aumentam a

transmissao dopaminérgica, tais como a anfetamina, ndo induzem alteracdes



relacionadas aos sintomas negativos e cognitivos (Krystal et al., 2005).

Dessa maneira, tem sido proposto que a administracdo cronica de
antagonistas de NMDAR, mas néo a aguda, leva a alteragces comportamentais,
neuroquimicas e neuroanatdmicas similares as observadas em pacientes com
esquizofrenia. Estas alteragbes parecem ser duradouras. Estudos indicam que
0s prejuizos induzidos pelo tratamento com antagonistas dos NMDAR nos testes
de RO e IS foram observados até 6 semanas apos o fim do tratamento com essas
drogas (Jentsch and Roth, 1999; Hashimoto et al., 2005; Grayson et al., 2007).
Além disso, nosso grupo observou alteragdes induzidas pelo tratamento repetido
com MK-801, um antagonista de NMDAR, 10 dias ap0s o final do tratamento
(Rodrigues Da Silva et al., 2020).

Curiosamente, as alteracdes produzidas pelo tratamento repetido com
antagonistas de NMDAR foram revertidas pelo tratamento com antipsicoticos
atipicos como clozapina e aripiprazol, mas néo pelo haloperidol, um antipsicético
tipico (Bruins Slot et al., 2005; Hashimoto et al., 2005; Fejgin et al., 2007; Nagai
et al., 2009). Portanto, este modelo, por apresentar boa validade de face e
preditiva, tem sido extensamente utilizado no estudo da neurobiologia da
esquizofrenia e na pesquisa de novas substancias com possiveis propriedades
antipsicoticas (Cadinu et al., 2018).

1.1.4 Interneurdnios GABAérgicos parvalbumina-positivos e esquizofrenia

Os interneurdnios GABAérgicos produzem efeitos inibitérios por aumento
do influxo de CI~ ou o efluxo de K* via ativagdo do receptor GABA
hiperpolarizando transitoriamente ou desviando a membrana celular do limiar do
potencial de acdo (Pelkey et al., 2017). Existem diversos tipos de interneurénios
inibitérios que sao classificados principalmente com base em trés conjuntos de
critérios: (i) propriedades morfoldgicas, particularmente a seletividade alvo do

axonio; (i) expressdo de marcadores moleculares, como neuropeptideos



(somatostatina, colecistocinina, peptideo intestinal vasoativo e neuropeptideo-Y)
e proteinas de ligacdo ao Ca?* (parvalbumina, calretinina e calbindina); e (iii)
caracteristicas funcionais — mais importante, o fenétipo do potencial de acdo (Hu
et al., 2014).

Os interneurdnios parvalbumina-positivos (PV+) sdo assim denominados
pela expressdo da proteina citosdlica ligante de Ca?* chamada parvalbumina.
Sao classificados em dois subgrupos: (i) células do tipo basket, que fazem
sinapses no soma e dendrito proximal dos neurénios-alvo e normalmente tém
morfologia multipolar, e células chandelier, que tém como alvo o segmento inicial
do axdnio das células piramidais (Rudy et al., 2011). Por controlarem o input e
output dos neur6nios alvo, os interneurdnios PV+ desempenham papéis
importantes ndo apenas na regulacdo da excitabilidade de uma Unica célula, mas
fornecem entrada inibitéria em tempo oportuno que dita a janela temporal para a
excitacdo sinaptica e a iniciacdo do potencial de acdo subsequente, moldando
assim o tempo do fluxo de informacéo aferente e eferente (Bartos et al., 2007,
Hu et al., 2014).

Através deste complexo controle na ritmicidade de disparos de neurénios
piramidais, estes interneurdnios PV+ estao envolvidos na geracdo e controle de
determinadas frequéncias de oscilagcbes de disparos como, por exemplo, as
oscilagbes gamma (y), que ganharam atencao significativa devido ao acumulo
de evidéncias que implicam seu envolvimento em processos sensoriais e
cognitivos que estdo prejudicados na esquizofrenia (Lee et al., 2003; Uhlhaas
and Singer, 2010; Antonoudiou et al., 2020).

Uma expressiva reducao no numero de interneurdnios PV+ foi encontrada
em encéfalos post-mortem de pacientes com esquizofrenia (Beasley and
Reynolds, 1997; Zhang and Reynolds, 2002; Lewis et al., 2005). A disfuncdo dos

neurdnios PV+ na esquizofrenia foi sugerida como uma consequéncia de uma



hipofuncéo da sinalizagdo mediada pelos NMDAR (Gonzalez-Burgos and Lewis,
2012). Estudos da atividade neuronal no CPF de ratos acordados demonstraram
gue os NMDAR podem ser cruciais para a atividade inibitoria do interneurénio
GABAérgico PV+ (Homayoun and Moghaddam, 2007). Neste estudo, a
administracao sistémica de MK-801 aumentou o disparo neurdnios piramidais e
diminuiu a atividade de neurénios inibitérios, sugerindo que o bloqueio dos
NMDAR seria preferencial em interneurénios GABAérgicos e levaria a uma
desinibi¢cdo na célula piramidal (Homayoun and Moghaddam, 2007).
Abordagens genéticas em camundongos foram utilizadas para testar o
efeito da delecdo de NMDAR em neurbnios GABAérgicos. Belforte e
colaboradores fizeram a delecdo da subunidade GIluN1 de NMDAR
seletivamente em 40-50% das areas corticais e hipocampais em interneurdnios
no desenvolvimento pés-natal inicial (Belforte et al., 2010). Sintomas distintos
relacionados a esquizofrenia surgiram ap6s a adolescéncia, incluindo
hiperlocomocao, déficits de acasalamento e construcdo de ninhos, bem como
comportamentos relacionados a anedonia e ansiedade. Muitos desses
comportamentos, como 0 prejuizo na memoéria social, memoria operacional
espacial e inibicdo pelo pré-pulso, foram exacerbados por estresse induzido por
isolamento social (Belforte et al., 2010). Curiosamente, houve uma diminuicédo
na expressdo da enzima descarboxilase 67 do &cido glutamico (GAD-67),
envolvida na sintese do neurotransmissor GABA, e de parvalbumina, que foi
acompanhada pela desinibicAo dos neurbnios excitatorios corticais e pela
reducédo da sincronia neuronal nos animais geneticamente modificados (Belforte
et al., 2010). Assim, a hipofuncdo dos NMDAR em interneurénios GABAérgicos
parece levar a prejuizos relacionados aos observados na esquizofrenia,
sugerindo que a hipofuncdo especifica destas células pode constituir um dos

principais fatores etiolégicos de disfuncédo de circuitos neurais na esquizofrenia



(Nakazawa and Sapkota, 2020).

Os camundongos geneticamente modificados do trabalho supracitado de
Belforte e colaboradores também tiveram um aumento robusto induzido por
isolamento social em espécies reativas de oxigénio (ROS), particularmente em
neurbnios PV+ corticais, sugerindo um envolvimento de estresse oxidativo. A
apocinina, um antioxidante que atua como sequestrador de espécies reativas de
oxigénio, atenuou o aumento de ROS e a diminuicdo da expressédo de
parvalbumina nos animais mutantes (Jiang et al., 2013). Além disso, o tratamento
com antagonistas de NMDAR, como a quetamina, também induz a
superproducdo de ROS, levando a diminuicdo da imunoreatividade de células
PV+ (Behrens et al., 2007; Powell et al., 2012). Assim, devido a relagéo entre
estresse oxidativo, inflamacao e mecanismos protetores dos interneurénios PV+,
como as redes perineuronais, outros fatores poderiam estar subjacentes a
vulnerabilidade e ao comprometimento funcional dos circuitos inibitorios
essenciais na esquizofrenia.

1.1.5 Redes perineuronais e marcadores inflamatorios

Redes perineuronais (PNNs) sédo agrega¢cdes em forma de rede formadas
por componentes da matriz extracelular (ECM), originalmente descritos por Golgi
(1893) e Ramon y Cajal (1987) como uma estrutura reticular que cobre os corpos
celulares e os dendritos proximais de certos neurdnios (Golgi, 1984; Ramon Y
Cajal, 1987). As PNNs sédo compostas principalmente de grandes proteoglicanos
agregantes de sulfato de condroitina complexados com hialuronano e tenascina
como componentes principais (Koppe et al.,, 1997; Yamaguchi, 2000). O
significado bioldgico das PNNs néo é totalmente claro e varias fungbes foram
propostas. As cadeias de glicosaminoglicanos das PNNs fornecem estruturas
altamente carregadas no microambiente dos neurbnios que podem estar

envolvidos na homeostase ionica local (Brickner et al.,, 1993). Eles podem,
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portanto, agir como sistema de tamponamento para ions fisiologicamente
relevantes, como célcio, potassio e sédio, em torno neurdnios altamente ativos
(Hartig et al., 1999). Esses componentes polianidnicos, no entanto, também
podem interagir com ions envolvidos na geragdo de estresse oxidativo como o
ferro. Através da eliminacdo e ligacdo do ferro redoxativo, as PNNs podem
neutralizar ou reduzir o potencial oxidativo local potencialmente deletério no
microambiente neuronal, protegendo assim o0s neurbnios embainhados por
PNNs contra sequelas de dano oxidativo (Morawski et al., 2004).

As PNNs também estdo envolvidas na regulacdo da plasticidade
sinptica. Através do potencial inibitério de adesao celular e das propriedades
repulsivas de seus componentes moleculares contra a aproximacao de axonios
e dendritos, as PNNs podem contribuir para a estabilizagdo dos contatos
singpticos embainhados, reduzindo assim seu potencial neuroplastico
(Pizzorusso et al., 2002; Berardi et al., 2003; Rhodes and Fawcett, 2004).As
PNNs amadurecem gradualmente, de uma maneira dependente da experiéncia,
durante os estagios finais do desenvolvimento p6s-natal, durante a maturacao
dos circuitos neurais no inicio da idade adulta, coincidindo com a idade de inicio
da esquizofrenia (Berretta et al., 2015).

Corroborando a hipétese de envolvimento das PNNs e interneurénios PV+
na esquizofrenia, alteragdes nestas células também foram descritas em modelos
animais de esquizofrenia baseados em interferéncia no neurodesenvolvimento.
Por exemplo, no modelo de ativacdo imune materna (MIA), no qual roedores
filhos de méaes expostas a desafio imune durante a gestacdo apresentam
alteragbes associadas a esquizofrenia na idade adulta, foram observadas
reducdes seletivas de PNNs no CPF, que sO se manifestaram neste periodo do
desenvolvimento (Paylor et al., 2016). Esses déficits ndo foram associados a

mudancas na densidade celular de parvalbumina, mas a uma diminuicdo na
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percentagem de células de PV+ circundadas por PNNs (Paylor et al., 2016).

Em modelos animais baseados no antagonismo de NMDAR também
foram encontradas alteragbes em PNNs e interneurdnios PV+. Por exemplo,
associado a um prejuizo no teste de PPI, foi observada uma diminuicdo na
densidade de interneurdnios PV+ e Cat-315+, um marcador de glicanos do tipo
HNK-1 em PNNSs, na regidao CA1 do hipocampo em animais tratados por 7 dias
com quetamina (Fujikawa et al., 2020). Em um modelo de esquizofrenia
conhecido como double-hit, por combinar uma manipulacdo do
neurodesenvolvimento e a exposi¢ao a uma experiéncia aversiva durante o inicio
da vida adulta, foi encontrada uma reducdo da densidade das células que
expressam parvalbumina cercadas por PNNs em camundongos tratados com
uma injecdo perinatal de MK-801 e isolamento social pés-desmame (Garcia-
Mompo et al., 2020).

Entretanto, os mecanismos subjacentes ao déficit de PNNs na
esquizofrenia ndo sdo claros. Algumas possibilidades foram postuladas: (i) as
PNNs podem n&o amadurecer ou se formar corretamente durante o
desenvolvimento pdés-natal tardio, coincidindo com o periodo prodrémico e a
idade de inicio da esquizofrenia e/ou (ii) durante a idade adulta, as PNNs podem
sofrer degradacdo e/ou falta de estabilidade, como consequéncia da
desregulacéo dos processos de remodelamento de ECM (Bitanihirwe and Woo,
2014; Berretta et al., 2015).

Os principais agentes envolvidos no processo de remodelamento das
ECM sao trés familias de metaloproteases, conhecidas coletivamente como
familia de metzincina, ou seja, metaloproteases de matriz (MMPs), uma
desintegrina e metaloproteases de matriz (ADAMS) e ADAMS com um dominio
de trombospondina (ADAMTS), que clivam moléculas de ECM, incluindo aquelas

gue compdem as PNNs (Medina-Flores et al., 2004; Abdolmaleky et al., 2005;
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Hobohm et al., 2005; Rivera et al., 2010). As MMPs desempenham um papel
fundamental na plasticidade sindptica e na memoria, criando janelas de
oportunidade para aprendizagem, ao liberar temporariamente neuronios dos
efeitos de fixacdo da ECM na plasticidade e aumentando a sinaptogénese
(Frischknecht et al., 2009; Rivera et al., 2010; Berretta et al., 2015). Por exemplo,
foi encontrado um aumento na expressdo de MMP9 na amigdala, CPF e
hipocampo durante a aprendizagem contextual do medo, enquanto a inibicdo
farmacoldgica da atividade de MMP resultou na interrupcéo da reconsolidacdo
da memoria do medo (Brown et al., 2009; Ganguly et al., 2013). Do mesmo modo,
a inibicdo seletiva da atividade da MMP3 e MMP9 no hipocampo resultou no
prejuizo da memoéria espacial e do aprendizado aversivo (Nagy et al., 2007;
Wright et al., 2007).

Tem sido sugerido que a expressao alterada de membros da familia de
metzincina poderiam contribuir com 0s prejuizos observados na esquizofrenia
(Berretta et al., 2015; Bitanihirwe and Woo, 2020). Consistente com essa
hipotese, um estudo de perfil de expressao génica do giro temporal superior em
individuos com esquizofrenia mostrou expressdo aumentada de mMRNA de MMPs
e ADAMTSs (Pietersen et al., 2014). Uma possibilidade para explicar as
alteracdes na expressado destas enzimas e da integridade de PNNs na
esquizofrenia estaria relacionada com a exposi¢cao ao estresse, por alteracdo em
respostas imunes que parecem estar intimamente ligados a estes processos
(Medina-Flores et al., 2004; Franklin et al., 2008; Gray et al., 2008; Fillman,
Cloonan, Miller, et al., 2013; Gomes et al., 2019).

AlteracOes inflamatorias tém sido associadas a esquizofrenia por um
numero crescente de estudos clinicos, epidemiologicos e dados experimentais.
Em pacientes com esquizofrenia foi observada a ativacédo do sistema inflamatorio

periférico e neuroinflamacédo (Doorduin et al., 2009; Meyer et al., 2011). Além
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disso, ha uma correlacdo entre esquizofrenia e alteragbes em genes que
controlam a expresséo de componentes do sistema imune (Consortium, 2014).
Um aumento na expressado de marcadores inflamatérios no CPF de pacientes
com esquizofrenia também foi encontrado, assim como uma relacdo entre a
exposicdo pré-natal a agentes inflamatoérios e o risco aumentado para
esquizofrenia (Fillman, Cloonan, Catts, et al., 2013; Réthelyi et al., 2013). A
propésito, estudos tém sugerido que a administracdo concomitante de agentes
anti-inflamatérios ao tratamento antipsicético podem melhorar os sintomas da
esquizofrenia (Muller et al., 2013). Nesse contexto, células gliais, como microglia
e astricitos, tém sido relacionadas a patogénese da esquizofrenia (Moniji et al.,
2013).

As microglias sdo as principais células imunoldgicas do sistema nervoso
central, regulando tanto a inducdo quanto a limitagdo dos processos
inflamatérios (Graeber et al., 2011). A ativacdo da microglia nas condi¢cbes
fisiopatoldégicas € complexa e esta associada a alteragcdes morfoldgicas,
proliferacdo, apresentacéo de antigenos, liberacédo de citocinas e radicais livres,
migracdo e fagocitose. Assim, as consequéncias funcionais da ativagao de
microglia variam de um efeito neuroprotetor a neurotéxico (Ransohoff and Perry,
2009; Deczkowska et al., 2018).

A capacidade funcional da microglia em remodelar a ECM ¢é
classicamente demonstrada em lesfes agudas como o acidente vascular
cerebral, nas quais a microglia sofre ativacao e, subsequentemente, libera MMPs
ou outras proteases degradantes de ECM que atuam nos componentes das
PNNs (Patel et al., 2013; Wen et al., 2018). Além disso, também foi identificado
um papel para a perda de PNNs mediada por microglia na doenca de Huntington,
uma vez que, quando inibida, a ativacao de microglia através do tratamento com

PLX3397, houve uma atenuacdo na perda de PNNs em camundongos R6/2 e
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um aumento das PNNs nos animais naive (Crapser, Ochaba, et al., 2020). Em
pacientes e em um modelo animal de doenca de Alzheimer, também foi
encontrado uma associagao entre a ativagao microglial e diminuicdo das PNNSs,
assim como uma reducéo em interneurénios PV+ associados as PNNs (Crapser,
Spangenberg, et al., 2020).

Em alguns modelos animais de esquizofrenia também foram observadas
alterac6es nas PNNs, interneurénios PV+ e marcadores inflamatdrios. Matuszko
e colaboradores demostraram que no CPF medial (nCPF) de ratos tratados com
guetamina exibem uma intensidade diminuida de fluorescéncia em
interneurénios PV+ e um numero reduzido de redes perineuronais marcadas
com Wisteria floribunda agglutinin (WFA), uma lectina que se liga seletivamente
a determinados residuos de glicoproteinas contidos nas PNNs e serve como um
marcador para analise de PNNs (Slaker et al., 2016; Matuszko et al., 2017). Além
disso, foi encontrado um aumento da expressdo de CS56, um marcador de
matriz extracelular glial nos animais tratados com quetamina (Matuszko et al.,
2017).

Em animais KO para o gene GRIN2A (que codifica para GIuUN2A, uma
subunidade do NMDAR), um insulto oxidativo aplicado durante o
desenvolvimento pos-natal inicial diminuiu 0 nimero de células imunorreativas
para PV+ e as PNNs em camundongos KO, mas ndo em camundongos
selvagens (Cardis et al., 2018). Esses efeitos sdo de longa duracado, e foram
prevenidos pelo tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina. Curiosamente,
essas alteracdes foram acompanhadas de uma ativacdo microglial detectada
pelo aumento da imunoreatividade para a molécula adaptadora da ligacao de
célcio ionizado 1 (Iba-1), um marcador microglial, e CD68, uma glicoproteina
altamente expressa em microglia ativada (Cardis et al., 2018). No entanto,

apesar da disfuncéo no sistema glutamatérgico levar a alteracdes nas PNNs e
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1.2

interneurdénios PV+, ainda ndo estd completamente elucidado o mecanismo
subjacente a essas alteragdes, assim como o0 envolvimento da microglia e do

estresse oxidativo nestes processos.

Tratamento Farmacoldgico

1.2.1 Antipsicéticos e Canabidiol

A terapia de pacientes diagnosticados com esquizofrenia requer o uso de
drogas antipsicoticas que sdo classificadas em dois grupos diferentes, os
antipsicoticos de primeira geracdo, ou tipicos, e 0s antipsicéticos de segunda
geracdo, ou atipicos, que variam em eficacia e efeitos colaterais, bem como
mecanismo de acéo (Lieberman et al., 2005). E amplamente descrito o potencial
de drogas antipsicaéticas tipicas, como o haloperidol, em gerar efeitos colaterais
conhecidos como efeitos extrapiramidais (EPS) tais como: acatisia (sentimentos
de desassossego, inquietacdo, ansiedade e agitacdo), parkinsonismo
farmacoldgico (rigidez muscular, tremores, reducdo da expressdo facial e
lentiddo de movimentos), distonia aguda (espasmo muscular dos olhos, lingua,
pescoco e tronco), tremor perioral e discinesia tardia (movimentacéao repetitiva e
incontrolavel na regido da boca e labios) (Meltzer, 2013). Apesar das
divergéncias entre a conceituacdo de drogas tipicas e atipicas, a mais utilizada
€ a que classifica as drogas atipicas por estas ndo produzirem EPS nas doses
gue produzem o efeito antipsicético (Meltzer, 2013). Entretanto, efeitos adversos
importantes foram observados apds o tratamento prolongado com antipsicoticos
atipicos como ganho de peso, diabetes mellitus, hiperlipidemia, prolongamento
do intervalo QT, entre outros (Ucok and Gaebel, 2008). Além disso, a clozapina,
um antipsicético atipico considerado padréo ouro para tratamento de pacientes
com esquizofrenia refrataria, tem como principal fator limitante do seu uso o risco

de agranulocitose potencialmente fatal, estimada em 1 a 2% dos pacientes
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tratados (Alvir et al., 1993).

Apesar dos avangos no conhecimento da neurobiologia da esquizofrenia
e de modelos que vém sendo utilizados para a pesquisa de novos
medicamentos, os antipsicoticos desenvolvidos nos ultimos 20 anos parecem
ndo apresentar eficacia ou tolerabilidade superior aos medicamentos mais
antigos (Lewis and Lieberman, 2008). A baixa tolerabilidade e os efeitos
adversos induzidos por essas drogas resultam em uma alta taxa de abandono
ao tratamento (Lieberman et al., 2005). Além da grande incidéncia de efeitos
adversos importantes, o uso de drogas antipsicoticas tipicas ou atipicas parece
ser pouco eficaz no tratamento de todos os sintomas da esquizofrenia. Alguns
estudos mostram que a resposta dos pacientes que fazem uso de antipsicoticos
ainda € muito baixa em relagdo aos sintomas negativos e cognitivos indicando
uma necessidade de novas opc¢des farmacologicas para o tratamento da
esquizofrenia (Lieberman et al., 2005; Hanson et al., 2010; Lin et al., 2014;
Downs et al., 2018).

Preparacdes de Cannabis sativa com fins recreativos e medicinais sao
usadas ha muitos séculos, com a introdu¢édo na medicina ocidental no século 19
(Zuardi, 2006). Entretanto, foi apenas em meados do século XX que 0s principais
constituintes ativos da Cannabis, denominados fitocanabinoides, foram isolados
e identificados. O principal componente, e responsavel pela maioria dos efeitos
psicotropicos da cannabis, € o delta-9-tetraidrocanabinol (THC) que foi isolado,
identificado e sintetizado por Raphael Mechoulam e colaboradores (Gaoni and
Mechoulam, 1964).

