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RESUMO 

 

AMARAL, Danyelle Silva. Avaliação da associação de canabidiol e nitroprussiato de sódio 

no prejuízo sensório-motor induzido pelo tratamento agudo com MK-801. 2023. Dissertação 

(Mestrado em Fisiologia) – Programa de Pós-Graduação em Fisiologia, Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023.  

 

 

A esquizofrenia é um transtorno psiquiátrico crônico, incapacitante e sem cura que acomete 

aproximadamente 24 milhões de pessoas no mundo. Sua etiologia é pouco elucidada, mas 

parece envolver diversos neurotransmissores, como glutamato, GABA, dopamina, serotonina, 

endocanabinoides e óxido nítrico. A terapia antipsicótica não é completamente eficaz para 

tratar toda a sintomatologia do transtorno e pode promover diversos efeitos colaterais. Uma 

alteração importante observada em pacientes com esquizofrenia é a deficiência no 

processamento de informações, avaliada pelo teste de inibição pré-pulso (PPI), o qual é uma 

ferramenta translacional importante na busca de drogas com perfil antipsicótico. Os 

antagonistas do receptor de glutamato N-metil-D-aspartato e drogas que aumentam a 

neurotransmissão dopaminérgica prejudicam o teste de PPI. Compostos como canabidiol 

(CBD) e nitroprussiato de sódio (NPS) apresentam perfil terapêutico em ensaios pré-clínicos e 

clínicos relacionados a esquizofrenia. Essas drogas interagem com diversos sistemas de 

neurotransmissores por meio de mecanismos ainda pouco compreendidos. A combinação de 

fármacos pode viabilizar a utilização de doses menores dos mesmos, com diminuição de seus 

efeitos colaterais, aumentando a tolerabilidade, a adesão ao tratamento e o impacto benéfico 

na variedade de sintomas apresentados na esquizofrenia. Assim, o presente estudo visou 

avaliar se a associação de CBD e NPS de forma aguda é capaz de atenuar ou abolir déficits 

comportamentais e moleculares gerados pelo MK-801. Camundongos Suíços machos 

divididos em diferentes regimes de tratamento farmacológico foram submetidos a ensaios 

comportamentais (teste PPI e actímetro). O tratamento agudo com MK-801 (0,5 mg/kg 

causou prejuízo no teste de PPI, diminuiu os movimentos horizontais e verticais no teste do 

actímetro e promoveu aumentou na expressão da proteína c-Fos no córtex pré-frontal medial 

pré-límbico (PrL) e infra límbico (IL), estriado dorsomedial e dorsolateral (DL) e accumbens 

core e shell. O CBD (60 mg/kg), NPS (2,5 mg/kg) preveniram o comprometimento no teste de 

PPI induzido por MK-801. No entanto, a associação de CBD e NPS em doses subefetivas não 

foi eficaz em prevenir esse prejuízo, mas impediu o aumento na expressão de c-Fos no córtex 

pré-frontal medial e no estriado DL. A associação de doses subefetivas de CBD e NPS não 

preveniu o PPI e o comprometimento motor induzido pelo MK-801. Nossos dados mostram 

que o MK-801 e o teste de PPI representam uma ferramenta apropriada para investigar novos 

compostos com potencial atividade antipsicótica e sugerem que a interação entre o sistema 

encanabinoide e nitrérgico é complexa, cujos os mecanismos envolvidos não são 

completamente claros, mas podem depender da interferência na neurotransmissão mediada 

por glutamato. 

 

 

Palavras-chave: Esquizofrenia. Modelos animais de esquizofrenia. Teste de inibição pré-

pulso. CBD. NPS. Dizocilpina. 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

AMARAL, Danyelle Silva. Evaluation of the association of cannabidiol and sodium 

nitroprusside in sensory-motor impairment induced by acute treatment with MK-801. 2023. 

Dissertação (Mestrado em Fisiologia) – Programa de Pós-Graduação em Fisiologia, 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023.  

 

Schizophrenia is a chronic, disabling and incurable psychiatric disorder that affects 

approximately 24 million people worldwide. Its etiology is poorly understood, but it seems to 

involve several neurotransmitters, such as glutamate, GABA, dopamine, serotonin, 

endocannabinoids and nitric oxide. Antipsychotic therapy is not entirely effective in treating 

all the symptomatology of the disorder and can promote several side effects. A critical 

alteration observed in patients with schizophrenia is the impairment in information 

processing, assessed by the prepulse inhibition test (PPI), which is an essential translational 

tool in the search for drugs with an antipsychotic profile. N-methyl-D-aspartate glutamate 

receptor antagonists and drugs that increase dopaminergic neurotransmission impair the PPI 

test. Compounds such as cannabidiol (CBD) and sodium nitroprusside (NPS) have a 

therapeutic profile in preclinical and clinical trials in schizophrenia. These drugs interact with 

several neurotransmitter systems through mechanisms that are still poorly understood. The 

combination of drugs can enable the use of smaller doses of the same, with a decrease in their 

side effects, increasing tolerability, adherence to treatment and the beneficial impact on the 

variety of symptoms presented in schizophrenia. Thus, the present study aimed to assess 

whether the combined acute treatment of CBD and NPS can attenuate or abolish behavioral 

and molecular deficits generated by MK-801. Male Swiss mice divided into different 

pharmacological treatment regimens were subjected to behavioral tests (PPI and actimeter). 

Acute treatment with MK-801 (0.5 mg/kg caused impairment in the PPI test, decreased 

horizontal and vertical movements in the actimeter test, and increased c-Fos protein 

expression in the prelimbic medial prefrontal cortex (PrL) and infralimbic (IL), dorsomedial 

and dorsolateral (DL) striatum, and core and shell accumbens CBD (60 mg/kg), NPS (2.5 

mg/kg) prevented MK-induced PPI test impairment -801. However, the association of CBD 

and NPS at sub-effective doses was ineffective in preventing this damage. However, it 

prevented increased c-Fos expression in the medial prefrontal cortex and the DL striatum. The 

association of sub-effective doses of CBD and NPS did not prevent PPI and motor 

impairment induced by MK-801. Our data show that MK-801 and the test of PPI represent an 

appropriate tool to investigate new compounds with potential for antipsychotic activity and 

suggest that the interaction between the cannabinoid and nitrergic system is complex, whose 

mechanisms involved are not completely clear but may depend on interference in glutamate-

mediated neurotransmission. 

 

 

Keywords: Schizophrenia. Animal models of schizophrenia. Prepulse inhibition test. CBD. 

NPS. Dizocilpine. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 ESQUIZOFRENIA 

A esquizofrenia é um distúrbio mental crônico, debilitante e incurável que 

normalmente tem sua emergência ao no final da adolescência ou no início da vida adulta 

(MCCUTCHEON; REIS MARQUES; HOWES, 2020a). Segundo a Organização Mundial da 

Saúde (OMS, 2022), esse transtorno afeta cerca de 24 milhões de pessoas no mundo e pode 

promover a redução da expectativa de vida em até vinte anos (HJORTHØJ et al., 2017). 

Apesar dos avanços recentes, o tratamento ainda é um grande desafio. Ainda mais 

preocupante é que pacientes sem a terapia adequada ficam incapacitados de estudar, trabalhar, 

além de gerar não somente mais gastos em relação à hospitalização e tratamento, como 

também a deterioração da sua qualidade de vida (CHONG et al., 2016). Aumentar a aderência 

ao tratamento e prevenir a recaída é fundamental para a melhora do prognóstico, redução do 

sofrimento pessoal e dos custos da saúde pública necessários para o tratamento e controle 

desse transtorno. No Brasil, o custo total da recaída no tratamento da esquizofrenia foi 

estimado em R$ 1,07 bilhão no ano de 2013, sendo que cada paciente com recaída apresentou 

um gasto médio de R$12.108,00 (TAY-TEO et al., 2014).  

Os indivíduos que sofrem de esquizofrenia manifestam uma série de alterações no 

comportamento, classificadas em três grupos de sintomas: positivos, negativos e cognitivos. 

Os sintomas positivos são caracterizados por fenômenos mentais que estão ausentes em 

indivíduos sadios [delírios, alucinações (auditivas e visuais), distúrbio do pensamento e 

hiperatividade]. Em contraste, os sintomas negativos são descritos pela perda ou prejuízo 

significativo de funções psicológicas normais, com a ocorrência retraimento de social, 

anedonia (incapacidade de sentir prazer) e falta de motivação (GALDERISI et al., 2018; 

MCCUTCHEON; REIS MARQUES; HOWES, 2020a). Já os sintomas cognitivos atingem 

funções executivas, atenção seletiva, memória de trabalho e funcionamento intelectual geral 

(MCCUTCHEON; REIS MARQUES; HOWES, 2020a; STORCHAK; EHLIS; 

FALLGATTER, 2021).  
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1.2 HIPÓTESES FARMACOLÓGICAS DA ESQUIZOFRENIA 

A esquizofrenia é conhecida por ser um transtorno complexo. Embora tenha etiologia 

ainda desconhecida, existem várias hipóteses que tentam explicar sua gênese 

(MCCUTCHEON; REIS MARQUES; HOWES, 2020b). Tais hipóteses são resultantes da 

ação de drogas na clínica ou na observação do efeito de drogas psicotomiméticas.  

O mecanismo por trás das alterações observadas na psicose pode estar associado a 

distúrbios inflamatórios (MÜLLER, 2018), desregulação do sistema imunológico 

(VELÁSQUEZVELÁSQUEZ et al., 2019), distúrbios do neurodesenvolvimento, que incluem 

anormalidades genéticas (FERNANDEZ et al., 2019; MAYO et al., 2019). Há ainda o 

envolvimento de vários neurotransmissores, entre outros, a dopamina, glutamato, serotonina, 

óxido nítrico, GABA, sendo necessário ser entendida dentro de um contexto multifatorial 

(BANSAL; CHATTERJEE, 2021). Mais recentemente, estudos clínicos e pré-clínicos 

sugerem que o sistema endocanabinoide desempenha um papel importante na esquizofrenia, 

uma vez que participa de vários processos comportamentais e fisiológicos, subjacentes ao 

transtorno (FAKHOURY, 2017; LEWEKE et al., 2018).   

1.2.1 Dopamina e Esquizofrenia  

Se alguém perguntasse a qualquer clínico ou pesquisador de saúde mental nos últimos 

50 anos qual neurotransmissor está associado à psicose, a resposta imediata seria a dopamina 

e, especificamente, a hiperatividade da dopamina nos receptores tipo D2 da dopamina na via 

mesolímbica (MELTZER, STAHL, 1976; STAHL, 2000). A teoria da disfunção 

dopaminérgica continua a ser bem difundida para explicar os sintomas da esquizofrenia, 

sobretudo os sintomas positivos (GRACE, 2016). Ela preconiza que o aumento da 

neurotransmissão dopaminérgica na via mesolímbica (que parte da área tegmental ventral para 

o núcleo accumbens), estaria envolvida com a emergência dos sintomas positivos desse 

transtorno (MAIA; FRANK, 2017). Em contrapartida, a diminuição dessa neurotransmissão 

na via mesocortical (que liga a área tegmental ventral ao córtex pré-frontal) estaria envolvida 

com os sintomas negativos (NACHSHONI et al., 2016). Neurônios dopaminérgicos 
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localizados na sustância negra se projetam para o estriado, formando a via nigroestriatal. Já a 

via tuberoinfundibular é formada por neurônios que partem do núcleo arqueado hipotalâmico 

para a glândula pituitária (KLEIN et al., 2019). 

A neurotransmissão dopaminérgica se inicia a partir do aminoácido tirosina, o qual é 

posteriormente convertido em Levodopa, pela ação da enzima tirosina hidroxilase. Levodopa 

por sua vez é convertida em dopamina, pela enzima L-Aminoácido aromático descarboxilase 

(ou DOPA descarboxilase). Em seguida, o neurotransmissor é armazenado em vesículas por 

meio do transportador vesicular de monoamina 2 (VMAT2). O sistema dopaminérgico é 

composto por duas famílias de receptores, o subgrupo D1 e o subgrupo D2. A família D1 

inclui o subtipo D1 e D5, já a família D2 inclui os subtipos D2, D3 e D4 (MISHRA, SINGH, 

SHUKLA, 2018; BHATIA, LENCHNER, SAADABADI, 2020). O uso de fármacos 

antipsicóticos, que atenuam a neurotransmissão dopaminérgica, por antagonizarem receptores 

de dopamina do tipo D2 apresentam efeitos terapêuticos, sobretudo nos sintomas positivos da 

esquizofrenia (URS; PETERSON; CARON, 2017a). A neurotransmissão termina com a 

degradação da dopamina pela enzima monoamino oxidase (MAO), a qual está presente na 

membrana de mitocôndrias, ou pela recaptação pelo transportador de dopamina (DAT; 

KLEIN et al., 2019).  

A família D1 têm alta densidade em regiões como núcleo accumbens, estriado, bulbo 

olfatório e substância negra. São essenciais na regulação do sistema de recompensa, atividade 

motora, memória e aprendizado (MISHRA; SINGH; SHUKLA, 2018; VEKSHINA et al., 

2017). Juntamente com a estimulação da enzima adenilato ciclase, ativam a enzima 

fosfolipase C, levando à liberação de cálcio intracelular e ativação da proteína quinase C, a 

qual é dependente de cálcio. Receptores D1 e D5 também estão presentes no rim, inibindo a 

enzima Na/K ATPase por meio das vias PKA e PKC (proteína quinase A e C, 

respectivamente; KLEIN et al., 2019; MISHRA; SINGH; SHUKLA, 2018).  

Já a família D2 (D2, D3 e D4) atua inibindo a adenilato ciclase e são expressos 

principalmente no estriado, no globo pálido externo, núcleo accumbens, hipocampo, amígdala 

e córtex cerebral. Estes, têm grande importância na sinalização para a sobrevivência dos 

neurônios dopaminérgicos humanos e no desenvolvimento neuronal (OLIVETTI et al., 2020; 

VEKSHINA et al., 2017). Camundongos geneticamente modificados para superexpressar os 

receptores de dopamina do tipo D2 no corpo estriado, exibem múltiplos comportamentos 

semelhantes ao que é observado na esquizofrenia (KELLENDONK et al., 2006). 

Embora outros sistemas de neurotransmissores estejam implicados na etiologia da 

esquizofrenia e da psicose (ver abaixo), o sistema dopaminérgico continua sendo o principal 
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alvo dos medicamentos antipsicóticos, e a disfunção dos circuitos centrais de dopamina 

continua sendo o mecanismo hipotético predominante desse transtorno (URS; PETERSON; 

CARON, 2017b). 

1.2.2 Serotonina e Esquizofrenia 

Enquanto de um lado a hipótese dopaminérgica deu esperança para o tratamento da 

psicose com antagonistas de receptores tipo D2, por outro lado, criou um dilema para os 

pacientes com psicose secundária à doença de Parkinson ou doença de Alzheimer, uma vez 

que esse tipo de tratamento piora o quadro desses pacientes, agravando a condição motora em 

portadores de Parkinson e elevando o risco de morte na doença de Alzheimer (CONNORS et 

al., 2018; STAHL, 2016; WETMORE et al., 2021). A observação de quebra de paradigma 

para esses transtornos psicóticos foi a eficácia do antagonismo de receptores de serotonina 

2A, sem atuação nos D2, no tratamento destes sintomas secundários devido à doença de 

Parkinson e demência (CARACI et al., 2020; CUMMINGS et al., 2018; STAHL, 2016).  

Essa descoberta levou à questão de saber se a serotonina é hiperativa nos receptores 

serotonina 2A nesses distúrbios, da mesma forma como ocorre quando os alucinógenos 

psicodélicos causam psicose (MAHMOOD et al., 2022; WETMORE et al., 2021). A ativação 

excessiva dos receptores de serotonina 2A na psicose da doença de Parkinson ou Alzheimer 

pode ser devido ao excesso de liberação de serotonina e consequente ativação de receptores 

serotonina 2A, a um aumento na expressão dos receptores serotonina 2A, ou ambos 

(CONNORS et al., 2018; STAHL, 2016). Independentemente do mecanismo de ativação, a 

consequência será a liberação de glutamato, visto que alguns dos neurônios glutamatérgicos 

se projetam para a área tegmental área ventral (VTA) e o ativam (MORALES; MARGOLIS, 

2017). Dessa forma, esse processo pode então ativar ainda mais a via mesolímbica como parte 

de uma reação em cadeia que leva à psicose, causando alucinações auditivas típicas e delírios 

paranoides. Enquanto as alucinações e delírios sugerem ser precipitados pela superativação da 

via mesolímbica, os neurônios que conduzem a hiperatividade do glutamato no córtex visual 

podem ainda mais comumente causar alucinações visuais em resposta à sua superativação 

(para revisão, BURSTEIN, 2021). 
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1.2.3 Glutamato e Esquizofrenia 

A hipótese dopaminérgica pode explicar alguns aspectos da psicopatologia da 

esquizofrenia, especialmente os sintomas positivos (GRACE, 2016).  No entanto, com a 

possível exceção da clozapina, os antipsicóticos típicos possuem efeitos insignificantes nos 

sintomas negativos e cognitivos, que são os preditores mais fortes de incapacidade nesse 

transtorno (LIM et al., 2016; NACHSHONI et al., 2016). Na hipótese glutamatérgica, a noção 

de que a psicose é devida a uma hiperatividade dopaminérgica é na realidade uma 

consequência de uma hipofunção glutamatérgica no córtex pré-frontal. Assim, sugere-se a 

hipofunção cortical glutamatérgica para explicar a fisiopatologia dos sintomas desse 

transtorno (BALU, 2016).  

Corroborando com essa hipótese, uma grande variedade de genes relacionados com a 

esquizofrenia estão envolvidos na sinalização do glutamato (HUNG; LIN; LANE, 2021; 

TRUBETSKOY et al., 2022). O glutamato é considerado o neurotransmissor excitatório mais 

abundante no cérebro. Ele ativa os receptores metabotrópicos acoplados à proteína G (mGlu) 

e os receptores ionotrópicos. Os receptores ionotrópicos são divididos em três subtipos com 

base em sua sensibilidade à ligantes seletivos de alta afinidade, sendo eles os receptores N-

metil-d-aspartato (receptor NMDA), α-amino-3-hidroxi-5-metilisoxaole-4-propionato 

(AMPA) e cainato (para revisão ver, KIM et al., 2020).   

A base da teoria glutamatérgica é sustentada pela capacidade dos antagonistas de 

receptor NMDA em exacerbar os sintomas pré-existentes em pacientes com esquizofrenia e 

induzir psicose semelhante à observada nesse transtorno em voluntários humanos  

(KRYSTAL et al., 1994; LAHTI et al., 1995). O canal iônico receptor NMDA convencional é 

heterotetramérico, consistindo em duas subunidades GluN1 e duas GluN2. Após sua ativação 

pelo glutamato, o receptor NMDA permite o influxo não seletivo de cálcio e sódio e saída de 

potássio (CORREA et al., 2017; KIM et al., 2020).  Para que ocorra essa ativação, é 

necessário que ocorra exclusivamente três eventos simultâneos: (I) despolarização pós-

sináptica, tipicamente por ativação de receptores AMPA, para remover o bloqueio de 

magnésio do canal de cátions GluN1; (II) ocupação do sítio modulador de glicina (GMS) em 

GluN1 por glicina ou D-serina; e (III) ligação do neurotransmissor glutamato ao seu receptor 

em GluN2 para abrir o canal e permitir a entrada de cálcio. O cálcio induz uma cascata de 

eventos intracelulares que medeiam a plasticidade sináptica funcional aguda local e mudanças 

na expressão gênica que promovem a plasticidade estrutural neural a longo prazo (BALU, 
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2016; KIM et al., 2020).  

Embora existam mais de 20 classes diferentes de interneurônios GABAérgicos 

baseada na morfologia (DEFELIPE et al., 2013), tem sido sugerido que na esquizofrenia há 

uma perda de um tipo particular desse grupo neuronal caracterizados por conterem a proteína 

de ligação ao cálcio, denominada parvalbumina (ENWRIGHT et al., 2018; KAAR et al., 

2019a). Os interneurônios parvabulminérgicos são neurônios de pico rápido que são críticos 

para a geração de oscilações síncronas na frequência da banda gama, um tipo de oscilação 

neuronal de alta frequência ligada à memória de trabalho e outros processos cognitivos e 

perceptivos complexos (GONZALEZ-BURGOS; CHO; LEWIS, 2015). 

Em indivíduos saudáveis, a dopamina no córtex pré-frontal, através dos receptores 

dopaminérgicos, controla o disparo de interneurônios GABAérgicos parvalbumina-positivos, 

que culminam com a regulação do disparo rítmico de neurônios piramidais liberadores de 

glutamato. Os neurônios piramidais regulam a atividade neuronal de qualquer um dos 

neurônios espinhosos médios do estriado, que expressam receptor NMDA e receptores 

dopaminérgicos ou neurônios da substância negra parte compacta do mesencéfalo, que 

também liberam dopamina nos neurônios espinhosos médios estriatais. Em condições que 

mimetizam a esquizofrenia, uma perda de dopamina no córtex pré-frontal (hipodopaminergia) 

ou inibição da atividade neuronal de interneurônios GABAérgicos parvalbumina-positivos 

leva à superexcitabilidade de neurônios piramidais. A atividade aumentada de neurônios 

piramidais poderia levar ao aumento da atividade dos neurônios espinhosos médios do 

estriado diretamente ou através do aumento da liberação de dopamina (hiperdopaminergia) no 

corpo estriado pelos neurônios da substância negra parte compacta. (para revisão 

MCCUTCHEON; KRYSTAL; HOWES, 2020a). Ou seja, o prejuízo no funcionamento dos 

receptores NMDA em interneurônios GABAérgicos levam à ausência de impulsos de inibição 

aos neurônios glutamatérgicos, aumentando a atividade do glutamato principalmente no 

córtex pré-frontal, que pode estar relacionado a sintomas negativos e cognitivos da 

esquizofrenia e distúrbios psiquiátricos relacionados (MCCUTCHEON; KRYSTAL; 

HOWES, 2020a).  

Corroborando com essa teoria, estudos post morten em pacientes com esquizofrenia 

sugerem que há uma redução na densidade de interneurônios parvalbuminérgicos no córtex 

frontal havendo redução não significativa nos níveis de RNA mensageiro (mRNA) para 

parvalbumina Assim, há uma robusta evidência de que o sistema GABAérgico é deficiente na 

esquizofrenia e que os interneurônios contendo parvalbumina podem ser um importante alvo 

para terapias associadas a esse transtorno (KAAR et al., 2019b).  
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Assim, hipóteses baseadas na desregulação de outros neurotransmissores como, 

acetilcolina e GABA, também têm sido propostas para explicar a fisiopatologia da 

esquizofrenia (MARQUES et al., 2020; PAUL et al., 2022). Sobretudo, é importante ressaltar 

que todas as teorias propostas envolvem vias interconectadas, e é provável que em muitas 

diferentes formas de psicose, mais de uma dessas vias está envolvida (DEAN, 2017).  

