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RESUMO

A atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva da mistura de a-amirina
(aAMI) e B-amirina (BAMI), triterpenos pentaciclicos encontrados na
resina de plantas do género Protium, parece relacionada a sua
capacidade de estimular receptores canabinoides tipo 1 (CB;) e 2 (CB,).
Apesar do potencial para manejo de dor e inflamagdo, canabindides sdao
pouco usados na clinica devido aos seus efeitos adversos psicotropicos.
A mistura de aAMI e BAMI também parece interagir com o sistema
vanildide, uma vez que reverte a nocicepgdo induzida por capsaicina, o
agonista prototipo de receptor de potencial transitorio vanildide tipo 1
(TRPV,). Ha poucos estudos sobre o envolvimento dos receptores
TRPV, em psicopatologias. A inibi¢do pré-pulso do reflexo de
sobressalto (PPI) ¢ uma medida operacional do filtro sensorio-motor.
Déficits de PPI sdo observados em esquizofrénicos, bem como humanos
e animais sob efeito de drogas psicotomiméticas, como agonistas
canabinoides e o antagonista do receptor NMDA de glutamato, MK801.
O objetivo desse trabalho foi verificar os efeitos da a AMI no modelo de
PPI, bem como investigar as influéncias do receptor CB; e TRPV; sobre
suas acdes. A aAMI causa déficit no PPI e habituagdo em doses abaixo
da que afeta a locomocdo. Essas alteragdes foram prevenidas com o
bloqueio do receptor CB, mas ndo do TRPV,. O déficit de PPI induzido
pela aAMI e MKS801 foi revertido pela ativagdo de TRPV, por
capsaicina, mas s6 o tratamento com esse vanildide nao alterou o PPI
per se. Esses dados apontam para uma possivel atividade
psicotomimética da aAMI administrada centralmente, bem como
confirma parcialmente sua acgdo canabimimética. A reversdo das
alteragdes comportamentais induzidas por um antagonista de NMDA e
pela aAMI sugere uma ag@o antipsicOtica para a ativagdo central de
receptores TRPV.

Palavras-chave: a-amirina, CB;, TRPV,, PPI, Filtro Sensorio-Motor.






ABSTRACT

The anti-inflammatory and antinociceptive effects of the mixture of o-
amyrin (¢ AMI) and B-amyrin (BAMI), pentacyclic triterpenes found in
resin of plants of the genus Protium, seem related to its capacity to
stimulate cannabinoid receptor type 1 (CB;) and 2 (CB,;). Despite the
potential for management of pain and inflammation, cannabinoids are
not used in practice because of its adverse psychotropic effects. The
mixture cAMI and BAMI also appears to interact with the vanilloid
system since it reverses nociception induced by capsaicin, the prototype
agonist for transient receptor potential vanilloid type 1 (TRPV,). There
are few studies about the involvement of TRPV; receptors in
psychopathology. The prepulse inhibition of the startle reflex (PPI) is an
operational measure of sensorimotor gating. PPI deficits are observed in
schizophrenics, as well as in humans and animals under influence of
psychotomimetic drugs, such as cannabinoid agonists and the glutamate
NMDA receptor antagonist, MK801. The aim of this study was to
ascertain the effects of a AMI in the PPI model and to investigate the
influences of the CB; and TRPV, receptors on its actions. The aAMI
causes deficits in PPI and habituation in doses lower than that affects
locomotion. Blocking the CB; receptor, but not TRPV, prevented these
alterations. The PPI deficit induced by a AMI and MK801 was reversed
by capsaicin-induced activation of TRPV}, but treatment only with this
vanilloid did not influence PPI per se. These data point to a possible
psychotomimetic activity for centrally administered a AMI and partially
confirms its cannabimimetic action. Reversal of behavioral changes
induced by a NMDA antagonist and aAMI suggests an antipsychotic-
like action for central TRPV receptors activation.

Keywords: a-amyrin, CB;, TRPV, PPI, Sensorimotor Gating.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais para alivio do sofrimento, seja fisico
ou psiquico, ¢ antigo na historia das civilizagdes. Antes do
desenvolvimento de tecnologias de sintese quimica, os produtos naturais
eram a base da terapéutica. Todavia, ainda hoje constituem uma
importante fonte de pesquisa para a descoberta de compostos com
atividade farmacoloégica de relevancia terapéutica (BUTLER, 2004).
Nos paises em desenvolvimento, a exemplo do Brasil, produtos naturais
sdo amplamente utilizados, ora como alternativa natural ora como
adjuvante a medicina ocidental (BOOKER et al., 2012). E interessante
incorporar essas tecnologias a clinica, porém, a falta de evidéncias
cientificas que atestem eficacia e seguranga a esses produtos impoe uma
barreira para a entrada desses no mercado farmacéutico (JORDAN et
al., 2010).

A utilizacdo do método cientifico para avaliar a suposta atividade
medicinal de produtos naturais auxilia na descoberta de novas
moléculas, podendo ser um atalho para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas. Sobretudo, essa ferramenta pode ser uma
alternativa para o manejo de doengas que ainda ndo possuem tratamento
adequado ou cujos farmacos utilizados na clinica apresentam perfil de
efeitos colaterais que dificultam a aderéncia ao tratamento
(HOUGHTON, 1995).

Os terpenos ou terpendides constituem o maior grupo dos
chamados metabolitos secundarios vegetais. Esses compostos sdo
encontrados em 06leos essenciais aromaticos, outros sdo utilizados como
repelentes de insetos (VERPOORTE et al., 2000). Quanto a relevancia
farmacoldgica, alguns terpenos sdo a base de medicamentos
convencionais e plantas contendo derivados terpé€nicos tém sido
utilizadas na medicina popular e na clinica, devido as suas agdes como
anti-inflamatodrio, fungicida, antiviral, antitumoral, além de efeitos sobre
o SNC como a promogdo de analgesia, atividades ansiolitica,
antidepressiva e sedativa (PADUCH et al., 2007). Devido a grande
ocorréncia e diversidade de efeitos biologicos, os triterpenos
pentaciclicos tém recebido destaque na literatura.

1.1 a-amirina (cAMI)
Diversas plantas da familia Burceraceae, incluindo as espécies do

género Protium, popularmente como breu branco verdadeiro,
almecegueira cheirosa, almecegueira de cheiro, almecegueira vermelha,
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almecegueiro bravo, araouaou, haiawa e ubirasigua, produzem uma
resina oleosa conhecida como breu branco. Analises fitoquimicas de
fragdes soliiveis em éter obtidas a partir da resina dessas plantas
revelaram a presenga de triterpenos pentaciclicos, principalmente dos
isomeros (fig 1) a-amirina (a¢AMI) e B-amirina (BAMI) (SUSUNAGA et
al.,2001; BANDEIRA et al., 2002; VIEIRA et al., 2005).

Figura 1. Estrutura quimica de a-amirina (A) e B-amirina (B). Retirado de
SIMAO DA SILVA et al. (2011).

No Brasil, a resina e folhas destas espécies sdo popularmente
utilizadas no tratamento de inflamagdes, lceras (CORREA et al., 1984)
e dores de cabeca (RODRIGUES et al., 2010). A partir de relatos do uso
popular da resina oleosa de plantas do género Protium buscou-se a
comprovacao de tais efeitos de acordo com o método cientifico.

Estudos pré-clinicos relataram que o extrato etéreo da resina de
Protium heptaphyllum, rico em oAMI e BAMI, possui acgdes anti-
inflamatorias sistémica (SIANI et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2004) e
topica (OTUKI et al., 2005b), e antinociceptivas (OTUKI et al., 2001;
OTUKI et al., 2005a; OTUKI et al, 2005b). Outros trabalhos
mostraram que a mistura de compostos cAMI e BAMI isolada de plantas
do género Protium apresenta atividade antinociceptiva (OTUKI et al.,
2001), atenua dor aguda e visceral (OLIVEIRA et al., 2005; OTUKI et
al., 2005a; LIMA-JUNIOR et al., 2006) e ¢ capaz de inibir o processo
inflamatorio decorrente da colite experimental (VITOR et al., 2009).

Os trabalhos desenvolvidos com a aAMI isolada corroboram os
resultados observados em estudos que utilizaram extratos contendo uma
mistura dos dois isdmeros, ou seja, demonstram que a aAMI isolada
apresenta atividade antinociceptiva (KWEIFIO-OKAI et al., 1994;
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OTUKI et al., 2005a; MEDEIROS et al., 2007), anti-inflamatoria
(VITOR et al., 2009; MELO et al., 2010; MELO et al., 2011) e
gastroprotetora (ALVAREZ et al., 2009).

Esses triterpenos também sdo encontrados em outras plantas
medicinais com potencial anti-inflamatério, antinociceptivo (SANTOS
etal., 2011; WU et al., 2011) e gastroprotetor (MEYRE-SILVA et al.,
2009). Interessante notar que outras plantas contendo apenas a aAMI
também apresentam tais potenciais terapéuticos (LI et al., 2012).
Derivados sintéticos de aAMI e BAMI também apresentam perfil
analgésico (SOLDI er al, 2008) e o mais potente desses
antinociceptivos estudados, o octanoato de ac AMI e BAMI, teve sua agdo
sist€émica atenuada quando os animais foram tratados neonatal com
capsaicina (CAP) (MARCON et al., 2009).

Os efeitos periféricos foram extensamente investigados na
literatura, porém poucos dados relatam acgdo central para esses
triterpenos. A mistura isomérica da oAMI e PBAMI administrada
sistemicamente, atua sobre o sistema nervoso central (SNC), produzindo
efeitos como: supressdo da atividade locomotora, sedacdo e
comportamentos do tipo antidepressivo e ansiolitico em roedores
(ARAGAO et al., 2006).

Em um elegante estudo realizado por Simdo da Silva e
colaboradores (2011), a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva da
mistura isomérica da aAMI e BAMI foi correlacionada a capacidade
desse composto em interagir com receptores canabindides do tipo 1
(CB;) e 2 (CBy), provavelmente ligando-se a eles. Nesse estudo, o
tratamento oral com a mistura de aAMI e BAMI foi eficiente em
prevenir inflamagdo e nocicep¢do em dois modelos de dor persistente.
Esses efeitos foram abolidos pelo pré-tratamento com antagonistas dos
receptores canabindides, bem como em animais que ndo expressavam
esses receptores (através da inativagdo dos genes dos receptores CB; e
CB; pela técnica de “knock-down). Além disso, foi demonstrada alta
afinidade da mistura rac€mica por receptores canabindides CB;
encefalico e, em menor propor¢do, por CB; do bago de ratos.

Contrariando o estudo anteriormente citado, outro trabalho que
investigou separadamente as ag¢des da oAMI e da BAMI sobre
componentes do sistema endocanabindide (eCB) demonstrou que a
ligagdo dos isdmeros ao receptor canabindide CB; humano foi fraca.
Apesar de ndo afetarem o metabolismo do eCB anandamida (AEA),
ambos os compostos foram capazes de inibir a hidrolise do principal
agonista endogeno dos receptores canabinoides, o 2-araquidonilglicerol
(2-AG). A BAMI inibiu 35-40% a degradacdo de 2-AG na concentragio
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de 10 mM. Esse isomero mostrou-se mais potente que a aAMI, que
inibiu cerca de 20% na mesma concentracdo. Contestando a ideia
proposta por SIMAO DA SILVA e colaboradores (2011), em que o AMI
e BAMI atuariam por ativar diretamente receptores canabindides, esses
dados apontam para uma agdo canabimimética indireta desses
triterpenos, por aumentarem os niveis de um eCB (2-AG) ao impedir sua
degradacdo (CHICCA et al., 2012).

