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RESUMO

A esquizofrenia é um transtorno caracterizado pela presenca de sintomas positivos, negativos
e cognitivos, cuja farmacoterapia atual tem sido paliativa e de eficacia limitada. Assim,
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de farmacos Uteis no tratamento desse transtorno
séo de interesse. Nesse contexto, fitocanabinoides podem constituir uma fonte potencial para
a modulacdo de sintomas da esquizofrenia. O beta-cariofileno (BCF) tem acéo agonista CB2
e possui atividade antipsicotica. Os receptores CB2 estdo bem caracterizados membros dos
receptores acoplados a proteina G geralmente com proteinas G na familia Gi/o e como a
ativacdo de CB2 por ligantes canabinoides é ndo psicotropica, considera-se o estudo de
agonistas deste receptor promissor para intervencdes terapéuticas, com potencial para aliviar
0s sintomas, sem causar efeitos colaterais ao sistema nervoso central. Desta forma, nosso
estudo investigou as alteragdes comportamentais e neuroquimicas de animais submetidos ao
modelo animal de esquizofrenia e avaliou se o tratamento com BCF foi capaz de reverter as
alteragBes comportamentais e neuroquimicas em um modelo animal de esquizofrenia induzida
por cetamina (20 mg / kg, i.p). No tratamento de reversdo, camundongos Swiss machos
adultos receberam solucéo salina ou cetamina (KET) por 14 dias. Do 8° ao 14° dia receberam
adicionalmente BCF (10 ou 50 mg/kg, v.0) e olanzapina (OLANZA) (2,5 mg-kg, i.p) usada
como antipsicético padrdo, 30 minutos apo6s salina ou cetamina. Avaliamos 0s sintomas
positivos (atividade locomotora e inibicdo pré- pulso - IPP), sintomas negativos (interacao
social) e cognitivos (labirinto em Y). Os parametros de estresse oxidativo, glutationa reduzida
(GSH), substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e nitritoforam medidos no
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado. Também foram realizados os dockings moleculares
entre BCF e receptor nuclear - PPARa, BCF e receptor canabinoide CB2, BCF e enzima
hidroxilase amida de &cidos graxos - FAAH, canabidiol — CBD e receptor PPARa, CBD e
receptor CB2, CBD e FAAH. O BCF reverteu alteracbes induzidas pela cetamina
demonstrado nos parametros comportamentais e marcadores oxidativo, ou seja, reducdo do
contetdo de TBARS e diminuicdo dos niveis de nitrito no hipocampo. No estudo de docking
molecular BCF mostrou compatibilidade quimica, espacial e energética com receptor CB2, a
enzima FAAH ¢ o receptor PPARa. Nossos resultados apontam o potencial efeito
antipsicotico do BCF na reversédo do transtorno semelhante ao esquizofrénico e sugere que sua
eficacia terapéutica com agdo neuroprotetora e significativa por suas atividades antioxidantes

e nitrérgicas, além de exibir interacdo com receptor CB2.



Palavras-Chave: Beta-cariofileno. Olanzapina.Agonista  canabinoide. Esquizofrenia.

Antipsicotico.