O canabidiol (CBD), por sua vez, € o principal composto né&o-
psicotomimético da Cannabis sativa, correspondendo até a 40% do extrato da
planta que, ao contrario do THC, é desprovido dos efeitos psicotomiméticos

tipicos da planta  (Zuardi, 2008). Em 1940, pela primeira vez, este

17



fitocanabinoide foi isolado em extratos de cannabis por Adams e colaboradores,
mas sua estrutura quimica foi elucidada apenas em 1963 pelo grupo do Raphael
Mechoulam (Adams et al., 1940; Mechoulam and Shvo, 1963). Desde entéo,
este fitocanabinoide tem atraido grande interesse devido ao seu potencial
terapéutico (Mechoulam et al., 2002; Zuardi, 2008). Efeitos anticonvulsivantes
(Cunha et al., 1980; Carlini and Cunha, 1981; Devinsky et al., 2014; Mathern et
al., 2014) neuroprotetores (Hampson et al., 1998; luvone et al., 2004; Pazos et
al., 2013), ansioliticos (Blessing et al., 2015; Soares and Campos, 2017;
Masataka, 2019), antipsicéticos (Zuardi et al., 1991; Schoevers et al., 2020),
antinociceptivos (Ward et al., 2014), entre outros, foram observados apds a
administracao de CBD.

Os primeiros estudos explorando a possivel atividade antipsicotica do
CBD demonstram a habilidade desta substédncia em bloguear os efeitos
psicoativos induzidos pelo THC (Karniol and Carlini, 1973; Dalton et al., 1976;
Zuardi et al., 1982). De fato, foi observado que individuos na Africa do Sul que
fizeram uso de uma variacdo de Cannabis com alta quantidade de THC e baixa
guantidade de CBD, apresentaram alta taxa de episddios psicéticos em relacao
a dados de outros paises, sugerindo que o CBD possa ter uma acdo protetora
em relacdo aos efeitos psicotomiméticos induzidos pelo THC (Rottanburg et al.,
1982). Considerando que existem evidéncias de que o antagonismo do CBD em
relacéo aos efeitos do THC néo é devido a interacdo farmacocinética (Hunt et
al., 1981), surgiu entdo a hipotese de que o CBD poderia ter propriedades
antipsicaoticas.

Em modelos preditivos para a atividade antipsicotica, o CBD atenuou a
estereotipia induzida por apomorfina em ratos (Zuardi et al.,, 1991) e a
hiperlocomoc¢édo induzida por anfetamina e quetamina em camundongos

(Moreira and Guimaraes, 2005). Ainda no mesmo estudo, constatou-se que 0
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CBD, mesmo em altas doses (480mg/kg), ndo induz catalepsia, um efeito motor
extrapiramidal comumente produzido por antipsicoéticos tipicos, sugerindo entao
gue o CBD poderia enquadrar-se o perfil de drogas antipsicéticas atipicas (Zuardi
et al.,, 1991; Moreira and Guimardes, 2005). Em modelos baseados no
antagonismo de NMDAR, apesar de o CBD néo ter apresentado efeito agudo em
reverter o prejuizo no teste de reconhecimento social, um teste relacionado com
sintomas cognitivos e negativos do transtorno, induzido pelo MK-801 (Deiana et
al., 2015), ele reverteu o prejuizo induzido por anfetamina e antagonistas de
NMDAR no teste de PPl em roedores e primatas ndo-humanos (Long et al., 2006;
Pedrazzi et al., 2015; Saletti and Tomaz, 2018) assim como a reduc¢éo da IS em
ratos (Gururajan et al., 2011).

Alguns estudos pré-clinicos empregando o tratamento repetido com CBD
também foram realizados para investigacdo do seu efeito antipsicotico. Long et
al. observaram que o tratamento repetido com CBD por 21 dias atenuou a
hiperlocomocg&o induzida por dexanfetamina. Por outro lado, em um modelo de
esquizofrenia baseado em suscetibilidade genética, o tratamento repetido com
CBD nao atenuou as alteragbes comportamentais, como hiperlocomocéo e
prejuizo no teste de PPI (Long et al., 2010; Long et al., 2012). Em estudos
conduzidos pelo nosso grupo, o tratamento repetido com CBD preveniu
alteracdes comportamentais induzidas pelo tratamento repetido com MK-
80lavaliadas nos testes de PPI, RO e IS. Também verificamos efeitos
semelhantes quando o tratamento repetido com CBD foi iniciado apds o final do
tratamento com MK-801 (Gomes et al., 2014; Gomes et al., 2015; Rodrigues Da
Silva et al., 2020). Em ratos, de forma semelhante, o tratamento repetido com
CBD atenuou o prejuizo no teste de RO induzido por quetamina (Kozela et al.,
2020).

As propriedades antipsicoticas do CBD também foram observadas em
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pacientes com esquizofrenia (Zuardi et al., 1995; Zuardi et al., 2006; Hallak et al.,
2010; Makiol and Kluge, 2019; Berger et al., 2020). Em um ensaio clinico
controlado, duplo-cego, de 4 semanas e com 42 pacientes com esquizofrenia,
os efeitos do CBD foram comparados aos da amilsulprida, um antipsicético
atipico. Ambos os tratamentos foram igualmente eficazes na reducédo dos
sintomas psicoticos apds 2 e 4 semanas de tratamento, sendo que o CBD
apresentou menor propensao a inducdo de efeitos adversos (Leweke et al.,
2012). Em um estudo exploratério duplo-cego, no qual pacientes com
esquizofrenia receberam CBD (1000 mg/dia) ou placebo junto com sua
medicacdo antipsicotica em uso, foi observado uma melhora em sintomas
positivos, performance cognitiva e funcionamento geral comparados aos
pacientes que receberam placebo (Mcguire et al., 2018). Entretanto, outro estudo
mostrou que o tratamento com CBD em pacientes estaveis tratados com
antipsicoticos néo foi associado a melhora cognitiva (Boggs et al., 2018). Em
todos os estudos clinicos supracitados o tratamento com CBD foi seguro e bem
tolerado.

Além dos efeitos comportamentais avaliados em estudos clinicos e pré-
clinicos, o CBD parece ser capaz de modular a expressao de parvalbumina em
algumas regides cerebrais. Gomes e colaboradores demonstraram que,
paralelemente a prevencado dos prejuizos no teste do PPl causados pela
administracao repetida de MK-801, o CBD, assim como a clozapina, impediu a
diminuicdo da expresséao de PV+ no CPF (Gomes et al., 2014). Dados similares
foram encontrados utilizando o modelo de ativacéo imunologica materna, no qual
animais que receberam CBD tiveram uma recuperacdo nos niveis de PV+
comparados a prole que recebeu, in utero, acido poliriboinosilico-poliribocitidilico
(Poli I:.C) (Osborne, Solowij, Babic, Lum, Huang, et al., 2019). Estes dados véao

ao encontro dos efeitos observados por alguns antipsicaticos atipicos, uma vez
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gue, em um modelo que utiliza tratamento neonatal com MK-801, a olanzapina,
mas néo o do haloperidol e risperidona, foi capaz de reverter o efeito de MK-801
de diminuicéo de células PV+ na regido CA1 do hipocampo (Li et al., 2016). Além
disso, em um modelo induzido por isolamento social cronico, a clozapina
preveniu mudancas comportamentais e diminuicdo no numero de células PV+
no mCPF em ratos isolados (Todorovi¢ et al., 2019).

No entanto, as evidéncias sobre a modulacdo de interneurénios PV+
pelos antipsicoticos utilizados na clinica ainda sao contraditérias e inconclusivas,
indicando que parece haver uma modulagcdo de maneira dependente da regiao
e da droga avaliada. Por exemplo, um estudo observou que o haloperidol
reverteu o efeito deletério do MK-801 na regido CA1 do hipocampo mas levou a
um aumento da reducdo de PV+ no CPF (Braun et al., 2007). Além disso,
estudos in vitro mostraram que o numero e a extensao das PNNs ndo sao
alteradas nos neurbnios do hipocampo pela exposi¢cao a drogas antipsicoéticas
(Gottschling et al., 2016).

Como supracitado, o estresse oxidativo e mecanismos inflamatérios
parecem ser fatores importantes para a diminuicdo de interneurénios PV+. De
fato, o tratamento com T-817MA, uma substancia neuroprotetora, reverteu a
diminuicao de interneurdnios PV+ no mCPF e hipocampo induzida por MK-801,
ao contrario do observado nos animais tratados com haloperidol ou risperidona
(Uehara, Sumiyoshi, Seo, et al., 2012). Diversas evidéncias sugerem que o CBD
tenha propriedades neuroprotetoras, entre as quais destacam-se as acles
antioxidante e anti-inflamatéria (Fernandez-Ruiz et al., 2008; Campos et al.,
2016). Alem dos efeitos do CBD sobre o status redox em diversos modelos e a
diminuicdo da producdo de mediadores inflamatorios, este fitocanabinoide
também € capaz de atenuar a ativacao microglial (luvone et al., 2004; Esposito

et al., 2007; Garcia-Arencibia et al., 2007; Ruiz-Valdepefas et al., 2011; Mecha
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et al., 2012).

Em um modelo de esclerose multipla, o CBD reduziu a expressao de Iba-
1 e de Mac2/Galectina3, marcadores de ativacdo microglial, na medula de
camundongos (Kozela et al., 2011). Também foi demonstrado que o CBD
preveniu a diminuicdo do numero de células microgliais com morfologia ativada
no CPF e no hipocampo dorsal de camundongos que receberam cronicamente
0 MK-801 (Gomes et al., 2015). Contudo, ainda nao foi descrito se o CBD poderia
reverter a ativacdo microglial e, tampouco, a diminuicdo de PNNs e
interneurdnios PV+ induzidos por antagonistas de NMDAR.
1.2.2 Possiveis mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos

antipsicéticos do CBD

Apesar das evidéncias indicarem que o CBD produz atividade tipo-
antipsicética, o mecanismo de acéo pelo qual este fitocanabinoide exerce este
efeito ainda ndo esta bem elucidado. Um estudo utilizando o ensaio de binding
indica que o CBD pode ser um agonista parcial do receptor de dopamina (DA)
do subtipo D2, da mesma forma que o antipsicético atipico aripiprazol (Seeman,
2016). Entretanto outras evidéncias indicam que a ligacdo aos receptores
TRPV1, 5-HT1a, PPARYy e a inibicdo da enzima amida hidrolase de &cidos graxos
(FAAH) podem estar envolvidas no efeito antipsicotico observado em modelos
animais e humanos com esquizofrenia (Campos et al., 2012). Neste trabalho
exploraremos o0 mecanismo de acdo do CBD com foco no sistema
endocanabinoide e sistema serotoninérgico.

1.2.2.1 Sistema endocanabinoide

O sistema endocanabinoide (ECS) € uma importante rede
neuromodulatéria envolvida no desenvolvimento do SNC. Ele desempenha um
papel importante na sintonia de muitos processos cognitivos e fisiologicos. O

ECS é composto pelos receptores CB1 e CB2, o0s agonistas enddgenos
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(endocanabinoides) como a anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG),
e as proteinas responsaveis pela sintese e degradacao destas substancias como
a FAAH e a lipase monoacilglicerol (MGL). responsaveis pela hidrélise e
inativacdo da AEA e da 2-AG, respetivamente (Lu and Mackie, 2020). Embora
os efeitos dos endocanabinoides sejam mediados principalmente por receptores
canabinoides CB1 e CB2, outros receptores, como 0s receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARS) e canais de potencial receptor transitorio
(TRP), também podem ser ativados por esses compostos (Howlett et al., 2002;
Lu and Mackie, 2016).

O receptor do tipo CB1i encontra-se em neurdnios pré-sinapticos em
diversas areas do cérebro, incluindo aquelas envolvidas na neurobiologia da
esquizofrenia e no mecanismo de acdo dos antipsicéticos, como o estriado,
cortex, substancia nigra e hipocampo (Tsou et al., 1998; Howlett et al., 2002). Os
receptores CB2, que inicialmente foram considerados expressos apenas em
células do sistema imune periférico e hematopoiético, também sao expressos no
SNC em células gliais, como microglia e astrécitos, e subpopulacées especificas
de neurdnios (Luongo et al., 2014). Os receptores CB1 e CB2 sao acoplados
principalmente a proteinas G inibitérias (Gi/o) que, quando ativadas, inibem a
enzima adenilato ciclase, aumentando a abertura de canais de potassio e
inibindo canais de célcio, modulando assim a liberacdo de outros
neurotransmissores (Lu and Mackie, 2020). No entanto, sob algumas condicdes,
0s receptores canabinoides também podem estimular a formacdo de cAMP
(monofosfato de adenosina ciclico) e envolver as vias subjacentes a proteina
Gg/11 (Glass and Felder, 1997; Lauckner et al., 2005).

Ha um acumulo de evidencias apontando para o envolvimento do receptor
CB:2 na esquizofrenia (Cortez et al., 2020). Um aumento na frequéncia de dois

polimorfismos de nucleotideo unico (PNU) no gene que codifica o receptor CB2
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(rs12744386 e rs2501432), que diminuem a fungcdo destes receptores, foi
descrito em pacientes com esquizofrenia (Ishiguro et al., 2010). Recentemente,
um estudo de associacéo de todo o genoma de mais de 120.000 participantes
identificaram um PNU para o receptor CB2 em um gene altamente associado a
experiéncias psicoticas (Legge et al., 2019). Além disso, pacientes com
esquizofrenia no primeiro episddio de psicose nao tratados e pacientes tratados
com antipsicéticos mostraram uma diminuicdo da expressdo periférica de
receptores CB2 comparado a individuos saudaveis (De Marchi et al., 20083;
Bioque et al., 2013).

Em modelos animais baseados no antagonismo de NMDAR, agonistas do
receptor CB2 como o JWH133 e JWH105 foram capazes de atenuar prejuizos
nos testes de hiperlocomocéo e PPI, respectivamente (Khella et al., 2014; Kruk-
Slomka et al., 2017). Apoiando o envolvimento do receptor CBz2, os efeitos de
JWH105 foram bloqueados pelo AM630, um antagonista deste receptor, mas
ndo pelo antagonista do receptor CB1, AM251. Como esperado, ao contrario dos
efeitos dos agonistas, o bloqueio dos receptores CB2 exacerbou tanto as
deficiéncias do PPI quanto aumentou a atividade locomotora induzida pelo MK-
801 (Khella et al., 2014; Kruk-Slomka et al., 2017).

O CBD parece ter pouca afinidade pelos receptores CB1 e CB: (Petitet et
al., 1998). No entanto, ha evidéncias de que sua acao pode ser mediada pelo
sistema endocanabinoide por um mecanismo indireto de aumento da AEA
através da inibicdo da enzima FAAH (Bisogno et al., 2001). Assim, devido a
ativacao de CB1 e/ou CB:2 através do aumento dos niveis de AEA, o CBD poderia
modular sistemas neurotransmissores relacionados a estes receptores (Zuardi
et al., 2012). Na clinica foi observado que os niveis de AEA em pacientes néo
medicados é negativamente correlacionado com o0s sintomas psicoticos. O

tratamento com CBD aumentou os niveis de AEA, efeito correlacionado com a
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melhora clinica, indicando um possivel mecanismo envolvendo o aumento de
AEA com o potencial terapéutico do CBD (Giuffrida et al., 2004; Leweke et al.,
2012). Em modelos pré-clinicos induzidos por antagonistas dos NMDAR, o
bloqueio da degradacdo de AEA atenua alteracbes em comportamentos
relacionados a esquizofrenia em roedores (Seillier et al., 2010). Entretanto, em
um estudo conduzido pelo nosso grupo, o efeito do CBD de atenuar prejuizos na
IS e RO induzidos por MK-801 nao foi bloqueado por AM251 ou AMG630,
indicando que outros receptores também podem estar envolvidos (Rodrigues Da
Silva et al., 2020).

A expressdo dos receptores CB2 em células da microglia € modificada
dependendo de sua ativagdo, sendo baixa em condi¢cdes saudaveis e alta em
estados patolégicos (Carlisle et al., 2002; Maresz et al., 2005). H& diversas
evidéncias de que a ativacéo do receptor CB2 diminui a neurotoxicidade mediada
por microglia e reduz niveis de citocinas pré-inflamatoérias (Fernandez-Ruiz et al.,
2007; Komorowska-Miiller and Schméle, 2020). Por exemplo, em um modelo
animal da doenca de Parkinson, a ativagao do receptor CB2 reduziu o processo
neuroinflamatérios e os danos a barreira hematoencefélica, e aumentou a
sobrevivéncia dos neurénios dopaminérgicos da via nigroestriatal (Chung et al.,
2016). Apesar do CBD ter sido eficaz em diminuir a ativagdo microglial induzida
por MK-801 (Gomes et al., 2015), ainda n&o foi elucidado se este efeito estaria
relacionado a ativacao de receptores CB2 e, tampouco, se a ativacdo deste
receptor estaria envolvida na modulagdo da homeostase das PNNs e
interneurdnios PV+ induzido por CBD.

1.2.2.2 Sistema Serotoninérgico

O sistema serotoninérgico € composto pelo neurotransmissor serotonina

(5-HT) e seus receptores, que sao encontrados no SNC e periférico. Sete tipos

e diversos subtipos de receptores de 5-HT foram identificados. Eles podem estar
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presentes em membranas pré-sinapticas, como receptores autossémicos, ou
pés-sinapticas em diversas regifes cerebrais. A classe de receptores 5-HT1 €
acoplada a uma proteina Gi/o e inclui 5 subtipos: 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1p, 5-HT1e
e 5-HTir (Cooper and Bloom, 2003). Evidéncias genéticas indicam que
polimorfismos nos receptores de serotonina do subtipo 5-HT1a, 5-HT2a € 5-HT2c
estdo relacionados com sintomas psicoticos, distlrbios cognitivos e resposta a
drogas em esquizofrenia (Masellis et al., 1998; Drago et al., 2008). Além disso,
dados pré-clinicos sugerem um papel da 5-HT em cognicdo através de sua
influéncia em outros sistemas neurotransmissores, como o dopaminérgico,
colinérgico, glutamatérgico e GABAérgico (Meltzer et al., 2003).

O envolvimento da 5-HT na esquizofrenia também é revelado por meio do
perfil farmacoldgico exibido por drogas antipsicéticas atipicas, como clozapina,
olanzapina, risperidona, ziprasidona, quetiapina, etc., que Ssao potentes
antagonistas do receptor 5-HT2a (Meltzer, 1999). Além disso, a acdo agonista
parcial de receptores 5-HT1a também é compartilhada por antipsicéticos atipicos
como aripiprazol, clozapina, ziprazidona, entre outros, e a estimulagédo destes
receptores parece estar relacionada com a melhora nos sintomas negativos e
cognitivos da esquizofrenia (Meltzer et al.,, 2003). Por exemplo, na clinica a
adicado de buspirona, um agonista parcial 5-HT1a, melhorou o desempenho em
um teste que avalia a memodria, atencdo e coordenacdo motora em pacientes
tratados com antipsicoticos atipicos (Sumiyoshi et al., 2007).

Em estudos preé-clinicos, baixas doses de 8-OH-DPAT, um agonista de
receptores 5-HT1a, reduziu a hiperlocomoc¢éo e o prejuizo na IS induzidos por
MK-801 (Bubenikova-Valesova et al., 2007). Além disso, lurasidona, um potente
agonista parcial dos receptores 5-HTia, tandospirona, antagonista dos
receptores 5-HT2a e D2, e F15599, agonista seletivo de receptores 5-HTia pos-

sinapticos, reverteram o prejuizo no teste de RO induzido por PCP, assim como

26



a combinacao de doses subefetivas de tandospirona e lurasidona. Estes efeitos
da tandospirona e lurasidona foram bloqueados por WAY100635, um
antagonista de receptores 5-HT1a (Horiguchi et al., 2012). Efeitos a longo prazo
também foram observados. Sete e 14 dias apdés o fim do tratamento com
lurasidona e tandospirona, respectivamente, 0s prejuizos no teste de RO
induzidos por PCP foram atenuados. Além disso, o efeito da lurasidona foi
bloqueado pelo tratamento com WAY100635 (Horiguchi et al., 2016).

Em regibes cerebrais envolvidas com a fisiopatologia da esquizofrenia,
como no coértex e hipocampo, o receptor 5-HT1a esta localizado em neurénios
principais e nos neurdnios contendo calbindina e parvalbumina (Aznar et al.,
2003). Diversas evidéncias apontam para o papel dos receptores 5-HTia no
controle do disparo neuronial no CPF (Araneda and Andrade, 1991; Ashby et al.,
1994; Zhou and Hablitz, 1999; Amargds-Bosch et al., 2004). Alguns resultados
sugerem que a regulacéo cortical dependente dos receptores 5-HT1a envolva os
interneurdnios PV+. Por exemplo, a administracdo local de 8-OH-DPAT no
MCPF levou a uma diminui¢éo na frequéncia de disparo dos interneurdnios PV+.
Esses efeitos inibitérios foram revertidos pelo WAY100635, indicando o
envolvimento dos receptores 5-HT1a e interneurdnios PV+ no balanco excitatorio-
inibitorio cortical (Gui et al., 2011). Gui e colaboradores também observaram que
a degeneracdo da via nigroestriatal resulta na diminuicdo da resposta dos
interneurdnios PV+ no mCPF a estimulacdo do receptor 5-HT1a pelo 8-OH-
DPAT, efeito esse que se atribui a regulacdo negativa da expressao desse
receptor nestes interneurdnios. Este resultado sugere que alteragcdes em vias
dopaminérgica poderiam interferir na expresséao de receptores 5-HT1a no mCPF,
levando a uma desregulacdo nos circuitos neuroquimicos corticais que serao
abordados posteriormente (Gui et al., 2011).

O CBD parece facilitar a neurotransmissdo via 5-HTia agindo como
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agonista ou modulador alostérico positivo deste receptor in vitro (Russo et al.,
2005). Magen e colaboradores mostraram que o CBD melhorou a cognicéo e a
atividade locomotora em um modelo de encefalopatia hepética induzida pela
ligagdo do ducto biliar. Este efeito foi bloqueado pelo tratamento com
WAY100635 (Magen et al., 2010). Também foi observado efeito do CBD em
prejuizos emocionais e cognitivos induzidos por isquemia, que foi bloqueado por
antagonistas dos receptores CB1, CB2, 5-HT1a € PPARy (Mori et al., 2021). Em
um modelo de catalepsia, um teste relacionado aos efeitos extrapiramidais
causados pelos antipsicoticos tipicos, o CBD foi capaz de prevenir e reverter o
aumento no tempo de catalepsia induzida pelo tratamento com haloperidol. Este
efeito também foi dependente da ativacdo 5-HT1a (Gomes et al., 2013; Sonego
et al., 2016). Além disso, o efeito do CBD de atenuar prejuizos no Sl e RO
induzidos por MK-801 foi bloqueado por WAY 100635, mostrando que o perfil de
antipsicotico atipico do CBD poderia envolver a neurotransmissdo
serotoninérgica via 5-HT1a (Sonego et al., 2016; Rodrigues Da Silva et al., 2020).