1.2.4 NO e Esquizofrenia  

Desde meados do século XIX, nitritos e nitratos eram conhecidos por serem 

vasoativos, e eram utilizados na prática médica, apesar de dos mecanismos envolvidos na 

ativação de tais compostos serem desconhecidos (LAUDER BRUNTON, 1867). Em 1980, 

Furchgott e Zawadzki observaram que a estimulação do endotélio vascular liberava um fator 

de relaxamento sanguíneo, que ficou conhecido como fator de relaxamento derivado do 

endotélio (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Posteriormente esse fator foi identificado 

como o óxido nítrico (NO) por Moncada e seu grupo de pesquisa (PALMER; FERRIGE; 

MONCADA, 1987). Na mesma década, foi demonstrada a produção de NO em neurônios 

glutamatérgicos cerebelares após ativação de receptores NMDA (GARTHWAITE; 

CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988). Desde então, um profundo conhecimento sobre os 

papéis fisiológicos e patológicos do NO foi desvendado (GHIMIRE et al., 2017).  

Em consonância com a importância do NO como uma molécula de sinalização chave, 

bem como os alvos downregulation de sua via, essa molécula tem despertado o interesse em 

pesquisas farmacológicas relacionadas a vários distúrbios cerebrais (PICÓN-PAGÈS; 

GARCIA-BUENDIA; MUÑOZ, 2019; SHIM; SHUMAN; DUNCAN, 2016; TRIPATHI; 

KARTAWY; AMAL, 2020). Assim, além da sua atuação no sistema nervoso central, o NO é 

um mediador do sistema cardiovascular, renal, pulmonar, endócrino e imune onde é um 

mediador primário em ações bactericidas e tumoral de macrófagos, sendo capaz de se difundir 

através das membranas biológicas celulares, incluindo as do sistema nervoso central (SNC; 

para revisão ver, GARTHWAITE, 2016). fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida 

As enzimas que são responsáveis pela síntese do NO são chamadas de sintases do 

óxido nítrico (do inglês, nitric oxide synthase; NOS) e podem ser encontradas em três 

isoformas, a neuronal (nNOS), a endotelial (eNOS), ambas constitutivas, e a forma induzível, 

iNOS (LIND et al., 2017). Essas enzimas (NOSs) catalisam a oxidação dependente de fosfato 
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de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida (NADPH) e tetra-hidrobiopterina (BH4) de l-

arginina em l- citrulina e produzem NO como um dos produtos da reação (GHIMIRE et al., 

2017).  

Através de evidências obtidas em estudos de diversas outras anormalidades no sistema 

glutamatérgico, Müller e Schwarz (2007) descreveram que as alterações encontradas na 

esquizofrenia poderiam estar relacionadas ao sistema glutamatérgico e ao sistema nitrérgico. 

Nessa essa linha de raciocínio, vários estudos tem corroborado com essa hipótese, sugerindo 

uma provável associação entre sintomas negativos da esquizofrenia e níveis reduzidos de 

metabólitos de NO e do nucleotídeo guanosina monofosfato cíclico (GMPc) no plasma 

(MAIA DE OLIVEIRA et al., 2012; NAKANO et al., 2010) e no líquido cefalorraquidiano de 

pacientes com o transtorno (GATTAZ; CRAMER; BECKMANN, 1983a).  

Estudos realizados tanto in vitro quanto in vivo sugerem que o NO endógeno 

desempenha um efeito inibitório sobre os transportadores de monoaminas, sugerindo uma 

ação inibitória do NO sobre a recaptação de dopamina e aumento da liberação deste 

neurotransmissor (KISS; ZSILLA; VIZI, 2004; PENGLEE et al., 2021; SALUM et al., 2011). 

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que inibidores da NOS NG-nitro-L-

arginina (L-NOARG) e 7-nitroindazol (7NI) previnem os efeitos disruptivos no teste de 

inibição pré-pulso do reflexo de sobressalto (do inglês, prepulse inhibition; PPI) causados 

pela administração de anfetamina (SALUM et al., 2011) e metilfenidato  (ISSY; DEL BEL, 

2014a; ISSY; SALUM; DEL BEL, 2009). A capacidade dos inibidores de NO de atenuar o 

prejuízo no PPI possivelmente engloba uma diminuição nos níveis de GMPc (ISSY; SALUM; 

DEL BEL, 2009). Estudos pioneiros mostraram que os níveis de GMPc no líquido 

cefalorraquidiano foram menores em indivíduos neurotípicos (EBSTEIN et al., 1976; 

GATTAZ; ROBERTS; BECKMANN, 1986). O tratamento com drogas antipsicóticas em 

pacientes com esquizofrenia aumentou em torno de 50% os níveis de GMPc do líquido 

cefalorraquidiano. (EBSTEIN et al., 1976). Isso sugere que o incremento da atividade 

nitrérgica pode ser útil para a terapia de pacientes acometido por esse transtorno (ZOUPA; 

PITSIKAS, 2021). 
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Figura 1- Eventos que envolvem a formação de NO e as suas funções pré-sinápticas 

 

Fonte: própria, utilizando o software Biorender. A ativação dos receptores NMDA por 

glutamato leva à abertura dos canais de Ca++ associados, com a consequente entrada de 

Ca++, que se liga a uma cálcio-calmodulina que ativa a enzima do NO (NOS) com 

consequente conversão do aminoácido arginina em citrulina e NO. No neurônio pré-sináptico, 

o NO ativa a guanilato ciclase induzindo a formação de GMPc, que participa de uma 

variedade de funções como: fosforilação de proteínas, aberturas de canais de Ca++, e 

atividade de fosfodiesterases. No interior do neurônio dopaminérgico, o NO ativa a via 

GCs/GMPc, que resulta na entrada de Ca++ e consequente aumento da liberação de DA. A 

DA liberada pode sofrer oxidação mediada pelo NO, em uma reação com o peroxinito. A 

inibição do transportador de DA (DAT) pelo NO pode reduzir a recaptação de DA, 

aumentando sua disponibilidade na fenda sináptica. O aumento da liberação de DA e 

glutamato no estriado e em outras regiões cerebrais podem ser induzidos pelo NO. Em 

particular, a subprodução desta molécula gasosa está associada a esta doença mental. Este 

último sugere que o incremento da atividade nitrérgica pode ser útil como terapia para a 

esquizofrenia. Diante do exposto, moléculas que aumentam a produção de NO, assim como 

doadoras de NO, podem representar uma classe de compostos viáveis. O nitroprussiato de 

sódio (NPS) é um doador de NO e é proposto como um fármaco promissor para o tratamento 

da esquizofrenia.  
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1.2.5 Nitroprussiato de Sódio e Esquizofrenia  

O nitroprussiato de sódio (NPS), um doador de NO, é usado clinicamente como um 

potente vasodilatador para o tratamento da hipertensão (WAGNER; KENREIGH, 2022). Em 

ensaios pré-clínicos, tem sido utilizado principalmente para investigar os efeitos citotóxicos 

do estresse nitrosativo (KRUNIĆ et al., 2021; VARGA et al., 2016). A decomposição do NPS 

gera subprodutos como espécie reativa de oxigênio (do inglês, reactive oxygen species; ROS), 

que podem ser responsáveis predominantemente pela sua bioatividade (LEE et al., 2019; 

ZHENG et al., 2016).  

Foi descoberto que doadores de NO, como o NPS, estimulam o crescimento neuronal 

in vitro (HINDLEY et al., 1997) e foram propostos como novos medicamentos com potencial 

para tratar pacientes com doenças neurodegenerativas relacionadas à idade, como a doença de 

Alzheimer (DUBEY; GULATI; RAY, 2018; HORTON; SCHIEFER, 2019). Trabalho de 

Bujas-Bobanovic e colaboradores (2000), observaram que a infusão de NPS em ratos, aboliu 

os comportamentos do tipo psicose e a expressão cerebral da proteína c-Fos, (marcador 

metabólico da ativação neuronal), induzidos pelo tratamento com a fenciclidina, antagonista 

de receptor NMDA. Entretanto, o mecanismo exato por trás deste efeito ainda não foi 

elucidado (BUJAS-BOBANOVIC et al., 2000).  

Estudo clínico, duplo cego, randomizado, controlado por placebo, conduzido por 

Hallak e colaboradores (2013) avaliou a eficácia e segurança de uma única administração 

intravenosa de NPS, nos sintomas positivos, negativos, de ansiedade e depressivos em 20 

pacientes com esquizofrenia (com idades entre 19 e 40 anos), que estavam nos primeiros 5 

anos da doença e recebendo medicação apropriada. Neste estudo, foi observado uma melhora 

rápida de todos os sintomas anteriormente citados após uma única infusão de NPS. Esses 

efeitos do NPS duraram 4 semanas após a infusão (HALLAK et al., 2013). Um estudo clínico 

posterior realizado pelo mesmo grupo de pesquisa confirmou a eficácia do NPS observada 

anteriormente (MAIA-DE-OLIVEIRA et al., 2015). O NPS administrado no mesmo esquema 

de tratamento do primeiro estudo aqui relatado (HALLAK et al., 2013), reduziu distúrbios 

cognitivos (como funções executivas (memória de trabalho e atenção seletiva), característica 

típica geralmente interrompida em pacientes portadores de esquizofrenia (MAIA-DE-

OLIVEIRA et al., 2015).  

Em contrapartida com os trabalhos descritos acima, estudos subsequentes não 

replicaram os resultados clínicos promissores com NPS (ADELINO et al., 2021; BROWN et 
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al., 2019; STONE et al., 2016; WANG et al., 2018). Esse composto foi não expressou um 

perfil antipsicótico em ensaios clínicos nos quais os pacientes eram mais velhos, fumantes, 

que apresentavam sintomas negativos menos graves e com curso mais avançado da doença em 

relação aos estudos em que a eficácia do NPS foi revelada (ADELINO et al., 2021; BROWN 

et al., 2019; STONE et al., 2016; WANG et al., 2018). Essa inconsistência pode ser devido a 

diferenças nos protocolos experimentais, uma vez que nos estudos em que o NPS apresentou 

perfil antipsicótico, os participantes eram jovens, não fumantes, com sintomas negativos 

graves e estavam com o transtorno diagnosticado mais recentemente  (HALLAK et al., 2013; 

MAIA-DE-OLIVEIRA et al., 2015).  Além disso, há a suposição que o uso da nicotina pode 

ter sido um fator crítico da ineficácia do NPS, uma vez que ela interfere no NO e reduz a 

eficácia do NPS (CSORDAS; BERNHARD, 2013; GERZANICH et al., 2001). Vale ressaltar, 

que em todos os estudos clínicos descritos que utilizaram o NPS, ele foi bem tolerado e 

nenhum efeito adverso foi observado nos pacientes, como alterações críticas na pressão 

arterial (ADELINO et al., 2021; BROWN et al., 2019; HALLAK et al., 2013; MAIA-DE-

OLIVEIRA et al., 2015; STONE et al., 2016; WANG et al., 2018). 

Os mecanismos pelos quais o NPS pode reduzir os sintomas psicóticos não foram 

totalmente elucidados. Sabe-se que o NPS é um vasodilatador rápido e de curta duração que 

parece estimular a perfusão cerebral e, consequentemente, pode atenuar a hipoperfusão 

cerebral (LEE et al., 2022a; OLESEN et al., 2018), uma característica comum na 

esquizofrenia (STEGMAYER et al., 2017). Além da produção de NO no cérebro e aumento 

dos níveis de GMPc, o NPS pode modular a atividade dos receptores NMDA 

(TREVLOPOULOU; TOUZLATZI; PITSIKAS, 2016). Assim, esse fármaco parece exercer 

um efeito tônico na via NMDA-nNOS-GMPc, cuja função está prejudicada na esquizofrenia 

(CIEŚLIK et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2011). Em consonância, várias evidências 

sugerem que o NPS apresenta perfil antipsicótico em modelos animais relacionados a 

sintomas da esquizofrenia induzidos pela manipulação farmacológica dos sistemas 

dopaminérgico e glutamatérgico (ISSY et al., 2014, 2018a; TITULAER et al., 2019, 2022).  

De acordo com Hallak et al. (2011), deve haver algum tipo de interação específica 

entre o sistema endocanabinóide e o sistema glutamatérgico. Em seu estudo, este autor e seus 

colegas sugerem que estudar os efeitos do canabidiol (CBD), um canabinoide encontrado na 

planta Cannabis sativa, em modelos animais de psicose poderia melhorar o conhecimento 

científico sobre a interrelação entre sistemas glutamatérgicos e endocanabinóides, bem como 

direcionar para futuras pesquisas sobre a potencial farmacoterapia do CBD para o tratamento 

da esquizofrenia (CRIPPA et al., 2015). 
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1.2.6 Sistema Endocanabinoide e Esquizofrenia 

Outro alvo farmacológico promissor no contexto de esquizofrenia é o sistema 

endocanabinoide (canabinóides endógenos), que desempenha um papel importante em 

processos chaves do SNC, como no desenvolvimento cerebral, funções cerebrais (como 

humor e memória), plasticidade sináptica, processamento social e de recompensa, além de 

mecanismos celulares como as respostas imunes que podem desempenhar um papel 

importante em distúrbios psiquiátricos (LU; MACKIE, 2016). Este sistema consiste em pelo 

menos dois tipos de receptores (CB1 e CB2) acoplados à proteína G (GPCR) e ligantes 

endógenos que se acoplam a esses receptores (para revisão ver, LU; MACKIE, 2021).  

Os receptores CB1 são encontrados em todo o SNC, com alta expressão nos núcleos 

da base (ANTONAZZO et al., 2021), cerebelo (MARCAGGI, 2015), hipocampo 

(ALBAYRAM et al., 2016), córtex e amígdala (FITZGERALD; MACKIE; PICKEL, 2019). 

Já os receptores CB2, são em sua maioria expressos nos tecidos periféricos, particularmente 

no sistema imunológico, mas também são expressos no cérebro, em células da glia, como 

microglia e astrócitos, e subpopulações específicas de neurônios (CHEN et al., 2017). Além 

disso, têm sido propostos que os receptores CB2 desempenham um papel significativo em 

vários processos cerebrais envolvidos com a esquizofrenia, tais como modulação da 

neurotransmissão dopaminérgica (XI et al., 2011), ativação microglial (KOMOROWSKA-

MÜLLER; SCHMÖLE, 2020) e alterações neuroplásticas induzidas pelo estresse (RIBEIRO 

et al., 2022). 

Os dois canabinoides endógenos mais estudados são a N-araquidonoil-etanolamina 

(anandamida; AEA) e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) que, ao contrário da maioria dos 

neurotransmissores clássicos, são produzidos sob demanda de maneira dependente de cálcio 

após a despolarização celular ou estimulação do receptor (para revisão consulte, LU; 

MACKIE, 2021). Além disso, agem como mensageiros retrógrados, ou seja, são sintetizados 

sob demanda e liberados nos neurônios pós-sinápticos e se ligam aos receptores pré-

sinápticos, regulando dessa forma a liberação de neurotransmissores inibitórios e excitatórios 

(LU; MACKIE, 2021). 

A planta Cannabis sativa foi uma das primeiras plantas a ser utilizada pelo homem 

para obtenção de fibras, alimentação, rituais sociais e religiosos e agente medicinal para o 

alívio da dor (MECHOULAM, 2019). Ela contém mais de 100 compostos caracterizados 

derivados de uma estrutura de diterpeno, conhecido como ‘'fitocanabinoides'’, que interagem 
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com o sistema endocanabinoide (MECHOULAM, 2019). O principal componente 

psicotomimético da cannabis sativa é o delta-9-tetraidrocanabidiol (THC), isolado, 

identificado e sintetizado por Mechoulam e seu grupo de pesquisa (GAONI; MECHOULAM, 

1964). O THC é responsável pelos efeitos subjetivos do uso recreativo da Cannabis, induz 

psicose em indivíduos saldáveis e estados ansiogênicos (MARTIN-SANTOS et al., 2012). 

Em contraste, o CBD, o princial constituínte não psicotomimético dessa planta, e apresenta 

uma vasta ação terapêutica em diversos transtornos e condições (para revisão ver, GARCÍA-

GUTIÉRREZ et al., 2020; LEGARE; RAUP-KONSAVAGE; VRANA, 2022; MARTIN-

SANTOS et al., 2012). Há um número considerável de ensaios clínicos usando CBD sozinho 

ou em combinação com outros fármacos (MORELLI et al., 2014; RANA et al., 2022; WANG 

et al., 2021). 

Estudos realizados em animais evidenciam que a biodisponibilidade oral do CBD fica 

entre 13-19% (MECHOULAM; PARKER; GALLILY, 2002), devido a intensos efeitos do 

metabolismo de primeira passagem e seus metabólitos apresentam excreção principalmente 

renal (HUESTIS, 2007). Concentrações plasmáticas e cerebrais mostraram-se ser dose-

dependente em animais, sendo que a biodisponibilidade é aumentada quando em formulações 

de caráter lipídico (ZGAIR et al., 2016). Em sua revisão sistemática abordando estudos 

farmacocinéticos em humanos, (MILLAR et al., 2018) citaram que a meia vida (t ½) do CBD 

mostrou-se de 31 horas quando fumada; de 2-5 dias após administração oral crônica e de 1,4 a 

10,9 horas após spray bucal. Assim, o CBD produz seus efeitos em curvas de dose-resposta 

em forma de sino, pode atuar por diferentes mecanismos de acordo com a via de 

administração, a concentração administrada ou a presença simultânea de outros canabinoides-

ligantes (para revisão ver, CAMPOS et al., 2017; LIGRESTI; DE PETROCELLIS; DI 

MARZO, 2016). 

Apesar dos mecanismos de ação do CBD não serem totalmente compreendidos há 

indicações que ele atua como um modulador alostérico negativo de receptores CB1 

(LAPRAIRIE et al., 2015a), reduz o metabolismo da AEA ao inibir a atividade da enzima 

amida hidrolase de ácidos graxos (FAAH, fatty acid amide hydrolase; (DE PETROCELLIS et 

al., 2011), pode regular, direta ou indiretamente, a atividade do receptor gama ativado por 

proliferador de peroxissoma (PPARγ; do inglês, peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma; SONEGO; PRADO; GUIMARÃES, 2021; VALLÉE et al., 2017), receptores de 

adenosina (ASO et al., 2019; MATOS et al., 2015), receptor de serotonina 1A (CAMPOS; 

GUIMARÃES, 2008; FOGAÇA et al., 2014) e membros da família dos canais potenciais de 

receptores transitórios, subtipo vanilóide (do inglês, transient receptor potential channels, 
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vanilloid subtype; TRPV; DE PETROCELLIS et al., 2011). Além disso, também atenua o 

aumento da reatividade glial associada a condições patológicas (DOS-SANTOS-PEREIRA et 

al., 2020; GOMES et al., 2015c; TERRADILLOS et al., 2022).  

Estudos de ZUARDI e seu grupo (1995, 2006) e BHATTACHARYYA e 

colaboradores (2010) mostraram que o CBD induz efeitos do tipo antipsicótico e atenua os 

efeitos psicotomiméticos induzidos por altas doses de THC em humanos saudáveis, sem, no 

entanto, causar efeitos motores adversos. Em consonância com esses resultados, estudos de 

neuroimagem mostraram que o CBD atua em regiões cerebrais envolvidas na neurobiologia 

de transtornos psiquiátricos, como córtex temporal medial e esquerdo, bem como o córtex 

pré-frontal e a ínsula (BHATTACHARYYA et al., 2010; BORGWARDT et al., 2008). Uma 

única dose oral de CBD em voluntários saudáveis alterou a atividade de repouso em regiões 

límbicas e paralímbicas do cérebro enquanto reduzia a ansiedade subjetiva associada ao 

procedimento de varredura (CRIPPA et al., 2004). Esse fitocanabinoide também reduziu a 

atividade do complexo amígdala-hipocampo esquerdo, hipotálamo e córtex cingulado, bem 

como aumento da atividade no giro parahipocampal esquerdo, quando comparado com o 

grupo placebo. Em outra abordagem, indivíduos saudáveis tratados com CBD e submetidos a 

uma apresentação de rostos de medo, também apresentaram diminuição das atividades da 

amígdala e do córtex cingulado anterior e posterior e uma interrupção na conectividade 

amígdala-córtex cingulado anterior (FUSAR-POLI et al., 2009, 2010). 

Corroborando esses dados, em ensaio clínico duplo-cego randomizado conduzido por 

Leweke e colaboradores (2012) o CBD e o antipsicótico atípico amissulprida foram 

comparados em pacientes com esquizofrenia. Este estudo observou uma melhora clínica nos 

escores de sintomas da esquizofrenia nos pacientes tratados com CBD, além de promover 

menos efeitos adversos que o outro fármaco. A melhora dos sintomas positivos foi 

correlacionada com o aumento significativo nos níveis séricos de AEA (LEWEKE et al., 

2012). Isso sugere que o CBD isoladamente ou associado a outro composto pode ser um alvo 

em potencial para o tratamento de transtornos psiquiátricos, como a esquizofrenia (GARCÍA-

GUTIÉRREZ et al., 2020).  

Dentro desse contexto, no intuito de melhor elucidar esse tema na esquizofrenia e 

entender de que maneira os sistemas glutamatérgico, dopaminérgico e endocanabinoide se 

inter-relacionam mais estudos pré-clínicos e clínicos são necessários, evidenciando a 

importância da escolha dos melhores modelos animais para a pesquisa da esquizofrenia 

experimental.  
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1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ESQUIZOFRENIA  

Um dos grandes desafios da pesquisa neuropsiquiátrica é o conhecimento 

relativamente limitado dos mecanismos moleculares das doenças (BLOKHIN et al., 2020). A 

modelagem de transtornos psiquiátricos em roedores para melhorar esse conhecimento 

também é desafiador pelas mesmas razões (STEIMER, 2022). Embora em animais a 

modelagem genética (baseada em distúrbios em genes relacionados à esquizofrenia) e 

farmacológica, não reflitam necessariamente a fisiopatologia desse transtorno e nos efeitos de 

drogas no cérebro humano, o emprego de modelos in vivo usando agonistas e antagonistas de 

neurotransmissores pode fornecer novas informações sobre a fisiopatologia da esquizofrenia, 

o que pode levar a novas descobertas e/ou utilização de drogas (CRUNFLI et al., 2022). 