ABSTRACT

BETA-CARIOPHYLENE EFFECT STUDY ON CETAMIN-INDUCED
SCHIZOPHRENIA MODEL IN MICE

Schizophrenia is a disorder characterized by the presence of negative and positive symptoms,
who is current pharmacotherapy has been palliative and limited effective ness. Thus,
researches related to the development of drugs useful in the treatment of this disorder are of
interest. In this context, phytocannabinoids may be a potential source for the modulation of
symptoms of schizophrenia. Beta-caryophyllene (BCF) has CB2 agonist action and has
antipsychotic activity. CB2 receptors have been triggered in a controlled manner by G
protein-coupled receptors as active receptor cells are capable of activating therapeutic
plaques, with potential to relieve symptoms, without collateral variations to the central
nervous system. The present study investigated the behavior al and neurochemical alterations
of animals submitted to the model similar to ketamine-induced schizophrenia (20 mg/kg, i.p.)
and possible reversion with beta-caryophyllene was observed. In reversal treatment, adult
male Swiss mice received either saline or ketamine for 14 days. On the 8th to 14th day they
also received beta-caryophyllene (10 or 50 mg/kg, p.0.) and olanzapine (2.5 mg-kg, i.p.) used
as standard antipsychotic, 30 minutes after saline or ketamine. Behavior al tests to evaluate
positive symptoms, locomotor activity (open field) and pre-pulse inhibition (PPI), negative
symptoms (social interaction) and cognitive (labyrinth in Y) were performed. The parameters
of oxidative stress, reduced glutathione (GSH), thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) and nitrite were measured in the prefrontal cortex, hippocampus and striatum. The
molecular fittings between BCF and peroxisome proliferator activated receptor alpha -
PPARa, BCF and receiver CB2, BCF enzyme fatty acid amide hydrolase - FAAH and
cannabidiol- CBD receiver PPARa, CBD and receiver CB2, CBD receiver FAAH receptor
were also carried out. BCF reversed changes induced by ketamine demonstrated in behavior
al parameters andoxidative markers, thatis, reduction of TBARS content and decrease of
nitrite levels in, hippocampus. In the study of molecular docking BCF showed chemical,
spatial and energetic compatibility with CB2 receptor, FAAH enzyme and PPARa receptor.
Our results point to the potential antipsychotic effect of BCF in the reversal of the

schizophrenic-like disorder and suggest that its therapeutic efficacy withn neuroprotective



action is significant for its antioxidant, nitrergic activities, besides displaying interaction with
CB2 receiver.

Keywords: Beta-caryophyllene. Olanzapine. Cannabinoid agonist.  Schizophrenia.
Antipsychotic.
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INTRODUCAO

1.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia consiste em um transtorno mental que pode ser caracterizado por
rupturas nos processos de pensamento, percepcdo, responsividade emocional e interagdes
sociais (WHO,2018). Essa desordem mental apresenta um curso que varia entre os individuos.
Desta forma a esquizofrenia é considerada persistente e pode ser grave e incapacitante
(NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, 2016). Segundo a WHO (2018) o
transtorno afeta aproximadamente 24 milhdes de pessoas em todo 0 mundo e comparando-se
a outros transtornos mentais € 0 menos comum. Apresenta maior prevaléncia em homens (12
milhdes) do que em mulheres (9 milhdes), comecando também mais cedo entre os homens,
sendo que mulheres com esquizofrenia podem ter um melhor curso da doenca do que aqueles
(VASKINN et al., 2015).

Descrita hd mais de cem anos, ao se observar sintomas que apresentavam uma
deterioracdo global das fungdes mentais. Inicialmente definida por Kraeplin como deméncia
precoce, que era justificado pelo fato de pacientes, geralmente adultos jovens, apresentarem
psicoses associadas com perda de capacidades previamente adquiridas. Em 1911, o psiquiatra
suico Euger Bleuler modificou o termo do transtorno, batizando a doenca com o nome de
esquizofrenia, sendo utilizado em pacientes que apresentavam desconexdo entre 0S processos
de pensamentos e respostas emotivas (KAPCZINSKI et al.,2011).

Os sintomas da esquizofrenia sdo agrupados em sintomas positivos, negativos e
cognitivos (WHO, 2018). Com um quadro clinico diversificado, caracterizado por delirios,
alucinag0es e discurso desorganizado e sintomas que afetam a vida social e ocupacional do
individuo. Ha hipdteses de que os sintomas positivos ou psicéticos (alucinagdes visuais e
auditivas, delirios, paranoia e pensamentos incoerentes) sdo causados ou resultam de uma
hiperfuncdo dopaminérgica no estriado, do sistema limbico (LINDENMAYER et al., 2013).Ja
0s sintomas negativos (auséncia de comportamentos sociais, anedonia, alogia e avolicao) e o0s
sintomas cognitivos (distdrbios em funcBes executivas, como déficits na memoria de trabalho
e incapacidade de manter a atencdo) sdo indicativos de uma hipoatividade dopaminérgica, e
isso se deve a uma hipofuncdo glutamatérgica na regidao mesocortical (BENCHERIF et al.,
2012; TANDON et al., 2013).
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Para o diagnostico da esquizofrenia, deve-se ter como base os critérios descritos
no Manual Diagnostico e Estatistico de Disturbios Mentais (DSM-5). Seguindo os critérios de
"checklist” do DSM-5, o transtorno € diagnosticado como esquizofrenia quando o paciente
apresentadois ou mais sintomas e que cada um apresente uma quantidade significativa de
tempo durante um periodo de um més. Dentre esses, os listados a seguir: pensamentos
desordenados manifestados por comportamento e discurso desorganizados, comportamento
desorganizado ou catatdnico, redugdes proeminentes na expressdo da emocao e diminuicdo
das atividades Gteis automotivadas (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

