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RESUMO
MORAES, R. A. P. S. M. Efeito do canabigerol em modelo de discinesia tardia induzida
por haloperidol. 2023. 103f. Dissertacao (Mestrado em Fisiologia) - Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

A introdugdo dos antipsicoticos na década de 1950 permitiu o tratamento de sintomas da
esquizofrenia, como os delirios e as alucinagdes. No entanto, a cronicidade do tratamento
com os chamados antipsicéticos tipicos induz efeitos motores como a discinesia tardia,
caracterizada por movimentos orofaciais involuntarios e estereotipados de grande impacto
funcional e social. A discinesia tardia ¢ alvo de diversos estudos pela sua potencial
irreversibilidade e seu carater incomodo ao paciente. Uma das hipoteses para explicar a
fisiopatologia deste efeito baseia-se na hipersensibilizacdo dos receptores dopaminérgicos do
tipo D2 frente ao seu constante bloqueio por antipsicéticos tipicos, como o haloperidol.
Haveria também o aumento de processos inflamatorios e de estresse oxidativo. Ainda,
sabe-se que o tratamento repetido com haloperidol aumenta a expressdo da proteina FosB no
estriado dorso-lateral de roedores, o que estaria relacionado com a indu¢do dos movimentos
orais involuntérios. Estudos do nosso grupo apontam que canabinoides apresentam um perfil
de antipsicotico atipico, ou seja, tem efeito terapéutico sobre os sintomas classicos da
esquizofrenia sem levar ao aumento da expressdo de FosB no estriado dorso-lateral e a
aparicdo de sintomas motores. Além disso, o canabidiol atenua os movimentos orais
involuntarios induzidos pelo tratamento cronico com o haloperidol. O canabigerol, outro
fitocanabinoide, ainda ndo foi testado no modelo de discinesia tardia. No entanto,
compartilha interagdes com o canabidiol que lhe conferem efeito antioxidante e
anti-inflamatorio, o que sugere que este composto também tenha potencial antidiscinético. A
partir destas premissas, este estudo teve como objetivos (i) delinear curvas temporais e de
dose-resposta do haloperidol e a partir disso estabelecer um modelo de discinesia tardia; (ii)
investigar o efeito antidiscinético do canabigerol no modelo pré-clinico estabelecido e, uma
vez confirmado este efeito, (iil) investigar se estaria associado a sua acdo anti-inflamatdria e
(iv) caracterizar a expressdo de FosB no estriado dos animais frente ao tratamento com
canabigerol e relacionar este perfil de expressdo com seu efeito no modelo. Os resultados
mostraram que o canabigerol ndo possui efeito discinético per se e nas doses de 3 e 10mg/kg
atenuou os movimentos orais involuntarios nos camundongos sem alterar sua atividade
motora. Este efeito ndo ¢ relacionado a diminuicdo da expressao de FosB no estriado
dorso-lateral induzida pelo haloperidol, e também nao foram observadas alteragdes na
morfologia e densidade da microglia. Estudos posteriores sdo necessarios para melhor
investigacdo deste efeito, no entanto este trabalho apresenta contribuicdes para melhor
entendimento do canabigerol, com possiveis implicagdes clinicas.

Palavras-chave: discinesia tardia, canabigerol, FosB, microglia.



ABSTRACT

MORAES, R. A. P. S. M. Effect of cannabigerol in haloperidol-induced tardive
dyskinesia model.. 2023. 103f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

The introduction of antipsychotics in the 1950s allowed the treatment of symptoms of
schizophrenia, such as delusions and hallucinations. However, the chronicity of treatment
with the typical antipsychotics induces motor effects such as tardive dyskinesia, characterized
by involuntary and stereotyped orofacial movements of great functional and social impact.
Tardive dyskinesia is a target of several studies due to its potential irreversibility and its
uncomfortable nature for the patient. One of the hypotheses to explain the pathophysiology of
this effect is based on the hypersensitivity of D2-type dopaminergic receptors to their
constant blockade by typical antipsychotics, such as haloperidol. There would also be an
increase in inflammatory processes and oxidative stress. Furthermore, it is known that
repeated treatment with haloperidol increases the expression of the FosB protein in the
dorsolateral striatum of rodents, which would be related to the induction of involuntary oral
movements.Studies by our group point out that cannabinoids have an atypical antipsychotic
profile, that is, they have a therapeutic effect on the classic symptoms of schizophrenia
without leading to increased FosB expression in the dorsolateral striatum and the appearance
of motor symptoms. Furthermore, cannabidiol attenuated the haloperidol-induced involuntary
oral movements. Cannabigerol, another phytocannabinoid, has not yet been tested in the
tardive dyskinesia model. However, it shares with cannabidiol a profile of interactions that
gives it an antioxidant and anti-inflammatory effect, which suggests that this compound also
has an antidyskinetic potential. Based on these premises, this study aimed to (i) delineate
temporal and dose-response curves for haloperidol and, based on this, establish a model of
tardive dyskinesia; (ii) investigate the antidyskinetic effect of cannabigerol in this preclinical
model and, once this effect is confirmed, (iii) investigate whether it would be associated with
its anti-inflammatory action and (iv) characterize the expression of FosB in the striatum of
animals after the treatment with cannabigerol and relate this expression profile with its effect
on the model. The results showed that cannabigerol has no dyskinetic effect per se and at
doses of 3 and 10mg/kg it attenuated involuntary oral movements in mice without altering
their motor activity. No reversal effect of cannabigerol was observed in the model. The
attenuation effect is not related to the decrease in haloperidol-induced FosB expression in the
dorsolateral striatum, and no alterations in microglia morphology and density were observed
either. Further studies are needed to better investigate this effect, however this work presents
contributions for a better understanding of cannabigerol, with possible clinical applications.

Keywords: tardive dyskinesia, cannabigerol, FosB, microglia.
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CAT - catalase
Cg - cortex cingulado
CPu - estriado (caudado - putamen)
CBD - canabidiol
CBG - canabigerol
CBDA - 4cido canabididlico
CBCA - 4cido canabicroménico
CBGA - 4cido canabigerdlico
COMT - catecol-orto-metiltransferase
COX-2 - ciclo-oxigenase-2
DA - dopamina
DAB - 3,3 diamino-benzidina
DAT - transportador de dopamina
DL - dorso-lateral
DM - dorso-medial
DOI - densidade Optica integrada
DT - discinesia tardia
FDA - Food and Drug Administration
GABA - acido gama-aminobutirico
GPe - globo palido externo
GPi - globo palido interno
GSH - glutationa reduzida
Iba-1 - molécula adaptadora de ligacao ao calcio ionizada 1
IHQ - imunohistoquimica
IL - interleucina
INF-y - interferon y
iINOS - 6xido nitrico-sintase induzida
LDOPA - levodopa
MAO - monoamina-oxidase
NACcC - nucleo accumbens core
NAcSh - nucleo accumbens shell

NF-«B - fator nuclear kappa B



NMDA - N-metil D-Aspartato

NST - nucleo subtalamico

ROS - espécies reativas de oxigénio
PB - tampao fosfato

PFA - paraformaldeido

PGC-1la - coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma

PPAR-y - receptor ativado por proliferadores de peroxissoma-y
PPI - inibicao pelo pré-pulso

SNC - sistema nervoso central

SNc - substancia negra compacta

SNr - substancia negra reticulada

SOD - superoxido desmutase

TBS - salina tamponada Tris

TH - tirosina hidroxilase

THC - tetrahidrocanabinol

A9-THCA - 4cido A-9-tetrahidrocanabindlico

TNF-a - fator de necrose tumoral-a

VCM - vacuous chewing movements, ou movimentos orais involuntarios
VMAT - transportador vesicular de monoamina

VTA - area tegmental ventral

12



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica da dopamina..............cooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 20
Figura 2: Representagdo das quatro vias dopaminérgicas. ..........ovvvevirieinieereenneennnnnn. 21
Figura 3: Sintese € neurotransmissao dopamin€rgiCa..........c.vvvveerrieeireenneerineenneennnnn. 22
Figura 4: Componentes motores dos nucleos da base humanos...................c..oooie. 26
Figura 5: Via direta dos nlicleos da base............oooieiiiiiiiiiiiiii 28
Figura 6: Via indireta dos nicleos da base...........o.ooeviiiiiiiiiiiiiiiiii 29
Figura 7: Via de biossintese dos canabindides primarios..........c.cevvuveeeeeiieenneenneennnn. 32
Figura 8: Representagdo do aparato espelhado onde a analise dos VCMs ¢ realizada.........42

Figura 9: Representacdo dos movimentos orais involuntarios (VCMs) em modelo de
discinesia tardia induzida por haloperidol em camundongos...............cccovviiiiiiinininnni. 42

Figura 10: Desenho experimental do delineamento das curvas temporais e de dose-resposta
do haloperidol (1,2 e 3mg/kg) € Salina...........c.oiriiriiiiiti i, 43

Figura 11: Desenho experimental para investigac¢ao do efeito do CBG (3, 10 ou 30mg/kg) no
modelo de discinesia tardia. ... .......oouiiiiii i 44

Figura 12: Desenho experimental para investigacao do efeito de reversdo do CBG no modelo
de diSCINESIA TATAIA. . ... .ttt 45

Figura 13: Desenho experimental para investigag¢do da associagio CBD+CBG no modelo de
dISCINESIA tATAIA. ....u et 46

Figura 14: Representacdo ilustrativa dos bregmas das secgdes para andlises

IMUNONISTOQUIMICAS. . ..ottt e 48
Figura 15: Exemplo de analise morfologica em microglia................cccooiiiiiiiiniinn... 50
Figura 16: Curvas temporais da salina e haloperidol no modelo de discinesia tardia......... 52
Figura 17: Curva dose-resposta do haloperidol nas doses de 1,2 ¢ 3mg/kg.................... 54

Figura 18: Investigacdo do efeito do CBG no modelo de discinesia tardia induzida por
haloperidol. ... ... e 56

Figura 19: Teste do actimetro no experimento 2B para investiga¢cdo do efeito do CBG nas
doses de 10 e 30mg/kg sobre atividade motora de animais tratados com haloperidol.......... 57

Figura 20: Comparacdo da expressao de FosB no estriado DL e DM a nivel rostral, medial e
caudal. . ... 58

13



Figura 21: Fotomicrografias representativas da expressdo de FosB nas regides do estriado
DLe DM anivel medial...........oooiiiiii i 59

Figura 22: Comparagdo da expressdao de FosB no NAcC e NAcSh.............oooiiiiiiiniin, 60
Figura 23: Fotomicrografias representativas da expressao de FosB no NAcC e NAcSh......60

Figura 24: Comparagdo da expressdo de FosB no cortex cingulado a nivel rostral, medial e
CAUAAL. . .. 61

Figura 25: Fotomicrografias representativas da expressdo de FosB no cortex cingulado a
nivel medial..... ..o 62

Figura 26: Comparacido da mensuragdo de DOI no estriado DL e DM a nivel rostral, medial
€ CAUAAL ... 63

Figura 27: Comparagdo da mensura¢do de DOl no NAcC NAcSh..............coiiiiiit. 63

Figura 28: Comparacdo da mensuragcdo de DOI no coértex cingulado a nivel rostral, medial e
CAUAAL. . .. 64

Figura 29: Compara¢ao do numero de ramificacdes de células Iba-1+ entre as regidoes DM e
DL do estriado rostral, medial e caudal. ...ttt 65

Figura 30: Comparagdo do niumero de ramificagdes de células Iba-1+ NAcC e NAcSh......65

Figura 31: Comparacdo do numero de ramifica¢des de células Iba-1+ no cortex cingulado a
nivel rostral, medial e caudal........... ..o 66

Figura 32: Comparacdo do comprimento das ramificagdes de células Iba-1+ entre as regides
estriado DM e DL a nivel rostral, medial ecaudal.................... .. 67

Figura 33: Comparagdo do comprimento das ramificacdes de células Iba-1+ entre NAcC e

Figura 34: Comparagdo do comprimento das ramificagdes de células Iba-1+ no cortex
cingulado rostral, medial e caudal...............ooii i, 68

Figura 35: Comparacido do nimero de endpoints de células Iba-1+ entre o estriado DM e DL
anivel rostral, medial e caudal.......... ..o 69

Figura 36: Comparacdo do nimero de endpoints de células Iba-1+ entre entre NAcC e

Figura 37: Comparacdo do nimero de endpoints de células Iba-1+ no cortex cingulado
rostral, medial e caudal.......... ... i 70

Figura 38: Comparagao do tamanho do corpo de células Iba-1+ entre o estriado DM e DL a
nivel medial.... ..o 71

14



Figura 39: Comparacdo do tamanho do corpo de células Iba-1+ entre NAcC e

Figura 40: Tamanho do corpo de células Iba-1+ no cortex cingulado a nivel
MEAIAL. .. 71

Figura 41: Fotomicrografias representativas de células Ibal+ do estriado DL e DM a nivel
MEdIal ... 72

Figura 42: Fotomicrografias representativas de células Ibal+ do NAcC e NAcSh............ 73
Figura 43: Fotomicrografias representativas de células Ibal+ do cortex cingulado rostral...74
Figura 44: Efeito de reversao do CBG no modelo de discinesia tardia.......................... 74

Figura 45: Teste do actimetro no experimento para investigacdo do efeito de reversao do
CBG no modelo de discinesia tardia induzida por haloperidol........................c.oeeall. 75

Figura 46: Investigagdo do efeito da associagdo CBD+CBG no modelo de discinesia tardia
induzida por haloperidol.. ... ..o e 76

Figura 47: Teste do actimetro no experimento para investigacdo do efeito da associacao
CBD-+CBG no modelo de discinesia tardia induzida por haloperidol............................ 77

Figura 48: Comparagdo entre VCMs dos grupos haloperidol do experimento 2A e 2B...... 88

15



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Lista de consumiveis comprados para a realizacdo dos experimentos.................... 39
Tabela 2: Lista de aparelhos utilizados no decorrer dos eXperimentos...........ccceeeeveeeevveeenneen. 39
Tabela 3: Lista de solugdes e tampdes preparados........ooevvviiiieiiiieiiiiieiaeenenn 40
Tabela 4: Lista de anticorpos primarios usados nas imunohistoquimicas........................ 48

Tabela 5: Valores estatisticos de one way ANOVA das curvas temporais do haloperidol (2 e

Tabela 7: Valores estatisticos de two way ANOVA da avaliagdo da atividade motora dos
animais tratados com CBG e/ou haloperidol...............c.ooiiiiiiiiiiii 102

Tabela 8: Valores estatisticos de one way ANOVA e posthoc Tukey da quantificacdo de FosB
no estriado dorso-lateral rostral, medial e caudal ... 102

Tabela 9: Valores estatisticos de two way ANOVA e posthoc Sidak da avaliacdo da atividade
motora dos animais (experimento de efeito de reversao do CBG10)........ccccceevvveviirieennn. 102

Tabela 10: Valores estatisticos de two way ANOVA da avaliagdo da atividade motora dos
animais tratados com haloperidol e/ou CBD/CBG...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieans 103

16



SUMARIO

L. INTRODUGAO. .......oiiiiiiiiiiiiiiii e, 19
| R B 103 011011 1 - B 20

BN 1181053 1703 17 23

1.3. Discinesia Tardia..........c.ooouiiiiiii i e e 24
1.3.1. Hipdteses sobre a origem da discinesia tardia...............coovveiiiiiiiiininean 25
1.3.1.1. Hipdtese da hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos................. 29
1.3.1.2. Hip6tese do estresse oXidativo.......o.veeuieiiiiiniiiieei i eieeeaenn, 30
1.3.1.3. Hipotese glutamatérgiCa. .......c.ovvuveiniieieiii et eeeeaaaa e 31

1.3.2. Modelo animal da discinesia tardia...............coooviiiiiiiiiiiiii, 31

1.4, CanabinOides. ... ...ouuine it 31

2. OBJIETIVOS . ..o 36
2.1, ODbJEtIVO ZETal. ...ttt e 37
2.2. Objetivos €SPECITICOS. ... uentt ettt 37

3. MATERIAIS E METODOS. ........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 38
3.1. Materiais Utilzados. .......oouiinii 39
320 ADIIMATS. .ttt e 40
3.3. Drogas e regime de adminiStragao. ..........ouvueiuiititiniit it 41
3.4, MetodOlOgia. ... o.neit e 41
3.4.1. Avaliagao dos movimentos orais involuntarios...................coeeeeeineennn.. 41

Experimento 1: Delineamento das curvas temporal e de dose-resposta do
haloperidol..... ..o 42
Experimento 2: Investigacdo do efeito de prevengdo do CBG em modelo de
dISCINESIA tArdIA. ... o.eee e 43

Experimento 3: Investigacdo do efeito de reversao do CBG em modelo de discinesia

10 (4L 44
Experimento 4: Investigacdo da associagdo CBD + CBG em modelo de discinesia
L8 (0 T O 45
3.4.2. Analises IMUNOhIStOQUIMICAS. .....viutiiet ittt 46
Proteina FOsB......ooi 46
IMICTOZIIA. .ot 47
3.4.3. AQUISICAO d€ IMAGENS. ... 'uiviee ettt et ete et et e e et e e e e eee e, 48
3.4.4. AnAlise de IMAaZeNS. ......uiiiet ittt ettt e 49

17



Proteina FOSB . ... e 49

IMICTOZIIA. ..ot 49

4. RESULTADOS ... ..ot e 51
EXPerimento 1. .....oouoiiii i e e e 52

R4 013 81102 010 20/ 55
Imunohistoquimica para a proteina FosB................oi 57
Imunohistoquimica para MiCTOZlia. ........c.oouiiiiitiii i 62

R q 013 81102 10 200 74

R q 013 81102 8103 76

5. DISCUSSAO. ......oiiiiiiiiiiiiiiii i, 78
5.1. Curvas temporais € de dOSE-TESPOSTA. ... .eeutintierteteit ettt eeeiaeanenns 79

5.2. Modelo delineado. ........o.oiuiinii i 80

5.3. Efeitos adicionais do haloperidol.............ccooiiiiiii 81

5.4. Efeitos de prevencao e reversdo do CBGnomodelo...............coooooiiiiiiii, 82

5.5, Expressao de FOSB......ouiiiiii 84

6. CONSIDERACOES SOBRE O PROJETO E DIFICULDADES TECNICAS......... 87
6.1. Diferencgas entre os dois experimentos para avaliacao do efeito do CBG.............. 88

6.2. Anélise de ROS e Microglia no experimento 2A.............coiiiiiiiiiniiiiiininn.n 90

7. CONCLUSAO. ..ottt 91
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .........ccoiiiiiiiiiiiiiiaiaiiii e 93

18



1.INTRODUCAO
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1.1. Dopamina
A dopamina (DA) ¢ um neurotransmissor tipico pertencente a familia das
catecolaminas e classificada como uma monoamina. Sua estrutura quimica estd demonstrada

na Figura 1.