Apesar de estudos prévios terem observado o efeito do CBD sobre a
atenuacdo da ativacdo microglial e diminuicdo dos interneurdnios PV+ em
diversos modelos de esquizofrenia, ainda nao foi elucidado se este efeito poderia
envolver o receptor 5-HT1a (Gomes et al., 2014; Gomes et al., 2015; Osborne,
Solowij, Babic, Lum, Huang, et al., 2019).

1.2.2.3 Mecanismos Neuroquimicos

A éarea tegmental ventral (VTA) da origem as vias dopaminérgicas
mesolimbica e mesocortical que estdo envolvidas em funcdes cerebrais
superiores, como cogni¢cdo, memoaria e recompensa (Robbins, 2000; Tzschentke
and Schmidt, 2000; Lee et al., 2003; Schultz, 2004). Como ja exposto, a
disfuncdo dopaminérgica € um dos principais marcadores fisiopatoldgicos da

esquizofrenia. Pacientes acometidos com este transtorno possuem um aumento
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no ténus dopaminérgico na via mesolimbica, que esta relacionado com os
sintomas positivos do transtorno. Paralelamente, é sugerido que ocorra uma
diminuicdo do tdbnus dopaminérgico na via mesocortical, que estaria relacionado
aos sintomas negativos e cognitivos (Crow, 1980; Andreasen, 1994).

A atividade dos neurbnios da VTA sdo modulados, entre outras areas,
pelo mCPF (Thierry et al., 1979; Tong et al., 1998; Carr and Sesack, 2000). Esse
controle é exercido por meio de aferentes excitatorios diretos e também
indiretamente, por meio do tegmento laterodorsal (LDT), tegmento
pedunculopontino (PPTg) ou da via do nucleo accumbens (NAc)/palido ventral
(VP) (Tzschentke and Schmidt, 2000; Adell and Artigas, 2004; Omelchenko and
Sesack, 2005). A estimulagédo do mCPF parece induzir um aumento de disparos
em neurbnios do VTA. Por exemplo, alguns trabalhos mostram que a
estimulacdo quimica e elétrica do mMCPF aumenta a atividade de neurbénios DA
e a liberacédo de DA no VTA (Murase et al., 1993; Bortolozzi et al., 2005).

Parece haver uma complexa influéncia de 5-HT nas vias dopaminérgicas
do mesencéfalo, envolvendo principalmente os receptores 5-HTia (Arborelius,
Chergui, et al.,, 1993; Arborelius, Nomikos, et al., 1993; Prisco et al., 1994;
Ichikawa et al., 1995; Rollema et al., 2000; Sakaue et al., 2000). A regidao do
MmCPF é altamente enriquecida em neurdnios piramidais e interneurdnios
GABAEérgicos que expressam receptores 5-HT1a (Santana et al., 2004). Algumas
evidéncias indicam que a ativacao dos receptores 5-HT1a no mCPF poderia levar
ao aumento do ténus dopaminérgico na via mesocortical através da estimulacao
da VTA. Por exemplo, Diaz-Mataix e colaboradores observaram um aumento na
taxa de disparo de neurbnios dopaminérgicos no VTA e liberacdo de DA neste
local e no mCPF apo0s a administracdo sistémica de BAYx3702 (BAY), um
agonista 5-HTia (Diaz-Mataix et al., 2005). O tratamento com WAY100635

reverteu os efeitos do BAY em ambas as areas. As alteracbes no VTA foram
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prevenidas por transeccdo frontocortical, indicando que a estimulacdo de
receptores 5-HT1a no MCPF parece estar envolvida com o aumento do tonus
dopaminérgico na VTA (Diaz-Mataix et al., 2005).

Através do envolvimento dos receptores 5-HT1a no tbnus dopaminérgico
mesocortical, a ativagdo destes receptores parece contribuir para a capacidade
dos antipsicéticos atipicos (mas néo os tipicos) de aumentar a liberagdo cortical
de DA, um efeito potencialmente envolvido na melhora dos sintomas negativos
e da disfuncdo cognitiva na esquizofrenia (Rollema et al., 1997; Kuroki et al.,
1999; Rollema et al., 2000; Ichikawa et al., 2001). Em macacos Rhesus foi
observado um aumento preferencial da clozapina (mas ndo haloperidol) na
liberacdo de DA no CPF dorsolateral comparado ao nucleo caudado, apoiando
a ideia de que o aumento da neurotransmissao dopaminérgica cortical poderia
estar relacionado ao efeitos terapéuticos de antipsicéticos atipicos (Youngren et
al., 1999). Em roedores, clozapina, olanzapina e risperidona, quando
administrados por dialise reversa, induziram um aumento de DA no mCPF em
camundongos selvagens e KO para o receptor 5-HT2a, efeito este ndo observado
em camundongos KO para o receptor 5-HT1a (Bortolozzi et al., 2010). Da mesma
maneira, Diaz-Mataix e colaboradores mostraram que a administragao sistémica
de clozapina, olanzapina e ziprasidona (mas nao haloperidol) e local de
clozapina e olanzapina aumentaram a liberacdo de DA no mCPF de
camundongos selvagem, mas ndo de KO para o receptor 5-HT1a. Curiosamente,
o efeito local da clozapina, olanzapina e BAY foi bloqueado pela co-perfusao de
bicuculina, um antagonista de receptores GABAA, sugerindo que o aumento de
DA no mCPF dependeria de interneurdnios GABAérgicos (Diaz-Mataix et al.,
2005).

Poucos estudos na literatura investigaram os efeitos neuroquimicos do

CBD em modelos animais utilizados no estudo de transtornos psiquiatricos.
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Recentemente, Galaj e colaboradores mostraram que o pré-tratamento com CBD
(10-20 mg/kg) atenuou o0 aumento nos niveis de DA induzido pela cocaina no
NAc (Galaj et al., 2020). Por outro lado, estudos investigando o efeito do CBD na
modulacdo do sono mostraram que a injecao local de CBD (30, 60, ou 90 nM)
no hipotdlamo lateral, assim como inje¢&o intracerebroventricular (10 pg/5ul),
levou ao aumento de DA no NAc (Murillo-Rodriguez et al., 2006; Murillo-
Rodriguez et al., 2011). Assim, o CBD parece ser capaz de modular o tonus
dopaminérgico de maneira dependente da dose e modelo. Entretanto, ainda nao
h& estudos investigando o possivel efeito do CBD de alterar os niveis de DA no
MCPF e se este efeito poderia, assim como para alguns dos antipsicoticos

atipicos, depender da ativacao de receptores 5-HTia.

31



Hipotese

32



2 HIPOTESE

Considerando que o CBD possui um potencial efeito terapéutico como
antipsicotico e parece modular componentes celulares e inflamatorios no SNC,
assim como, possui um mecanismo de agdo possivelmente envolvendo os
receptores CB2 e 5-HT1a, 0 presente estudo investigou a hipétese de que os
efeitos do CBD em reverter 0os prejuizos cognitivos e alteracbes celulares e
inflamatdrias induzidas por um modelo de esquizofrenia baseado no
antagonismo de NMDAR ocorrem de maneira dependente da ativacado de
receptores CB2 e/ou 5-HT1a. Além disso, considerando o efeito dos antipsicoticos
atipicos em aumentar o tonus dopaminérgico no mCPF, este trabalho investigou
se, semelhante estas substancias, o CBD aumenta os niveis de DA no mCPF de

maneira dependente da ativacéo de receptores 5-HTia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do CBD sob a hiperlocomocéao induzida por anfetamina,

prejuizos cognitivos, expressdo de PV+, PNNs e ativacdo microglial induzidos

por MK-801 de maneira dependente de receptores CB2 e/ou 5-HT1a e avaliar o

efeito do CBD sobre a liberagdo de DA no mCPF de maneira dependente de

receptores 5-HT1a.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o envolvimento dos receptores 5-HT1a e/ou CB2 sobre o possivel
efeito do CBD em atenuar a hiperlocomocao induzida por anfetamina.
Avaliar os efeitos do CBD sobre o prejuizo cognitivo induzido por MK-801
no teste de RO a curto (ROC) e longo prazo (ROL) e o possivel bloqueio
deste efeito por AM630 e/ou WAY100635.

Investigar alteracdes sobre a expressao de marcadores de interneurénios
PV+ e PNNs (identificadas pelo marcador WFA) em estruturas cerebrais
relacionadas com a esquizofrenia como CPF pré limbico (PreL), CPF infra
limbico (InfraL), area CA1 ventral do hipocampo (VCAL1) e subiculo ventral
(vSub), induzidas pelo tratamento repetido com MK-801 na presenca e na
auséncia do tratamento com CBD e AM630 e/ou WAY100635.

Avaliar o efeito do CBD sobre neuroinflamagé&o induzida pelo tratamento
com MK-801 através da analise da ativagdo microglial no CPF PrelL,
InfraL, vCAl e vSub marcadas por Iba-1 e o possivel bloqueio por AM630
e/ou WAY100635.

Avaliar o efeito agudo da administracéo sistémica e local de CBD sobre a

liberacdo de DA e seu metabdlito &cido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC)
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no mCPF e o possivel bloqueio pela administracdo sistémica de

WAY100635.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais em camundongos
foram utilizados animais da linhagem C57BL/6J machos, com 6 semanas de
idade no inicio do tratamento, provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP). Os animais permaneceram no biotério do
Departamento de Farmacologia da FMRP, em grupos de até 5 animais/gaiola
microisolada (41 x 33 x 17 cm), com agua e racao ad libitum, sala com
temperatura controlada (23+1°C) e sob ciclo de luz controlado (12h claro/12h
escuro; periodo claro comegando as 6:00 am). Protocolo de aprovacédo pelo
comité de ética em pesquisa animal: 145/2015 - anexo).

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais em ratos foram
utilizados animais da linhagem Wistar machos, adultos, pesando entre 290-320
gramas, provenientes do biotério central do Instituto de Investigaciones
Biologicas Clemente Estable, Montevidéu, Uruguai. Todos os animais foram
alojados em grupos de até 5 animais/gaiola (50 cm x 37,5 cm x 21 cm) e
mantidos em condi¢des controladas (temperatura 22 + 2 ° C, ciclo dia-noite de
12h claro/ 12h escuro; periodo claro iniciando as 7:00 am) com racdo e agua
disponivel ad libitum. Protocolo de aprovacao pelo comité de bioética do Instituto
de Investigaciones Biologicas Clemente Estable N° 010/11/2016 e 001/08/2018
cumprindo a lei nacional de experimentagdo animal vigente no Uruguai (lei
18.611).

Medidas adequadas foram levadas em consideragao para minimizar a dor,
desconforto ou estresse dos animais, e todos os esfor¢cos foram feitos para
utilizar o niumero minimo de animais necessario para a obtencdo de dados

cientificos confiaveis.

38



4.2 Drogas

Canabidiol (BSPG, UK) - Doses: 30mg/kg (camundongo) e 60mg/kg (rato)
para administracdo intraperitoneal (i.p.) e para didlise reversa foram
utilizadas as concentragdes (0,2, 1 e 5 uM). As doses empregadas foram
baseadas em estudos prévios do grupo ou da literatura (Zuardi et al.,
1991; Gomes et al., 2015; Rodrigues Da Silva et al., 2020; Echeverry et
al., 2021). Veiculo: DMSO 1%, tween 80 2% e salina g.s.p. para injecao
i.p e 0,5% DMSO e fluido cefalorraquidiano artificial (aCSF) q.s.p para
dialise reversa.

MK-801 (Sigma, EUA) - Dose: 0,5 mg/kg, baseada em (Rodrigues Da
Silva et al., 2020). Veiculo: salina.

AM630 (Sigma, EUA) - Dose: 0,1 mg/kg, baseada em (Rodrigues Da Silva
et al., 2020). Veiculo: DMSO 1%, tween 80 2% e salina g.s.p.
WAY100635 (Tocris, EUA) - Dose: 0,1 mg/kg, baseada em (Rodrigues Da
Silva et al., 2020). Veiculo: salina.

Nomifensina (Sigma, EUA) - Concentracdo: 10 uM, baseada em (Diaz-

Mataix et al., 2005). Veiculo: aCSF

4.3 Hiperlocomocao induzida por anfetamina

Para avaliar o possivel envolvimento dos receptores 5-HTia e CB2 no

efeito do CBD em atenuar a hiperlocomogdo induzida por anfetamina,

camundongos C57BL/6J machos com 6 semanas de idade receberam uma

injecédo i.p. de WAY100635 (0,1mg/kg), AM630 (0,1mg/kg) ou veiculo e, 10

minutos apos, receberam uma injecao i.p. de CBD (60mg/kg) ou veiculo. Apos

50 minutos, os animais receberam anfetamina (2,5mg/kg) ou veiculo por via i.p.

e, apos 10 minutos, foram posicionados em uma arena circular (40 cm de

diametro com 40 cm de altura). Eles puderam explorar livremente a arena por 20

min enquanto eram filmados. O comportamento foi analisado com o software
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Anymaze®, que detecta a posicdo do animal na arena e calcula a distancia

percorrida (Fig. 1).

10 min | 50 min | 10 min |

WAY100635 (0,1 mg/kg)
ou AM630 (0,1 mg/kg) Anfetamina (2,5 mg/kg)

CBD (60 mg/kg) Arena

Figura 1. Representacdo esquematica do procedimento experimental com
tratamento agudo com AM630 ou WAY100635 e CBD sobre a hiperlocomocéao
induzida por anfetamina. CBD, canabidiol.

4.4 Desenho Experimental para o tratamento repetido

Para avaliar os efeitos do CBD sobre o prejuizo induzido por MK-801 nos
testes de NOC e NOL, assim como o possivel envolvimento dos receptores CB2
e/ou 5-HTia, camundongos C57BL/6J receberam 2 inje¢cdes de MK-801
(0,5mg/kg) ou salina i.p. as 11:00 e 17:00 horas durante 14 dias. Um dia apés o
final do tratamento com o MK-801 (15° dia de tratamento), os animais receberam
umainjecao i.p. diaria de WAY100635 (0,1 mg/kg), AM630 (0,1 mg/kg) ou veiculo
e, 10 minutos apds, receberam uma injecédo i.p. de CBD (30 mg/kg) ou veiculo
pelos 7 dias subsequentes. Apds 24 horas da uUltima injecdo com 0s antagonistas
e CBD, os animais foram submetidos a habituacao na arena para o teste de RO.
No dia seguinte, o teste de ROC foi realizado e, no dia subsequente, foi feito o
teste de ROL. Apos a finalizacao dos testes comportamentais os encéfalos foram

perfundidos (Fig. 2).
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14 21 22 23 24
I | | | I
| I I I I
MK-801 (0,5 mg/kg) WAY100635 (0,1 mg/kg) 1
2x/dia ou AMG630 (0,1 mg/kg) Hahituagao
1x/dia

ROC

10 minutoz
ROL
CBD (20 mg/kg)
1x/dia

Perfusdo e fixacdo

Figura 2. Representacdo esquematica do procedimento experimental com
tratamento repetido com AM630 ou WAY100635 e CBD seguido pelo pré-
tratamento com MK-801 mostrando os dias de tratamento e os testes que foram
realizados. CBD, canabidiol; ROC, Reconhecimento de objeto a curto prazo;

ROL, Reconhecimento de objeto a longo prazo.

Para a avaliacdo do possivel efeito a longo prazo do CBD sobre as células
PV+ no CPF, camundongos C57BL/6J receberam 2 injecbes de MK-801
(0,5mg/kg) ou salina i.p. durante 14 dias. Nos 7 dias subsequentes os animais
receberam CBD (30mg/kg) ou clozapina (1mg/kg) uma vez ao dia. ApGs o ultimo
dia de tratamento, os animais foram mantidos no biotério por 14 dias. Apds este
periodo eles foram perfundidos e os encéfalos processados para o teste de

imunofluorescéncia (Fig. 3).

1 14 21 35
| | | |
MK-801 (0,5 mg/kg) CBD (30 mg/kg) ou
2x/dia Clozapina (1mg/kg)
1x/dia

Perfusdo e fixacdo

Figura 3. Representacdo esquematica do procedimento experimental com
tratamento repetido com CBD e clozapina seguido pelo pré-tratamento com MK-
801 mostrando os dias de tratamento e os testes que foram realizados. CBD,
canabidiol.

4.5 Testes de Reconhecimento de objeto a curto e longo prazo

O teste de RO avalia a capacidade dos roedores de reconhecer um novo

objeto comparado a um objeto familiar sem nenhum reforco positivo ou negativo,
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ou seja, é baseado na tendéncia natural de roedores em explorar objetos novos
(Ennaceur, 2010). Esta tendéncia tem sido usada para o estudo de funcdes
cognitivas, como memoria e aprendizagem, que estdo diminuidas em animais
tratados com antagonistas de NMDAR e em pacientes com esquizofrenia (Wong
and Van Tol, 2003; Hashimoto et al., 2005). O teste de RO foi realizado para
avaliar estes prejuizos e foi dividido em duas etapas: ROC e ROL, para avaliar a
memo©éria de curto e longo prazo, respectivamente (Fig.2).

O teste de RO foi realizado em uma arena circular de acrilico (40 cm de
diametro e altura de 40 cm). Um dia antes do experimento, cada animal foi
submetido a uma sesséo de habituacdo a arena com duragéo de 15 minutos. No
dia do experimento, os animais foram colocados na arena que continha dois
objetos idénticos por um periodo de 10 min (sessao de aquisi¢do). Para o teste
de ROC, ap6s 60 minutos, um dos objetos presentes na sessao de aquisi¢ao foi
substituido por um objeto novo (novol) com tamanho, textura e cor diferentes
dos objetos da primeira sessdo. Os animais foram colocados na arena que
continha os objetos novol e familiar por 5 minutos e o tempo de interagdo com
cada objeto foi registrado (sessao de retencdo ROC). No dia seguinte, para a
realizacdo do ROL, os animais foram reexpostos a arena que continha o objeto
familiar utilizado na sesséo de aquisicdo e um objeto novo2 (distinto do objeto
novol da sesséo de retencdo ROC) por 5 minutos, e o tempo de exploragdo com
ambos 0s objetos foi contabilizado (Fig. 4). Os objetos possuem em meédia 16
cm de altura e tem peso suficiente para ndo serem deslocados pelos animais
durante o experimento. A exploracéo dos objetos foi definida como a situacao na
qgual o animal direcionava sua face ao objeto até uma distancia aproximada de 2
cm enguanto observa, cheirava ou o tocava.

O indice de discriminacao foi utilizado para avaliar o tempo de exploracao
entre o objeto novo e o familiar. Este indice € calculado pela diferenca entre a

exploracdo do objeto familiar (TF) e o novo (TN) dividido pelo tempo de
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exploracéo total do objeto novo e familiar [DI= (TN — TF) / (TN + TF)]. Esse
resultado pode variar entre valores negativos e positivos. Valores positivos
indicam mais tempo de exploracdo no objeto novo enquanto valores negativos
indicam mais tempo de explorag&o no objeto familiar enquanto o valor zero indica

a auséncia de preferéncia.

Aguisicdo Retencdo ROC Retencdo ROL

1 hora 24 horas
— —

Tempo de exploracdo do objeto novo — Tempo de exploracdo do objeto familiar

Indice de Discriminacio = . ———— —— -
Tempo de exploracdo de objeto nove + Tempo de exploracio do objeto familiar

Figura 4 . Desenho experimental para o teste de RO. O teste é composto por 3
etapas: a sessao de aquisicdo (familiarizacdo) e duas exposicOes a objetos
novos: 1 hora depois (ROC) e 24 horas depois (ROL) da sesséo de aquisicao.
ROC, Reconhecimento de objeto a curto prazo; ROL, Reconhecimento de objeto

a longo prazo.

4.6 Imunofluorescéncia

Um dia apos o final teste de RO os animais foram anestesiados com dose
letal de uretana (25%, 5 mL/kg) e submetidos a perfusdo transcardiaca. O
objetivo desta técnica é preservar de forma rapida e uniforme o tecido em um
estado natural. Embora a colocacao de tecido diretamente no fixador funcione
bem para pequenos pedacos de tecido, espécimes maiores, como 0 cérebro
intacto, representam um problema para a fixagdo por imerséo porque o fixador
nao atinge todas as regides do tecido na mesma taxa, assim, a perfusédo
transcardiaca tem a finalidade de remover o sangue dos tecidos e fixa-los,
evitando que ocorram autblise e comprometimento das estruturas a serem

analisadas (Tao-Cheng et al., 2007).



Uma vez anestesiados, os animais foram imobilizados e, com o coracéo
exposto, o atrio direito foi rompido e o ventriculo esquerdo foi canulado para a
infus&o transcardiaca lenta de um volume total de 30 mL/animal de uma solucéo
fosfato-salina (PBS) a 0,01M com pH 7,4 seguida de 25mL/animal do fixador
paraformaldeido (PFA 4%) em tampdo fosfato (PB 0,1 M; pH 7,4). ApGs a
perfusdo, os encéfalos foram extraidos e mantidos embebidos no fixador (PFA
4%) por 24 horas e apoés, foram crioprotegidos com sacarose 30% em PBS
0,01M, pH 7,4 durante 72 horas a 4°C, sendo em seguida congelados com
isopentano (Vetec — Brasil) & — 40°C em gelo seco e mantidos armazenados até
0 processamento em freezer a -80°C.

Posteriormente, cortes coronais adjacentes foram obtidos das regides de
interesse com 30 um de espessura em criostato (CM-1900, Leica, Alemanha) a
-24 °C. Os cortes foram armazenados a -20°C em solucao anticongelante e, no
dia do processamento para imunofluorescéncia, as fatias contendo as seguintes
regides: mCPF (PreL e InfraL) e hipocampo ventral (vCAl e vSub) foram
selecionadas.