A predisposicdo genética é um fator importante que contribui para o desenvolvimento
da esquizofrenia. Proeminentes anormalidades anatémicas ocorrem no cérebro em alguns
casos deste transtorno. Varios achados anatbmicos sugerem que o hipocampo, o cortex pré-
frontal e o globo pélido (parte dos nucleos da base) sdo partes do sistema cognitivo que se
encontram prejudicados pela esquizofrenia (KANDEL, 2014).

Exposicdes ambientais incluindo infeccbes e deficiéncias nutricionais sdo causas
conhecidasdos transtornos neuropsiquiatricos e comprometem o desenvolvimento do cérebro.
Foi proposto que esses fatores desempenham um importantepapel na etiologiada
esquizofrenia (BROWN et al., 2011).

Estudar a fisiopatologia da esquizofrenia vem sendo um desafio. Mesmo com
avancos ainda ndo foi desvendado o que de fato acomete um individuo com o transtorno.
Diversos estudos evidenciam desequilibrios nos sistemas neurotransmissores, gerando
hipGteses com o intuito de explicar a neurobiologia da esquizofrenia. Além disso, outras vias
vém sendo estudadas atualmente, a saber: dano inflamatério (MILLER et al., 2011),
alteracBes oxidativas e nitrérgicas (MONTE et al., 2013; MACEDO et al., 2012).

1.2 Fisiopatologia da Esquizofrenia

O avanco da medicina permite a neurociéncia um melhor entendimento da
fisiopatologia da esquizofrenia, 0 que contribui para que novos alvos terapéuticos sejam
descobertos. Para tanto, os sistemas de neurotransmissfes sao pesquisados, assim permitindo
que descobertas neurobiolégicas correlacionadas a sintomas clinicos da esquizofrenia possam
levar ao desenvolvimento de novos tratamentos visando diferentes fases da doenca. Nesse

contexto, serdo descritas a seguir as hipoteses mais comumente estudadas e aceitas para o0
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entendimento dos aspectos neurobiolégicos da doenga, que sdo: hipGtese dopaminérgica,

hipdtese glutamatérgica e hipdtese do estresse oxidativo.

1.2.1 Hipdtese Dopamininérgica e Esquizofrenia

A dopamina (DA) pertence ao grupo das catecolaminas e desempenha importantes
funcGes no Sistema Nervoso Central (SNC). A principal e mais antiga hipétese para a
esquizofrenia baseia-se nas alteracGes da neurotransmissdo dopaminérgica (STAHL, 2014,
LINDENMAYER et al., 2013). Estudos demonstram o envolvimento de diversas vias
dopaminérgicas na fisiopatologia da esquizofrenia (Fig. 1, Tab. 1) (SILVA, 2006; ROTH;
ROGAN, 2009; BALY; COYLE 2011; STEFAN LEUTCH et al., 2011 LINDENMAYER et al.,
2013; STAHL, 2014).

AS QUATRO PROJECOES DAS VIAS DOPAMINERGICAS o )
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Figura 1- Quatro projeges das vias dopaminérgicas. Fonte: STEFAN LEUTCH et al., 2011.
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VIAS

FUNCOES

MESOLIMBICA

MESOCORTICAL

NIGROESTRIATADA

TUBEROINFUNDIBULAR

MEDULOPERIVENTRICULAR

Esta via desempenha funces relacionadas aos
sentimentos e emocgOes. Sua expressdao elevada
contribui com os sintomas positivos. (BALY; COYLE
2011).

