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RESUMO

PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE EM MODELOS ANIMAIS DE
EFEITOS ADVERSOS MOTORES INDUZIDOS PELO HALOPERIDOL

A esquizofrenia € um transtorno psiquiatrico em que ocorrem sintomas como
desconexdao com a realidade, alteragcbes de humor e cognicdo, dentre outros. A
principal abordagem de tratamento consiste nos medicamentos antipsicoticos, que
atuam, principalmente, como antagonistas dos receptores de dopamina do tipo D.
Por meio deste mecanismo, alguns antipsicéticos induzem graves efeitos adversos
motores, sendo eles a sindrome parkinsoniana, no inicio do tratamento, e a discinesia
tardia, ap6s tratamento cronico. Fisiologicamente, os neurbnios dopaminérgicos
podem estar sobre controle do sistema endocanabinoide, constituido pelos
endocanabinoides anandamida e 2-aracnodoilglicerol (2-AG), pelas suas enzimas de
sintese e hidrolise, bem como por seus receptores. Considerando essas evidéncias, 0
presente estudo teve como objetivo testar a hipétese de que a administracdo de
inibidores da hidrolise dos endocanabindides atenua as alteracdes motoras induzidas
pelo haloperidol. Foram utilizados modelos animais preditivos de efeitos motores
agudos, a catalepsia em camundongos, e crénicos, 0s movimentos de mastigacao no
vazio (MMV) em ratos. Além disso, foi verificada a participacdo dos receptores CBy,
TRPV1 e 5-HT;a nestes efeitos. Os resultados evidenciaram que o aumento nos
niveis de endocanabinoides, através da inibicdo das enzimas responsaveis por sua
degradacédo, atenua os efeitos adversos motores, agudos e crbnicos induzidos pelo
haloperidol. A inibicdo da hidrolise de anandamida atenua a catalepsia via ativagéo de
receptores TRPV1 e a discinesia tardia via ativacdo de receptores CB;. A inibicdo da
hidrélise 2-AG inibe a catalepsia e a discinesia tardia através da ativacdo de
receptores CB;. Receptores 5-HT;5 ndo parecem estar envolvidos. Além disso, em
animais tratados cronicamente com haloperidol, houve um aumento na expresséo de
receptores CB;, exclusivamente naqueles em que o farmaco de fato induziu aumento
de MMVs. Estes resultados estdo de acordo com a hip6tese de que o sistema
endocanabinoide modula os efeitos adversos motores induzidos pelo haloperidol.

Palavras-chave: antipsicoéticos, haloperidol, catalepsia, discinesia tardia,

dopamina,endocanabindide,serotonina.



ABSTRACT

PARTICIPATION OF THE ENDOCANABINOID SYSTEM ON HALOPERIDOL
INDUCED MOTOR SIDE-EFFECTS

Schizophrenia is a psychiatric disorder in which symptoms are disconnection with
reality, mood and cognition alterations. The main treatment consists in antipsychotic
drugs, which mainly act as dopamine D, receptor antagonists. Through this
mechanism, some antipsychotics induce serious motor side effects, such as
parkinsonian syndrome at the beginning of treatment and tardive dyskinesia after
chronic treatment. Physiologically, dopaminergic neurons may be under control of the
endocannabinoid system, consisting of the endocannabinoids anandamide and 2-
aracnodoylglycerol (2-AG), their enzymes of synthesis and hydrolysis, as well as for
their receptors. Considering these evidences, the present study aimed to test the
hypothesis that the administration of endocannabinoid hydrolysis inhibitors attenuates
the motor alterations induced by haloperidol. . Were used predictive animal models of
acute motor side effects, catalepsy, in mice, and chronic, vacuous chewing
movements (VCM), in rats. In addition, the participation of CB;, TRPV1 and 5-HTa
receptors was verified in these effects. The results showed that the increase in
endocannabinoid levels, by inhibiting the enzymes responsible for their degradation,
attenuates the acute and chronic motor adverse effects induced by haloperidol.
Inhibition of anandamide hydrolysis attenuates catalepsy via activation of TRPV1
receptors and tardive dyskinesia via activation of CB1 receptors. Inhibition of 2-AG
hydrolysis inhibits catalepsy and tardive dyskinesia through the activation of CB1
receptors. 5-HTi1a receptors do not appear to be involved. In addition, in animals
chronically treated with haloperidol, there was an increase in CB1 receptor expression,
exclusively in those in which the drug actually induced increase of VCMs. These
results are consistent with the hypothesis that the endocannabinoid system modulates
the adverse motor effects induced by haloperidol.

Key words: antipsychotic drugs, haloperidol, catalepsy, tardive dyskinesia, dopamine,

endocannabinoid, serotonin.
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INTRODUCAO

Esquizofrenia e dopamina

A esquizofrenia é considerada um dos transtornos psiquiatricos mais graves,
em que ocorre a desorganizacdo dos processos mentais relacionados ao
pensamento, emocdes e percepcdes. Caracteriza-se pela presenca de sintomas
psicéticos positivos, como delirios e alucinacdes, e sintomas negativos, que envolvem
embotamento afetivo e depressdo. Associados a estes aparecem sintomas cognitivos,
como déficits de atencdo, memoaria e aprendizado (HOWES; KAPUR 2014; HOWES
et al., 2012). Devido a heterogeneidade dos sintomas, acredita-se que mais de um
sistema de neurotransmissdo esteja envolvido no seu mecanismo fisiopatologico. A
primeira teoria proposta foi chamada teoria dopaminérgica, segundo a qual os
sintomas positivos ocorreriam devido a uma hiperfuncdo deste neurotransmissor
(SEEMAN; SEEMAN, 2014).

A dopamina (3-hidroxitiramina) é um metabdlito do aminoacido tirosina, o qual
€ convertido a diidroxifenilalanina (DOPA) e esta por sua vez € convertida em
dopamina (DA) pela enzima L-aminoacido descarboxilase aroméatica (IVERSEN;
IVERSEN 2007). Uma vez liberada na fenda sinaptica a dopamina sensibiliza
receptores especificos e é recaptada, através do transportador de dopamina (DAT).
Apés a recaptacéo, € desaminada pela acdo da enzima monoamina oxidase (MAO)
(FISONE et al., 2007).

As funcdes fisioldgicas controladas pela dopamina no sistema nervoso central
e periférico sdo mediadas por cinco subtipos de receptores de dopamina (D;, D2, D3,

D, e Ds), pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G. De acordo
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com a sua funcdo em inibir ou estimular a producdo do segundo mensageiro AMP
ciclico (AMPc), a proteina G pode ser classificada como estimulatéria (Gas) ou
inibitéria (Gai). Com base no tipo de proteina G acoplado, os receptores para
dopamina sdo classificados em duas classes: D; (D; e Ds) ou D, (D, D3 e Dy)
(KEBABIAN; CALNE 1979; MEMO et al., 1987.

Uma representacdo ilustrativa do modelo de neurotransmissdo dopaminérgica

esta apresentado na figura 1.

Tirosina

lT:r 0sina
_~T Thidroxilase

DOPA

DOPA
descarboxilase

<Dopamina

Figura 1: Representacdo da neurotransmissdo dopaminérgica. Adaptado de SHAO et al.

2011

Os receptores da familia D, estdo acoplados a proteina G estimulatéria, a qual
ativa a adenilato-ciclase, que, por sua vez, produz AMPc que ativa a proteina quinase

A (PKA). Duas moléculas de AMPc se ligam a cada uma das duas subunidades
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reguladoras da PKA, expondo as subunidades cataliticas. Em seguida, essas
subnidades podem fosforilar outras proteinas. A modulacdo da sintese de AMP ciclico
(AMPc) através dos receptores para dopamina resulta na regulacdo da proteina
quinase A (PKA) (SVENNINGSSON et al., 2004). J& os receptores da familia Do,
estdo acoplados a proteina G inibitdria, que inibe principalmente a via dependente de
AMP por inibigdo da atividade de adenilato-ciclase, diminuindo a produgéo de cAMP a
partir de ATP, o que, por sua vez, resulta em diminuicdo da atividade da PKA
(GIRAULT, 2012).

Existem quatro vias de neurotransmissao dopaminérgica: tuberoinfundibular,
nigroestriatal, mesocortical, e mesolimbica (Figura 2). A via tuberoinfundibular, se
refere a um grupo de neurdnios dopaminérgicos no nucleo arqueado do hipotalamo
gue projeta para a eminéncia mediana e controla a secrecdo de prolactina. A via
nigroestriatal consiste em neurdnios cujos corpos celulares se originam na substancia
negra e chegam no estriado dorsal (SOURKES et al.,, 1963; WANG et al. 2009;
STUBER et al., 2010). Na via mesocortical, neuronios da area tegmental ventral (ATV)
projetam para os lobos frontais do cérebro, particularmente o cortex pré-frontal e
estdo envolvidos na cogni¢cdo e emocdao. Por ultimo, os neurdnios da via mesolimbica
também se originam na ATV e inervam o estriado ventral, também conhecido como o
ndcleo accumbens. Esta via esta implicada na resposta de recompensa e prazer

(NESTLER; CARLEZON 2006).
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Via Nigroestriatal

Via Mesocortical

Via Tubero-Infundibular

Figura 2. Representacdo das vias dopaminérgicas em cérebro de camundongo adulto.
Plano sagital. Adaptado de MONEY, STANWOOD 2013
VTA: area tegmental ventral,

SN: Substancia Negra

Controle motor

Os movimentos executados pelos muasculos estriados esqueléticos, sao
comandados pelo cértex cerebral e modulados por estruturas sub-corticais, entre elas
as que compdem os nucleos da base, substancia negra, nacleo subtalamico, nucleo
rubro, formacao reticular e o talamo (FREEZE et al., 2013).