A atividade antinociceptiva de agonistas seletivos e ndo seletivos
dos receptores canabindides tem sido demostrada em modelos animais
de inflamacdo cronica e dor neuropatica (ASHTON e MILLIGAN,
2008). Essa acdo ¢ evidenciada pela localizagdo, tanto central quanto
periférica, dos receptores canabinoides em areas relacionadas a
regulacdo da dor, além da presenga de eCBs capazes de modular os
mecanismos de dor a nivel central (PEAT, 2010). Apesar do potencial
terapéutico para o manejo da dor, a polémica sobre o uso de
canabinoides como analgésicos provém dos seus efeitos psicotropicos.
Nos ultimos anos vém se destacando estudos que relacionam o abuso de
plantas do género Cannabis e o desenvolvimento de sintomas psicoticos
em individuos vulneraveis (DI FORTI et al., 2007). O A9-
tetraidrocanabinol (THC), primeiro canabinoide identificado e principal
constituinte psicoativo dessa planta, apresenta efeito psicotomimético
em voluntarios sadios (D'SOUZA et al., 2004) e parece piorar oS
sintomas psicoticos e cognitivos de pacientes esquizofrénicos
(D'SOUZA et al., 2005).

Além do sistema canabinoide, a aAMI e BAMI (bem como seus
derivados (MARCON et al., 2009)) também parece interagir com o
sistema vaniloide, mostrando-se eficiente em reverter o modelo de dor
aguda, visceral (OLIVEIRA et al., 2005) e orofacial (PINTO et al.,
2008) induzida pelo agonista dos receptores vaniloides, CAP. Além
disso, a atividade gastroprotetora de aAMI e BAMI parece envolver,
pelo menos em parte, a ativagdo de neurdnios aferentes primarios
sensiveis 8 CAP (OLIVEIRA et al., 2004).

O modelo de nocicepgdo induzido pela CAP esta entre os mais
empregados na triagem pré-clinica de compostos com potencial
analgésico (LAMOTTE et al., 2011). A CAP ¢é conhecida como o ativo
pungente das pimentas e essa sensacdo ¢ provocada devido a sua
capacidade de ativar receptores de potencial transitorio vanildide do tipo
1 (TRPV)) (SZALLASI et al., 2007). Além da abertura estimulada por
agonistas - permitindo a entrada de ions, com alguma seletividade para
calcio (Ca2+) (SZALLASI et al., 2007) - tais receptores também sdo
ativados por estimulos nocivos, como temperaturas acima de 43 °C e pH
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baixo. Inicialmente os canais TRPV, foram identificados em neurdnios
sensoriais periféricos (CATERINA et al., 1997), mas sua ampla
distribui¢do no SNC foi demonstrada, pouco depois, por Mezey e
colaboradores (2000). Mesmo expressos em areas corticais € nos
nucleos da base, as fungdes centrais de canais TRPV, estdo na fase
inicial de investigacdo (DI MARZO et al., 2008) e ainda faltam
evidéncias diretas que liguem canais TRPV; a psicopatologias
(CHAHL, 2007).

A destruicdo de fibras sensoriais com a administragdo neonatal de
CAP leva a uma privagdo somato-sensorial intrinseca. Evidencias
sugerem que essa privacdo sensorial durante os primeiros dias de vida
afeta o desenvolvimento do sistema nervoso de roedores. O tratamento
neonatal com CAP produz alteracdes no cérebro de ratos que sdo
semelhantes aos encontrados em esquizofrénicos, além de induzir
comportamento correlato a agitacdo psicomotora manifestada pelos
pacientes com esquizofrenia, a hiperatividade locomotora (NEWSON et
al., 2005). Também foi observada modifica¢do na expressdo central de
receptores dos sistemas canabindide, monoaminérgico e colinérgico
(ZAVITSANOU et al., 2010) nesses animais. Trabalhos clinicos
recentes demonstraram que pacientes esquizofrénicos apresentam
alteracbes na percepcdo a estimulos dolorosos, respaldando essa
possivel conex@o entre privagdo somato-sensorial e psicopatologias tipo-
psicose (LEVESQUE et al., 2012).

1.2 Percepgao sensorial e filtro sensorio-motor

As psicoses observadas em pacientes psiquidtricos e as induzidas
por drogas perturbadoras do SNC — a exemplo de Cannabis, LSD,
fenciclidina e anfetaminas - apresentam diversas caracteristicas em
comum, por exemplo dificuldade de desconsiderar estimulos sensoriais
irrelevantes (VOLLENWEIDER, 1998). Déficits na filtragem e selecao
das informagdes sensoriais prejudicam a compreensdo e processamento
dos estimulos verdadeiramente salientes. Por consequéncia, a sobrecarga
de estimulos acarreta problemas na percep¢ao e interpretagdo do meio, o
que pode estimular comportamentos como delirios, alucina¢des e
estereotipias (BOB e MASHOUR, 2011). Esses comportamentos
estranhos sdo também caracteristicas do estado psicético (FISCHMAN,
1983).

Um rapido e eficiente julgamento da relevancia das ameagas e
oportunidades apresentadas ¢ imprescindivel para a sobrevivéncia das
espécies (LEDOUX, 1998) e a resposta comportamental as mesmas é
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baseada no retrato do ambiente que o SNC produz com as informagdes
que a ele sdo transmitidas pelos sentidos. A percepgdo € a fungdo mental
que da significado aos estimulos sensoriais (HAMPE e GRADY, 2005),
de forma que os sentidos relatam o contexto ao encéfalo e esse,
influenciado pelas vivéncias passadas, esculpira a realidade na mente de
cada ser (STERNBERG, 2008). O cérebro ou telencéfalo - composto
pelo cortex, nicleos da base e sistema limbico - parece ser o responsavel
por processamentos de ordem superior (MIDDLETON e STICK, 1994),
como associagdo entre tracos de memorias ¢ deliberacdo da melhor
estratégia a adotar (PATERNOSTER e POGARSKY, 2009).

O filtro sensdrio-motor age como um protetor do processamento
de informagdes. Ao limitar a entrada de informacdes sensoriais, esse
protetor evita sobrecarga no processamento cortical e as consequentes
alteracdes na percepcdo dos estimulos (NORRIS ¢ BLUMENTHAL,
1996). Alexander e colaboradores (1986) sugerem quatro circuitos
cortico-estriado-talamicos (CCETs), que parecem atuar como filtros
sensorio-motor (DELONG et al., 1983): motor, oculomotor, cognitivo e
limbico. Tais circuitos atuam como o substrato neural que regula a
transmissdo de informagdes sensoriais, a interpretacio do meio em
tempo real e a selecdo do comportamento mais adequado (NUSBAUM e
CONTRERAS, 2004).

Problemas no circuito CCET limbico estdo relacionados a
disturbios associativos e alucinagdes. Pacientes esquizofrénicos, além de
apresentarem alteragdes nesse circuito, também sofrem com prejuizos
no CCET cognitivo (DREVETS et al., 1997, GRAYBIEL, 1997). Assim
como nas psicopatologias, manipula¢des farmacoldgicas, em especial
nas sinapses cortico-estriatais, também afetam o filtro sensério-motor
(WAN e SWERDLOW, 1996).

Nesse contexto, o cortex cerebral atua como um processador
neuronal. Em sua arquitetura, rica em neurdnios, possui areas
responsaveis pelo primeiro processamento das informagdes vindas de
neurdnios aferentes; areas vinculadas a processamentos refinados, como
percepcdo, imaginagdo, pensamento, julgamento e decisdo
(JACOBSEN, 1935); e areas que controlam a execucdo de
comportamentos motores voluntarios (WOOLSEY, 1958). As areas
sensitivas sdo compostas pelos cortices primdrios e secundarios dos
sentidos, mas antes que as informacdes sensoriais cheguem ao cortex,
elas sdo reorganizadas pelo tdlamo, para serem direcionadas aos devidos
cortices sensoriais (SHERMAN e GUILLERY, 2002). Essa capacidade
talamica ¢ influenciada pelos CCETs (COENEN e VENDRIK, 1972).
Controlado por projecdes GABAérgicas dos ntcleos da base (PENNEY
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e YOUNG, 1981), o tonus talamico permite a passagem apenas de
informagdes consideradas relevantes, a fim de nf3o sobrecarregar o
processador cortical.

-

@

\
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@ Cortex
Estriado

Globo Palido
Substancia Negra

0=
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|

Figura 2. Circuito cortico-estriado-taldmico generalizado. Informagdes de varias
areas corticais (A, B e C) chegam ao estriado, a medida que s@o processadas
simultaneamente, se sobrepdem parcialmente. O estriado envia mais projegdes
convergentes para o globo palido ou substancia negra, que projetara para o
talamo. Por fim, uma nova informagao, com associagdo de A, B e C, é formada
e influenciara o processamento cortical de informagdes, fechando o circuito.
Retirado de ALEXANDER et al., 1986).
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Os nucleos da base funcionam como uma unidade inibitoria coesa
em forma de “funil”, integrando proje¢oes de todo o cortex e
promovendo uma via de transmissdo das informacgdes das dareas
associativas limbicas e corticais até as areas motoras (fig 2) (ALLEN e
TSUKAHARA, 1974). O estriado € a principal entrada de informacdes
nos nucleos da base e os neurdnios espinhosos médios constituem 90-
95% da populag@o neuronal dessa estrutura. Esses neuronios espinhosos
médios sdo classificados em dois grupos, que expressam diferentes tipos
de receptores de dopamina (DA): neurdénios GABAérgicos da via direta
expressam receptores D, e os da via indireta expressam receptores D,
(WILSON ¢ KAWAGUCHI, 1996).

A liberagdo de glutamato (Glu) na sinapse cortico-estriatal
estimula receptores NMDA do neur6nio espinhoso médio, o que diminui
o limiar para o disparo do potencial de acdo dessa célula GABAérgica
pos-sinaptica (fig 3A). A sinapse cortico-estriatal ¢ moduladas por fibras
dopaminérgicas provenientes da area tegmentar ventral (VTA) e parte
compacta da substancia negra (fig 3B).

As agdes de DA sobre os neurdnios GABAérgicos estriatais
dependerdo do receptor estimulado. Os receptores D, estdo relacionados
a incorporagdo de comportamentos psicomotores (FLORESCO, 2007),
enquanto receptores D, estdo associados a antecipagdo de recompensa e
estimulos salientes (SCHULTZ, 2002). Foi sugerido que o estado
psicotico deriva de uma sali€ncia aberrante produzida por excesso de
estimulacdo dos receptores D; do estriado (KAPUR et al., 2005).

A ativacdo de receptores dopaminérgicos D, em neurdnios
estriatais estimula a liberacdo de eCBs por essas células. Os eCBs
inibem a liberacdo de glutamato (Glu) (MATHUR e LOVINGER,
2012), entre outros neurotransmissores, por agirem como mensageiros
retrogrados ao ativar receptores CB; pré-sinapticos (DIANA et al.,
2002). Isso diminui as chances de propagacdo do potencial de agdo da
célula pos-sinaptica, que depende da ativagdo de receptores NMDA pelo
Glu (GERDEMAN et al., 2002). A exemplo do THC, o principio ativo
da Cannabis e agonista CB; que altera a percep¢do em humanos
(SEWELL et al., 2012), canabindides diminuem a inibi¢do ténica do
talamo, afetando o filtro sensoério-motor e permitindo que estimulos
irrelevantes, que antes seriam barrados pelo talamo, cheguem ao cortex.
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Figura 3. Esquema simplificado da hipdtese da sinapse cortico-estriatal. A)
Projecdes excitatorias chegam do cortex no estriado. A estimulagao de
receptores NMDA pelo glutamato (Glu) pré-sinaptico diminui o limiar para a
deflagragdo do potencial de agdo. B) Fibras da parte compacta da substancia
negra (SNpc) e area tegmentar ventral (VTA) liberam dopamina (DA) nos
neuronios do estriado, ativando receptores D,. Isso induz a liberacdo de
endocanabindides (eCB), que atuarao nos receptores CB; pré-sinapticos,
inibindo a liberac¢do de Glu e, por consequéncia, o potencial de agdo da célula
pos-sinaptica. Adaptado de MORRISON e MURRAY (2009).