HO NH

HO

Figura 1: Estrutura quimica da dopamina. Monoamina: substincias bioquimicas derivadas de
aminoacidos através do processo de descarboxilagdo. Catecolamina: um composto organico que tem
um grupo catecol e uma cadeia lateral de amina. Imagem retirada do site InfoEscola.

E conhecido que a DA exerce papel fundamental em varios aspectos do
comportamento. Isto ¢ possivel devido a sua modulacdo de vias cerebrais conhecidas como
vias dopaminérgicas, que sdo diferenciadas por estarem diretamente relacionadas ao controle
de diferentes aspectos do comportamento. As vias dopaminérgicas sdo: via mesocortical,
cujos neurdnios dopaminérgicos presentes na area tegmental ventral (VTA) enviam projegoes
para o cortex, estando mais relacionada a cogni¢do; a via mesolimbica, cujos neurdnios
também presentes na VTA enviam projecdes para o nucleo accumbens (NAc) e amigdala,
estando mais ativa na regulacdo de aspectos limbicos como a motivacdo; a via
tuberoinfundibular, cujos neurdnios presentes no nucleo arqueado do hipotdlamo enviam
projecdes para a eminéncia mediana controlando a liberagdo de prolactina; a via
nigroestriatal, cujos corpos de neurdnios dopaminérgicos presentes na substancia negra
compacta (SNc) enviam projecdes para o estriado, estando mais relacionada ao controle

motor (IVERSEN et al., 2010). As vias dopaminérgicas sao representadas na Figura 2.
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Figura 2: Representagdo das quatro vias dopaminérgicas. SNc: substancia negra compacta; VTA: area
tegmental ventral. Imagem criada no BioRender pela propria autora.

A sintese de dopamina (Figura 3) se inicia com a conversdo do aminoacido essencial
tirosina em levodopa (LDOPA) e esta, posteriormente, em dopamina (DA). A dopamina ¢
armazenada em vesiculas no neurdnio pré-sindptico para liberacdo apods o estimulo,
ocorrendo a neurotransmissdo. Apos liberagdo, a dopamina se liga a receptores
dopaminérgicos que sdao acoplados a proteinas G, caracteristica essa que dividira esses
receptores em duas familias: (i) a do tipo D1, incluindo o subtipo D5, é encontrada em
neurdnios pos-sinapticos e se liga a proteinas G do tipo excitatorias, responsaveis por induzir
producdo de adenosina 3',5'- monofosfato ciclico (AMPc), que atua como um dos principais
segundos mensageiros na cascata de sinalizacdo mediada pela familia do tipo DI; (ii) a
familia do tipo D2, que inclui os subtipos D3 e D4, presente em neurdnios pré e
pos-sinapticos e se ligam a proteinas G do tipo inibitorias, que cessam a produ¢do de AMPc
(IVERSEN et al., 2007; IVERSEN et al., 2010).

A dopamina presente na fenda sindptica pode ter trés destinos: o primeiro consiste na
recaptacdo para dentro do terminal pré-sinaptico por meio do transportador de alta afinidade
(DAT), e posterior armazenamento em vesiculas realizado pelo transportador vesicular de
monoaminas (VMAT), processo que permitird a reutilizagdo da DA. O segundo destino pode
ser a metabolizacdo enzimatica por meio da monoaminoxidase (MAO), presente na
membrana externa das mitocondrias, ou ainda ser metabolizada na fenda sinaptica pela

catecol-orto-metiltransferase (COMT) (IVERSEN et al., 2010).
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Figura 3: Sintese e neurotransmissdo dopaminérgica. A sintese se inicia com a conversdo da tirosina,
aminoacido precursor, em DOPA pela enzima tirosina hidroxilase (TH). Essa ¢ a etapa limitante na
sintese de dopamina. Posteriormente, a enzima descarboxilase de acidos aromaticos remove o grupo
carboxila do composto, formando a dopamina. Esta ¢ armazenada em vesiculas no neurdnio
pré-sinaptico para liberacdo no momento da sinapse. A ativacdo de canais de calcio voltagem
dependentes e o aumento do influxo de célcio no terminal pré-sinaptico leva a liberacdo do
neurotransmissor. Apo6s a liberacdo, a dopamina se liga a receptores dopaminérgicos que sdo
acoplados a proteinas G. Além disso, a dopamina que fica na fenda sinaptica pode ser recaptada para
dentro do terminal pré-sinaptico por meio do transportador de alta afinidade (DAT), e posterior
armazenamento em vesiculas realizado pelo transportador vesicular de monoaminas (TVMA, ou
VMAT) que permitira a reutilizagdo da DA, ou a metabolizacdo na fenda sinaptica pela enzima
catecol-orto-metiltransferase (COMT) ou dentro da célula por meio da enzima monoaminoxidase
(MAO), processo que gera o acido dihidroxifenilacético (DOPAC). Esquema modificado de Golan,
3ed.

Uma vez que a dopamina estd envolvida na regulagdo de diversos aspectos do
comportamento humano, ¢ hipotetizado que disturbios na neurotransmissdo dopaminérgica
participem da etiologia de varias doencas e transtornos mentais, como a esquizofrenia

(IVERSEN & IVERSEN, 2007).
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A esquizofrenia ¢ um distirbio mental cronico que afeta 1% da populacdo mundial,
normalmente entre o periodo da adolescéncia e inicio da idade adulta, sendo responsavel por
grande prejuizo nas capacidades sociais e qualidade de vida dos individuos afetados
(STEFAN et al., 2002). Individuos portadores do distirbio podem apresentar sintomas
diversos devido a desorganizagdo cronica da fungdo mental, sendo eles: alucinagdes, delirios,
pensamento desordenado, ideias paranoicas, agitacdo psicomotora, conhecidos como
sintomas positivos; avoli¢do, anedonia, isolamento social, e respostas sociais inapropriadas,
que caracterizam os sintomas negativos e déficits de memoria e atengdo, que sao os sintomas
cognitivos. O tratamento dos sintomas positivos do distirbio ¢ possivel, porém ha menor
eficacia dos métodos farmacoldgicos sobre os sintomas negativos e cognitivos (KAPUR &
MAMO, 2003; COOPER et al., 2003).

Diferentes fatores podem ser ligados a etiologia desse disturbio, como os genéticos,
responsaveis por aumentar a predisposi¢cdo ao desenvolvimento da doenga, os fatores
ambientais e os neurologicos (desorganizacdo no desenvolvimento cerebral) (GRAEFF e
GUIMARAES, 1999). O desequilibrio da neurotransmissdo dopaminérgica é a hipotese mais
aceita para explicar a fisiopatologia da esquizofrenia, embora existam teorias baseadas na
participacdo de outros neurotransmissores como o glutamato e o acido gama-aminobutirico
(GABA). O aumento da dopamina na via dopaminérgica mesolimbica seria responsavel pelo
surgimento dos sintomas positivos da doenga e os sintomas negativos seriam explicados pela
redugdo da dopamina na via mesocortical (GRAEFF ¢ GUIMARAES, 1999). A hipotese
dopaminérgica ¢ baseada em duas principais observagdes: (1) o antagonismo de receptores do
tipo D2 ¢ um pré-requisito essencial para a eficicia terapéutica dos antipsicdticos sobre os
sintomas positivos da doenga e (2) surtos psicoticos podem ser induzidos em individuos
sadios por drogas que aumentam a neurotransmissao dopaminérgica (SEEMAN & KAPUR,

2000).

1.2. Antipsicdticos

O advento dos antipsicoticos na década de 1950 foi de suma importancia para o
processo de desinstitucionalizacdo psiquiatrica, e estudos a respeito dos mecanismos de agao
destes farmacos contribuiram para a formulacdo de novas hipdteses sobre a etiologia da
esquizofrenia ( LOPEZ-MUNOZ & ALAMO, 2009).

Atualmente, existem duas classes de antipsicoticos que diferem entre si quanto a
poténcia, farmacocinética e efeitos adversos. Sao divididos entre tipicos e atipicos, € ambos

interferem na neurotransmissao dopaminérgica atuando como antagonistas dos receptores de
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dopamina, regulando assim o desbalanco presente nas vias mesolimbica e mesocortical
(GRAEFF e GUIMARAES, 1999). Ambas as classes apresentam efic4cia para o tratamento
dos sintomas positivos e os sintomas cognitivos apresentam melhora com o uso dos
antipsicoticos atipicos. Além disso, os antipsicoticos atipicos, tomando como exemplo a
clozapina, sdo caracterizados por apresentarem efeito no tratamento dos sintomas negativos e
menor risco de inducdo de efeitos motores colaterais, comumente vistos no tratamento com
antipsicoéticos tipicos (HARVEY, 2001).

Existem muitas hipdteses para tentar explicar o mecanismo de acdo dos diversos
antipsicoticos atipicos ¢ uma delas ¢ a de que, além de antagonizarem receptores
dopaminérgicos D2, também regulam a neurotransmissdo dopaminérgica antagonizando
receptores serotonérgicos do tipo 5- HT2A presentes em interneurdnios gabaérgicos na SNc.
Esse mecanismo levaria a desinibicdo da neurotransmissdo dopaminérgica, aumentando a
atividade motora e atingindo eficdcia terapéutica com menor risco de efeitos colaterais
motores (GRAEFF e GUIMARAES, 1999; LOONEN & IVANOVA, 2013; MELTZER,
2013). Apesar disso, estes antipsicoticos apresentam outros efeitos colaterais importantes,
como ganho de peso e sindrome metabdlica, aumentando o risco de ataques cardiacos, além
de sonoléncia e leucopenia (RAHMAN & MARWAHA, 2022).

J& os antipsicoticos tipicos, tomando o haloperidol como exemplo, possuem uma alta
afinidade pelos receptores dopaminérgicos, especialmente do tipo D2, que quando
bloqueados na via nigroestriatal podem desencadear nos pacientes importantes efeitos
motores como o parkinsonismo farmacologico, acatisia e discinesia tardia (GRAEFF e
GUIMARAES, 1999). Sdo drogas com efeito dose dependente, portanto para que haja
beneficios no tratamento, ¢ necessario que 65-70% dos receptores dopaminérgicos do tipo D2
estejam ocupados. Caso a ocupagdo chegue a 80%, havera uma maior chance do surgimento

dos efeitos motores (TURRONE, 2003).

1.3. Discinesia Tardia

Descrita pela primeira vez por Schonecker, em 1957, a discinesia tardia ¢ um efeito
extrapiramidal caracterizado por movimentos involuntdrios excessivos principalmente na
regido orofacial, mas que também pode atingir tronco e membros. Tem sido alvo de diversos
estudos porque além de ser um efeito extremamente incomodo ao paciente, ¢ potencialmente
irreversivel (TURRONE et al., 2002; CORRELL et al., 2017).

Alguns fatores de risco podem aumentar a chance do desenvolvimento da discinesia

tardia, sendo eles a idade do paciente (pessoas com mais idade), sexo (mais presente em
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mulheres), etnia (caucasianos ¢ africanos) e a existéncia de outros efeitos extrapiramidais. Ha
também a contribuicdo de fatores de risco ambientais, como o uso de alcool, cigarro e
cocaina e, como ja citado, o tratamento com antipsicoticos tipicos ¢ o fator diretamente
responsavel pelo aparecimento da discinesia. Associados a este ultimo fator estdo a dose e o
tempo de tratamento. Dados estatisticos apontam um aumento anual da taxa de risco de 5%
nos primeiros 5 anos de exposi¢do a droga e uma prevaléncia da discinesia tardia de 20-40%
dos pacientes que sdo submetidos a um tratamento com antipsicéticos tipicos por longo
tempo. A retirada do antipsicotico ou diminuicao de sua dose frequentemente nao mostram
melhoras na discinesia podendo, pelo contrario, apresentar uma piora temporaria dos
sintomas (TURRONE et al., 2003; CORRELL et al., 2017).

Em 2017 foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) nos EUA os Gnicos
medicamentos para tratamento de discinesia tardia, a valbenazina e a tetrabenzina, inibidoras
de VMAT2, subtipo de transportador encontrado principalmente em vesiculas de neuronios
que sintetizam dopamina, norepinefrina, serotonina e histamina. Embora seja uma opgao no
tratamento, alguns efeitos colaterais advindos causados por ambos os farmacos tém sido
observados, como sonoléncia, sedacao e depressao (CORRELL et al., 2017).

As bases neurofisiologicas da discinesia tardia ainda ndo foram totalmente elucidadas.
Apesar disso, o bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2 por antipsicéticos resulta em
distintas alteragdes que embasam hipdteses que objetivam explicar o surgimento, manutencao
e caracteristicas da discinesia tardia. Tais hipoteses se apoiam em premissas de carater
estrutural, como alteragdes nos receptores dopaminérgicos, ou funcional, como mecanismos
neurodegenerativos. Nesse sentido, podem ser complementares e ndo excludentes
(ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000; LOHR et al., 2003). Somado a isso, pesquisas
apontam que processos inflamatorios podem estar envolvidos no desenvolvimento da
discinesia tardia, uma vez que que a producdo de fatores pro-inflamatorios pode ser
estimulada pelo estresse oxidativo promovido pelo haloperidol (BISHNOI et al, 2008;
PEROZA et al., 2016). Baseados nessas premissas, estudos tém empregado diversas
estratégias na busca por outras solucdes, tomando como exemplo compostos antioxidantes,
anti-inflamatorios, agonistas gabaérgicos e até os proprios antipsicoticos atipicos

(MARGOLIUS, 2018; CORRELL et al., 2017)

1.3.1. Hipdteses sobre a origem da discinesia tardia
Como mencionado, as hipoteses que explicam o surgimento da discinesia tardia

sugerem a participagdo de alteracdes de regides cerebrais a nivel fisiologico e estrutural. Para
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melhor entendimento sobre tais hipoteses, primeiramente faz-se necessaria uma explicacao
sobre a participagdo dos nucleos da base no controle motor.

Os nucleos da base sdo regides subcorticais do cérebro que regulam varios aspectos das
fungdes sensorio-motora, cognitiva e limbica. Esses nucleos se dividem em duas areas: a
por¢ao dorsal, relacionada principalmente com fungdes motoras e associativas, ¢
compreendida por parte do caudado, do putdmen, globo pélido (interno- GPi e externo- GPe),
nicleo subtaldmico (NST) e substancia negra (compacta- SNc e reticulada- SNr). O NAc,
porc¢do ventral dos nlcleos da base, esta essencialmente associado com fungdes limbicas. Os
nucleos caudado e o putamen, juntos, representam a maior dessas estruturas, conhecida como
corpo estriado (CPu) (PURVES et al., 2010). Os nucleos da base estdo representados na
Figura 4:
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Figura 4: Componentes motores dos nucleos da base humanos. Os nucleos da base compreendem um
conjunto de estruturas de substincias cinzentas. A maioria dessas estruturas estd localizada no
telencéfalo, mas algumas sdo encontradas no diencéfalo e no mesencéfalo. Os maiores componentes
que recebem e processam os sinais relacionados ao movimento sdo o corpo estriado (caudado e
putamen) e o palido (globo palido e parte reticular da substancia negra). Essas estruturas sdo
adjacentes a capsula interna no prosencéfalo e no mesencéfalo (o pedinculo cerebral ¢ uma extenso
caudal da capsula interna). A SNc e NST projetam aferéncias ao corpo estriado e ao globo palido,
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respectivamente. Para o controle dos movimentos dos membros, a eferéncia dos nticleos da base surge
do segmento interno do globo palido e ¢ enviada aos nucleos ventral anterior e ventral lateral
(complexo VAA/L) do talamo, o qual interage diretamente com os circuitos dos neurénios motores
superiores do cortex frontal. Esquema e legenda modificadas de Purves, 4ed.

O estriado ¢ constituido majoritariamente (90-95%) por células denominadas neuronios
espinhosos médios, que sdo neurdnios de projecdo. Estes neurdnios gabaérgicos e seus
dendritos recebem aferéncias corticais, talamicas e do tronco encefalico (PURVES et al.,
2010).