Com o bloqueio desta via ocorre um aumento dos
sintomas negativos. (LINDENMAYER et al., 2013)

A via esta envolvida com os movimentos voluntarios.
Disturbios motores, como por ex., acatisia, distonia e
tremores, sdo observados se um bloqueio da via
acontecer. (ROTH; ROGAN, 2009).

Projeta-se do hipotdlamo para a adeno-hipdfise e tem
como funcgéo o controle da secre¢do de prolactina. Se
ocorrer um blogueio os niveis do horménio serdo
aumentados. (STAHL, 2014).

Via relacionada com o comportamento alimentar.
(SILVA, 2006).

Figura 2- Principais fungdes das vias centrais da dopamina.Modificado de SAMPAIO, 2016.

Ahipotese dehiperfuncdodopaminérgicasurgiu para justificar o fato de queos sintomas

positivos(delirios e alucinacdes) sdo desencadeadospelahiperatividade da transmisséo

dopaminérgicaem receptoresD2na via mesolimbica (STAHL, 2014).

Dessa forma, o antagonismo de receptores do tipo D2 é um pré-requisito essencial

para a eficacia terapéutica dos antipsicéticos. Alem disso, surtos psicoticos podem ser
induzidos em individuos sadios por drogas que facilitam ou aumentam a neurotransmisséo
dopaminérgica (SEEMAN, 2005; STAHL, 2014). Estudos reportam que 0s sintomas
psicOticos resultariam de um desequilibrio entre o sistema dopaminérgico cortical e o
subcortical. Sendo que a diminui¢do da liberagcdo de dopamina no cortex pré-frontal, causada
por uma hipofuncdo glutamatérgica, pode ser o responsavel pelo desenvolvimento de
sintomas negativos, enquanto os sintomas positivos poderiam ser atribuidos ao aumento da
atividade dopaminérgica no estriado sistema limbico (LARUELLE et al., 1999; HOWES et
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al., 2009). O sistema cortical e subcortical estdo relacionados funcionalmente via sistema
glutamatérgico, sugerindo que sua disfuncéo poderia tambeém precipitar sintomas psicoticos.
Além disso, existe hipotese que relata a existéncia desse desequilibrio da neurotransmissédo
glutamatégica que desempenha um importante papel na esquizofrenia (DEMJAHA, A. et al.
2014; STAHL,2014).

1.2.2 Hipdtese Glutamatérgica e Esquizofrenia

Vérias evidénciastém ligadoanormalidades na expressdo doreceptorglutamatérgicoe
esquizofrenia, com base emachados que apontam aumento agressivo dos sintomas em
pacientes com o transtorno e o aparecimento de sintomas semelhantes a esquizofrenia e
sintomas negativos em individuos saudaveis evocados por antagonistas do receptor de
glutamato de D-aspartato (NMDAR) (GOFF; COYLE, 2001; HAAF et al. 2018). O sistema
glutamatérgico é o maior sistema excitatorio do sistema nervoso central humano e envolve
uma serie de receptores que sdo ativados pelo glutamato (Fig.3), entre eles o receptor N-metil-
D-aspartato (NMDA) (BRESSAN; PILOWSKY, 2003; REIS; ARRUDA, 2011). Esse
receptor possui um canal com alta permeabilidade aos ions Ca?*, Na" e K*. A abertura desse
canal e o consequente aumento de Ca?* intracelular parece ser o mecanismo responsavel tanto
pela plasticidade neuronal como pela neurotoxicidade, a qual esse receptor parece estar
envolvido (FOLADOR, 2008). O glutamato, agindo em receptoresNMDA,é osinal de
ativagdoprincipal paraa producdo dedxido nitrico(NO), ja que a enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) esta fisicamente ligada ao receptor NMDA através da proteina PSD-95 (ESPLUGUES,
2002).