Ensaios biológicos usando animais ou culturas celulares como modelos ainda estão surgindo, 

com o objetivo de fornecer mais informações sobre os efeitos induzidos pela administração de 

neuromoduladores e drogas antipsicóticas (GÜNERI; SCHEEL-KRÜGER; LUO, 2021; 

PEREZ-RANDO et al., 2017; WANG et al., 2019; YU et al., 2021).  

A dopamina e o glutamato desempenham papéis distintos em termos de sinalização 

neuronal, mas ambos são propostos como os principais neurotransmissores envolvidos na 

fisiopatologia da esquizofrenia (MCCUTCHEON; KRYSTAL; HOWES, 2020). A 

desregulação da neurotransmissão dopaminérgica, que culmina com a hiperfunção do sistema 

dopaminérgico mesolímbico, foi uma das primeiras teorias sobre a fisiopatologia da 

esquizofrenia, os primeiros modelos animais foram desenvolvidos com base na manipulação 

farmacológica desse sistema neurotransmissor para tentar mimetizar essa característica 

(ROBINSON; BECKER, 1986; WILCOX; ROBINSON; BECKER, 1986). Assim, a 

administração de agonistas indiretos da dopamina, como anfetamina, é utilizada como modelo 

farmacológico para estudo de sintomas desse transtorno (para revisão consultar, WINSHIP et 

al., 2018).  

Em humanos, a exposição repetida a anfetamina pode induzir sensibilização e também 

psicose (HARRO, 2015). A anfetamina é uma substância simpatomimética com mecanismo 

de ação complexo, atuando predominantemente no SNC. Induz liberação de dopamina de seus 

estoques intraneurais, assim como a liberação de serotonina e noradrenalina (FREYBERG et 

al., 2016; REITH; GNEGY, 2020). Tal composto inibe a recaptação de dopamina no terminal 

axônico pré-sináptico, o que também pode explicar seu efeito farmacológico e também os 

efeitos tóxicos. Seu mecanismo de ação é complexo e envolve efeitos adicionais que afetam 
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os níveis extracelulares de catecolaminas, incluindo inibição da recaptação, efeito na 

exocitose, síntese e metabolismo de neurotransmissores (FREYBERG et al., 2016; REITH; 

GNEGY, 2020). Nesse sentido, esses achados levantam a possibilidade de que a 

sensibilização às anfetaminas pode ser utilizada para modelar mais do que apenas psicose. 

Dado que a hipofunção de receptores NMDA é tida como um dos fatores principais da 

esquizofrenia, intervenções farmacológicas que reproduzem essa característica provêm 

modelos farmacológicos para estudo desse transtorno (CRUNFLI et al., 2022). A 

administração aguda e crônica de antagonistas desse receptor, tais como a fenciclidina, a 

cetamina e o MK-801 (ou [5R,10S]-[+]-5-metil-10,11-dihidro- 5H - dibenzo[ a,d 

]ciclohepten-5,10-imina ou Dizocilpina) induz e agrava sintomas similares aos positivos, 

negativos e cognitivos da esquizofrenia, o que reproduz a hipofunção do sistema 

glutamatérgico (ADLER et al., 1999; MALHOTRA et al., 1997). 

O composto MK-801 possui uma afinidade, seletividade e potência inibitória maior do 

que a cetamina e a fenciclidina (WALLACH et al., 2016; YU et al., 2015), portanto, esse 

composto é amplamente empregado em modelos animais para induzir alterações 

comportamentais e neuroquímicas relacionadas à esquizofrenia. Ele pertence à classe das 

aminas secundárias e atua como antagonista não competitivo de receptor NMDA, não apenas 

em neurônios, mas também em células da glia (BRANDÃO-TELES et al., 2017; YU et al., 

2015, 2021). Em roedores, nos efeitos comportamentais induzidos pelo MK-801 estão 

incluídos prejuízo no aprendizado espacial e na memória (SAWAHATA et al., 2021; XIAO et 

al., 2019), sociabilidade reduzida (BIAŁOŃ et al., 2021; PERDIKARIS; DERMON, 2022; 

XIAO et al., 2019), hipolocomoção (SANTILLÁN-URQUIZA et al., 2019) ou 

hiperlocomoção (KRAEUTER et al., 2020; XIAO et al., 2019) e perturbações de 

condicionamento de medo (BIAŁOŃ et al., 2021; ZHAN et al., 2021). A nível celular, o 

tratamento com antagonistas de receptor NMDA demonstrou causar degeneração e morte de 

células neuronais na região dos RSC, piriforme e entorrinal, amígdala e DG, mostrado em 

estudos pioneiros de Hováth e seu grupo (1997), e, posteriormente também observado no 

córtex cingulado posterior (KURODA et al., 2015) e pré-frontal (WANG et al., 2022). 

Estudo conduzido em 2015 por Gomes e colaboradores mostrou que a administração 

repetida de MK-801 em camundongos prejudicou o desempenho nos testes de interação social 

e reconhecimento de objeto, modelos respectivamente relacionados aos sintomas negativos e 

cognitivos da esquizofrenia. Esse composto também aumentou a expressão da proteína glial 

fibrilar ácida (do inglês, glial fibrillary acidic protein; GFAP) em astrócitos no córtex pré-

frontal medial e a porcentagem de células da microglia positivas para molécula adaptadora de 
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ligação de cálcio ionizado 1 (do inglês, Ionized calcium binding adaptor molecule 1; Iba-1) 

com um fenótipo reativo no córtex pré-frontal medial e no hipocampo dorsal sem alterar o 

número de células positivas para Iba-1 (GOMES et al., 2015d). Condição semelhante foi 

ressaltada por YU e seu grupo de pesquisa (2015), que observou aumento da expressão de 

GFAP no hipocampo de ratos tratados com injeção repetida de MK-801 por 6 dias e em 

culturas primárias de astrócitos do hipocampo de ratos incubadas com MK-801.  

Além dos efeitos descritos acima, o MK-801 também causa deficiência no 

processamento de informações, refletido através do desempenho no teste de PPI (ANDRADE 

et al., 2021; CORTEZ et al., 2022; PEDRAZZI et al., 2021a), um teste translacional (LI et 

al., 2021) que será melhor descrito a seguir.  

1.4 DEFICIÊNCIA NO PROCESSAMENTO DE INFORMAÇÕES NA 

ESQUIZOFRENIA  

Estudar a esquizofrenia através da modelagem farmacológica é um grande desafio 

para os cientistas porque os animais de laboratório (dos quais a maioria são roedores) não 

exibem funções mentais superiores, o que torna difícil determinar o estado mental do animal 

testado (STEIMER, 2022). Assim, um dos diversos testes comportamentais aplicados para 

estudo na esquizofrenia experimental é o teste de PPI. Quando estímulos de baixa intensidade 

de qualquer tipo de modalidade sensorial, seja auditiva, visual ou tátil, são imediatamente 

precedidos por estímulos inesperados do tipo sobressalto, como o reflexo de sobressalto ao 

pulso, a reação motora do sobressalto torna-se menos pronunciada ou até mesmo abolida. 

Esse fenômeno é conhecido como PPI e proporciona uma medida quantitativa do 

processamento central, filtrando estímulos irrelevantes (GÓMEZ-NIETO; HORMIGO; 

LÓPEZ, 2020). O processamento de informações, revelado pelo teste de PPI é considerado 

um biomarcador importante para a esquizofrenia (MENA et al., 2016). O conceito de PPI 

como um biomarcador do gating sensório-motor na esquizofrenia é apoiado não apenas pelas 

alterações observadas em pacientes com esse transtorno, mas também pela diminuição do PPI 

observada em famílias com alta suscetibilidade genética à esquizofrenia (GREENWOOD et 

al., 2016). 

Esse paradigma comportamental foi descrito em humanos por Graham 1975 e é uma 

medida da supressão da resposta do sobressalto quando um estímulo menos intenso precede 
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um estímulo de maior intensidade por um curto intervalo de tempo (KHAN; POWELL, 

2018). Pacientes com esquizofrenia podem apresentar prejuízo nesse ensaio, que geralmente é 

revertido pelo tratamento com antipsicóticos (LI et al., 2021). Esse prejuízo no processamento 

de informações não é exclusivo da esquizofrenia e está presente em uma série de condições 

psiquiátricas como transtorno bipolar (SAN-MARTIN et al., 2022), transtorno obsessivo-

compulsivo (MANNING et al., 2021), estresse pós-traumático (PINELES et al., 2016), 

demência (JAFARI; KOLB; MOHAJERANI, 2020), autismo (CHENG et al., 2018) e 

síndrome de Tourette (ISAACS; RIORDAN, 2020).   

O prejuízo no PPI pode ser farmacologicamente induzido em animais e em seres 

humanos por agonistas dopaminérgicos diretos como a apomorfina, ou drogas que promovem 

a liberação de dopamina como a anfetamina, e/ou antagonistas de receptores NMDA, como 

MK-801, ketamina e fenciclidina, bem como por agonistas de receptores de serotonina ou 

compostos que aumentam a neurotransmissão serotoninérgica (para revisão ver, STEEDS; 

CARHART-HARRIS; STONE, 2015). Isso é corroborado pela constatação de que os 

psicoestimulantes dopaminérgicos (agonistas dos receptores de dopamina) produzem estados 

ou sintomas do tipo psicótico que são revertidos por drogas antipsicóticas clássicas (isto é, 

antagonistas dos receptores de dopamina tipo D2;  STEEDS; CARHART-HARRIS; STONE, 

2015). Drogas serotoninérgicas psicotomiméticas (agonistas dos receptores de serotonina 2A) 

e antagonistas dos receptores ionotrópicos do glutamato também induzirem sintomas 

semelhantes à psicose que podem ser explicados (principalmente) pela reversão por drogas 

antipsicóticas atípicas, um achado que fornece suporte para as hipóteses mais modernas 

serotoninérgicas e glutamatérgicas da esquizofrenia (para revisão ver (STEEDS; CARHART-

HARRIS; STONE, 2015; WINSHIP et al., 2018). 

Para avaliação do PPI em modelos experimentais, um pulso curto de som é 

apresentado imediatamente antes de um estímulo de sobressalto (como uma explosão de ruído 

branco em um alto nível de decibéis), o qual amortece a resposta de sobressalto subsequente 

(Figura 2; PEDRAZZI et al., 2021). Foi observado que a resposta gama evocada durante a 

avaliação da inibição pré -pulso está diretamente relacionada ao comportamento sensório-

motor (HUDSON et al., 2016). Esse comportamento medido por meio do teste de PPI é 

compartilhado entre as espécies, sendo um fenômeno muito robusto. É conservado entre as 

espécies, sobretudo de mamíferos e não requer aprendizado, embora sua expressão seja 

regulada por processos cognitivos superiores (PELEG-RAIBSTEIN et al., 2015).  
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Figura 2- Inibição Pré-Pulso 

 Fonte: Própria, utilizando software Biorender. Reflexo de sobressalto é uma resposta natural 

de defesa, incontrolável e espontânea, que envolve uma rápida contração dos músculos da 

face e do corpo em resposta a um estímulo sensorial intenso e inesperado e envolve estruturas 

do tronco cerebral. A inibição pré-pulso do reflexo de sobressalto consiste na diminuição da 

resposta de sobressalto a um estímulo intenso (pulso) quando este é precedido imediatamente 

(30-500ms) por um estímulo de menor intensidade (pré-pulso). A redução do reflexo de 

sobressalto pode ser considerada como uma medida operacional do processamento de 

informações, evento no qual o organismo discrimina informações excessivas. Geralmente, o 

PPI é expresso como a porcentagem de inibição da amplitude do sobressalto em resposta a 

múltiplas apresentações do pulso precedido pelo pré-pulso. 

 

O mecanismo fisiológico básico do reflexo de sobressalto acústico é mediado por 

estruturas localizadas no tronco encefálico, um circuito que envolve o nervo vestibulococlear 

(também conhecido como nervo auditivo ou nervo acústico), núcleo coclear ventral, lemnisco 

lateral, núcleo reticular caudal da ponte, interneurônio espinhal, neurônios motores do corno 

anterior, nervos periféricos e os músculos (DAVIS et al., 1982; KOCH; SCHNITZLER, 

1997; LEE et al., 1996). A inibição do reflexo de sobressalto é regulada de maneira complexa 

por estruturas prosencefálicas como hipocampo, amígdala, núcleo accumbens e córtex pré-

frontal medial (FENDT; LI; YEOMANS, 2001; KOCH; SCHNITZLER, 1997).  

O desempenho prejudicado no PPI pode ser revertido através do tratamento com 

antipsicóticos como haloperidol, olanzapina (KAYGISIZ et al., 2022) e clozapina (DE 

OLIVEIRA; NAGAISHI; BARBOSA SILVA, 2017; LI et al., 2019). Estudos do nosso grupo 

de pesquisa com modelos preditivos de esquizofrenia em roedores, o MK-801, anfetamina e 

ketamina prejudicaram o desempenho de roedores no teste de PPI (ANDRADE et al., 2021; 

CORTEZ et al., 2022; ISSY et al., 2018a, 2020; PEDRAZZI et al., 2021b). Esse prejuízo foi 
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prevenido por drogas com potencial propriedade antipsicótica, como o CBD (GOMES et al., 

2015a, 2015b; PEDRAZZI et al., 2021) e o NPS (ISSY et al., 2018b).  

Em outro grupo de pesquisa, Kaygisiz e colaboradores (2022) observaram que a 

galangina, composto flavonoide com atividade inibidora da acetilcolinesterase, diminuiu o 

prejuízo no PPI induzida por apomorfina semelhante a donepezila, haloperidol e à olanzapina. 

Além disso, a galangina diminuiu a escalada induzida por apomorfina e a hiperlocomoção 

induzida por MK-801 semelhante ao haloperidol e à olanzapina, porém, sem induzir 

catalepsia, efeito adverso que pode surgir em resposta ao uso de antipsicóticos (KAYGISIZ et 

al., 2022). Essa capacidade dos déficts no PPI poderem ser revertidos por antipsicóticos, 

fornece validade farmacológica (preditiva) a esses modelos e ao teste em si e enfatiza quão 

robusto é o teste para avaliar no campo pré-clínico os possíveis compostos candidatos a terem 

perfil antipsicótico (CRUNFLI et al., 2022; WINSHIP et al., 2018) 

1.5 EFEITOS ADVERSOS DOS ANTIPSICÓTICOS 

Os psicofármacos estão entre os grupos farmacológicos mais prescritos no mundo. Em 

vários países, foram realizadas investigações para determinar como esses agentes são 

prescritos em vários ambientes: público ou privado, em pacientes ambulatoriais e em 

pacientes hospitalizados (GAVIRIA et al., 2015; SUSHMA et al., 2015). A farmacoterapia 

tradicional, baseada na teoria dopaminérgica da esquizofrenia, tem limitações. 

Aproximadamente 25% dos pacientes são resistentes à terapia (REMINGTON et al., 2017). 

Além disso, a taxa de síndrome metabólica entre os pacientes é elevada, como ganho de peso, 

anormalidade na glicose e metabolismo lipídico, o que piora a qualidade de vida e predispõe 

os pacientes a desenvolverem doenças cardiovasculares (HEALD et al., 2017; HENDERSON 

et al., 2015). 

Os pacientes com esquizofrenia têm riscos aumentados de dislipidemia ou 

hiperlipidemia (aumento dos lipídios no sangue, principalmente do colesterol e dos 

triglicerídeos) e isso está relacionado aos maus hábitos alimentares e de estilo de vida. Além 

disso, a dislipidemia pode ser exacerbada por determinados antipsicóticos. (para revisão 

consultar, KANAGASUNDARAM et al., 2021).  Pillinger e colaboradores (2020), realizam 

ensaios clínicos randomizados e cegos comparando 18 antipsicóticos e placebo no tratamento 

agudo da esquizofrenia. Avaliaram a associação entre alteração metabólica e alteração 
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psicopatológica, estimando a correlação entre alteração da gravidade dos sintomas e alteração 

dos parâmetros metabólicos. Com isso, observaram diferenças marcantes entre os 

antipsicóticos em termos de efeitos colaterais metabólicos, com olanzapina e clozapina 

exibindo os piores perfis. Constataram que o aumento do peso inicial, sexo masculino e etnia 

não branca são preditores de suscetibilidade a alterações metabólicas induzidas por essa classe 

de fármacos (PILLINGER et al., 2020). 

Um outro efeito adverso da terapia antipsicótica é que sua administração a longo 

prazo, em geral de fármacos classificados como típicos, como o haloperidol e a 

clorpromazina, podem regular positivamente receptores D2 (antagonizam em maior extensão 

os receptores D2). Em animais, produzem supersensibilidade do receptor manifestada por 

supersensibilidade comportamental à estimulação da dopamina e distúrbios do movimento; 

em pacientes psicose de supersensibilidade (CHOUINARD et al., 2017). Efeitos motores 

adversos como a discinesia tardia e parkinsonismo farmacológico culminam com a baixa 

adesão ao tratamento (STRASSNIG; ROSENFELD; HARVEY, 2017; SULTAN et al., 2016).  

Muitas vezes os pacientes recorrem à polifarmácia antipsicótica, ou seja, uso 

concomitante de dois ou mais antipsicóticos para tratar pacientes com esquizofrenia 

resistentes ao tratamento (GUINART; CORRELL, 2020). São frequentes os cenários clínicos 

em que a combinação de psicofármacos é considerada uma opção: situações perigosas para si 

ou para terceiros, agitação psicomotora, necessidade de medicação hipnótica, tratamento de 

fases agudas e manutenção de perturbações mentais (GARGOLOFF et al., 2022; GUINART; 

CORRELL, 2020). Assim, a alta mortalidade associada à esquizofrenia acompanhada à baixa 

eficácia dos tratamentos disponíveis quando comparado a outros transtornos psiquiátricos faz 

dela um foco de estudo de extrema importância.   

1.6 ASSOCIAÇÕES MEDICAMENTOSAS PARA TRATAMENTO DA 

ESQUIZOFRENIA 

A terapêutica medicamentosa atual inclui fármacos que isoladamente são eficazes em 

muitos transtornos. É comum a prescrição simultânea/combinação de duas drogas que 

resultam na potencialização do efeito de cada droga isoladamente (BIOQUE et al., 2020; 

WODARCZYK et al., 2017). Quando isso acontece e um dos compostos interfere com o 

outro alterando o efeito esperado, ocorre interação medicamentosa (YILDIRIM; KILINÇ, 
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2017). Se a alteração for quantitativa, o efeito próprio do fármaco pode aumentar (sinergia), 

diminuir (antagonismo parcial) ou cessar (antagonismo total; WIJESINGHE, 2016).  

O efeito sinérgico quando benéfico pode apresentar diversas vantagens como o 

aumento da eficácia terapêutica (i) a redução dos efeitos adversos devido à possibilidade de 

uso de menores doses dos fármacos associados sem prejuízo da intensidade do efeito 

(GALLING et al., 2017); (ii) a obtenção de maior duração de efeito pelo impedimento, por 

exemplo, da excreção do fármaco; (iii) a combinação de latência curta com duração de efeito 

prolongada, entre outras (LIN et al., 2013). As desvantagens da interação medicamentosa, no 

entanto, consistem na somação de efeitos indesejáveis quando os fármacos associados têm o 

mesmo perfil toxicológico (FLEISCHHACKER; UCHIDA, 2014). Por isso, deve-se atentar 

para que medicamentos em uso simultâneo tenham diferente espectro de efeitos adversos 

(IVERSEN et al., 2018). 

Apesar dos estudos mostrarem claramente o efeito terapêutico do NPS na 

esquizofrenia, em doses mais elevadas seu efeito vasodilatador pode promover aumento da 

perfusão cerebral ou algum outro efeito vascular modulado pelo NO (HALLAK et al., 2013). 

Na administração do CBD em tratamento de transtornos psicóticos e epilepsia são observados 

efeitos colaterais como sonolência, cansaço, diarreia e alterações de apetite/peso (IFFLAND; 

GROTENHERMEN, 2017), alterações da viabilidade celular, capacidade reduzida de 

fertilização e inibição do metabolismo hepático e dos transportadores de drogas (por exemplo 

a glicoproteína-p; MACHADO BERGAMASCHI et al., 2011).   

Partindo desse pressuposto, neste estudo, hipotetizamos que o uso concomitante de 

CBD e NPS, analisando o efeito antipsicótico por meio do teste de PPI, possibilitará a 

utilização de doses menores dos mesmos, diminuindo os efeitos adversos de cada um e 

aumentando a tolerabilidade e aderência ao tratamento, o que poderá melhorar o prognóstico 

dos pacientes que não respondem ao tratamento convencional.   
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2  OBJETIVOS DO PROJETO 

2.1 OBJETIVO GERAL:  

Investigar o efeito da associação de doses subefetivas de CBD e NPS no prejuízo 

induzido pelo MK-801 em modelos preditivos para a ação de antipsicóticos. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

1) determinar as doses subefetivas de CBD, em prevenir o prejuízo causado pelo 

MK-801 nos testes de PPI e actímetro;  

2) determinar as doses subefetivas de NPS, em prevenir o prejuízo causado pelo 

MK-801 nos testes de PPI e actímetro; 

3) avaliar se a associação de doses subefetivas de CBD e de NPS, em prevenir o 

prejuízo causado pelo MK-801 nos testes de PPI e actímetro;  

4) avaliar a expressão da proteína c-Fos no córtex pré-frontal (pré-límbico e infra-

límbico; (PrL e IL, respectivamente), no estriado dorsal (dorso-lateral e dorso-medial), na 

região CA1 (Região 1 do Corno de Amon) e CA3 (Região 3 do Corno de Amon) do 

hipocampo, no giro denteado (DG), no núcleo accumbens (porção Core e Shell, AcbC e 

AcbSh, respectivamente) e no córtex retroesplenial (RSC), após o tratamento com MK-801, 

precedido ou não pelo tratamento com doses subefetivas de CBD e NPS após os testes de 

actímetro e PPI. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 MATERIAIS 

No decorrer dos experimentos foram utilizados os consumíveis e aparelhos descritos a 

seguir a seguir (Quadro 1 e Quadro 2, respectivamente).  

Quadro 1- Lista de consumíveis utilizados nos experimentos 

Tipo Fabricante 

Agulha descartável 30G BD PrecisionGlide 

Lâminas Knittel Glass 

Lamínula Knittel Glass 

Luvas Medix Brasil 

Pipeta Pasteur RBR 

Ponteiras 10ul, 200ul, 1000ul, 5ml e 10ml Axygen 

Seringa descartável BD Plastipak 

Tubo eppendorf 200ul, 2ml, 5 e 10ml Eppendorf 

Tubo Falcon 15ml e 50ml Greiner 

Entellan 100ml EMD Millipore Corporation 

Tissue-Tek 118ml Sakura 

Fonte: Própria. 