O cortex ¢ a maior fonte de aferéncias do estriado, que de maneira geral envia
projecdes de todas as suas areas (associativa, sensorial e motora). O GP e a SNr recebem
aferéncias inibitorias do corpo estriado, e por isso sao conhecidos como os nucleos de saida
dos nucleos da base. A via corticoestriatal ¢ composta por circuitos que atuam em paralelo
cumprindo diferentes fungdes, de forma que regides variadas do cortex fazem conexdes com
distintas regides do estriado que, por sua vez, se projetam a diferentes regides do globo palido
(GPe ou GPi) ou a SNr (PURVES et al., 2010).

A transmissao da informacgao cortical percorre os nucleos da base e ¢ transmitida ao
talamo, retornando posteriormente a regides motoras do cortex, alcangando os neurdnios
motores superiores e fechando o circuito. E sugerido que esse caminho pode se dar por duas
vias, a direta e a indireta. As duas vias possuem efeitos antagonicos: a via direta (Figura 5)
atua diminuindo a inibi¢do dos nucleos da base sobre o tdlamo, que por sua vez estimula os
neurénios motores superiores facilitando a iniciacdo e aumentando a intensidade dos
movimentos voluntarios. A via indireta (Figura 6) refor¢a a inibi¢do do tdlamo pelos nicleos
da base, impedindo a regulacdo tdlamo-cortical, mecanismo que leva a diminui¢do da
magnitude e velocidade da atividade motora. Dessa forma, ambas as vias atuam em sintonia,
e ndo em alternancia, permitindo que os movimentos sejam coordenados e gerando um
padrdo de movimento mais adequado para cada circunstancia de acordo com os estimulos que
chegam do cortex (PURVES ef al.,, 2010; LOONEN & IVANOVA, 2013; JELLINGER,
2019). Vale ainda citar que uma terceira via, a hiperdireta, participa da regulacdo dos
movimentos. Ela ¢ assim chamada porque as aferéncias corticais projetam-se direto para
NST, que estimula a inibicdo do GPi e SNr sobre o tdlamo, inibindo consequentemente o
movimento (PURVES et al., 2010).

A maior fonte de producdo de dopamina no cérebro sao os neuronios da SNc, que

constituem a principal aferéncia dopaminérgica estriatal (via nigroestriatal). Estas sinapses
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ocorrem na base das espinhas dendriticas dos neuronios espinhosos médios, proximas as
advindas dos neurdnios corticais. Essa disposi¢do permite que as sinapses dopaminérgicas
regulem a resposta da estimulacdo cortical. Como as vias dos nucleo da base resultam em
efeitos antagonicos, a modulagdo dopaminérgica, em ambos os casos, leva a uma liberagdo da
regulacao talamo-cortical. A via direta possui receptores do tipo D1, cuja ativacao estimula a
via direta. Por outro lado, a via indireta ¢ modulada por receptores dopaminérgicos do tipo
D2, que inibem a ativagdo dessa via. Portanto, a resultante da interagdo da dopamina no
circuito dos nucleos da base serd a facilitacio do movimento (excitacdo da via direta e
inibicao da via indireta) (PURVES, 2010; JELLINGER, 2019).

As vias direta e indireta sob regulagdo da neurotransmissdo dopaminérgica sao

representadas nas Figuras 5 e 6:
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Figura 5: Via direta dos nucleos da base. O estimulo glutamatérgico enviado pelo cortex ao estriado
dorsal ¢ reforcado pelas aferéncias dopaminérgicas da SNc através da ligagdo da dopamina aos
receptores D1 presentes nos neurdnios espinhosos médios GABAérgicos. Estes, por sua vez, enviam
projecdes ao GPi e o inibem. Por consequéncia o tdlamo, desinibido, atua sobre os neurénios motores
do cortex, facilitando o inicio dos movimentos desejados. Esquema modificado de Stahl, 2017.
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Figura 6: Via indireta dos nticleos da base. O estimulo glutamatérgico enviado ao estriado dorsal pelo
cortex € bloqueado pela ligacdo da dopamina aos receptores D2 nos neurdnios espinhosos médios
GABAZérgicos. Nesta via a informagao que sai do estriado alcangara o GPi de forma indireta, passando
antes pelo GPe, que inibido, levara a estimulagdo do NST. Este, por sua sua vez, enviara projecdes
glutamatérgicas ao GPi e consequentemente havera inibicdo do talamo, impedindo a regulagdo
talamocortical, que resulta na cessa¢do ou diminuicdo dos movimentos. Esquema modificado de
Stahl, 2017.

1.3.1.1. Hipdtese da hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos

O constante bloqueio de receptores do tipo D2 pelo haloperidol leva a
hipersensibilidade desses receptores, mecanismo ativado pela neuroplasticidade, ou seja, a
capacidade do cérebro em se ajustar e mitigar distirbios. Essa hipersensibilidade
possivelmente ¢ ocasionada pelo aumento de espinhas dendriticas e de receptores
dopaminérgicos D2 nos neuronios espinhosos médios (STAHL, 2017). O resultado ¢ o
aumento da agdo inibitoria sobre a via indireta e consequente estimulacdo de sinapses
glutamatérgicas, que reforgard a regulacdo tdlamo-cortical. Em sinergia com esse
desequilibrio na via indireta, a via direta continua estimulando o tilamo, e essa
superestimulacdo de ambas as vias resulta nos movimentos involuntarios hipercinéticos,
caracteristicos da discinesia tardia. Isso explicaria a razao pela qual a retirada do antagonista

pode ser ineficaz e até mesmo agravante no tratamento da discinesia tardia uma vez que
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poderia ocorrer a potencializagdo da acdo da dopamina se ligando aos receptores

hipersensibilizados (SILVESTRI, 2000; STAHL, 2017; FREI, 2018; STAHL, 2018).

1.3.1.2. Hipétese do estresse oxidativo

A dopamina ¢ caracterizada por sua facilidade de auto-oxidagdo, processo prejudicial
ao funcionamento das células devido a formacao de superoxidos e quinonas, espécies reativas
conhecidas pela sua capacidade de promover estresse oxidativo. Além disso, o catabolismo
da MAO-B gera peroxido de hidrogénio (H202), outra espécie reativa de oxigénio. O estriado
¢ uma regido rica em acidos graxos polinsaturados, oxigénio ¢ ions metalicos como Fe2+
(que pode interagir com H202 formando radical hidroxila), fatores esses que podem agravar o
estresse oxidativo. A detencdo ou contencdo desse processo ocorre através de um sistema
antioxidante endogeno, constituido por enzimas antioxidantes presentes nos neuronios, tais
como a superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase/redutase,
glutationa reduzida (GSH) e as vitaminas C e E (para revisdo, LOHR et al., 2003; LISTER, et
al.,2014).

O bloqueio dos receptores dopaminérgicos pelo haloperidol conduz a um aumento
compensatorio da sintese e metabolismo desse neurotransmissor, de tal forma que os
antioxidantes presentes no estriado permanecem saturados, incapazes de conter todo o dano
oxidativo gerado. O desfecho dessa saturacdo ¢ a peroxidagdo lipidica e carbonilagdo
proteica, levando, em ultimo estagio, a desestabilizacdo da membrana neuronal, transducao
de sinal prejudicada e morte celular (SAGARA, 1998; LISTER et al., 2014; para revisao,
LOHR et al., 2003; FREI, 2018).

Somadas a essa cascata de eventos desencadeada pelo haloperidol, evidéncias apontam
anormalidades no sistema antioxidante endégeno de pacientes portadores de esquizofrenia,
sendo esse sistema prejudicado anteriormente ao uso de antipsicoticos, tratando-se, portanto,
de uma condi¢do inerente ao transtorno. Neste sentido, esse achado pode contribuir para a
influéncia do estresse oxidativo na inducdo da discinesia de pacientes posteriormente
tratados com haloperidol (FLATOW et al., 2013; para revisdo, LISTER et al., 2014).

Embora existam divergéncias, estudos pré-clinicos e clinicos mostram eficicia de
antioxidantes como a vitamina E na diminuicdo ¢ melhoramento dos sintomas da discinesia
tardia, evidenciando possibilidades de aplicacio desses compostos antioxidantes no

tratamento desse efeito extrapiramidal (para revisdo, LISTER et al., 2014).
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1.3.1.3. Hipotese glutamatérgica

A ligagdo da dopamina aos receptores D2 inibe a a¢do excitatdria do glutamato liberado
pelos neurdnios corticais no estriado (KEYSER et al., 1989). O antagonismo dos receptores
D2, por outro lado, reduz essa atividade da dopamina, levando a um aumento da
neurotransmissao glutamatérgica excitatoria (GODUKHIN et al., 1984; SEE & LYNCH,
1995). A presenga de glutamato de forma excessiva no estriado e a constante estimulagao dos
receptores  glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), resulta em
excitotoxicidade através de um alto influxo de Ca2+ e estresse oxidativo que pode levar a
morte celular (KEYSER et al., 1991; para revisdio, ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000;
SACHDEY, 2000).

1.3.2. Modelo animal da discinesia tardia

A discinesia tardia pode ser reproduzida em roedores ou primatas nao humanos através
de tratamento cronico com antipsicéticos tipicos. O modelo mais comum ¢ obtido através de
tratamento com haloperidol em roedores, o que induz os movimentos orais involuntarios
(vacuous chewing moviments - VCMs). Este modelo ¢ considerado uma boa ferramenta de
estudo, pois atende aos critérios de validacdo de analogia e predi¢do. Esses critérios
baseiam-se no fato de que o haloperidol desencadeia na clinica e no roedor efeitos
semelhantes. Em ambos os casos se observa a presenga de movimentos involuntarios
orofaciais estereotipados, usualmente representados por movimentos mastigatorios, tremor
mandibular, abertura da boca e protrusdo da lingua (CASEY, 2000; RASCOL & FABRE,
2000; TURRONE, 2002).

1.4. Canabinoéides

A Cannabis sativa ¢ uma das plantas mais antigas cultivadas pelo ser humano de que se
tem conhecimento. Os registros apontam que ao longo do tempo e em diferentes culturas,
essa planta tem sido utilizada para distintos fins. As evidéncias mais antigas de seu uso datam
de 12.000 atras em Taiwan (BONINI et al., 2018). Na China, achados arqueolégicos datados
de 4000 a.C. atribuem seu cultivo para o fornecimento de fibras do caule para fabricacao de
tecidos, cordas e papel. Como medicamento, ¢ retratada na mais antiga farmacopéia chinesa,
cujas tradigdes sdo atribuidas ao ano de 2700 a.C. Nesta farmacopeia, seu uso era indicado
para maldria, distirbios menstruais, constipagdo intestinal e dores reumaticas. Ela também

retrata o primeiro registro até hoje conhecido do uso como agente psicoativo da Cannabis,
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provavelmente relacionado ao xamanismo, uma pratica religiosa asiatica (ZUARDI et al.
2008; BONINI et al., 2018).

A Cannabis ¢ constituida por mais de 500 compostos quimicamente ativos, dentre eles
terpenoides, flavonoides, alcaldides e os fitocanabinoides, classe mais ativa dos compostos,
encontrados na resina produzida pelas glandulas dos pélos secretores nas flores femininas,
principalmente (ZUARDI et al. 2008). Na planta, os fitocanabinodides e os terpenos possuem
importante papel de protecdo contra herbivoria e perda de agua, e sua produ¢ao é aumentada
em situagdes de estresse ambiental como baixa umidade e alta temperatura (BONINI ez al.,
2018).

Os canabindides, uma classe de compostos terpenofendlicos, sdo sintetizados a partir
dos precursores acido olivetolico e geranil pirosfosfato, que combinados formam o &cido
canabigerolico (CBGA). Este, por sua vez, serve como precursor para a maioria dos outros
canabinoides, como o acido canabididlico (CBDA), 4acido canabicroménico (CBCA) e acido

A-9-tetrahidrocanabinoélico (D9-THCA) (NACHNANI et al., 2021) (Figura 7).
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Figura 7: Via de biossintese dos canabindides primarios. A biossintese de canabindides comega com
a combinacdo de geranil pirofosfato e olivetolico acido para formar CBGA. O CBGA serve como
substrato para a sintese de D9-THCA e CBDA. Descarboxilagio de CBGA, D9-THCA e CBDA por
calor resulta em CBG, D9-THC e CBD, respectivamente. Como o CBGA serve como substrato para a
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sintese dos principais canabindides, muito pouco ¢ normalmente encontrado em material de Cannabis
sp. Imagem e legenda retiradas de Nachnani e colaboradores, 2021.

No fim do século XX, e um importante marco cientifico desta época foi a identificacao
da estrutura quimica do A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC) por Gaoni ¢ Mechoulam em 1964.
Isto levou a um aumento no nimero de trabalhos cientificos com a planta, que a partir de
entdo podia ter seus compostos explorados de forma pura. O interesse cientifico se
intensificou ainda mais nos anos 90, quando houve a descoberta dos receptores canabinodides
no sistema nervoso e o isolamento da anandamida, um endocanabinoide (ZUARDI et al.
2008).

O canabidiol (CBD) ¢ o principal composto nao-psicotomimético da Cannabis sativa,
correspondendo a até 40% do extrato da planta (ZUARDI et al. 2006). E largamente estudado
como tratamento de doencgas neurodegenerativas devido as suas propriedades neuroprotetoras
(para revisdo, FERNANDEZ- RUIZ et al., 2012; CAMPOS et al., 2016).

Diversos resultados clinicos e pré-clinicos sugerem atividade antipsicética do CBD.
Quando administrado concomitantemente com THC, o CBD inibiu os sintomas
tipo-psicoticos induzidos pelo THC em pacientes voluntarios (ZUARDI et al., 1982;
ZUARDI et al., 2012).

Em ensaios pré-clinicos, diversas ferramentas farmacologicas sao empregadas em
modelos preditivos de atividade antipsicotica de um fdrmaco. Camundongos tratados com
CBD apresentaram melhora em teste de inibicdo pelo pré-pulso (PPI - prepulse inhibition),
usado para avaliar o processamento de informagdes e que € prejudicado pela administragdo
de MK-801 (GOMES et al., 2014) ou anfetamina (PEDRAZZI et al., 2015). O CBG também
levou a melhora de camundongos tratados com MK-801 e submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos e de interagdo social, usados em estudos de sintomas negativos e
cognitivos da esquizofrenia. Todos estes comportamentos sdo prejudicados pela
administracdo de MK-801, um antagonista de NMDA, que ¢ utilizado pois sugere-se que,
para surgimento destes sintomas, haveria participagdo de uma hipofung¢ao de receptores
glutamatérgicos NMDA no cortex pré-frontal. Ainda, o CBD atenuou a morfologia
microglial reativa no cortex pré-frontal e no hipocampo (GOMES et al., 2015).

Em outro estudo, o CBD atenuou a estereotipia induzida por apomorfina, agonista de
receptores dopaminérgicos, em ratos (ZUARDI et al., 1991), bem como a hiperlocomogao
induzida pela anfetamina, inibidora da recaptagdo dopaminérgica, ou ketamina em

camundongos (MOREIRA & GUIMARAES, 2005).
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E importante ressaltar que estes efeitos do CBD ndo foram acompanhados pelo
desenvolvimento de catalepsia nos roedores, um modelo dos efeitos adversos extrapiramidais
promovidos pelo uso de antipsicéticos tipicos (ZUARDI et al., 1991; MOREIRA &
GUIMARAES, 2005). Além disso, este fitocanabindide induziu a expressdo da proteina
c-Fos, um indicador de ativacdo neuronal, no NAc (regido limbica associada a atividade
antipsicética), sem induzir sua expressdo no estriado dorsal (regido associada aos efeitos
adversos motores), um efeito comparavel ao induzido pelo antipsicotico atipico clozapina
(GUIMARAES et al., 2004). Assim, estes efeitos sugerem que o CBD apresenta um perfil
antipsicotico do tipo atipico (ZUARDI et al., 1995; LEWEKE et al., 2012; MCGUIRE et al.,
2018).

O CBD preveniu os movimentos orais involuntarios induzidos pelo haloperidol em
camundongos, efeito aparentemente dependente da atenuag¢do da neuroinflamagao, a qual ¢
mediada, ao menos parcialmente, pela ativacdo dos receptores PPARYy (proliferador de
peroxissoma do tipo gama) (SONEGO et al., 2018; 2021). Estes estudos demonstraram que o
CBD reduz o niimero de microglia com morfologia reativa no estriado, efeito resultante do
tratamento com haloperidol. Os niveis das citocinas pro- inflamatérias IL-1p e Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a) e de peroxidagao lipidica no estriado também aumentaram como
resultado do tratamento com haloperidol e o tratamento concomitante com CBD atenuou o
aumento de mediadores proé-inflamatorios TNF-a, IL-6 e das enzimas ciclo-oxigenase-2
(COX-2) e 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS), envolvidas com processo inflamatério e
estresse oxidativo. Adicionalmente, a combinagdo entre CBD e haloperidol aumentou os
niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10. In vitro, a combinag¢do haloperidol e CBD
aumentou a expressdo de RNAm para o coativador de PPARY, o coativador 1-alfa do receptor
gama ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1a). Para se avaliar a participagdo dos
receptores PPARy nos efeitos do CBD in vitro, as células foram pré- tratadas com o
antagonista de receptores PPARy, GW9662, que impediu a ativagdo microglial mediada por
CBD. In vivo, o GW9662 impediu os efeitos antidiscinéticos do CBD no modelo de
discinesia tardia (SONEGO et al., 2018; 2021).