Os nucleos da base podem ser divididos em: corpo estriado dorsal, constituido
de caudado e putamen (neoestriado) e globo pélido interno e externo (paleoestriado),

e corpo estriado ventral, formado pela substancia inominada, nucleo acumbens e
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tubérculo olfatério (KRAVITZ; KREITZER, 2012; MONEY, STANWOOD 2013). As
vias de controle motor sao divididas em via direta e via indireta.

A via direta do movimento € um circuito que facilita a iniciacdo e execucado de
movimentos. Passa através do nucleo caudado, putdmen e globo pélido e abrange
também a substancia negra. O globo pélido (interno) e a substantia negra (pars
reticulata), enviam projecdes GABAérgicas inibitérias para o talamo, o qual inibe o
cortex motor. A inibicdo da inibicdo talamica leva a um aumento na atividade motora
cortical (KRAVITZ; KREITZER 2012; FREEZE et al., 2013).

Quando um movimento € planejado, o cortex pré-frontal envia projecdes
glutamatérgicas para o caudado e putamen. Estes enviam projecbes GABAérgicas
para o globo pélido (interno) e substantia negra (pars reticulata). Uma vez inibidos,
deixam de inibir o talamo, que passa a enviar projecdes glutamatérgicas para o cortex
motor (CALABRESI et al., 2014a).

Simultaneamente, na via indireta, o cortex motor ativa o caudado e putamen,
através de projecdes glutamatérgicas. Uma vez ativadas, estas estruturas inibem o
globo palido externo, que tonicamente inibe o nucleo subtalamico. Estes sinais séo,
portanto, reduzidos, o que permite ativacdo do nucleo subtalamico, que, entdo ativa o
globo palido interno e substancia negra (pars reticulata) (CALABRESI et al., 2014b;
FREEZE et al., 2013). Assim levam ao aumento da inibicdo do tdlamo, o que impede
a ativacao do cortex motor, que competiriam com o movimento voluntéario (Figura 3).

Adicionalmente existem projecdes GABAérgicas provenientes da substancia
negra (pars reticulata) para o tronco encefélico (tegmento mesopontino) que
desempenham um importante papel no controle do tdnus muscular postural e da

locomocao.
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Figura 3: Representacdo das vias direta e indireta do movimento. Adaptado de

MORERA-HERRERAS et al. 2012

Em vermelho: Projecdes glutamatérgicas
Em azul: Projeces GABAérgicas

Em verde: Projec6es Dopaminérgicas
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Medicamentos antipsicoéticos

A principal abordagem no tratamento da esquizofrenia consiste no uso de
medicamentos antipsicoticos. Estes sdo também utilizados no tratamento de outros
transtornos, como o transtorno bipolar e esquizoafetivo e a depressdo refrataria
(LALLY; MACCABE, 2015). Os antipsicéticos foram introduzidos na pratica clinica no
inicio da década de 1950, apés a descoberta ao acaso dos efeitos da clorpromazina,
um derivado do anti-histaminico prometazina e pertencente a classe das fenotiazinas
(MOREIRA, GUIMARAES, 2007). Foram inicialmente chamados neurolépticos e est&o
divididos em dois grupos: Antipsicéticos Tipicos ou de primeira geracdo e
Antipsicéticos Atipicos ou de segunda geracao, sendo classificados de acordo com o
seu mecanismo de acdo e o tipo de efeitos terapéuticos e adversos (GERLACH,
1991; MCCREARY; NEWMAN-TANCREDI, 2015).

O mecanismo da ac¢éo terapéutico dos antipsicoticos tipicos ocorre por meio do
antagonismo dos receptores de dopamina do tipo D, na via mesolimbica, que reduz a
hiperatividade responsavel pelos sintomas positivos da esquizofrenia. No entanto
estes medicamentos também antagonizam receptores D, em outras vias
dopaminérgicas. O bloqueio da via nigro-estriatal resulta em efeitos adversos
motores, também chamados de extrapiramidais, Estes efeitos podem se manifestar
cedo ou ap6s um longo periodo do inicio do tratamento e incluem distonia (contracdes
musculares anormais), acatisia (inquietacdo), sindrome Parkinsoniana (tremor,
bradicinesia/hipocinesia, rigidez) e discinesia tardia (tremor e movimentos orofaciais),
uma das variantes tardias destes sintomas (BERNAGIE et al., 2016). O bloqueio da
via tubero infundibular pode resultar em galactorreia e ginecomastia (MILLER, 2009).

O haloperidol é um dos antipsicéticos tipicos mais amplamente utilizados e

pertence a classe das butirofenonas. No Brasil, € comercializado sob duas formas: sal



21

(lactato) e éster (decanoato), sendo o ultimo uma forma de liberacdo lenta. Em
humanos, o decanoato de haloperidol atinge o pico de concentragdo plasmética no
sétimo dia apos a administracdo (JANN; ERESHEFSKY;SAKLAD,, 1985;
KOROLKOVAS, 2008).
Como os demais membros da classe, o haloperidol, além de ter reduzida
eficicia frente aos sintomas negativos, podem também ocasionar efeitos adversos.
Estes fatores impulsionaram a busca por novos farmacos que néao
apresentassem efeitos extrapiramidais e fossem eficazes em sintomas tanto positivos
guanto negativos. (GAUR et al.,, 2008). Assim surgiu a segunda geracdo de
antipsicéticos, também chamados de atipicos, uma vez que possuem caracteristicas
farmacoldgicas diferenciadas dos demais, por atuarem conjuntamente sobre o0s
sistemas dopaminérgico e serotonérgico, com caracteristicas de antagonistas ou
agonistas parciais. O principal critério para a classificagcdo como atipico € a promocao
de acao antipsicotica em doses que ndo induzam a efeitos extrapiramidais, além da
eficacia sobre os sintomas negativos (STRANGE, 2001). Os medicamentos desta
geracdo apresentam menor probabilidade de induzir sintomas extrapiramidais e
melhoram os sintomas positivos em pacientes resistentes aos farmacos de primeira
geracdo (WORREL et al 2000). Entretanto podem ocasionar outros efeitos adversos,
incluindo ganho de peso, resisténcia a insulina, dislipidemias, e sintomas cardiacos,
tais como arritmia e hipertensdo. A Clozapina, protétipo da classe, apresenta um risco
de agranulocitose, que exige a necessidade de um acompanhamento regular.
(HENDERSON et al., 2000) Além disso, possuem elevado custo, fazendo com que os
antipsicoticos tipicos ainda sejam largamente empregados (CRYSTAL et al., 2009).
Além do antagonismo dopaminérgico, farmacos desta classe, incluindo a

clozapina, ziprasidona, quetiapina e o aripiprazol, possuem efeitos agonistas
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(parciais) nos receptores de serotonina do tipo 5-HT;a. Os receptores 5-HT;4 Sao
acoplados a proteina G inibitéria e estdo amplamente distribuidos em no encéfalo, tais
como em areas corticais, hipocampo, hipotalamo, e os nucleos da rafe. Também
possuem fungbes de autoreceptor, controlando a liberagdo e neurotransmissao
serotonérgica (CREED; NOBREGA, 2013). A observacdo de que antipsicéticos atuam
em receptores 5-HT;a € 5-HT24, bem como o conhecimento de que certas drogas
psicotomiméticas agem via serotonina, levou a hipdtese do envolvimento da
serotonina na esquizofrenia, baseada na atribuicdo dos efeitos psicotomiméticos da
dietilamida do acido lisérgico (LSD), um agonista 5-HT,a. Foi proposto que a atividade

serotonérgica pode estar diminuida na esquizofrenia (WOOLLEY; SHAW, 1954).

A hipofuncdo do cortex pré-frontal medial (hipofrontalidade) é considerada
importante na fisiopatologia da esquizofrenia, uma vez que é fundamental nos
comportamentos de tomada de decisao, processamento da atengcdo e controle de
impulsos (POMAROL-CLOTET et al.,, 2010). Compostos capazes de reverter a
hipofrontalidade representam potenciais estratégias de tratamento para a
esquizofrenia e entre eles estdo incluidos agonistas 5-HT14, uma vez que ocasionam
0 aumento dos niveis de dopamina nessa regidao (ICHIKAWA et al., 2001). Estudos
eletrofisiologicos demonstraram que tanto os agonistas 5-HT,, e antagonistas 5-HT,,
produzem despolarizacdo de membrana, que culmina no aumento da liberacdo
dopaminérgica. Além disso, o WAY100635, um antagonista 5-HT;s, atenua
parcialmente a capacidade de clozapina, olanzapina e risperidona de aumentar

liberacdo de dopamina no cértex pré-frontal (ARANEDA; ANDRADE, 1991)
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Efeitos adversos agudos e crénicos dos antipsicoticos

Os efeitos adversos agudos dos antipsicéticos incluem distonia, acatisia e
sindrome Parkinsoniana (BERNAGIE et al., 2016).

A distonia geralmente se manifesta precocemente na terapia e pode ter
flutuacdes de acordo com o estresse e € caracterizada por contragdes anormais dos
musculos da cabeca, pescoco, costas, olhos e membros (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013) .

A sindrome Parkinsoniana também ocorre agudamente apds a administracao
de antipsicoticos e € caracterizada por tremores, rigidez muscular e dificuldade em
iniciar movimentos (CAROFF et al., 2011).

A acatisia pode comecar cedo ou ter o inicio mais demorado e € definida pelo
sentimento subjetivo de inquietagdo, muitas vezes acompanhada pelo desejo de se
mover e incapacidade de sentar-se. Os sintomas mais frequentemente afetam as
extremidades inferiores e variam com estresse e excitagdo (CORRELL, 2008).