A ativacdo dessereceptor leva a uminfluxo de calciotoxico queativa varias
enzimas, incluindo a NOS. Portanto os antagonistas NMDA, ao bloquearem o receptor,
promovem a diminui¢do dos niveis de NO. O oxido nitrico é capaz deaumentar ainda mais
aexcitotoxicidadepelo fato de melhorar a liberacdo de glutamatoa partir deneurbniospre-
sinapticoseinibiros transportadores de glutamato glial (LEVKOVITZ et al., 2007).Estudos
tanto in vivo como in vitro sugerem que o NO endogeno inibe os transportadores de
monoaminas. A administracdo in vivo de doadores de NO aumenta o nivel extracelular de
dopamina nos neurénios do estriado (WEST; GALLOWAY; GRACE, 2002).

Tal fato pode ser visualizado na reducdo dos niveis basais e na utilizacdo da

dopamina no cortex pre-frontal de macacos quando foram expostos a repetidas doses de
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fenciclidina (PCP), um antagonista do receptor glutamatérgico NMDA, efeito que persiste
mesmo depois da interrup¢do do tratamento com a PCP (CHOI et al., 2009).

Uma forte evidéncia do envolvimento desse neurotransmissor na esquizofrenia se
deve ao fato de que a fenciclidina e a cetamina, antagonistas do receptor NMDA, induzem um
quadro clinico semelhante a esquizofrenia em sintomas positivos, negativos e cognitivos, ao
contrario da anfetamina, que s gera sintomas positivos (KRYSTAL et al., 1999). Baseados
nisso, 0s pesquisadores propuseram que a hipofuncdo dos receptores NMDA estaria envolvida
na complexa fisiopatologia da esquizofrenia e que esse seria um modelo farmacoldgico
maisconvincenteda doengaque o modelodehiperfuncdodopaminérgica  (BRESSAN;
PILOWSKY, 2003).

Portanto, uma possibilidade é que os sintomas positivos sejam causados
principalmente pela excessiva ativacdo do receptor de dopamina e 0s negativos causados pela
ativacdo deficiente dos receptores NMDA figura 3 (STEPHEN, 2007; REIS; ARRUDA,
2011).

Vias glutamatérgicas essenclals
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Figura 3- Representacdo simplificada das estruturas glutamatérgicas (STHAL, 2014).
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1.2.3- Estresse oxidativo e Esquizofrenia

Substancias que tém elétrons desemparelhados e sdo capazes de existéncia
independente sdo chamadas de radicais livres. Por esta definicdo, o hidrogénio atbmico é um
radical livre porque tem s6 um elétron, assim como o oxigénio molecular (O2), que possui
dois elétrons desemparelhados (MAGDER, 2006). O estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs) no organismo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Em condicdes fisiologicas, as vias de defesa compensam a producdo de EROs e ERNSs.
Entretanto, em condi¢bes de producdo excessiva ou comprometimento das defesas do
organismo, as EROs e ERNs poderao reagir com acidos graxos, proteinas e DNA, causando
danos a esses substratos (SULLIVAN; O'DONNELL, 2012). Este desequilibrio tem sido
relacionado com a fisiopatologia de uma série de doencas neuropsiquiatricas e
neurodegenerativas, como depressdo, esquizofrenia, doenca de Alzheimer, Doenca de
Parkinson e Doenca de Huntington, visto que o cérebro € particularmente susceptivel aos
danos decorrentes do estresse oxidativo (SINGH et al., 2019).

O tripeptideo gama-glutamilcisteinilglicina (GSH), denominado de glutationa, é
considerado o principal antioxidante ndo enzimatico celular. Em sua forma reduzida (GSH), a
glutationa esta presente na maioria das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio
intracelular (0,5-10mmol/L). Grande parte da GSH (85-90%) esta presente no citosol e o
restante em organelas como mitocondrias e peroxissomas. As concentracfes de GSH
extracelulares sdo relativamente baixas (2-20umol/L no plasma) (SHUNGU et al., 2012).

De acordo com Padurariu, 2010 o estresse oxidativo tem papel importante na
fisiopatologia da esquizofrenia e de outras alteracbes mentais. Uma vez que o cerebro ¢
particularmente vulneravel ao dano oxidativo devido a sua alta utilizacdo de oxigénio, seu alto
teor de oxidaveis acidos graxos polinsaturados e a presenga de metais redox-ativa (Cu e Fe)
(DOS et al., 2009).