O canabigerol (CBG), outro fitocanabinoide ndo psicotomimético, tem sido
recentemente investigado em diversos modelos. Da mesma forma que o CBD, exibe muitos
potenciais terapéuticos através de seu efeito neuroprotetor, antioxidante e anti-inflamatorio.
Estudos tém mostrado que o CBG interage com diversos receptores, pertencentes ou nao ao
sistema endocanabinoide. E um agonista parcial dos receptores CB1 e CB2. Além disso, ¢ um

agonista de adrenoceptores a2 e antagonista de receptores SHT1A (NAVARRO et al., 2018).
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Adicionalmente, o CBG demonstrou exercer a neuroprotecdo pela ativagdo dos receptores
PPAR-y por um mecanismo independente dos receptores canabindides (O’SULLIVAN,
2016).

O interesse da comunidade cientifica sobre os potenciais deste canabindide vem
crescendo de forma significativa, no entanto seu efeito ainda ndo foi estudado no modelo de
discinesia tardia induzida por haloperidol. O que j& ¢ conhecido cientificamente sobre estes
dois compostos justifica uma investigacdo mais profunda para identificar areas potenciais de

usos e perigos terapéuticos.

35



2.0OBJETIVOS
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A HIPOTESE deste trabalho é que o CBG é capaz de prevenir e/ou reverter
movimentos orais involuntarios induzidos por haloperidol, e uma vez analisado este
potencial, que ¢ relacionado a diminui¢do da expressdo de FosB no estriado dorso-lateral e a
inducdo de morfologia nao reativa de microglia.

Esta hipdtese ¢ baseada nas seguintes premissas: 1) a discinesia tardia em humanos, ou
movimentos orais involuntarios em roedores, sdo efeitos motores induzidos por tratamento
repetido com antipsicoticos tipicos; 2) as bases neurobiologicas da discinesia tardia
provavelmente estdo associadas a processos inflamatorios e estresse oxidativo; 3) o aumento
da expressao de FosB no estriado dorsolateral ¢ relacionado a indugdo de efeitos motores
apoOs tratamento com antipsicéticos tipicos; 4) o canabigerol ainda ndo foi estudado no
modelo de discinesia tardia e possui potencial anti-inflamatorio e antioxidante;.

Desta forma, este trabalho possui como:

2.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito do CBG sobre movimentos orais involuntarios induzidos por

haloperidol, bem como a expressao de FosB e morfologia de microglia.

2.2. Objetivos especificos

1) Delinear curvas temporais e¢ de dose-resposta do haloperidol injetado via
subcutinea para estabelecimento de um modelo de discinesia tardia em camundongos suicos;

2) Avaliar o efeito de prevencdo ou reversao do CBG sobre os movimentos orais
involuntarios, quando aplicado exclusivamente ou em associacio com CBD; o teste do
actimetro serd utilizado para avalia¢do da atividade motora;

3) Caracterizar a expressdao de FosB no estriado dorso-medial e dorso-lateral,
NAcC, NAcSh e cortex cingulado ap6s tratamento repetido com CBG, associado ou ndo ao
tratamento com haloperidol no modelo de discinesia tardia;

4) Analisar a morfologia e densidade Optica integrada da microglia no estriado
dorso-medial e dorso-lateral, NAcC, NAcSh e cortex cingulado apos tratamento repetido com

CBG, associado ou nao ao tratamento com haloperidol em modelo de discinesia tardia;
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Materiais utilizados

Consumiveis comprados

Tabela 1: Lista de consumiveis comprados para a realizagdo dos experimentos.

Tipo Fabricante
Agulha descartavel 30G BD PrecisionGlide
Becker de vidro (2000ml) Vidrolabor
Laminula Knittel Glass
Laminas Knittel Glass
Luvas Supermax

Matriz de seccionamento de encéfalo

World Precision Instruments, Inc.

Pipeta Pasteur RBR

Placa 6 pogos Costar
Ponteiras 10ul, 200ul, 1000ul, 5ml e 10ml | Axygen
Seringa descartavel BD Plastipak
Tubo eppendorf 2ml Eppendorf
Tubo Falcon 15ml Greiner

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Aparelhos

Tabela 2: Lista de aparelhos utilizados no decorrer dos experimentos.

Tipo Modelo Fabricante
Actimetro LE8810 — LE8811 | Panlab/Harvard Apparatus
Aparato espelhado - Fabricacdo no proprio laboratorio
Céamera para microscopio | DFC450 Leica
Computador 7440 HP
Criostato CM1850 Leica
Microscopio DM6 B Leica
Shaker Gyromax™ 737R Amex Instruments

Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Tampdes e solugdes preparados

Tabela 3: Lista de tampdes e solugdes preparados no decorrer dos experimentos.

Solucio pH Concentracio Reagentes Empresa
(mol/L)
Tampao A 7,4 PBS 0,1 M + NaH2PO4H20 Millipore corporation
Triton X-100 Na2HPO4(H20)12 Sigma Aldrich
0,15% NaCl Horneywell-Fluka
Triton X-100 Dinamica
Tampao citrato 6,0 0,1IM CeHs0O7 Merck
de sodio NazCsHs07 Sigma Aldrich
Salina 7,4 IM C4sH11NOs3 Millipore corporation
Tamponada Tris NaCl Horneywell-Fluka
(TBS)
PB (Phosphate 7,4 0,2M NaH2PO4H20 Millipore corporation
Buffered) NaHPO4 Cromato
Solucao - - PB 0,2M -
anti-congelante H20 destilada -
C12H22011 LabSynth
Etilenoglicol LabSynth
Solucao de - - H20 destilada -
montagem Gelatina A Sigma Aldrich
PB 0,2M -
Etanol Sigma Aldrich
PB 0,1M -
Solugado - - PB 0,IM -
Somogyi Acido picrico Fluka Chemika
Glutaraldeido 0,15% | Dinamica
Paraformaldeido 4% | Sigma Aldrich
Solugdo de - 30% C12H22011 LabSynth
sacarose PB 0,2M -

Fonte: Elaborado pela propria autora. NaH2PO4H20 = fosfato de sddio monobasico monohidratado;
Na2HPO4 (H20)12 = fosfato de sddio dibasico dodecahidratado; NaCl = cloreto de sodio; COH8O7 =
acido citrico; Na3C6H507 = citrato de sodio; C4H11NO3 = trizma base; NaHPO4 = fosfato de sodio
monobasico; C12H22011 = sacarose.

3.2. Animais
Foram utilizados camundongos sui¢os (Mus musculus), machos (cerca de 8 semanas;
n=257) provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto, USP. Os animais

foram alojados em grupos de 6-10 por caixa (40 x 33 x 17 cm) e permaneceram em ambiente
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com temperatura controlada (23°C £ 1), ciclo claro/escuro de 12 horas e alimentagdo ad
libitum. Os grupos experimentais tiveram de 6-12 animais por tratamento. Todos os
procedimentos experimentais descritos foram submetidos a0 Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA, protocolo n° 2021.1.320.58.0) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto (FORP-USP).

3.3. Drogas e regime de administracio

O haloperidol (Haldol Laboratorio Teuto brasileiro s/a) nas doses de 1, 2 ou 3 mg/kg foi
diluido em salina e administrado via subcutdnea no volume de 1ml/kg. O CBG (PurMed™)
nas dose de 3, 10 ou 30 mg/kg, foi diluido em DMSO 3%, Tween80 3% e salina e
administrado via intraperitoneal. O CBD (BSPG Laboratories, Reino Unido) nas doses de 10
ou 30 foi diluido em DMSO 3%, Tween80 3% e salina e administrado via intraperitoneal.
Nos protocolos experimentais, quando somente uma droga foi administrada via
intraperitoneal, o volume utilizado foi 10ml/kg. Em caso de associa¢do de duas drogas por

esta via, o volume foi reduzido para Sml/kg para cada droga.

3.4. Metodologia

3.4.1. Avaliacdo dos Movimentos Orais Involuntarios (VCMs)

Os animais foram colocados dentro de um Becker de vidro (2000 ml) sobre um aparato
especifico cujas paredes e base sdo compostas por espelhos para facilitar a visualizacao,
como esquematizado na Figura 8. Apos 1 minuto de habituacdo, o nimero de aberturas
bucais, tremores mandibulares e protrusdo lingual foram quantificados durante um periodo de
5 minutos. Estes movimentos (Figura 9) podem acontecer sozinhos ou concomitantemente,
de forma unica ou em bursts. Nao foram quantificados movimentos associados a
comportamento de autolimpeza ou direcionados as paredes do recipiente onde o animal foi

colocado.
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Figura 8: Representacdo do aparato espelhado onde a analise dos VCMs ¢ realizada. Imagem criada
no BioRender pela propria autora.
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Figura 9: Representacdo dos movimentos orais involuntarios (VCMs) em modelo de discinesia tardia
induzida por haloperidol em camundongos. Imagem criada no BioRender pela propria autora.

e Experimento 1: Delineamento das curvas temporais e de dose-resposta do haloperidol.
Para padronizagdao metodoldgica e caracterizacdo do efeito do haloperidol, curvas
temporais ¢ de dose-resposta foram delineadas. Para este fim, os animais foram tratados por
14 dias com haloperidol 1, 2 ou 3mg/kg; os movimentos foram avaliados 1, 2, 3, 4 e 5 horas
apos a inje¢do nos dias 1, 7 e 14. Adicionalmente, uma nova avalia¢do foi efetuada no 15°

dia, 24 horas apos a ultima inje¢ao de haloperidol. O protocolo é esquematizado na Figura 10.
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Os resultados foram analisados por one way ANOVA de medidas repetidas, sendo a

variavel o tempo, seguida de posthoc Tukey, p<0,05 no GraphPad Prism 8.

e
Avaliagdo 1, Avaliagéo 1, Avaliacéo 1, Avalia¢do
2, 3,4 e 5hrs 2, 3, 4 e 5hrs 2, 3,4 e 5hrs 24hrs ap6s
ap6s inje¢do apos injecdo ap6s injecdo injecdo

<
<

dias

}
O R A A

Tratamento didrio com salina ou haloperidol (1, 2 ou 3 mg/kg, via subcuténea) — 14 dias

Figura 10: Desenho experimental do delineamento das curvas temporais e de dose-resposta do
haloperidol (1, 2 e 3mg/kg) e salina. Seta preta: avaliagdo dos VCMs 1-5 horas apds administragao de
haloperidol; seta cinza: avaliagdo dos VCMs 24 horas apos administragdo de haloperidol; seta
vermelha: administrag@o de haloperidol (1, 2 ou 3mg/kg, via subcutanea) ou salina.

e [Experimento 2: Investigagdo do efeito de prevenc¢do do CBG em modelo de
discinesia tardia.

Uma vez que nao houve diferenca entre as avaliagdes nas horas 1-5 apos tratamento,
para os experimentos seguintes foi determinado que as avaliagdes seriam realizadas no 1° e
14° dias, 2 horas apds a ultima injegdo e no 15° dia, 24 horas apds a ultima inje¢do, conforme
esquematizado na Figura 11. Foram realizados dois experimentos: o primeiro (chamado de
2A) objetivou testar as doses de 3 e 10mg/kg, e o segundo (chamado de 2B) objetivou
reproduzir os resultados na dose de 10mg/kg e testar a de 30mg/kg. Os animais foram
tratados por 14 dias com haloperidol (3mg/kg), precedido em 30 minutos por administracao
intraperitoneal de CBG (3, 10 ou 30mg/kg). Os dados comportamentais foram analisados no
GraphPad Prism 8 por two way ANOVA de medidas repetidas, sendo as variaveis tempo e
tratamento, seguida de posthoc Tukey, p<0,05.

No experimento 2B foi também analisada, imediatamente ap6s a avaliagdo dos VCMs,
a atividade motora dos animais através do actimetro. Eles foram alocados no centro de uma
arena quadrada (45 x 45 x 35cm), onde ¢ permitida a livre exploragdo do aparato durante 5
minutos. De forma automatica, o actimetro quantifica os movimentos horizontais,
movimentos verticais e estereotipia, sendo estes parametros subdivididos em movimentos

rapidos e lentos.
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Em ambos os experimentos, apos avaliacao no 15° dia, os animais foram sacrificados e
os encéfalos dissecados. No experimento 2A, os encéfalos foram colocados em uma matriz
de seccionamento coronal que permitiu corta-los na regido do estriado medial. A porcao
rostro-medial foi envolvida em tissuetech e congelada em nitrogénio liquido para posterior
analise das espécies reativas de oxigénio (ROS). A por¢ao medial-caudal do estriado foi
colocada em solucdo fixadora de Somogyi por 48 horas, crioprotegida em solucdo de
sacarose 30%, congelada com isopentano em gelo seco a cerca de -40°C e depois armazenada
em freezer -80°C. Para o experimento 2B, o encéfalo inteiro foi fixado com Somogyi e
congelado em isopentano, segundo protocolo descrito. Posteriormente, este tecido foi
seccionado coronalmente no criostato (30um) e as sec¢des foram acomodadas em tubos
eppendorf com solugdo anticongelante e armazenadas a -20°C até a execucdo de

imunohistoquimica (IHQ) para marcagdo da proteina FosB e da microglia.

i
A

microglia e FosB

Haloperidol (3mg/kg, s.c.), precedido 30min por CBG (3, 10 ou 30 mg/kg, i.p.) — 14 dias

Figura 11: Desenho experimental para investigagao do efeito do CBG (3, 10 ou 30mg/kg) no modelo
de discinesia tardia. Seta preta: avaliacdo dos VCMs e da atividade motora 2 horas apds administragdo
de haloperidol; seta cinza: avaliagdo dos VCMs e da atividade motora 24 horas ap6s administragao de
haloperidol; seta azul: administracdo de CBG (3, 10 ou 30mg/kg, via intraperitoneal); seta vermelha:
administrag¢@o de haloperidol (3mg/kg, via subcutanea).

e Experimento 3: Investigacdo do efeito de reversiao do CBG em modelo de
discinesia tardia.
Apo6s avaliar o efeito do CBG administrado concomitantemente ao haloperidol, seu

efeito de reversdo foi testado. Para isso, os animais foram tratados por 14 dias com
haloperidol (3mg/kg, s.c.) e avaliados nos dias 1 e 14, 2 horas apds tratamento, e no dia 15,
24 horas ap06s tratamento. Posteriormente a esta avaliagdo, foi iniciada administragdo de CBG
(10mg/kg, s.c.) e 30 minutos apds, de haloperidol, por 5 dias. Uma nova avaliagdo foi
efetuada no 20° dia, 24 horas ap6s o ultimo tratamento com haloperidol. Em todos os dias de
avaliagdo dos VCMs, a atividade motora dos animais também foi medida pelo teste do

actimetro. Imediatamente ap6s o teste motor no 20° dia, os animais foram sacrificados, os
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encéfalos dissecados e congelados como descrito anteriormente para andlise de ROS. O
desenho experimental ¢ retratado na Figura 12.

Os dados comportamentais foram analisados no GraphPad Prism 8 por two way
ANOVA de medidas repetidas, sendo as varidveis tempo e tratamento, seguida de posthoc

Tukey, p<0,05. Para o teste do actimetro, o posthoc empregado foi Sidak, p<0,05.

?
T 1111111111111 fnnng ===

Haloperidol (3mg/kg, s.c.) - 14 dias Haloperidol (3mg/kg, s.c.),
precedido 30min por CBG

(10mg/kg, i.p.) — 5 dias

Figura 12: Desenho experimental para investigacdo do efeito de reversdo do CBG no modelo de
discinesia tardia. Seta preta: avaliagdo dos VCMs e atividade motora 2 horas apos administracao de
haloperidol; seta cinza: avaliagdo dos VCMs e atividade motora 24 horas apds administragdo de
haloperidol; seta azul: administragdo de CBG (10mg/kg, via intraperitoneal); seta vermelha:
administrag¢@o de haloperidol (3mg/kg, via subcutanea).

e [Experimento 4: Investigacdo da associacdo CBD + CBG em modelo de discinesia
tardia.

Os animais receberam durante 14 dias CBD (30 ou 10mg/kg, i.p, volume de Sml/kg),
apos 30 minutos CBG (15 ou Img/kg, volume de 5ml/kg) ou veiculo e apos outros 30
minutos, haloperidol (3mg/kg, s.c.) ou veiculo. Desta forma, as propor¢des de associacao
entre os canabinoides investigadas foram 2:1 ou 10:1. As doses de CBG foram escolhidas
com base no experimento anterior ¢ as de CBD com base na literatura, objetivando fazer
combinagdes de doses subefetivas dos canabinoides.

As avaliagdes foram realizadas no 1° e 14° dias, 2 horas apds a ultima injecao, e no 15°
dia, 24 horas apoés a ultima inje¢do. Da mesma forma que no experimento anterior, apos cada
avaliagdo os animais foram submetidos ao teste do actimetro e apds a ultima andlise os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os encéfalos removidos e congelados
para analise de ROS. O desenho experimental ¢ esquematizado na Figura 13.

Os dados comportamentais foram analisados no GraphPad Prism 8 por two way
ANOVA de medidas repetidas, sendo as varidveis tempo e tratamento, seguida de posthoc

Tukey, p<0,05.
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Figura 13: Desenho experimental para investigagdo da associagdo CBD+CBG no modelo de
discinesia tardia. Seta preta: avaliagdo dos VCMs e atividade motora 2 horas apos administracdo de
haloperidol; seta cinza: avaliagdo dos VCMs e atividade motora 24 horas apos administracdo de
haloperidol; seta verde: administragdo de CBD (30 ou 10mg/kg) seta azul: administracdo de CBG (15
ou Img/kg, via intraperitoneal); seta vermelha: administragio de haloperidol (3mg/kg, via
subcutanea).