Quanto aos efeitos adversos cronicos, a discinesia tardia (DT), € 0 mais
impactante. A DT consiste em uma sindrome que abrange uma variedade de
desordens motoras. O termo “discinesia tardia” foi proposto por Faurbye e
colaboradores. em 1964, em que a palavra “tardia” € usada para descrever que 0s
sintomas se iniciam apés algum tempo de tratamento (geralmente apds trés meses de
exposicdo em pacientes jovens e um més em pacientes idosos) (AIA et al., 2011).
Antes da criacdo deste termo a sindrome era referida com outras terminagdes como
“discinesia persistente”, “sindrome buco-linguo-mastigatéria” ou “sindrome da
insuficiéncia extrapiramidal terminal” (CASEY, 1999).

E caracterizada por movimentos anormais involuntarios, que atingem

principalmente a regido orofacial, com movimentos de mastigacdo, protrusdo da
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lingua além de movimentos de piscar os olhos. Em alguns casos, podem também
atingir o pesco¢o, os membros superiores e o tronco (CASEY, 1999) (GARDOS;
COLE 1983). Ocorre em torno de 10 a 20% dos pacientes tratados com neurolépticos
tipicos e pode ser persistente por anos apés o término do tratamento e em muitos
casos, irreversivel. Em geral instala-se lentamente e seu curso é bastante variado,
sendo mais grave em pacientes idosos. (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2000).

Os sintomas sao exacerbados pelo estresse e podem variar de acordo com
faixa etaria, embora a prevaléncia seja maior com o aumento da idade. Pode causar
complicacBes como problemas dentéarios e dificuldade na degluticdo e alimentacao.
Quando atinge a glote e o diafragma pode ocasionar problemas respiratérios (RICH;
RADWANY 1994).

Até 0 momento ndo existe uma explicacdo clara para o desenvolvimento da
DT. Muitas hipoteses sdo sugeridas para entender como a sindrome se estabelece.
Estas, incluem a supersensibilidade dopaminérgica, excitotoxicidade e formacéo de
radicais livres (WOLFARTH; OSSOWSKA 1989; TSAI et al., 1998; LISTER et al.,
2016). A hipotese da supersensibilidade dopaminérgica € a mais aceita e segundo
ela, a DT ocorreria devido ao aumento compensatério no niumero de receptores
dopaminérgicos em resposta ao seu bloqueio crénico, o que desencadearia um
estado hiperdopaminérgico (RUBINSTEIN et al., 1990). No entanto, a mesma
apresenta algumas inconsisténcias ja que em modelos animais o aumento da
expressao de receptores D, ocorre de modo semelhante em animais tratados com
haloperidol que apresentam alto niamero de movimentos de mastigacdo no vazio
(MMV) e aqueles que apresentam valores baixos de MMV (TURRONE; REMINGTON,;

NOBREGA, 2002).
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Algumas evidéncias também demonstram a participacdo do sistema
serotonérgico nos sintomas da DT. A serotonina modula a atividade dopaminérgica na
via nigroestriatal, através de projecdes dos nucleos da rafe e os sintomas da
discinesia sdo exacerbados com o tratamento concomitante entre antipsicoticos e
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, que ocasiona 0 aumento de seus
niveis. Além disso, os antipsicéticos atipicos, que exercem antagonismo/agonismo
parcial serotonérgico apresentam reduzida incidéncia de efeitos motores (CALEY,

1998; WALLMAN; GAGNON; PARENT, 2011).

Modelos Animais de efeitos adversos dos antipsicoticos

Alguns dos efeitos adversos dos antipsicoticos podem ser estudados em
modelos animais. Estes sdo de extrema importancia para o estudo de disturbios
comportamentais relacionados a distarbios mentais. Entretanto estes modelos devem
preencher alguns critérios de validade, sendo os mais importantes as validagfes
construtiva, facial e preditiva (IVERSEN, 1987). A validade de construcédo faz
referéncia ao mecanismo imitador do mecanismo neurobiolégico. A validade facial se
baseia na semelhanca entre as alteracbes comportamentais observadas no modelo e
as observadas na doenca. J4 a validade preditiva refere-se a especificidade e a
sensibilidade do modelo para a deteccdo de efeitos farmacoldgicos, evitando
resultados falsos positivos ou falsos negativos (GOBIRA et al., 2013).

Os modelos para a avaliacdo de efeitos adversos agudos avaliam
capacidade de inducdo de catalepsia, que consiste na dificuldade em iniciar um

movimento, e possui validade preditiva para a inducdo de efeitos adversos

extrapiramidais em humanos, e neste caso as doses capazes de induzir catalepsia
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em ratos e camundongos correlacionam-se com aquelas que induzem efeitos
extrapiramidais em seres humanos (HOFFMAN; DONOVAN, 1995).

Quanto aos efeitos adversos cronicos, a DT é estudada, principalmente, em
ratos. A DT em ratos se manifesta como discinesia orofacial (DO). O modelo reproduz
a sindrome de maneira muito semelhante como ocorre em humanos, sendo que
alguns individuos sédo mais susceptiveis e o aumento da incidéncia é diretamente
proporcional a idade (CASEY; DANIEL, 2000; KULKARNI, DHIR 2011).

A administracdo em longo prazo de antipsicoticos tipicos leva a uma sindrome
de movimentos de mastigacdo, caracterizados por movimentos verticais da
mandibula, podendo estar acompanhados de tremor facial e protrusdes da lingua. Os
MMV sao considerados analogos as discinesias orofaciais ocorrentes em humanos

com discinesia tardia (GUNNE et al., 1986; BLANCHET et al., 2012).

O Sistema endocanabinoide

O uso de Cannabis sativa, popularmente conhecida como maconha, é descrito
por volta de 4000 a.C, na China, onde era utilizada para o tratamento de reumatismo,
constipacado e crises epilépticas, além do uso em rituais religiosos devido aos efeitos
psicoativos (TOUW, 1981).

Somente em 1964 foi isolado o principal composto psicoativo da maconha, o A°
Tetraidrocanabinol (A’ THC) (GAONI; MECHOULAM 1964). Posteriormente, 0 mesmo
foi sintetizado e possibilitou o estudo mais especifico sobre os efeitos de sua
administracdo sistémica, embora seu mecanismo de acado permanecesse

desconhecido.
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Em 1988, Devane e colaboradores caracterizaram, em cérebro de ratos, um
receptor especifico de ligacdo para canabindides, o qual foi chamando de receptor
canabinodide do tipo 1 (CB,;) (DEVANE et al., 1988). Em 1990 o mesmo foi clonado e
teve sua estrutura identificada, sendo classificado como pertencente a familia dos
receptores acoplados a proteina G ou metabotrépicos (MATSUDA et al., 1990).

Uma vez identificado o receptor, passou-se a procurar seus ligantes
enddégenos. A araquidonil-etanolamida (anandamida) foi o primeiro composto
enddégeno com atividade canabinoide, isolada em 1992 (DEVANE, et al., 1992). Em
1993 foi isolado um subtipo periférico de receptor canabindide, o receptor CB;
(MUNRO, 1993) e em 1995, descoberto um segundo canabinéide enddgeno, o 2-
aracdonoilglicerol (2-AG) (MECHOULAM et al., 1995).

A anandamida é sintetizada através da  hidrolise da @ N-
araquidonoilfosfatidiletanolamina (NArPE), a qual € encontrada na membrana
plasmatica, na membrana mitocondrial e no reticulo endoplasmatico. A reacao é
catalisada pela fosfolipase D, por um mecanismo dependente de Ca ** (OKAMOTO et
al., 2004). Mediante estimulo, € liberada do interior das células através de um
transportador de membrana e na fenda sinaptica atua como neurotransmissor de
acao retrégrada, em terminais pré e pos-sinapticos (DI MARZO et al. 1994). Ao
término de sua acado, a anandamida € recaptada pelas células e transportada para
dentro das células através do transportador de anandamida FAAH-like (FLAT) e entédo
€ hidrolisada pela acdo da enzima hidrolase de amina de acidos graxos, também
conhecida como FAAH, do inglés, fatty acid amide hydrolase (FU et al., 2012).

A anadamida também € um agonista de receptores TRPV1, um subtipo de
receptores ndo seletivo de canais para cations, descoberto em 1997. Este receptor foi

0 primeiro receptor para vanildides a ser caracterizado (CATERINA et al.,1997). Séo
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assim chamados devido a um dos seus principais agonistas, a capsaicina, um
derivado da pimenta, possuir um grupamento homovanilil na sua estrutura
(SZALLASI; BLUMBERG, 1999).

Deste modo, a anandamida é considerada  também um
endocanabindide/endovaniléide.

O 2-AG é formado através da hidrdlise de fosfolipideos de membrana através
da fosfolipase C, liberando diacilglicerois, os quais sofrem acéo da diacilglicerol lipase
D, a ou B (TANIMURA et al., 2010). Foi inicialmente isolado do intestino de cées e se
verificou similaridades com a anandamida, uma vez que se ligava a receptores CB; e
CB: e levava a inibicdo da adenilato ciclase, como o A9-THC (MECHOULAM et al.,
1995). E metabolizado pela enzima monoacilglicerol lipase (MGL), que consiste em
uma hidrolase de serina que degrada preferencialmente monoacilglicerois e acidos
graxos (AHN; MCKINNEY; CRAVATT, 2008).

Diferente da anandamida, que possui maior afinidade pelos receptores CB;, 0
2-AG possui afinidade semelhante para ambos receptores CB; e CB,. Ambos

receptores sdo acoplados a proteina Gy, (MACKIE, 2008) Figura 4.
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Figura 4. Representacdo dos componentes do sistema endocanabindide

Adaptado de BATISTA et al. 2014

Sistema endocanabinoide e controle motor

Os primeiros estudos sobre os efeitos comportamentais do uso de Cannabis
sativa foram realizados por Walton e colaboradores em 1938, nos quais foram
descritos efeitos motores apds a exposicdo a extratos de Cannabis sativa, 0s quais
incluiam hipocinesia e catalepsia.