Quadro 2- Lista de aparelhos utilizados nos experimentos 

Tipo Modelo Fabricante 

Actímetro LE8810-LE8811 Panlab/Harvard Apparatus 

Câmera para microscópio  DFC365FX Leica 

Criostato CM1850 Leica 

Microscópio DM6 B Leica 

Shaket Gyromax 737R Amex Instruments 

The Startle Reflex System SOF-825  Med associates 
Fonte: Própria.  

3.2 SOLUÇÕES E TAMPÕES PREPARADOS 

Ao longo dos experimentos foram preparados soluções e tampões descritos a seguir. 
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3.2.1 Tampão fosfato de sódio (PB; 0,2M; pH 7,4)  

Para 1 litro de fostato tamponado (do inglês, Phosphate Buffered; PB) 0,2M utiliza-se 

uma mistura de 5,52g de fosfato de sódio monobásico monohidratado (NaH2PO4H2O) e 

22,72g de fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4). Dissolver o sódio monobásico 

monohidratado e o fosfato de sódio dibásico anidro em água destilada, em temperatura 

ambiente, em agitador magnético. Após preparo, manter refrigerado a 4°C. 

 

3.2.2 Tampão fosfato-salino (PBS; 0,1M; pH 7,4)  

Para 1 litro de salina tamponada com fosfato (PBS, do inglês phosphate buffered 

saline) 0,1M utiliza-se uma mistura de 9g de cloreto de sódio (NaCl), 500ml de PB 0,2M 

(descrito anteriormente). Completa-se o volume com água destilada. 

 

3.2.3 Solução Salina Tamponada Tris (TBS; 0,1M; pH 7,4)  

Para 1 litro de TBS 0,1M utiliza-se uma mistura de 120g de Trizma ® base 

(C4H11NO3) e 36g de cloreto de sódio, dissolvidos em água destilada. 

 

3.2.4 Tampão A (pH 7,4)  

Para 1 litro de Tampão A utiliza-se uma mistura de 2,23g de NaH2PO4H20, fosfato de 

sódio dibásico dodecahidratado (Na2HPO4.12H2O), 9g de cloreto de sódio, 0,15% de Triton® 
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X-100 (C14H22O(C2H4O)n), dissolvidos em água destilada. 

 

3.2.5 Tampão Citrato de Sódio (pH 6,0)  

Para 1 litro de tampão citrato de sódio, utiliza-se uma mistura de 0,378g de ácido 

cítrico monohidrato (C6H8O7H2O) e 2,41g de citrato de sódio dihidrato tribásico 

(C6H5Na3O₇.2H2O), dissolvidos em água destilada. 

 

3.2.6 Solução de montagem  

Para 500ml de solução de montagem, utiliza-se uma mistura de 200ml de água 

destilada, 0,5g de gelatina em pó tipo A, 200ml de PB 0,2M (como descrito anteriormente), 

50ml de álcool absoluto, 50ml de PB 0,1M. Recomenda-se dissolver a gelatina na água 

aquecida à 60°C, em seguida, acrescentar o PB 0,2M, o álcool absoluto e, por último, o PB 

0,1M. 

 

3.2.7 Solução sacarose  

Para 100ml de solução de sacarose, utiliza-se uma mistura de 30g de sacarose 

(C12H22O11) e 100ml de PB 0,1M (ou 50ml de PB 0,2M e 50ml de água destilada). 
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3.2.8 Solução anticongelante  

Para 400ml de solução anticongelante utiliza-se uma mistura de 125ml de PB 0,2M, 

125ml de água destilada, 75g de sacarose e 150ml de etilenoglicol (C₂H₆O₂). Recomenda-se 

primeiramente dissolver a sacarose em PB 0,2M e, posteriormente, adicionar o etilenoglicol. 

 

3.2.9 PFA 8% (Paraformaldeído; 8%; pH 7,4) 

Para 1 litro de PFA 8% utiliza-se uma mistura de 64g de PFA, 1 litro de água destilada 

e 10 gotas de hidróxido de sódio em solução (NaOH). Recomenda-se aquecer a água à 60°C 

para dissolver o PFA e gotejar o hidróxido de sódio (até que a mistura fique cristalina). O 

PFA 8% deve ser mantido a 4°C por até um mês. 

 

3.2.10 PFA 4% (pH 7,4) 

Para 1 litro de PFA4% utiliza-se uma mistura de 500ml de PFA8% e 500ml de PB 

0,2M (como descrito anteriormente). Depois de pronta a solução deve ser utilizada em até 

uma semana.  

 

3.2.11 Solução Fixadora de Somogyi 

Para 2 litros de solução fixadora de Somogyi utiliza-se uma mistura de 1 litro de PFA 

8% (como descrito anteriormente), 4ml de glutaraldeído 25%, 300ml de ácido pícrico e 696ml 
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de PB 0,1M. 

3.3 DROGAS 

O NPS e MK-801 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram diluídos em solução 

estéril salina (NaCl 0,9%; 10 ml/kg). O CBD (Prati-Donaduzzi) foi dissolvido 1% em 

dimetilsulfóxido (DMSO), 2% em Tween80 e  97%    em solução salina. A administração de 

NPS (0,05, 0,5, 1 e 2,5mg/kg), MK-801 (0,5mg/kg) e CBD (15, 30 e 60 mg/kg) foram 

realizadas sistemicamente, pela via intraperitoneal (i.p.). As doses a utilizadas foram baseadas 

em trabalhos já publicados do nosso grupo de pesquisa com NPS (ISSY et al., 2018b) e CBD 

(GOMES et al., 2015). Todas as soluções foram preparadas imediatamente antes dos ensaios. 

3.4 ANIMAIS  

Foram utilizados camundongos S uíços machos, com idade entre 7-8 semanas, peso 

de aproximadamente 30-35g, provenientes do Biotério Central da Universidade de São Paulo 

(Origem: Taconic Farms Inc.), campus Ribeirão Preto. Todos os animais permaneceram em 

ambiente com temperatura controlada (23˚C ± 1) e ciclo claro/escuro de 12 horas (ciclo de luz 

às 7 horas da manhã). Foram alimentados com dieta padrão do biotério e livre acesso à água 

e alocados em gaiolas de polietileno (30cm de comprimento x 37cm de largura x 16 cm de 

altura), em grupos de aproximadamente seis animais por caixa, no biotério da Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (FORP-USP), respeitando todos 

os critérios de ética em experimentação animal. Os procedimentos foram realizados na fase 

clara do ciclo, entre 9 h e 16:30 h. Foi feito todo o esforço possível para minimizar o estresse, 

a dor e o desconforto dos animais. Todos os procedimentos experimentais descritos foram 

submetidos e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da FORP-USP em 

reunião realizada em 16 de abril de 2021 (número do protocolo nº 2021.1.129.58.8), de 

acordo com os preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899, de 

15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da 
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Experimentação Animal (CONCEA).  

 

3.5 TESTE DE PPI  

Para realização do teste de PPI foram utilizadas duas caixas de sobressalto que 

consistem em gaiolas de barras de aço inoxidável com dimensões internas de 25x9x9cm, 

suspensas em uma armação de cloreto de polivinila (PVC) - ENV-262A Med Associates 

(MA). Cada uma dessas gaiolas foi abrigada em uma caixa maior (64 x 60 x 40cm) fabricada 

em madeira com atenuação acústica (ENV-018S MA). Nesse teste, a resposta de sobressalto 

do animal gera uma pressão nesta plataforma que é captada por sensores e um amplificador 

transdutor (PHM 250-60;  

 

Figura 2) gerando um sinal analógico que é digitalizado e analisado por um programa 

computacional (Startle Reflex, versão 4.10 MA) que representa graficamente os sinais dessa 

resposta.  

A apresentação dos estímulos, duração, intensidade e amplitude foram 

computadorizadas através de uma interface 729 - MA. A resposta do sobressalto foi medida 

durante os primeiros 200ms após a apresentação do estímulo de sobressalto. O teste de 

inibição pré-pulso foi composto por três etapas: A) Aclimatação: Período de 5 minutos, 

durante o qual nenhum estímulo foi apresentado. Consiste na manutenção do animal na 

gaiola de aço onde o teste foi realizado com ruído de fundo (background) pré-estabelecido; 

B) Habituação: Após a aclimatação foi realizada a habituação ao estímulo de sobressalto e 

determinação da linha de base, por meio de 10 apresentações do pulso com intervalo entre os 

estímulos de 30s. O objetivo desta etapa foi a estabilização da resposta de sobressalto ao 

pulso. C) Inibição da resposta de sobressalto ao pulso: Essa etapa foi composta por 8 

apresentações pseudorandomizadas dos diferentes estímulos que compõem o teste: (1) pulso 

(P;105 dB de ruído branco, duração de 20ms), (2) pré-pulso (PP; 80, 85 ou 90 dB de som puro, 

frequência de 7000 Hz, duração de 10ms), (3) pré-pulso seguido de pulso (PP+P) com 100ms 

de intervalo entre eles e (4) nulo. Durante essa sessão os estímulos foram apresentados em 

intervalos regulares de 30 segundos, sendo 20 de cada categoria. Geralmente, o PPI é 

expresso como a porcentagem de inibição da amplitude do sobressalto em resposta a múltiplas 
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apresentações do pulso precedido pelo pré-pulso, em função da amplitude da resposta apenas 

ao pulso, o que é expresso na seguinte fórmula:  

%𝑃𝑃𝐼 = [100 − (𝑃𝑃 +
𝑃

𝑃
)
100

] 

 

 

 

Figura 3- Tempo do PPI 

 
Fonte: Própria, utilizando software Biorender. As definições de cada período de tempo do PPI 

representado na são as seguintes: (A) Aclimatação, período (5min) durante o qual o programa está em 

execução, mas nenhum estímulo é apresentado e nenhum dado é coletado. (B) Período de Aquisição 

de Dados = valor definido pelo usuário que define o período de tempo em que os dados são 

registrados. Ele consiste no período de Habituação, no Pré-pulso/Statle Delay e no estímulo de Startle. 

(C) Habituação = valor definido pelo usuário usado para estabelecer uma linha de base do 

comportamento atual do animal. (D) Duração do estímulo de pré-pulso = valor definido pelo usuário 

que é a duração do tom de pré-pulso. Um tom de pré-pulso de 10 ms é usado no exemplo acima. (E) 

Pré-pulso/ Statle Delay = valor definido pelo usuário que é o tempo entre o início do estímulo de pré-

pulso e o início do estímulo de Startle. O pré-pulso/ Startle Delay deve ser maior ou igual à duração do 

estímulo de pré-pulso. No exemplo acima, o atraso de pré-pulso/Statle Delay está definido para 100 

ms. (F) Duração do estímulo de Startle = valor definido pelo usuário que determina a duração do 

estímulo de sobressalto (pulso). Está definido para 20 ms no exemplo acima. (G) Período do Startle = 

O Período do Startle começa no início do estímulo do pulso. A duração do período do Startle é igual 

ao Período de Aquisição de Dados menos o período de habituação menos o Pré-pulso/ Statle Delay.  

3.6 ACTÍMETRO 

Para controlar possíveis efeitos motores das drogas, a atividade locomotora foi 

avaliada individualmente em um actímetro fotoelétrico (Actitrack, Panlab, Barcelona, 

Espanha) durante 5 min. O aparato consiste em uma arena quadrada (45x45x20cm), contendo 



52 

 

 

32 lasers infravermelhos, sendo, 1 a cada intervalo de 2,5cm, onde o animal pode andar 

livremente. O aparelho avalia de forma automática os parâmetros movimentos horizontais, 

movimentos verticais e movimentos estereotipados. 

3.7 REMOÇÃO E CONGELAMENTO DOS TECIDOS 

Imediatamente após o término da exposição ao teste de PPI, os animais foram 

anestesiados com uma dose letal de ketamina (100 mg/kg; i.p.) e xilazina (14 mg/kg; i.p.). Os 

encéfalos foram cuidadosamente expostos e removidos e colocados em tubos Falcon 

contendo 10ml de solução fixadora de Somogyi, onde foram mantidos por 48h a 4°C. Essa 

técnica tem a finalidade de remover o sangue dos tecidos bem como fixá-lo, evitando que 

ocorram autólise e comprometimento das estruturas a serem analisadas. Após esse período, os 

encéfalos foram submersos em solução de sacarose 30%, para crioproteção, onde 

permaneceram 24 horas a 4º C ou até que demonstrassem saturação. Após a saturação, 

congelamento do tecido foi realizado com isopentano 99% (C5H12 - Vetec®) mantido em 

gelo seco, à -40º C. Os encéfalos foram armazenados em freezer, à -80°C, até serem 

processados.  

3.8 OBTENÇÃO DAS SECÇÕES DE TECIDO CEREBRAL 

As secções foram escolhidas baseadas em trabalhos que, através da técnica de imuno-

histoquímica, avaliaram estruturas relacionadas com a neurobiologia da esquizofrenia 

(GOMES et al., 2015a, 2015b; ZUO et al., 2009). São elas: córtex pré-frontal medial (PrL e 

IL, respectivamente; Bregma 1.94 a 1.7mm), estriado dorsal (dorso-lateral e dorso-medial) e 

Núcleo Accumbens (Core e Shell, AcbC e AcbSh; Bregma 1.54a 0.98mm), córtex retroesplenial 

(RSC; Bregma -1,82 a -2.3mm), giro denteado (DG) e região CA1 (Região 1 do Corno de 

Amon) e CA3 (Região 3 do Corno de Amon) do hipocampo dorsal (Bregma -1,82 a -2.3mm; 

Figura 4). Secções adjacentes foram obtidas nas regiões de interesse com 30μm de espessura 

em criostato (CM1850 Leica®) com temperatura de -20º C (±1). Apenas o hemisfério direito 
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foi avaliado. Todas as regiões descritas foram localizadas de acordo com as coordenadas do 

atlas cerebral de camundongos PAXINOS; FRANKLIN; FRANKLIN, 2001. 

 

Figura 4- Regiões e áreas analisadas dos encéfalos de camundongos 

 

Fonte: adaptado de PAXINOS; FRANKLIN; FRANKLIN, 2001 Representação ilustrativa do bregma 

das secções para análise de células positivas para c-Fos. No primeiro quadrante, simbolizado pelo 

Bregma +1.7mm, se encontra a representação ilustrativa do córtex pré-frontal medial pré-límbico e 

infra-límbico (PrL e IL, respectivamente). No segundo quadrante, de Bregma +1.18mm, está 

representado o núcleo accumbens porção Core (AcbC) e Shell (AcbSh), bem como o estriado dorsal, 

subdividido em dorsomedial (DM) e dorsolateral (DL). No terceiro quadrante, representado pela figura 

de Bregma -2.18, se encontra o córtex retroesplenial (RSC), giro denteado (DG) e Região 1 do Corno 

de Amon (CA1) e Região 3 do Corno de Amon (CA3) do hipocampo.  

3.9 GELATINIZAÇÃO DAS LÂMINAS PARA MICROSCOPIA 

A gelatinização das lâminas é um processo muito importante, pois permite a aderência 

das secções cerebrais às lâminas (RAMOS-VARA, 2017). Para tal, as lâminas foram lavadas 

em água fervente e sabão Sigma Clean ou Extran, em uma diluição de 0,01%; agitadas e 

aquecidas à 60°C por 15 min e o excesso de água foi drenado.  Posteriormente foram 

enxaguadas em água destilada fervente por 8 vezes, retirando o excesso e secadas em estufa à 

37°C. Foi preparado uma solução de gelatina a 0,5% (para 400ml de solução): 400ml de água 

destilada (entre 50-60°C); 2g de gelatina tipo A da Sigma; 0,2g (Chromium Potassium Sulfate 

– CrK(SO4)2.12H2O. As cestas de lâminas foram mergulhadas em 1 cuba contendo álcool 

100%: por 3 min, 1 cuba contendo acetona P.A. por 3min e 01 cuba com a solução de gelatina 

(0,5%) por 3 min. Posteriormente as lâminas foram secadas em estufa a 37°C por um período 
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de 24 horas e armazenadas em papel alumínio.  

3.10 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

A coloração imuno-histoquímica explora a ligação específica entre um anticorpo e um 

antígeno para identificar e localizar antígenos específicos em células e tecidos (MAGAKI et 

al., 2019). Uma vez que ocorra a ligação antígeno-anticorpo, o complexo poderá ser 

demonstrado por uma reação colorida que pode ser vista sob um microscópio óptico ou de luz 

ultravioleta (TAYLOR, 2020). O desenvolvimento neural e a plasticidade do cérebro adulto 

dependem de sinais que ativam programas coordenados de expressão gênica, os quais levam a 

alterações de curto e longo prazo na estrutura e função do cérebro. A transdução dos sinais 

intracelulares, iniciada pela interação do ligante com o receptor leva, subsequentemente, a 

alterações na expressão gênica (TYSSOWSKI et al., 2018).  

No final do século XX, foi descrito um terceiro “sistema mensageiro” intracelular. Um 

grupo de genes de transcrição rápida cujo produto proteico, em muitos casos, age diretamente 

alterando a expressão gênica e levando a respostas fenotípicas alternativas (MORGAN; 

CURRAN, 1989; RASMUSSEN et al., 1984; SAGAR; SHARP; CURRAN, 1988). Esses 

genes têm duas características importantes: 1) expressão rápida e transitória seguida ao 

aparecimento do estímulo; 2) ativação da transcrição independente de síntese de proteínas. 

Tais genes são, então, denominados genes de expressão imediata ou primária (GALLO et al., 

2018).  

O gene c-fos é um gene de expressão primária que vem sendo bastante estudado em 

desordens psiquiátricas (GALLO et al., 2018; ISSY et al., 2020; ISSY; DEL BEL, 2014). 

Dentro da neurociência experimental, a imuno-histoquímica para a proteína c-Fos, permite a 

caracterização generalizada dos efeitos de muitos tipos diferentes de manipulações 

experimentais na atividade neuronal, tornando-se um método relevante para entender as 

relações entre drogas, cérebro e comportamento, frente a estímulos agudos, sendo utilizado 

como marcador de atividade neuronal (CHUNG, 2015; MINATOHARA; AKIYOSHI; 

OKUNO, 2016, para revisões). No presente estudo, foi realizado a imuno-histoquímica para a 

proteína c-Fos, a qual teve duração de 3 dias, conforme o protocolo descrito a seguir. 
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3.10.1 1°Parte: Incubação com o Anticorpo Primário 

Passo 1: Lavagem com tampão A: A fim de evitar resultado falso positivo, o 

aparecimento de coloração de “fundo” ou marcações inespecíficas, é necessário que pontos 

suscetíveis a atrair proteínas sejam inibidos ou anulados. Para que isso ocorra, nós utilizamos 

uma mistura de tampão PBS, usado para lavagem e diluição de soros, com um detergente 

(nesse caso o Triton X100), a qual é conhecida como tampão A (cujo protocolo de preparação 

foi descrito anteriormente). Foram feitas 3 lavagens, com duração de 5 minutos cada. 

Passo 2: Recuperação antigênica com tampão citrato: A recuperação antigênica tem a 

finalidade de recuperar antígenos que foram obstruídos pela fixação com formol e é feita em 

altas temperaturas (ZHANG et al., 2018). A solução de tampão citrato 0,1M a pH 6,0 é a mais 

utilizada para essa recuperação. Foram feitos 2 banhos com o tampão citrato, sendo o 

primeiro com duração de 5 minutos e em temperatura ambiente, e o outro com duração de 30 

minutos a 70°. Em seguida, espera-se esfriar naturalmente. 

Passo 3: Lavagem com tampão A: Foram feitas 3 lavagens, com duração de 5 minutos 

cada. 

Passo 4: Bloqueio da peroxidase endógena, por 30 minutos: A técnica de imuno-

peroxidase é comumente usada para a caracterização antigênica de células e tecidos (SHIELD 

et al., 2018). No entanto, a ocorrência de células endógenas que são positivas para a 

peroxidase é frequente, o que dificulta tais avaliações (BUTLER; BARHAM; 

HEIDENREICH, 2019). Em alguns casos, chega a não ser possível distinguir entre essas 

células e células coradas com anticorpos, por isso, é necessário bloquear as peroxidases 

endógenas. O bloqueio da peroxidase endógena foi feito por uma mistura de H2O2 a 0,5% e 

tampão A.  Para saber a quantidade de H2O2 que correspondia a 0,5% usamos a fórmula: 

𝐶1𝑉1 = 𝐶2𝑉2 

30% × 𝑉1 = 0,5 × 𝑉2 

Passo 5: Lavagem com tampão A: Foram feitas 3 lavagens, com duração de 5 minutos 

cada.  

Passo 6: Bloqueio das reações inespecíficas feito com: albumina sérica bovina (BSA) 

2% + Tampão A + Soro 5%, por 60 minutos: A marcação de fundo inespecífica 

(background), quando intensa, dificulta ou torna mesmo impossível a interpretação de reações 

imuno-histoquímicas fracas. Existem dois aspectos principais que podem ser causa de 

marcação de fundo, a ligação inespecífica do anticorpo aos componentes teciduais, seja por 
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ligações hidrofóbicas ou interações iónicas e/ou a presença de enzimas endógenas. O 

background pode também ser atribuído à presença de biotina endógena. Para reduzir a 

marcação inespecífica do anticorpo ao tecido é aconselhada a pré-incubação do tecido com 

soro normal. Em teoria, este bloqueio funciona uma vez que as proteínas no soro normal vão 

ocupar os locais no tecido que estão carregados, reduzindo desta forma a ligação inespecífica 

do anticorpo ao tecido. O soro normal utilizado deve ser da mesma espécie do anticorpo 

secundário, para que não interfira na reação imunológica que ocorre no procedimento de 

imuno-histoquímica. Outra forma de evitar este tipo de marcação inespecífica é a utilização 

de tampão de lavagem com detergente. O bloqueio da atividade das enzimas endógenas 

também é importante para reduzir a marcação inespecífica. A utilização de métodos imuno-

histoquímicos que apresentam como marcador enzimas semelhantes às que existem no tecido 

(endógenas), podem gerar problemas de marcação inespecífica, uma vez que as enzimas 

endógenas podem reagir com o substrato usado para localizar o marcador e levantar 

problemas de interpretação e falsos positivos (RAMOS-VARA, 2017). Dessa forma, 

realizamos o bloqueio das reações inespecíficas utilizando BSA 2%, e Soro 5% (específico do 

anticorpo secundário) diluído em tampão A. 