3.4.2. Analises imunohistoquimicas

e Proteina FosB
As secgOes passaram por trés lavagens de 5 minutos cada com tampao A para remogao

de residuos de solugdo anticongelante. Depois foram submetidas ao procedimento de
recuperagdo antigénica pelo aquecimento em banho-Maria a 80°C durante 30 minutos em
solucao de tampao citrato. ApoOs as secg¢des retornarem a temperatura ambiente, a atividade
peroxidase enddgena foi bloqueada por meio da incubagdo com H202 0,5% em Tampdo A
durante 30 minutos. Seguiu-se o bloqueio dos sitios inespecificos com soro albumina bovina
(BSA) 2% em tampao A contendo soro especifico do anticorpo secundario a 5% (normal
goat serum, Vector Laboratories). Logo em seguida, foi realizada a incubacido com anticorpo
primério anti-FosB durante 48 horas a 4°C (dados do anticorpo na tabela 4).

Ap0s este periodo, as sec¢des foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado,
diluido em tampao A na concentracdo de 1:300 (goat, anti-rabbit, Vector) durante 90
minutos. Posteriormente, foram incubadas com o complexo avidina-biotina-peroxidase
(Vectastain ABC Elite Kit, Vector Laboratories, CA, EUA, 1:300) durante 2 horas. As
secgoOes passaram por trés lavagens de 5 minutos cada com tampao acetato.

A atividade da enzima peroxidase foi revelada por adicdo do cromogeno
tetrahidrocloreto de 3,3 diamino-benzidina 10mg (DAB, Sigma) e Sulfato de Niquel diluidos
em tampdo acetato, contendo H202 30%. Amostras de cada grupo experimental foram
processadas ao mesmo tempo. Por fim, as sec¢des passaram por trés lavagens de 5 minutos
cada com tampao acetato. Todo o processo foi feito sob leve e constante agitacdo no shaker
(Shaker Gyromax™), e entre cada etapa foram realizadas trés lavagens com Tampao A de 5

minutos cada.
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As secgoes foram montadas com solugdo de montagem em laminas gelatinizadas e
passaram por diafanizac¢do através de banhos em uma série de concentracdes crescentes de
alcoois e xilol. As laminas foram cobertas com meio permanente (Entellan™,

Merck-Germany) para observagao no microscopio.

e Microglia

Para identificagdo da microglia foi utilizado o anticorpo contra a molécula adaptadora
de ligagao ao célcio ionizada 1 (Iba-1).

As secgOes passaram por trés lavagens de 5 minutos cada com tampao A para remogao
de residuos de solugdo anticongelante. Depois foram submetidas ao procedimento de
recuperagdo antigénica pelo aquecimento em banho-Maria a 70°C durante 30 minutos em
solucao de tampao citrato de soédio. Apds as secgdes retornarem a temperatura ambiente, a
atividade peroxidase enddgena foi bloqueada por meio da incubagdo com H202 1% em
tampao A durante 30 minutos. Seguiu-se o bloqueio dos sitios inespecificos com soro
albumina bovina (BSA) 2% em tampao A contendo soro especifico do anticorpo secundario a
5% (normal goat serum, Vector Laboratories). Posteriormente, foi realizada a incubagdo com
anticorpo primario anti-Iba-1 durante 48 horas a 4°C (dados do anticorpo na tabela 4).

Apos este periodo, as secgdes foram incubadas com anticorpo secundario, diluido em
tampao A na concentracao de 1:300 (goat, anti-rabbit, Vector) durante 90 minutos. Seguiu-se
a incubagdo com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain ABC Elite Kit, Vector
Laboratories, CA, EUA, 1:300) durante 2 horas.

A atividade da enzima peroxidase foi revelada por adicdo do cromogeno
tetrahidrocloreto de 3,3 diamino-benzidina 10mg (DAB, Sigma) e Sulfato de Niquel diluidos
em TBS 0,1M, contendo H202 30%. Amostras de cada grupo experimental foram
processadas ao mesmo tempo. As sec¢des passaram por trés lavagens de 5 minutos cada com
TBS 0,25M. Todo o processo foi feito sob leve e constante agitagdo no shaker (Shaker
Gyromax™), e entre cada etapa foram realizadas trés lavagens com Tampao A de 5 minutos
cada.

As seccdes foram montadas com solugdo de montagem em laminas gelatinizadas e
passaram por diafanizag¢do através de banhos em uma série de concentragdes crescentes de
alcoois e xilol. As ldminas foram cobertas com meio permanente (Entellan™,

Merck-Germany) para observacao no microscopio.
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Tabela 4: Lista de anticorpos primarios utilizados nas imunohistoquimicas.

Anticorpo primario Marca Hospedeiro Diluicao
Anti-FosB Cell Signaling Rabbit 1:2000
Anti-Iba-1 Abcam Rabbit 1:2000

Fonte: Elaborado pela propria autora.

3.4.3. Aquisicdo de imagens

Para execucdao de ambas as reagdes imunohistoquimicas, sec¢des do estriado (30um)
obtidas por cortes no criostato foram escolhidas de forma a conter cerca de 2-3 sec¢des/pogo
de cada regido de interesse. Para andlise, uma sec¢do de cada regido de interesse foi
escolhida. Sendo os tratamentos dos animais sist€émicos, apenas um hemisfério das secc¢des
foi analisado.

Ao longo de sua extensdo, o estriado foi dividido em 3 niveis, segundo o atlas
neuroanatomico de camundongos (PAXINOS & FRANKLIN, 2008). Foram eles: rostral
(Bregma 0,74mm), medial (Bregma 0,14mm) e caudal (Bregma -0,58mm). Em cada um
desses niveis, foram analisadas as regides de interesse: o estriado, subdivido em quadrantes
dorso-medial (DM) e dorsolateral (DL); nucleo accumbens (NAc), nas suas porcoes shell
(NAcSh) e core (NAcC) (presentes apenas no nivel rostral do estriado); e o cortex cingulado.

Essa divisdo ¢ representada na Figura 14.

Estriado Rostral: 0,74mm Estriado Medial: 0,14mm Estriado Caudal: -0,58mm

Figura 14: Representacdo ilustrativa dos bregmas das secgdes para analises imunohistoquimicas. O
estriado foi dividido em rostral, medial e caudal. Dentro de cada uma destas regides, ainda, o estriado
foi subdividido em quadrantes. Nas sec¢des rostrais e mediais foram analisadas as dreas dorso-medial
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(DM) e dorso-lateral (DL) e nas sec¢des caudais a DL. Adicionalmente, também foi analisado o NAc,
nas porcdes core - em azul- e shell, e o cortex cingulado (em laranja). Adaptado de Franklin e Paxinos
(2008).

As imagens de ambas as imunohistoquimicas foram obtidas com camera fotografica
Leica (DFC450) acoplada a um microscépio de luz da mesma procedéncia e transmitidas a
um computador equipado com um programa de analise de imagens (Leica Application Suite,
versao 4) para ajustes e de luz e cores. Todas as imagens foram adquiridas com a objetiva de
40x. As configuragdes de camera e luz foram otimizadas para evitar saturacdo do sinal e

mantidas constantes até o final das analises.

3.4.4. Analise de imagens

e FosB

Para andlise da expressdo de FosB, através de configuragdes especificas no software
Imagel, foi feita contagem automdtica do niumero de neuroénios marcados nas regides de
interesse. Foi realizada one way ANOVA e diferencas entre os grupos foram apontadas
através de posthoc Tukey, p <0,05. As analises estatisticas foram realizadas no GraphPad

Prism 8.

e Microglia

Para microglia, foram realizadas duas analises: a mensuracdo da densidade Optica
integrada (DOI), a qual corresponde a soma dos valores de pixels de uma imagem e ¢
equivalente ao produto da “Area” selecionada e da “Média da Densidade Optica”. Também
foram analisadas modificagdes morfoldgicas nas ramificagdes e corpo de células Ibal+. O
protocolo de analise da morfologia da microglia foi adaptado de Young e Morrisson (2018).
De forma resumida, para analise das ramificagdes, as imagens foram transformadas em
escalas de cinza (8-bit), convertidas para binarias e esqueletizadas. Os esqueletos resultantes
foram analisados por meio do plugin Analyze Skeleton (2D/3D), do software Fiji Imagel que
quantificou os pontos de extremidade (endpoints), nuimero e comprimento das ramificagdes
(um) por célula (Figura 15). Os resultados foram expressos em niimeros ou comprimento
(um) por 0,5mm2, que ¢ a area da imagem. Foi realizada one way ANOVA e diferencas entre
os grupos foram apontadas através de posthoc Tukey, p <0,05. As analises estatisticas foram

realizadas no GraphPad Prism 8.
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Figura 15: Exemplo de analise morfologica em microglia. A: Fotomicrografia células Iba-1+ no
estriado dorso-lateral medial em aumento de 63x; B: Fotomicrografia célula Iba-1+ em escala de cinza
(8-bit); C: Fotomicrografia célula Iba-1+ convertida em binaria; D: Fotomicrografia célula Iba-1 +
esqueletizada. Imagem retirada de Calaga, 2022.

Para andlise do corpo celular, o estriado dorso-lateral e dorso-medial e cortex cingulado
analisados foram apenas a nivel medial. Seis células de cada foto foram escolhidas para que a
area fosse medida pelo programa. O critério para escolha das células foi o tamanho, sendo
escolhidas as duas maiores, duas de tamanho médio e as duas menores da imagem analisada.
Com a ferramenta do programa, foi feito um contorno em cima de cada uma das células

escolhidas e o programa calculou a area automaticamente.
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4. RESULTADOS
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e Experimento 1: Delineamento das curvas temporais e dose-resposta do haloperidol.

O haloperidol na dose de 1mg/kg ndo induziu VCMs em nenhum dia e hora de
avaliacdo (Figura 16, B). No entanto, este efeito motor induzido por haloperidol nas doses de
2 e 3mg/kg foi observado no 15° dia, 24 horas apds a Ultima inje¢do, avaliacdo que
apresentou diferenca em relagdo a todas as outras medidas em diferentes dias e horas apos
tratamento (p<0,05, valores estatisticos na Tabela 6, referentes as doses de 2 e 3mg/kg,
respectivamente), mostrando efeito do tempo (valores estatisticos na Tabela 5), conforme
mostrado na Figura 16, C e D. Como esperado, a salina ndo induziu os VCMs em nenhum dia

ou horario de tratamento (Figura 16, A).

A) Curvas Temporais - Salina
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B) Curvas Temporais - Haloperidol 1mg/kg
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D) Curvas Temporais - Haloperidol 3mg/kg
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Figura 16: Curvas temporais da salina (A) e haloperidol (1, 2 ou 3mg/kg, B, C e D, respectivamente)
no modelo de discinesia tardia. As avaliagdes foram realizadas no 1°, 7° e 14° dia, 1-5 horas apos o
tratamento € no 15° dia, 24 horas ap6s o tratamento. *p< 0,05 em relacdo as avaliagdes nos dias 1, 7 ¢
14. Os dados sdo apresentados como média + SEM.

Sumarizando os resultados obtidos nas avalia¢des do 15° dia de todas as doses, analise
de one way ANOVA com a variavel tratamento seguida de posthoc Tukey, p<0,05, mostrou
efeito do tratamento (F (2, 17) = 10,81, p=0,0009) que sugere efeito dose-dependente, sendo
a manifestacdo dos VCMs diretamente proporcional a dose utilizada, como mostrado na
Figura 17. As doses de 2mg/kg (p=0,0098) e 3mg/kg (p=0,0010) foram diferentes da dose de
Img/kg , mas ndo diferiram entre si.

Curva dose-resposta do Haloperidol
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Figura 17: Curva dose-resposta do haloperidol nas doses de 1, 2 e 3mg/kg. Avaliacdo realizada no

15° dia, 24 horas apds a ultima administragdo de haloperidol. *p<0,05 em relagdo a dose de 1mg/kg.
Os dados sao apresentados como média = SEM.
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e Experimento 2: Investigacdo do efeito de prevencdo do CBG em modelo de

discinesia tardia.

Como descrito, a analise do efeito do CBG foi avaliada em dois experimentos, sendo
que o primeiro (2A) avaliou as doses de 3 e 10mg/kg (Figura 18, A) e o segundo (2B), as
doses de 10 e 30mg/kg (Figura 18, B).

O padrio de comportamento do experimento anterior foi reproduzido nestes dois
experimentos, de forma que os VCMs s6 foram observados no 15° dia. No primeiro
experimento, houve efeito do tratamento (F (4, 40) = 6,904, p =0,0003), do tempo (F ( 2,80)
= 65,35, p<0,0001) e interacdo entre as varidveis (F (8, 80) = 7,901, p<0,0001). O grupo
haloperidol foi diferente do grupo veiculo (p<0,0001). O CBG atenuou os VCMs nas doses
de 3mg/kg (p=0,0321) e 10mg/kg (p=0,0006) e ndo os induziu per se na dose de 10mg/kg
(Figura 18, A).

No segundo experimento, também houve efeito do tratamento (F (5, 40) = 2,712,
p=0,0334), do tempo (F (2, 80) = 45,51), p<0,0001) e interagdo entre as variaveis (F (10, 80)
= 2,921, p=0,0036). No 15° dia foi observado aumento dos movimentos involuntarios no
grupo haloperidol em comparagao ao grupo veiculo (p=0,0004). Houve reducao em torno de
30% dos VCMs no grupo CBG10 + haloperidol em relagdo ao grupo haloperidol, no entanto
ndo houve diferenca estatistica. O CBG na dose de 30mg/kg nao atenuou os VCMs induzidos

por haloperidol € nem os induziu per se (Figura 18, B).
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Efeito do CBG no modelo de discinesia tardia
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Figura 18: Investigagdo do efeito do CBG nas doses de 3, 10 e 30mg/kg no modelo de discinesia
tardia induzida por haloperidol (3mg/kg). Avaliagdo realizada no 1° e 14° dias, 2 horas apos
tratamento com haloperidol ¢ no 15° dia, 24 horas apds a ultima administracdo de haloperidol.
*p<0,05 em relagdo aos grupos veiculo, CBG10 e CBG30 na avaliagdo do 15° dia; # p<0,05 em
relacdo ao grupo haloperidol na avaliacdo do 15° dia. A: primeiro experimento para avaliacdo do
efeito do CBG no modelo de discinesia tardia nas doses de 3 e 10mg/kg. B: segundo experimento para
avaliagdo do efeito do CBG no modelo de discinesia tardia nas doses de 10 e 30mg/kg. Os dados sdo
apresentados como média + SEM.

Apenas para o experimento 2B, posteriormente a avaliagdo dos VCMs em cada um dos
dias descritos, os animais foram submetidos a avaliacdo da atividade motora pelo actimetro.
Houve efeito do tempo, tratamento e interacdo entre estas varidveis em cada um dos
parametros de atividade motora avaliados (dados estatisticos na Tabela 7). No 1° e 14° dias os
animais que receberam haloperidol sozinho ou em combinagao com CBG, independente da
dose, tiveram movimentos horizontais, verticais e estereotipia drasticamente reduzidos em
relacdo aos grupos veiculo, CBG10 e CBG30 (p<0,05), conforme mostrado na Figura 19. No
15° dia, no entanto, 24 horas apo6s o tratamento com haloperidol, esta diferenca em relagao
aos grupos controle foi extinta em todos estes parametros. Os resultados sao mostrados como

a somatoria dos movimentos lentos e rapidos (Figura 19).
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Figura 19: Teste do actimetro no experimento 2B para investigacdo do efeito do CBG nas doses de
10 e 30mg/kg sobre atividade motora de animais tratados com haloperidol (3mg/kg). A: Somatério
dos movimentos horizontais lentos e rapidos; B: Somatorio dos movimentos de estereotipia lentos e
rapidos; C: Somatorio dos movimentos verticais lentos e rapidos. Avaliagdes realizadas no 1° e 14°
dias, 2 horas apoés tratamento com haloperidol e no 15° dia, 24 horas apos a tltima administracao de
haloperidol. *p<0,05 em relagdo aos grupos veiculo, CBG10 ¢ CBG30 nos respectivos dias de
avaliagdo; + p<0,05 em relagdo ao grupo CBG10 no seu respectivo dia de avaliagdo. Os dados sdo
apresentados como média + SEM.

Imunohistoguimica para a proteina FosB:

Em ambos os experimentos, 2A e 2B, ap0s sacrificio, os encéfalos dos animais foram
removidos para andlise da expressdo de FosB no estriado dorso-medial e dorso-lateral,
NAcC, NAcSh e cortex cingulado dos animais. Os resultados foram similares em ambos os
experimentos, portanto aqui sdo apresentados apenas os dados do experimento 2B.

Adicionalmente, uma vez que o padrdo de expressdao de FosB foi semelhante entre os niveis
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rostral, medial e caudal, em suas diferentes areas analisadas, as fotomicrografias apresentadas
abaixo sdo referentes apenas ao nivel medial (Figuras 21, 23 e 25).

Houve efeito do tratamento na regido dorso-lateral do estriado rostral, medial e caudal,
levando a um aumento significativo da expressao de FosB nos grupos que foram tratados com
haloperidol em relagdo ao grupo veiculo (dados estatisticos apresentados na Tabela 8),
conforme mostrado na Figura 20, A. No entanto, o CBG, independente da dose, ndo reverteu
esse aumento de expressdo (Figura20A,Ce Ee 21 A, CeE).

Nao foi encontrado efeito do tratamento sobre expressio de FosB na regido
dorso-medial do estriado rostral e medial. Ainda, o CBG per se ndo levou ao aumento da

expressao de FosB nesta regido (Figura 20B e 21B).