Na década de 1990, ap6s o mapeamento da distribuicdo dos receptores CB;
no cérebro tornou-se possivel entender os efeitos comportamentais dos canabindides
(GLASS; FAULL; DRAGUNOW, 1997). Os efeitos motores como imobilidade e

catalepsia observados ap6s administracdo aguda de agonistas CB; podem ser
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explicados apds a observacéo de intensa expresséo de receptores CB; nos nucleos
da base e cerebelo (HERKENHAM et al., 1991).

A grande maioria dos neurdnios do estriado consiste em neurGnios
GABAEérgicos espinhosos de tamanho médio (MSNs) os quais, além de aferentes
dopaminérgicos recebem aferentes glutamatérgicos. A dopamina controla o estado de
excitabilidade dos MSNs por modulacdo da transmisséo glutamatérgica (MISSALE et
al., 1998). MSNs do estriado dorsal expressam elevado numero de receptores CBy, e
estes se encontram co-localizados com receptores dopaminérgicos (D; e D,)
(HERKENHAM et al., 1991).

Em 1999, Giufridda e colaboradores demonstraram que em ratos, durante sua
movimentacéao livre, a liberacdo de dopamina era acompanhada pela liberagcdo de
anandamida no estriado dorsal, a qual pode atuar controlando a estimulagdo motora
mediada pela dopamina (GIUFFRIDA et al., 1999).

Nos anos seguintes, diversos estudos corroboraram esses efeitos relacionados
a modulacéo de endocanabindides na fungcdo motora em modelos animais de doenca
de Parkinson, doenca de Huntington, discinesia induzida por levodopa e discinesia
tardia (SEGOVIA et al., 2003; GLASS et al.,, 2004; VAN DER STELT et al., 2005;
GARCIA-ARENCIBIA et al., 2007; DOWIE et al., 2010).

Também foi verificado que a administracdo intracerebroventricular de
anandamida atenua os MMV induzidos por haloperidol através da ativacdo de
receptores CB; (ROPKE et al., 2014).

Em experimentos de avaliacdo de catalepsia, o canabidiol, um importante
componente da Cannabis sativa, que ndo possui efeitos psicoativos, reduz o tempo
de imobilidade através do agonismo de receptores 5-HTia (GOMES; DEL BEL,;

GUIMARAES, 2013; SONEGO et al., 2016).
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JUSTIFICATIVA

Apesar do uso do haloperidol ser uma estratégia terapéutica eficaz no
tratamento dos sintomas positivos da esquizofrenia, sua utilizacdo pode desencadear
uma série de efeitos adversos motores. Estes podem ser agudos, que incluem a
sindrome parkinsoniana, acatisia e distonia, ou crbénicos, que compreendem a
discinesia tardia. Uma vez que estes sintomas causam desconforto e reduzem a
adesdo ao tratamento, se faz necessaria a busca pelo melhor entendimento dos
mesmos, bem como de tratamentos paliativos que possibilitem a sua atenuagédo sem

alteracOes no efeito terapéutico do haloperidol.
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OBJETIVOS

Geral
Investigar o efeito de compostos que interferem na neurotransmissdo do sistema
endocanabindide através da inibicdo da hidrélise de seus componentes enddgenos

sobre alteracdes motoras induzidas por haloperidol.

Especificos

-Testar a hipétese de que o aumento do tbnus endocanabindide possa reduzir as
alteracGes motoras decorrentes da administracdo aguda e crénica de haloperidol.
-Testar a hipotese de que ocorram diferencas relacionadas ao sistema
endocanabinéide em animais tratados cronicamente com haloperidol que possuem
sintomas relacionados a discinesia tardia em relacdo aos que nao apresentam estes
sintomas

-Avaliar a participacao de receptores CB; e TRPV1 no aumento da neurotransmissao
endocanabindide

-Verificar a participacdo dos receptores 5-HT;4 nos efeitos exercidos pelos inibidores
da hidrolise de endocanabindides.

-Verificar se o tratamento crénico com o haloperidol altera a expressao de receptores

CB; no estriado.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Para o experimento de avaliacdo da catalepsia foram utilizados camundongos
Swiss machos pesando entre 25 e 30 gramas, obtidos do CEBIO-UFMG. Para o
experimento de avaliacdo da discinesia tardia foram utilizados ratos Wistar machos,
com peso entre 200 e 220 gramas.

Os animais foram mantidos sob temperatura controlada (24°C) em ciclo claro
escuro de 12h, com livre acesso a agua e comida. Este procedimento experimental foi

aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo 220/2014.

Drogas

As drogas foram injetadas em camundongos em uma diluicdo de 10 mL/kg e em

ratos, de 1 mL/kg

Haloperidol — Cristalia®
Dose 0,5 mg/kg (Curva dose respostas 0,1; 0,25; 0,5 mg kg)

Veiculo: Solugéo salina

Decanoato de haloperidol — Janssen-Cilag®
Dose 38 mg/kg (ROPKE et al., 2014)

Veiculo: Oleo de gergelim
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URB597 - inibidor da hidrélise de anandamida, através da inibicdo da enzima
hidrolase de amida de &cido graxo - Tocris®

(Curva dose resposta em camundongos nas doses de 0,1; 0,3 e 1 mg/kg e em ratos
nas doses de 0,1; 0,25 e 0,5 mg/kg )

Dose utilizada em camundongos: 0,1 mg/Kg

Dose utilizada em ratos: 0,5 mg/kg

Veiculo: 5% de cremophor, 5% de etanol e 90% de solugédo salina.

JZL184 — inibidor da hidrolise de 2-araquidonoilglicerol, através da inibicdo da
enzima monoacilglicerol lipase - Tocris®

(Curva dose resposta em camundongos e ratos nas doses de 1; 3; 10 mg kg)

Dose utilizada em camundongos e ratos: 3 mg/Kg

Veiculo: 5% de cremophor, 5% de etanol e 90% de solugao salina.

AM251 — antagonista de receptores CB; _Tocris®
Dose utilizada em camundongos e ratos: 1mg/kg (KOMAKI et al., 2015).

Veiculo: 5% de cremophor, 5% de etanol e 90% de solucao salina.

WAY 100635 — antagonista de receptores 5-HT1a, Tocris®
Dose utilizada em camundongos e ratos: 1mg/kg (PITSIKAS et al., 2003)

Veiculo: Solucéo salina

SB705498 — antagonista de receptores TRPV1, Tocris®
Dose utilizada em camundongos e ratos: 1mg/kg (MA et al., 2016)

Veiculo: Solucao salina
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Experimentos de avaliacao de catalepsia

Delineamento experimental

Inicialmente foi realizada uma curva dose-resposta de haloperidol, a fim de
encontrar a dose ideal para inducao de catalepsia, que foi definida em 0,5 mg/kg.

No primeiro experimento os animais foram submetidos a inje¢do dos inibidores
da hidrolise de endocanabindides (URB597 ou JZL184) ou veiculo, por via
intraperitoneal, 15 minutos antes da administracdo de haloperidol ou veiculo, pela
mesma via.

Nos demais experimentos, foram submetidos a administracédo de: Antagonista
de receptores CB; (AM251) ou veiculo
Antagonista de receptores 5-HT;5 (WAY100635) ou veiculo

Antagonista de receptores TRPV1 (SB705498) ou veiculo

Todos por via intraperitoneal, 15 minutos antes da administracdo dos inibidores
de hidrdlise de endocanabindides e 30 minutos antes da administracéo de haloperidol.

O teste foi realizado 30 minutos ap6s a Ultima injecéo.

Teste de catalepsia

O teste de catalepsia consiste em colocar o animal em uma postura incomum
sobre uma barra de vidro horizontal com 0,5 cm de didmetro e elevada a 4 cm da
superficie. Os animais séo posicionados apenas com as patas dianteiras sobre a

barra.
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O tempo em que o animal permanece nessa posi¢cdo € quantificado, uma vez
gue a catalepsia leva a dificuldade em iniciar um movimento. A Catalepsia €&
considerada concluida quando pelo menos uma pata dianteira toca a superficie ou
guando o animal sube a superficie da barra. Caso o animal ndo saia da posicao, o

limite maximo de tempo definido foi de 300 segundos. (Fig. 5).

to t 15 min. t 30 min. t 60 min.
Antagonista Inibidor da hidrolise Haloperidol Teste da
Ou Veiculo de endocanabindides Ou Veiculo Catalepsia
Ou Veiculo

Fig 5. Esquematizagéo do delineamento experimental no teste da catalepsia

Experimentos de Avaliacao de discinecia tardia

Delineamento experimental

Os animais foram submetidos a uma unica injecdo de decanoato de
haloperidol (38 mg/kg) por via intramuscular, o qual possui liberacdo lenta e
corresponde a uma dose diaria de 1mg/kg. Os animais do grupo controle receberam
guantidades equivalentes de veiculo (6leo de gergelim). O periodo de tratamento foi
de quatro semanas, sendo que em seguida 0s animais tiveram o comportamento

avaliado e em seguida foram administradas as demais drogas por via intraperitoneal.
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Avaliacdo dos movimentos de mastigag&o no vazio

Para cada sesséo de avaliacdo, os ratos foram observados individualmente por
um periodo de 5 min em uma caixa de observacao de vidro (20 x 20 x 20 cm), sem a
presenca de alimento e contendo espelhos abaixo do ch&o para permitir a
visualizacdo pelo observador. As observa¢Bes comecaram apos um periodo de
habituacdo de 5 minutos (EGAN et al, 1996). Cada movimento do maxilar n&o
direcionado para qualquer material fisico ou relacionado ao ato de autolimpeza ou
roer foi contado como um Unico MMV.