Para a imunofluorescéncia os cortes foram lavados em PBS 0,01M e
triton-X100 0,1% (tampéao A) 3 vezes por 5 minutos cada e entédo incubadas com
tampao citrato (pH 6), por 30 minutos, a 60°C, para recuperacao antigénica. Apos
3 lavagens de 5 minutos com o tampao A, as seccdes foram bloqueadas, por 2
horas, em tampéao A e albumina bovina (BSA) 5% e incubadas com anticorpo
primario anti-parvalbumina produzido em coelho (1: 1000 em tampao A, Cell
Signaling, EUA; Ref. 55598) e a lecitina WFA biotinilada (1:1000 em tampéo A,
Vector, EUA; Ref. B-1355-2) para a marcacdao com PV + WFA (PNNs). Nos
experimentos objetivando a anélise de ativagdo microglial, os cortes foram
incubados com anticorpo anti-lbal produzido em coelho (1: 1000 em tampéo A,
Wako, Japao; Ref. 019-19741), overnight, a 4°C em agitacéo lenta. Em seguida,

os cortes foram lavados por 3 vezes de 5 minutos com tampéao A antes de serem
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incubados por 2 horas com o anticorpo secundario anti-coelho Alexa594 (1:500
em tampao A, Invitrogen, EUA) e estreptavidina conjugada com fluoréforo
excitavel no comprimento de onda 488nm (1:500 em tampéo A, Vector, EUA)
para a marcagdo com PV + WFA e anti-coelho Alexa 649 (1:500 em tampéao A,
Invitrogen, EUA) para a marcacao com lIba-1. Apéds, os cortes foram lavados por
3 vezes de 5 minutos cada com tampéo A e foram estendidos em laminas
gelatinizadas onde ficaram protegidos da luz secando por 8 horas. As laminas
foram protegidas com laminulas montadas com meio de montagem contendo

DAPI (abcam, EUA; Ref. ab104139) e mantidas a -4°C até a analise.

4.7 Avaliacdo quantitativa das células PV+ e PNNs e analise morfologica
das células Iba-1-positivas.

As laminas contendo dupla marcacéo para PV+/WFA foram analisadas
obtendo-se imagens em sequéncia z-stacks em microscépio confocal (Leica
SP5, campo de emissao de onda 488 e 594nm) no aumento de 20x e 40x para
marcacao simples com Iba-1 (campo de emissdao de onda 647nm). As areas
cerebrais de interesse foram identificadas com o auxilio do Atlas The Mouse
Brain (Paxinos and Franklin, 2008). Seis seccdes de tecido foram analisadas por
area de interesse e animal. Como todas as estruturas sdo bilaterais, o valor
médio foi calculado e utilizado nas analises.

Para as analises de PV+, foram considerados neurdnios PV+ aqueles que
apresentaram marcacao fluorescente nos corpos celulares quando submetidas
ao comprimento de onda 488nm. Para andlise de PNNs, foram contabilizadas
todas as marcagbes fluorescentes com WFA quando submetidas ao
comprimento de onda de 594nm e que circundam um ndcleo celular marcado
por DAPI. Além disso, o numero de neurénios PV+ co-localizados com PNNs foi
contabilizado. Para analise da intensidade de fluorescéncia da marcacao de

PNNs com WFA, todas as imagens foram convertidas a proje¢cdo maxima (jungao
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de todos os z stack), exportadas no formato tif. e posteriormente analisadas com
auxilio do software ImageJ® (NIH, EUA). Nesta andlise foi considerada a
marcacao total com WFA contabilizada no campo todo da &rea de interesse. Em
uma segunda andlise foi contabilizada a intensidade de fluorescéncia da
marcacao de WFA somente das PNNs co-localizadas com a marcagao de PV+.

Para analise de ativacdo microglial, todas as imagens em tif. da projecao
méaxima do escaneamento no microscopio confocal foram analisadas com auxilio
do plugin cell counter do software ImageJ. As células marcadas com Iba-1 foram
classificadas em 5 morfotipos conforme demonstrados na Fig. 5: tipo 1,
caracterizado por células com poucos processos celulares (2 ou menos); tipo Il,
células com 3 a 5 ramos curtos; tipo lll, células com numerosos (mais de 5) e
longos processos celulares e corpo celular pequeno; tipo 1V, caracterizado por
células com grande corpo celular e processos mais finos e retraidos; e tipo V,
células com corpo celular ameboide, numerosos e pequenos processos celulares
e intensa marcacao para Iba-1 (Fig. 5), de modo que os 3 ultimos tipos sao
caracterizados como microglia reativa (Diz-Chaves et al., 2012; Gomes et al.,
2015; Lopez-Rodriguez et al., 2015). Para estas andlises, o experimentar ficou

cego em relagéo ao grupo experimental.

.... 5

Tipo | Tipo I Tipo Il Tipo IV Tipo V

Micréglia em repouso Microéglia reativa

Figura.5. Células microgliais imunorreativas para Iba-1 e classificadas de acordo
com seus aspectos morfologicos. Os Tipos | e Il séo classificados como microglia
em repouso e os tipos lll, IV e V como microglia reativa. Imagens obtidas com

objetiva de 100X e zoom 1,5 em microscépio confocal.
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4.8 Microdialise

Para coleta e andlise dos niveis extracelulares de DA no mCPF foi
utilizada a técnica de microdialise em ratos acordados, conforme descrito em
(Urbanavicius et al., 2019). Brevemente, os ratos foram anestesiados com
injecdo i.p. de uma mistura de quetamina (90mg/kg) e xilazina (5mg/kg) e
colocados no aparato para cirurgia estereotaxica (David Kopf Instruments, EUA).
Uma vez exposto o cranio, foi perfurada uma incisdo na posicao das
coordenadas AP: -3,2 mm rostral a Bregma, L: -0,8 mm lateral a linha média e
DV: -5,4 mm a partir da dura-mater. Uma sonda de microdialise concéntrica
(BASIi, EUA) com comprimento de membrana de 4 mm, corte molecular de 18
kDa e didametro externo de 210um foi implantada.
A sonda de microdialise foi ancorada ao cranio com auxilio de trés parafusos de
aco inoxidavel e revestimento com cimento acrilico. Apos a recuperacdo da
anestesia, os ratos foram alojados individualmente com livre acesso a comida e
dgua. No dia seguinte, cada animal foi perfundido através da sonda de
microdiélise com aCSF (aCSF; 125 mM NacCl, 2,5 mMKCI, 1,26 mM CaCl2 e 1,18
mM MgCI2) contendo 10pM de nomifensina a uma taxa de fluxo de 1,5uL/min
(Bomba de microinjecdo CMA, Suécia). Ap6s um periodo de estabilizacdo de
120 minutos, 4 fracdes foram coletadas para obter valores de linha de base antes
da injecao de CBD (60mg/kg; i.p.) ou do inicio da perfuséo de CBD (0,2, 1 e 5uM)
intra-mCPF através da sonda. Para os experimentos com o0 antagonista de
receptores 5-HT1a, a administracdo do WAY100635 (0,3mg/kg; i.p.) ocorreu 10
minutos apds a coleta da 3° amostra basal. O CBD (60 mg/kg; i.p.) foi
administrado 10 min apos (Fig.6). Amostras de dialisado sucessivo foram
coletadas a cada 20 minutos em um volume de 30uL e a concentracdo de DA e
DOPAC nas amostras foram imediatamente determinados por cromatografia

liguida de alto desempenho (HPLC; Waters 2465) equipada com um detector
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eletroquimico Epsilon e5P a + 0,65 V (eletrodo de carbono vitreo contra Eletrodo
de referéncia Ag/AgCl). A coluna (C18, tamanho de particula de 3um) foi mantida
a 30°C e a fase mével consistia em acido citrico (0,15 M), sulfato de octil de sddio
(0,9 mM), tetrahidrofurano (1,5%) e acetonitrilo (3%) em pH 3 e taxa de fluxo de
0,3 mL/min. No final das dialises, os cérebros foram processados para

procedimentos histologicos a fim de determinar a localizacdo das sondas de

dialise.
Periodo de estabilizagdo Amostragem pos/durante estimulo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
] | | | | | | | | | |
40 min | I I I I I | I I I |
e N
20 min
WAY100635
(0.3mg/kg; i.p.)
‘ CBD (60mg/kg) i.p. ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
] | | | | | | | | I | |
40 min | | | | | | | | | | | 1
l_I_J
20 min CBD (0,2, 1 ou 5 uM) intra mCPF

Figura 6. Protocolo esquematico dos experimentos de microdidlise indicando o
modelo experimental e coleta de amostras ao longo do tempo. Para
administracdo sistémica (i.p.) (A) ou local de CBD por didlise reversa (B). Em
todos os experimentos houve um periodo de estabilizacdo de 120 minutos no
qual, apos os 40 minutos iniciais, amostras basais foram coletadas obedecendo
um intervalo de 20 minutos. Para administracdo sistémica, o CBD foi
administrado ap6s a coleta da 4° amostra basal. Nos experimentos que
avaliaram o possivel envolvimento do receptor 5-HTia, 0 WAY100635 foi
administrado (i.p.) 10 minutos antes da inje¢cédo sistémica de CBD (A). Para a
avaliacdo do efeito local de CBD, apoés a coleta da 4° amostra basal os animais
foram perfundidos via dialise reversa com CBD até o final do experimento. CBD,

canabidiol; mCPF, cortex pré-frontal medial; i.p., intraperitoneal.

48



4.9 Anélise Estatistica

Todos os dados estédo apresentados como meédia + erro padrdo da média
(EPM). Para os experimentos comportamentais e de imunofluorescéncia os
dados foram analisados por teste t de student ou analise de variancia (ANOVA)
de uma via. Comparacdes post-hoc foram realizadas pelo teste de Dunnett ou
Student-Newman-Keuls (S-N-K). Os dados dos experimentos de microdialise
foram analisados por ANOVA de duas vias para medidas repetidas considerando
os fatores tratamento e tempo, seguido do teste post-hoc de Bonferroni. Foi
considerado um nivel de significancia de 95% (p<0,05) e a analise foi realizada

com auxilio do software IBM SPSS (verséo 21.0).
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Envolvimento dos receptores 5-HTia e CB2 sobre a

atenuacéo, pelo CBD, da hiperlocomoc¢éo induzida por anfetamina

Como esperado, a administragdo aguda de anfetamina (2,5mg/kg)
aumentou a locomog¢ao em comparacao aos animais que receberam veiculo. O
pré-tratamento com CBD (60mg/kg) atenuou o aumento da locomoc¢éao induzida
por anfetamina. WAY100635 (0,1mg/kg) e AM630 (0,1mg/kg) bloquearam o
efeito do CBD (F4,31=9.83 p<0,05; ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc

de Dunnett; Fig. 7).
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Figura 7. WAY100635 e AM630 bloguearam o efeito do CBD em atenuar a
hiperlocomocéao induzida por anfetamina. Efeito do WAY100635 e AM630 no
efeito do CBD na hiperlocomocéo induzida por anfetamina (n=5-11/grupo). Os
dados sdo apresentados como a média e EPM. *p<0,05 vs. grupo VEI+VEI+VEI:;
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Dunnett. VEI, veiculo; CBD,
canabidiol.
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5.2 Experimento 2: Efeito do CBD sobre o prejuizo cognitivo induzido por
MK-801. Possivel envolvimento dos receptores 5-HT1a e/ou CB2

No teste de RO n&o houve preferéncia entre os objetos idénticos na
sessdao de aquisicao em todos os grupos de tratamento analisados (p>0,05, teste
t de student; Fig. 8), indicando que nao houve preferéncia por um dos objetos ou
pelo lado esquerdo ou direito na arena. Entretanto, na sesséo de retencdo do
ROC, o tempo registrado de exploracdo do objeto novol em relagcdo ao objeto
familiar foi significativamente maior nos grupos VEI+VE[+CBD, MK-
801+VEI+CBD e MK-801+AM630+CBD (p<0,05, teste t de student, Fig. 9A). Em
relacdo ao indice de discriminacdo, o CBD (30 mg/kg) reverteu o prejuizo
induzido por MK-801. Este efeito foi bloqueado pela administracdo de
WAY100635, mas nao por AM630 (Fs51=7,19, p<0,05, ANOVA de uma via

seguida por Dunnett, Fig. 9B).
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Figura 8. Nao h& preferéncia pelos objetos idénticos na sessdo de
aquisicdo do teste de RO em nenhum dos tratamentos. Efeito dos
tratamentos sobre a exploracdo dos objetos idénticos na sessédo de aquisicao
(n=8-10/grupo). Os dados estdo expressos como media e EPM. p>0,05, Teste t

de student. VEI, veiculo; CBD, canabidiol.
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Figura 9. Tratamento repetido com WAY100635, mas ndo AM630, bloqueou
o efeito do CBD de reverter o prejuizo induzido por MK-801 no teste de ROC.
(A) Efeito dos tratamentos sobre a exploracdo do objeto novol e familiar na
sessdo de retencdo do ROC. Os dados estdo apresentados como média e 0
EPM. *p<0,05 indica a diferenca na exploracdo do objeto novol comparado ao
familiar para cada grupo, teste t de student. (B) Efeito dos tratamentos sobre o
indice de discriminacdo no teste de ROC (n=8-10/grupo). Os dados estao
apresentados como média e EPM. *p<0,05 em relacéo ao grupo VEI+VEI+VEI,
ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Dunnett. VEI, veiculo; CBD,

canabidiol.

No teste de ROL, houve uma preferéncia pelo objeto novo2, evidenciada
pelo teste t de student, nos grupos: VEI+VEI+VEI, VEI+VE+CBD, MK-
801+VE[+CBD e MK-801+AM630+CBD (p<0,05, teste t de student, Fig. 10A). O
indice de discriminacdo mostrou que o CBD reverteu o prejuizo induzido pelo
MK-801 e, assim como no ROC, este efeito também foi bloqueado por
WAY100635, mas nao por AM630 (Fs51=6,52, p<0,05, ANOVA de uma via

seguida por Dunnett, Fig. 10B).
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Figura 10. Tratamento repetido com WAY100635, mas nao AMG630,
blogueou o efeito do CBD em reverter o prejuizo induzido por MK-801 no
teste de ROL. (A) Efeito dos tratamentos sobre a exploracdo do objeto novo2 e
familiar na sessdo de retencdo do ROL. Os dados estdo apresentados como
média e o EPM. *p<0,05 indica a diferenca na exploracdo do objeto novo2
comparado ao familiar para cada grupo, teste t de student. (B) Efeito dos
tratamentos sobre o indice de discriminacao no teste de ROL (n=8-10/grupo). Os
dados estdo apresentados como média e EPM. *p<0,05 em relacdo ao grupo
VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Dunnett. VEI,

veiculo; CBD, canabidiol.

5.3 Experimento 3: Efeito do CBD sobre as alteracdes na expressao de PV+
e PNNs apds o pré-tratamento com MK-801. Possivel envolvimento dos
receptores 5-HT1a e CB2 no mCPF PreL e InfraL.

PreL: Na regido do mCPF PreL houve uma diminuicdo no numero de
células PV+ nos grupos de tratamento: VEI+VE[+CBD e MK-801+VEI+VEI. Além
disso, ndo houve diferenca nos grupos que receberam MK-801+VEI+CBD, MK-
801+AM630+CBD e MK-801+WAY100635+CBD comparado ao grupo
VEI+VEI+VEI, indicando que apesar de ter tido efeito per se, o CBD foi capaz de
atenuar a diminuicdo no numero de células PV+ no PreL induzida por MK-801 e

este efeito ndo foi bloqueado por AM630 e WAY100635 (F5,36=5,13, p<0,05,
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ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 11).
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Figura 11. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 ndo bloqueou o
efeito do CBD em atenuar adiminui¢c&o daexpresséo de PV+no mCPF PreL.
(A) Efeito dos tratamentos sobre a expressdo da proteina PV+ no mCPF PreL
(n=7/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. *p<0,05 em
relacdo ao grupo VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de
Dunnett. (B) Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia reativa para
a parvalbumina no mCPF PreL de acordo com 0s grupos experimentais (20X).
VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

Quando avaliados as PNNs, através da contagem do numero de células
circundadas pela marcacdo com WFA, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos de tratamento (Fs,35= 0,51, p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 12A), assim
como na intensidade total de fluorescéncia da marcagdo de WFA (Fs,36=0,72,
p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 11B). Entretanto, houve diferenca significativa
no namero de células PV+ co-localizadas com PNNs (PV+/WFA) (Fs,36=2,38,
p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 13A), assim como, ha
intensidade de fluorescéncia de WFA nas células PV+ (Fss63=4,55, p<0,05,
ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 13B). O CBD atenuou a diminui¢cédo
do numero de células PV+/WFA e na intensidade de fluorescéncia de WFA nas

células PV+ induzidas por MK-801. Este efeito ndo foi bloqueado por AM630 e
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Figura 12. Ndo houve alteracdo no numero de células circundadas pela
marcacdo com WFA assim como na intensidade de fluorescéncia de WFA
nos diferentes tratamentos experimentais. (A) Efeito dos tratamentos sobre o
namero de células circundadas por WFA no mCPF PreL (n=6-7/grupo). (B) Efeito
dos tratamentos sobre a intensidade de fluorescéncia de WFA no mCPF PreL
(n=6-7/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. p>0,05,
ANOVA de uma via. (C) Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia
reativa para a WFA no mCPF PreL de acordo com 0S grupos experimentais
(20X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.
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Figura 13. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 néao bloqueou o
efeito do CBD de atenuar a diminuicdo da quantidade de células PV+/WFA
e na intensidade de fluorescéncia de WFA nas células PV+ no mCPF PreL.
(A) Efeito dos tratamentos sobre o numero de células PV+ co-localizadas com
WFA no mCPF PreL (n=7/grupo). (B) Efeito dos tratamentos sobre a intensidade
de fluorescéncia de WFA co-localizado com células PV+ no mCPF PreL (n = 133-
180/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. *p<0,05 em
relacdo ao grupo VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de
Dunnett. (C) Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia reativa para
células PV+ (em verde) e WFA (em vermelho) no mCPF PreL de acordo com os

grupos experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

InfraL: Na regido do mCPF InfraL n&o foi observada nenhuma alteragéo
no namero de células PV+ (Fs,36=0,23, p>0,05, ANOVA de uma via; Fig. 14), no
namero de ceélulas circundadas pela marcacdo com WFA (Fs27=1,13, p>0,05,

ANOVA de uma via, Fig. 15A) e na intensidade total de fluorescéncia da



marcacgao de WFA (Fs36=1,40, p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 15B).
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Figura 14. Nao houve alteracdo no numero de células PV+ no CPF InfraL.
(A) Efeito dos tratamentos sobre o numero de células PV+ no mCPF InfralL
(n=7/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. p>0,05,
ANOVA de uma via. (B) Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia
reativa para PV+ no mCPF InfraL de acordo com os grupos experimentais (20X).
VEI, veiculo; CBD, canabidiol.
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Figura 15. Nao houve alteracdo no numero de células circundadas pela
marcacao com WFA assim como na intensidade de fluorescéncia de WFA
de acordo com os tratamentos experimentais. (A) Efeito dos tratamentos

sobre o numero de células circundadas por WFA no mCPF InfraL (n=4-6/grupo).
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(B) Efeito dos tratamentos sobre a intensidade de fluorescéncia de WFA no
MCPF InfraL (n=6-7/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o
EPM. p>0,05, ANOVA de uma via. (C) Fotos representativas indicando a
imunofluorescéncia reativa para a WFA no mCPF InfraL de acordo com os
grupos experimentais (20X; barra de escala = 200 um). VEI, veiculo; CBD,

canabidiol.

Em relacdo ao numero de células PV+/WFA, também nao houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais (Fs,36=0,61, p>0,05, ANOVA de uma
via, Fig. 16A), assim como na intensidade de fluorescéncia de WFA em células

co-localizadas com PV+ (Fs575=0,46, p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 16B).
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Figura 16. Nao houve alteracdo no numero de células PV+/WFA e na
intensidade de fluorescéncia de WFA nas células PV+ no mCPF InfraL. (A)
Efeito dos tratamentos sobre o numero de células PV+ co-localizadas com WFA
no mMCPF InfraL (n=7/grupo). (B) Efeito dos tratamentos sobre a intensidade de
fluorescéncia de WFA co-localizado com células PV+ no mCPF InfraL (n=74-
111/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. p>0,05,

ANOVA de uma via. (C) Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia



reativa para células PV+ (em verde) e WFA (em vermelho) no mCPF InfraL de
acordo com os grupos experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

5.4 Experimento 3: Efeito do CBD sobre as alteracdes na expresséao de PV+
e WFA apds o pré-tratamento com MK-801. Possivel envolvimento dos
receptores 5-HTi1a e CB2 no hipocampo.

vCAL: Na regiao do vCA1l do hipocampo foi observado o efeito do CBD
em atenuar a diminuicdo do numero de células PV+ induzida por MK-801.
Curiosamente, este efeito foi bloqueado pelos antagonistas AM630 e

WAY100635 (Fs,38=6,06, p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig.
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Figura 17. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 blogueou o
efeito do CBD de atenuar a diminuicdo do namero de células PV+ no vCAL.
(A) Efeito dos tratamentos sobre o numero de células PV+ no vCAl (n=6-
9/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. *p<0,05 em
relacdo ao grupo VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de
Dunnett. (B) Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia reativa para
a PV+ no VCAL de acordo com os grupos experimentais (20X). VEI, veiculo;
CBD, canabidiol.

Quando contabilizadas o numero de células circundadas pela marcacéo
com WFA, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Fs3s= 1,22,

p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 18A), assim como ha intensidade total de
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fluorescéncia da marcagao de WFA (Fs,39=0,72, p>0,05, ANOVA de uma via, Fig.
18B). Entretanto, houve diferenca significativa no nimero de células PV+/WFA
(Fs,37=4,72, p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 19A), assim
como na intensidade de fluorescéncia de WFA nas células PV+ (Fssss= 3,11,
p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 19B). O CBD atenuou a
diminuicdo do numero de células PV+/WFA e a intensidade de WFA nas células
PV+ induzidas pelo MK-801. Este efeito foi bloqueado pelo AM630 e o

WAY100635.
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Figura 18. Ndo houve alteracdo no numero de células circundadas pela
marcacdo com WFA e na intensidade de fluorescéncia de WFA entre os
tratamentos experimentais. (A) Efeito dos tratamentos sobre o numero de
células circundadas por WFA no vCA1l (n=6-9/grupo). (B) Efeito dos tratamentos
sobre a intensidade de fluorescéncia de WFA no vCA1 (n=7-8/grupo). Os dados
foram apresentados como a média e o EPM. p>0,05, ANOVA de uma via. (C)
Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia reativa para a WFA no

vCA1l de acordo com os grupos experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD,
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canabidiol.
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Figura 19. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 blogqueou o
efeito do CBD de atenuar a diminui¢cdo da quantidade de células PV+/WFA
e aintensidade de fluorescéncia de WFA nas células PV+ no vCAL. (A) Efeito
dos tratamentos sobre o ndmero de células PV+ co-localizadas com WFA no
vCAl (n=5-9/grupo). (B) Efeito dos tratamentos sobre a intensidade de
fluorescéncia de WFA co-localizado com células PV+ no vCA1 (n=90-166/grupo).
Os dados foram apresentados como a média e 0 EPM. *p<0,05 em relagédo ao
grupo VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Dunnett. (C)
Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia reativa para células PV+
(em verde) e WFA (em vermelho) no vCAl de acordo com 0S Qrupos

experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

vSub: Na regido do vSub do hipocampo, assim como na regido vCAl, o
efeito do CBD de atenuar a diminuicdo do numero de células PV+ induzida por

MK-801 foi bloqueado pelos antagonistas AM630 e WAY100635 (Fs,38=5,77,
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p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 20).