Expressao de FosB no Estriado Dorso-Lateral e Dorso-Medial
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Figura 20: Comparacao da expressao de FosB no estriado dorso-lateral e dorso-medial a nivel rostral,
medial e caudal. CPu: estriado; DL: dorso-lateral; DM: dorso-medial. A: estriado dorso-lateral rostral;
B: estriado dorso-medial rostral; C: estriado dorso-lateral medial; D: estriado dorso-medial medial; E:
estriado dorso-lateral caudal. *p<0,05 em relagdo aos grupos veiculo, CBG10 e CBG30. Os dados sao
apresentados como média £ SEM.
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Células FosB+ no Estriado Dorso-Lateral e Dorso-Medial (Medial)
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Figura 21: Fotomicrografias representativas da expressdo de FosB nas regides do estriado
dorso-lateral (A) e do estriado medial (B) a nivel medial (bregma: 0,14mm). H4 um aumento da
expressao de FosB no estriado dorso-lateral nos grupos Haloperidol, CBG10+Hal e CBG30+Hal em
comparagdo com os grupos controle. No estriado dorso-medial, a expressdo ¢ semelhante para todos
os grupos. Linha pontilhada nas imagens do estriado dorso-medial mostra divisdo com o ventriculo ao
lado. Linha pontilhada nas imagens do estriado dorso-lateral mostra divisdo com o corpo caloso ao
lado. Aumento de 40x. Barra da escala: 25um.

Com relagdo ao NAc, nao houve diferenca significativa da expressdo de FosB em

nenhuma das regiodes, core e shell, analisadas (Figura 22 e 23).
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Expressao de FosB no NAcC e NAcSh
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Figura 22: Comparagdo da expressdo de FosB entre 0 NAcC (A) e NAcSh (B). Os dados sdo
apresentados como média = SEM.

Células FosB+ no Nucleo Accumbens (core e shell)
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Figura 23: Fotomicrografias representativas da expressdao de FosB NAcC (A) e NAcSh (B), bregma:
0,74mm. H4 um aumento da expressdo de FosB no NAcC do grupo haloperidol em relagdao ao grupos
CBG10. No NAcSh, a expressdo ¢ semelhante para todos os grupos. Aumento de 40x. Barra da
escala: 25um.

A expressao de FosB no cortex cingulado rostral, medial e caudal nao foi alterada por

nenhum tratamento em relagao ao controle (Figuras 24 e 25).

Expressao de FosB no Cortex Cingulado
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Figura 24: Comparagdo da expressdo de FosB no cortex cingulado a nivel rostral (A), medial (B) e
caudal (C). Os dados sao apresentados como média £ SEM.
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Células FosB+ no Cortex Cingulado (Medial)

Cortex Cingulado (Medial - Bregma: 0,14mm)

Veiculo

CBG10

Haloperidol

| CBG10 + Haloperidol || cBG30 + Hal;)peridol

Figura 25: Fotomicrografias representativas da expressdo de FosB no cortex cingulado a nivel medial
(bregma: 0,14mm) (A). A expressdo € semelhante para todos os grupos. Aumento de 40x. Barra da

escala: 25um.

Imunohistoquimica para microglia:

Da mesma forma que na anélise anterior, aqui sao mostrados apenas os resultados do

experimento 2B.

Com relagdo a mensuragio de Densidade Optica Integrada (DOI), ndo houve efeito do

tratamento no estriado dorso-lateral e dorso-medial (Figura 26), NAcC e NAcSh (Figura 27)

e cortex cingulado (Figura 28) nos niveis rostral, medial e caudal do estriado.
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Densidade Optica Integrada de Microglia no Estriado Dorso-Lateral e

Dorso-Medial
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Figura 26: Comparacdo da mensuragdo de densidade dptica integrada (DOI) no estriado dorso-lateral
e dorso-medial a nivel rostral, medial e caudal. CPu: estriado; DL: dorso-lateral; DM: dorso-medial.
A estriado dorso-lateral rostral; B: estriado dorso-medial rostral; C: estriado dorso-lateral medial; D:
estriado dorso-medial medial; E: estriado dorso-lateral caudal. Os dados sdo apresentados como média

+ SEM.
Densidade Optica Integrada de microglia no NAcC e NAcSh
| NAcC | | NAcSh |
200000+ A 200000+ B
- ) 3 [ veiculo
S : I S
2 150000+ 150000 =51 | - ] CBG10
* ' [ cBG30
S 100000+ 100000+ Il Haloperidol
o [ CBG10 + Hal
Z 50000+ 50000+ I CBG30 + Hal
3
0- 0

Figura 27: Comparagdo da mensuragcdo de densidade optica integrada (DOI) entre NAcC (A) e

NAcSh (B). Os dados sdo apresentados como média = SEM.
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Densidade Optica Integrada de Microglia no Cértex Cingulado

| Cortex Cingulado |

— 200000~ A
Figura 28: Comparagdo da mensuracao de densidade Optica integrada (DOI) no cértex cingulado a
nivel rostral (A), medial (B) e caudal (C). Os dados sao apresentados como média £ SEM.
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Para andlise de morfologia, os pardmetros escolhidos foram o nimero e comprimento
das ramificag¢des, nimero de endpoints e area de corpos celulares.

Com relagdo ao niimero de ramifica¢des, nao houve efeito do tratamento no estriado
dorso-lateral e dorso-medial (Figura 29), NAcC, NAcSh (Figura 30) e cortex cingulado
(Figura 31) nos niveis rostral, medial e caudal do estriado. As fotomicrografias

representativas a nivel medial estdo nas Figuras 41, 42 e 43.
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Nuimero de Ramificacoes de Células Ibal+ no Estriado Dorso-Lateral e
Dorso-Medial
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Figura 29: Comparagdo do numero de ramificagdes de células Iba-1+ por 0,5mm?2 entre as regides
dorso-medial (DM) e dorso-lateral (DL) do estriado (CPu) rostral, medial e caudal. A: estriado
dorso-lateral rostral; B: estriado dorso-medial rostral; C: estriado dorso-lateral medial; D: estriado
dorso-medial medial; E: estriado dorso-lateral caudal. Os dados sdo apresentados como média + SEM.
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Figura 30: Comparacdo do nimero de ramifica¢des de células Iba-1+ por 0,5mm?2 entre NAcC (A) e
NAcSh (B). Os dados sdo apresentados como média £ SEM.
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Numero de Ramificagdes de Células Ibal+ no Coértex Cingulado
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Figura 31: Comparacdo do nimero de ramificagdes de células Iba-1+ por 0,5mm2 no cortex
cingulado a nivel rostral (A), medial (B) e caudal (C). Os dados sdo apresentados como média + SEM.
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Com relagdo ao comprimento das ramificagcdes, também nao foi encontrada diferenga
significativa em nenhuma regido analisada (regides dorso-medial e dorso-lateral do estriado
rostral, medial e caudal, NAcC, NAcSh e cortex cingulado), independente dos tratamentos
empregados (Figuras 32, 33 e 34). As fotomicrografias representativas a nivel medial estdo

nas Figuras41, 42 e 43.
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Comprimento das Ramifica¢oes de Células Ibal+ no Estriado Dorso-Lateral e
Dorso-Medial
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Figura 32: Comparagdo do comprimento das ramificagdes de células Iba-1+ por 0,5mm?2 entre as
regides dorso-medial (DM) e dorso-lateral (DL) do estriado (CPu) rostral, medial e caudal. A: estriado
dorso-lateral rostral; B: estriado dorso-medial rostral; C: estriado dorso-lateral medial; D: estriado
dorso-medial medial; E: estriado dorso-lateral caudal. Os dados sdo apresentados como média £ SEM.

Comprimento das Ramifica¢oes de Células Ibal+ no NAcC e NAcSh
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Figura 33: Comparacdo do comprimento das ramificagdes de células Iba-1+ por 0,5mm2 entre o
NAcC (A) e NAcSh (B). Os dados sdo apresentados como média + SEM.
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Comprimento das Ramifica¢oes de Células Ibal+ no Cortex Cingulado
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Figura 34: Comparagdo do comprimento das ramificagdes de células Iba-1+ por 0,5mm2 no cortex
cingulado na altura do estriado rostral (A), medial (B) e caudal (C). Os dados sdo apresentados como
média + SEM.

Com relacdo ao numero de endpoints, também ndo foi encontrada diferenca
significativa em nenhuma regido analisada (regides dorso-medial e dorso-lateral do estriado
rostral, medial e caudal, NAcC e NAcSh e cortex cingulado), independente dos tratamentos
empregados. Os resultados estdo representados nas Figuras 35, 36 ¢ 37. As fotomicrografias

representativas a nivel medial estdo nas Figuras 41, 42 e 43.
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Numero de Endpoints de Células Ibal+ no Estriado Dorso-Lateral e Dorso-Medial
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Figura 35: Comparacdo do numero de endpoints de células Iba-1+ por 0,5mm?2 entre as regides
dorso-medial (DM) e dorso-lateral (DL) do estriado (CPu) rostral, medial ¢ caudal. A: estriado
dorso-lateral rostral; B: estriado dorso-medial rostral; C: estriado dorso-lateral medial; D: estriado
dorso-medial medial; E: estriado dorso-lateral caudal. Os dados sdo apresentados como média = SEM.
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Figura 36: Comparacdo do nimero de endpoints de células Iba-1+ por 0,5mm?2 entre 0 NAcC (A) e
NAcSh (B). Os dados sao apresentados como média + SEM.
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Numero de Endpoints de Células Ibal+ no Cortex Cingulado
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Figura 37: Comparacao do niimero de endpoints de células Iba-1+ por 0,5mm?2 no cortex cingulado a
nivel rostral (A), medial (B) e caudal (C). Os dados s3o apresentados como média = SEM.

Com relagdo ao tamanho dos corpos celulares, também nao foi encontrada diferenca
significativa em nenhuma regido analisada, independente dos tratamentos empregados. Os
resultados estdo representados nas Figuras 38, 39 e 40. As fotomicrografias representativas a

nivel medial estdo nas Figuras 41, 42 e 43.
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Tamanho dos corpos de Célula Ibal+ no Estriado Dorso-Lateral e Dorso-Medial
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Figura 38: Comparacao do tamanho do corpo de células Iba-1+ entre as regides dorso-medial (DM) e
dorso-lateral (DL) do estriado (CPu) medial A: estriado dorso-lateral; B: estriado dorso-medial. Os
dados sdo apresentados como média = SEM.
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Tamanho dos corpos de Célula Ibal+ no Nucleo Accumbens (core e shell)
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Figura 39: Comparacao do tamanho do corpo de células Iba-1+ entre 0 NAcC (A) e NAcSh (B). Os
dados sdo apresentados como média = SEM.
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Figura 40: Comparacdo do tamanho do corpo de células Iba-1+ no cértex cingulado a nivel medial.
Os dados sdo apresentados como média = SEM.
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Células Ibal+ no Estriado Dorso-Medial e Dorso-Lateral (Medial)
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Figura 41: Fotomicrografias representativas de células Ibal+, regides do estriado dorso-lateral (A) e
do estriado dorso-medial (B) a nivel medial (bregma: 0,14mm). Ndo foram observadas diferengas na
densidade Optica integrada e nem alteragdes morfologicas entre os grupos. Linha pontilhada nas
imagens do estriado dorso-medial mostra divisdo com o ventriculo ao lado. Linha pontilhada nas
imagens do estriado dorso-lateral mostra divisdo com o corpo caloso ao lado. Aumento de 40x. Barra

da escala: 25um.
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Células Ibal+ no Nucleo Accumbens (core e shell)
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Figura 42: Fotomicrografias representativas de células Ibal+, NAcC (A) e NAcSh (B), bregma:
0,74mm. Nao foram observadas diferencas na densidade oOptica integrada e nem alteragcdes
morfologicas entre os grupos. Aumento de 40x. Barra da escala: 25um.
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Células Ibal+ no Coértex Cingulado (Medial)
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Figura 43: Fotomicrografias representativas de células Ibal+, regido do cortex cingulado a nivel
medial, bregma: 0,14mm. Ndo foram observadas diferengas na densidade Optica integrada e nem
alteracdes morfologicas entre os grupos. Aumento de 40x. Barra da escala: 25um.

e Experimento 3: Investigacdo do efeito de reversio do CBG em modelo de
discinesia tardia.
Houve efeito do tratamento (F (1, 7) = 14.43, p=0,0067), do tempo (F (3, 21) = 8.347,

p=0,0008), e interacdo entre estas variaveis (F (3, 21) =3.071, p=0,0501). Diferente do antes
observado, neste experimento foi observada uma manifestagdo significativa dos VCMs ja no
14° dia (p=0,0300), 2 horas apos aplicagcdo de haloperidol, e se manteve na avaliagdo do 15°
dia, 24 horas ap0s o tratamento com haloperidol, como nos outros experimentos. No entanto,
a administragdo de CBG na dose de 10mg/kg durante 5 dias ndo reverteu os VCMs induzidos
por tratamento com haloperidol por 14 dias (Figura 44).

Efeito de reversio do CBG em modelo de DT
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Figura 44: Efeito de reversdo do CBG no modelo de discinesia tardia. Avaliagdes realizadas no 1°e
14° dias, 2 horas apds tratamento com haloperidol e no 15° e 20° dias, 24 horas apds a ultima
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administra¢do de haloperidol. *p<0,05 em relacdo ao respectivo controle. Os dados sdo apresentados
como média = SEM.

Com relagdo ao teste do actimetro, como nos outros experimentos, houve efeito do
tratamento, tempo e interacdo entre estas variaveis. Os animais que receberam haloperidol
tem todos os parametros de atividade motora reduzidos no 1° e 14° dia, 2 horas apds
tratamento (dados estatisticos na Tabela 9), mas esta atividade se reestabelece aos niveis
normais quando avaliada 24 horas ap6s tratamento, tanto no 15° quanto no 20° dia (Figura

45).
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Figura 45: Teste do actimetro no experimento para investigacdo do efeito de reversio do CBG
(10mg/kg) no modelo de discinesia tardia induzida por haloperidol (3mg/kg). Avaliagdes realizadas no
1° e 14° dias, 2 horas apds tratamento com haloperidol e no 15° e 20° dias, 24 horas apods a ultima
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administragdo de haloperidol. A: Somatorio dos movimentos horizontais lentos e rapidos; B:
Somatério dos movimentos de estereotipia lentos e rapidos; C: Somatorio dos movimentos verticais
lentos e rapidos. *p<0,05 em relacdo aos respectivos grupos veiculo. Os dados sdo apresentados como
média £ SEM.

Experimento 4: Investigacdo da associacdo CBD + CBG em modelo de discinesia
tardia.

O CBD ¢ CBG, administrados sozinhos ou em associacao, em nenhuma dose testada
preveniram a indugdo dos VCMs por tratamento com haloperidol. Em associagdo, os

canabinoides, como esperado, também ndo induzem os VCMs (Figura 46).

Efeito da associacao CBD+CBG no modelo de discinesia tardia
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Figura 46: Investigacdo do efeito da associagdo CBD+CBG no modelo de discinesia tardia induzida
por haloperidol. Avaliagdo realizada no 1° e 14° dias, 2 horas apos tratamento com haloperidol € no
15° dia, 24 horas apoés a Gltima administragdo de haloperidol. Os dados sdo apresentados como média
+ SEM.

Com relacdo ao teste do actimetro, novamente, houve efeito do tratamento, tempo e
interacdo entre estas varidveis (dados estatisticos apresentados na Tabela 10). Os animais que
receberam haloperidol tem todos os pardmetros de atividade motora reduzidos no 1° e 14° dia,
2 horas apos tratamento (p<0,05), mas esta atividade se reestabelece aos niveis normais

quando avaliada 24 horas ap6s tratamento (Figura 47).
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Figura 47: Teste do actimetro no experimento para investigacdo do efeito da associacio CBD+CBG
no modelo de discinesia tardia induzida por haloperidol. Avalia¢des realizadas no 1° e¢ 14° dias, 2
horas apos tratamento com haloperidol e no 15° dia, 24 horas ap6s a ultima administragdo de
haloperidol. *p<0,05 em relagdo aos grupos veiculo e CBD30/CBG15 nos respectivos dias de
avaliacdo. Os dados sdo apresentados como média £ SEM.
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5. DISCUSSAO
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Em suma, os resultados revelaram que existe uma relagdo dose-dependente na indugdo
dos VCMs por tratamento repetido com haloperidol. Ainda, se a avaliacdo for realizada de
1-5 horas apds o tratamento, ndo ha manifestacdo significativa dos VCMs, ao contrario do
que se observa quando a andlise se da 24 horas depois. O mesmo acontece com a atividade
motora dos animais que recebem somente haloperidol ou em associagdo com canabindides: é
reduzida se avaliada de 1-5 horas apos tratamento, mas retorna ao normal se avaliada apds 24
horas. Assim, o modelo escolhido para investigacdo do efeito dos canabindides foi tratamento
por 14 dias com haloperidol na dose de 3mg/kg, via subcutinea. As avaliacdes foram
realizadas nos dias 1 e 14, 2 horas apos administragdo, ¢ no 15° dia, 24 horas apos
administracao.

Quando administrado concomitantemente com haloperidol, o CBG atenuou os VCMs
nas doses de 3 e 10mg/kg, mas ndo na dose de 30mg/kg. No entanto, ndo foi revelado
potencial de reversao deste canabinoide. Também nao foi observado efeito antidiscinético da
associagdo CBD+CBG nas proporgdes 10:1 e 2:1 aqui testadas. O efeito benéficos do CBG
no modelo ndo tém relagdo com redugdo da expressdo de FosB no estriado dorsolateral € nem

com alteragdo da morfologia da microglia, como sugeria nossa hipotese.