Um ponto de corte foi estabelecido, como descrito por Egan e colaboradores
(1994): para cada sessdo de observacdo, o dobro da pontuacdo média do grupo
controle foi designado um ponto de corte. Os animais tratados foram definidos como
sendo MMV alto se tinham pontuacdes acima do ponto de corte.

Assim, os animais foram distribuidos por grupos MMV alto (acima do ponto de

corte) e MMV baixo (abaixo do ponto de corte). (Fig. 6)

Dial Dia 28
Haloperidol ou Teste de MMV
Veiculo (I.M) Classificacdo dos

animais quanto ao
ndmero de MMV
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Dia 29

t0 t 30 min. t 60 min.
Antagonista Inibidor da hidrélise Teste de MMV
Ou Veiculo de endocanabindides

Ou Veiculo

Fig 6. Esquematizacdo do delineamento experimental para o teste de avaliacdo de

discinesia tardia

Avaliacdo dos movimentos de mastigacdo no vazio apOs a retirada do

haloperidol

Apds o tratamento de quatro semanas, um grupo de animais foi submetido a

avaliac6es de MMV apds quatro, oito e doze semanas do término do tratamento.

Western Blotting

Preparacdo da Amostra

ApoOs testes comportamentais os animais foram eutanasiados e os estriados
retirados e armazenados a -80°C até o processamento.
As amostras foram homogeneizadas em tampao de RIPA (NaCl 150 mM, Tris

50 mM (pH=7,4), EDTA 1 mM, Nonidet P40 1%, PMSF 1 mM, Na deoxicolato 0,5%)
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em banho de gelo. O homogenato foi centrifugado a 2040.35 G (Centrifuga Eppendorf
5415R) a 4°C por 15 minutos e a concentracao total de proteinas no sobrenadante foi
determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando a proteina albumina

de soro bovino (BSA) (1mg/ml) como padréo.

Eletroforese em Gel, Transferéncia, Bloqueio e Incubacdo da Membrana com

Anticorpo Primario

As amostras, contendo 30 pg de proteinas totais, foram desnaturadas em
tampéo de amostra (100 mM Tris-HCI pH=6,8, 4% SDS, 0,2% azul de bromofenol,
20% glicerol, 20% H,0, 0,5% B-mercaptoetanol) a 100° C por 4 minutos, carregadas e
separadas no gel de SDS-poliacrilamida (12 ou 15%) e, entdo transferidas para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno, PVDF (PVDF, Immobilon-P, Millipore,
Massachusetts, USA). Apos bloqueio de 24 horas em TBST (tampao Tris com 0,1%
de tween 20) contendo 5% de leite sem gordura e 0,3% BSA, as membranas foram
incubadas overnight a 4°C com anticorpos primarios especificos — Gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase —GAPDH (1:2500, Santa Cruz Biotechnology Inc, sc-69879) e

CB; (1:1000, Calbiochem, #209550).

Revelacdo da Membrana

Para a visualizagdo das bandas, as membranas foram incubadas em

temperatura ambiente, por 1 hora, com anticorpos secundarios anti-coelho (1:5000).

As bandas de proteinas foram detectadas utilizando o sistema de detec¢cdo Western
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ECL (Pierce) e a densidade foi quantificada pelo software Image J (Verséo 1.44p,

National Institute Health, USA).

Analises estatisticas

Os dados comportamentais foram analisados através de ANOVA de uma via
seguida pelo teste de multipla comparacdo de Newman-Keuls ou teste t ndo-pareado
e representados como média e erro padrao.

Os resultados de western blotting foram submetidos a ANOVA de uma via,
seguida pelo pos-teste de Bonferroni.

Resultados de western blotting e alguns parametros comportamentais foram
submetidos a correlacéo linear.

Os dados foram considerados significativos quando p<0,05.

Em todas as analises utilizou-se o software GaphPad Prisma, versao 5.
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RESULTADOS

Curva dose-resposta do haloperidol sobre a catalepsia

Inicialmente foi realizada uma curva dose-resposta com haloperidol, a fim de
encontrar a dose eficaz para inducéo de catalepsia em camundongos. As doses de
0,25 e 0,5 mg /kg foram efetivas, e a dose de 0,5 mg /kg foi utilizada como padréo,
uma vez que € equivalente a dose terapéutica (Fz3z = 9,593, p<0,05, teste de

Newman-Keuls; Fig. 7).
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Fig.7 Curva dose-resposta do haloperidol na catalepsia em camundongos. *p<0,05,
comparado com o grupo veiculo; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F3 36 =
9,593; n= 10/grupo.
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Efeito do tratamento com os inibidores da hidrolise de anandamida, URB597, e
2-AG, JZL 184, sobre a catalepsia induzida por haloperidol

Foram administradas trés doses (0,1; 0,3 e 1 mg /kg) do inibidor da hidrdlise de
anandamida URB597 e do inibidor da hidrdlise de 2-araquidonilglicerol ( 1,3 e 10 mg
/kg), previamente ao haloperidol. A injecdo da menor dose de URB597 (0,1 mg /kQ)
promoveu a reducdo no tempo de imobilidade nos animais (F437= 9,29 p<0,05, teste
de Newman-Keuls; Fig. 8).

A administracdo de JZL184, nas doses de 3 e 10, também ocasionou a
diminuicdo do tempo de imobilidade na avaliacdo (Fs435 = 13,27 <0,05, teste de

Newman-Keuls; Fig. 9).
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Fig. 8 Efeito do inibidor da hidrélise de anandamida, URB597, na catalepsia induzida
por haloperidol.. *p<0,05, comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com
0 grupo veiculo com haloperidol; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F437=

9,29; n= 8-9/grupo
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Fig. 9 Efeito do inibidor da hidrolise de 2-araquidonoilglicerol na catalepsia induzida
por haloperidol. *p<0,05, comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com
0 grupo veiculo + haloperidol; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F4 35 =
13,27; n= 8/grupo.
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Efeito do pré-tratamento com o antagonista de receptores CB;, AM251, sobre o0s
efeitos do URB597 e JZL 184 na catalepsia induzida por haloperidol

Previamente as doses efetivas do URB597(0,1 mg/Kg), JZL184 (3 mg/Kg), os
animais foram tratados com AM251 (1 mg/Kg), um antagonista seletivo para 0s
receptores CB;.

O antagonista néo foi capaz de bloquear o efeito do URB597, evidenciando a
nao participagao de receptores CB; no mesmo (F,435=5,48; p<0,05, teste de Newman-
Keuls;Fig. 10).

Em relacdo ao JZL184, o antagonista impediu a reducdo no tempo de
imobilidade, indicando a participacdo dos receptores CB; neste efeito (F434=8,37,;
p<0,05, teste de Newman-Keuls; Fig. 11).

O AM251 por si s6 ndo causou alteracdes no tempo de imobilidade nos animais

tratados com haloperidol.
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Fig 10 Efeito do inibidor da hidrélise de anandamida URB597 e do antagonista de
receptores CB;, AM251, na catalepsia induzida por haloperidol. *p<0,05, comparado
com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo + haloperidol,

ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F435=5,48; n= 8/grupo.
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Fig. 11 Efeito do inibidor da hidrolise de 2 araquidonilglicerol, JZL184 e do
antagonista de receptores CB;, AM251, na catalepsia induzida por haloperidol.
*p<0,05, comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com o0 grupo veiculo
+ haloperidol;@ p<0,05, comparado com o grupo veiculo + JZL + haloperidol. ANOVA
seguido por teste de Newman-Keuls; F434=8,37; n= 8/grupo.
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Efeito do pré-tratamento com o antagonista 5-HTia, WAY100635, sobre os
efeitos do URB597 e do JZL 184 na catalepsia induzida por haloperidol

Esse experimento testou se o antagonismo de receptores 5-HT;an poderia
interferir no tempo de imobilidade dos animais e modificar os efeitos do URB597 e

JZL184 na catalepsia.

Anteriormente a administracdo de URB597(0,1 mg/Kg) e JZL184 (3 mg/Kg), os
animais foram tratados com WAY100635 (1 mg/Kg), um antagonista seletivo para os

receptores 5-HTa.

O antagonista ndo ocasionou altetacdes no efeito do URB597 (Fj35=5,48;
<0,05, teste de Newman-Keuls; Fig. 12) e .do JZL184 (F435 = 7,40 <0,05, teste de
Newman-Keuls;Fig. 13) e tampouco causou alteracdes significativas no tempo de

imobilidade por si so.
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Fig. 12 Efeito do inibidor da hidrolise de anandamida URB597 e do antagonista de

receptores 5-HT1a, WAY100635, na catalepsia induzida por haloperidol. *p<0,05,

comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo +

haloperidol; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F439=7,39; n= 8/grupo.
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Fig. 13 Efeito do inibidor da hidrélise de 2 araquidonoilglicerol, JZL184

antagonista de

receptores 5-HTja,
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e do

WAY100635, na catalepsia induzida por

haloperidol. *p<0,05, comparado com o grupo veiculo; #p<0,05, comparado com o

grupo veiculo + haloperidol; @ p<0,05, comparado com o grupo veiculo + JZL +

Haloperidol. ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F4 35 = 7,40; n= 8/grupo.
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Efeito do pré-tratamento com o antagonista TRPV;, SB366791, sobre os efeitos
do URB597 e do JZL184 na catalepsia induzida por haloperidol

A fim de verificar o envolvimento dos receptores TRPV; nos efeitos mediados
pelo URB597 e JZL184, foi pré-administrado o0 antagonista destes receptores,
SB366791.