Passo 7: Incubação com anticorpo primário: Os soros de anticorpos são desenvolvidos 

após a imunização de animais-alvos, dos quais os anticorpos produzidos são obtidos por via 

direta ou indireta (KALYUZHNY, 2016). Assim, existem dois tipos de anticorpos, 

policlonais e monoclonais. Os soros de anticorpos policlonais são produzidos em diversas 

espécies animais, porém, mais comumente em coelho, cavalo, cabra e galinha (DELAHAUT, 

2017). Os soros policlonais, quando comparados ao monoclonais, tem a vantagem de serem 

mais propensos a identificar isoformas múltiplas (epítopos) da proteína alvo (BIANCHI et al., 

2018). Além disso, eles podem ter propriedades imunomoduladoras ou anti-inflamatórias e 

são usados para fins de tratamento em várias patologias, como os anti-soros de veneno de 

cobra, tétano e raiva Clique ou toque aqui para inserir o texto.(SAPSUTTHIPAS et al., 2015). 

Já no caso da produção de anticorpos monoclonais, os animais recebem injeções com o 

antígeno purificado, e após a obtenção de uma resposta imune os linfócitos B (células 

produtoras de anticorpos) são colhidos no baço (RAMOS-VARA, 2017). Devido a curta vida 

das células B, elas são fundidas com células de mieloma, em seguida é feita a seleção de 

hibridomas (célula hibrida produzida) que tenham a especificidade desejada (RAMOS-

VARA, 2017). O hibridoma é uma célula imortal, que produz antígenos específicos para um 

único epítopo (HNASKO; STANKER, 2015). A vantagem do soro monoclonal é a sua maior 

especificidade quando comparado ao soro policlonal (RAMOS-VARA, 2017).  
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Nesse trabalho utilizamos 1 anticorpo primário, que foi diluído em tampão A: 

Quadro 3- Anticorpo primário utilizado na imuno-histoquímica 

Anticorpo primário Hospedeiro Diluição Fabricante Catálogo 

Anti-c-Fos Coelho 1:2000  Santa Cruz 52 

Fonte: Própria. 

3.10.2 2º Parte: Revelação 

Passo 1: Lavagem com tampão A: Foram feitas 3 lavagens com duração de 5 minutos 

cada. 

Passo 2: Preparação e incubação com anticorpo secundário, 90 minutos: O anticorpo 

secundário possui marcação, tem o seu sinal amplificado devido ao anticorpo primário, e a 

escolha depende da espécie e do isotipo (classe) de imunoglobulina que foi usado no 

anticorpo primário (MAGAKI et al., 2019). O anticorpo deve ser diluído no tampão A. A 

quantidade de solução que deve ser usada em cada poço varia de acordo com o número de 

secções. 

 

Quadro 4- Anticorpo secundário utilizado na imuno-histoquímica 

Fonte: Própria. 

Passo 3: Lavagem com tampão A: Foram feitas 3 lavagens com duração de 5 minutos 

cada. 

Passo 4: Incubação com o complexo avidina-biotina (AB) por 2 horas: A avidina é 

uma glicoproteína extraída da clara de ovo que possuí quatro sítios de ligação por molécula e 

apresenta alta afinidade por uma vitamina de baixa massa molecular chamada biotina. Essa 

glicoproteína tem um sítio de ligação para a biotina e pode ser ligada, através de outros locais, 

a um anticorpo (biotinilado) ou qualquer outra macromolécula, como uma enzima, 

fluorocromos ou outro marcador (HYTÖNEN, 2020). Um dos métodos mais comuns de 

avidina-biotina é o complexo AB (JAIN; CHENG, 2017). Nesse caso o anticorpo secundário 

é biotinilado e usa-se como reagente um complexo de avidina misturada com biotina ligada 

com marcador apropriado (RAMOS-VARA, 2017). A avidina e a biotina são deixadas juntas, 

Anticorpo 

secundário 

Espécie alvo Hospedeiro Diluição Fabricante Catálogo 

Coelho Cabra 1:200 Vector Labs BA-1000-1,5 
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em agitação, por aproximadamente 30 minutos antes de serem aplicadas, resultando na 

formação de um grande complexo com numerosas moléculas de marcador (RAMOS-VARA, 

2017). Recomenda-se prepara-lo durante a incubação com o anticorpo secundário. 

Passo 5: Lavagem com tampão A: Fazer 3 lavagens com duração de 5 minutos cada. 

Passo 6: Lavagem com TBS 0,25M – pH 7,4: Os tampões de lavagem são utilizados 

para remover os reagentes entre as diferentes etapas de protocolos de marcação imuno-

histoquímica.  Esta solução ajuda a manter as características morfológicas dos anticorpos e 

dos seus epítopos, de forma a facilitar a ligação específica necessária numa reação imuno-

histoquímica (RAMOS-VARA, 2017). Foram feitas 3 lavagens com TBS 0,25M. 

Passo 7: Revelação com DAB (3,3'-diaminobenzidina; máximo 10 minutos): Neste 

trabalho usamos o cromogênio DAB, que é o mais favorável da enzima Horseradish 

Peroxidase (HRP), o qual após a oxidação forma um polímero de cor marrom, insolúvel e 

estável no local do antígeno alvo (THOMAS; LEMMER, 2005). A DAB foi dissolvida em 

TBS 0,1M (20ml de TBS 0,1M para cada 10mg de DAB). Quando estava próximo de encubar 

adicionamos 3𝜇l de H2O2 30%. Por ser extremamente tóxica, recomenda-se ter muito cuidado 

ao manusear a DAB.  

Passo 8: Lavar com TBS 0,25M: Foram feitas 3 lavagens, com duração de 5 minutos 

cada. 

Passo 9. Montagem das lâminas: Para a montagem das lâminas, já gelatinizadas, 

utilizamos solução de montagem e deixamos secar em temperatura ambiente por, no mínimo 

24 horas. 

Passo 10. Diafanização: As lâminas foram colocadas em uma rede apropriada e 

mergulhadas em cada um dos tanques da bateria de desidratação (Quadro 5). 

 

Quadro 5 - Soluções para diafanização e tempo de cada 

Solução Tempo (min) 

H2O 3 

Álcool 70% 3 

Álcool 95% 3 

Álcool absoluto I 3 

Álcool absoluto II 3 

Xilol 1:1 (50% xilol + 50% álcool absoluto) 3 

Xilol I 3 

Xilo II 3 
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Fonte: Própria. 

Após remoção das lâminas do xilol, as lamínulas foram adicionadas às lâminas com a 

aplicação de Entelan e secadas em temperatura ambiente por, no mínimo, 24 horas. Após esse 

período as lâminas foram limpas com clorofórmio e, assim, prontas para serem vistas sob o 

microscópio.   

3.11 QUANTIFICAÇÃO DA PROTEÍNA c-Fos 

A quantificação da proteína c-Fos foi baseada no descrito por ISSY et al., 2016. As 

imagens foram obtidas em um aumento de 20X, através de uma câmera de vídeo acoplada ao 

microscópio de luz e projetadas em um computador equipado com o programa Leica 

Application Suite, versão 3.0.4, para configurações de luz e cores. Os ajustes realizados na 

câmera e na intensidade da luz foram otimizados para evitar saturação do sinal e mantidos 

constantes até o final da quantificação. As células foram consideradas positivas para proteína 

c-Fos quando apresentavam “manchas” marrons acinzentadas dentro dos núcleos e contadas 

de 2 a 3 secções adjacentes sob microscopia de luz. Uma vez digitalizadas, a contagem 

relativa de imunorreatividade foi expressa em um número de células/0,1 mm2 

automaticamente por configurações no software de análise de imagem Fiji ImageJ 1.53e 

(Wayne Rasband and contributors National Institutes of Health, USA), que identificou e 

contou neurônios imunomarcados de acordo com um nível de cinza que foi determinado 

empiricamente antes da análise. A fim de que somente os núcleos corretos fossem contados, 

foram excluídas da contagem as marcações inespecíficas. 

3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados de PPI foram analisados por análise de variância de duas vias (RM-

ANOVA) com tratamento e intensidade de pré-pulso (três níveis: PPI80; PPI85; PPI90) como 

fatores. Resposta de sobressalto, os diferentes parâmetros comportamentais registrados no 

actímetro e os resultados obtidos na imuno-histoquímica para c-Fos foram analisados por 

ANOVA de uma via. O teste de Tukey foi usado para análise post hoc. Todos os dados são 
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expressos como média ± erro padrão da média (SEM). Para todos os experimentos, o nível de 

significância foi estabelecido em p < 0,05.  

3.13 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Os camundongos foram submetidos a uma sessão de pré-teste do PPI, para uma 

divisão dos grupos e seus respectivos tratamentos de maneira homogênea, conferindo uma 

confiabilidade maior aos dados obtidos no presente estudo. Quatro dias após o pré-teste os 

camundongos foram submetidos ao teste PPI para os desafios farmacológicos. Os 

camundongos utilizados para o primeiro experimento foram reutilizados para o segundo 

experimento, com intervalo de sete dias. Em todos os casos, os animais foram novamente 

submetidos ao teste de PPI em intervalos de 3 a 4 dias para garantir a eliminação do fármaco. 

Para avaliação dos efeitos de doses subefetivas de CBD e NPS associadas no modelo MK-801 

utilizamos grupos independentes para evitar a recorrência do tratamento psicotomimético. 

Este estudo foi dividido nos experimentos detalhados a seguir.  

3.13.1 EXPERIMENTO 1: Teste de PPI e actímetro: Efeitos do CBD e NPS 

O objetivo desse experimento foi confirmar se os fármacos CBD e NPS sozinhos não 

causariam efeitos motores no teste de actímetro, aqui avaliados os parâmetros estereotipia, 

movimentos horizontais e verticais e o prejuízo de PPI em diferentes intensidades de pré-

pulso, aqui avaliadas em 80, 85 e 90 dB. Subgrupos experimentais: n=6-8 por tratamento. 

Imediatamente após o teste de actímetro os animais foram submetidos ao teste de PPI (Figura 

5).   

VEI1+ VEI2+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de veículo 1 (VEI1; 1% 

DMSO, 2% Tween80 e  97%    solução salina), seguida 10 minutos depois de uma aplicação 

i.p. de veículo 2 (VEI2 solução salina), seguida 10 minutos depois de uma aplicação de 

solução salina, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

CBD15mg/kg+ VEI2+SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de CBD15 mg/kg, 
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seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação i.p. de solução salina, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

CBD30mg/kg+ VEI2+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de CBD30 mg/kg, 

seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação i.p. de solução salina sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

CBD60mg/kg+ VEI2+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de CBD60 mg/kg, 

seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação i.p. de solução salina sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

VEI1+ NPS0,05mg/kg+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, seguida 10 

minutos depois pela aplicação i.p. de NPS0,05mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação de solução salina sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

VEI1+ NPS0,5mg/kg+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, seguida 10 

minutos depois pela aplicação i.p. de NPS0,5mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação de solução salina sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

VEI1+ NPS1mg/kg+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, seguida 10 

minutos depois pela aplicação i.p. de NPS1mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação de solução salina sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

VEI1+ NPS2,5mg/kg+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, seguida 10 

minutos depois pela aplicação i.p. de NPS2,5mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação de solução salina sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro.   

Este regime de três injeções garantiu que todos os animais recebessem o mesmo 

número de injeções. 

Figura 5- Protocolo experimenta

 
Fonte: Própria, utilizando o software Biorender. Os animais receberam CBD (canabidiol) na dose de 

15, 30 ou 60mg/kg, ou veículo 1 (VEI1; 1% DMSO, 2% Tween80 e 97% solução salina), seguida, 

10min depois, pela aplicação de veículo 2 (VEI2; solução salina) ou NPS (nitroprussiato de sódio) na 

dose de 0,05, 0,5, 1 ou 2,5mg/kg, seguida, 10min depois, pelo tratamento com solução salina, sendo 
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submetidos, 10min depois, ao teste de actímetro e posteriormente ao teste de PPI (inibição pré-pulso 

do reflexo de sobressalto). Todos os tratamentos foram injetados i.p. (intraperitonealmente). 

 

3.13.2 EXPERIMENTO 2: Teste de PPI e actímetro: A capacidade do NPS e CBD de 

prevenir os efeitos induzidos por MK-801 

O objetivo desse experimento foi reproduzir a capacidade do CBD em prevenir os 

efeitos do MK-801 no paradigma PPI (GOMES et al., 2015a; PEDRAZZI et al., 2021b), 

assim como avaliar se o NPS também previne esse prejuízo. Além disso, avaliamos se essas 

drogas preveniam os efeitos motores gerados pelo MK-801, no teste de actímetro. Com isso, 

determinamos as doses efetivas e subefetivas de CBD e NPS no paradigma PPI. Os 

Subgrupos experimentais consistiram em um n de se 6-8 animais por tratamento. 

Imediatamente após o teste de actímetro os animais foram submetidos ao teste de PPI (Figura 

6).   

VEI1+ VEI2+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos depois de uma aplicação de solução 

salina, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

VEI1+ VEI2+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, 

seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação i.p. de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de 

actímetro.  

CBD15mg/kg+ VEI2+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de 

CBD15 mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação i.p. de solução MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos 

depois ao teste de actímetro. 

CBD30mg/kg+ VEI2+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de 

CBD30 mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação i.p. de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao 

teste de actímetro. 

CBD60mg/kg+ VEI2+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de 

CBD60 mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos 
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depois de uma aplicação i.p. de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao 

teste de actímetro.  

VEI1+ NPS0,05mg/kg+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de 

VEI1, seguida 10 minutos depois pela aplicação i.p. de NPS0,05mg/kg seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste 

de actímetro. 

VEI1+ NPS0,5mg/kg+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de 

VEI1, seguida 10 minutos depois pela aplicação i.p. de NPS0,5mg/kg seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste 

de actímetro. 

VEI1+ NPS1mg/kg+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, 

seguida 10 minutos depois pela aplicação i.p. de NPS1mg/kg seguida 10 minutos depois de 

uma aplicação de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de 

actímetro. 

VEI1+ NPS2,5mg/kg+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de 

VEI1, seguida 10 minutos depois pela aplicação i.p. de NPS2,5mg/kg seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste 

de actímetro. 

Figura 6- Protocolo experimental 2 

 

Fonte: Própria, utilizando o software Biorender. Os animais receberam CBD (canabidiol) na dose de 

15, 30 ou 60mg/kg, ou veículo (VEI1; 1% DMSO, 2% Tween80 e 97% solução salina), seguida, 

10min depois, pela aplicação de veículo 2 (VEI2; solução salina) ou NPS (nitroprussiato de sódio) na 

dose de 0,05, 0,5, 1 ou 2,5mg/kg, seguida, 10min depois, pelo tratamento com MK-801 0,5mg/kg ou 

solução salina, sendo submetidos, 10min depois, ao teste de actímetro, seguido do teste de PPI 

(inibição pré-pulso do reflexo de sobressalto). Todos os tratamentos foram injetados i.p. 

(intraperitonealmente). 
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3.13.3 EXPERIMENTO 3: Teste de PPI e actímetro: Efeito da associação CDB e NPS 

no prejuízo induzido por MK-801 

Após determinadas as doses subefetivas no experimento anterior, avaliamos se o 

tratamento conjunto com essas doses subefetivas de CBD e NPS previnem a deficiência no 

processamento de informações no teste de PPI e efeitos motores no teste de actímetro, 

induzidos pelo MK-801. Subgrupos experimentais: n=6-8 por tratamento. Respeitando o 

mesmo delineamento dos experimentos anteriores, imediatamente após o teste de actímetro os 

animais foram submetidos ao teste de PPI.  

VEI1+ VEI2+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos depois de uma aplicação de solução 

salina, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

CBD15mg/kg+ VEI2+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de CBD15 mg/kg, 

seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação i.p. de solução salina, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

VEI1+ NPS0,5mg/kg+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, seguida 10 

minutos depois pela aplicação i.p. de NPS0,5mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação de solução salina, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de actímetro. 

CBD15mg/kg+ NPS0,5mg/kg+ SAL: Animais receberam a aplicação i.p. de CBD15 

mg/kg, seguida 10 minutos depois pela aplicação i.p. de NPS0,5mg/kg, seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação de solução salina, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de 

actímetro. 

VEI1+ VEI2+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de VEI1, 

seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos depois de uma 

aplicação i.p. de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste de 

actímetro.  

CBD15mg/kg+ VEI2+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de 

CBD15 mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma aplicação i.p. de VEI2, seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação i.p. de solução MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos 

depois ao teste de actímetro. 

VEI1+ NPS0,5mg/kg+ MK-801 0,5mg/kg: Animais receberam a aplicação i.p. de 

VEI1, seguida 10 minutos depois pela aplicação i.p. de NPS0,5mg/kg seguida 10 minutos 

depois de uma aplicação de MK-801 0,5 mg/kg, sendo submetidos, 10 minutos depois ao teste 
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de actímetro. 

CBD15mg/kg+ NPS0,5mg/kg+ MK-801: Animais receberam a aplicação i.p. de 

CBD15mg/kg, seguida 10 minutos depois de uma aplicação de NPS0,5mg/kg, seguida 10 

minutos depois de uma aplicação de MK-801 0,5 mg/kg sendo submetidos, 10 minutos depois 

ao teste de actímetro.  

Imediatamente após o término do teste de PPI (≅60min após o tratamento com MK-

801), os animais foram eutanasiados e seus encéfalos foram cuidadosamente retirados. 

Obtivemos secções nas regiões de interesse, que foram submetidas a imuno-histoquímica para 

a proteína c-Fos.  

Figura 7- Protocolo experimental 3 

 
Fonte: Própria, utilizando o software Biorender. Os animais receberam CBD (canabidiol) 15mg/kg, ou 

veículo (1% DMSO, 2% Tween80 e 97% solução salina), seguida, 10min depois, pela aplicação de 

NPS (nitroprussiato de sódio) 0,5mg/kg, ou veículo (solução salina), seguida, 10min depois, pelo 

tratamento com MK-801 0,5mg/kg ou solução salina, sendo submetidos, 10min depois, ao teste de 

actímetro, seguido pelo teste de PPI (inibição pré-pulso do reflexo de sobressalto). Todos os 

tratamentos foram injetados i.p (intraperitonealmente).   
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4 RESULTADOS 

Seguem, abaixo, os resultados obtidos no presente estudo. 

4.1 TESTE DE PPI E ACTÍMETRO: EFEITOS DO CBD E NPS   

Como descrito no delineamento experimental, nosso primeiro passo foi confirmar se o 

CBD, NPS e seus respectivos veículos per se não causariam ruptura ou prejuízo de PPI em 

diferentes intensidades de pré-pulso analisadas (80, 85 e 90dB) e efeitos motores no teste de 

actímetro, que avaliou movimentos estereotipados, movimentos horizontais e verticais.  

O teste de actímetro revelou que o tratamento com NPS 2,5 mg/kg diminuiu os 

movimentos estereotipados em relação aos animais que receberam solução salina [F8, 49 = 

15,24, p = <0,0001], assim como reduziu os movimentos horizontais [F8, 49 = 7,396, p = 

<0,0001]. Além disso, a dose de 0,05 mg/kg de NPS aumentou os movimentos verticais [F8, 49 

= 5,644, p = <0,0001]. Teste de Tukey, p < 0,05 (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Teste de actímetro: Efeito do CBD e NPS  

Tratamento 

Estereotipia 

      (cts) 

Movimento 

Horizontal (cts) 

Movimento 

Vertical (cts) 

Salina 781 ± 49.99 1413 ± 221.40 31 ± 11.76  

CBD15-salina 666 ± 33.44 1453 ± 146.90 25 ± 4.66 

CBD30-salina 775 ± 48.23 1385 ± 68.68 32 ± 2.44 

CBD60-salina 819 ± 29.66 1693 ± 218.40 38 ± 5.56 

NPS0,05-salina 917 ± 42.30 1753 ± 93.68 68 ± 4.65* 

NPS0,5-salina 755 ± 85.67 1329 ± 101.00 41 ± 6.59 

NPS1-salina 767 ± 60.29 1230 ± 131.30 35 ± 6.33 

NPS2,5-salina 120 ± 44.81* 219 ± 84.15* 2 ± 1.01 

Fonte: Própria. Os camundongos foram injetados via i.p. com salina ou CBD (canabidiol; 15, 30 ou 60 

mg/kg) ou NPS (nitroprussiato de sódio; 0,05, 0,5, 1 ou 2,5 mg/kg), seguido 10 min depois por solução 

salina. Foi realizada a contagem (cts) do número de movimentos estereotipados (estereotipia), 

horizontais e verticais. Os dados são apresentados como média ± SEM, ANOVA de uma via seguida 

de post hoc Tukey; p<0.05* comparado com o grupo salina.  

 

Dentre os compostos testados (CBD 15, 30, 60mg/kg e NPS 0,05, 0,5, 1, 2,5mg/kg) 
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nenhum causou prejuízo no desempenho dos animais no teste de PPI. Em contrapartida, a 

dose de 15mg/kg de CBD melhorou a resposta dos animais na intensidade de 90 dB. As 

análises de variância revelaram um efeito significativo da intensidade de pré-pulso [F1.916, 91.97 

= 6,967, p =0,0018] e tratamento [F8, 48 = 2,951, p =0,0091], mas não uma interação entre a 

intensidade de pré-pulso e o tratamento [F16, 96 = 1,113, p =0,3548] (teste de Tukey, p < 0,05; 

Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Teste de PPI (%): Efeitos do CBD e NPS 

Tratamento 80dB 85dB 90dB 

Salina (10ml/kg) 65 ± 6.02 69 ± 4.58 69 ± 2.88 

CBD15 mg/kg - salina 72 ± 2.16 76 ± 2.00 82 ± 1.91* 

CBD30 mg/kg - salina 68 ± 2.77 71 ± 3.40 79 ± 2.61 

CBD60 mg/kg - salina 50 ± 4.62 55 ± 4.38 55 ± 6.48 

NPS0,05 mg/kg - salina 62 ± 1.83 65 ± 6.34 74 ± 4.88 

NPS0,5 mg/kg - salina 76 ± 3.24 72 ± 4.83 73 ± 4.92 

NPS1 mg/kg - salina 50 ± 8.45 55 ± 8.85 59 ± 8.77 

NPS2,5 mg/kg - salina 67 ± 6.31 67 ± 6.78 66 ± 6.27 

Fonte: Própria. Os camundongos foram injetados via i.p. com salina ou CBD (canabidiol; 15, 30 ou 60 

mg/kg) ou NPS (nitroprussiato de sódio; 0,05, 0,5, 1 ou 2,5 mg/kg), seguido 10 min depois por 

solução salina. Os dados são apresentados como média ± SEM, ANOVA de duas vias seguida de post 

hoc Tukey, p<0.05* comparado com o grupo salina. 

 

Nenhum tratamento alterou a amplitude do reflexo de sobressalto (Startle; F8, 48 = 

1,182, p = 0,3297; Tabela 3).  