Enquanto o GSH protege o cérebro, os compostos produzidos pela peroxidacéo
lipidica atuam como biomarcadores de estresse oxidativo. Os métodos de quantificacdo destes
marcadores se desenvolveram como um modo de avaliar o estresse oxidativo, avaliando os
produtos de degradacdo secundarios como o malondialdeido (MDA) ou produtos oxidativos
do acido araquidénico como os isoprostanos (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).
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Em estudos realizados por McCREADIE e cols. 1995, e MAHALDIK e cols. 1998,
foi visto que pacientes com esquizofrenia apresentavam desequilibrio em suas defesas
antioxidantes e consequentemente uma elevacdo em seus niveis de peroxidacdo lipidica. A
avaliacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) € de suma importancia
para se estudar alteragdes de peroxidacdo lipidica em pacientes com o trastorno, sendo assim
considerado um dos meétodos mais utilizados para estudos que envolvem estresse oxidativo
(ESTERBAUER H, 1993; DAKHALE et al., 2005.

O oxido nitrico (NO), também considerado uma importante enzima antioxidante,
é definida por Mustafa et al., 2009, como uma molécula mensageira envolvida em diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos no organismo de mamiferos. Em estudo post-mortem, foi
confirmado niveis elevados de NO e NOS em analises de tecidos cerebrais de individuos com
esquizofrenia e tém apontado que a NOS pode ser ativada na doenca(YAO; LEONARD;
REDDY, 2004).

Por fim, existe uma susceptibilidade do cérebro que decorre do alto teor de acidos
graxos insaturados, alto consumo de oxigénio e escassez dos sistemas de defesa antioxidantes
(NG et al., 2008).

1.3Tratamento Farmacoldgico da Esquizofrenia

Os antipsicoticos apresentam, possivelmente, 0s mais complexos mecanismos
farmacoldgicos entre qualquer classe de farmacosno campo da psicofarmacologia clinica. Os
farmacos usados no tratamento da psicose sdo frequentemente denominados antipsicéticos.
No passado ja foram chamados de neurolépticos. Embora esses termos sejam frequentemente
empregados como sindbnimos, eles tém diferencas pequenas, ainda que importantes, em sua
conotacdo. O termo neuroléptico ressalta as acOes neuroldgicas do farmaco, que se
manifestam comumente como efeitos adversos do tratamento. Esses efeitos adversos,
frequentemente denominados efeitos extrapiramidais, resultam do bloqueio dos receptores de
DA nos nuacleos da base e consistem nos sintomas parkinsonianos de lentid@o, rigidez e
tremor. (FALKAI et al., 2006).

O uso, ha mais de 50 anos, de clorpromazina e haloperidol (antipsicoticos de primeira
geragdo) revolucionou o tratamento de pacientes com esquizofrenia, pois Sdo responsaveis

pela atenuacdo de manifestacfes psicoticas pelo bloqueio de receptores de dopamina do tipo
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2(MIYAMOTO et al., 2012). Em 1970, foram descobertos os antipsicoticos de segunda
geracdo como clozapina, olanzapina, risperidona e aripiprazol (LIEBERMAN ,1996).

O termo antipsicotico denota a capacidade desses farmacos de abolir a psicose e
de aliviar a desorganizacdo do pensamento nos pacientes esquizofrénicos. A classificagcéo
atual dos antipsicéticos se baseia em antipsicéticos tipicos (classicos, convencionais ou de
primeira geracdo), isto €, farmacos mais antigos com agdes proeminentes no receptor D2 e
antipsicoticos atipicos (de segunda geracdo), que constituem uma geracdo mais nova de
farmacos com antagonismo D2 menos proeminente e, outras acBes adicionais e,
consequentemente, poucos efeitos extrapiramidais (MELTZER et al., 2003).

A classificacdo dos farmacos antipsicoticos tipicos € subdivida em varias classes
estruturais, das quais as mais relevantes sdo as fenotiazinas e as butirofenonas. A
clorpromazina, por sua vez, é considerada o prototipo das fenotiazinas, enquanto o
haloperidol é a butirofenona mais amplamente utilizada(NASRALLAH; TANDON, 2009;
TANDON; NASRALLAH KESHAVAN, 2009).