O SB366791 atenuou a resposta ao URB597, levando a uma nao reducéo no
tempo de imobilidade quando associado a este (F435=5,71 <0,05, teste de Newman-
Keuls; Fig. 14).

O antagonismo TRPV; ndo levou a alteracdes no efeito do JZL184 ;

(F434=11,91 <0,05, teste de Newman-Keuls; Fig. 15).
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Fig. 14 Efeito do inibidor da hidrélise de anandamida URB597 e do antagonista de
receptores TRPV1, SB366791, sobre a catalepsia induzida por haloperidol. *p<0,05,
comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com 0 grupo veiculo +
haloperidol; @ p<0,05, comparado com o grupo veiculo + URB +haloperidol. ANOVA
seguido por teste de Newman-Keuls; F435=5,71; n= 8/grupo.
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Fig. 15 Efeito do inibidor da hidrolise de 2-araquidonilglicerol, JZL184 e do antagonista
de receptores TRPV1, SB366791, sobre a catalepsia induzida por haloperidol.
*p<0,05, comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo
+ haloperidol; @ p<0,05, comparado com o grupo veiculo + URB +haloperidol.

ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F434 =11,91; n= 8/grupo.
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Experimento de avaliagdo da Discinesia Tardia

Parte dos animais tratados cronicamente com decanoato de haloperidol,
apresentaram inducdo de elevado niumero de MMV, comportamento caracteristico da

discinesia tardia, apos quatro semanas de exposi¢édo a droga (Fig.16).

Em seguida os mesmos animais foram divididos conforme o nimero de MMV
(alto e baixo), considerando aqueles com um valor alto como portadores do sintoma
relacionado a discinesia tardia e selecionados para os demais experimentos. Aqueles
com baixo MMV néo diferiram do grupo controle (Fz27 = 134,7; p<0,05, teste de

Newman-Keuls; Fig 17).
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Fig.16 Efeito do tratamento de quatro semanas com haloperidol na inducdo de

movimentos de mastigagcdo no vazio. *p<0,05, comparado com o grupo veiculo; Teste

t ndo pareado, n= 10-20/grupo.
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Fig. 17 Efeito do tratamento crénico com haloperidol na indugdo de movimentos de
mastigagdo no vazio. Animais separados conforme numero de MMV *p<0,05,
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comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo haloperidol baixo

MMV; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F, 7 = 134,7; n=8-12.
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Fig 18. Efeito do tratamento com haloperidol durante a exposicdo a droga (4
semanas) e apos a retirada. ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls;
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Efeito do tratamento com os inibidores da hidrolise de anandamida, URB597, e
2-AG, JZL 184, sobre os movimentos de mastigacdo no vazio induzidos por
haloperidol

A fim de verificar se os inibidores da hidrolise de endocanabindides eram
capazes de atenuar os MMV, os animais foram tratados com trés doses (0,1; 0,25 e
0,5 mg/kg) de URB597 e de JZL184 (1, 3 e 10 mg/kg).

A dose de 0,5 mg/kg de URB597 ( F424=13,37 <0,05, teste de Newman-Keuls;
Fig. 19) e as trés doses de JZL184, (F 421=31,89 <0,05, teste de Newman-Keuls; Fig.
20), ocasionaram a atenuagdo dos MMV. A dose de 3 mg/kg do JZL184 foi a

utilizada nos demais experimentos.
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Fig. 19 Efeito do inibidor da hidrélise de anandamida URB597 sobre os MMV
induzidos por haloperidol. *p<0,05, comparado com o grupo veiculo; # p<0,05,
comparado com o grupo veiculo + haloperidol; ANOVA seguido por teste de Newman-

Keuls; F424 = 13,37; n= 5-6/grupo.
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Fig. 20 Efeito do inibidor da hidrdlise de 2 araquidonilglicerol JZL184 sobre os MMV
induzidos por haloperidol. Dados analisados por ANOVA de uma via seguida pelo
teste de mdultipla comparacdo de Newman-Keuls. * Diferenca em relagdo ao grupo

veiculo (Vei); # Diferenca em relacdo ao grupo haloperidol. F,21=31,89; n= 6-7/grupo.
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Efeito do pré-tratamento com o antagonista de receptores CB;, AM251, sobre 0s
efeitos do URB597 e JZL 184 nos movimentos de mastigacdo no vazio induzidos
por haloperidol

O pré-tratamento com o antagonista CB;, AM251 foi capaz de bloquear os
efeitos das doses eficazes de URB597, (Fz34 = 32,30 p<0,05; Fig. 21) e JZL184,
(F424=12,99, p<0,05, teste de Newman-Keuls; Fig.22), na atenuacdo dos MMV,
indicando o envolvimento de receptores CB; em tais efeitos. O AM251 sozinho néo

ocasionou alteragdes significativas.

80- *
i * *
60+ T J-_
c
5 4
= 40+
§ e
=
20+
0 I I

Vel Vei Vel AM251 AM251
Vel Vel URB URB Vel

Vel Hal

Fig. 21 Efeito do antagonista de receptores CB;, AM251 sobre a agcdo do URB597 nos
MMV induzidos por haloperidol. *p<0,05, comparado com o grupo veiculo; # p<0,05,
comparado com o grupo veiculo + haloperidol; ANOVA seguido por teste deNewman-

Keuls; F234=32,30; n= 5-6/grupo.
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Fig. 22 Efeito do antagonista de receptores CB;, AM251 sobre a acao do JZL184 nos

MMV induzidos por haloperidol. Dados analisados por ANOVA de uma via seguida

pelo teste de multipla comparacdo de Newman-Keuls. * Diferenca em relacdo ao

grupo veiculo (Vei); #Diferenca em relacdo ao grupo veiculo, veiculo, haloperidol

(Hal).@ Diferenca em relagédo ao grupo veiculo + JZL + Haloperidol. F424 = 12,99; n=

5-7/grupo.
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Efeito do pré-tratamento com o antagonista 5-HTia, WAY100635, sobre os
efeitos do URB597 e do JZL184 nos movimentos de mastigacdo no vazio
induzidos por haloperidol

O antagonismo de receptores 5-HTi;4 ndo acarretou em alteracdes nos efeitos
mediados pelo URB597 (F420= 16,63; Fig. 23) e JZL184 (F424 = 31,27, p<0,05, teste de

Newman-Keuls; Fig. 24).
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Fig. 23 Efeito do antagonista de receptores 5-HT1a, WAY1006351 sobre a agdo do
URB597 nos MMVs induzidos por haloperidol. Dados analisados por ANOVA de uma
via seguida pelo teste de mudltipla comparacdo de Newman-Keuls. * Diferenca em
relacdo ao grupo veiculo (Vei); # Diferenca em relacdo do grupo haloperidol (Hal). F

420 = 16,63; n=5/grupo.
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Fig. 24 Efeito do antagonista de receptores 5-HT;a, WAY100635 sobre a acdo do

JZL184 nos MMV induzidos por haloperidol. Dados analisados por ANOVA de uma

via seguida pelo teste de mdltipla comparacdo de Newman-Keuls. * Diferenca em

relac@o ao grupo veiculo (Vei); #Diferenca em relacdo ao grupo haloperidol (Hal). F4 24

= 31,27; n= 5-7/grupo.
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Efeito do pré-tratamento com o antagonista TRPV;, SB366791, sobre os efeitos
do URB597 e do JZL184 nos movimentos de mastigacdo no vazio induzidos por
haloperidol

A administracdo de antagonista TRPV1 ndo causou modificacbes nos efeitos
mediados pelo URB597, diferentemente do que foi verificado nos experimentos de
catalepsia, (F 420 =19,35 p<0,05, teste de Newman-Keuls; Fig. 25). Em relagdo aos
efeitos do JZL184 também nao foram evidenciadas alteracdes, (F 420 = 24,17 p<0,05,
teste de Newman-Keuls; Fig. 26).

Os receptores TRPV1 parecem ndo estar envolvidos nos efeitos do URB597 e

JZL.184 sobre os sintomas cronicos induzidos pelo haloperidol.
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Fig. 25 Efeito do inibidor da hidrélise de anandamida URB597 e do antagonista de
receptores TRPV1, SB366791 nos MMV induzidos por haloperidol.. *p<0,05,
comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo + haloperidol; @
p<0,05, comparado com os grupos veiculo + URB +haloperidol e SB + URB + haloperidol.

ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; F 4,20 =19,35 ;n= 5/grupo
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Fig. 26 Efeito do inibidor da hidrélise de 2-araquidonilglicerol, JZL184 e do antagonista
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de receptores TRPV1, SB366791 nos MMV induzidos por haloperidol.. *p<0,05,

comparado com o grupo veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo +
haloperidol; @ p<0,05, comparado com os grupos veiculo + JZL +haloperidol e SB +
JZL + haloperidol. ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; Fs20 = 24,17; n=

5/grupo
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Efeito do tratamento crénico com haloperidol na expressdo de receptores CB;
no estriado

Nas avaliacbes comportamentais foi verificado que em animais com alta
frequéncia de MMV, o aumento do tonus endocanabindide é capaz de atenuar estes
sintomas e que estes efeitos ocorrem através da ativacdo de receptores CB;. Em
concordancia com estes dados, foi evidenciado que em animais com elevado numero
de MMV ocorre um aumento da expresséo de CB; no estriado dos mesmos, enquanto
gue nos animais que também foram tratados com haloperidol e que néo tiveram a
inducdo destes sintomas, ndo ocorreram alteracdes em relacdo a expressao de CB;
F211 =9,99, p<0,05, teste de Bonferroni (Fig. 27).