1.3 Inibigdo pré-pulso do reflexo de sobressalto (PPI) e modelos de
déficit no filtro sensoério-motor

Uma forma de se estudar a integridade do filtro sensério-motor
em humanos ¢ em modelos animais € através do teste de inibi¢do pré-
pulso do reflexo do sobressalto (PPI). O reflexo de SS é uma resposta
motora estereotipada frente a estimulos repentinos e intensos
(SWERDLOW et al., 2006). No fenomeno de PPI, a diminui¢do da
resposta ao pulso (P), estimulo repentino e intenso, ocorre quando esse €
precedido de um pré-pulso (pP), estimulo menos intenso (fig 4). Assim,
o PPI reflete a agdo protetora do filtro sensério-motor contra
interferéncias: o estimulo mais fraco ndo s6 desencadeia o seu
processamento, como também ¢ capaz de suprimir o processamento de
um estimulo mais forte subsequente (GRAHAM, 1975).

Em seres humanos, a resposta de SS geralmente ¢ avaliada por
eletromiografia através do piscar de olhos (LUTHY et al., 2003). O
estudo em modelos pré-clinicos das bases neurobiologicas do
comportamento se baseia na homologia na circuitaria neural que regula
o comportamento de humanos e de outros animais (SOUSA et al.,
2006). Em todas as espécies de mamiferos testadas, incluindo humanos,
o pP reduz ou impede a resposta de SS causada pelo P, demonstrando
ser um fendomeno translacional robusto (BRAFF et al., 2001). Em
animais, a resposta de estremecimento corpéreo provocado por
estimulos, usualmente auditivos, ¢ medida por um acelerometro,
sensivel a movimentos dindmicos (GEYER, 2006).
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Figura 4. Inibigdo pré-pulso do reflexo de sobressalto (PPI). A figura representa
a situagdo em que um estimulo forte (pulso, P) gera uma resposta (R), mas na
presenga de um estimulo fraco prévio (pré-pulso, pP), a resposta ao pulso é
diminuida (r). O fenomeno de PPI ¢ calculado a partir da diferenca entre a
resposta comportamental sem e com pré-pulso. Adaptado de KOCH e
SCHNITZLER (1997).

O baixo nivel de PPI representa problemas no filtro sensorio-
motor e parece refletir uma atividade anormal do CCET (SWERDLOW
et al., 2008). Drogas perturbadoras do SNC - sejam agonistas
canabinoides, dopaminérgicos, serotoninérgicos (5-HT2A/C), bem como
antagonistas glutamatérgicos de NMDA - afetam tais circuitos e
reduzem o PPI (BROSDA et al, 2011). Por ser considerada um
endofenotipo (ou marcador bioldgico) de esquizofrenia, a diminuigdo de
PPI leva a especulagdo de que alteragdes no filtro sensoério-motor
possam contribuir para a sintomatologia dessas doengas (BRAFF et al.,
2001). O PPI pode ser considerado um marcador bioldgico estado-
dependente em pacientes esquizofrénicos, uma vez que maiores déficits
estdo associados a comportamentos estranhos e a alteragcdes grave do
pensamento formal. Essa reducdo de PPI observado em pacientes
desaparece apds a melhora clinica (MEINCKE et al., 2004) e,
corroborando essa ideia, alguns antipsicoticos usados na clinica sdo
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eficazes em reverter o déficit de PPI apresentado pelos pacientes
(WEIKE et al., 2000; KUMARI e SHARMA, 2002).

O uso cronico, mas ndo agudo, de Cannabis esta associado a
prejuizo de PPI em individuos saudaveis de maneira semelhante ao
observado em esquizofrénicos. Porém, essa alteragdo parece ser
secundaria a problemas de ateng¢do sustentada (SCHOLES e MARTIN-
IVERSON, 2009) e ndo um prejuizo global do filtro sensério-motor
(QUEDNOW et al., 2004). De maneira similar, pacientes
esquizofrénicos usudrios dessa planta também apresentam problemas de
atenc¢do sustentada, quando comparado a outros pacientes ndo usuarios
(SCHOLES-BALOG ¢ MARTIN-IVERSON, 2011), destacando a
importancia do uso de Cannabis e perturbagdes observadas durante o
estado psicotico.

Em modelos animais, o fitocanabinéide THC parece prejudicar
ainda mais o filtro-sensorio motor de ratos que cresceram em
isolamento, que ja apresentam déficit de PPI (MALONE e TAYLOR,
2006). O tratamento sist€émico com os agonistas canabindides sintéticos
WIN 55,212-2 (SCHNEIDER ¢ KOCH, 2002) e CP 55,940 (MARTIN
et al., 2003) prejudica o PPI, mas tal alteracdo parece depender da
exposicdo durante um periodo critico do desenvolvimento
(SCHNEIDER e KOCH, 2003). Ainda, o aumento de eCBs pela a¢do do
AM404, um inibidor da receptagdo de eCBs e agonista TRPV|,
prejudica o PPI por prolongar a ativagdo do receptor canabindéide CBy,
efeito prevenido pelo pré-tratamento com o antagonista canabinoide
rimonabanto (FERNANDEZ-ESPEJO e GALAN-RODRIGUEZ, 2004).

ECBs, como a AEA (ROSS, 2009) e o N-arachidonoil-dopamina
(SAGAR et al., 2004), apresentam afinidade pelo receptor TRPV, e
alguns dos seus efeitos parecem mediados pela ativagdo desse canal.
Apesar das acdes centrais de TRPV; serem ainda pouco elucidadas, a
ativacdo desse receptor parece responsavel pela acdo tipo-antipsicotica
observada com o cannabidiol (CBD), um fitocanabindide ndo
psicotropico, no PPI de ratos (LONG et al., 2005).

Nesse sentido, decifrar 0s mecanismos neuronais € a
farmacologia dos fendmenos que influenciam PPl favorece o
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para psicopatologias
associadas ao filtro sensdrio-motor. Isso permite explorar o potencial
terapéutico de moléculas que revertam disfungdes do filtro sensorio-
motor, uma vez que existe uma necessidade urgente de melhores
ferramentas farmacologicas para o tratamento de transtornos psicoticos.
(ELLENBROEK, 2012). Apesar da acdo psicotomimética, drogas
perturbadoras do SNC também podem ter papel relevante na clinica
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psiquidtrica, em particular no tratamento de psicopatologias do espectro
afetivo, como ansiedade e depressdo (VOLLENWEIDER e KOMETER,
2010).

Entre as manipulagdes farmacologicas que reduzem o PPI estdo:
estimulacdo dos receptores D,; ativagdo do sistema serotoninérgico,
especialmente os receptores 5-HT2A/C; bloqueio de canais NMDA
(GEYER et al., 2001) e ativagdo de receptores CB; (SCHNEIDER e
KOCH, 2002). Porém, a diminui¢do do PPI n3o é um fendmeno
encontrado apenas entre pacientes esquizofrénicos ou individuos sob
efeitos de psicotomiméticos (SWERDLOW et al., 2008). Pacientes que
sofrem de transtorno obsessivo-compulsivo e sindrome de Gilles de la
Tourette (KOHL et al., 2012) também apresentam niveis anormalmente
baixos de PPI. Para conectar os resultados de estudos com PPI com
possiveis efeitos em quadros de psicose, se faz necessario que a
manipulacdo apresente outras similaridades com a fisiopatologia da
doenga. Nesse contexto, o MKS801, um antagonista do receptor
glutamatérgico NMDA amplamente utilizado na pesquisa pré-clinica, se
mostra um modelo farmacologico acessivel para se estudar o potencial
antipsicotico de novos compostos (ANDINE ez al., 1999; MANAHAN-
VAUGHAN et al., 2008). Visto que em roedores esse antagonista
glutamatérgico induz comportamentos correlatos de sintomas
apresentados por pacientes esquizofrénicos, esse modelo farmacolégico
de psicose demonstra uma boa validade de construto (RUJESCU et al.,
2000).

Conforme mencionado anteriormente, evidéncias relacionam
canabinoides com psicoses em humanos, assim como inducdo de
prejuizos em modelos animais genéticos, farmacologicos e
desenvolvimental dessa doenca (ARNOLD et al., 2012). Apesar do
efeito analgésico de a AMI e BAMI via ativa¢do canabinéide ndo induzir
a tétrade comportamental (SIMAO DA SILVA et al., 2011), ja foi
reportada atividade sobre o SNC quando a mistura de aAMI e BAMI foi
administrada sistemicamente (ARAGAO et al., 2006). A aAMI ainda
demonstrou agdo analgésica em modelos animais de dor induzido pela
CAP e o efeito analgésico periférico de um derivado da mistura de
triterpenos parece envolver neurdnios aferentes que expressam o
receptor TRPV,. Além disso, a atividade antipsicética de CBD
provavelmente envolve a ativacdo desses canais. Portanto, a hipodtese
desse trabalho é de que aAMI, um dos constituintes da mistura de
triterpenos e que também possui atividade antinociceptiva quando
isolada, poderia prejudicar o filtro sensorio-motor de maneira similar a
compostos que ativam o sistema canabinoide. Também foi escopo desse
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trabalho investigar o envolvimento dos receptores vaniloides TRPV,
centrais nos efeitos da a AMI no PPI. Em vista da pouca literatura que
correlaciona receptores vanildoides TRPV, e PPI, a ag¢do da ativagdo e
bloqueio desse canal também foi investigada.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da administragdo
central de a AMI sobre o filtro sensério-motor em ratos Wistar machos,
assim como o envolvimento de receptores CB; ¢ TRPV; para esses
efeitos.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar os efeitos da administragdo icv de a AMI sobre PPI;

* Avaliar o efeito do tratamento prévio com o antagonistas CBy,
AM?251, nas alteracdes comportamentais induzidas pela aAMI sobre
PPI,

* Avaliar o possivel papel do receptor TRPV, sobre PPI;

* Avaliar o efeito do tratamento prévio com o agonista, CAP, e
antagonista, capsazepina (CPZ), de TRPV, nas alteragdes
comportamentais induzidas pela aAMI sobre PPI;

e Avaliar o efeito do tratamento com o agonista, CAP, do
receptor TRPV| nas alteragdes comportamentais induzidas por MK801
sobre PPI;

» Avaliar o efeito dos tratamentos utilizados sobre a locomogao
dos animais.
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3 METODOLOGIA
3.1 Consideragdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Para o Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(PP00645/CEUA/UFSC). O niimero de animais utilizado foi o minimo
suficiente para a obtencdo de analises estatisticas confiaveis e foram
usadas as estratégias cabiveis que visassem minimizar os niveis de
estresse e sofrimento dos animais em quaisquer das fases experimental
ou de manuteng¢do no biotério.

3.2 Animais

Ratos Wistar machos, de 250 a 350 g (no dia da cirurgia, em
torno de 75 dias de idade), fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina foram utilizados para esses
experimento. Os animais foram mantidos em caixas de moradia, em
grupos de 5-6, em ambiente com temperatura (21 + 2° C) e ciclo de
claro/escuro (12/12 h) controlados. Os animais tiveram livre acesso a
racdo e agua, a excecdo do periodo dos experimentos comportamentais.

3.3 Drogas

O antagonista do receptor glutamatérgico NMDA, MKS801 (RBI,
Natick, MA, EUA) foi diluido em solugdo salina (SAL, NaCl 0,9%),
essa foi usada como seu controle intraperitoneal (ip). tAMI (Sigma, St.
Louis, MD, EUA), CAP, CPZ ¢ AM251 (Tocris, Bristol, RU) foram
diluidos no veiculo intracerebroventricular (icv), que consiste de 1:2:7
Tween80®:DMSO:PBS, usado como solucio controle icv. Os esquemas
de tratamento e doses utilizadas foram baseadas em trabalhos publicados
na literatura, bem como experimentos pilotos realizados no laboratorio,
conforme detalhado na se¢do 3.6 — delineamento experimental.