Os antipsicoticos atipicos apresentam afinidade relativamente baixa pelos
receptores D2. Ao contrario dos antipsicéticos tipicos, sua afinidade pelos receptores D2 nédo
se correlaciona com sua dose clinicamente efetiva. E importante frisar que os antipsicoticos
atipicos compreendem um conjunto de farmacos estruturalmente distintos. Seus perfis de
ligacdo aos receptores também diferem. Todos esses agentes exibem propriedadesantagonistas
combinadas nos receptores D2 de dopamina e nos receptores 5-HT2 de serotonina, e a
maioria também atua como antagonista dos receptores D4 de dopamina (GRAFF-GERRERO
et al., 2009).

Os denominados antipsicoticos atipicos apresentam eficacia e perfil de efeitos
adversos que diferem dos antipsicoticos tipicos.Considera-se esses farmacos mais efetivos
que os antipsicoticos tipicos no tratamento dos sintomas “negativos” da esquizofrenia (KEEF,
2007). Além disso, comparacdes diretas de risperidona com haloperidol mostraram que a
primeira é mais efetiva no combate dos sintomas positivos da esquizofrenia e na prevencédo de
uma recidiva da fase ativa da doenga. Com relacdo aos efeitos indesejaveis, 0s antipsicoticos
atipicos produzem sintomas extrapiramidais significativamente mais discretos que o0s
antipsicoticos tipicos (TANDON; NASRALLAH; KESHAVAN, 2010).
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Os seis principais antipsicoticos atipicos séo risperidona, clozapina, olanzapina,
quetiapina, ziprasidona e aripiprazol. (TANDON; NASRALLAH; KESHAVAN 2010).
Dentre os principais citados acima, clozapina e olanzapina sdo os mais utilizados, como
controle antipsicdtico em estudos experimentais com animais. A seguir uma breve descricdo
desses farmacos com seus mecanismos de acéo e efeitos que podem causar no uso a longo
prazo.

Clozapina, o primeiro antipsicotico atipico introduzido na préatica clinica,
apresenta uma farmacologia distinta: o farmaco liga-se aos receptores D1 a D5, bem como aos
receptores 5-HT2, e também bloqueia os receptores al-adrenérgicos, H1 e muscarinicos. Ela
tem sido utilizada terapeuticamente em pacientes cujo tratamento com outros farmacos
antipsicoticos falhou, seja por falta de eficdcia ou pelo surgimento de efeitos adversos
intoleraveis. O farmaco ndo tem sido utilizado como farmaco de primeira linha, dado um risco
pequeno, porém significativo, de agranulocitose e convulsdes. A administracdo de clozapina
exige monitoramento frequente das contagens de leucocitos e acompanhamento rigoroso
(CRILLY, 2007).

Olanzapina (OLANZA), antipsicotico atipico utilizado neste estudo como controle
positivo, farmaco antogonista de 5SHT2a e D2, apresenta um potencial maior que a Clozapina,
apresentando caracteristicas clinicas diferentes deste Gltimo néo apresentando as propriedades
extremas sedativas da Clozapina, tendo como diferencial ndo aumentar os niveis de prolactina
em casos de tratamento prolongado, porém por atuar em receptores anti-histaminicos e 5HTzc,
tem como propriedade o aumento de peso nos pacientes. (SAHA, CHANT, MACGRATH et
al., 2007). Diante do exposto OLANZA foi escolhido como controle antipsicotico por
apresentar menos efeitos colaterais, bem como ser um antipsicético atipico ideal para o

modelo utilizado no presente trabalho.
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1.4 Beta-cariofileno

1.4.1 Beta-cariofileno e Esquizofrenia

Sesquiterpenos sdo metabolitos secundérios que podem ser encontrados em
grande variedade de familias de plantas, apresentando diversos efeitos bioldgicos e
farmacologicos. (DI SOTTO et al.,2010; DUHAMEL et al., 2016). Diversos sesquiterpenos ja
foram identificados. As lactonas sesquiterpénicas sdo consideradas compostos ativos de varias
plantas medicinais, com potencial efeitos antimicrobianos, citotoxicos, antitumorais,
antiulcerativos e anti-inflamatérios, existindo outros ndo descritos ainda no sistema nervoso
central (SNC) e no sistema cardiovascular. (ROBBLE et al.,1995).