A
4004 >
°
° &®
300 b °
£ *
s +] T 1
o
S 200 T ils PeTas i S
© o °o R R Veiculo - Veiculo - Veiculo Veiculo - Veiculo - CBD MK801 — Veiculo - Veiculo
=
8 8
1004
3° Injegdo  VEI CBD  VEI CBD CBD
2° Injegéo VEI AM6E30  WAY 100635

1° Injegéo VEI MK-801

MK801 — Veiculo - CBD MK801 — AM630 - CBD MK801 — WAY100635 - CBD

Figura 20. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 blogueou o
efeito do CBD de atenuar a diminui¢cdo do numero de células PV+ no vSub.
(A) Efeito dos tratamentos sobre o numero de células PV+ no vSub (n=7-
8/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. *p<0,05 em
relacdo ao grupo VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de
Dunnett. (B) Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia reativa para
PV+ no vSub de acordo com os grupos experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD,

canabidiol.

Foi observado uma diminuicdo no numero de células circundadas pela
marcacdo com WFA no grupo MK-801-VEI-VEI comparado ao grupo VEI-VEI-
VEI (Fs39=2,95, p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 21A). Entretanto, ndo houve
diferenca na intensidade total de fluorescéncia da marcacdo de WFA entre os
tratamentos (Fs,39=0,33,p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 21B). Além disso,
houve diferenca significante no nimero de células PV+/WFA (Fs,39=6,47, p<0,05,
ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 22A), assim como na intensidade
de fluorescéncia de WFA nas células PV+ (Fs,08=16,61, p<0,05, ANOVA de uma
via seguida por Dunnett, Fig. 22B). O CBD atenuou a diminui¢do do numero de
células PV+/WFA e da intensidade de WFA/PV+ induzida por MK-801. Este

efeito foi bloqueado pelo AM630 ou WAY100635.
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Figura 21. O tratamento com MK-801 diminuiu o numero de células

circundadas pela marcagcdo com WFA, mas ndo a intensidade de

fluorescéncia de WFA no vSub. (A) Efeito dos tratamentos sobre o nimero de

células circundadas por WFA no vSub (n=7-8/grupo). (B) Efeito dos tratamentos

sobre a intensidade de fluorescéncia de WFA no vSub (n=7-8/grupo). Os dados

foram apresentados como a média e o EPM. *p<0,05 em relacdo ao grupo
VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Dunnett. (C) Fotos

representativas indicando a imunofluorescéncia reativa para a WFA no vSub de

acordo com os grupos experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.
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Figura 22. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 bloqueou o
efeito do CBD de atenuar a diminui¢cdo da quantidade de células PV+/WFA
e aintensidade de fluorescéncia de WFA nas células PV+ no vSub. (A) Efeito
dos tratamentos sobre o numero de células PV+ co-localizadas com WFA no
vSub (n=7-8/grupo). (B) Efeito dos tratamentos sobre a intensidade de
fluorescéncia de WFA co-localizadas com células PV+ no vSub (n=145-
199/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. *p<0,05 em
relacdo ao grupo VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de
Dunnett. (C) Fotos representativas indicando a imunofluorescéncia reativa para
células PV+ (em verde) e WFA (em vermelho) no vSub de acordo com os grupos

experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

5.5 Experimento 5: Efeito a longo prazo do CBD e clozapina sobre a

diminuicdo de interneurénios PV+ induzido pelo MK-801 no mCPF

O efeito do CBD de atenuar a diminuicdo do numero de células PV+ no

mMCPF PreL foi duradoura, visto que apds 14 dias do final do tratamento com
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CBD ou clozapina, o CBD, mas nao a clozapina, foi capaz de atenuar o efeito do
MK-801 sobre a diminuicdo no numero de células PV+ no mCPF PreL
(Fs,15=14,22, p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 23). Além
disso, foi observado uma diminuicdo no nimero de células PV+ no mCPF InfraL
14 dias ap0s o final do tratamento em animais tratados com MK-801+clozapina,
mas ndo em animais tratados com MK-801+VEi ou MK-801+ (F3,15=7,85, p<0,05,

ANOVA de uma via, Fig. 24).
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Figura 23. Tratamento repetido com CBD, mas ndo com clozapina, atenuou
a diminuicdo do namero de células PV+ induzida por MK-801 no CPF PreL
14 dias ap06s o final do tratamento. (A) Efeito dos tratamentos sobre o nimero
de células PV+ no CPF PreL (n=4-5/grupo). Os dados foram apresentados como
a média e o EPM. *p<0,05 em relac¢&o ao grupo VEI+VEI+VE[, ANOVA de uma
via seguida pelo post-hoc de Dunnett. (B) Fotos representativas indicando a
imunofluorescéncia reativa para PV+ no PreL de acordo com o0s grupos

experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.
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Figura 24. Em animais tratados com MK-801, a clozapina induziu uma
diminuicdo no numero de células PV+ no CPF InfraL 14 dias apés o final do
tratamento. (A) Efeito dos tratamentos sobre o nimero de células PV+ no mCPF
InfraL (n=4-5/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM.
p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett. (B) Fotos representativas
indicando a imunofluorescéncia reativa para PV+ no mCPF InfraL de acordo com

0s grupos experimentais (20X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

5.6 Experimento 6: Efeito do CBD sobre a ativacdo microglial ap6s o pré-
tratamento com MK-801. Possivel envolvimento dos receptores 5-HTi1a €
CB2no CPF.

Em todas as &reas analisadas no CPF ndo houve variacdo no namero
total de células marcadas por Iba-1 de acordo com o tratamento (PreL:
Fs5,39=0,69, p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 25A; InfraL: F539=0,33, p>0,05,

ANOVA de uma via, Fig. 25B).
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Figura 25. Nao houve variagcdo no numero total de células Iba-1 no CPF.
(A) Quantificacdo do namero total de células Iba-1 no CPF PreL (n=6-9/grupo).
(B) Quantificacdo do numero total de células Iba-1 no CPF InfraL (n=7-9/grupo).
Os dados foram apresentados como a média e o EPM. p>0,05, ANOVA de uma
via. (B) VEI, veiculo; CBD, canabidiol; PreL, Pré Limbico; InfralL, Infra Limbico.

PreL: A avaliacdo dos diferentes tipos morfolégicos das células Iba-1
positivas indicou que o tratamento dos grupos MK-801+VEI+VE(, MK-
801+AM630+CBD e MK-801+WAY100635+CBD diminuiu a percentagem de
células microgliais do tipo morfologico Il (em repouso) e aumentou a microglia
classificada como tipos Ill e IV (estado reativo) comparado ao grupo
VEI+VEI+VEI (Tipo | - Fs39=1,91, p>0,05; Tipo |l - F539=4,71, p<0,05; Tipo Il -
Fs5.39=5,40, p<0,05; Tipo IV - Fs39=4,23, p<0,05; Tipo V - Fs539=1,16, p>0,05;
ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 26A).

Quando compilados os dados dos tipos celulares classificando a % de
micréglia reativa de acordo com os tratamentos, foi observado que houve um
aumento na % de microglia reativa nos grupos MK-801+VEI+VE(, MK-
801+AM630+CBD e MK-801+WAY100635+CBD comparado ao grupo
VEI+VEI+VEI no mCPF PreL, indicando que o tratamento com AM630 e

WAY100635 bloqueou o efeito do CBD de atenuar a ativagdo microglial induzida

por MK-801 (Fs,39=7,25, p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig.
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Figura 26. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 blogqueou o
efeito do CBD de atenuar a ativagao microglial no mCPF PreL. (A)
Quantificacdo dos morfotipos de microglia para cada grupo experimental no
mMCPF PreL (n=7-9/grupo). (B) Percentagem de micrdglia reativa de acordo com
0S grupos experimentais (n=7-9/grupo). Os dados foram apresentados como a
média e o EPM. *p<0,05 em relag&o ao grupo VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via
seguida pelo post-hoc de Dunnett. (C) Fotos representativas indicando a
imunofluorescéncia reativa para Iba-1 mCPF PreL de acordo com 0s grupos

experimentais (40X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

InfraL: A avaliacdo dos diferentes tipos morfolégicos das células Iba-1
positivas indicou que o tratamento dos grupos MK-801+VEI+VE[, MK-
801+AM630+CBD e MK-801+WAY100635+CBD diminuiu a percentagem de
células microgliais do tipo morfoldgico Il (em repouso) e aumentou a microglia
classificada como tipo Ill. Houve uma tendéncia para o aumento no grupo MK-

801+VEI+VEI do tipo IV comparado ao grupo VEI+VEI+VEI (Tipo | - Fs39=1,83,

2° Injegéo VEI AM630 WAY100635
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p>0,05; Tipo Il - Fs39=10,26, p<0,05; Tipo lll - Fs39=14,36, p<0,05; Tipo IV -
Fs.30=2,33, p<0,05; Tipo V - Fs39=1,42, p>0,05; ANOVA de uma via seguida por
Dunnett, Fig. 27A).

Em relagdo a percentagem de microglia reativa de acordo com os
tratamentos, houve um aumento na percentagem de micréglia reativa nos grupos
MK-801+VEI+VEl, MK-801+AM630+CBD e MK-801+WAY100635+CBD
comparado ao grupo VEI+VEI+VEI no CPF InfralL, indicando que, assim como
observado no PreL, o tratamento com AM630 ou WAY 100635 bloqueou o efeito
do CBD de atenuar a ativagao microglial induzida pelo MK-801 (Fs39=12,51,

p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 27B).
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Figura 27. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 blogqueou o
efeito do CBD de atenuar a ativagdo microglial no mCPF InfraL. (A)
Quantificagdo dos morfotipos de micréglia para cada grupo experimental no
mMCPF InfraL (n=7-9/grupo). (B) Percentagem de micréglia reativa de acordo com
0S grupos experimentais (n=7-9/grupo). Os dados foram apresentados como a
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média e 0 EPM. *p<0,05 em relag&o ao grupo VEI+VEI+VEI, ANOVA de uma via
seguida pelo post-hoc de Dunnett. (C) Fotos representativas indicando a
imunofluorescéncia reativa para Iba-1 mCPF InfraL de acordo com 0s grupos

experimentais (40X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

5.7 Experimento 7: Efeito do CBD sobre a ativagcdo microglial apés o pré-
tratamento com MK-801. Possivel envolvimento dos receptores 5-HTia e
CB2 no hipocampo.

Em todas as areas analisadas no hipocampo ndo houve variacdo no
namero total de células marcadas por Iba-1 entre os tratamentos (VCAL:
Fs5.39=0,37, p>0,05, ANOVA de uma via, Fig. 28A; vSub: Fs39=0,31, p>0,05,

ANOVA de uma via, Fig. 28B).
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Figura 28. Nao houve variagdo no numero total de células Iba-1 no
hipocampo. (A) Quantificacdo do numero total de células Iba-1 no vCAl (n=7-
8/grupo). (B) Quantificacdo do nimero total de células Iba-1 no CPF vSub (n=7-
8/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o EPM. p>0,05, ANOVA
de uma via. (B) VEI, veiculo; CBD, canabidiol; vCA1, Area CA1 ventral; vSub,

Subiculo ventral.

VCAL: A avaliacdo dos diferentes tipos morfologicos das células Iba-1
positivas indicou que o tratamento dos grupos MK-801+VEI+VE(, MK-

801+AM630+CBD e MK-801+WAY100635+CBD diminuiu a percentagem de
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células microgliais do tipo morfoldgico Il e aumentou a microglia classificada
como tipo Ill comparado ao grupo VEI+VEI+VEI. Somente o grupo MK-
801+VEI+VEI apresentou um aumento significativo em células do tipo IV
comparado ao VEI+VEI+VEI (Tipo | - Fs39=1,56, p>0,05; Tipo Il - Fs539=17,90,
p<0,05; Tipo Il - F539=18,80, p<0,05; Tipo IV - Fs539=2,43, p<0,05; Tipo V -
Fs.30=1,10, p>0,05; ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 29A).

Em relagdo a percentagem de microglia reativa de acordo com os
tratamentos, houve um aumento na percentagem de micréglia reativa nos grupos
MK-801+VEI+VEl, MK-801+AM630+CBD e MK-801+WAY100635+CBD
comparado ao grupo VEI+VEI+VEI no vCA1, indicando que, assim como em
ambas regides analisadas no CPF, o tratamento com AM630 ou WAY100635
blogueou o efeito do CBD de atenuar a ativagdo microglial induzida pelo MK-801

(Fs,39=16,60, p<0,05, ANOVA de uma via seguida por Dunnett, Fig. 29B).
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Figura 29. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 bloqueou o

efeito do CBD de atenuar a ativacdo microglial no vCA1l. (A) Quantificacao
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dos morfotipos de micréglia para cada grupo experimental no VCAl (n=7-
8/grupo). (B) Percentagem de micrdglia reativa de acordo com 0s grupos
experimentais (n=7-8/grupo). Os dados foram apresentados como a média e 0
EPM. *p<0,05 em relacéo ao grupo VEI+VEI+VE(, ANOVA de uma via seguida
pelo post-hoc de Dunnett. (B) Fotos representativas indicando a
imunofluorescéncia reativa para Iba-1 vCAl de acordo com 0s grupos

experimentais (40X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

vSub: A avaliagdo dos diferentes tipos morfolégicos das células Iba-1
positivas indicou que o tratamento dos grupos MK-801+VEI+VE(, MK-
801+AM630+CBD e MK-801+WAY100635+CBD diminuiu a percentagem de
células microgliais do tipo morfologico Il e aumentou a microglia classificada
como tipo Il comparado ao grupo VEI+VEI+VEI, sem alteragdo no tipo I, IV e V
(Tipo | - F5.39=1,79, p>0,05; Tipo Il - Fs539=7,01, p<0,05; Tipo Il - F539=14,80,
p<0,05; Tipo IV - F5,39=0,23, p<0,05; Tipo V - Fs39=1,97, p>0,05; ANOVA de uma
via seguida por Dunnett, Fig. 30A).

Em relacédo a classificacdo de percentagem de micréglia reativa de acordo
com os tratamentos, houve um aumento na percentagem de microglia reativa
nos  grupos MK-801+VEI+VEI, MK-801+AM630+CBD e MK-
801+WAY100635+CBD comparado ao grupo VEI+VEI+VEI( no vSub, indicando
gue, assim como em ambas regides analisadas no vVCA1 e no CPF, o tratamento
com AM630 ou WAY 100635 bloqueou o efeito do CBD de atenuar a ativacao
microglial induzida pelo MK-801 (Fs39=10,34, p<0,05, ANOVA de uma via

seguida por Dunnett, Fig. 30B).
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Figura 30. Tratamento repetido com WAY100635 ou AM630 blogueou o
efeito do CBD de atenuar a ativacdo microglial no vSub. (A) Quantificacdo
dos morfotipos de micrdglia para cada grupo experimental no vSub (n=7-
8/grupo). (B) Percentagem de micrdglia reativa de acordo com 0s grupos
experimentais (n=7-8/grupo). Os dados foram apresentados como a média e o
EPM. *p<0,05 em relacéo ao grupo VEI+VEI+VE(, ANOVA de uma via seguida
pelo post-hoc de Dunnett. (B) Fotos representativas indicando a
imunofluorescéncia reativa para Iba-1 vSub de acordo com 0S grupos

experimentais (40X). VEI, veiculo; CBD, canabidiol.

5.8 Experimento 8: Efeito do CBD sobre a liberagcdo de DA no mCPF e possivel

envolvimento dos receptores 5-HTia

A média dos niveis de DA nas amostras basais antes da administragcéo de
veiculo ou CBD sistémico (60mg/kg) permaneceu estavel durante o periodo de

estabilizacdo. Entretanto, apds a injecdo i.p. de CBD, a ANOVA de duas vias



revelou uma tendéncia para o efeito do tratamento (F1,9=4,78, p=0,056), um
efeito significativo do fator tempo (F11,99=4,19, p<0,0001), e interagdo tempo x
tratamento (F11,99=5,71, p<0,0001). A andlise post-hoc mostrou que a
administracdo de CBD induziu um aumento significativo dos niveis de DA no
MCPF (cerca de 60% acima dos valores basais) durante 20-60 minutos apos a
injecdo em comparacdo com animais tratados com solugdo veiculo.

Posteriormente, os niveis de DA retornaram ao basal (p<0,05; Fig. 31).
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Figura 31. Administracao sistémica de CBD (60mg/kg) aumentou 0s niveis
de DA no mCPF. Efeito da injecdo i.p. de CBD nos niveis extracelulares de DA
no mCPF (n=5-6/grupo). As barras representam a média e o EPM. ANOVA de
duas vias seguida do teste de Bonferroni. ***p<0,0001, **p<0,005, *p<0,05 vs.

grupo veiculo. DA, dopamina; min, minutos; i.p., intraperitoneal; CBD, canabidiol.

Quando avaliado o efeito da administracdo local de CBD por dialise
reversa, foi observado pela ANOVA de duas vias um efeito significativo do fator
tempo (F11,154=3,40, p<0,0005) e interacdo tempo x tratamento (Fs3,154=1,55,
p<0,05), mas n&o do tratamento (Fs14=1,90, p>0,05). A analise post-hoc mostrou
que a administracdo local do CBD na concentracdo de 1puM, mas ndo na
concentracéo de 0,2 ou 5uM, induziu um aumento significativo dos niveis de DA
(cerca de 30% acima dos valores basais) durante 20-40 minutos ap6s o inicio da

dialise reversa no mCPF (p<0,05; Fig. 32).
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Figura 32. Administracéo local de CBD 0,2uM, mas néao 1 ou 5uM, aumentou
os niveis de DA no mCPF. Efeito da administracdo local de CBD nos niveis
extracelulares de DA no mCPF (n=4-5/grupo). As barras representam a média e
o0 EPM. ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni. **p<0,005, *p<0,05

vS. grupo veiculo. DA, dopamina; min, minutos; CBD, canabidiol.

Quando avaliado o efeito da administracdo sistémica de WAY100635
(0,3mg/kg), foi observado que ndo houve diferenca no fator tempo (Fi11,106=1,11,
p>0,05), no fator tratamento (F1,106=1,17, p>0,05) e interacdo tempo X tratamento
(F11,106=0,26, p>0,05), indicando que o WAY100635, por si sO, ndo alterou os
niveis basais de DA no mCPF (p>0,05; Fig. 33A). Além disso, quando
administrado WAY100635+CBD (60mg/kg) sistemicamente a ANOVA de duas
vias revelou uma tendéncia para o efeito do tratamento (F1,9=4,05, p=0,06), um
efeito significativo do fator tempo (F11,99=4,16, p<0,0001), e interagdo tempo x
tratamento (F11,99=3,64, p<0,0005). A andlise post-hoc mostrou que a
administracdo de WAY100635 bloqueou o efeito do CBD de aumentar

significativamente os niveis de DA no mCPF (p<0,05; Fig. 33B).
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Figura 33. Administracdo sistémica de WAY100635 bloqueou o efeito do
CBD de aumentar os niveis de DA no mCPF. (A) Efeito da administracao
sisttmica de WAY100635 nos niveis extracelulares de DA no mCPF (n=4-
7/grupo). (B) Efeito da administracéo sistémica de WAY100635+CBD nos niveis
extracelulares de DA no mCPF (n=5-7/grupo). As barras representam a média e
o EPM. ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni. **p<0,005, *p<0,05
vs. grupo WAY100635+CBD. DA, dopamina; min, minutos; CBD, canabidiol.

Também foi avaliado os niveis de DOPAC. Em todos os tratamentos
realizados, ndo houve alteracdo significativa deste metabalito (Fig. 34). Com o
tratamento sistémico com CBD a ANOVA de 2 vias revelou que ndo houve

diferenca no fator tratamento (Fi19=2,51, p>0,05), no fator tempo (F11,99=1,53,
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p>0,05) e interacdo tempo x tratamento (Fi1,9=1,67, p>0,05). No caso do
tratamento local com CBD por diélise reversa, também n&o houve diferenca no
fator tratamento (Fs314=0,53, p>0,05) e na interacdo tempo Xx tratamento
(Fs3,154=1,16, p>0,05), porém houve diferenca significativa no fator tempo
(F11,154=4,15, p>0,05). Entretanto, o teste post-hoc nao indicou nenhuma
diferenca entre os grupos em qualquer tempo de tratamento. No tratamento com
WAY100635+CBD sistémico a ANOVA de 2 vias também néo indicou diferenca
no fator tratamento (Fs,18=0,86, p>0,05), no fator tempo (F11,198=1,60, p>0,05) e

interac&o tempo x tratamento (F33,198=0,90, p>0,05).
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Figura 34. Ndo houve alteracdo dos niveis de DOPAC nos tratamentos
avaliados. (A) Efeito da administracdo sisttmica de CBD nos niveis
extracelulares de DOPAC no mCPF (n=5-6/grupo). (B) Efeito da administracao
local de CBD nos niveis extracelulares de DOPAC no mCPF (n=4-5/grupo). (C)
Efeito da administracdo sistémica de WAY100635+CBD nos niveis
extracelulares de DOPAC no mCPF (n=4-7/grupo). As barras representam a
média £+ EPM. ANOVA de duas vias. DA, dopamina; min, minutos; CBD,

canabidiol.