Além disso, ocorre uma correlagdo positiva entre o numero de MMV e o nivel

de expresséo CB; (Fig. 28)
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Fig. 27 Expressao de proteina CB; no estriado de animais tratados cronicamente com
decanoato de haloperidol. p<0,05, comparado com o grupo veiculo; # p<0,05,
comparado com o grupo baixo MMV. ANOVA seguido por teste de Bonferroni
F211=9,99,; n=4-5/grupo
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Fig. 28 Correlacdo entre o numero de MMV e a expressdo CB;. Regresséo linear. R
0,7695; p=0,0013
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DISCUSSAO

No presente estudo investigou-se a participacdo do sistema endocanabindide
em modelos animais de efeitos adversos motores induzidos pelo haloperidol. Os
resultados evidenciaram que o aumento do tbnus endocanabindide, através da
inibicdo das enzimas responsaveis por sua degradacédo, é capaz de atenuar os efeitos
adversos motores, agudos e crénicos, induzidos pelo haloperidol.

A inibicdo da hidrolise da anandamida atenua a catalepsia via ativacdo de
receptores TRPV1 e a discinesia tardia via ativacao de receptores CB;. O aumento do
tbnus do 2-AG é capaz de reduzir os sintomas da catalepsia e discinesia tardia
através da ativacdo de receptores CB;. Também foi evidenciado que, em animais
tratados cronicamente com haloperidol e que tiveram a presenca de sintomas
relacionados DT (MMV alto) houve um aumento da expresséo de receptores CB; no
estriado. Enquanto em animais tratados e que ndo foram classificados com DT (MMV
baixo), ndo ocorreu diferenca na expressao CB;.

Existem diversas evidéncias na literatura que sustentam o papel modulador do
sistema endocanabindide sobre a atividade dopaminérgica nos nucleos da base em
modelos de doengas como a Doenca de Parkinson e de Huntington (GLASS; FAULL;
DRAGUNOW, 1993; CRAWLEY et al., 1993; GLASS et al., 1997; SANUDO-PENA;
WALKER, 1997; SANUDO-PENA et al., 1998; SIERADZAN, et al., 2001; GARCIA-
ARENBICIA et al., 2007; DOWIE, et al., 2010). Além disso, evidéncias experimentais
ja apontaram o0 sistema endocanabinoide como uma possivel abordagem
farmacoldgica no tratamento das discinesias induzidas por levodopa (JULIAN et al.,

2003).
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Estes efeitos em sua maior parte sdo mediados por receptores CB; que estdo
amplamente distribuidos pelo encéfalo e possuem vasta expressdo nos nucleos da
base (MARTIN et al., 2008).

Os receptores CB; localizados em neurdnios estriatais projetam-se tanto para
a substancia negra pars reticulata / globus pallidus interno (via direta) como para o
globus pallidus externo (via indireta). Ambos os grupos de neurénios tém GABA como
um neurotransmissor. Devido a essa localizacdo a ativagcdo ou a inibicdo deste
sistema de sinalizacdo pode ter uma influéncia importante na modulacdo em
diferentes respostas motoras, algumas inclusive opostas (FERNANDEZ-RUIZ, 2009a;
FERNANDEZ-RUIZ et al., 2011b).

Ja é estabelecido que a liberacdo de dopamina é acompanhada da liberacao
de anandamida no estriado dorsal de ratos durante a execu¢cdo de movimentos como
forma de controlar a estimulagéo da atividade motora pela dopamina (GIUFFRIDA et
al., 1999). Além disso, os efeitos de canabinodides e dopamina podem ser contrarios,
uma vez que antagonistas CB; sdo capazes de aumentar estereotipias mediadas por
dopamina e bloquear a liberacdo de dopamina induzida por anfetamina no nucleo
acumbens (MARTIN et al., 2008; KLEIJN et al., 2012).

Do mesmo modo, a regido dos nucleos da base possui alta expressédo de
receptores CB; e CB, bem como elevada concentracdo de endocanabindides e a
administracdo de anandamida por via intracerebroventricular de fato reduz o numero
de MMV em animais tratados cronicamente com haloperidol (ROPKE et al., 2014).

Portanto, a influéncia de canabinoides na atividade motora depende da sua
interacdo com o sistema dopaminérgico. Além de endocanabinoides, a administracéo
de canabinoides sintéticos (A9-THC, WIN 55.212-2, CP 55.940) também induz a

inibicdo do comportamento motor (NAVARRO et al., 1993; MORERA-HERRERAS, et
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al., 2012). Além disso, o antagonismo de receptores CB; induz hiperlocomocao e em
animais nocaute para estes receptores também ocorrem alteracbes motoras
(LEDENT et al., 1999).

Embora estes estudos demonstrem o envolvimento CB1 nestas respostas,
existem também evidéncias da participacdo de receptores TRPV1, na mediacdo de
efeitos da anandamida. Além de agonista CB;, a anandamida também possui
afinidade por receptores TRPV1 (REF). A inibicdo da degradacdo da anandamida
resulta na elevacdo dos seus niveis com um consequente aumento da sua
recaptacdo, podendo aumentar os efeitos sobre receptores TRPV1, uma vez que eles
se encontram no lado citosdlico das membranas (BELTRAMO, 1997) (DE
PETROCELLIS et al., 2001) (O 'SULLIVAN, 2007).

Deste modo, inibidores da hidrolise de anandamida, em doses baixas, teriam
maior ligagdo TRPV1. Enquanto que em doses mais elevadas estes mecanismos
poderiam ficar saturados, ocorrendo maior agao via CB;.

Assim como os receptores CB;, os receptores TRPV1 também sdo expressos
nos ndcleos da base e apesar de compartilhharem um mesmo agonista, podem
desencadear efeitos comportamentais opostos (CASAROTTO et al., 2012).

Com base nos dados encontrados neste estudo em relacdo a catalepsia, onde
somente a menor dose de URB597 foi efetiva na reducao do tempo de imobilidade e o
antagonismo TRPV1 preveniu a ocorréncia deste efeito, podemos sugerir que o
mesmo ocorre através da sua ativacao.

Algumas evidéncias na literatura sdo controversas, uma vez que em alguns
estudos ja foi relatado que a ativacdo de TRPV1 pela anandamida reduz a taxa de

disparo de neurdnios dopaminérgicos na via nigro-estriatal (DE LAGO et al., 2004), no
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entanto outros autores relatam um aumento da liberagdo de dopamina na SNpc
(MARINELLI et al., 2003)

Com base nos resultados que encontramos nos experimentos de catalepsia,
podemos sugerir que a ativacdo TRPV1 pela anandamida poderia ocasionar a
melhora da catalepsia através de um aumento da liberacdo de dopamina na via
nigroestriatal, enquanto que o 2-AG através da ativagdo CB;, ocasionaria este efeito
por mecanismos indiretos.

Sustentando a hipétese de que o0 aumento da neurotransmissao
endocanabindide poderia ocasionar a reducdo dos MMV, sintoma relacionado a
discinesia tardia, verificamos que, além deste efeito ocasionado tanto pela inibicdo da
hidrélise de anandamida e 2-AG, através da ativacdo CB;, houve também um
aumento da expressdo destes receptores no estriado dos animais que tiveram o
desenvolvimento de elevada frequéncia de MMV, diferentemente daqueles também
tratados com haloperidol nos quais ndo foram verificadas alteracbes. Este fato
demonstra que apenas 0 tratamento crénico com haloperidol ndo é capaz de
modificar a densidade de receptores CB;. Sendo este um dos possiveis mecanismos
pelos quais alguns animais, mesmo sob o mesmo tratamento e iguais condicdes,
desenvolvem sintomas preditivos de discinesia tardia. Assim como em humanos, os
sintomas relacionados a DT em ratos sdo persistentes mesmo apés a retirada do
tratamento e o numero de MMV se mantém elevado.

Em um estudo prévio foi verificado que a administracdo
intracerebroventricular de anandamida em ratos que tiveram o desenvolvimento de
MMV ap0s o tratamento com haloperidol, foi capaz de atenuar este comportamento,
sem levar a alteracfes na locomocdo dos animais. O antagonismo CB; ocasionou a

reversdo deste efeito (ROPKE et al., 2014). Estes dados corroboram o resultado
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encontrado onde o aumento indireto dos niveis de endocanabindides também
ocasiona a melhora destes sintomas.

Cabe ressaltar a importancia da separacdo dos animais tratados que
apresentam elevado numero de MMV daqueles que ndo apresentam a mesma
intensidade do sintoma, uma vez que nao esta esclarecido o porgue, mesmo em
humanos, alguns individuos estdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de
discinesia tardia mesmo compartilhando o mesmo tipo de tratamento,

O modelo de MMV para a discinesia tardia é amplamente utilizado para a
avaliacdo de substancias que possam interferir nos sintomas, bem como na tentativa
de entender o estabelecimento e a manutencdo da sindrome, uma vez que seu
mecanismo fisiopatolégico ainda é controverso (QAYYUM et al., 2013). Umas das
facilidades deste modelo € a utilizacdo de uma formulacdo de liberacdo lenta de
haloperidol, na forma de éster (decanoato), que possibilita que com uma Unica
administracio, a liberacdo do farmaco ocorra durante quatro semanas (ROPKE et al.,
2014).

Uma das principais vantagens deste método € a reduzida inducéo de estresse
ao animal, uma vez estudos ja evidenciaram que o estresse é um fator relevante para
a piora dos sintomas (ANDREASSEN; JORGENSEN, 1995). Desta maneira,
possibilita um maior controle dessa variavel e assim uma maior confiabilidade.