5.1. Curvas temporais e de dose-resposta

O delineamento das curvas temporais ¢ de dose-resposta neste projeto foi planejado
para se construir um modelo de discinesia tardia que oferecesse menor variabilidade nos
grupos tratados com haloperidol do que alguns antes observados em experimentos anteriores
nao retratados aqui.

A primeira alteragdo testada foi a da via de administragdo, que antes era intraperitoneal.
A opcao foi testar a via subcutidnea, que se caracteriza como uma via de absor¢do lenta
quando comparada a outras vias parenterais, levando a um efeito sustentado do farmaco
(MACHHOLZ et al., 2012). Assim, esta via poderia se apresentar como uma alternativa
eficaz na busca pela diminui¢do da variabilidade e efeito desejado das drogas em estudo para
delineamento do modelo.

Com relagdo as doses, foram testadas as de 1, 2 e 3mg/kg. A dose de 1mg/kg nao foi
eficaz na indu¢ao dos movimentos orofaciais, independente do dia de avaliagdo. Kapur e
colaboradores (2000) mostraram que grande parte dos trabalhos pré-clinicos com haloperidol
utilizam a dose de 1mg/kg, e discutem que muitas vezes a dosagem nestes estudos ¢ muito
alta para tratamentos agudos e muito baixa para tratamentos cronicos quando comparado ao

que se observa na clinica. Adicionalmente, sabe-se que para que haja um efeito antipsicotico
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do haloperidol, ¢ necessario que cerca de 65-70% dos receptores D2 estejam ocupados, mas
se este limiar ultrapassar 80%, existe um maior risco de indugdo dos sintomas motores como
a discinesia tardia (TURRONE, 2003). Assim, ¢ possivel que haja relagdo entre estes fatores
e a auséncia de VCMs no grupo tratado com haloperidol 1mg/kg.

O efeito motor esperado s6 foi observado nas doses de 2 e 3mg/kg, sugerindo que em
tais doses, o limiar de ocupacdo dos receptores tenha sido atingido, levando a inducdo
significativa de VCMs em roedores. No entanto, ressalta-se que testes que avaliam a
porcentagem de ocupagdo dos receptores nestas doses devem ser realizados para que esta
hipdtese seja confirmada. Ainda, entre as duas doses maiores nao houve diferenca estatistica.
Neste caso, o ideal seria a escolha da menor dose eficaz, a de 2mg/kg, para evitar outros
efeitos indesejados, no entanto a dose de 3mg/kg foi a escolhida, na tentativa de diminuir

variabilidades antes observadas em experimentos passados.

5.2. Modelo delineado

O modelo de discinesia tardia em roedores ¢ usualmente dividido de acordo com o
tempo de tratamento para indugdo dos movimentos, sendo os “early-onset VCMs”, quando o
tratamento ocorre até 21 dias e “late-onset VCMs” quando o tratamento dura mais de trés
meses (TURRONE et al., 2002). Embora os dois modelos se caracterizem pela inducdao dos
movimentos orais involuntarios de forma semelhante, sabe-se que as alteragdes
neuroquimicas entre ambos os tratamentos sdo diferentes. Assim, os “early-onset VCMs” se
assemelham aos efeitos motores agudos provenientes do tratamento com antipsicoticos,
enquanto os ‘“late-onset VCMs” se correlacionam com a discinesia tardia observada em
humanos (TURRONE et al., 2002; BLANCHET et al., 2012).

Com base nesta classificacdo, considera-se que o modelo aqui proposto, caracterizado
por 14 dias de tratamento com haloperidol, induziu os “early-onset VCMs”. Trata-se de um
modelo vantajoso uma vez que permite o estudo do efeito motor do antipsicético e do
tratamento proposto, o CBG e sua associagdo com CBD, em um periodo de tempo
relativamente curto para o experimentador. Outra vantagem ¢é que, em comparagdo com
modelos cléssicos que contam com 21 dias de tratamento, hd uma diminui¢ao do desconforto
dos animais pela administracdo didria das drogas. Estudos posteriores podem ser realizados
objetivando investigar quais alteragcdes esse periodo de tratamento com a dose e via de
administracdo empregadas poderiam causar no encéfalo dos animais em comparagdo com
outros modelos, como a indugdo dos VCMs por decanoato de haloperidol, composto de

liberagao lenta.
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5.3. Efeitos adicionais do haloperidol

De forma inicialmente controversa, o tratamento com haloperidol causa efeito
hipocinético por determinado tempo, no entanto 24 horas apos a administracdo do
antipsicotico, observa-se o efeito hipercinético, os VCMs. Para discutir este resultado,
algumas hipoteses foram levantadas.

Sabe-se que o antagonismo prolongado de receptores D2 pode estar envolvido com a
inducdo da discinesia tardia, possivelmente pela hipersensibilizacdo destes receptores. Isto foi
mostrado por Burt e colaboradores (1977), que trataram ratos com haloperidol (5mg/kg) por
uma semana ¢ apos 5 dias de suspensdo da droga, observaram que houve aumento de cerca de
27% de ligacdo de [3H]Haloperidol nos receptores. Além disso, embora haja resultados
contraditorios na literatura, ja foi reportado que o tratamento repetido (21 dias) com
haloperidol (Img/kg) leva a um aumento compensatorio na sintese de dopamina (ZHANG et
al., 1989). Salvo as diferengas de protocolo, presume-se que, como nestes trabalhos citados,
no nosso modelo tais processos de hipersensibiliza¢do dos receptores e aumento de dopamina
possam ter contribuido para a observacdo dos VCMs apenas 24 horas ap6s a ultima inje¢ao
de haloperidol.

Com relagdo a atividade motora, como observado nos graficos referentes ao actimetro,
os grupos tratados com haloperidol, sozinho ou em combinacdo com CBG, mostram uma
atividade motora reduzida quando esta ¢ avaliada 2 horas apos tratamento, e este efeito
hipolocomotor niio é mais observado 24 horas apds administragio de haloperidol. E
conhecido que o haloperidol possui varios efeitos motores para além da discinesia tardia, e
um deles ¢ o parkinsonismo, caracterizado por tremor, rigidez muscular, catalepsia e acinesia
(MUENCH & HAMER, 2010).

Como ja mencionado, na circuitaria dos nucleos da base, a resultante da agdo da
dopamina ¢ o estimulo do movimento. O antagonismo de receptores dopaminérgicos D2 pelo
haloperidol ¢ semelhante a auséncia de dopamina na via indireta, levando a um aumento da
atividade desta via que exerce tonus inibitdrio sobre o cortex motor, inibindo o movimento.
Assim, o efeito do haloperidol nesta via pode estar associado a baixa atividade motora dos
animais.

Adicionalmente, em estudo a respeito do efeito do haloperidol sobre a inervagao
muscular, Langer e colaboradores (1979) mostraram que o haloperidol inibe a ativacao
reflexa dos motoneuronios alfa flexores e, em doses maiores, também dos extensores. Com
base nestes resultados, os autores sugerem que este pode ser um dos meios pelos quais o

haloperidol leva a acinesia, como observado nos resultados do actimetro. Além disso,
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também ¢ reconhecido que o haloperidol pode levar a sedagdao. Sabe-se que o tempo de
meia-vida do haloperidol em roedores ¢ de cerca de 2,5 horas (KAPUR et al., 2000), estando
possivelmente em altas concentragdes no plasma no periodo que o teste motor foi realizado, 2
horas apds o tratamento. Desta forma, presume-se que a acinesia e sedagdao causadas pelo
haloperidol possivelmente tenham contribuido para a diminuta atividade motora nos animais,
o que pode ter impossibilitado a observacao dos movimentos orais involuntarios nos dias 1 e
14.

De forma resumida, sugere-se que os efeitos antagonicos aqui observados sejam,
portanto, ligados a fatores distintos: a hipolocomog¢ao depende diretamente da presenca de
haloperidol modulando a circuitaria dos nucleos da base e motoneuronios, enquanto que os
movimentos orais involuntarios resultam de alteragdes plasticas induzidas pelo antagonismo
prolongado de receptores D2 pelo haloperidol, no entanto s6 se manifestam quando o
antipsicotico ndo esta mais no sistema.

Vale ressaltar que, uma vez que a hipolocomogao nao foi revertida nos animais que
receberam CBG concomitantemente ao haloperidol, sugere-se também que o CBG nao
possua interagdes com os mecanismos citados pelos quais o haloperidol promove acinesia e

sedacdo nos animais.

5.4. Efeitos de prevencio e reversio do CBG no modelo

O CBG ¢ um fitocanabinoide que tem sido investigado de forma recente em varios
modelos, assim pouco se sabe sobre seus mecanismos de agdo e efeitos no sistema nervoso
central (SNC). Esta ¢ a primeira investigagdo do efeito desta droga no modelo de discinesia
tardia, logo, ¢ de grande importancia constatar que o CBG, per se, ndo apresenta potencial
discinético.

Nossa hipotese era de que, se confirmado o potencial antidiscinético do CBG, este se
daria por um mecanismo de agdo que resultasse na diminui¢do da expressdao de FosB no
estriado dorso-lateral, ocasionada pelo tratamento repetido com haloperidol, ou por alteracdo
da morfologia da microglia. No entanto, segundo os resultados obtidos, essa diferenga ndo foi
encontrada em nenhuma das analises. Isto sugere que a atenuagdo dos VCMs mediada pelo
CBG envolve mecanismos de acdo ndo relacionados a estes aqui sugeridos.

Dentre as hipoteses aceitas para explicar a biologia da discinesia tardia, existe a
sugestdio de um desequilibrio na neurotransmissdo dopaminérgica e de outros
neurotransmissores como GABA e glutamato. Além disso, sdo propostas outras alteragcdes

fisioldgicas como estresse oxidativo e processo neuroinflamatério (LISTER et al., 2014),
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bem como fatores genéticos (ZAl et al., 2018). Com base nestas sugestdes € no que ¢
conhecido a respeito das interagdes do CBG, vdrias sdo as possibilidades pelas quais este
canabindide poderia atenuar os VCMs no modelo proposto, sendo necessarios estudos futuros
que auxiliem na elucidacao deste efeito.

Olhando para a alta afinidade que o CBG possui por receptores PPARy como seu
agonista (1270nM em comparacdo com 2010nM do CBD) (NACHNANI, et al., 2021), ¢
possivel que esta interagdo que culmina em um efeito anti-inflamatorio pode participar do
efeito antidiscinético do CBG. A investigagdo através de ferramentas farmacolédgicas do
papel do receptor PPARYy no efeito antidiscinético do CBG estava inicialmente prevista neste
projeto, no entanto por uma questao de viabilidade de tempo ndo foi possivel sua execugao.

Ainda sobre o potencial anti-inflamatério do CBG, nenhuma alteragdo morfologica ou
de densidade das células da microglia ter sido observada nas areas analisadas. A proteina
Ibal (ionised calcium binding adaptor molecule 1) é expressa especificamente pela microglia
e ¢ largamente usada como antigeno para marcagdo desta célula em reagdes
imunohistoquimicas, o que permite analisar sua morfologia celular. O nivel de reatividade da
microglia pode variar de um estado de repouso, no qual a célula apresenta soma menor com
ramificagdes arborizadas, para um estado de maior reatividade, caracterizado por um soma
maior e ramificagdes mais curtas, levando formato ameboide (KETTENMANN et al., 2011).
As células analisadas neste estudo nao apresentaram diferenca na area do corpo celular e nem
no tamanho e nimero de ramificacdes e numero de endpoints. Ainda, as imagens mostram,
em todas as regides analisadas, uma microglia caracteristicamente em repouso. Apesar disso,
ndo se pode descartar a possibilidade de que os niveis de citocinas proé ou anti-inflamatorias
possam ter sido modificados. Estudos mostraram esse efeito do CBG, que diminuiu a citocina
pro-inflamatéria IL-6 in vitro (STONE et al., 2021) e em modelo animal de doenga de
Huntington levou a diminui¢do da expressdo de genes das citocinas IL-6, TNFa e das
enzimas iNOS e COX-2 (VALDEOLIVAS et al., 2015).

Outro mecanismo de agdo sugerido como participante do efeito antidiscinético do CBG
¢ sua agdo antioxidante. Como descrito anteriormente, parte do encéfalo foi destinada para
analise de ROS, mas imprevistos técnicos impossibilitaram que esta analise fosse realizada
(melhor descrito no topico “Consideragdes Sobre o Projeto e Dificuldades Técnicas”).
Estudos recentes in vitro (GIACOMO et al., 2020; ECHEVERRY et al., 2021) com
neurdnios e células gliais mostraram o potencial antioxidante do CBG, e sugeriram ser uma
atividade intrinseca do canabinoide ou resultante de sua interagcdo com receptores

serotonérgicos (ECHEVERRY et al., 2021). Além disso, também ja foi observado aumento
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da atividade de enzimas antioxidantes como superdxido desmutase (SOD) e catalase em
modelo de doenga de Huntington (VALDEOLIVAS et al., 2015). Desta forma, analisar
marcadores de estresse oxidativo bem como a modulacdo de enzimas antioxidantes no
modelo de discinesia tardia ¢ uma outra possibilidade para melhor entendimento do efeito
antidiscinético e interagdes do CBG no sistema nervoso.

Com relacdo ao potencial de reversio do CBG, ndo foi observada diminuigdo
significativa dos VCMs apo6s 5 dias de tratamento. Apenas uma dose foi testada, assim como
apenas um periodo curto de tempo de tratamento. Processos de prevengao e reversao podem
ser biologicamente diferentes e se dar através de mecanismos de agdo distintos. Enquanto a
prevencao impede que um determinado processo de alteracao fisiologica ocorra, a reversao se
baseia na mitigacdo desta alteragdo posteriormente a sua instalacdo. Assim, ¢ possivel que
doses nao efetivas no desenho experimental de prevengao fossem efetivas na reversao.

A associagdo CBG+CBD foi testada nas propor¢des de 2:1 e 10:1, em doses
subefetivas, e em nenhuma delas houve efeito benéfico. Vale observar que neste experimento,
embora o haloperidol tenha apresentado média de movimentos orais involuntarios superior ao
grupo veiculo, ndo houve diferenga estatistica. Assim, para que esta auséncia de efeito
antidiscinético da combinagdo de canabinoides seja confirmada, ¢ necessaria a repeticao do

experimento.

5.5. Expressao de FosB

Os resultados mostraram que existe um padrao heterogéneo de expressao basal de FosB
ao longo do estriado, sendo notavelmente maior no estriado dorso-medial do que no estriado
dorso-lateral.

Reproduzindo dados ja conhecidos da literatura, a regido estriatal ligada ao controle
motor, a dorso-lateral, teve maior expressdao de FosB em grupos que receberam haloperidol, e
o CBG ndo interferiu neste aumento. O FosB ¢ um fator de transcri¢do cuja imunomarcagao ¢
largamente utilizada como indicador de atividade neuronal. Como sua expressao ¢ aumentada
no estriado dorso-lateral pelo haloperidol, isto sugere ndo apenas que o haloperidol esta
ativando esta area, como também que o aumento da expressao de FosB neste local pode estar
relacionado ao surgimento da discinesia tardia. Ainda ¢ desconhecido o mecanismo pelo qual
se estabelece esta relagdo entre FosB e discinesia tardia. No entanto, sabe-se que a regulacio
da transcricdo de genes ¢ um fator importante na mediagdo de respostas a longo prazo para
disturbios cronicos (RODRIGUEZ et al., 2001), como ¢ o caso do tratamento repetido com

haloperidol. Neste sentido, destaca-se a importancia de investigar ndo somente o0s
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mecanismos que levam ao aumento da expressdao de FosB apds tratamento com antipsicoticos
tipicos, como também cascatas de sinalizagdo e genes que estardo com expressdo modificada
apos o aumento deste fator de transcrigdo no estriado dorso-lateral.

O estriado dorso-medial, aqui também analisado, ¢ uma regido ligada a fungdes
associativas (para revisio, CHUHMA, et al., 2016). Embora tenha sido observado um
aumento na expressdo de FosB nesta regido, ndo foi estatisticamente significativa. A
literatura retrata resultados opostos: assim como no nosso trabalho, Rodriguez e
colaboradores (2001) ndo observaram esta diferenga apds tratamento por 6 meses com
decanoato de haloperidol. J& no trabalho de Grande e colaboradores (2004), o aumento
significativo da expressdo de FosB induzida por haloperidol foi encontrado ap6s tratamento
por 25 dias. No entanto, divergéncias de protocolo importantes devem ser destacadas: no
nosso trabalho, assim como no trabalho de Rodriguez e colaboradores, os animais ndo foram
sacrificados no mesmo dia da tultima injecdo, ao contrario do trabalho de Grande e
colaboradores, cujo sacrificio foi realizado 2 horas apds o ultimo tratamento. Esta diferenga
leva a hipotese de que o sacrificio dos animais 24 horas ap6s tratamento com haloperidol leva
a diminuicao da expressdao de FosB no estriado dorso-medial, ndo sendo observada diferenga
com relagdo ao grupo controle. Esta diferenca, no entanto, se manteria no estriado
dorso-lateral porque, como mencionado, a expressdo basal de FosB nesta regido ¢ menor,
logo, o aumento gerado pelo tratamento com haloperidol, mesmo sacrificand os animais 24
horas apds o tratamento, ainda € significativo. Para testar esta hipdtese, um experimento
comparando a expressao de FosB no estriado deveria ser feito com grupos sacrificados 2 ou
24 horas ap0s a tltima inje¢do do antipsicotico.