Apenas os animais com localizagdo anatdbmica correta das sondas de
microdialise foram incluidos na analise dos dados. A figura 35 mostra imagem

representativa da localizagcdo das sondas de microdialise no mCPF (Fig. 35).
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Figura 35. Localizacdo representativa da sonda de dialise no mCPF.
Diagrama representativo do atlas Paxinos e Watson (Paxinos and Franklin, 2008)
no nivel do mCPF e representacdo esquematica da colocacdo da sonda de
dialise (linhas pontilhadas). Cg, coértex cingulado; PrL, cortex pré-limbico e IL,

cortex infralimbico.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a administracédo
repetida de MK-801 induziu prejuizos comportamentais e alteracdes celulares
sobre interneurdnios PV+, PNNSs e ativacdo microglial, que foram atenuadas pelo
tratamento com CBD de maneira dependente de receptores 5-HT1a ou CB:2 e da
regido avaliada (Tabela 1). Estes receptores também parecem estar envolvidos
no efeito do CBD de atenuar a hiperlocomocdo induzida por anfetamina.
Também verificamos que a administracdo aguda, sistémica ou local, de CBD
aumentou as concentracfes basais de DA extracelular no CPF. Este efeito
dependeu de receptores 5-HT1a, uma vez que foi bloqueado pela administracao
de WAY100635.

Como discutido na introducdo deste trabalho, apesar do avanco no
desenvolvimento de novos antipsicoticos com menor propensao para inducao de
EPS, ainda hd uma importante necessidade de novas opcdes terapéuticas para
o tratamento da esquizofrenia, visto que 0os medicamentos disponiveis ndo sao
eficazes no tratamento dos sintomas negativos e cognitivos, além de
apresentarem baixa tolerabilidade (Lieberman et al., 2005; Lewis and Lieberman,
2008; Solmi et al., 2017). Nesse contexto, o CBD surge como uma alternativa
possivel devido ao seu potencial efeito tipo antipsicético (Davies and
Bhattacharyya, 2019).

O teste de hiperlocomocéo induzida por anfetamina ou antagonistas de
NMDAR é considerado um modelo preditivo relacionado aos sintomas positivos
da esquizofrenia e responde a antipsicoticos tipicos e atipicos utilizados na
clinica (Jones et al., 2011). Foi demonstrado no presente trabalho, que o CBD
atenuou a hiperlocomocéao induzida pela anfetamina e este efeito foi bloqueado

por WAY 100635 ou AM630. Nessa direcao, dados anteriores do nosso grupo ja
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haviam demonstrado o efeito do CBD em atenuar a hiperlocomocao induzida por
anfetamina e quetamina. Estendendo este resultado, no presente trabalho,
podemos sugerir que este efeito parece ser dependente de receptores 5-HT1a ou
CB2 (Moreira and Guimaraes, 2005).

Existem diversas evidéncias que apontam para o0 envolvimento do
receptor 5-HTi1a nos efeitos de diversos antipsicéticos atipicos utilizados na
clinica, embora o efeito da clozapina de atenuar a hiperlocomocao induzida por
MK-801 parece néo depender destes receptores (Scorza et al., 2010).

O 8-OH-DPAT, um agonista do receptor 5-HTia, além de causar
hipolocomog¢&o por si s0, inibiu 0 aumento na liberacdo de DA induzida por
anfetamina no NAc. Este efeito foi bloqueado por WAY100635, indicando que
receptores 5-HT1a, parecem estar envolvidos na modulacdo da liberacdo de DA
na via mesolimbica (Ichikawa et al., 1995). Por outro lado, alguns estudos
mostraram que a ativacao dos receptores 5-HT1a inibiu aumentos na atividade
locomotora induzido por anfetamina, bem como a sensibilizagdo comportamental
(Przegalifiski and Filip, 1997; Przegalinski et al., 2000; Tsuchida et al., 2009;
Haleem, 2013). Considerando que doses mais elevadas de 8-OH-DPAT
aumentam a hiperlocomocéo induzida por MK-801, é possivel que os efeitos dos
agonistas 5-HTia dependam da predominancia da acdo sobre autoreceptores
(diminuindo a liberacdo poés-sinaptica de serotonina) ou receptores pos-
sinapticos. Neste caso, é possivel predizer que os agonistas 5-HT1a poderiam
produzir efeitos complexos dependentes da dose, podendo até piorar 0s
sintomas psicoticos (Bubenikova-Valesova et al., 2007). Nesse sentido, o CBD,
ao desempenhar um possivel papel ndo de agonista pleno mas sim de
modulador alostérico positivo deste receptor, como tem sido sugerido por alguns
estudos (Rock et al., 2012), poderia produzir efeitos antipsicoticos mais seletivos.

Além do possivel papel da 5-HT sobre a modulacdo da atividade dos
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neurbnios dopaminérgicos, a atividade dos antipsicéticos atipicos nestes
receptores de serotonina também esta envolvida na capacidade desses agentes
de produzirem menos EPS (Haleem, 2006). Nesse sentido, o CBD né&o induz
catalepsia em doses necessarias para diminuir a hiperlocomocé&o induzida por
guetamina ou anfetamina (Moreira e Guimardes, 2005) e, via facilitacdo da
neurotransmissdo mediada por receptores 5-HTia, parece inibir a catalepsia
induzida por diferentes mecanismos (Moreira and Guimaraes, 2005; Gomes et
al., 2013; Sonego et al., 2016).

Além do sistema serotoninérgico, varios estudos indicam que o ECS
modula o sistema dopaminérgico e 0s comportamentos relacionados a
alteragOes neste sistema (Manzanares et al., 2018; Canseco-Alba et al., 2019;
Cortez et al., 2020). Os receptores CB2 estdo presentes no corpo celular de
neurbnios dopaminérgicos no VTA e no terminal desses neurdnios no NAc
(Aracil-Fernandez et al., 2012; Zhang et al., 2017). Estudos eletrofisiologicos
indicaram que estes receptores expressos nos neurdnios dopaminérgicos
podem modular a excitabilidade destes neurdnios. Por exemplo, a ativagao dos
receptores CB:2 por JWH133 inibiu o disparo dos neurénios dopaminérgicos da
VTA (Zhang et al., 2014; Ma et al., 2019). Camundongos com superexpressao
de receptores CB2 exibem um perfil comportamental com menor resposta
locomotora, e diminuicdo de autoadministracéo e preferéncia de lugar induzida
pela cocaina (Aracil-Fernandez et al., 2012).

Estudos utilizando animais KO para os receptores CB: verificaram que
estes animais apresentam diminuicdo da atividade motora basal, prejuizos no
teste de PPI, comprometimento cognitivo e aumento da resposta a cocaina
aguda (Ortega-Alvaro et al., 2011). Diferente dos animais com auséncia total de
receptores CB2, camundongos com delegédo seletiva de receptores CB2 em

neurdnios dopaminérgicos da VTA apresentam maior resposta locomotora a

84



administracdo aguda de anfetamina e cocaina comparados a animais selvagens,
mas também apresentam mudangas comportamentais associadas aos sintomas
negativos da esquizofrenia (Liu et al.,, 2017; Canseco-Alba et al.,, 2019). O
blogueio farmacoldgico dos receptores CB:2 pela infusédo local de AM630 no NAc
aumentou a atividade locomotora e os niveis extracelulares de DA em animais
selvagens e KO para o receptor CB1 mas nao para o receptor CB2 (Xi et al.,
2011). Por outro lado, drogas que ativam os receptores CB2, como o agonista do
receptor CB2 JWH133, inibem a autoadministra¢éo de cocaina, os niveis de DA
e a hiperlocomocéo induzida por cocaina em camundongos selvagens e KO para
o receptor CB1, mas ndo em KO para o receptor CB2 (Xi et al., 2011; Delis et al.,
2017). No entanto, diferente da anfetamina, no modelo de hiperlocomocé&o
induzida por MK-801, o envolvimento dos receptores CB2 na locomocao é
controverso, uma vez que tanto o agonista CB2 JWH133, quanto o antagonista
CB2 AM630, bloquearam agudamente a hiperlocomocéo induzida por MK-801 e
as doses ineficazes do agonista e antagonista, quando administrados
concomitantemente, aumentaram a hiperlocomo¢cdo em comparacdo com
animais que receberam apenas MK-801 (Kruk-Slomka et al., 2017).

Apesar do efeito do CBD ter sido bloqueado pelo antagonista CB2, ele
tem baixa afinidade para esse receptor. Assim, € possivel que o efeito do CBD
neste caso seja indireto, dependente do bloqueio da enzima FAAH, o que levaria
a um aumento da disponibilidade de AEA. Este endocanabinoide poderia, entéo,
ativar os receptores CB:2 para diminuir a hiperlocomocéao induzida por anfetamina
(Bisogno et al.,, 2001). Em contraste com essa hipotese, Kruk-Slomka e
colaboradores mostraram recentemente que um inibidor seletivo da enzima
FAAH, URB597, ndo bloqueou a hiperlocomocao induzida por MK-801 (Kruk-
Slomka et al., 2019) . Assim, o CBD poderia exercer o efeito de bloqueio da

hiperlocomoc¢édo induzida por anfetamina pelo efeito sinérgico sobre os

85



receptores 5-HTia e CB2, uma vez que os resultados obtidos no presente
trabalho indicaram que tanto o WAY 100635, como o AM630, bloquearam o efeito
do CBD sobre a hiperlocomocao induzida por anfetamina. Entretanto, outros
experimentos serdo necessarios para testar esta hipotese.

O tratamento repetido com MK-801 induziu prejuizos nos testes
relacionados a sintomas cognitivos da esquizofrenia (NOR a curto e a longo
prazo), corroborando com a proposta de que o bloqueio cronico de NMDAR pode
ser um modelo animal util para o estudo da neurobiologia da esquizofrenia.
Alguns estudos ja haviam demonstraram o potencial do MK-801 em gerar
prejuizos no teste de NOR (Gomes et al., 2015; Li et al., 2015; Rodrigues Da
Silva et al., 2020). Entretanto, o deficit observado neste trabalho no NOR a longo
prazo apos 8 dias do final do tratamento ainda ndo havia sido demonstrado em
estudos anteriores.

As memodrias podem ser classificadas de acordo com seu conteudo
(declarativo ou explicito, e procedimental ou implicito) ou de acordo com sua
duracdo: memoria de curto prazo, que se forma rapidamente e pode durar
minutos ou horas, e memoaria de longo prazo, que dura de horas a dias, semanas
ou até anos (Squire, 1992; Izquierdo and Medina, 1997). Esta bem estabelecido
gue o hipocampo atua como uma regido central para a memoaria de curto e longo
prazo (Squire, 1992). Um dos papéis do hipocampo seria o de atuar como um
“buffer” temporario de memoria, necessario para a consolidacdo da memdéria de
longo prazo. Os neurdnios do hipocampo ventral que projetam diretamente seus
axonios para o CPF estariam implicados na formacéo da memaria de trabalho e
memoria espacial de curto prazo (Floresco et al., 2003).

O processo de consolidacdo da memoria estaria intimamente relacionado
com um fendmeno conhecido como long-term potentiation (LTP) ou potenciacao

a longo prazo. A inducéo de tarefas exploratdrias inicia o LTP no hipocampo de
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roedores e seu bloqueio leva ao prejuizo na consolidacdo do aprendizado (Rose
and Dunwiddie, 1986; Lynch, 2004). De modo geral, a indug&o da LTP envolve
principalmente o sistema glutamatérgico, sendo amplamente demonstrado o
aumento de glutamato na fenda sinaptica durante esta inducéo (Errington et al.,
2003). Além disso, parece haver um loop envolvendo o hipocampo e VTA, de
maneira que quando o hipocampo detecta informagfes recém-chegadas, o sinal
de novidade resultante € transmitido, através do vSub, NAc e PV, para o VTA,
aonde contribui para o disparo dessa regidao dependendo da novidade
apresentada. Com isso ocorreria liberagdo de DA no vSub, o que estaria
relacionado a um aprimoramento da LTP e, consequentemente, da formacéo de
memodria de longo prazo (Lisman and Grace, 2005; Titulaer et al., 2021).

Foi observado em animais tratados com antagonistas de NMDAR um
prejuizo no LTP na via hipocampo — CPF, assim como no vSub, associado a
prejuizos cognitivos (Stringer and Guyenet, 1983; Murueta-Goyena et al., 2018;
Manzella et al., 2020; Moghadam et al., 2021). A administracdo cronica de
guetamina por 28 dias induziu prejuizos no LTP que perduraram por até 28 dias
apos o final do tratamento (Luo et al., 2020). Considerando que 0 prejuizo no
LTP também foi encontrado em pacientes com esquizofrenia e poderia estar
relacionado a prejuizos cognitivos associados a memoéria de longo prazo,
podemos especular que os resultados observados com o tratamento repetido
com MK-801 no teste de ROL poderia estar associado a uma diminui¢do do LTP
induzida por este antagonista de NMDAR (Valstad et al., 2021).

Nesse contexto, no presente trabalho mostramos que o CBD atenuou o0s
efeitos do MK-801 no ROC e ROL de maneira dependente de receptores 5-HT1a,
uma vez que este efeito foi bloqueado por WAY100635. Este efeito ndo parece
ser dependente do receptor receptores CB2, dado que o AM630 néo o bloqueou.

Este resultado reforca a proposta de que o CBD possui efeito sobre prejuizos
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relacionados aos sintomas cognitivos da esquizofrenia e vai ao encontro de
resultados anteriores observados pelo nosso grupo, nos quais o CBD foi capaz
de prevenir e atenuar prejuizos no RO, interacdo social e PPI induzidos pelo
tratamento repetido com MK-801 (Gomes et al.,, 2014; Gomes et al., 2015;
Rodrigues Da Silva et al., 2020).

Os efeitos do CBD sobre a memaria de curto prazo observada em testes
de NOR ja estdo bem descritos em diversos modelos de esquizofrenia (Gomes
et al., 2015; Osborne et al., 2017; Rodrigues Da Silva et al., 2020). Entretanto,
nenhum estudo mostrou o efeito do CBD sobre a memoéria de longo prazo
evidenciada pelo teste de ROL em um modelo animal baseado no antagonismo
de NMDAR. Schleicher e colaboradores, mostraram que o tratamento com CBD,
por si s, ndo altera a memoria espacial e a de longo prazo no teste de labirinto
aquatico de Morris (Schleicher et al., 2019). Entretanto, o CBD foi capaz de
atenuar os efeitos deletérios da administracdo de THC sobre a memoria de longo
prazo (Murphy et al., 2017). Curiosamente, o tratamento com CBD reverteu 0s
prejuizos no LTP em modelos animais de Alzheimer e epilepsia (Maggio et al.,
2018; Hughes and Herron, 2019). Assim, considerando que os estudos clinicos
utilizando o CBD indicam que esta substancia € bem tolerada pelos pacientes
(Leweke et al., 2012), ele poderia ser um possivel antipsicético com um potencial
efeito sobre sintomas cognitivos.

O envolvimento de vias serotoninérgicas parece ser um achado comum
na investigacdo do mecanismo de acao de antipsicoticos atipicos usados na
clinica para o tratamento da esquizofrenia. Drogas como o aripiprazol, clozapina,
lurasidona, tandospirona e ziprazidona tém acdo como agonista parcial dos
receptores 5-HT1a e esta caracteristica é geralmente associada com seus efeitos
sobre os sintomas negativos e cognitivos em humanos e modelos animais

(Meltzer et al., 2003; Horiguchi and Meltzer, 2012; Horiguchi et al., 2016). Nesse
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sentido, os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o
antagonismo de receptores 5-HT1a através do pré-tratamento com WAY100635
blogueou o efeito do CBD em reverter os prejuizos induzidos por MK-801 nos
testes de ROC e ROL, sugerindo que o mecanismo de ac¢ao pelo qual o CBD
poderia exercer seu efeito tipo-antipsicético parece depender da ativacao de
receptores 5-HT1a, caracteristica compartilhada com antipsicéticos atipicos.

A neurotransmissdo serotoninérgica via receptores 5-HTia parece ser
importante em processos neuroplasticos, como a neurogénese e formacao de
espinhos dendriticos, que estdo alterados em transtornos psiquiatricos (Roberts
et al.,, 1996; Reif et al., 2006). A 5-HT pode estimular a neurogénese via
receptores 5-HT1a e agonistas destes receptores parecem prevenir os efeitos
inibitérios do estresse sobre os processos de neurogénese (Gould, 1999). A
reducdo da neurogénese hipocampal adulta pode estar relacionada com a
neurobiologia da esquizofrenia, visto que esta parece estar diminuida em varios
modelos animais de esquizofrenia assim como em pacientes diagnosticados com
este transtorno (Teuchert-Noodt et al., 2000; Liu et al., 2006; Reif et al., 2006;
Cardon et al., 2010). Apesar do haloperidol parecer n&do alterar a neurogénese,
antipsicoticos atipicos como a clozapina e olanzapina aumentam o niumero de
células BrdU positivas no hipocampo, que sao um indicativo de neurogénese, e
atenuam a reducao da neurogénese induzida por estresse de restricao, injecao
pré-natal de Poli I:C e PCP (Halim et al., 2004; Kodama et al., 2004). Além disso,
o efeito da ziprazidona, mas ndo do haloperidol, de aumentar a proliferacéo de
células-tronco neurais adultas derivadas do hipocampo foi bloqueado por um
antagonista de receptores 5-HT1a. Entretanto, ainda faltam estudos investigando
0 papel dos receptores 5-HTia sobre os efeitos dos antipsicoticos na
neurogénese hipocampal (Benninghoff et al., 2013).

A ativacédo de receptores 5-HTia parece também ser importante para a
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formacao de espinhos dendriticos em células do giro denteado do hipocampo e
essa sinaptogénese também parece estar alterada em pacientes com
esquizofrenia (Roberts et al., 1996; Garey et al., 1998; Faber and Haring, 1999).
Em animais tratados com PCP foi observado uma diminuicdo bastante
acentuada no numero de espinhos sinapticos no CPF (Elsworth et al., 2011).
Além disso, o tratamento com clozapina aumenta a densidade de espinhos
dendriticos no hipocampo, enquanto o haloperidol diminui. (Critchlow et al.,
2006). O CBD aumentou a neurogénese e a densidade de espinhos dendriticos
em animais submetidos a um protocolo de estresse crbénico imprevisivel
(Campos et al., 2013; Fogaca et al., 2018), bem como em um modelo animal de
Alzheimer (Esposito et al.,, 2011; Campos et al., 2013; Fogaca et al., 2018).
Entretanto, ainda ndo ha estudos relacionando o aumento de neurogénese
induzida por CBD e a melhora de alteragdes relacionadas a esquizofrenia, e
tampouco se este efeito dependeria da ativagdo dos receptores 5-HT1a.

Além da modulacdo dos processos de plasticidade, a neurotransmissao
serotoninérgica via receptores 5-HT1a parece ser importante nha modulacao do
balanco excitatorio-inibitorio. Nos interneurbnios GABAérgicos do CPF e
hipocampo h& uma alta densidade de receptores 5-HT1a, 0S quais apresentam
um efeito inibitorio via hiperpolarizacdo neuronal (Schmitz et al.,, 1995). A
estimulacdo destes receptores diminui a influéncia inibitéria sobre os neurénios
piramidais do hipocampo, que tém um papel essencial na regulacdo de
oscilacbes gama que, por sua vez, estdo envolvidas com fungdes cognitivas
(Klausberger, 2009). Alteragbes no balango excitatorio-inibitério resultam em
uma desregulacdo das ondas gama. Estas oscilacbes estdo reduzidas em
pacientes com esquizofrenia de maneira relacionada a severidade dos sintomas
negativos e cognitivos do transtorno (Lee et al., 2003; Lisman and Grace, 2005).

Como ja descrito, o CBD foi capaz de prevenir e atenuar a diminuicdo do nimero
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de interneurdnios PV+ induzida pelo MK-801. Portanto, o CBD poderia, por
reestabelecer a modulagdo GABAérgica nos neurbnios piramidais, retomar o
equilibrio no balango excitatério-inibitério por um mecanismo dependente de 5-
HT1A.

A diminuicdo dos interneurdnios PV+ induzida por antagonistas de
NMDAR é amplamente descrita na literatura (Rujescu et al., 2006; Braun et al.,
2007; Gomes et al., 2014; Honeycutt and Chrobak, 2018), o que vai ao encontro
dos resultados obtidos neste trabalho onde foi observado o efeito do MK-801
sobre a diminui¢édo de interneurdnios PV+ no CPF e hipocampo. A diminui¢céo da
neurotransmissdo GABAérgica € uma das alteragcbes patoldgicas
frequentemente observadas em estudos post-mortem na esquizofrenia (Lewis et
al., 2005). Nesse contexto, os antagonistas de NMDAR parecem ter um efeito
preferencial sobre estes interneurdnios GABAérgicos, 0 que seria explicado por
seu perfil eletrofisioldgico de alto disparo. Considerando que os NMDAR sao
canais ibnicos ativados por ligantes e sensiveis a voltagem, quando a célula esta
em repouso, este canal é bloqueado pelo ion de Mg*2. Assim, se faz necessario
uma despolarizacdo para remover o bloqueio pelo Mg*? (Dingledine et al., 1999).
Os interneurdnios, por terem o perfil de alta taxa de disparos, sdo continuamente
despolarizados e, portanto, suscetiveis ao escape do bloqueio pelo Mg2+.
Assim, sugere-se que o impacto dos antagonistas de NMDAR se faz maior em
células frequentemente ativadas, como os interneurénios GABAérgicos PV+
(Tseng and O'donnell, 2007; O'donnell, 2011). De fato, os interneurdnios
GABAeérgicos sdo 10x mais sensiveis aos antagonistas de NMDAR comparado
aos piramidais, e essa diminuicdo nestes interneurdnios leva ndo somente a um
prejuizo na inibicao de células piramidais como um desbalanco na sincronizacéo
excitatoria-inibitoria que esta envolvida em diversas funcdes cerebrais (Grunze

et al., 1996; Schwartz et al., 2012).
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Além disso, algumas particularidades encontradas nos presentes
resultados merecem destaque. No CPF dos animais tratados com MK-801 foi
observado uma diminuicdo no nimero de células PV+ na regido PreL mas néo
na regido InfraL. Estas alteracOes sdo similares as encontradas ap0s o
tratamento repetido com PCP, uma vez que esse antagonista de NMDAR
também induziu a diminuicdo na expressao de PV+ no CPF PreL mas ndo no
InfraL ou cingulado (Mckibben et al., 2010). Além disso, em um modelo baseado
na suscetibilidade de resposta a apomorfina, foi observada uma diminuicdo do
namero de células que expressam a proteina envolvida com a sintese de GABA,
GAD-67, no mCPF PreL mas néo no InfraL. Entretanto, neste modelo, o numero
de interneurdnios PV+ em ambas as regides permaneceu inalterado (Selten et
al., 2016). Curiosamente, em um trabalho utilizando um modelo conhecido como
“double-hit”, as diferencas regionais na expressao de PV+ foram contraditérias
com as observadas neste trabalho. Em animais tratados no sétimo dia pés-natal
com MK-801 e expostos a isolamento social foi observado uma diminuigdo no
namero de células PV+ no InfraL, mas ndo no PrelL, nos animais tratados
independente de serem, ou ndo, submetidos ao do isolamento social (Gilabert-
Juan et al.,, 2013). Assim, parece haver uma diferenca na diminuicdo da
expresséo de PV+ no PrelL e InfraL de acordo com o modelo animal avaliado.