3.4 Cirurgia estereotaxica

Seguindo o protocolo usado no laboratério (BITENCOURT et
al., 2008), os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/kg e
xilazina 5 mg/kg ip e, assim que perdiam os reflexos, colocados no
aparelho estereotaxico (Kopf, modelo 957, EUA). Feita a tricotomia,
uma solugdo anestésica local e vasoconstritora (cloridrato de lidocaina
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2% com norepinefrina 1:200.000 Lidocaina Geyer 2%, Brasil) foi
administrada via subcutdnea. Uma incisdo expds a calota craniana, o
periosteo foi retirado e a calota limpa com H,O, 10%. Trés furo foram
feitos na calota craniana com o auxilio de uma broca ortodontica: 2 para
os parafusos que ajudam na fixacdo do capacete de acrilico e um para a
inser¢do da céanula-guia (22 G, 10 mm) no ventriculo lateral direito,
conforme o atlas The Rat Brain: In Stereotaxic Coordinates (PAXINOS
e WATSON, 2007). As coordenadas foram calculadas em relacdo ao
bregma: AP=-0,8 mm; ML=-1,6 mm; DV=-3,6 mm. Por fim, a canula e
os parafusos foram fixados ao cranio com resina acrilica
autopolimerizavel e mandris de ago inox (n° 26 de 0,35 mm de
diametro) introduzidos nas canulas a fim de evitar obstru¢do durante o
periodo poés-operatorio. Apds o procedimento cirurgico, 0s animais
foram mantidos em local aquecido até a recuperagdo da anestesia, sendo
posteriormente alojados em caixas moradias com agua e comida ad
libitum e acompanhados diariamente até a realizacdo dos experimentos,
entre 5 a 7 dias ap0s a cirurgia.

3.5 Testes Comportamentais

3.5.1 Aparelho de sobressalto e inibicio pré-pulso do reflexo do
sobressalto (PPI)

Os ratos foram colocados em uma gaiola de arame (16,5 x 5,1 x
7,6 cm) suspensa no interior de uma estrutura de PVC (25 x 9 x 9 cm)
ligada através de quatro parafusos a plataforma com um acelerometro,
que capta a resposta de SS do animal. A gaiola e a plataforma ficam
dentro de uma camara (64 x 60 x 40 cm) ventilada e acusticamente
isolada. A reacdo de SS dos ratos gera uma pressdo sobre o acelerdmetro
e sinais analdgicos sdo amplificados, digitalizados e analisados por um
software do sistema de medida de SS (Insight, Sdo Paulo, Brasil). Esse
sistema também controla outros pardmetros do teste (intensidade do
estimulo acustico, intervalo entre estimulos, etc.). Dois alto-falantes
foram utilizados como fonte de estimulo sonoro. Os procedimentos de
calibra¢do do acelerometro foram realizados diariamente antes de cada
experimento para assegurar uma equivaléncia de sensibilidade da
plataforma.
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Figura 5. Aparelho de SS e inibi¢do pré-pulso do reflexo do sobressalto.

No inicio de cada sessdo, os animais foram colocados na cdmaras
de SS por 5 min, para um periodo de aclimatizagdo e expostos a um
ruido branco de fundo de 65 dB, que persistiu durante o restante da
sessao.

Para o teste, foram disparadas 70 estimulos: 2 blocos SS, cada um
com 10 estimulos de P (120 dB por 40 ms), foram disparados no inicio
(SSy)e no fim da sessdo de teste (SS,), para verificar a resposta basal e
se essa resposta se manteve apos o teste.

A habituagdo (H) foi utilizada como parametro de aprendizagem
e calculada como a reducdo na magnitude de sobressalto entre o
primeiro e o ultimo bloco: H=[100-100*(SS)/(SS,)].

Entre os blocos SS; e SS,, os animais passaram por 50 estimulos
pseudorandomizadas: 10 P (120 dB por 40 ms), 30 PP (pP seguido de P,
com 10 estimulos para cada intensidade de pP: 5, 10 e 15 dB acima do
barulho de fundo e intervalo entre estimulos de 100 ms) e 10 estimulos
sem estimulo. O intervalo entre cada estimulo foi de 15 s. A
porcentagem de inibi¢do pré-pulso do reflexo de sobressalto (PPI)
induzida por cada uma das trés intensidades de pP foi calculada como:
PPI=[100-100(PP)/(P)].

3.5.2 Monitor de atividade (MA)

Os ratos foram colocados na gaiola de motilidade EP-145 (Insight
SP) medindo (50 x 48 x 50 cm) por 15 min e, através de 16 fotocélulas
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em cada eixo (X, Y e Z), os movimentos do animal foram registrados e
analisados em blocos de 5 min através do software do sistema do MA
(Insight, Sao Paulo, Brasil).

Figura 6. Monitor de atividade.
3.6 Delineamento experimental

Inicialmente, foram conduzidos experimentos para padronizacio
do modelo nas condig¢des experimentais do laboratdrio e validagdo das
doses inicialmente testadas, que foram baseadas na literatura. A selecdo
de doses para os experimentos posteriores buscou a menor dose (a fim
de evitar ligagdes inespecificas) que apresentasse efeito sobre o PPI e,
preferencialmente, sem afetar a locomogdo. Os tratamentos ip (SAL ou
MKS801), no volume de 1 ml/kg, aconteceram 30 min antes dos animais
serem postos nos aparelhos de experimentagdo. Ja os tratamentos icv
foram no volume de 1 pl/rato, imediatamente antes de entrar no aparelho
ou, quando ocorreu tratamento com duas drogas, 5 min e imediatamente
antes de entrar no aparelho.

Os animais passaram por cirurgia estereotdxica para a
implantagdo da canula-guia de administragdo icv, com exce¢do apenas
dos animais utilizados no experimento de curva dose-resposta de
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MKS801 (experimento 5 - 3.6.5), os quais ndo foram operados. Os
animais tiveram entre 5-7 dias de recuperagdo cirargica.

Apos esse periodo, no dia do teste de PPI, os animais foram
transferidos para uma antessala, onde ambientaram por, pelo menos, 30
min antes do inicio do experimento, que foram conduzidos durante o
dia, entre as 8 e 16 h. Apds 5-7 dias do teste de PPI, intervalo no qual os
animais ndo foram tratados nem manipulados, esses foram
randomizados para o teste no MA. No teste com o MA, os primeiros 5
min foram considerados como atividade exploratoria no ambiente novo
e os 10 min seguintes, como atividade locomotora. Esse experimento foi
utilizado como controle psicomotor, uma vez que alteragdes na
locomog@o, como a sedacdo, podem interferir no teste de PPI.

3.6.1 Experimento 1 — Avaliar os efeitos da o AMI no PPI

O objetivo desse experimento foi avaliar se a aAMI afeta o PPI
de ratos, bem como selecionar a menor dose que alterasse o PPI, mas
ndo afetasse a atividade locomotora, para os experimentos posteriores.

Conforme descrito na figura 7, os testes comportamentais
ocorreram imediatamente apds o tratamento icv com veiculo ou aAMI
0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato.

Cirurgia

* Veiculo

TTO icv |[-cam

0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato

PPI
. * Veiculo
5-7 dias TTO icv |aam
«0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato

m

Figura 7. Esquema experimental 1: efeitos da a AMI.
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3.6.2 Experimento 2 — Avaliar o efeito do tratamento prévio com o
antagonistas CB;, AM251, nas alteracées comportamentais
induzidas pela e AMI sobre PPI

A fim de avaliar se o efeito da a AMI sobre PPI ¢ por uma agdo
dependente do receptor CBy, o objetivo desse experimento foi investigar
a possivel envolvimento desse receptor canabindide, através do seu
bloqueio com o antagonista seletivo AM251, nas alteragdes
comportamentais induzidas pela administra¢do central de aAMI no PPI
de ratos. A dose de usada AM251 ja demonstrou reverter agdes via CB;
de eCBs (UMATHE et al., 2012). Conforme descrito na figura 8, foram
injetados o veiculo ou AM251 1,0 pg/rato e, 5 min apds, veiculo ou
aAMI 0,1 pg/rato. Os testes comportamentais ocorreram imediatamente
apos o ultimo tratamento icv.

Cirurgia

. ¢ Veiculo
TTO icv |+Am251
1,0 pg/rato
¢ Veiculo
5 min TTO icv |*aami

0,1 pg/rato

*1,0 pg/rato

¢ Veiculo

5 min TTO icv |*aami
0,1 pg/rato

ENg”

Figura 8. Esquema experimental 2: efeito do tratamento prévio com AM251 nas
alteragdes comportamentais induzidas pela aAMI.

PPI
* Veiculo
5-7 dias ‘ TTO icv \-AMZSI
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3.6.3 Experimento 3 — Avaliar os efeitos per se do agonista e
antagonista do receptor TRPV; sobre PPI

Em vista dos poucos trabalho com receptores TRPV; em modelos
de PPI, primeiramente foi estabelecida uma curva dose-resposta do
agonista e antagonista desse receptor para posteriores experimentos com
aAMI. Foi objetivo desse experimento também investigar a possivel
acdo de CAP e CPZ no PPI de ratos. A faixa de doses escolhida para os
ligantes vanildides ja demonstrou efeito central em outros modelos
animais (MANNA ¢ UMATHE, 2011).

Conforme descrito nas figuras 9, os testes comportamentais
ocorreram imediatamente apds o tratamento icv com veiculo, CAP ou
CPZ.

Cirurgia

* Veiculo
. *CAP
5-7 dias > TTO ICV +0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato
*CPZ
*0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato

| —>| PPl

* Veiculo
* CAP

5-7 dias TTO iCV *0,1 pg/rato
*CPZ
*0,1 pg/rato

| > MaA

Figura 9. Esquema experimental 3: efeito de CAP e CPZ.
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3.6.4 Experimento 4 — Avaliar o envolvimento do receptor TRPV;
nas alteracoes comportamentais induzidas pela d AMI sobre PPI;

O objetivo desse experimento foi avaliar se o efeito da aAMI
sobre o PPI ¢ influenciada pelo receptor TRPV,. Conforme descrito na
figura 10, foram administrados veiculo, CAP 0,1 pg/rato ou CPZ 0,1
ug/rato e, 5 min apos, veiculo ou oaAMI 0,1 pg/rato. Os testes
comportamentais ocorreram imediatamente apos o ultimo tratamento
icv.

Cirurgia

* Veiculo
* CAP
TTO icv | 01wt
*CPZ
*0,1 pg/rato

5-7 dias

*Veiculo

5 min TTO icv |+aami

0,1 pg/rato

PPI

* Veiculo

5-7 dias TTO icv [«car

0,1 pg/rato

* Veiculo
5 min TTO icv |*aAmI

0,1 pg/rato

MA

Figura 10. Esquema experimental 4: efeito do tratamento prévio com CAP ou
CPZ nas alteragdes comportamentais induzidas pela a AMI.

3.6.5 Experimento 5 — Avaliar a influéncia do receptor TRPV, nas
alteracées comportamentais induzidas por MK801 no PPI;

Uma vez que a CAP foi capaz reverter o déficit de PPI induzido
pela aAMI, o objetivo desse experimento foi investigar se essa ag@o
também reverte o prejuizo induzido pela administrag@o sistémica de um
antagonista do receptor glutamatérgico NMDA, validado como um
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modelo farmacologico na triagem de compostos antipsicoticos
(ANDINE et al., 1999). Para esses experimentos, as doses de MK801
testadas foram baseadas na literatura (BAKSHI e GEYER, 1995;
DEPOORTERE et al., 1999; KESBY et al., 2006) e os animais nao
passaram por cirurgia estereotaxica pois s6 receberam administragdes ip
de salina ou MKS801 (0,05; 0,1 e 0,2 mg/kg). Conforme descrito na
figura 11, os testes comportamentais ocorreram 30 min apos o
tratamento ip.
* MK801

. * Veiculo
TTO I p .'ro'g;sgi.ou 0,2 mg/kg
30 min ‘ PPI
57 dias TTO I p *0,05; 0,1 0u 0,2 mg/kg

Figura 11. Esquema experimental 5: efeito de MKS801.

* Veiculo

Uma vez estabelecida a curva dose-resposta de MK801 nos teste
de PPI e locomogdo, doses que alteraram esses comportamentos foram
usadas para experimentos posteriores com CAP.