Estudos anteriores ja demonstraram que o tratamento com antipsicéticos ou a
lesdo por 6-hidroxidopamina, leva a supra-regulacdo de receptores CB; no estriado,
em decorrencia da reducdo da atividade ou deficiéncia de receptores D
(ANDERSSON et al., 2005; MAILLEUX; VANDERHAEGHEN, 1993).

No entanto verificamos que apenas o tratamento com haloperidol ndo é

suficiente para ocasionar o aumento da expressdo de CB; no estriado, uma vez que
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animais tratados e que apresentacdo numero baixo de MMV nao diferiram do grupo
controle. Uma possivel explicacdo pode ser o nivel de ocupacdo de receptores Do,
uma vez que é sugerido que animais com maior numero de MMV tenham maior
ocupacao de receptores D, (TURRONE et al., 2003).

Em estudos eletrofisioldgicos, agonistas CB; aumentam a taxa de disparo de
neurbnios da SNpc (MELIS; GESSA; DIANA, 2000; MORERA-HERRERAS et al.,
2008). Contudo, como s&0 pouco expressos nesta regido (MATYAS et al., 2006) a
sua acao ocorre de forma indireta. Na SNpr, onde existe uma maior concentracao
destes receptores, sua ativacao inibe a liberacdo de glutamato (SZABO et al., 2000),
resultando em uma reducdo na transmissdao GABAérgica e como consequéncia
desencadeia um aumento na atividade de neurdnios da SNpr (MORERA-HERRERAS
et al., 2008). Isto permite que os endocanabinoides exercam modulacdo nesta via.

Neurdnios que expressam CB; estdo localizados no estriado e enviam
projecOes para o GP e a SN. No estriado ha evidéncias de que a ativacao D, aumenta
a liberacdo de endocanabinoides (BELTRAMO, 1997)

Por ambos receptores (CB; e D) atuarem através do mesmo complexo de
proteina G é sugerido que eles interajam (GIUFFRIDA et al., 1999).

Em um estudo realizado em células transfectadas com receptores D, e CB; foi
evidenciado que o haloperidol pode inibir alostericamente a associacao de CB; a Gai.
Este efeito possivelmente ocorra devido a heteromerizacdo entre eles, uma vez que o
haloperidol ndo desencadeia esses efeitos na auséncia de receptores D, assim como
0 antagonismo D, combinado com o agonismo CB; promove o acoplamento CB; a
Gas e inibe o recrutamento CB; de B-arrestina, inibindo assim sua internalizacéo

(BAGHER et al., 2016).
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Em relagdo aos efeitos do 2-AG existem relativamente poucos estudos sobre
0s seus mecanismos de regulacdo, fato que possa ocorrer devido ao 2-AG ter sido
descoberto depois da anandamida, que se tornou o principal foco da pesquisa em
endocanabindides por muito anos (MECHOULAM et al., 1995). No entanto o 2-AG € o
endocanabindide mais abundante no cérebro (MECHOULAM et al., 1995). Além
disso, o 2-AG atua como um agonista total para receptores CB;, enquanto é a
anandamida é um agonista parcial (STELLA; SCHWEITZER; PIOMELLI, 1997;
SAVINAINEN et al., 2001).

Além disso, foi verificado que a enzima DGLa, responsavel pela sintese do 2-
AG, é expressa em grande quantidade na ATV e que o 2-AG medeia a supressao da
excitacdo de neurdnios dopaminérgicos nesta regido (MATYAS et al., 2009).

Os receptores CB; séo expressos em aferentes glutamatérgios e GABAérgicos
na ATV (FREUND et al., 2003) e estudos eletrofisiolégicos demonstraram que o 2-AG
contribui para a plasticidade de neurdnios glutamatérgicos nesta regidao (MELIS et al.,
2004, 2006).

O 2-AG demonstra ter um papel modulatorio indireto sobre neurotransmisséo
dopaminérgica, uma vez que a modulacdo de aferencias glutamatérgicas tem um
papel importante na regulacdo da atividade neuronal na ATV (OVERTON; CLARK,
1997).

Existe também a possibilidade de que a anandamida e o 2-AG possam atuar
de forma combinada em algumas respostas. Em um estudo prévio em que foi
utilizado o duplo bloqueio das enzimas FAAH e MAGL em ratos, houve a ocorréncia
de respostas comportamentais muito semelhantes aquelas desencadeadas pelo
agonista CB;, A9-THC. Entre estas respostas estdo a presenca de catalepsia e

antinocicepcao e também efeitos similares no teste de discriminacdo da droga, onde
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80% dos animais tiveram respostas similares aqueles tratados com A9-THC. Todos
os efeitos foram inibidos pela administracdo de antagonista CB; (LONG et al., 2009).

Além da dopamina, muitas evidéncias implicam no envolvimento do sistema
serotonérgico nos sintomas da discinesia tardia. As inervacfes serotonérgicas nos
nucleos da base se originam primariamente no nucleo dorsal da rafe (WALLMAN;
GAGNON; PARENT, 2011) e os corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos, na
substdncia negra e éarea tegmental ventral, também recebem inervacdes
serotonérgicas diretas dos nucleos da rafe (NEDERGAARD et al., 1988; CREED,
NOBREGA, 2013). A serotonina exerce influencia inibitéria sobre a transmisséo
dopaminérgica estriatal, uma vez que quando sua atividade € reduzida, ocorre um
aumento na atividade de neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal (DRAY,
OAKLEY 1976).

Evidéncias sugerem a participacdo do sistema serotonérgico nos sintomas da
discinesia tardia. Uma vez que a serotonina modula a atividade dopaminérgica e 0s
sintomas na discinecia sdo exacerbados com o tratamento concomitante entre
antipsicoticos e inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, que ocasiona 0
aumento de seus niveis. Além disso, 0s antipsicoticos atipicos, que exercem
antagonismo ou agonismo parcial serotonérgico apresentam reduzida incidéncia de
efeitos motores (CALEY, 1998). Do mesmo modo, a ativacdo 5HT;» melhora os
efeitos da levodopa na reducdo da catalepsia em ratos lesionados com 6-
hidroxidopamina (SHARIFI et al., 2015).

Alguns trabalhos demonstraram a modulacdo do sistema serotonérgico via
sistema endocanabindide, onde camundongos nocaute para receptor CB; apresentam
um reduzido acoplamento funcional de receptores de 5-HT;n 5-HTa (MATO et al.,

2007; ASO et al., 2009). Outros estudos demonstraram a facilitacdo exercida entre os
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dois sistemas. O canabidiol facilita a neurotransmissao mediada pelo receptor 5-HTa
e € capaz de atenuar a catalepsia induzida por haloperidol, assim como reduzir a
expressao de proteina c-fos no estriado dorsolateral de camundongos. (RUSSO et al.,
2005) (SONEGO et al., 2016).

Entretanto nossos resultados ndo evidenciaram a participacdo serotonérgica
nos efeitos mediados pelo aumento da neurotransmissao endocanabindide. Deve se
levar em consideracdo que testamos apenas o0 subtipo 5-HT1a,

Uma vez que varios estudos ja demonstraram o papel regulatério dos
endocanabindides sobre a neurotransmissdo dopaminérgica em diferentes
mecanismos, de forma direta e indireta, podemos sugerir o antagonismo agudo D,
pelo haloperidol leva a modificagdes na interacdo entre o sistema dopaminérgico e
endocanabindide, capazes de serem revertidas aumentando o0 tdnus
endocanabindide.

Ja o antagonismo crénico, ocasiona modificacdes moleculares neste sistema,
com um aumento da expressao de receptores CB; em animais com desenvolvimento
de sintomas preditivos de discinesia tardia.

Estes dados sustentam a hipotese de que a discinesia tardia poderia ocorrer
devido a um desequilibrio entre os sistemas dopaminérgico e endocanabindide, onde
0 aumento da expressdao CB; seria compensatério, sendo o aumento do ténus
endocanabindide capaz de atenuar os sintomas.

Deste modo, nossos resultados sugerem que o sistema endocanabindide
exerce efeito modulatorio sobre as alteracbes dopaminérgicas que desencadeiam

efeitos motores apés a administracao de haloperidol.
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TRPV1
Anandamida > Catalepsia
CB,
2- AG > Catalepsia

Fig. 29. O aumento dos niveis de endocanabindides, através da inibicdo das suas
enzimas de degradacao, atenua a catalepsia induzida por haloperidol através da

ativacao CB; ou TRPV1.

t . €5, Movimentos de mastigacao
Endocanabindides — T

Movimentos de mastigacao N
— Expressao de CB1

no vazio

Fig. 30. O aumento dos niveis de endocanabindides, através da inibicdo das suas
enzimas de degradacdo, atenua os MMV induzidos por haloperidol, através da
ativacdo CB1. A indugdo de MMV leva ao aumenta da expressédo de CB1 no estriado

em ratos.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o aumento do
tbnus endocanabindide pode reduzir a catalepsia induzida pelo haloperidol por dois
diferentes mecanismos: através da ativacdo de receptores TRPV1 pela anandamida
e de receptores CB; pelo 2-AG.

De outra forma, atenuam os efeitos do tratamento crénico com haloperidol através da
ativagcéo CB;.

Corroborando a importancia deste receptor nos efeitos cronicos do
haloperidol, foi evidenciado um aumento da sua expressao no estriado de animais
com sintomas preditivos de discinesia tardia.

Estes dados confirmam estudos prévios relacionados a regulacédo da funcao
dopaminérgica por endocanabindides e sustentam a hipotese de que existem
diferencas relacionadas ao sistema endocanabindide em animais tratados
cronicamente com haloperidol que possuem sintomas relacionados a discinesia tardia
em relacdo aos que ndo apresentam estes sintomas, podendo ser uma das possiveis
causas da discinesia tardia, o desequilibrio do sistema endocanabindide, que passa a

ter sua funcao reduzida.
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