Curiosamente, no PreL foi observado um efeito do CBD por si s6 em
diminuir o nimero de células PV+. Este resultado parece intrigante visto que o
CBD atenuou a diminuicdo do numero de células PV+ induzida pelo tratamento
com MK-801 nesta mesma regido. Além disso, o tratamento com haloperidol
parece diminuir o numero de células PV+ no PFC quando combinado a MK-801
mas ndo por si sO (Braun et al., 2007). No entanto, a fluoxetina, um
antidepressivo inibidor da recaptacao de serotonina, parece diminuir o nimero

de células PV+ no mCPF quando administrada repetidamente em animais
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saudaveis (Guirado et al., 2014). Ainda, em animais que passaram por um
protocolo de estresse cronico, a fluoxetina parece atenuar a diminuicdo de
células PV+ no mCPF (Todorovi¢ et al., 2019), resultados que poderiam ser
associados com os que foram encontrados neste trabalho com o CBD.

A diminuicdo de interneurdnios PV+ induzida pelo tratamento com
fluoxetina foi associada a um aumento da formacao de espinhos dendriticos no
MCPF, o que poderia explicar um efeito per se desta substancia induzindo uma
janela de plasticidade semelhante aos periodos criticos que ocorrem na
maturagéo cortical (Guirado et al., 2014). Assim, apesar de néo ter sido avaliado
neste trabalho a neuroplasticidade no mCPF, o CBD poderia ter um efeito
relacionado ao observado com a fluoxetina, sendo a diminuicdo de células PV+
uma consequéncia temporaria deste efeito modulador sobre a neuroplasticidade.
Mais estudos sao necessarios para avaliar esta hipétese.

Ademais, foi observado que as alteracdes induzidas por MK-801 na
expressado de PV+ no PreL, mas ndo no InfraL, duraram por até 21 dias apés a
ltima injecdo deste antagonista de NMDAR. O efeito duradouro destas drogas
ndo é um achado incomum, uma vez que diversos estudos observaram a
diminuicdo da expressao de PV+ no CPF e hipocampo na idade adulta apos o
pré-tratamento com antagonistas de NMDAR no periodo neonatal (Abekawa et
al., 2007; Uehara, Sumiyoshi, Hattori, et al., 2012; Li et al., 2015; Murueta-
Goyena et al., 2018). Também ja foi verificado o efeito da administracéo repetida
de MK-801 em ratos adultos de diminuir a expressdo de mRNA para PVALB e o
numero de células que expressam PV+ no hipocampo 18 dias apos o final do
tratamento com MK-801, sugerindo que as alteracdes celulares induzidas por
MK-801 em animais adultos também podem ser longevas (Unal et al., 2021).
Honeycutt e colaboradores mostraram o efeito a curto e longo prazo da

administracao repetida de quetamina sobre a diminuicdo de PV+ no hipocampo,
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entretanto, neste trabalho os autores demonstraram que este prejuizo foi
observado somente em animais que tiveram o inicio do tratamento na
adolescéncia e ndo na idade adulta, sugerindo que este efeito poderia variar de
acordo com a idade no inicio do tratamento (Honeycutt and Chrobak, 2018).

Vérios estudos mostraram que a reducdo da transmisséo inibitoria pré-
frontal induz varias anormalidades cognitivas, emocionais e dopaminérgicas que
se assemelham a aspectos da esquizofrenia (Tse et al., 2015). Mais
especificamente, foi demonstrado que a reducédo da atividade GABAérgica no
CPF de ratos resultou em déficits na velocidade de processamento de
informacgdes, flexibilidade cognitiva, recuperacdao de informacdes relevantes e
aumento do tbnus dopaminérgico na VTA (Enomoto et al., 2011; Piantadosi and
Floresco, 2014).

Apesar de poucos estudos explorarem as diferencas sobre as alteragdes
GABAérgicas individualizando o PreL e InfraL no mCPF, é conhecido que estas
regides parecem ter efeitos opostos sobre a ativacdo do VTA, uma vez que a
ativacao do PreL e do InfraL leva ao aumento e diminuicao, respectivamente, de
disparos dopaminérgicos no VTA (Patton et al., 2013). Além disso, tem sido
descrito efeitos contraditérios do PreL e InfraL sobre comportamentos
envolvendo memdria como, reconsolidacdo de memoérias de medo condicionado,
reconhecimento espacial de objetos, memoria de inibicdo pelo medo, memdria
contextual, entre outros (Nelson et al., 2011; Sharpe and Killcross, 2014; Soler-
Cedefio et al., 2016; Levin et al., 2017; Torres-Garcia et al., 2017; Sun et al.,
2018; Kreutzmann et al., 2020). Claramente, aqui também s&o necessarias mais
evidéncias para a melhor compreensao do papel dos interneurénios PV+ no CPF
PreL e InfraL na esquizofrenia.

Além da diminuicdo no numero de células PV+ no CPF PreL, também foi

observado neste trabalho uma diminui¢éo significativa destes interneurénios no
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VCAL e vSub do hipocampo (Tabela 1). Apesar de muitos trabalhos supracitados
também terem encontrado uma diminui¢cdo em interneurdnios PV+ no hipocampo
induzida por antagonistas de NMDAR, poucos trabalhos exploraram as regides
ventrais do hipocampo, como no presente estudo (Uehara, Sumiyoshi, Seo, et
al., 2012; Murueta-Goyena et al., 2018). Romén e colaboradores investigaram o
efeito de uma anica injecdo de MK-801 sobre o mRNA para PV+ e observaram
uma diminuicdo nas regides PreL e InfraL do CPF e CA1l e giro denteado do
hipocampo, mas ndo no subiculo (Romén et al., 2011), sugerindo que as
alteracdes observadas nas regides ventrais do hipocampo no presente trabalho
podem ter sido induzidas pelo tratamento repetido com MK-801. Em um modelo
de esquizofrenia baseado na ativagdo imune materna, foi observado uma
diminuicdo na expressao de PV+ no hipocampo dorsal, mas n&o no ventral
(Luoni et al.,, 2017). Entretanto, em um modelo utilizando a administragao
gestacional do antimitético acetato de metilazoximetanol (MAM), foi encontrado,
similar aos resultados deste trabalho. Houve uma diminuicdo da expressao de
PV+ no vSub dos animais da prole em que as maes receberam MAM (animais
MAM) comparado aos controles (Du and Grace, 2016).

As evidéncias de anormalidades na estrutura e funcdo do hipocampo na
esquizofrenia tém origem, em grande parte, de estudos post-mortem e de
neuroimagem (Harrison, 1999; Shenton et al., 2001; Heckers and Konradi, 2002;
Heckers, 2004). A neurobiologia destas alteracdes ainda nédo esta totalmente
elucidada. No entanto, estudos de imagem funcional sugeriram aumento da
atividade hipocampal em repouso, incluindo aumento do fluxo sanguineo nas
regides CA1l e subiculo, e um processamento anormal de informacdes durante o
desempenho de tarefas de recuperacdo de memodria em pacientes com
esquizofrenia (Heckers et al., 1998; Medoff et al., 2001; Meyer-Lindenberg et al.,

2001; Heckers, 2004; Lahti et al., 2006; Weiss et al., 2006; Talati et al., 2014).
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Multiplas evidéncias sugeriram que a atividade aumentada do hipocampo
poderia ser devido a reducdo da regulacdo do interneurénios PV+ sobre a
atividade dos neurdnios piramidais (Du and Grace, 2016; Sonnenschein et al.,
2020). Além disso, foi demonstrado que a disfuncdo hipocampal contribui ndo
apenas para o comprometimento do processamento da informacé&o, mas
também para os sintomas positivos do transtorno (Lodge and Grace, 2008).
Sendo assim, a funcdo do hipocampo na esquizofrenia sugere uma interacao
com o sistema dopaminérgico do mesencéfalo (Lodge and Grace, 2008).

De fato, o vSub é uma regido que modula a atividade de neurbnios
dopaminérgicos de maneira polisinaptica, ou seja, que depende de outras
regides encefalicas (Sonnenschein et al., 2020). Nos animais MAM, que tiveram
uma diminuicdo de interneurénios PV+ no vSub ou em animais em que a
expresséo de PV+ foi silenciada no hipocampo ventral, foi observado um estado
hiperativo e uma aumentada resposta a anfetamina, respectivamente, resultante
da perda do controle inibitorio da atividade celular piramidal (Lodge and Grace,
2007; 2008; Lodge et al., 2009; Boley et al., 2014). O aumento da atividade do
vSub resulta em um aumento na atividade de neurdnios DA através de um
circuito envolvendo o hipocampo ventral, NAc e VP. Além disso, a inativacdo do
hipocampo ventral de animais MAM normaliza a atividade dopaminérgica
aberrante (Floresco et al., 2003; Lodge and Grace, 2007). Somado a isso,
recentemente foi demonstrado que a ativagdo por mecanismos de modificacéo
genética especificamente das células PV+ do vSub leva a inibicdo do efeito da
guetamina de aumentar a capacidade de sintese de DA estriatal (Kokkinou et al.,
2020). Portanto, esses dados sugerem que uma perda de interneurénios PV+ no
hipocampo poderia levar a um aumento da atividade ou responsividade
dopaminérgica, consoante com a hiperativacdo dopaminérgica observada na

clinica em pacientes com esquizofrenia.
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Ademais, o hipocampo ventral parece ter um importante papel sobre a
modulacdo do mCPF (Jay et al., 1992). Em um modelo de lesdo excitotoxica do
hipocampo ventral foi observado, além de alteragcbes relacionadas a
esquizofrenia, como prejuizo no PPl e memoria, alteracdes anatbmicas e
neuroquimicas em circuitos cortico-estriatais, como a reducdo de mRNA para
GADG67 e uma maturacdo anormal dos interneurénios no CPF (Lipska et al.,
1995; Lipska et al., 2002; Tseng et al., 2008; O'donnell, 2011; 2012). Além disso,
Jodo e colaboradores mostraram que a administragdo de MK-801 ou PCP
diretamente no hipocampo ventral levou a desinibicdo de projecdes para o
MCPF, sugerindo que os neurdnios do hipocampo ventral com projecdes diretas
para o mCPF sdo suscetiveis a ativacdo por antagonistas do NMDAR (Jodo et
al., 2005). Dessa forma, a hiperatividade e desbalanco excitatério-inibitério do
hipocampo ventral induzida pela diminuig&o de interneurénios PV+ poderia afetar
a funcao de outros circuitos, resultando em alteracfes no sistema dopaminérgico
relacionadas a esquizofrenia (Grace, 2016).

Neste trabalho também foi demonstrado o efeito do CBD em reverter a
diminuicdo de interneurbnios PV+ induzida por MK-801 no CPF e hipocampo é
dependente de receptores 5-HT1a ou CB2 no hipocampo, mas nédo no CPF. Este
dado vai ao encontro de resultados anteriores publicados pelo nosso grupo nos
guais o CBD e da clozapina preveniram a diminui¢cdo de interneurénios PV+ no
MCPF induzido por MK-801 (Gomes et al., 2014). Além disso, outros modelos
também indicam o potencial efeito do CBD sobre interneurdnios PV+. Por
exemplo, foi observado o efeito do CBD de atenuar os niveis diminuidos de PV+
no hipocampo, mas nao no CPF, de animais que receberam poli I:C no periodo
gestacional, um efeito associado a uma melhora cognitiva (Osborne, Solowij,
Babic, Lum, Huang, et al., 2019; Osborne, Solowij, Babic, Lum, Newell, et al.,

2019). Além disso, em registros eletrofisiologicos intracelulares, foi observado o
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efeito local do CBD de aumentar potenciais sinapticos inibitorios e restaurar a
excitabilidade prejudicada de membranas de células PV+ em um modelo de
epilepsia induzido por &cido cainico. Ademais, nos tecidos que receberam CBD,
foi observado uma reducao significativa na atrofia e morte de interneurénios PV+
(Khan et al., 2018).

O efeito do CBD observado neste trabalho e nos dados supracitados
também foi verificado com a administracao de alguns antipsicéticos atipicos. Por
exemplo, a lurasidona, um antipsicotico atipico, atenuou a diminuicdo de PV+ no
hipocampo dorsal induzida por um modelo de estresse crbénico imprevisivel e por
um modelo de ativacdo imune materna (Luoni et al., 2017; Rossetti et al., 2018).
Curiosamente, em um modelo utilizando o isolamento social, a clozapina
atenuou a diminuicao de interneurénios PV+ no CPF PreL e InfraL e na regido
CA2, CA3 e giro denteado do hipocampo, mas nao na regido CA1l (Filipovi¢ et
al., 2018; Todorovi¢ et al., 2019). Assim, o efeito do CBD sobre a diminuicéo de
PV+ em diversos modelos experimentais sugere uma acao compartilhada com
alguns antipsicéticos atipicos, mas ndao com antipsicéticos tipicos como o
haloperidol. Este farmaco, que parece também atenuar a diminuicao de PV+ no
hipocampo de animais tratados com MK-801, curiosamente levou a uma
marcada reducéo na expressao de PV+ no CPF (Braun et al., 2007).

Além das alteragcbes mencionadas, o efeito do CBD, mas ndo o da
clozapina, sobre a diminui¢cdo de PV+ induzida por MK-801 foi observado por até
14 dias apos a ultima injecdo de CBD no CPF PreL. Apesar de alguns dados
indicarem o possivel efeito a longo prazo da risperidona sobre a diminuicdo de
PV+ no hipocampo em um modelo de ativagdo imune materna, o tratamento com
este farmaco nao atenuou a diminuicdo de longo prazo de PV+ no CPF em um
modelo baseado na administracdo de PCP (Mckibben et al., 2010; Piontkewitz et

al., 2012). Assim, € possivel especular que o CBD poderia induzir modificacdes
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duradouras sobre os interneurdnios PV+, diferente dos antipsicéticos atipicos
utilizados na clinica, o que poderia ser um diferencial para um possivel efeito a
longo prazo sobre os sintomas cognitivos da esquizofrenia.

Antipsicoticos atipicos como a clozapina e aripiprazol, entre outros,
exibem diferentes poténcias como agonistas parciais do receptor 5-HT1a, 0 que
poderia estar relacionado com as caracteristicas diferenciais dessas drogas
sobre o0s sintomas negativos e cognitivos (Schreiber and Newman-Tancredi,
2014; Lopez Hill et al., 2017). Além disso, os resultados de uma meta-anélise
apoiaram os beneficios da facilitacdo da neurotransmissdo mediada por
receptores 5-HTia como drogas coadjuvantes para melhorar os sintomas da
esquizofrenia (Kishi et al., 2013).

H&a evidéncias de que a insuficiéncia de 5-HT desempenha um papel
importante na patogénese dos sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia
(Joyce et al., 1993; Abi-Dargham et al., 1997). Consistente com isso, diminui¢des
nos niveis hipocampais de 5-HT foram encontradas em modelos animais de
esquizofrenia baseados em ativagédo imune materna por poli I:C ou LPS (Wang
et al.,, 2009; Winter et al., 2009). Também foi recentemente verificado uma
correlacdo entre mudancas estruturais no hipocampo e no sistema
glutamatérgico com a expressao de 5-HTia em pacientes no primeiro episoédio
de psicose (Park et al., 2021). Além disso, Dalton e colaboradores mostraram
gue o tratamento pré-natal com poli I:C causou um aumento de 15-17% no
binding para receptor 5-HT1a no hipocampo 55, 65 e 90 dias apds o nascimento,
efeito esse também ja demonstrado em cérebros post-mortem de pacientes com
esquizofrenia (Joyce et al., 1993; Dalton et al., 2012). Assim, podemos levantar
a hipotese de que a ativacdo e aumento do binding dos receptores 5-HT1a
poderia refletir um mecanismo adaptativo para compensar a diminuicdo dos

niveis de 5-HT em modelos animais de esquizofrenia e possivelmente em
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pacientes com este transtorno. Além disso, j& foi demonstrado que o agonismo
do receptor 5-HT1a associado ao antagonismo de receptores 5-HT2a parece ser
fundamental na regulagcéo de oscilagdes beta e gama do hipocampo (Gener et
al., 2019). Considerando que o receptor 5-HT1a é expresso em interneurbnios
PV+ no hipocampo, substancias que facilitam os efeitos mediados por receptores
5-HT1a, como o CBD, poderiam estar compensando o desbalanco neuroquimico
de 5-HT no hipocampo e modulando a expresséo de PV+ ao nivel de regulacao
de disparos inibitérios-excitatorios (Aznar et al., 2003; Russo et al., 2005).
Entretanto, ainda ndo esta elucidado o efeito do CBD via receptor 5-HT1a sobre
os interneurdnios PV+ e sua influéncia na regulacao do controle das oscilacdes
moduladas pelo hipocampo.

Além do sistema serotoninérgico, outros sistemas também poderiam estar
envolvidos no mecanismo de agao pelo qual o CBD exerce o seu efeito tipo-
antipsicético, como o0 sistema endocanabinoide. Apesar do efeito
comportamental do CBD avaliado neste trabalho ter sido bloqueado pelo AM630
apenas no teste de hiperlocomocéo induzida por anfetamina, mas nao sobre os
prejuizos induzidos por MK-801, o efeito do CBD de atenuar a diminui¢cdo do
namero de interneurénios PV+ induzido por MK-801 foi bloqueada pelo AM630,
assim como pelo WAY100635. Entretanto, assim como com o0 WAY100635, este
efeito foi observado somente nas regibes vCAL e vSub, mas ndao no CPF PreL.
Como ja mencionado, apesar do CBD ter pouca afinidade pelos receptores CB1
e CB2, sua acédo poderia ser mediada via aumento de AEA pelo bloqueio da
enzima FAAH (Bisogno et al., 2001). Apesar de existirem evidéncias indicando
gue o receptor CB2 € expresso em determinados tipos de neurdnios, além de
células da glia (Svizenska et al., 2008; Chen et al., 2017), ndo existem ainda
estudos indicando sua expressao em interneurénios PV+. Assim, possivelmente,

o bloqueio do efeito do CBD de atenuar a diminui¢cdo de interneurdnios PV+ pelo
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AM®630 seja por um mecanismo indireto, possivelmente por alteracdes gliais que
serdo discutidas posteriormente.

O presente trabalho também avaliou a expressdo de células PV+ co-
localizadas com PNNs e a densidade destas que estdo co-localizadas com
células PV+. Foi observada uma diminuicdo causada pelo MK-801, que foi
atenuada pelo tratamento com CBD no mCPF PreL e no vCAl e vSub do
hipocampo. Curiosamente, este efeito do CBD sobre as células PV+ co-
localizadas com PNNSs e a densidade destas em células co-localizadas com PV+
foi bloqueado pelos antagonistas AM630 ou WAY100635 no vCAl e vSub, mas
ndo no CPF PreL. Além disso, o numero total de células co-localizadas com
PNNs e a quantidade total de fluorescéncia para a marcacdo de PNNs nao foi
alterada em nenhuma regiéo pelos tratamentos.

Alteragdes em PNNSs co-localizadas com PV+ também foram encontradas
nos modelos de ativacdo imune materna (MIA) e double-hit, além de modelos
baseados no antagonismo de NMDAR (Paylor et al., 2016; Fujikawa et al., 2020;
Garcia-Mompo et al., 2020). Entretanto, nestes trabalhos foi contabilizado a
guantidade de células PV+ co-localizadas com marcadores de PNNSs.
Considerando que na maioria dos modelos animais de esquizofrenia ha uma
diminuicdo do numero de células PV+ nas regides envolvidas com a
fisiopatologia deste transtorno, a diminuicdo do numero de células PV+ co-
localizadas com PNNs poderia ser uma consequéncia légica da diminuicdo do
numero de células PV+ totais. Por esse motivo, neste trabalho, foi analisado a
guantidade de fluorescéncia de WFA (marcador utilizado para quantificar PNNS)
especificamente em ceélulas PV+, demonstrando assim que a diminuicdo de
PNNs em células PV+ estava associada a este tipo celular em especifico, uma
vez que a quantidade total de fluorescéncia de WFA néo foi alterada pelos

tratamentos.
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Como ja mencionado na parte introdutéria, as alteracdées em PNNs co-
localizadas com interneurénios GABAEérgicos € um achado comum em pacientes
com esquizofrenia (Pantazopoulos et al., 2010; Mauney et al., 2013; Enwright et
al., 2016). Os interneurbnios PV+, por serem expostos a uma alta demanda
metabdlica pelo seu perfil eletrofisiolégico de rapido disparo (do inglés: fast-
spiking), sdo mais vulneraveis a desregulacéo redox. Assim, os interneurdnios
PV+ imaturos que nao possuem PNNs poderiam estar mais expostos ao estresse
oxidativo do que os neurdnios PV+ maduros recobertos por PNNs (Briickner et
al.,, 1993; Hartig et al., 1999). Shah e colaboradores observaram que a
degradagdo das PNNs no hipocampo ventral aumentou a atividade do
hipocampo e de neurdnios dopaminérgicos. Além disso, os animais que sofreram
a degradacdo das PNNs exibiram uma resposta locomotora intensificada a
anfetamina (Shah and Lodge, 2013), consistente com a resposta aumentada a
estimulantes psicomotores observada em pacientes com esquizofrenia. Além
disso, animais que foram submetidos ao modelo de double-hit e receberam THC,
além de terem uma diminuicdo no nimero de células PV+ co-localizadas com
PNNs, apresentam um prejuizo na relacdo entre marcadores inibitérios e
excitatorios, sugerindo um desbalanco excitatério-inibitério cortical (Garcia-
Mompo et al., 2020).

N&o ha evidéncias de um possivel efeito de antipsicoéticos sobre as PNNs
co-localizadas em interneurénios PV+. Entretanto, o CBD, atenuou o0 prejuizo
induzido por MK-801 na densidade de PNNs em interneurénios PV+ no vCAl e
vSub do hipocampo e CPF PreL, indicando que este poderia ser um mecanismo
protetor que levaria ao reequilibrio do balanco excitatério-inibitorio pela protecéo
ibnica conferida pelas PNNs aos interneurénios PV+.