A fim de avaliar uma possivel acdo benéfica da ativacdo de
TRPV; sob o déficit induzido pelo modelo com MKS801, conforme
descrito na figura 12, o animais operados foram tratados com salina ou
MKS801 (0,2 mg/kg para teste de PPI e 0,1 mg/kg para teste de
locomogdo) e, 30 min apos, veiculo ou CAP 0,1 pg/rato. Os testes
comportamentais ocorreram imediatamente apds o tratamento icv.
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Cirurgia

* Veiculo

ﬂo |p * MK801

0,2 mg/kg

5-7 dias

* Veiculo

30 min TTO icv |ecap

0,1 pg/rato

PPI

. * Veiculo
5-7 dias TTO ip [ +mkso1

«0,1 mg/kg

*Veiculo

30 min TTO icv |-car

0,1 pug/rato

m

Figura 12. Esquema experimental 6: efeito do tratamento com CAP nas
alteragdes comportamentais induzidas por MK801.

3.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA)
de uma via (tratamento) ou de duas vias (pré-tratamento x tratamento)
no programa Statistica® 10.0 (StatSoft Inc., EUA). Valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significantes e, quando apropriado,
a andlise post hoc de Newman-Keuls foi utilizada. Os graficos foram
construidos utilizando a média e erro padrio da média (EPM) no
programa PrismGraph® 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1. Efeito da administragdo aguda de a AMI sobre PPI
de ratos

ANOVA de uma via revelou diferenca significativa do tratamento
(p<0,05) no PPI nas trés diferentes intensidades de pP utilizadas: 70
(F328=10,41), 75 (F325=8,27) e 80 (F325=13,07) dB. Além disso, o
tratamento com aAMI também alterou os parametros de H (F325=6,89) e
atividade locomotora (F3»5=3,16) dos animais. A andlise post hoc de
Newman-Keuls demonstrou que o tratamento com aAMI, nas 3 doses,
causou diminui¢do de PPI (fig 13) e da H (apéndice A). Os graficos de
PPI com pP de 70 e 80 dB estdo ilustrados no apéndice B.

407

307

o | Lo
T ]

T I
Ctrl 0,1 1,0 10,0

%PPI
[\
<
*

ug/rato

Figura 13. Efeito da a AMI (0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato) no PPI, com pP de 75 dB.
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA/Newman-Keuls,
n=7-10 animais. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle.

O teste de Newman-Keuls revelou ainda que somente a dose mais
alta de aAMI (10,0 pg/rato) diminuiu a atividade locomotora (fig 14)
dos animais. Por prejudicar o PPI, mas sem afetar a locomogao dos
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animais, a dose de aAMI 0,1 pg/rato foi adotada nos experimentos
posteriores.

40000+

30000+

20000+ T T *

10000+

Distancia Percorrida (mm)

Ctrl 0,1 1,0 10,0
ug/rato

Figura 14. Efeito da o AMI (0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato) na atividade locomotora.
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA/Newman-Keuls,
n=6-8 animais. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle.

4.2 Experimento 2. Efeito do pré-tratamento com antagonista seletivo
dos receptores canabin6ides CB; no déficit de PPI induzido pela aAMI
em ratos

Os resultados ilustrados na figura 15 foram analisados por
ANOVA de duas vias, que revelou diferenga (p<0,05) do tratamento
(F130=7,03), mas sem efeito do pré-tratamento (F,30=3,04, p=0,09).
Houve interagdo significativa (p<0,05) entre estes os fatores no PPI, nas
trés diferentes intensidades de pP utilizadas: 70 (F;3,=16,30), 75
(F130=12,64) e 80 (F,3=12,64) dB; além de interagdo na H (F; 3p=5,90).
A analise post hoc de Newman-Keuls demonstrou que, embora o pré-
tratamento com AM251 (1,0 pg/rato) ndo tenha alterado os parametros
analisados, as respostas induzidas pela aAMI foram prevenidas com o
pré-tratamento com esse antagonista seletivo CB;. A administragdo de
aAMI (0,1 pg/rato) reduziu PPI nas intensidade de pP de 70 e 75 dB (fig
15). Com pP de 80 dB ndo houve diminuigdo significativa de PPI, mas
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sim uma tendéncia (p=0,07). Em relacdo a H, o tratamento com aAMI
reduziu esse parametro ¢ o bloqueio dos receptores CB; também
reverteu essa alteragdo. Os graficos de PPI com pP de 70 ¢ 80 dB estdo
ilustrados no apéndice B. Nenhum tratamento alterou a locomoc¢do dos
animais (fig 16).

40
[] Ctrl
0AMI
30 T T (I
& 20 I
=
£
10
0 T T
Ctrl AM251

Figura 15. Influéncia do antagonismo dos receptores CB, apds o pré-tratamento
com AM251 (1,0 pg/rato), na alteragdo de PPI, com pP de 75 dB, induzida pela
aAMI (0,1 pg/rato). Dados expressos como média+EPM e analisados por
ANOVA de duas vias/Newman-Keuls, n=8-9 animais. *p<0,05 em comparacio
ao grupo controle.
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\E/ 30000 T ]
g
g
Q —
§ 20000 I T
g
Q
& 100007
2
0

Ctrl AM251

Figura 16. Atividade locomotora dos grupos pré-tratados com AM251 (1,0
pg/rato) e tratados com aAMI (0,1 pg/rato). Dados expressos como
média+EPM e analisados por ANOVA de duas vias, n=6-8 animais.
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4.3 Experimento 3. Efeito da administra¢do aguda do agonista e
antagonista dos receptores TRPV, sobre PPI de ratos

ANOVA de uma via ndo revelou diferenca significativa dos
fatores em nenhum dos pardmetros analisados. O PPI ndo foi afetado
pelo tratamento com CAP [70 (F320=0,45), 75 (F329=0,18) e 80 dB
(F320=0,71)], nem CPZ [70 (F;330,=0,30), 75 (F3,30=1,57) ¢ 80 dB
(F3,30=0,11)], indicando que nem a ativa¢do nem bloqueio de TRPV;
afeta diretamente o PPI. As figuras 17 e 18 ilustram os graficos de PPI
com pP de 75 dB para CAP e CPZ, respectivamente. Os graficos de PPI
com pP de 70 e 80 dB estdo ilustrados no apéndice B. As menores doses
testadas no PPI também ndo alteraram a atividade locomotora dos
animais (F,20=2,04, fig 19). Devido a auséncia de efeito sobre o PPI
com as doses testadas, a menor dose do agonista e do antagonista
TRPV, foram eleitas para os experimentos posteriores.

50+

40- T T

301

%PPI

201

104

0 T T I
Ctrl 0,1 1,0 10,0

ug/rato

Figura 17. Efeito de CAP (0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato) no PPI, com pP de 75 dB.
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA, n=8-10 animais.
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Figura 18. Efeito de CPZ (0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato) no PPI, com pP de 75 dB.
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA, n=8-10 animais.

40000~

300004 [

20000- T

10000+

Distancia Percorrida (mm)

T T T
Ctrl CAP 0,1 CPZO,1

ug/rato
Figura 19. Locomogao dos grupos tratados com CAP (0,1 pg/rato) ou CPZ (0,1

pg/rato). Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA, n=7-8
animais.
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4.4 Experimento 4. Efeito do pré-tratamento com agonista e antagonista
dos receptores vanildides TRPV| no déficit de PPI induzido pela aAMI
em ratos

ANOVA de duas vias revelou diferenga (p<0,05) do tratamento
(F145=15,35), bem como do pré-tratamento (F;43=4,27). Houve
interagdo significativa (p<0,05) entre estes fatores no PPl nas
intensidades de pP de 70 dB (F,43=3,72) e 75 dB (F,43=4,17; fig 20),
além de uma tendéncia com pP de 80 dB (F,43=3,01, p=0,059). Os
graficos de PPI com pP de 70 e 80 dB estdo ilustrados no apéndice B. A
analise post hoc de Newman-Keuls demonstrou que o tratamento com
aAMI (0,1 pg/rato) causou diminuigdo de PPI nas 3 intensidades
utilizadas. Apesar de ndo revelar interagdo entre os tratamentos no
parametro H (F;43= 0,57, p=0,56), ANOVA mostrou que o fator aAMI
apresenta efeito significante (F; 43= 8,80, p<0,05).

40 [ ] Cul
[ «AMI
o
£ oLl
20 HJ
-40

T T T
Ctrl CAP CPzZ

Figura 20. Influéncia da estimulacdo e antagonismo dos receptores TRPV, apds
o pré-tratamento com CAP (0,1 pg/rato) ou CPZ (0,1 pg/rato), na alteragdo de
PPI, com pP de 75 dB, induzida pela a AMI (0,1 pg/rato). Dados expressos
como média+EPM e analisados por ANOVA de duas vias/Newman-Keuls, n=8-
10 animais. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle.

Quanto a atividade locomotora (fig 21), uma vez que apenas a
CAP afetou a agdo da aAMI e CPZ per se ndo alterou a locomogao,
somente a a¢do do agonista de TRPV, foi testada. Nao houve influéncia
do tratamento com aAMI ou CAP, bem como nido houve interacéo,
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sobre distincia percorrida durante a atividade locomotora (F2s=0,17,
p=0,68).
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Figura 21. Locomogao dos grupos tratados com CAP (0,1 pg/rato) e aAMI (0,1
pg/rato). Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA de duas
vias, n=7-8 animais.

4.5 Experimento 5. Efeito do pré-tratamento com agonista dos
receptores vaniloides TRPV no déficit de PPI induzido por MK801 em
ratos

ANOVA de uma via revelou influéncia significativa (p<0,05) do
tratamento com MK801 nos pardmetros SS (F;3,5=5,08), H (F325=5,50) e
PPI, nas trés diferentes intensidades de pP: 70 (F325=6,78), 75
(F325=6,06) e 80 (F325=8,60) dB. A analise post hoc de Newman-Keuls
demonstrou que o tratamento com MKS801 0,1 mg/kg aumentou SS,
diminuiu da H (apéndice B) e aumentou a atividade locomotora (fig 23).
Ja MK801 0,2 mg/kg diminuiu a inibicdo (PPI, fig 22) nas 3
intensidades diferentes de pP, além de aumentar a atividade locomotora
(fig 23) dos animais. Os graficos de PPI com pP de 70 e 80 dB estdo
ilustrados no apéndice B. Assim, a dose de 0,2 mg/kg foi utilizada no
experimento de PPI subsequente, por diminuir o PPI, mas sem alterar os
outros pardmetros do teste, enquanto a dose 0,1 mg/kg foi escolhida para
o experimento de locomog¢do, por ser a menor dose a aumentar a
atividade locomotora.
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Figura 22. Efeito de MKS801 (0,05; 0,1 ou 0,2 mg/kg) no PPI, com pP de 75 dB.
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA/Newman-Keuls,
n=6-8 animais. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle.
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Figura 23. Efeito de MKS801 (0,05; 0,1 ou 0,2mg/kg) na locomogéo. Dados

expressos como média+EPM e analisados por ANOVA/Newman-Keuls, n=6-8
animais. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle.
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ANOVA de duas vias revelou interagdo significativa (p<0,05)
entre os fatores nos parametros PPI, quando o pP foi de 70 dB
(F131=6,73, p<0,05) e atividade locomotora (F;,s=150,43). O teste
estatistico também demonstrou tendéncia a significAncia nas
intensidades de 75 (F;3=3,87, p=0,058) ¢ 80 dB (F,3,=4,11, p=0,051).
A analise post hoc de Newman-Keuls demonstrou que o tratamento com
MKS801 reduziu PPI, nas trés intensidades de pP, e o tratamento com
CAP 0,1 pg/rato reverteu esse déficit (fig 24). Os graficos de PPI com
pP de 70 e 80 dB estdo ilustrados no apéndice B. O teste de Newman-
Keuls também apontou que o tratamento com MKS801 aumentou a
atividade locomotora dos animais de maneira semelhante ao observado
no experimento anterior. A hiperlocomocdo induzida por MK801 foi
atenuada (fig 25) pelo tratamento com CAP (F 25=5,18).
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Figura 24. Influéncia da estimulag@o dos receptores TRPV, pelo tratamento
com CAP (0,1 pg/rato), na alteragdo de PPI, com pP de 75 dB, induzida por
MK3801 0,2 mg/kg. Dados expressos como média+EPM e analisados por
ANOVA de duas vias/Newman-Keuls, n=8-9 animais. *p<0,05 em comparacio
ao grupo controle.
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Figura 25. Locomogao dos grupos tratados com CAP (0,1 pg/rato) e MK801 0,1
mg/kg. Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA de duas

vias/Newman-Keuls, n=7-8 animais.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo buscou investigar os efeitos da aAMI sobre o
filtro sensorio-motor e os resultados demonstraram que a injegdo icv de
oaAMI prejudicou o PPI, porém esse déficit foi prevenido com o
bloqueio do receptor CB;. O bloqueio dos receptores TRPV; ndo afetou
o PPI, nem as agdes da aAMI nesse protocolo. No entanto, a ativagao
desses canais reverteu o prejuizo de PPI induzido pela aAMI e pelo
MK801, mas sem afetar o PPI per se. E importante salientar que esses
resultados foram encontrados com doses que ndo interferiram na
locomogdo dos animais, a exce¢do do tratamento com MK8&01.