 

Tabela 3- Efeitos do tratamento medicamentoso no Startle  

Tratamento  Média ± SEM n  

Salina (10ml/kg) 688 ± 62.40 8  

CBD15 mg/kg - salina 649 ± 79.94 8  

CBD30 mg/kg - salina 1002 ± 192.60 6  

CBD60 mg/kg - salina 552 ± 104.40 6  

NPS0,05 mg/kg - salina 728 ± 133.50 6  

NPS0,5 mg/kg - salina 781 ± 64.02 6  

NPS1 mg/kg - salina 722 ± 270.90 6  

NPS2,5 mg/kg - salina 499 ± 74.45 6  

Fonte: Própria. Os valores são médias em unidades arbitrárias (AU); o número de camundongos por 

grupo está indicado na coluna da direita. Os camundongos foram injetados via i.p. com salina ou CBD 
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(canabidiol; 15, 30 ou 60 mg/kg) ou NPS (nitroprussiato de sódio; 0,05; 0,5; 1 ou 2,5 mg/kg), seguido 

10 min depois por solução salina. Os dados são apresentados como média ± SEM, ANOVA de uma via 

seguida de post hoc Tukey. 

4.2 DETERMINAÇÃO DE DOSES EFETIVAS E SUBEFETIVAS DE CBD E NPS NO 

PREJUÍZO INDUZIDO POR MK-801 NO PARADIGMA PPI E ACTÍMETRO 

Nosso segundo passo foi confirmar os efeitos benéficos do CBD em prevenir o 

prejuízo induzido por MK-801 no paradigma PPI, verificar se o NPS também prevene esse 

prejuízo e, assim, determinar as possíveis doses subefetivas de CBD e NPS nesse prejuízo. 

Além disso, avaliamos se o pré-tratamento com esses compostos apresentavam efeito sobre o 

tratamento com MK-801, no teste de actímetro. 

O teste de actímetro revelou que o pré-tratamento com NPS 2,5 mg/kg diminuiu os 

movimentos estereotipados em relação ao grupo salina e ao grupo MK-801 [F8, 49 = 8,552, p 

<0,0001]. O MK-801 (0,5 mg/kg) provocou uma diminuição significativa dos movimentos 

horizontais em todos os tratamentos, potencializada pelo o pré-tratamento com NPS 2,5 

mk/kg [F8, 49 = 9,856, p <0,0001], e nos movimentos verticais ( 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8; teste de Tukey, p < 0,05) [F8, 47 = 21,01, p <0.0001]. Nenhuma das doses 

testadas de CBD e NPS preveniu o prejuízo induzido pelo MK-801.  
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Figura 8- Teste de actímetro: Efeito do CBD e NPS no prejuízo induzido por MK-801 
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Fonte: Própria. Os camundongos foram injetados via i.p. com VEI1 (veículo 1) ou CBD 

(canabidiol;15, 30 ou 60 mg/kg), seguido 10 min depois de VEI2 (veículo 2) ou NPS (nitroprussiato 

de sódio; 0,05, 0,5, 1 ou 2,5 mg/kg), seguido 10 min depois por solução salina ou MK-801 (0,5mg/kg). 

1A-Estereotipia Total: os animais que receberam NPS 2,5 mg/kg e MK-801 0,5 mg/kg apresentou 

redução da estereotipia total quando comparado aos grupos salina. 1B-Movimento Horizontal: O 

tratamento com MK-801 provocou uma diminuição dos movimentos horizontais. O pré-tratamento 

com CBD (15, 30 ou 60 mg/kg) ou NPS (0,05; 0,5; 1 ou 2,5 mg/kg) não preveniu o prejuízo induzido 

pelo MK-801. 1C-Movimento Vertical: O tratamento com MK-801 reduziu os movimentos verticais, o 

qual não foi prevenido por nenhum dos fármacos nas doses testadas. As barras são médias ± SEM, os 

dados foram analisados usando ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey, *p<0.05 
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comparado com salina, #p<0,05 comparado com MK-801. 

 

O tratamento agudo com MK-801 (0,5 mg/kg) induziu um prejuízo no desempenho 

dos animais submetidos ao PPI em todas as intensidades de pré-pulso quando comparado com 

animais que receberam o tratamento salina (teste de Tukey, p <0,05; Figura 9). O CBD na 

dose de 60 mg/kg e NPS 2,5 mg/kg preveniram esse prejuízo. O pré-tratamento com CBD 15 

e 30 mg/kg, bem como com NPS 0,05, 0,5 e 1,0 mg/kg não preveniram esse prejuízo (Figura 

9). As análises de variância revelaram um efeito significativo da intensidade de pré-pulso 

[F1.818, 89.08 = 9,708, p =0,0002] e tratamento [F8, 49 = 13,34, p <0,0001], mas não uma 

interação entre a intensidade de pré-pulso e o tratamento [F16, 98 = 0,6031, p =0,8745]. Teste 

de Tukey, p <0,05. 

 

Figura 9- Teste de PPI: Efeito do CBD e NPS no prejuízo induzido por MK-801  

 
Fonte: Própria. Os camundongos foram injetados via i.p. com VEI1 (veículo 1) ou canabidiol (CBD; 

15, 30 ou 60 mg/kg), seguido 10 min depois de VEI2 (veículo 2) ou NPS (nitroprussiato de sódio; 

0,05, 0,5, 1 ou 2,5 mg/kg), seguido 10 min depois por solução salina ou MK-801 (0,5mg/kg). PPI: Pré-

pulsos (PP) de 80, 85 ou 90 dB. O efeito disruptivo do MK-801 no teste de PPI foi revelado em todas 

as intensidades de pré-pulso (n=6-8 por tratamento). O NPS nas doses de 0,05, 0,5 ou 1,0 mg/kg não 

neutralizou a interrupção de PPI induzida pelo MK-801, mas houve prevenção desse prejuízo na dose 

de 2,5 mg/kg em todas as intensidades de PP (n=6 por tratamento). O CBD nas doses de 15 e 30mg/kg 

não contrariou o efeito disruptivo do MK-801 no PPI (n=6 por tratamento). O tratamento com CBD na 

dose de 60mg/kg preveniu a interrupção de PPI induzida por MK-801 em todas as intensidades de PP. 

As barras são médias ± SEM, os dados foram analisados usando ANOVA de duas vias seguido pelo 

teste post hoc de Tukey, *p<0.05 comparado com salina, #p<0,05 comparado com MK-801. 
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 Em relação ao reflexo de sobressalto, como podemos observar na Figura 10, nenhum 

tratamento alterou a amplitude do Startle [F8, 49 = 0,9987, p = 0,4491]. 

 

Figura 10- Startle: Efeito do CBD e NPS no prejuízo induzido por MK-801 

 
Fonte: Própria. Reflexo de sobressalto (Startle): Os camundongos foram injetados via i.p. com VEI1 

(veículo 1) ou CBD (canabidiol; 15, 30 ou 60 mg/kg), seguido 10 min depois de VEI2 (veículo 2) ou 

NPS (nitroprussiato de sódio; 0,05, 0,5, 1 ou 2,5 mg/kg), seguido 10 min depois por solução salina ou 

MK-801 (0,5mg/kg). Os valores são médias em unidades arbitrárias (AU); os dados são apresentados 

como média ± SEM, ANOVA de uma via. 

4.3 EFEITO DE DOSES SUBEFETIVAS DE CBD E NPS NO PREJUÍZO INDUZIDO 

POR MK-801 NO PARADIGMA PPI E ACTÍMETRO 

Após determinada as doses subefetivas de CBD e NPS, nosso terceiro passo foi 

verificar se a associação dessas previnem as alterações comportamentais observadas em 

modelo experimental de esquizofrenia, utilizando o MK-801, no teste de actímetro e PPI.  

O teste de actímetro revelou que os tratamentos não alteraram o número de 

movimentos estereotipados (Figura 11A) [F7, 53 = 1,281, p = 0,0012]. Em contrapartida, todos 

os animais tratados com MK-801 (0,5 mg/k) tiveram uma diminuição dos movimentos 
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horizontais (Figura 11) [F7, 53 = 17,78, p <0,0001] e verticais (Figura 11C; teste de Tukey, 

p <0,05) [F7, 53 = 8,334, p <0,0001].  

 

Figura 11 – Teste de actímetro: Efeito de doses subefetivas de CBD e NPS no prejuízo 

induzido por MK-801 

 
Fonte: Própria. Os camundongos foram injetados via i.p. com VEI1 (veículo 1) ou CBD (canabidiol; 

15mg/kg), seguido 10 min depois por VEI2 (veículo 2) ou NPS (nitroprussiato de sódio; 0,5 mg/kg), 

seguido 10 min depois por solução salina ou MK-801 (0,5mg/kg; n=6-8 por tratamento).  A-

Estereotipia Total: os animais tratados com MK-801 (0,05 mg/kg) não apresentaram diferença 

significativa comparados ao grupo salina. B-Movimento Horizontal Total: O tratamento com MK-801 

(0,05 mg/kg) não houve diferença significativa dos movimentos horizontais totais entre os 
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tratamentos. 4C-Movimento Vertical Total: O MK-801 (0,05 mg/kg) reduziu os movimentos verticais 

totais. O pré-tratamento com CBD (15 mg/kg) ou NPS (0,5 mg/kg), bem como a associação das duas 

drogas, não preveniram a diminuição dos movimentos induzida pelo MK-801. As barras são médias  ±  

SEM, os dados foram analisados usando ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey, 

*p<0.05 comparado com salina. 

 

O tratamento com MK-801 (0,5 mg/kg) prejudicou o desempenho dos animais no teste 

de PPI, em todas as intensidades de pré-pulso avaliadas, quando comparado com o grupo 

controle. A associação de NPS (0,5 mg/kg) e CBD (15 mg/kg) não foi efetiva na prevenção 

do prejuízo dos animais no teste de PPI, induzido pelo MK-801 (teste de Tukey, p < 0,05; 

Figura 12). As análises de variância revelaram um efeito significativo da intensidade de pré-

pulso [F1.967, 104.2 = 21,90, p < 0,0001] e tratamento [F7, 53 = 12,49, p < 0,0001], e interação 

entre a intensidade de pré-pulso e o tratamento [F14, 106 = 2.717, p = 0,0019]. 

 

Figura 12 – Teste de PPI: Efeito de doses subefetivas de CBD e NPS no prejuízo induzido por 

MK-801 

 
Fonte: Própria. Os camundongos foram injetados via i.p. com VEI1 (veículo 1) ou CBD (canabidiol; 

15mg/kg), seguido 10 min depois por VEI2 (veículo 2) ou NPS (nitroprussiato de sódio; 0,5 mg/kg), 

seguido 10 min depois por solução salina ou MK-801 (0,5mg/kg; n=6-8 por tratamento). Pré-pulsos 

(PP) de 80, 85 ou 90 dB. O NPS e o CBD não neutralizaram o prejuízo de PPI induzido pelo MK-801. 

As barras são médias ± SEM, os dados foram analisados usando ANOVA de duas vias seguido pelo 

teste post hoc de Tukey, *p<0.05 comparado com salina.  

 

Nenhum dos tratamentos provocou alteração significativa na amplitude do Startle 
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(Figura 13) [F4, 25 = 0,4846, p = 0,7468].  

 

Figura 13- Startle: Efeito de doses subefetivas de CBD e NPS no prejuízo induzido por MK-

801 

 
Fonte: Própria. Reflexo de sobressalto (Startle): Os camundongos foram injetados via i.p. com VEI1 

(veículo 1) ou CBD (canabidiol; 15mg/kg), seguido 10 min depois por VEI2 (veículo 2) ou NPS 

(nitroprussiato de sódio; 0,5 mg/kg), seguido 10 min depois por solução salina ou MK-801 (0,5mg/kg; 

n=6-8 por tratamento). Os valores são médias em unidades arbitrárias (AU); os dados são apresentados 

como média ± SEM, ANOVA de uma via. 

4.3.1 Avaliação da expressão da proteína c-Fos  

Imediatamente após o término do teste de PPI, os animais foram eutanasiados e os 

encéfalos foram removidos de acordo com o descrito em “Materiais e Métodos”. A expressão 

da proteína c-Fos foi avaliada no córtex pré-frontal medial PrL e IL, estriado dorsal DL e DM, 

AcbC e AcbSh, RSC, DG e região CA1 e CA3 do hipocampo dorsal (Figura 4).  
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4.3.1.1 Córtex pré-frontal medial pré-límbico e infra-límbico 

A análise de variância do córtex pré-frontal PrL revelou alteração significativa do 

número de núcleos neuronais positivamente marcados pela imuno-histoquímica para a 

proteína c-Fos entre os tratamentos [F7,40 = 4,839, p = 0,0005]. A análise post hoc revelou 

um aumento da expressão de c-Fos no grupo tratado com VEI1 e VE2 e MK-801 (0,5mg/kg; 

Tukey, p = 0,0523; 

Figura 14A;  

 

Figura 15A-H). O pré-tratamento com a associação de CBD (15mg/kg) e NPS 

(0,5mg/kg) impediu esse aumento (Tukey, p<0,05; 

Figura 14A). Em relação à porção infra-límbica (representado na  

Figura 14B) a administração de MK-801 resultou em um aumento robusto no número 

de núcleos positivos para c-Fos [F4, 40 = 5,541, p = 0,0002; Tukey, p<0,05]. O pré-

tratamento com CBD e NPS resultou em uma atenuação significativa do número de núcleos 

imunorreativos a c-Fos no IL (Tukey, p<0,05;  

 

Figura 15A'-H’).  

 

Figura 14- Avaliação da Expressão de c-Fos
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Figura 15- Representação da expressão de c-Fos no Córtex pré-frontal e Estriado DL 

 

Fonte: própria. Fotomicrografias mostrando células c-FOS+ no córtex pré-frontal medial (A-H, A’-H’) 

região PrL (pré-límbica; A-H) e IL (infralímbica; A’-H’) e no estriado DL (dorsolateral; A’’-H’’) de 

animais tratados via ip com VEI1 (veículo1; 1% DMSO, 2% Tween80 e 97% solução salina), VEI2 

(veículo 2; solução salina) e salina, (A, A' e A’’); CBD (Cannabibiol; 15mg/kg), VEI2 e salina (B, B' e 

B’’); VEI1, NPS (Nitroprussiato de Sódio; 0,5mg/kg) e salina (C, C’ e C'); CBD (15mg/kg), NPS 

(0,5mg/kg) e salina (D, D’ e D’’); VEI1, VEI2 e MK-801 (0,5mg/kg; E, E' e E’’); CBD (15mg/kg), 

VEI2 e MK-801 (0,5mg/kg; F e F'); VEI1, NPS (0,5mg/kg) e MK-801 (0,5mg/kg; G, G' e G’’); CBD 

(15mg/kg), NPS (0,5mg/kg) e MK-801 (0,5mg/kg; H, H' e H’’). Barra = 100 μm. Ampliação objetiva 

20X. 

4.3.1.2 AcbC e AcbSh 

A anova de variância mostrou alteração significativa do número de núcleos neuronais 

positivamente marcados para a proteína c-Fos no AcbC [F7, 40 = 5,670, p = 0,0001]. A análise 
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post hoc revelou um efeito marginal nos animais tratados com MK-801 (0,5mg/kg; Tukey, p 

= 0,065;  

Figura 14C). Esse aumento marginal não foi prevenido pelo pré-tratamento com CBD 

(15mg/kg) e NPS (0,5mg/kg) associados. Quanto ao AcbSh, o tratamento com MK-801 

aumentou o número de células positivas para c-Fos [F 7, 40 = 7,458, p<0,0001; p = 0,0036]. 

Novamente, o pré-tratamento com a associação de drogas não preveniu esse aumento (Tukey, 

p <0,05;  

Figura 14D).   

4.3.1.3 Estriado DM e DL 

A análise de variância revelou alteração significativa da expressão de c-Fos entre os 

tratamenos no estriado DM [F7,40 = 4, 137, p = 0,0017] e DL [F7, 39 = 6,509, p <0,0001]. O 

MK-801 (0,5mg/kg) levou a um aumento no número de núcleos imunorreativos para c-Fos 

tanto na porção DM (Tukey, p = 0,0097;  

Figura 14E) e DL (Tukey, p = 0,0005;  

Figura 14F). O pré-tratamento com CBD (15mg/kg) e NPS (0,5mg/kg) não produziu 

uma atenuação significativa de c-Fos induzido por MK-801 no estriado DM (Tukey, p <0,05). 

Em contrapartida, esse aumento foi prevenido pelo pré-tratamento com NPS (0,5mg/kg) e 

pela associação de CBD (15mg/kg) e NPS (0,5mg/kg) no DL (Tukey, p <0,05;  

 

Figura 15A’’-H’’). 

4.3.1.4  DG 

A análise de variância não revelou alteração significativa da expressão da proteína c-

Fos entre os tratamentos [F7, 40 = 1,316, p = 0,2682] ( 

Figura 14G).  
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4.3.1.5 CA1 e CA3 do hipocampo dorsal  

A análise de variância não revelou alteração significativa do número de núcleos 

neuronais marcados pela imuno-histoquímica para a proteína c-Fos na região CA1 [F7, 40 = 

1,446, p = 0,2146] ( 

Figura 14H) e CA3 [F7, 40 = 2,125, p = 0,0629] ( 

Figura 14I) do hipocampo dorsal.  

4.3.1.6 RSC 

A análise de variância revelou alteração significativa do número de núcleos neuronais 

marcados pela imuno-histoquímica para a proteína c-Fos [F 7, 40 = 3,786, p = 0,0031], 

entretanto, o post hoc não tenha detectado diferença significativa entre os animais que 

receberam VEH1, VEI2 e MK-801 (0,5mg/kg) quando comparados aos animais VEH1, VEI2 

e salina ( 

Figura 14J).  
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5 DISCUSSÃO  

O presente estudo teve como objetivo investigar se o CBD e NPS associados previnem 

as alterações promovidas pelo MK-801 nos testes de PPI e actímetro assim como na 

expressão induzida da proteína c-Fos em regiões límbicas do tecido nervoso central. O MK-

801 causou prejuízo no teste de PPI e aumento de células positivas para c-Fos no córtex pré-

frontal medial, no estriado e no núcleo accumbens. O CBD e o NPS isoladamente ou em 

associação não alteraram o desempenho dos animais no teste de PPI e na resposta de 

sobressalto ao pulso. A associação de doses não terapêuticas de CBD e NPS não preveniu as 

alterações comportamentais induzidas pelo MK-801 no ensaio de PPI e actímetro. Em 

contrapartida, essa associação impediu o aumento na expressão de c-Fos no córtex pré-frontal 

medial e no estriado dorsolateral. 

5.1 MODELO DO DESENHO EXPERIMENTAL 

É sabido na literatura que roedores expostos a antagonistas glutamatérgicos, como o 

MK-801, apresentam uma série de alterações comportamentais que mimetizam os sintomas da 

esquizofrenia em humanos (ADLER et al., 1999; KRYSTAL et al., 1994; LAHTI et al., 

1995; MALHOTRA et al., 1997). Estas são decorrentes da hipofunção do receptor NMDA, 

proposta para desempenhar um papel importante na fisiopatologia desse transtorno e alvo de 

novas estratégias para seu tratamento (NAKAZAWA; SAPKOTA, 2020; WU; HUANG; WU, 

2021). A ação de antagonistas de receptores NMDA em modelos animais dão robustez a 

hipótese glutamatérgica da esquizofrenia, já que induzem manifestações comportamentais 

como alteração na atividade locomotora (CHEN et al., 2022), estereotipias (PENG et al., 

2022), deficiências no processamento de informações, prejuízos cognitivos (KOSTYALIK et 

al., 2022) e na interação social (SALMANI et al., 2022), conferindo validade a esse modelo 

farmacológico para o estudo da neurobiologia da esquizofrenia na área básica. 

Nesse sentido, conforme mencionado, o MK-801, foi o fármaco escolhido para a 

condução dos ensaios deste estudo, já que mimetiza uma série de alterações comportamentais 

relacionados a sintomatologia da esquizofrenia. Como resultados, observamos que a aplicação 

aguda de MK-801 prejudicou o desempenho dos camundongos submetidos ao teste de PPI, 
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sem qualquer modificação da amplitude de sobressalto. Estes resultados são consistentes com 

outros estudos que indicam alteração no teste de PPI, mas não no reflexo de sobressalto, após 

o tratamento agudo com MK-801 (CORTEZ et al., 2022; ISSY et al., 2020; PEDRAZZI et 

al., 2021b) e crônico intermitente (GOMES et al., 2015a, 2015b). O PPI é uma ferramenta útil 

para avaliar os mecanismos envolvidos no processamento de informações, deficiente em 

pacientes com esquizofrenia, e é frequentemente utilizado como uma ferramenta robusta para 

a investigação de fármacos com perfil antipsicótico (CORTEZ et al., 2022; FREE et al., 

2022). Assim, o PPI apresenta validade preditiva, ao passo que seu comprometimento pode 

ser prevenido por fármacos antipsicóticos típicos e atípicos, tanto em humanos portadores do 

transtorno, quanto em modelos farmacológicos conduzidos em roedores (KAYGISIZ et al., 

2022). A inibição do reflexo de sobressalto mediante a um estímulo de menor intensidade que 

precede o pulso de maior intensidade é regulada por circuitos do prosencéfalo, como 

hipocampo, amígdala, núcleo accumbens e córtex pré-frontal medial (FENDT; LI; 

YEOMANS, 2001; KOCH; SCHNITZLER, 1997).  

Já o teste de actímetro permite uma avaliação de diversos parâmetros do 

comportamento motor dos roedores, que abrange a locomoção, movimentos horizontais, 

movimentos verticais e comportamentos estereotipados (andar em círculos, cheirar, lamber, 

morder, roer e grooming; MAO et al., 2021). Em nosso estudo foi observada uma diminuição 

da atividade locomotora no teste do actímetro, condizente com estudos que mostram que as 

alterações comportamentais induzidas pelo tratamento agudo com MK-801 estão relacionadas 

à atividade locomotora (CHEN et al., 2022). Tais comportamentais dos animais são 

selecionados para avaliar sintomas do tipo positivo da esquizofrenia (BOUET et al., 2021).  