Com relacdo ao NAc, foi visto que no NAcSh existe uma expressio de FosB
moderadamente menor do que no NAcC. Vale ressaltar que estas areas sdo mais relacionadas
ao controle limbico e de cogni¢do. Como a expressao de FosB pode ser regulada por diversos
estimulos, que vao desde aferéncias corticais ou de outras regides cerebrais até fatores
ambientais como exposi¢do a luz e o manuseio didrio dos animais, todos estes estimulos em
conjunto podem ser responsaveis pela configuracdo do padrdo observado. Desta forma,
especialmente em relagdo as areas ndo motoras investigadas, ¢ possivel que sejam mais
suscetiveis a modula¢ao ambiental da expressdao de FosB do que o estriado dorso-lateral.

Nossos resultados mostraram que o CBG, nas doses de 10 e 30mg/kg, ndo aumenta a
expressdo de FosB no NAcC e NAcSh, em comparacdo com o veiculo. Diferente do visto na
literatura (RODRIGUEZ et al., 2001 ¢ GRANDE et al., 2004), o haloperidol também no

levou a um aumento significativo da expressao de FosB no NAc quando comparado ao grupo
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veiculo. Vale ressaltar que além das diferengas de protocolo experimental observadas, ha
também uma diferenca na escolha dos bregmas. Nossas analises foram realizadas em torno de
0,74mm, bregma posterior aos analisados nos trabalhos mencionados (em torno de 1.60mm).
Assim, ¢ possivel que a auséncia de diferenca de expressdao de FosB induzida por haloperidol
no nosso trabalho em comparagao com outros da literatura se deva também a essa diferenca
de regides.

Apesar de ndo ser ligado ao controle motor, o NAc também recebe aferéncias
dopaminérgicas da substancia negra, o que implica em alteragdes na neurotransmissao
dopaminérgica desta regido em pacientes portadores de esquizofrenia. Embora este disturbio
e a investigacdo do potencial antipsicotico do CBG ndo sejam o foco principal deste estudo, e
sim a discinesia tardia e o potencial antidiscinético do canabinoide, o perfil de expressao de
FosB no NAc e cortex cingulado foi investigado para fins de comparagdo tedrica com outro
canabinoide, o CBD, e outros antipsicoticos atipicos como a clozapina. Neste sentido, vale
mencionar também que a administra¢do cronica de CBG ndo induz aumento de expressao de
FosB no estriado dorso-lateral, ao contrario dos antipsicoticos tipicos discinéticos. Dados nao
publicados do grupo mostram efeitos positivos do CBG em teste de PPI, largamente
empregado em estudos translacionais como teste preditivo para o uso de drogas com efeito
antipsicotico. O CBG também foi benéfico para hiperlocomocdo no campo aberto apds
administracdo de anfetamina, modelo de sintomas positivos da esquizofrenia. Este conjunto
de dados sugere que o CBG configura-se como um possivel antipsicotico atipico e farmaco

antidiscinético.
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6. CONSIDERACOES SOBRE O PROJETO E
DIFICULDADES TECNICAS
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6.1. Diferencas entre os dois desenhos experimentais para avaliacio do efeito do
CBG.

Para investiga¢do do efeito antidiscinético do CBG, dois experimentos (2A e 2B) foram
realizados. No primeiro houve reducdo significativa dos VCMs com tratamento com CBG
nas doses de 3 e 10mg/kg. O segundo experimento foi realizado para confirmar o resultado da
dose de 10mg/kg e investigar o efeito da dose de 30mg/kg. Neste segundo experimento,
nenhuma das doses reduziram de forma estatisticamente significativa os VCMs.

A respeito de ambos os experimentos, algumas consideragdes devem ser feitas.
Primeiro, ¢ importante destacar que a média de movimentos orais involuntarios dos grupos
tratados com haloperidol nos dois experimentos foi diferente: como mostrado na Figura 45, a
média de VCMs no primeiro experimento foi em torno de 110, e comparado com a média de

76 VCMs no segundo experimento, houve reducao de cerca de 31%.
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Figura 48: Comparacdo entre VCMs dos grupos haloperidol do experimento 2A e 2B. Os dados sdo
apresentados como média = SEM.

. Um olhar para os dados estatisticos leva, a primeira vista, a ideia de que o resultado de
atenuagdo dos VCMs pelo CBG na dose de 10mg/kg ndo se reproduziu entre os
experimentos. No entanto, a segunda observacao ¢ de que o grupo CBG10 + Haloperidol
também nao tem diferenga estatistica do grupo veiculo. Além disso, a diminui¢do dos VCMs
pelo CBG no segundo experimento foi de cerca de 30%, equivalente a redu¢do no primeiro,
que foi de 35%. Assim, mesmo que estatisticamente ndo tenha sido encontrada uma
diferenca, presume-se que o efeito biologico foi reproduzido entre os experimentos.

Cabe ressaltar que em todos os experimentos, as condi¢des de tratamento e avaliagdo

foram as mesmas. No entanto, em relagdo a diferenca encontrada entre os grupos haloperidol
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dos dois experimentos de investigacdo do efeito do CBG, por ocorréncia de imprevisto de
ordem pessoal da mestranda, o primeiro experimento foi interrompido e depois retomado.
Parte dos animais ja havia sido tratada por 8 dias e outra parte por 3 dias, ja que os grupos
eram divididos ao meio devido ao grande nimero de animais para se avaliar em um Unico
dia. O experimento foi recomecado 24 dias depois. Assim, os animais deste experimento
eram mais velhos que os animais utilizados nos outros experimentos.

A literatura retrata que, na clinica, a pré-exposicao a antipsicoticos, bem como a idade
avangada e alteragdes neuroldgicas relacionadas ao envelhecimento sdo fatores de risco para
desenvolvimento da discinesia tardia. Em revisao, Citrome e colaboradores (2021) mostram
que, em estudo com 404 pessoas acima de 55 anos, a incidéncia de discinesia tardia foi de 26,
30 e 60% apods primeiro, segundo e terceiro ano de tratamento com antipsicoticos tipicos,
respectivamente (WOERNER et al., 1998). Esse cenario ¢ diferente quando comparado a
pessoas mais jovens, cuja meta-analise de 32 estudos mostrou uma incidéncia anual de
discinesia de 6,5% apds uso de antipsicdticos tipicos (CARBON et al., 2017). Embora os
antipsicoticos atipicos tenham como caracteristica a baixa poténcia de induzir efeitos
motores, estudos também apontam que pessoas mais velhas tém incidéncia de 6 ¢ 7% apos
primeiro e segundo ano de uso de antipsicdticos atipicos, nimeros que caem para menos que
3% em pessoas mais jovens (WOERNER et al., 2011; para revisdo, CITROME et al., 2021).
Em estudos pré-clinicos, também foi mostrado que a média de VCMs induzidos por
haloperidol em ratos aumenta de forma significativa em animais mais velhos (HARVEY &
NEL, 2003).

Os experimentos que analisam o fator idade na indu¢do dos VCMSs usam animais com
diferenga de idade da ordem de meses. Apesar da discrepancia de idade com o cenario aqui
discutido, nas palavras de Torrone e colaboradores (2002), “vale lembrar que duas semanas ¢é
um tempo relativamente longo no tempo médio de vida de um rato”, ou neste caso, um
camundongo. Assim, com base nos estudos citados, ¢ possivel que a idade mais avancada dos
animais (24 dias), assim como a pré-exposi¢ao ao antipsicotico que foi interrompida e depois
retomada, possa ter influenciado na indugdo dos VCMs de forma mais acentuada no grupo
haloperidol do primeiro experimento. Para que esta hipdtese seja corroborada, experimentos
adicionais podem ser realizados objetivando comparar esta diferenca de tempo entre grupos

tratados com haloperidol na indu¢do dos VCMs.
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6.2. Analise de ROS e de Microglia do experimento 2A

Foi proposta a andlise de ROS em alguns dos experimentos descritos, no entanto, estas
analises ndo foram executadas. No primeiro experimento, embora tenha sido observado efeito
benéfico do CBG no modelo, a por¢do rostro-medial do encéfalo destinada a esta analise foi
congelada no nitrogénio liquido, pela falta de gelo seco no periodo de execucdo do
experimento. No entanto, este método ndo ¢ o usualmente empregado, e isto impossibilitou o
posterior uso do tecido para fazer a técnica. Pressupde-se que o congelamento no nitrogénio
liquido foi muito rapido e o tecido foi destruido, o que inviabilizou o corte no criostato. Ja
nos experimentos de reversao dos VCMs pelo CBG e de investigagao do efeito da associagao
CBD+CBG, o tecido foi congelado no gelo seco, como no protocolo estabelecido, mas
devido a auséncia de resultados positivos nos testes comportamentais, a analise molecular
ainda nao foi realizada.

Outras analise comprometida foi a de morfologia da microglia nos tecidos do
experimento 2A (efeito do CBG as doses de 3 e 10mg/kg), pois na execucdo desta
imunohistoquimica, uma menor quantidade de peroxido de hidrogénio foi utilizada para
ativacdo da DAB no processo de revelagdo, resultando em uma marcagdo mais fraca.

Em relacdo a analise de densidade oOptica integrada da microglia, sabe-se que
usualmente ¢ realizada com imagens no aumento de 20x. Para esta andlise, aqui foram usadas
imagens com aumento de 40x, mas esta investigagdo sera posteriormente refeita com as

imagens no aumento correto para futura publicacao do paper.
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7. CONCLUSAO
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Nossos resultados indicam que tratamento por 14 dias com haloperidol na dose de
3mg/kg aplicado via subcutanea constitui um modelo de discinesia tardia. A dose de 2mg/kg
também ¢ efetiva, ao contrario da dose de Img/kg, o que indica um efeito dose-resposta.

A construgdo do modelo mostrou que para observagdo dos movimentos orais
involuntarios, € necessario que a andlise seja efetuada 24 horas apds a ultima injecdo, pois
este efeito ndo ¢ observado no periodo de 1-5 horas apds o tratamento. Neste sentido, ¢
sugerido que alteragdes plasticas geradas pelo antagonismo prolongado de receptores D2 pelo
haloperidol participem da inducdo dos movimentos involuntarios, mas a retirada do farmaco
¢ necessaria para que haja esta observacao. Além disso, o haloperidol aumenta a expressao de
FosB no estriado dorso-lateral, o que provavelmente esta relacionado ao surgimento da
discinesia tardia.

Dentro do periodo de 1-5 horas apos administracao de haloperidol a atividade motora
dos animais ¢ reduzida, mas retorna aos niveis normais quando avaliada 24 horas depois. Isto
sugere que a presenca do haloperidol no organismo seja necessaria para que haja
hipolocomogdo ou acinesia, que provavelmente também interfere na observagdo dos
movimentos orais involuntarios.

O CBG nao induz movimentos orais involuntarios per se e, nas doses de 3 ¢ 10mg/kg,
atenua os movimentos induzidos por haloperidol, sem alterar a atividade locomotora dos
animais. Quando associado ao haloperidol, o CBG ndo leva a diminui¢cdo da expressdao de
FosB no estriado dorso-lateral ou a modificagdo da morfologia da microglia, sugerindo que o
efeito antidiscinético aqui observado ocorra por outros mecanismos que nao envolvam estes
aqui investigados.

Nas condi¢des testadas, nao foi observado efeito de reversao do CBG na indugao dos
movimentos orais involuntarios. Também ndo foram observados beneficios da associacdo
CBD+CBG (propor¢des 2:1 e 10:1) no modelo delineado. Vale ressaltar que neste
experimento, embora o grupo haloperidol tenha apresentado uma média de VCMs superior ao
veiculo, ndo foi observada diferenga estatistica, o que leva a necessidade de repeti¢do para
confirmagao deste resultado.

Experimentos futuros sdo necessarios para melhor investigacdo dos mecanismos de
acdo antidiscinética do CBG, e as avaliagdes da expressdo de FosB em areas limbicas do
encéfalo realizadas neste trabalho podem contribuir com outros estudos em andamento,
inclusive de atividade antipsicodtica do CBG, para melhor compreensdo dos efeitos deste

canabinoide no SNC.
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Tabelas com valores estatisticos:

Tabela 5: Valores estatisticos de one way ANOVA das curvas temporais do haloperidol
(2 e 3mg/kg).

DOSES

Comparacio entre dias 1, 7, 14 2mg/kg 3mg/kg

el5

1 hora pés tratamento F (1.209, 7.254) = 2322, |F (1.297, 6.486) = 17.88,
p=0,0014 p=0,0035

2 horas pds tratamento F (1.112, 6.672) = 35.40,|F (1.076, 5.381) = 28.13,
p=0,0006 p=0,0024

3 horas pds tratamento F (1.164, 6983) = 3501, | F (1.254, 6.271) = 23.42,
p=0,0005 p=0,0020

4 horas pods tratamento F (1.149, 6.895) = 34.56, | F (1.297, 6.487) = 20.75,
p=0,0005 p=0,0024

5 horas pos tratamento F (1.311, 7.865) = 27.75|F (1.505, 7.527) = 19.49,
p=0,0005 p=0,0015

Fonte: GraphPad Prism8.

Tabela 6: Valores estatisticos de posthoc Tukey das curvas temporais do haloperidol (2
e 3mg/kg).

Dose Dial5xDial | Dial5xDia?7 Dia 15 x Dia 14
1 hora pés tratamento 2mg/kg p=0,0031 p=0,0347 p=0,0031
3mg/kg p=0,0094 p=0,0478 p=0,0225
2 horas pds tratamento 2mg/kg p=0,0022 p=0,0094 p=0,0024
3mg/kg p=0,0084 p=0,0107 p=0,0142
3 horas pés tratamento 2mg/kg p=0,0026 p=0,0067 p=0,0024
3mg/kg p=0,0094 p=0,0146 p=0,0285
4 horas pos tratamento 2mg/kg p=0,0029 p=0,0079 p=0,0019
3mg/kg p=0,0091 p=0,0298 p=0,0390
5 horas pos tratamento 2mg/kg p=0,0042 p=0,0106 p=0,0030
3mg/kg p=0,0096 p=0,0246 p=0,0340

Fonte: GraphPad Prism8.
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Tabela 7: Valores estatisticos de two way ANOVA da avaliacdo da atividade motora dos
animais tratados com CBG e/ou haloperidol.

Tratamento

Tempo

Interacao

Movimentos Horizontais

F (5, 40) = 15.17,

F (2,80) = 15.21,

F (10, 80) = 11.03,

(Total) p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Estereotipia F (5, 40) =9.655, F (2, 80) =10.30, F (10, 80) = 6.675,

p<0,0001 p=0,0001 p<0,0001
Movimentos Verticais | F (5, 40) = 7.298, F (2, 80)=5.724, F (10, 80) = 6.487,
(Total) p<0,0001 p=0,0047 p<0,0001

Fonte: GraphPad Prism8.

Tabela 8: Valores estatisticos de one way ANOVA e posthoc Tukey da quantificacao de
FosB no estriado dorso-lateral rostral, medial e caudal dos animais tratados com haloperidol.

one way ANOVA Tratamento posthoc Tukey
CPu DL (Rostral) | F (5, 29) = 14.40, p<0,0001 Haloperidol p=0,0003
CBG10+Hal p=0,0004
CBG30+Hal p=0,0131
CPu DL (Medial) | F (5,30)=12.34, p<0,0001 Haloperidol p=0,0003
CBG10+Hal p=0,0036
CPu DL (Caudal) | F (5, 26) =4.598, p=0,0039 Haloperidol p=0,0205
CBG10+Hal p=0,0297

Fonte: GraphPad Prism8.

Tabela 9: Valores estatisticos de two way ANOVA e posthoc Sidak da avaliagdao da
atividade motora dos animais (experimento de efeito de reversao do CBG10).

ANOVA posthoc Sidak
Tratamento Tempo Interacao Dia 1 Dia 14

Movimentos F (1, 13) =] F(2.064, F(3,39)= p=0,0008 p=0,0011
Horizontais 14.24, 26.84) =10.90, | 26.71,
(Total) p=0,0023 p=0,0003 p<0,0001
Estereotipia F (1, 13) =] F(2.382, F@3,39)= p<0,0001 0,0129

9.609, 27.48) =29.04, | 33.81,

p=0,0085 p<0,0001 p<0,0001
Movimentos F (1, 13) =|F(2.114, F3,39)= p<0,0001 p<0,0001
Verticais 24.19, 30.97) = 66.04, | 65.60,
(Total) p=0,0003 p<0,0001 p<0,0001

Fonte: GraphPad Prism8.
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Tabela 10: Valores estatisticos de two way ANOVA da avaliagdo da atividade motora
dos animais tratados com haloperidol e/ou CBD/CBG.

Tratamento Tempo Interacio

Movimentos Horizontais | F (8, 58) 30.33, | F (1.971, 114.3) F (16, 116) = 11.73,

(Total) p<0,0001 169, p<0,0001 p<0,0001

Estereotipia F (8, 58) = 13.07, |F (1.953, 113.3) = | F (16, 116) = 12.52,
p<0,0001 320.8, p<0,0001 p<0,0001

Movimentos Verticais F (8, 58) = 24.07, | F (1.864, 108.1) = | F (16, 116) = 10.61,

(Total) p<0,0001 367.2, p<0,0001 p<0,0001
Fonte: GraphPad PrismS.
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