O PPI é um paradigma comportamental que foi utilizado nesse
estudo a fim de avaliar a integridade do filtro sensério-motor apos o
tratamento com aAMI e ligantes dos receptores NMDA, CB; e TRPV;.
Os parametros de SS e H dos animais também foram avaliados durante o
teste de PPI. Ao referir-se a redugdo progressiva da resposta a um
estimulo quando esse ¢ apresentado repetidamente, a H é considerada a
forma mais simples de aprendizagem e plasticidade comportamental
(GROVES e THOMPSON, 1970). Essa pode ser farmacologicamente
manipulada (GEYER e TAPSON, 1988) e estudos indicam que, assim
como no PPI, problema de H pode ser um marcador fenotipicos para
déficits no processamento de informagdes em certas psicopatologias,
como esquizofrenia (BRAFF et al., 1992; LUDEWIG et al., 2003).
Adicionalmente, foi avaliada a locomoc¢do dos animais, sobre influéncia
dos tratamentos ja descritos, no MA.

As trés doses de a AMI testadas causaram diminui¢do de PPI em
todas as intensidades de pP testadas e essas alteragdes foram observadas
inclusive em doses que ndo diminuiram a atividade locomotora dos
animais. Perfil semelhante a esse é produzido por drogas perturbadoras
do SNC e pelos modelos animais de psicose mais estudados (GEYER,
1998; GEYER e SWERDLOW, 2001). Apesar da auséncia de
hiperlocomog¢do, caracteristica comum em modelos farmacoldgicos
glutamatérgicos e dopaminérgicos preditivos de comportamentos do tipo
psicotico (DEUTSCH et al., 2006), o prejuizo do filtro sensério-motor
sugere uma possivel agdo psicotomimética induzida pela administragdo
central da aAMI. A administracdo central da aAMI também prejudicou
a H dos animais, indicando um prejuizo na atengéio e no processamento
da informacdo, considerado um aspecto bastante preponderante na
esquizofrenia. Este resultado sobre a habituagdo aos estimulos se
assemelha ao que ocorre com outras drogas psicotomiméticas, como a
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fenciclidina e a d-anfetamina, em modelos animais (KLAMER et al.,
2004).

Em relagdo a ambulagdo, a maior dose de oAMI testada
prejudicou a atividade locomotora. Considerando que a sedagdo pode
diminuir a resposta de SS dos animais ¢ mascarar acdes no PPI, a menor
dose de aAMI foi utilizada nos experimentos posteriores, por causar
reducdo do PPI sem alterar a ambulacdo dos animais. Um estudo
anterior mostrou que a administragdo sist€émica de aAMI e BAMI, em
doses acima de 10 mg/kg ip (ARAGAO et al., 2006), promove uma
reducdo da atividade locomotora no teste do campo aberto, sem alterar
a coordenacdo motora no teste de rotarod. Esse resultado indica que a
aAMI possivelmente ndo induz a perda da coordenacdo motora, fator
que poderia prejudicar a interpretagdo dos resultados de PPI e
locomogdo. A redugdo da ambulacdo dos animais tratados com altas
doses de o AMI contrapde a hiperlocomog¢do induzida por modelos
animais classicos com a administragio de MK801 (MANAHAN-
VAUGHAN et al., 2008) e anfetamina (WHITE et al., 2006). Todavia,
outras drogas perturbadoras do SNC, como os agonistas
serotoninérgicos LSD e DOI, ainda que prejudiquem o filtro sensoério-
motor, ndo reproduzem o aumento da ambulagdo observada com
antagonistas glutamatérgicos de NMDA e agonistas dopaminérgicos. De
fato, esses alucinogenos diminuem a locomog@o espontinea de ratos
(KREBS-THOMSON et al., 1998), de modo semelhante aos agonistas
canabinoides (AMERI, 1999).

Aragdo e colaboradores (2006) propde um efeito do tipo-
benzodiazepinico para as acles sedativa e ansiolitica da mistura de
aAMI e BAMI, avaliadas no teste do campo aberto e labirinto em cruz
elevado. Estudos sugerem envolvimento dos receptores CB; para tais
efeitos  dos  benzodiazepinicos ~ (GARCIA-GUTIERREZ e
MANZANARES, 2010), bem como atividades sedativa (MURILLO-
RODRIGUEZ et al., 2001) e ansiolitica (BERRENDERO e
MALDONADO, 2002) para agonistas canabinodides ja foram descritas.
De modo que os achados, em relagdo a hipolocomogdo e prejuizo do
filtro sensorio-motor induzidos pela a AMI encontrada nesse trabalho,
sdo comparaveis a drogas que potencializam o sistema eCB e reforgam a
ideia de uma suposta atividade canabimimética para esse triterpeno.

O presente estudo mostrou que o prejuizo de PPI e de H
promovidos pela aAMI foram abolidos quando o receptor CB; foi
previamente bloqueado pelo antagonista seletivo AM251. Em
contrapartida, o prejuizo induzido pela aAMI nos mesmos pardmetros
comportamentais ndo foram afetados pelo antagonismo dos receptores
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TRPV;. Esses resultados sugerem que os possiveis efeitos
psicotomiméticos desse triterpeno possam ser mediados pela ativagao de
CB;, mas ndo de TRPV;. Visto que farmacos com diferentes
mecanismos de ag¢do podem prejudicar o filtro sensério-motor
(BROSDA et al., 2011), ¢é possivel especular que os efeitos
comportamentais avaliados neste trabalho sejam, ao menos em parte,
mediados por receptores canabindides CB;. Corroborando essa
alegacdo, ja foi proposto que outros efeitos farmacologicos dos
triterpenos aAMI e BAMI sejam mediados pelo sistema eCB (SIMAO
DA SILVA et al., 2011; CHICCA et al., 2012).

O papel dos receptores canabindides sobre o filtro sensério-motor
ainda n3o esta bem estabelecido. A supressdo do gene que codifica o
receptor CB; ndo altera o PPI em roedores, no entanto, os animais com a
inativacdo aguda desse gene na vida adulta apresentam déficit de PPI e
esse prejuizo foi revertido quando o gene voltou a ser expresso
(MARONGIU et al., 2012). Ademais, drogas que aumentam o tonus
canabinoide, sejam agonistas diretos (SCHNEIDER e KOCH, 2002;
MARTIN et al., 2003) ou indiretos dos receptores canabindides CB;
(FERNANDEZ-ESPEJO ¢ GALAN-RODRIGUEZ, 2004), prejudicam
o filtro sensorio-motor de ratos, de maneira semelhante a a AMI neste
estudo. Em conjunto, essas evidéncias sobre o receptor CB; estdo de
acordo com o possivel efeito psicotomimético do THC em humanos
(D'SOUZA et al., 2004).

Contudo, o efeito do antagonismo do receptor canabindide CB;
sobre o filtro sensério-motor ainda ndo estd claro. Por um lado,
evidéncias apontam que os antagonistas CB; rimonabanto e AM251
revertem o déficit de PPI induzido por fenciclidina e MKS801
(BALLMAIER et al., 2007). Os antagonistas NMDA sdo considerados
modelos com boa validade analdgica para os sintomas psicoticos
(MOGHADDAM e JACKSON, 2003). Por outro lado, um outro estudo
(MARTIN et al., 2003) mostrou que o pré-tratamento com doses ndo
efetivas de rimonabanto reverteu a redu¢do do PPI induzida pelo
agonista canabindide CP55940. Todavia, nesse mesmo estudo, o
rimonabanto ndo foi efetivo de reverter o comportamentos do tipo
psicose (déficit no PPI, hiperatividade e estereotipia) induzidos pela
administragdo de agentes psicotomiméticos prototipos como a
apomorfina, anfetaminas e MK801 em ratos.

Dessa forma, ndo ha dados suficientes para apontar que apenas o
bloqueio dos receptores CB; seja suficiente para uma atividade
antipsicotica. Apesar dos resultados promissores dos antagonistas CB;
revertendo déficits comportamentais causados por modelos pré-clinicos
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de psicose, o rimonabanto ndo obteve 0 mesmo sucesso em teste clinicos
(MELTZER et al., 2004). Portanto, ¢ possivel que o efeito do AM251
encontrado nesse estudo revertendo os déficits causados pela aAMI seja
apenas pelo bloqueio do mecanismo de acdo desse triterpeno e ndo um
potencial efeito antipsicotico do antagonismo em CB;.

A importancia dos receptores canabinoides na dor inflamatoria
(CLAYTON et al., 2002) ¢ evidenciada pela atividade analgésica
decorrente da ativagdo de CB; (MENG et al., 1998) e pelo efeito anti-
inflamatoério e antinociceptivo de ligantes desse receptor (GUINDON e
HOHMANN, 2009; LUCAS, 2012). Assim como agonistas endogenos
do receptor CBj, a lipoxina A4 também deriva do acido araquidonico e
apresenta propriedades anti-inflamatorias (PAMPLONA et al., 2012).
Esse composto atua como um potencializador alostérico do receptor
CB,, aumentando a sua afinidade por AEA. Do mesmo modo que a
lipoxina A4, aAMI e PAMI, ha indicios que outros compostos anti-
inflamatorios também possam modular o receptor CB; (CHENG e
HITCHCOCK, 2007). Por apresentar efeitos semelhantes a lipoxina A4
em modelos de dor e inflamagao, os triterpenos aAMI e BAMI também
poderiam exercer seus efeitos biologicos através da modulacio
alostérica desse receptor. Estudos com essa abordagem podem
aprofundar o entendimento da relagdo entre os efeitos farmacoldgicos
desses triterpenos e o sistema eCB.

Nesse estudo foi avaliado, pela primeira vez, os efeitos do
agonista prototipo, CAP, e do antagonista mais usado em experimentos
animais, CPZ, no protocolo de PPI. Em razdo da escassez de estudos na
literatura relacionando o sistema vaniléide com o filtro sensorio-motor,
inicialmente doses que ndo afetassem per se esse paradigma foram
escolhidas para estudos posteriores com a aAMI. Nenhuma das doses
dos ligantes vaniloides afetou o SS, H, PPI e locomocdo dos animais.
Corroborando esses achados, resultados negativos também foram
encontrados para o agonista e antagonista do receptor TRPV; em
protocolos semelhantes ao do presente trabalho. Em camundongos, a
administragdo central de CAP ¢ CPZ, na mesma faixa de doses aqui
investigada, ndo apresentou efeito sobre a locomocdo (MANNA e
UMATHE, 2011), assim como a administragdo sist€mica de CPZ nio
alterou per se o PPI (LONG et al., 2005).

Uma vez que os efeitos da aAMI sobre o filtro sensério-motor
ndo foram alterados pelo bloqueio dos receptores TRPV, € provavel que
esses canais ndo estejam diretamente envolvidos no mecanismo de agdo
desse triterpeno sobre o PPI. Porém, a ativagdo desses receptores com
CAP foi capaz de reverter somente o déficit de PPI induzido pela a AMI,
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sem alterar suas agdes prejudiciais sobre a H do teste, como fez o
antagonista CB;. Logo, ¢ plausivel que a reversdo do déficit induzido
por aAMI promovido pela CAP seja indicio de uma possivel atividade
antipsicotica com o aumento do tonus vanildide. Essa hipotese foi
reforcada pela reversdo, através da administracdo central de CAP, do
déficit de PPI induzido pelo MK801.