Dados da literatura mostram um efeito bifásico a respeito das alterações na locomoção 

induzidas pelo MK-801, enquanto em parte dos estudos é observado indução de hiperlomoção 

(ANDRADE et al., 2021; CORTEZ et al., 2022; MAO et al., 2021), em outros é mencionado 

uma hipolocomoção (ZHAO et al., 2022) após o tratamento com este fármaco. Estudos 

pioneiros de Starr e colaboradores (1994) mostraram que camundongos tratados agudamente 

com MK-801 apresentaram hiperlocomoção em doses baixas (0,2-0,4 mg/kg) e 

hipolocomoção e ataxia em altas doses (1,6 mg/kg), enquanto o CGP 40116, antagonista 

competitivo do receptor NMDA, suprimiu o comportamento motor dependente da dose 

(STARR; STARR, 1994). Mao e seu grupo (2021) observaram que a aplicação de MK-801 

em camundongos promoveu hiperlocomoção, bem como dos comportamentos estereotipados, 

os quais foram atenuados pela administração do antipsicótico atípico clozapina e guanosina. 

Em estudo recente de Zhao e seu grupo (2022), camundongos foram submetidos ao 
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tratamento crônico com MK-801, na mesma dose utilizada em nosso estudo (0,5 mg/ kg), por 

5 dias. O MK-801 além de induzir hipolocomoção, induziu déficits sociais e alterações 

moleculares (ZHAO et al., 2022). Todas essas alterações induzidas pelo MK-801 foram 

atenuadas pela administração de sevoflurano, um fármaco volátil comumente utilizado para 

anestesia geral inalatória (ZHAO et al., 2022). Estes estudos sugerem que o MK-801 

apresenta efeito bifásico, que pode ser explicado, pelo menos em parte, pela concentração 

utilizada e o tempo entre a administração e o ensaio.  

5.2 EFEITOS DO CBD 

Long e colaboradores (2006) observou em seu estudo que o MK-801 (0,3–1 mg/kg ip) 

interrompeu o PPI de forma dose dependente enquanto o CBD (5 mg/kg i.p.) reverteu com 

sucesso o prejuízo induzido pelo MK-801 (1 mg/kg i.p.), assim como o antipsicótico atípico 

clozapina (4 mg/kg ip), no qual foi utilizado como controle positivo. Esse foi o primeiro 

relato de que o CBD poderia restaurar os déficits no processamento de informações induzidos 

por um fármaco psicotomimético, como é o caso do MK-801 (LONG; MALONE; TAYLOR, 

2006). Entretanto, o perfil antipsicótico do CBD já havia sido descrito em outras abordagens, 

sobretudo em manipulações farmacológicas que investigaram os efeitos do aumento da 

neurotransmissão dopaminérgica em distintos comportamentos associados sobretudo aos 

sintomas positivos da esquizofrenia. Como exemplo, o CBD foi capaz de prevenir a 

estereotipia, secreção de prolactina e ptose da pálpebra, induzidos por apomorfina em ratos, 

assim como a hiperlocomoção induzida por anfetamina em camundongos submetidos ao 

campo aberto (ZUARDI; ANTUNES RODRIGUES; CUNHA, 1991; MOREIRA E 

GUIMARÃES, 2005). O CBD é o principal e mais abundante constituinte não 

psicotomimético da planta Cannabis sativa, capaz de reverter, em humanos saudáveis, os 

efeitos do THC, o principal psicotomimético desta planta (BHATTACHARYYA et al., 2010; 

KARNIOL et al., 1974; ZUARDI et al., 1982). Gomes e colaboradores (2015) descreveram a 

capacidade do tratamento crônico de 28 dias com CBD (30 e 60 mg/kg) em prevenir o 

prejuízo no teste de PPI, atenuar a expressão de FosB/ΔFosB no CPFm (GOMES et al., 

2015a) e alterações gliais (GOMES et al., 2015b) induzidas pelo tratamento crônico com MK-

801 (0,5 mg/kg) em camundongos. Uma visão geral da aplicação de CBD e suas 

concentrações no teste de PPI é apresentada na Tabela 4. 
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Tabela 4- Uma Visão Geral da aplicação de CBD e as concentrações usadas no teste de PPI 

Animal 
Dose de CBD 

(mg/kg) 
Aplicação 

Efeito 

motor do 

CBD 

Resposta no teste de PPI 
Intensidade 

(dB) 

Intervalo 

tratamento e 

teste 

Autores Tratamento 

(mg/kg) 
Efeito 

Pré-tratamento 

(CBD; mg/kg) 

Camundongo 

Suíço 
5 ip   Agudo (-) MK-801 1 mg/kg Prejuízo Atenuou 3, 6 e 12   20 min 

Long et al., 

2006 

Camundongo 

Suíço 
30 e 60 ip    Agudo (-) 

Anfetamina 10 

mg/kg 
Prejuízo Atenuou 80, 85 e 90   30 min 

Pedrazzi et 
al.,2015 

Camundongo 

Suíço 
30 e 60 ip   Agudo (-) 

Anfetamina 5 

mg/kg 
Prejuízo Atenuou 80, 85 e 90   24 horas 

Pedrazzi et 

al., 2021 Camundongo 

Suíço 
30 e 60 ip   Agudo (-) MK-801 0,5 mg/kg Prejuízo Atenuou 80, 85 e 90   24 horas 

Camundongo 

C57BL/6J 
1, 5 e 50 ip   Agudo (-) - - Aumentou 4, 82 e 86   20 min 

Long et al., 

2010 

Camundongo 

C57BL/6J  
30 e 60 ip   Crônico (-) MK-801 1 mg/kg Prejuízo Atenuou 80, 85 ou 90   24 horas 

Gomes et al., 

2015 

Camundongo 

C57BL/6J 
20 ip   Crônico (-) - - Prejuízo 70, 75 e 80   - 

Schleicher et 
al., 2019 

Camundongo 

C57BL/6J 
1 ip   Crônico (-) - - Aumentou 4, 82 e 86   20 min 

Long et al., 

2010 

Rato HIVtg 1, 10 e 30 ip    Agudo (-) - Prejuízo Sem alterações 68, 71 e 77   30 min 
Roberts et al., 

2021 

Ratos SHR 30 ip    Agudo (-) - Prejuízo Atenuou 70, 75 e 80   30 min 
Levin et al., 

2014 

Ratos SHR 0,5 ip    Crônico (-) - Prejuízo Atenuou 70, 75 e 80   30 dias 
Peres et al., 

2018 

Rato Sprague-

Dawley 
3, 10 e 30 ip    Agudo (+) 

MK-801 0,3 e 0,6 

mg/kg 
Prejuízo Sem alterações 3, 6 e 12   20 min 

Gururajan et 
al., 2011 

Rato Wistar 10 sc   Agudo (-) - - Prejuízo 83 e 91   60 min 
Hložek et al., 

2017 
Rato Wistar 10 pulm.    Agudo (+) - - Prejuízo 83 e 91   5 min 

Ratos Wistar 10 oral   Agudo (+) - - Sem alterações 83 e 91   120 min 

Macaco-prego 60 ip   Crônico (-) 
MK-801 0,02 

mg/kg 
Prejuízo* Atenuou 80 20 min 

Saletti et al., 

2017 

CBD, canabidiol; PPI, inibição pré-pulso do reflexo de sobressalto; SH, espontaneamente hipertensos; HIVtg, transgênico HIV; ip, intraperitoneal; sc, 

subcutâneo; pulm, pulmonar; (-), ausente; (+), presente. Prejuízo, diminuição da resposta no teste de PPI. Prejuízo*, aumento da resposta no teste de PPI em 

primatas.
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Nossos resultados estão de acordo com estes estudos. O prejuízo induzido pelo MK-

801 no teste de PPI não foi observado nos animais que receberam a associação de CBD 60 

mg/kg + MK-801 0,5mg/kg. Por tanto, conseguimos replicar essa propriedade do CBD em 

prevenir as alterações causadas pelo MK-801 nesse contexto. A inibição de pré-pulso refere-

se à inibição dos reflexos de sobressalto por um estímulo fraco (pré-pulso) que precede um 

estímulo de sobressalto forte (pulso; GÓMEZ-NIETO; HORMIGO; LÓPEZ, 2020). Embora 

o comprometimento do desempenho dos animais no teste de PPI induzido pelo MK-801 

ocorreu em todas as intensidades de pré-pulso (aqui avaliadas 80, 85 e 90dB), o efeito do 

CBD na atenuação desse prejuízo foi observado com os pré-pulsos nas intensidades de 80 e 

85 dB, mas não na de 90 dB. Este não é um resultado incomum para esse tipo de teste, e os 

efeitos de cada droga podem variar de acordo com as intensidades de pré-pulso (para 

revisões consultar, GÓMEZ-NIETO; HORMIGO; LÓPEZ, 2020; NISHIYAMA; ISOY, 

2016). No estudo de Gomes e colaboradores (2015) apesar dos prejuízos induzidos pelo MK-

801 ocorrerem em intensidades de pré-pulso de 80 e 85 dB, os efeitos antipsicóticos da 

clozapina e do CBD foram observados apenas na intensidade de 80 dB. Entretanto, o 

significado biológico desses efeitos relacionados ao som não é claro, mas a novidade ou o 

contexto associado ao sinal (pré-pulso) parece ser um fator chave (NISHIYAMA; ISOY, 

2016; POJE; FILION, 2021). 

Estudos do nosso grupo mostraram que o CBD tem um perfil farmacológico 

semelhante ao dos antipsicóticos atípicos, reduzindo os sintomas psicóticos em doses que não 

induzem a catalepsia, um efeito motor extrapiramidal, relacionado à discinesia tardia, comum 

após a administração de antipsicóticos típicos em pacientes com esquizofrenia (GOMES et 

al., 2015a; MOREIRA; GUIMARÃES, 2005; ZUARDI; ANTUNES RODRIGUES; 

CUNHA, 1991) e reduz a catalepsia induzida pelo haloperidol (GOMES; DEL BEL; 

GUIMARÃES, 2013; SONEGO et al., 2016). O CBD diminuiu episódios psicóticos 

induzidos pela Levodopa em pacientes acometidos pela doença de Parkinson (ZUARDI et al., 

2008) e deficiências motoras e cognitivas induzidas pela reserpina em ratos (PERES et al., 

2016). Um ensaio clínico conduzido por Leweke et al. (2012) mostrou que o CBD foi eficaz 

na redução dos sintomas psicóticos em pacientes com esquizofrenia sem causar efeitos 

colaterais motores e isso foi associado a um aumento nos níveis plasmáticos de AEA 

(LEWEKE et al., 2012).  

Estudos de GUIMARÃES et al., (2004) mostraram que a aplicação aguda de CBD, de 

forma semelhante à clozapina, aumenta a expressão da proteína Fos no núcleo accumbens, 

mas não no corpo estriado, indicando que o CBD produz ativação neuronal em áreas 
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mesolímbicas, mas não em áreas de controle motor. Esta característica reforça o potencial do 

CBD para produzir poucos efeitos motores indesejados. Em concordância com estes estudos é 

importante ressaltar que os tratamentos com CBD (15, 30 e 60 mg/kg) no presente estudo não 

alterarou a resposta de sobressalto ao pulso, assim como relatado em outros estudos (GOMES 

et al., 2015a; LONG; MALONE; TAYLOR, 2006; PEDRAZZI et al., 2021). A ausência de 

alteração na resposta de sobressalto ao pulso se relaciona com a ausência de alterações 

motoras, relacionadas à ansiedade (QIU et al., 2017), estresse e atenção (DE LA CASA; 

MENA; RUIZ-SALAS, 2016). 

 Embora o presente trabalho não tenha explorado os possíveis mecanismos de ação 

envolvidos nos efeitos do CBD, sabe-se que ele não é um agonista direto dos receptores 

canabinoides (LAPRAIRIE et al., 2015b; THOMAS et al., 2007), é sintetizado sob demanda 

a partir de fosfolipídios de membrana, nos neurônios pós-sinápticos, se comporta ativando 

terminais pré-sinápticos e regulando negativamente a liberação de neurotransmissores, no caso 

GABA e glutamato (para revisão, PREMOLI et al., 2019). Estudos anteriores indicaram que 

seus efeitos do tipo antipsicótico CBD poderiam ser mediados pelo aumento dos níveis de 

AEA em roedores inibindo a atividade enzimática da FAAH (LEWEKE et al., 2012). Em 

humanos, o CBD não inibe enzimaticamente a FAAH, mas inibe a degradação de AEA pela 

FAAH indiretamente, impedindo o transporte de AEA da membrana pós-sináptica para a 

FAAH (ELMES et al., 2015). A melhora clínica visualizada em pacientes com esquizofrenia, 

que utilizaram CBD, foi relacionada a altos níveis de AEA no líquor (KOETHE et al., 2009). 

Pacientes em estados prodrômicos de psicose possuiriam maiores níveis de AEA no líquor do 

que pessoas saudáveis, os quais estariam associados a um atraso no desenvolvimento de 

psicose franca (MINICHINO et al., 2019). A liberação de AEA no cérebro pode fornecer 

inibição retrógrada do estado hiperdopaminérgico mesolímbico, resultando em sintomas 

positivos reduzidos (MINICHINO et al., 2019).  

Outras ações do CBD ainda poderiam estar relacionadas com um aumento da 

neurogênese em ratos adultos (FOGAÇA et al., 2018; SCHIAVON et al., 2016), com melhora 

da neuroplasticidade cerebral em humanos (CRIPPA et al., 2018; SAGREDO et al., 2018), o 

que poderia estar relacionado com seu efeito benéfico do CBD sobre a atenuação dos déficits 

cognitivos observados em pacientes com esquizofrenia. Também foi observado que a ativação 

de receptores PPARƔ pelo CBD estimulou a neurogênese hipocampal, bem como inibiu a 

astrogliose em um modelo animal de doença de Alzheimer (ESPOSITO et al., 2011) e 

preveniu a discinesia orofacial induzida por haloperidol. Possui propriedades anti-

inflamatórias e neuroprotetoras (DOS-SANTOS-PEREIRA et al., 2020; GIULIANO et al., 
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2021; PEREZ et al., 2021; SONEGO et al., 2018). Além disso, facilita a neurotransmissão 

mediada pelos receptores 5-HT1A (FOGAÇA; CAMPOS; GUIMARÃES, 2016), inibe a 

captação de adenosina (LIOU et al., 2008; NICHOL et al., 2019) e modula alostericamente a 

atividade dos receptores 5-HT3 (AL KURY et al., 2018; TAVARES et al., 2022) e µ- e δ-

opioides (KATHMANN et al., 2006; LIVINGSTON; TRAYNOR, 2018) e interage com 

receptores TRPV1 (LOUIS-GRAY; TUPAL; PREMKUMAR, 2022; MADASU; ROCHE; 

FINN, 2015).  

Long e pesquisadores (2006) observaram que o pré-tratamento agudo com capsazepina 

(20 mg/kg ip) impediu a reversão do prejuízo no teste de PPI, induzido por MK-801, pelo 

CBD (5 mg/kg i.p.), fornecendo evidências preliminares de que os receptores TRPV1 estão 

envolvidos no perfil antipsicótico do CBD. Da Silva e colaboradores (2020) observaram que a 

injeção diária de 60 mg/kg de CBD (mesma dose utilizada em nosso estudo) por sete dias, 

iniciada após o término do tratamento repetido com MK-801 (0.5 mg/kg) por 14 dias, reverteu 

os déficits induzidos por esse composto nos testes de interação social e reconhecimento de 

objetos, que respectivamente, têm sido usados para investigar os sintomas negativos e 

cognitivos da esquizofrenia, respectivamente. Esses efeitos do CBD foram bloqueados pelo 

WAY100635 (1 mg/kg), mas não pelo AM251 ou AM630 (ambos 1 mg/kg; RODRIGUES 

DA SILVA et al., 2020). Isso sugere que o CBD induz efeitos do tipo antipsicótico ativando 

os receptores 5-HT1A e não CB1 e CB2. Em nosso laboratório, investigamos em 

camundongos os possíveis mecanismos farmacológicos de ação envolvidos com o perfil 

antipsicótico do CBD no teste de PPI em um modelo do tipo dopaminérgico da esquizofrenia 

(dados ainda não publicados). Observamos que o pré-tratamento com AM251 (1 mg/kg) bem 

como com AM630 (1 mg/kg) não bloquearam o efeito preventivo do CBD (30 e 60 mg/kg) ao 

dano induzido pela anfetamina (5 mg/kg) nesse teste. Em contrapartida, o pré-tratamento com 

capsaizepina (1 mg/kg) e WAY100635 (1 mg/kg) impediram esse efeito benéfico do CBD. 

Esses estudos sugerem que os mecanismos pelo quais o CBD apresenta efeito antipsicótico 

podem envolver a ativação dos receptores TRPV1 e 5HT1A. 

5.3 EFEITOS DO NPS 

Dado que a hipofunção do receptor NMDA é tida como uma das hipóteses da 

esquizofrenia, drogas que modulam a atividade desse receptor são candidatas ao tratamento 



91 

 

 

desse transtorno (WU; HUANG; WU, 2021). Muitos efeitos da estimulação do receptor 

NMDA são mediados pela formação intracelular do relativamente novo segundo mensageiro, 

o NO, molécula a qual a subprodução está ligada a esse transtorno (DAS et al., 1996, 1998; 

NAKANO et al., 2010; RAMIREZ et al., 2004). Com base no exposto, drogas que aumentam 

a atividade nitrérgica pode ser benéfico na esquizofrenia (NASYROVA et al., 2015; 

PITSIKAS, 2015).     

Hallak e colaboradores (2013) sugeriram que o tratamento com NPS, doador de NO, 

poderia ser eficaz no tratamento da esquizofrenia por meio de sua eventual ação moduladora 

de receptores NMDA. Uma única aplicação desse fármaco exerceu um efeito protetor ou 

preventivo em sintomas do transtorno e seus efeitos benéficos apresentaram efeito sustentado, 

por trinta dias após sua aplicação, apesar de possuir uma meia vida de eliminação curta 

(quatro horas; HALLAK et al., 2013). Estudos subsequentes desse grupo mostraram que o 

NPS atuou como agente potencializador do antipsicótico clozapina em pacientes com 

esquizofrenia (MAIA-DE-OLIVEIRA et al., 2015) melhorando as funções executivas em 

indivíduos que foram testados através dos testes mnemônicos de Stroop Color Word Test (um 

teste para avaliar a atenção seletiva) e N-back (um teste para avaliar a memória de trabalho; 

(MAIA-DE-OLIVEIRA et al., 2014). Por outro lado, em alguns estudos clínicos posteriores, 

o NPS não melhorou os sintomas desse transtorno, nem potencializou o efeito de fármacos 

antipsicóticos (STONE et al., 2016; WANG et al., 2018, 2019).  

Em estudos realizados em modelos animais do tipo esquizofrenia utilizando roedores, 

o NPS atenuou os déficits de memória e de interação social (TREVLOPOULOU; 

TOUZLATZI; PITSIKAS, 2016) e de reconhecimento de objetos (BARBOSA; PRADO, 

2020), induzidos pela ketamina e preveniu o desenvolvimento de hiperlocomoção, 

diminuição da interação social e prejuízos no medo condicionado ao contexto apresentados 

pela linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (um modelo animal utilizado para estudo 

de sintomas do tipo esquizofrenia; DIANA et al., 2018). 

Como altas doses de vasodilatadores, particularmente o NPS, podem causar efeitos 

sedativos/motores marcantes, analisamos o comportamento motor e exploratório de 

camundongos controles tratados com NPS no teste de actímetro. Nessa abordagem, a maior 

dose de NPS (2,5 mg/kg) reduziu a estereotipia e os movimentos horizontais e a menor dose 

de NPS (0,5 mg/kg) reduziu os movimentos verticais. Para tal, avaliamos se o efeito motor 

alteraria por si só a amplitude de sobressalto no teste de PPI e observamos que os 

tratamentos não causaram qualquer alteração nessa resposta. No geral, esses resultados 

sugerem que, mesmo que o tratamento agudo com NPS possa produzir efeitos motores, isso 
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não ocorre em seus efeitos sensório-motores.   

Resultados do nosso grupo demonstraram que tanto os doadores (SIN-1 e NPS) quanto 

o inibidor de NO, 7-nitroindazol, de forma dose-depende revertem a ruptura de PPI causada 

pela anfetamina (ISSY et al., 2018b; ISSY; DEL BEL, 2014b). Issy e colaboradores (2014) 

observaram em seu estudo que o tratamento agudo com metilfenidato causou prejuízo no teste 

de PPI, além de induzir um aumento robusto na expressão de c-Fos no córtex cingulado e 

motor, estriado dorsal, dorsolateral e ventrolateral, núcleo accumbensll e amígdala 

basolateral. Além disso, tanto o prejuízo no PPI, quanto o aumento de c-Fos induzido pelo 

metilfenidato, foi prevenido pelo tratamento com 7-NI  (ISSY; DEL BEL, 2014b).  

A capacidade dos inibidores da NOS, NG-nitro - l -arginina metil éster e N(omega)-

propil-L-arginina, de bloquear o efeito disruptivo da fenciclidina no teste de PPI também foi 

demonstrada (KLAMER et al., 2005; KLAMER; ENGEL; SVENSSON, 2004, 2005). 

Corroborando com esses resultados, observamos que o pré-tratamento com a maior dose de 

NPS melhorou o desempenho dos animais no teste de PPI quando comparados com os 

animais que não receberam MK-801. Até onde sabemos, esse é um dado inédito. Ainda 

assim, é difícil, portanto, excluir se a hipotensão pode ou não ter confundido os efeitos do 

NPS no teste de PPI.  