Faltam evidéncias na literatura relacionando a diminuicdo de PNNs em

interneurdnios PV+ com mecanismos envolvendo os receptores 5-HT1a e CBa.
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Entretanto € conhecida a relacdo da ativagdo microglial sobre a degradacao de
PNNSs, que poderia levar a uma diminui¢do dos interneurdnios PV+. A ativagao
microglial, por sua vez, poderia envolver mecanismos via 5-HT1a ou CBa.

Nesse sentido, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o
aumento da ativagcdo microglial induzida pelo tratamento com MK-801 foi
atenuada pelo tratamento com CBD. O pré-tratamento com AM630 ou
WAY100635 bloqueou este efeito do CBD em todas as regides avaliadas (PreL,
InfraL,vCALl e vSub).

As alteracdes em células da micréglia tém sido observadas em pacientes
com esquizofrenia. Estas alteragOes parecem estar envolvidas com processos
neuroinflamatdrios relacionadas a fisiopatologia da esquizofrenia (Radewicz et
al., 2000; Schnieder and Dwork, 2011; Moniji et al., 2013; Comer et al., 2020).
Por exemplo, estudos de neuroimagem empregando a tomografia por emissao
de pésitrons mostraram um aumento da ativacdo da microglia no cérebro de
pacientes com esquizofrenia (Van Berckel et al., 2008; Doorduin et al., 2009).
Além disso, evidéncias indicam uma associa¢ao entre a ativacdo da microglia e
0s sintomas negativos e os déficits cognitivos neste transtorno (Levkovitz et al.,
2010; Ribeiro-Santos et al., 2014).

A microglia € extremamente dindmica e muda sua morfologia de maneira
dependente da sua fungdo. Em um ambiente normal, a microglia apresenta
morfologia distinta com corpo celular pequeno, arredondado e com numerosas
ramificacbes. ApOs sua ativacdo em resposta a varios estimulos, a microglia
pode adotar diferentes fenétipos morfoldgicos, caracterizados por alteracdes da
estrutura celular e reducdo do comprimento das ramificagdes, ficando com uma
estrutura ameboide (Wake et al., 2011). Apesar da ativacéo da microglia ser uma
resposta imune necessaria e protetora contra diversos danos, a sua ativacéo

excessiva tem sido associada ao desenvolvimento de inumeras doencas
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(Graeber et al., 2011; Aguzzi et al., 2013).

Diversos modelos animais de esquizofrenia apresentaram ativacao
microglial em &reas relacionadas com a fisiopatologia deste transtorno, inclusive,
0s modelos baseados em antagonismo de NMDAR, como também demonstrado
nos resultados do presente trabalho (Nakki et al., 1996; Arif et al., 2007; Chamera
et al., 2021; Mousaviyan et al., 2021; Shelton et al.,, 2021). Curiosamente,
antipsicoticos atipicos parecem reverter a ativagdo microglial. Por exemplo,
Ribeiro e colaboradores mostraram que a administracao repetida de clozapina
reverteu os déficits cognitivos e a ativacdo da microglia no hipocampo e CPF
observados em um modelo animal de esquizofrenia baseado em alteragdes no
neurodesenvolvimento (Ribeiro et al., 2013). Além disso, recentemente, foi
demonstrado o efeito da amilsulprida de reduzir ativagado microglial associada a
uma melhora cognitiva em animais submetidos a um protocolo de estresse
cronico imprevisivel (Mohamed et al., 2020). De acordo com essa proposta, a
adicdo de minociclina, uma tetraciclina que que é um potente inibidor da ativacdo
da microglia, ao tratamento antipsicético melhorou os sintomas negativos e
cognitivos de pacientes com esquizofrenia (Levkovitz et al., 2010; Chaudhry et
al.,, 2012). Ademais, a adicdo de drogas anti-inflamatoérias ndo esteroidais ao
tratamento antipsicotico parece resultar em melhor resposta terapéutica (Muller
et al., 2013; Mdller, 2019).

Considerando que o processo inflamatorio leva a um aumento de
producdo de mediadores e processos metabdlicos mitocondriais que levam a
geracao de radicais livres, o efeito antioxidante das drogas antipsicoticas parece
ser importante para a protecdo dos neurdnios contra 0 estresse oxidativo
induzido pela ativacdo microglial (Caruso et al., 2020). Nessa perspetiva, 0s
antipsicoticos atipicos como a risperidona, clozapina e olanzapina, exercem uma

forte atividade antioxidante em modelos experimentais de esquizofrenia
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reduzindo o estresse oxidativo, diminuindo a producdo de radicais livres, e
protegendo os neurdnios contra o estresse oxidativo induzidos pela microglia
(Caruso et al., 2020). Ademais, os antipsicéticos de segunda geracao também
melhoram o status antioxidante e reduzem a peroxidacao lipidica em pacientes
com esquizofrenia (Zhang et al., 2003; Caruso et al., 2020).

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram que o tratamento
repetido com MK-801 aumentou a ativagdo microglial no mCPF, giro denteado e
CAl dorsal, que foi prevenido pelo tratamento concomitante com CBD ou
clozapina (Gomes et al., 2015). Nos resultados do presente trabalho,
demonstramos que o CBD atenuou os efeitos do MK-801, apés o final do
tratamento com este antagonista de NMDAR, sobre a ativagdo microglial no
PreL, InfraL, vCAl e vSub. Estes resultados indicam que o CBD, além de
prevenir, possivelmente € capaz de reverter, uma vez estabelecido, a ativagédo
microglial produzido pelo bloqueio cronico de NMDAR. Neste contexto,
evidéncias indicam que o CBD também induz efeitos anti-inflamatorios e
neuroprotetores (Scarante et al., 2020). Por exemplo, em um modelo animal de
doenca de Alzheimer, o CBD atenuou o0 aumento da expressao de fatores que
contribuem em processos neuroinflamatérios. Além disso, os efeitos do CBD
sobre prejuizos cognitivos foram associados a uma atenuagdo na ativacao
microglial (Esposito et al., 2007; Martin-Moreno et al., 2011). Um trabalho recente
do nosso grupo demonstrou que o CBD diminuiu a ativagcao microglial induzida
pelo uso crbénico do haloperidol. Em cultura primaria da microglia, foi
demonstrado que o CBD impede o aumento da expressdo de lba-1 e na
producé@o microglial de espécies reativas de oxigénio induzido por LPS (Sonego
et al., 2018).

A ativacdo microglial por citocinas, fatores de crescimento ou espécies

reativas de oxigénio, leva a liberacdo de MMPs para o meio extracelular as quais,
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por sua vez, podem levar a alteragfes na formagdo e desenvolvimento da
estruturas de matriz extracelular das PNNSs, alteracfes na poda sinéptica e na
mielinizagcdo (Bitanihirwe and Woo, 2020). Wegrzyn e colaboradores
demonstraram que o tratamento com poli I:C em cultura de células microgliais
induziu a expresséao e secrecado de diferentes citocinas pertencentes a familia de
guimiocinas bem como interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
e MMPs. Neurbnios embrionarios que foram tratados por 24 horas com meio
condicionado microglial tiveram uma diminuicdo de PNNs acompanhada por um
aumento significativo de sinapses glutamatérgicas e uma diminuicdo dos
nameros de sinapses GABAérgicas em interneurénios co-localizados com PNNSs.
Este resultados revelam um forte impacto dos fatores secretados pela microglia
na integridade das PNNs, na plasticidade sinaptica e nas propriedades
eletrofisiolégicas dos neurbnios em cultura (Wegrzyn et al.,, 2021). Em
camundongos, foi recém demonstrado que o tratamento com minociclina atenua
a diminuicao de células PV+, o prejuizo na neurotransmissdo GABAérgica e 0s
deficits cognitivos em um modelo de esquizofrenia induzido por poli I:C,
indicando que a atenuacdo da ativacao microglial poderia exercer um efeito
direto sobre os interneurdnios PV+ (Xia et al., 2020). Nesse sentido, podemos
especular, de acordo com os resultados do presente trabalho, que a ativacao
microglial observada nos animais tratados com MK-801 poderia estar envolvida
com a diminuigdo da quantidade de fluorescéncia de PNNs co-localizadas com
interneurdnios PV+. Outrossim, o CBD, por reverter a ativacdo microglial, poderia
ter levado a uma consequente diminuicdo da degradacdo de PNNs em
interneurdnios PV+, resultando ndo somente na regeneracdo de PNNs co-
localizadas com PV+ como também a uma reverséo da diminuicdo da expressao
de PV+ induzida por MK-801. Entretanto, ainda néo esta claro a relacdo causal

da ativacdo microglial com a atenuacéo dos efeitos do MK-801 sobre as PNNs e
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PV+.

A 5-HT parece exercer um papel modulador em células da microglia visto
gue ativacdo de receptores de 5-HT promove a motilidade microglial induzida por
lesdo, mas atenua a atividade fagocitica e promove a modulacéo da secrecao
de exossomos das células da microglia (Krabbe et al., 2012; Glebov et al., 2015).
Apesar de haver evidéncias da expressdo de receptores serotoninérgicos em
células da micréglia (5-HT2a, 5-HT28, 5-HT3s 5-HTsa € 5-HT7), ndo parece ocorrer
uma consideravel expressdo do receptor 5-HT1a nestas células (Krabbe et al.,
2012; Herr et al., 2017). Além disso, as células gliais sdo capazes de modular os
niveis extracelulares de serotonina pela expressdo do transportador de
serotonina (Inazu et al., 2001). Nesse sentido, foi demonstrado nos resultados
deste trabalho que os antagonistas dos receptores 5-HT1a ou CB2 bloquearam o
efeito do CBD sobre a ativacao microglial induzida por MK-801. Considerando o
papel da modulagéo de receptores 5-HT1a sobre a liberacédo de 5-HT no CPF e
hipocampo (Llado-Pelfort et al.,, 2012), o efeito modulador do CBD sobre a
ativacao microglial poderia ser indireto, por regular a liberacédo de 5-HT a qual,
por sua vez, modularia a reatividade microglial.

Corroborando esta hip6tese, um dos mecanismos emergentes que
procura associar a atividade pro-inflamatoria aumentada com a inducédo de
comprometimento afetivo emocional e social é o metabolismo central do
triptofano (Muller and Schwarz, 2007). O triptofano € um aminoacido essencial
necessario para a biossintese de 5-HT. Fatores proé-inflamatérios aumentados
no sistema nervoso central levam ao incremento na degradacao do triptofano,
reduzindo assim a biodisponibilidade do triptofano para a sintese de 5-HT (Muller
and Schwarz, 2007). Consistente com isso, diminui¢cdes nos niveis hipocampais
de 5-HT foram relatadas em camundongos apos poli I:C pré-natal e exposicao a

influenza humana (Fatemi et al., 2008; Winter et al., 2009) e em roedores ap0s
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ativacao do sistema imunoldgico induzida por tratamento com LPS (Wang et al.,
2009). Ainda, o tratamento com poli I:C, por si s6, teve efeitos expressivos sobre
o binding do receptor 5-HT1a no hipocampo (Dalton et al., 2012). O CBD, via 5-
HT1a, poderia regular a modulagcdo microglial da disponibilidade de triptofano
para a renovagao de 5-HT.

A microglia, em sua forma nao reativa, sintetiza os endocanabinoides 2-
AG e AEA e expressa os receptores de canabinoides CB1 e CB2 em niveis
constitutivamente  baixos. Apdés a ativacdo, a microglia aumenta
significativamente a sintese de endocanabinoides e regula positivamente a
expressao dos receptores CB2, que promovem um fenotipo microglial protetor ao
aumentar a producao de fatores neuroprotetores e reduzir a producao de fatores
pro-inflamatorios (Bie et al., 2018; Duffy et al., 2021).

Como j& mencionado, o CBD, ainda que ndo seja um agonista dos
receptores CBi1 e CB2, inibe a enzima FAAH levando ao aumento de AEA
(Bisogno et al.,, 2001). Nesse contexto, considerando que a microglia produz
aproximadamente 20 vezes mais endocanabinoides do que neurfnios e outras
células gliais in vitro, e pode ser a principal fonte celular de endocanabinoides
em condi¢Bes neuroinflamatodrias, o bloqueio da enzima FAAH pelo CBD poderia
levar a um aumento da AEA disponivel para se ligar nos receptores CB:>
induzindo os efeitos anti-inflamatorios supramencionados (Walter et al., 2003;
Duffy et al., 2021). Dessa forma, o bloqueio do efeito do CBD por antagonistas
de receptores 5-HTia e CB2 poderia envolver distintos alvos que poderiam
interagir, eventualmente levando a efeito sinérgico. Além disso, o CBD tem
afinidade por outros receptores como TRPV1, PPARYy, entre outros, que também

poderiam contribuir para seu efeito antipsicético.
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Regiao Alteragao Tratamento
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Tabela 1. Comparacdo entre os efeitos observados de acordo com as
estruturas analisadas e os grupos de tratamento. CPF, coOrtex pré-frontal;
PreL, pré limbico; InfraL, infra limbico; vCA1, area ventral do CA1 do hipocampo;
vSub, subiculo ventral do hipocampo; PV+, células parvalbumina positivas; PNN,
redes perineuronais; co-loc, co-localizadas; Vei, veiculo; CBD, canabidiol; 1,

aumentou; |, diminuiu.

Além dos processos celulares acima discutidos, mecanismos
neuroquimicos também estdo envolvidos no efeito dos antipsicoticos. Os
antipsicoticos atipicos, mas nao os tipicos, aumentam a liberagdo de DA no

MCPF, um efeito relacionado ao potencial destes antipsicoticos de melhorar os
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sintomas cognitivos e negativos da esquizofrenia (Diaz-Mataix et al., 2005). Essa
relacdo entre DA e cogni¢cdo também pode ser observada em pacientes com
esquizofrenia que, entre outras anormalidades anatbmicas e neuroquimicas no
CPF, apresentam uma inervacdo dopaminérgica reduzida e possuem um baixo
turnover de DA, o que foi associado a um prejuizo na recordagao verbal (Lewis
and Lieberman, 2000; Oades et al., 2005).

Foi demonstrado neste trabalho que o CBD injetado por via sistémica ou
local aumentou a concentragao de DA no mCPF. Este efeito foi bloqueado pelo
pré-tratamento com WAY100635. Neste sentido, ja foi verificado que
antipsicéticos atipicos como clozapina e olanzapina, mas ndo o haloperidol,
administrados sistemicamente aumentam a concentracdo de DA no mCPF em
roedores e macacos Rhesus (Rollema et al., 1997; Kuroki et al., 1999; Youngren
et al.,, 1999). Além disso, quando estes antipsiciticos atipicos foram
administrados por dialise reversa no mMCPF, observou-se um aumento
expressivo na concentracdo de DA extracelular comparado ao nivel basal
(Bortolozzi et al., 2010).

Antipsicoticos atipicos compartiiham uma maior afinidade in vitro e
ocupacéo in vivo de receptores 5-HT2a em relacao aos D2 de DA (Meltzer et al.,
1989; Stockmeier et al., 1993; Nyberg et al.,, 1998). Além disso, possuem
afinidade por outros receptores serotoninérgicos como 5-HT1a, 5-HTz2c, 5-HTs €
5-HT7 (Meltzer and Massey, 2011). Apesar da estimulagc&o de receptores 5-HT2a
no CPF aumentar a atividade de neurbnios piramidais que se projetam para
neurdnios dopaminérgicos do VTA, levando a um aumento na liberacdo de DA
na via mesocortical, a atividade agonista em receptores 5-HTia pelos
antipsicoticos atipicos parece contribuir para sua aparente eficacia superior no
tratamento de sintomas nao-psicoticos (Bantick et al., 2001; Sumiyoshi et al.,

2001; Puig et al., 2003; Bortolozzi et al., 2005; Puig et al., 2005; Meltzer and
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Sumiyoshi, 2008). Assim, como visto anteriormente, um estudo de dialise inversa
com antipsicoticos atipicos no CPF mostrou que o aumento de DA nesta regido
foi produzido igualmente em animais selvagens ou KO para o receptor 5-HT2a
enquanto esteve ausente em animais KO para o receptor 5-HT1a. Neste mesmo
estudo, em um protocolo de silenciamento de receptores acoplados a proteina
G, quando os receptores 5-HT1a estdo protegidos do silenciamento ocorreu
aumento de DA induzido por antipsicéticos. No grupo de animais onde somente
0 5-HT2a foi protegido, ndo houve aumento de DA, indicando que a liberacdo de
DA induzida por antipsicéticos atipicos no CPF parece depender de receptores
5-HT1a, mas nao de 5-HT2a (Bortolozzi et al., 2010). Além disso, j& foi
demonstrado que o 8-OH-DPAT, mas n&o o haloperidol ou MDL 100, um
agonista de receptores 5-HT2a, aumenta a liberacdo de DA no CPF, efeito este,
blogueado pela administracéo prévia de WAY100635 (Rollema et al., 2000).
Estes resultados vdo ao encontro dos achados do presente trabalho
aonde o efeito sistémico do CBD de aumentar a concentragéo de DA no CPF foi
bloqueado pelo antagonismo de receptores 5-HT1a, indicando que o CBD pode
ter o perfil neuroquimico compativel com o que é observado com antipsicéticos
atipicos utilizados na clinica. Entretanto, algumas particularidades dos
resultados encontrados devem ser destacadas. Um ponto interessante € o fato
da administracao sistémica do CBD aumentar cerca de 60% dos niveis de DA
comparado a concentragdo basal, um efeito que perdurou por aproximadamente
60 minutos apos a injecao, enquanto o aumento observado por antipsicoticos
atipicos administrados sistemicamente foi de cerca de 300% em relacdo aos
valores basais e perduraram por até 240 minutos apoés a injecéo (Diaz-Mataix et
al., 2005). Essa diferenca fica ainda mais expressiva quando comparamos a
administracao local intra-CPF de CBD por dialise reversa, que aumentou em

cerca de 30% a concentracdo de DA nos primeiros 40 minutos de infusdo com
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retorno ao normal apés. No trabalho de Bortolozzi e colaboradores, a
administracao local de antipsicoticos atipicos causou um aumento de cerca de
400% em relacdo aos valores basais e perdurou durante todo o tempo em que
as drogas foram infundidas (240 minutos) (Bortolozzi et al., 2010).

De acordo com essas diferengcas podemos especular que o CBD, apesar
de aumentar a DA no mCPF, possui um perfil distinto comparado com o
observado com o0s antipsicoticos atipicos. Considerando que as comparacdes
realizadas utilizaram com animais saudaveis, o CBD poderia ter tido um efeito
modulador, ou seja, aumentou o0s niveis de DA e logo apds, possibilitou o retorno
aos niveis basais, uma vez que estes ndo estavam alterados. Entretanto, para
testar a hipotese de que o CBD poderia modular a via mesocortical de acordo
com a atividade desta circuitaria mais estudos necessitam ser realizados.
Contudo, essa diferenca do perfil do CBD na modulacéo de vias dopaminérgicas
corticais poderia estar refletindo caracteristicas especiais do efeito antipsicético
do CBD comparado com as drogas ja utilizadas na clinica.

Outro ponto relevante que podemos destacar € o de que os antipsicéticos
atipicos, quando administrados por didlise reversa, produziram um aumento
ainda maior na liberagédo de DA comparado com a administracao sistémica. Por
exemplo, a clozapina por dialise reversa aumentou cerca de 450% os niveis de
DA enquanto a administracdo sistémica levou a um aumento de cerca de 300%
comparado aos niveis basais (Diaz-Mataix et al., 2005; Bortolozzi et al., 2010).
No caso dos resultados obtidos com CBD, o efeito local do CBD foi cerca de 50%
menor quando administrado por dialise reversa comparado a administracéo
sistémica. Podemos sugerir que este caso ndo dependeu da dose administrada
uma vez que uma dose maior ou menor nao gerou alteracdes nos niveis basais
de DA. Assim, considerando que este efeito foi bloqueado pela administracéo

prévia de WAY100635, podemos especular que aumento dos niveis de DA no
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MCPF causado pelo CBD poderia depender, ao menos parcialmente, da
ativacao de receptores 5-HTia em outras estruturas.

O CPF recebe inervacdes de diversas estruturas, incluindo projecoes
serotoninérgicas dos nudcleos da rafe (Azmitia and Segal, 1978). Assim,
modulacdo do disparo serotoninérgico via receptores 5-HTia nos corpos
celulares da rafe poderiam modular a liberacao de 5-HT no CPF, o qual, por sua
vez, poderia influenciar, por meio da modulacao direta e indireta, a atividade dos
neurbnios piramidais no CPF. Como ja discutido, esta estrutura expressa
distintos receptores serotoninérgicos em neurdnios piramidais e interneurénios
GABAEérgicos (Masana et al., 2012).

Assim, visto que os resultados obtidos no presente trabalho indicam um
efeito do CBD sobre prejuizos comportamentais, diminuicdo de interneurbnios
PV+ e ativacdo microglial, este composto, poderia estar modulando processos
celulares por distintos mecanismos, como discutido anteriormente. Ainda, as
modulacbes neuroquimicas observadas agudamente poderiam envolver a
modulagéo pelo CBD de interneurdnios PV+, microglia e outros tipos celulares,
levando a alteragdes na circuitaria de diversas estruturas. De fato, este composto
parece ter um efeito promissor como antipsicético com mecanismos tao
complexos quanto o proprio transtorno, no entanto, outros estudos s&o

necessarios para desvendar mais pecas deste enigmatico quebra-cabeca.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a administracdo repetida de CBD
(30mg/kg) atenuou os efeitos induzidos pelo tratamento cronico com MK-801 no
prejuizo cognitivo avaliado pelos testes de ROC e ROL, assim como na
diminuicdo do numero de células PV+, PNNs em interneurbnios PV+ e na
ativacdo microglial. Estes efeitos foram bloqueados por antagonistas dos
receptores CB:2 elou 5-HTi1a, dependendo do teste e da regido encefélica
observada. Estes dados confirmam e estendem resultados prévios, indicando
que o efeito tipo-antipsicético do CBD depende do engajamento de diferentes
mecanismos moleculares e celulares

Além disso, o CBD administrado por via sistémica ou local foi capaz de
aumentar os niveis de DA no mCPF de maneira dependente de receptores 5-
HTia, indicando que este fitocanabindide apresenta caracteristicas
neuroquimicas semelhantes as observadas por antipsicéticos atipicos. Os
resultados sugerem que parte da atividade antipsicética deste composto poderia
envolver a restauracdo do tbnus dopaminérgico cortical em pacientes com

esquizofrenia.
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