Os resultados encontrados nesse trabalho reiteram algumas
descobertas anteriores, indicando que o tratamento com MKS801
aumenta resposta de SS e diminui PPI (MANSBACH e GEYER, 1989;
KEITH et al., 1991; WEDZONY et al., 1994). MKS801 0,1 mg/kg
aumentou a SS e diminuiu a H. Os efeitos observados sobre a H podem
ser decorrentes do aumento da SS, que ¢é base para o calculo da H. Essa
dose ainda aumentou a atividade locomotora dos animais. Ja a dose de
MK&801 0,2 mg/kg causou déficit de PPI, nas trés intensidades de pP
testadas, todavia ndo afetou a SS nem H. Esse perfil de resposta foi
encontrado também por LONG e colaboradores (2005), quando a dose
de MK801 que diminui o PPI ¢ maior que a dose que aumenta o SS.

De forma pioneira, foi demonstrada que a estimulagdo de TRPV,
centrais podem reverter prejuizos induzidos por um antagonista de
NMDA, porém dados indiretos sobre a possivel acdo antipsicotica de
TRPV, ja foram observadas em tarefas semelhantes as estudadas nesse
trabalho. Essa alegada ag@o benéfica com a ativagdo do tonus vanildide
pode estar relacionada a facilitagdo da transmissdo glutamatérgica no
estriado, decorrente da ativacdo de TRPV; (MUSELLA et al., 2009).

Corroborando a hipotese da possivel agdo antipsicotica
promovida pela ativacdo do receptor TRPV, levantada nesse estudo,
Tzavara e colaboradores (2006) demonstraram que a ativagdo de TRPV,
também parece melhorar alteragdes comportamentais e neuroquimicas
induzida por um modelo animal relevante para psicose (et al., 2006).
Nesse estudo, camundongos com dele¢do do gene para DAT (o
transportador de DA) sdo modelo de hiperdopaminergia. Os animais
apresentam hiperlocomogao espontinea, aumento da ligagdo a TRPV, e
diminuicdo dos niveis de AEA no estriado. O tratamento com farmacos
que melhoram a sinalizagdo de AEA (inibidores da sua receptagdo e
degradacdo) reverteu a hiperlocomogdo desses animais, por uma via
depende da ativagdo de TRPV;. Sobre a relacdo entre AEA e DA, foi
demonstrado que um inibidor da recaptacdo desse eCB ¢é capaz de
reverter alteragdes comportamentais decorrentes da ativagdo de
receptores D, (BELTRAMO et al., 2000).

Outra evidéncia que reforga essa ideia ¢ que o CBD parece
reverter do déficit de PPI induzido pelo MK801 por uma via dependente
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da ativa¢do de TRPV|, uma vez que o pré-tratamento com CPZ preveniu
o efeito benéfico desse composto (LONG et al., 2005). O CBD ¢é um
fitocanabinoide que ndo parece atuar sob o sistema eCB da mesma
maneira que o THC. A potencial atividade antipsicotica desse
canabinoide ndo-psicotropico foi atestada em estudos pré-clinicos
(ZUARDI et al, 1995; ZUARDI et al, 2006) e clinicos
(BHATTACHARYYA et al., 2009; ZUARDI et al., 2009; HALLAK et
al., 2010). Novas evidéncias clinicas apontam que a melhora dos
sintomas psicoticos com o tratamento CBD seja pelo aumento da
sinalizagdo de AEA (LEWEKE et al., 2012). Esse mesmo grupo de
pesquisadores ja havia observado anteriormente que a concentracao de
AEA no liquido cefalorraquidiano de pacientes esquizofrénicos aparece
aumentada (LEWEKE et al, 1999), contudo estd negativamente
correlacionada a severidade dos sintomas psicoticos. Ainda, a remissdo
clinica parece acompanhada por uma diminuic¢ao significativa dos niveis
de AEA, bem como o tratamento com antipsicdtico tipico parece
restaurar os niveis desse eCB/endovanildide (DE MARCHI et al., 2003).

Considerados em conjunto, esses dados apontam para uma
possivel atividade antipsicotica da AEA. Mas, considerando que a
ativacdo do receptor CB,; parece relacionada a wuma acdo
psicotomimética, ¢ provavel que AEA exerga seus efeito antipsicoticos
através de outros alvos farmacologicos. Uma ac¢do de AEA que tem
ganho destaque ¢ a de agonista de receptores TRPV, (ROSS, 2009). Em
baixas concentragdes, a AEA atua como agonista CB; (fig 26), mas em
maior concentragdo, ela ativa o receptor TRPV, (fig 27) (SULCOVA et
al., 1998), facilitando a despolarizacdo celular. A relevancia
comportamental para essa ac¢do bifasica da AEA - ora inibindo a
transmissdo sindptica via CBj, ora facilitando por ativar TRPV, - foi
recentemente observada em modelos animais para psicopatologias,
como transtorno obsessivo-compulsivo (UMATHE et al., 2012), medo e
ansiedade (MOREIRA et al., 2012).

A possivel funcdo adaptativa do eCB AEA em pacientes
esquizofrénicos estd em aparente contraste com a associacdo entre o
abuso de canabinodides exdgenos e o desenvolvimento de sintomas
psicoticos em individuos vulneraveis (HAMBRECHT e HAFNER,
2000). Um aumento na severidade dos sintomas em esquizofrénicos,
especialmente cognitivos, também estd correlacionado ao uso de
Cannabis (D'SOUZA et al., 2005; PENCER et al., 2005). Porém, um
estudo com pacientes em primeiro episddio de psicose mostrou que o
uso frequente de Cannabis leva a regulacdo negativa dos niveis de AEA
do liquido cefalorraquidiano nesses pacientes, mas ndo em voluntarios
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sadios (LEWEKE et al., 2007). Frente a essa evidéncia clinica, ¢
possivel especular que o aumento da transmissdo de AEA funcione
como um protetor contra a desorganizacdo do comportamento. A
diminuicdo da sinalizacdo desse eCB — pelo uso cronico de canabindides
exogenos - pode resultar em sensibilizacdo a estados psicoticos
(FERNANDEZ-ESPEJO et al., 2009). Portanto, € plausivel uma suposta
atividade antipsicotica com o aumento do tonus vaniloide, seja pela
ativacdo do receptor TRPV, com a CAP, conforme visto nesse trabalho,
ou com o aumento da disponibilidade do ligante endogeno AEA.
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Figura 26. Pequena concentragdo de anandamida (AEA) na sinapse cortico-
estriatal. Em baixas doses, a AEA apresenta maior afinidade pelo receptor CBy,
inibindo a liberacdo de glutamato (Glu) e o potencial de agdo da célula pos-
sinaptica. Adaptado de MORRISON e MURRAY (2009).
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Figura 27. Alta concentrag@o de anandamida (AEA) na sinapse cortico-estriatal
Em altas doses, a AEA apresenta afinidade pelos receptores TRPV,, que
facilitara a transmissdo na sinapse cortico-estriatal. Adaptado de MORRISON e
MURRAY (2009).

No protocolo adotado nesse estudo, a aAMI parece atuar via
ativagdo de CB;. Aparentemente, ¢ possivel especular que a o AMI
estaria prejudicando a transmissdo sinaptica cortico-estriatal através da
ativacdo dos receptores CB; pré-sinapticos, o que inibem a liberacdo de
Glu na fenda (fig 28). Isso afeta o filtro sensorio motor e, por
consequéncia, diminui o PPI. Reiterando essa hipotese, foi demonstrado
que a mistura de aAMI e PAMI reduz a hiperalgesia periférica
produzida por Glu, mas sem afetar a ligagdo desse neurotransmissor a
seus sitios de agdo no cortex cerebral (OTUKI et al., 2005a). Um
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derivado desses triterpenos que mantém as propriedades ansioliticas, o
acetato de aAMI e BAMI, ¢ capaz de reduzir o conteudo de Glu e
GABA no estriado (ARAGAO et al., 2009), ratificando a hipdtese
proposta.
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Figura 28. Possivel efeito da a AMI naASinapse cortico-estriatal. Ao ativa os
receptores CB,, de forma direta ou indireta, a a AMI inibe a liberagdo de Glu e o
potencial de ag@o do neurdnio estriatal. Adaptado de MORRISON e MURRAY
(2009).
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Figura 29. Acdo do antagonista de NMDA na sinapse cortico-estriatal. Mesmo
com liberagdo de Glu pelo neurdnio cortical, o bloqueio dos receptores NMDA
promovido pelo MK801 impedira a deflagra¢do do potencial de acdo da célula
pos sinaptica. Adaptado de MORRISON e MURRAY (2009).
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Figura 30. Possivel efeito da CAP na sinapse cortico-estriatal. A CAP ativa os
receptores TRPV, promovendo a entrada de ions (em especial Ca2+) na célula
pos-sinaptica. Isso facilita a transmissao sinaptica cortico-estriatal, mesmo com
a liberagdo de Glu inibida pela agdo canabimimética da aAMI ou pelo bloqueio
dos receptores NMDA de Glu pelo MK801. Adaptado de MORRISON e
MURRAY (2009).

Os canabinoides parecem prejudicar a transmissdo glutamatérgica
responsavel pela regulacdo do filtro taldmico, porém apresentam outras
agdes que t€ém ganhado destaque na literatura e podem ser exploradas
pela medicina (BAKER et al., 2003). Assim como outros perturbadores
do SNC que diminuem o PPI (SESSA, 2005), canabinoides demonstram
potencial no manejo de transtornos de ansiedade ¢ humor (MARTIN et
al., 2002). De maneira semelhante a outros compostos canabimiméticos
(HILL e GORZALKA, 2005), atividades ansioliticas e tipo-
antidepressivas também foram demonstradas para a aAMI e AMI em
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modelos animais (ARAGAO et al., 2006). Reiterando a importancia do
sistema eCB nos transtornos de humor, o antagonista dos receptores CB;
rimonabanto saiu do mercado por seus efeitos colaterais, em especial
sob psicopatologias associadas a depressdo e ansiedade (MITCHELL e
MORRIS, 2007).

Plantas que contém oaAMI e BAMI sdo usadas na medicina
popular e algumas das suas propriedades medicinais foram
comprovadas, conforme mencionadas no inicio desse trabalho.
Paralelamente, a planta Cannabis sativa, principal fonte natural de THC
e CBD, ¢ usada para fins medicinais por diferentes povos e culturas ha
milhares de anos (ZUARDI, 2006). Apesar de seu uso ser proibido na
maior parte do mundo, seu uso medicinal ¢ permitidos em alguns paises
e quase 20 estados dos Estados Unidos da América. Entre suas
indicagdes estdo o tratamento de nausea e vOmitos, perda de apetite,
insOnia, espasmos musculares e dor. Por esses efeitos o uso de Cannabis
medicinal ¢ recomendada para pacientes que sofrem com esclerose
multipla, cancer, complica¢cdes em decorréncia da AIDS, entre outros
(BEN AMAR, 2006; JOHNSON, 2013).

Além do ja citado efeito analgésico e anti-inflamatério dos
triterpenos, sua atividade antimicrobiana (MALLAVADHANI et al.,
2004; DIAZ-RUIZ et al., 2012) é também comparavel a canabinoides
(NOVAK et al., 2001). Esses dados podem motivar a investigagdo de
outras acgdes terapéuticas semelhante a agonistas CB; para aAMI. Um
outro exemplo de sua acdo terapéutica € o uso no tratamento de
glaucoma (JARVINEN et al., 2002), por exemplo, e o uso topico desses
compostos pode contornar os efeitos psicotropicos devido a ativagdo
canabinoide. Dessa forma, testar a possivel acdo de aAMI sobre a
pressdo intraocular pode revelar outro alvo terapéutico para esse
triterpeno. Porém, apesar das evidencias que correlacionam oAMI e
BAMI a canabinoides, mais estudos precisam ser realizados, buscando
esclarecer como ocorre a interacdo entre o sistema canabindide e esses
compostos, além da investigagdo de outros potenciais alvos de agdo para
esses triterpeno.