Em contrapartida, em um estudo de Wang (2019) o NPS (2,5 mg/kg) falhou em 

melhorar o prejuízo induzido pelo MK-801 nos testes de PPI e labirinto em Y em ratos. No 

entanto, eles utilizaram ratos Sprague-Dawley e em nosso estudo utilizamos camundongos 

suíços. Issy e colegas (2018) observaram que o NPS individualmente (2,5, 3,5 ou 4 mg/kg) 

não impediu o déficit no desempenho dos animais no teste de PPI induzido pelo MK-801 

sozinho e também não observou uma interação sinérgica entre doses subeficazes de NPS (1 

mg/kg) ou 7NI (1 mg/kg) combinado com clozapina, nessa interrupção. Entretanto, as 

intensidades de PPI do nosso estudo foram distintas ao do trabalho supracitado (73, 77 e 81 

dB). Uma visão geral da aplicação de NPS e suas concentrações em diferentes modelos 

animais é mostrada na Tabela 5. Novas abordagens são necessárias para melhor elucidar 

nossa compreensão dos efeitos do NPS em modelos de sintomas do tipo esquizofrenia 

induzidos por compostos psicotomiméticos. 
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Tabela 5 – Uma Visão Geral da aplicação de NPS e as concentrações utilizadas no teste de PPI  

Animal  
Dose de NPS 

(mg/kg) 
Aplicação 

Efeito 

motor do 

NPS 

Resposta no teste de PPI 
Intensidade 

(dB) 

Intervalo 

tratamento 

e teste 

Autores Tratamento 

(mg/kg) 
Efeito 

Pré-tratamento 

(NPS; mg/kg) 

Camundongo 

Suíço 
2,5, 3,5 e 4 ip Agudo (-) MK-801 0,5 mg/kg Prejuízo Sem alterações 73, 77 e 81   10 min 

Issy et al., 

2018 Camundongo 

Suíço 
2,5 ip   Agudo (-) 

Anfetamina 5 

mg/kg  
Prejuízo Atenuou 73, 77 e 81   10 min 

Camundongo 

Suíço 
2,5 ip   Agudo (-) 

Anfetamina 10 

mg/kg  
Prejuízo Atenuou 80, 85 e 90   15 min 

Issy et al., 

2014 

Ratos Sprague-

Dawley  
0,3, 1 e 3 ip    Agudo (-) - - Sem alterações 85 30 min 

Wiley et al., 

1997 

Ratos Sprague-

Dawley 
2,5 ip   Agudo (-) MK-801 0,4 mg/kg Prejuízo Sem alterações 75, 80 e 85   10 min 

Wang et al., 

2019 

NPS, nitroprussiato de sódio; PPI, inibição pré-pulso do reflexo de sobressalto; ip, intraperitoneal; (-), ausente. Prejuízo, diminuição da resposta no teste de 

PPI. 
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O mecanismo pelo qual o NPS pode reduzir os sintomas psicóticos ainda não está 

totalmente elucidado. O NPS é um agente vasodilatador de ação rápida e curta e parece 

estimular a perfusão cerebral e, consequentemente, pode aliviar a hipoperfusão cerebral (LEE 

et al., 2022b; OLESEN; FISCHER; SECHER, 2018), uma característica comum dos 

pacientes com esquizofrenia (CASAS et al., 2018; ŠIŠKO MARKOŠ et al., 2022; WAKE et 

al., 2016). Além disso, o NPS parece exercer um efeito tônico na via NMDA-nNOS-cGMP, 

cuja funcionalidade é comprometida nesse transtorno (HALLAK et al., 2013). Assim, a 

ativação da enzima sGC, aumento dos níveis de GMPc com facilitação a liberação de 

glutamato, é o principal mecanismo proposto responsável pelos efeitos biológicos do NO, 

visto que pacientes portadores de esquizofrenia apresentam diminuição nos metabólitos do 

NO (CHEN et al., 2020; DJORGEVIČ et al., 2016; LIU et al., 2018) e de GMPc (GATTAZ; 

CRAMER; BECKMANN, 1983b; SHIM; SHUMAN; DUNCAN, 2016), quando comparados 

com controles saudáveis. Portanto, a prevenção do prejuízo induzido pelo MK-801 nos 

animais no teste de PPI ocasionada pelo NPS no presente estudo parece envolver o aumento 

da perfusão cerebral e provocar algum tipo de modulação nos receptores NMDA e na 

neurotransmissão dopaminérgica ainda a ser desvendada, com aumento dos níveis de NO e 

seus metabólitos no cérebro.  

5.4 EFEITOS DA ASSOCIAÇÃO DE CBD E NPS 

Visto que tanto o CBD quanto o NPS são fármacos candidatos ao tratamento dos 

sintomas da esquizofrenia, nós hipotetizamos que a associação de doses subefetivas desses 

compostos poderia apresentar efeitos promissores em relação. Interações entre os sistemas 

nitrérgico e canabinóide foram sugeridas em estudos relacionados à ansiedade (LISBOA et 

al., 2013a; ROOHBAKHSH et al., 2007), indicando que o NO pode estar envolvido nos 

possíveis efeitos ansiogênicos ou ansiolíticos dos canabinoides; de catalepsia (RAWLS et al., 

2003; SPINA et al., 1998) e hipotermia (RAWLS et al., 2003). Ainda, Azad e colaboradores 

(2001) demonstraram que os fitocanabinoides requerem produção de NO para produzir 

hipotermia, enquanto Rawls e colaboradores (2003) observaram hipotermia sinérgica após a 

injeção com combinações de bloqueadores de NOS e o agonista de CB1, WIN 55212- 2 [4,5- 

dihidro- 2- metil- 4 (4- morfolinilmetil)- 1- (1- naftalenilcarbonil)- 6H- pirrolo [3,2,1ij] 

quinolin- 6- ona]. Vários estudos também indicaram que o NO e os canabinoides podem estar 



95 

 

 

envolvidos na aprendizagem e memória dependentes do hipocampo (NASEHI et al., 2010). 

Além disso, estudos prévios mostraram um efeito associado de doses subefetivas de NPS e 

CBD em antagonizar os efeitos disruptivos da anfetamina, no teste de PPI, sugerindo que 

estes sistemas estão envolvidos no efeito comportamental observado (JOÃO FRANCISCO 

PEDRAZZI CORDEIRO, 2018). 

Crippa et al. (2015), impulsionaram a ideia do desenho experimental do presente 

estudo, fornecendo evidências adicionais para que, eventualmente, o uso concomitante de 

CBD e NPS poderia atenuar ou até mesmo evitar o aparecimento de esquizofrenia. Assim, a 

última sequência de testes comportamentais na tarefa de actímetro e PPI realizada no presente 

estudo, utilizou a aplicação de injeções ip da associação entre o NPS e o CBD. Dados na 

literatura mostraram que a associação de CBD e NPS preveniu o aumento da hiperlocomoção 

induzida pela ketamina em ratos submetidos ao teste de campo aberto (BARBOSA; PRADO, 

2020). Em nosso estudo, essas drogas isoladamente ou em associação não alteraram o reflexo 

de sobressalto ao pulso. Surpreendentemente, os resultados obtidos no ensaio com MK-801, 

mostraram que as doses associadas de CBD e NPS não preveniram o prejuízo por essa droga 

psicotomimética no teste de actímetro e de PPI.  

5.5 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DA PROTEÍNA c-FOS EM REGIÕES DO SISTEMA 

NERVOSO CENTRAL 

Além das alterações comportamentais, no presente estudo o MK-801 também 

provocou alterações na expressão da proteína c-Fos no Córtex Pré-Frontal medial (PrL e IL), 

Estriado (DM e DL) e Núcleo accumbens (AcbC e AcbSh). O gene c-Fos é um gene de 

expressão primária induzido rapidamente em regiões específicas do SNC frente a estímulos 

fisiológicos, elétricos, cirúrgicos e farmacológicos (GALLO et al., 2018). Sua expressão está 

correlacionada com a intensidade do aumento da atividade neuronal, sendo estudado em 

desordens neuropsiquiátricas (GALLO et al., 2018; ISSY et al., 2020; ISSY; DEL BEL, 

2014). Assim, a imunohistoquímica para proteína c-Fos é uma ferramenta útil para traçar 

distinções entre a atividade das classes de antipsicóticos e suas ações na expressão dessa 

proteína no SNC. Além disso, podem ser utilizados paralelamente para avaliar a ativação 

cerebral causada pelos antipsicóticos e identificar os possíveis circuitos cerebrais envolvidos 

em sua ação, bem como sua propensão a causar efeitos colaterais motores (para revisão, 
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KISS; OSACKA, 2021). 

Os mecanismos envolvidos no aumento da expressão de c-Fos no córtex pré-frontal 

medial e no núcleo accumbens induzido pelo MK-801 não são completamente conhecidos. O 

núcleo accumbens constitui a parte límbica dos núcleos da base é uma região envolvida na 

hiperlocomoção induzida por psicoestimulantes, além de ser um sítio importante para a ação 

de antipsicóticos (ISSY et al., 2018b; RENARD et al., 2016; VALJENT et al., 2006). Há uma 

importante conexão entre o núcleo accumbens e várias estruturas corticolímbicas, como a 

amígdala, o hipocampo e o córtex pré-frontal (HOLLOWAY et al., 2019; YAN et al., 2022). 

Corroborando nossos resultados, Andrabi e colegas (2020) observaram um aumento da 

expressão de c-Fos no córtex pré-frontal após o tratamento com MK-801 (0.2 mg/kg), 

acompanhado de alteração na força de preensão e na coordenação motora.  

Na literatura, já se tem descrito o aumento dos níveis de glutamato após a 

administração de antagonistas de receptores NMDA tanto em animais (CHOWDHURY et al., 

2012; JODO et al., 2005; MOGHADDAM et al., 1997) quanto em humanos (ABDALLAH et 

al., 2018; STONE et al., 2012). Além disso, um autoanticorpo purificado de pacientes com 

encefalite NMDA aumentou os níveis de glutamato extracelular no cérebro de roedores 

(MANTO et al., 2010). Isto sugere ser uma resposta à redução do controle inibitório tônico 

exercido por interneurônios GABAérgicos positivos para parvalbumina sobre neurônios 

glutamatérgicos piramidais no córtex pré-frontal medial (DE JONGE et al., 2017; TANG; 

JAENISCH; SUR, 2021; ZHANG et al., 2021), o que leva à desinibição da atividade desses 

neurônios glutamatérgicos (GERHARD et al., 2020; PHAM; GARDIER, 2019). Ou seja, o 

bloqueio dos receptores NMDA pelo MK-801 poderia causar excitação cortical ao interferir 

neste controle de caráter inibitório dos neurônios glutamatérgicos (ABDALLAH et al., 2018; 

GERHARD et al., 2020; NAKAZAWA; JEEVAKUMAR; NAKAO, 2017). Por conseguinte, 

pode contribuir para o aumento da atividade neuronal no córtex pré-frontal medial e no núcleo 

accumbens, refletido no presente estudo pelo aumento da expressão de c-Fos nestas 

estruturas. Corroborando essa hipótese, estudos de neuroimagem mostraram que a indução de 

sintomas semelhantes à esquizofrenia por antagonistas de receptores NMDA em indivíduos 

saudáveis está associada ao aumento da atividade cortical (ANTICEVIC et al., 2015; KNOTT 

et al., 2015; POLLAK et al., 2015). 

A administração de MK-801 também provocou um aumento na expressão da proteína 

c-Fos no estriado. Em linha com esses resultados, Gomes e colaboradores (2015) observaram 

um aumento de células postivas para FosB no estriado de camundongos após a administração 

crônica de MK-801 (0,5 mg/kg). O estriado é uma estrutura subcortical que pertence a um 
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conjunto de núcleos interconectados denominados núcleos da base (FLORIO et al., 2018). 

Tanto o estriado dorsolateral quanto o dorsomedial atuam como reguladores críticos dos 

processos transcricionais subjacentes à formação do hábito (MALVAEZ; WASSUM, 2018), 

cuja interrupção contribui para os sintomas subjacentes a muitas doenças psiquiátricas, como 

a esquizofrenia (GRIFFITHS; MORRIS; BALLEINE, 2014; MORRIS et al., 2015). Ademais, 

a porção dorsal do estriado está intimamente associada à função sensório-motora 

(MCCUTCHEON; ABI-DARGHAM; HOWES, 2019; MESO et al., 2020). A influência do 

corpo estriado no controle motor depende de duas vias funcionalmente opostas. Enquanto a 

via direta promove uma desinibição das estruturas-alvo e facilita o movimento, a via indireta 

leva à inibição do tálamo e do córtex para suprimir o movimento. Os distúrbios motores são 

frequentemente associados a um desequilíbrio entre essas duas vias (BEVAN, 2021; 

SILBERBERG; BOLAM, 2015). Essas atividades de transmissão excitatória e inibitória 

combinadas no SNC são essenciais para o processamento da informação sensorial e da função 

cognitiva, as quais estão alteradas na esquizofrenia (HAMILTON et al., 2018; 

MCCUTCHEON; ABI-DARGHAM; HOWES, 2019). A alteração da neurotransmissão 

glutamatérgica no estriado dorsal pelo bloqueio dos receptores NMDA pode ter um papel 

importante no comportamento motor. Isso corrobora com os nossos resultados, onde 

observamos alteração na atividade locomotora nos animais. A oscilação gama aberrante em 

todo o cérebro do camundongo, incluindo o corpo estriado dorsal, é observada com a 

administração de MK-801 (HUDSON et al., 2020; LEE et al., 2017). A hiperatividade em 

camundongos com deficiência da subunidade NR1 específica do estriado está correlacionada 

com uma redução da oscilação gama do estriado e, curiosamente, a hiperatividade pode ser 

reduzida pela aplicação de agonistas do receptor D1 ou D2 (OHTSUKA et al., 2008). Logo, a 

alteração na atividade locomotora e o aumento da expressão de c-Fos observada em nossos 

animais por hipofunção de receptor NMDA, pode estar associada à alteração do número de 

receptores de dopamina funcionais, entretanto, examinar as consequências da hipofunção de 

receptor NMDA específica do tipo de célula no corpo estriado dorsal pode ser necessário para 

explicar essa alteração da atividade locomotora. 

Embora nenhuma alteração na expressão de c-Fos tenha sido observada no hipocampo 

(regiões CA1, CA3 e DG) e RSC de animais tratados com MK-801, mudanças na expressão 

molecular dessa família de proteínas foram observadas nessas áreas em animais expostos de 

forma aguda (GOMES et al., 2015a; ZUO et al., 2009) e repetida à essa droga (GOMES et 

al., 2015a; ZUO et al., 2009). 

Ao contrário dos resultados observados na avaliação comportamental, a associação de 
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CBD e NPS de forma interessante preveniu o aumento da expressão de c-Fos induzida por 

MK-801 no córtex pré-frontal PrL e IL e estriado dorsolateral. Esses resultados mostram que 

esses dois tratamentos têm algum efeito aditivo, ou interação entre os sistemas 

endocanabinoide e nitrérgico, embora não seja possível, ao momento, explicar plenamente 

esses resultados. Interações entre esses dois sistemas também foram sugeridas em outras áreas 

do cérebro como na substância cinzenta periaquedutal dorsolateral e no hipocampo dorsal 

(LISBOA et al., 2013b; MAKARA et al., 2007; NASEHI et al., 2010; ROOHBAKHSH et 

al., 2007). 

Nos animais que recebram o pré-tratamento com a associação de doses subefetivas de 

CBD e NPS houve uma diminuição de 77,9% da expressão da proteína c-Fos no estriado 

dorsolateral comparado com os animais que receberam somente MK-801. Esse efeito não foi 

observado no estriado dorsomedial. Essas diferenças de Fos entre as sub-regiões do estriado 

podem também refletir a disparidade funcional, uma vez que a visão de vários subsistemas na 

função do estriado dorsal já foi proposta (DIVAC; DIEMER, 1980). O corpo estriado do 

roedor é uma estrutura anatomicamente muito heterogênea e possui múltiplos níveis de 

organização estrutural relacionados à citoarquitetura, terminação corticais em territórios 

estriatais específicos e compartimentos neuroquímicos (CHRONISTER et al., 1976). De 

acordo com Chuhma e colaboradores (2017), o estriado dorso medial estaria principalmente 

envolvido em regiões associativas, enquanto o estriado dorso lateral em regiões sensório-

motora. Ainda, sabe-se que as diferenças na expressão de Fos entre as sub-regiões do estriado 

dorsal do camundongo podem ser promovidas não apenas por diferentes tipos de fármacos 

com propriedade antipsicótica, mas também com diferentes doses da mesma droga 

(ROBERTSON; FIBIGER, 1996; SUZUKI et al., 1998). Entretanto, não é possível explicar, 

no momento, porque não essa prevenção do aumento da expressão de c-Fos no estriado dorso 

lateral não foi refletida no comportamento dos animais. 

No PrL, IL a associação das drogas causou uma diminuição da expressão de c-Fos em 

87,5%, 81,5%, respectivamente, em relação aos animais que receberam somente MK-801. O 

córtex pré-frontal está implicado em funções relacionadas à execução de tarefas e memória 

estando envolvido nos sintomas cognitivos e negativos da esquizofrenia.  Ensaios 

comportamentais como o reconhecimento de objetos novos e interação social poderiam 

melhor ser pareados com os nossos dados moleculares, é de nosso interesse conduzir esses 

ensaios para melhor elucidar essa questão (BRADY et al., 2019; MAAS; VALLÈS; 

MARTENS, 2017). Esses testes têm sido amplamente utilizados para estudar alterações 

relacionadas a sintomas negativos e déficits cognitivos da esquizofrenia (GOMES et al., 
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2015b). Gomes e colaboradores (2015b) observaram que a administração repetida de MK-801 

prejudicou o desempenho nos testes de interação social e reconhecimento de objetos novos e 

também aumentou o número de astrócitos GFAP-positivos no córtex pré-frontal medial e a 

porcentagem de células da microglia Iba-1-positivas com um fenótipo reativo no córtex pré-

frontal medial e hipocampo dorsal. Tanto o prejuízo comportamental quanto às mudanças na 

expressão de marcadores gliais induzidas pelo tratamento com MK-801 foram atenuadas pelo 

tratamento repetido com CBD ou clozapina. 

Ainda não está claro na literatura como ocorre a interação entre os sistemas 

endocanabinoide e nitrérgico e receptores NMDA. Sabe-se que a ativação de receptores 

NMDA facilita a liberação de endocanabinoides (OHNO-SHOSAKU et al., 2007; 

RODRÍGUEZ-MUÑOZ et al., 2016) e aumenta a produção de NO (GLADULICH et al., 

2020; OSTADHADI et al., 2016). Os endocanabinoides são liberados dos neurônios de 

maneira dependente da atividade, agem retrogradamente nos receptores CB1 pré-sinápticos e 

induzem a supressão da liberação do neurotransmissor a curto ou longo prazo (para revisão, 

ARAQUE et al., 2017). A liberação de endocanabinóides que ativam receptores CB1 é 

desencadeada pela ativação pós-sináptica de canais de Ca2+ dependentes de voltagem e/ou 

receptores acoplados a Gq, como os receptores metabotrópicos de glutamato do grupo I (I-

mGluRs; KUSHMERICK et al., 2004; OHNO-SHOSAKU et al., 2002; YOSHIDA et al., 

2002) e os receptores muscarínicos M1 ou M3 (COLANGELI et al., 2022; FUKUDOME et 

al., 2004). Esses dados indicam que a ativação dos receptores NMDA facilita a liberação de 

endocanabinoides isoladamente ou em conjunto com os receptores acoplados a Gq (OHNO-

SHOSAKU et al., 2007).  

O sistema endocanabinoide está amplamente difundido ao longo do SNC e seus 

receptores CB1 possuem um papel crucial na prevenção da neurotoxicidade causada pela 

ativação dos receptores NMDA (PATRICIO-MARTÍNEZ et al., 2019). Portanto, o grande 

papel fisiológico desse sistema seria de manter as atividades dos receptores NMDA dentro de 

limites seguros, protegendo as células neurais da excitotoxidade. Na verdade, seria a própria 

atividade dos receptores NMDA que forneceria as demandas necessárias dos 

endocanabinoides para controlar seus canais de cálcio (TADIJAN et al., 2022). 

Interessantemente, a AEA, além de CB1, também pode ativar receptores TRPV1 que 

poderiam aumentar a liberação de glutamato na substância cinzenta periaquedutal dorsolateral 

(BACK; CAROBREZ, 2018; ULIANA et al., 2016). Este efeito pode envolver a formação de 

NO (ZSCHENDERLEIN et al., 2011). Zschenderlein et al. (2011) mostraram que na 

amígdala lateral de camundongos, após estimulação de alta frequência, a ativação dos 
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receptores TRPV1 pós-sinápticos, facilitou a entrada de Ca+2a ativou a nNOS com 

consequente aumento da produção de NO, resultando em liberação pré-sináptica de glutamato 

e aumento da potenciação de longo prazo (LTP). De acordo com esse dado, a microinjeção de 

um antagonista de TRPV1 (capsazepina, 30 nmol) na substância cinzenta periaquedutal 

dorsolateral de ratos impediu a potencialização dos efeitos pró-aversivos de um doador de NO 

por uma dose alta (200 pmol) de AEA (LISBOA; GUIMARÃES, 2012). Assim, doses mais 

altas de AEA poderiam induzir a liberação de glutamato e formação de NO pela ativação de 

receptores TRPV1. 

Por conseguinte, além de aumentar a produção de NO, a ativação de receptores 

NMDA também pode facilitar a liberação de 2-AG do neurônio pós-sináptico (OHNO-

SHOSAKU et al., 2007). No entanto, enquanto o NO aumenta a liberação de glutamato, a 

AEA pode exercer uma modulação bifásica, com ativação dos receptores CB1 ou TRPV1 

levando à redução ou facilitação da liberação de glutamato, respectivamente (RODRÍGUEZ-

MUÑOZ et al., 2016). Juntas, essas observações sugerem que as interações entre os sistemas 

nitrérgico e canabinoide pode ter um efeito aditivo na liberação de glutamato, o que 

neutralizaria a hipofunção dos receptores NMDA.  Entretanto, estudos adicionais são 

claramente necessários para melhor elucidar esta hipótese. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A esquizofrenia é um distúrbio multifacetado e é improvável que um único fármaco 

trate adequadamente todas as suas manifestações. Até o momento, os tratamentos 

medicamentosos disponíveis se concentraram na tentativa de restaurar o estado 

hiperdopaminérgico que ocorre nesse transtorno. Essa abordagem é claramente insuficiente na 

maioria dos pacientes e provavelmente reflete a fisiopatologia multifatorial dessa condição. 

Uma abordagem complementar seria atuar em vários alvos envolvidos em distúrbios 

complexos (LEUCHT et al., 2013). 

Embora os estudos farmacológicos com animais não reflitam necessariamente a 

fisiopatologia e efeitos de drogas no cérebro humano, esses resultados sugerem que o MK-

801 e o teste de PPI representa uma ferramenta apropriada para investigar novos compostos 

com potencial atividade antipsicótica.  

O CBD e o NPS mostraram ser efetivos na prevenção do prejuízo induzido pelo MK-

801 no teste de PPI. Esses dados reforçam a proposta de que o CBD, bem como o NPS, pode 

induzir efeitos semelhantes aos antipsicóticos. O número de estudos que investigaram 

diretamente uma possível interação entre esses dois sistemas é escasso, especialmente na área 

comportamental. Embora a associação desses fármacos não atenuou a deficiência causada 

pelo MK-801 nos testes comportamentais, preveniu alterações a nível molecular. Nossos 

resultados sugerem que essa interação é complexa, cujos os mecanismos envolvidos não são 

completamente claros, mas podem depender da interferência na neurotransmissão mediada 

por glutamato. Portanto, mais estudos farmacológicos são com uma ampla faixa de 

concentração de drogas que interferem com os sistemas canabinoides e nitrérgicos são 

necessários para entender melhor a interação desses sistemas. Estes resultados são relevantes 

para a compreensão de mecanismos moleculares envolvidos na esquizofrenia, ampliando o 

conhecimento sobre a participação desses sistemas nessa condição. 
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