Entre as limitagdes desse trabalho estdo a falta de investigagdo
dos efeitos aqui encontrados em outros modelos relevantes para a
triagem de antipsicoticos, a exemplo de estereotipia e reducdo da
interagdo social (MOHN et al., 1999). Adicionalmente, a falta de um
controle positivo, com um agonista do receptor canabinoide CBj,
dificulta o paralelo entre o efeito da a AMI sobre o PPI e a agdo de
agonistas diretos e indiretos do receptor canabindide. O envolvimento de
outros alvos de agdo para os eCBs também nao foi investigado, expondo
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outra limitag@o desse estudo. Estudos pré-clinicos (ORTEGA-ALVARO
etal.,2011) e clinicos (ISHIGURO et al., 2010) apontam que mutagdes
genéticas com perda da funcionalidade do receptor CB, estdo
relacionadas com esquizofrenia. Mas, apesar das evidéncias da
participagdo dos receptores CB; nas psicoses, diversos estudos relataram
que ligantes seletivos do receptor CB, s3o desprovidos de efeitos
psicotropicos (ROCHE e FINN, 2010). Inclusive, a acdo analgésica na
dor neuropatica decorrente da ativacdo de CB, parece se dar por
receptores presentes na periferia e ndo no SNC (IBRAHIM et al., 2003).
Adicionalmente, acdes no SNC de ligantes ndo-seletivos de CB, sdo
atribuidos a atividade em CB; ou em outros sitios de agdo de
canabinoides. E possivel que essa relagdo entre psicose ¢ CB, seja um
efeito compensatério, com maior ativagdo CB; pelos eCBs tentando
suprir a falta do outro receptor canabinoide.

No presente estudo, foi visto que as agdes da aAMI sobre o filtro
sensorio-motor depende da ativacdo do receptor CB;. Entretanto, apesar
das evidencias do envolvimento canabindide nas agbes de aAMI e
BAMI, a forma como esses triterpenos interagem com o sistema eCB
ndo estd claro. Um estudo aponta para a ligagdo com receptores CB; e
CB, (SIMAO DA SILVA et al., 2011), enquanto outro indica inibi¢io
da degradacdo de um eCB (CHICCA et al., 2012). Frente a hipotese do
aumento a disponibilidade do 2-AG pela aAMI, a investigacdo dos
efeitos desse triterpeno em outros alvos do 2-AG precisa ser
considerada. Contudo, ¢ necessario considerar o resultado da suposta
atividade canabindide de a AMI apenas como parcial, ja que outros alvos
de canabindides, como o receptor 6rfaio GPR55 e CB,, ndo foram
avaliados.

Ainda que esse estudo seja preliminar, a hipotese levantada nessa
investigagdo foi parcialmente respondida nos resultados dos
experimentos. A aAMI foi capaz de prejudicar o filtro sensério-motor
por uma via dependente da ativacdo do receptor canabindide CBj,
demonstrando uma possivel atividade psicotomimética desse triterpeno.
O efeito da aAMI foi prevenido com a ativagdo de receptores TRPV,
que também foi capaz de reverter a alteragdo comportamental induzida
por um modelo farmacologico de psicose, demonstrando uma possivel
acdo antipsicética com a ativagdo desse canal.
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6 CONCLUSAO

Esse estudo mostrou que a agdo central da aAMI prejudicando
PPI pode ocorrer por um mecanismo dependente da ativagdo parcial de
receptores canabinodides, mas ndo vanildides, apontando para uma
possivel agdo psicotomimética dessa droga. Contudo, a estimulacdo de
TRPV), com a administragdo central de CAP, parece prevenir os
prejuizos induzido pela aAMI e por MKS801, antagonista NMDA
amplamente utilizado na triagem pré-clinica de antipsicoticos como
modelo farmacologico. Essas evidéncias sugerem uma possivel
atividade antipsicotica para o aumento do tonus vanildoide no SNC. O
resultado desse trabalho, ainda que sob uma analise especulativa, pode
contribuir para uma nova abordagem na busca de farmacos para o
tratamento de doencas que estejam relacionadas a alteragdes no filtro
sensorio-motor, como ocorre em psicoses. De maneira geral, estudos
adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos
nesses processos ¢ confirmar, em outros modelos animais, os dados
observados nesse trabalho.
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Tabela 1 — Efeito dos tratamentos icv sobre o sobressalto (SS) e habituagao (h).

Tratamento icv (pg/rato)

SS (média=E.P.M.)

H(média+E.P.M.)

Controle 126,9 +5,23 -0,22 +3,52
aAMI 0,1 [ 1584 +19,34 -33,68 | +£11,67*
1,0 | 104,0 +6,57 -23,26 | +4,92%
10,0 | 149,2 +12,34 -35,87 | +4,65*
AM251 114,0 +10,36 6,69 +4,21
AM251 x aAMI 124,5 +5,67 1,32 +6,51
CAP 0,1 | 113,3 +9,93 -4,57 +4,71
1,0 | 103,5 +35,96 3,93 +14,25
10,0 | 114,5 +14,61 -1,34 +14,36
CPZ 0,1 | 111,6 +17,30 -1,22 +3,90
1,0 | 108,6 +14,84 -7,31 +2,11
10,0 | 105,2 +7,70 -1,20 +3,06
MKS801" 155,1 +22,62 6,34 +10,70
CAP x MK801" 140,7 +14,53 0,64 +6,52
CAP x cAMI 111,0 +12,33 -19,95 | £13,45%
CPZ x cAMI 127,4 +14,85 -47,46 | +£18,12%*

*p<0,05 em comparagdo ao grupo controle.
MK801" - Conforme descrito na figura 12, esquema experimental 6, 0
tratamento com MK801 0,2 mg/kg foi intraperitoneal 30 minutos antes do teste

de sobressalto.
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Figura 31. Efeito de MKS801 (0,05; 0,1 ou 0,2mg/kg) na amplitude de
sobressalto. Dados expressos como média+EPM e analisados por
ANOVA/Newman-Keuls, n=6-8 animais. *p<0,05 em comparagio ao grupo
controle.
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Figura 32. Efeito de MKS801 (0,05; 0,1 ou 0,2mg/kg) na habituacdo. Dados
expressos como média+EPM e analisados por ANOVA/Newman-Keuls, n=6-8
animais. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle.



93

APENDICE B — Grificos PPI com pP de 70 e 80 dB

70 dB - acAMI
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Figura 33. Efeito da a AMI (0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato) no PPI, com pP de 70 dB.
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA/Newman-Keuls,
n=7-10 animais. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle.
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Figura 34. Efeito da a AMI (0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato) no PPI, com pP de 80 dB.
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA/Newman-Keuls,
n=7-10 animais. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle.
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Figura 35. Influéncia do antagonismo dos receptores CB;, via pré-
tratamento com AM251 (1,0 yg/rato), na alteracao de PPI, com pP de 70
dB, induzida pela aAMI (0,1 pg/rato). Dados expressos como
média+EPM e analisados por ANOVA de duas vias/Newman-Keuls,
n=8-9 animais. *p<0,05 em comparagao ao grupo controle.
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Figura 36. Influéncia do antagonismo dos receptores CB;, via pré-
tratamento com AM251 (1,0 yg/rato), na alteracao de PPI, com pP de 80
dB, induzida pela aAMI (0,1 pg/rato). Dados expressos como
média+EPM e analisados por ANOVA de duas vias/Newman-Keuls,
n=8-9 animais. *p<0,05 em comparagao ao grupo controle.
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Figura 37. Efeito de CAP (0,1; 1,0 ou 10,0 ug/rato) no PPI, com pP de
70 dB. Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA,

n=8-10 animais.
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Figura 38. Efeito de CAP (0,1; 1,0 ou 10,0 ug/rato) no PPI, com pP de
80 dB. Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA,

n=8-10 animais.
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Figura 39. Efeito de CPZ (0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato) no PPI, com pP de
70 dB. Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA,
n=8-10 animais.
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Figura 40. Efeito de CPZ (0,1; 1,0 ou 10,0 pg/rato) no PPI, com pP de
80 dB. Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA,
n=8-10 animais.
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Figura 41. Influéncia da estimulagédo e antagonismo dos receptores
TRPV4, via pré-tratamento com CAP (0,1 pg/rato) ou CPZ (0,1 pg/rato),
na alteracao de PPI, com pP de 70 dB, induzida pela aAMI (0,1 pg/rato).
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA de duas
vias/Newman-Keuls, n=8-10 animais. *p<0,05 em comparac¢éo ao grupo
controle.
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Figura 42. Influéncia da estimulagédo e antagonismo dos receptores
TRPV4, via pré-tratamento com CAP (0,1 pg/rato) ou CPZ (0,1 pg/rato),
na alteracao de PPI, com pP de 80 dB, induzida pela aAMI (0,1 pg/rato).
Dados expressos como média+EPM e analisados por ANOVA de duas
vias/Newman-Keuls, n=8-10 animais. *p<0,05 em comparac¢éo ao grupo
controle.
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Figura 43. Efeito de MK801 (0,05; 0,1 ou 0,2mg/kg) no PPI, com pP de
70 dB. Dados expressos como média+EPM e analisados por
ANOVA/Newman-Keuls, n=6-8 animais. *p<0,05 em comparagao ao
grupo controle.
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Figura 44. Efeito de MK801 (0,05; 0,1 ou 0,2mg/kg) no PPI, com pP de
80 dB. Dados expressos como média+EPM e analisados por
ANOVA/Newman-Keuls, n=6-8 animais. *p<0,05 em comparagao ao
grupo controle.
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Figura 45. Influéncia da estimulagdo dos receptores TRPV;, via pré-
tratamento com CAP (0,1 pg/rato), na alteracao de PPI, com pP de 70
dB, induzida por MK801 0,2 mg/kg. Dados expressos como média+EPM
e analisados por ANOVA de duas vias/Newman-Keuls, n=8-9 animais.
*p<0,05 em comparagéo ao grupo controle.
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Figura 46. Influéncia da estimulagdo dos receptores TRPV;, via pré-
tratamento com CAP (0,1 pg/rato), na alteracédo de PPI, com pP de 80
dB, induzida por MK801 0,2 mg/kg. Dados expressos como média+EPM
e analisados por ANOVA de duas vias/Newman-Keuls, n=8-9 animais.
*p<0,05 em comparagao ao grupo controle.



ANEXO A - Parecer de aprovaciao do CEUA/UFSC

PARECER

Referents ao protocolo CEUA/PPDOE4S, sob coardenagio do professor
Renaldo Naoto TakahashlDepartameanto de Farmacologlal Centro de Cencilas
Buokgicas (CCB). Inmaulado: “lnvestigacdo de mecanismas canabindxdes em
modelos animais de esguzofrenia”.

Resposta do pesguisador 208 guesticnamentos:

1. "No item XA 2 [cona\gdes de cnageo & aajamenfo), & tempevatura do
macroambiente (21£2°C) ndo esld em ascordo com o que a CEUA vem
sconsaando, & qual serla de 20+2°C™ Agradecemos a sugestdo @ Femos
adequar nosso bicténo canforme aconselhamento do CEUA

2. "0 Rem NA.6 oita o uso de Lidocana 2% e noradrenalng 0,04% (0,2
mi/via Sub cutdnea) como pré-anestesia, porém na descngdo do procedimento
CAUVEGNCO (Cirurgla 8516vealaxics) 0 S0 (8886 Mecurso Nae 4 refatado” O uso da
pré-anestésia local tem por finaldaca reduzr a dor no pés-operatdno & diminur
a aporte de sangue no local da incisio, por 50 é administrado no escalpo, por
via subcutinea, 2 minulos antes da incisdo, com o anmal @ anestesiado e
mobdizaca no aparalho estereotaxco

3 "Com relagho 60 NOMaro da ammais par gnpo exgenmeantal, os
subitens (a-g) descrevem o ndmero do sub-ofal de animais, porém, estes
samados ndo equivalem ao tofal de animais salatados pelo projelo”. Obrigado
por apontar tal erro de digilagio que serd cormgide para a nova versio do
projeto”,

*0BS: O nimero total de anmals solcitados para o projeto fol reduzido de 342
para 332 animais.

Considerando o% questonamenios esclarecidos, scu favordvel &

aprovagdo do refendo profacolo.
Florianépols, 09 de agosio de 2011,
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