Beta-cariofileno (BCF) uma lactona sesquiterpénica que pode ser extraida na forma de
6leo essencial de plantas dietéticas e comestiveis, incluindo algumas especiarias como, por
exemplo,Eugenia cayophyllata (ZHENG; KENNEY; LAM, 1992), Piper nigrum (POLITEO
et al.,2011), Cinnamomum spp. (canela) e Canabis sativa (maconha), incluindo especiarias,
tais como cravo (Syzygium aromatico), orégano (Origanum vulgare), canela (Cinnamomum
spp.), alecrim (Rosmarinus officinalis), lGpulo (Humulus lupulus) e pimenta preta (Piper
nigrum), germander (Teucrium spp.) e 6leo de copaiba (Copaiba spp.) (GHELARDINE et al,
2001; DE ALMEIDA et al., 2013;YANG; NIE, 2016; ANDRADE-SILVA et al., 2016). Assim, 0
6leo essencial de betacariofileno vem sendo bastante utilizado na medicina popular nas
regides Norte e Nordeste (RASMANN et al.,2005).

A planta Cannabis conttm mais de 100 compostos terpeno-fendlicos
farmacologicamente ativos, conhecidos como canabindides, dentre esses o0 BCF, sendo um
dos principais constituintes (cerca de 35%) no Oleo essencial de maconha (Cannabis
satival.), que é considerada uma importante fonte tradicional de canabindides derivados de
plantas ou fitocanabindides, sendo um significante agonista sobre os receptores CB2 dos
canabindides (HENDRICKS et al., 1975; CALLEJA et al., 2013) Estudos recentes tém
mostrado evidéncias significantes sobre o potencial envolvimento de receptores CB2 na
patogénese da esquizofrenia. Um estudo mostrou que pacientes com primeiro episédio de
psicose tiveram uma diminuicdo desses receptores em comparagdo aos controles saudaveis,
corroborando com estudos pré-clinicos anteriores (BIOQUE et al.,2013; ISHIGURO et
al.,2010).
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Existem estudos in vitro que indicam que o BCF atua no receptor canabindide do
tipo CB2, favorecendo na inibicdo da vias pré-inflamatorias incluindo CD14/TLR4/MD2,
resultando na diminuicao da expressao de citocinas pré-inflamatorias IL 1B- IL-6, IL-8, TNFa
(BENTO et al., 2011).

Além disso, BCF, tem demonstrado efeitos em algumas doengas, como por
exemplo, Parkinson, depressdo, ansiedade e ainda epilepsiacom potencial terapéutico
significativo por apresentar, atividade antioxidante e antiinflamatéria (GERTSCH, et al.
2008; GALDINO et al. 2012.; ANAVI-GOFFER S, GERTSCH J. 2013; CHOI 1Y, JU C,
2013; CHANG et al., 2013; .; JOSHI R.K 2014; BAHI et al., 2014; KLAUKE A.L, RACZ I,
PRADIER B, et al., 2014LIU H, SONG Z, LIAO D, et al. 2015; LIU S. 2014; JAVED et al.,
2016) Na figura mostramos algumas doencas e estudos realizados com BCF.

Os receptores CB2 podem ser detectados em células da glia e em neurbnios de
varias regides do cérebro, como o cértex cerebral, amigdala, o hipocampo, hipotdlamo e
cerebelo (GONG et al., 2006). As evidéncias mais relatadas na literatura sdo que esses
receptores desempenham significante papel no controle da dor e inflamagdo,em modelos pré-
clinicos,como por exemplo, modelo de doencas neuroinflamatérias ou neurodegenerativas,
como esclerose lateral amiotréfica (SHOEMAKER et al., 2007) e doenga de Huntington
(SAGREDO et al.,, 2012),eenvolvimento em processos emocionais e ndo emocionais
(MARCO; LAVIOLA, 2012).

Acredita-se que o BCF seja uma alternativa efetiva, segura e bem tolerada na
terapéutica de pacientes esquizofrénicos, por ser um agonista seletivo dos receptores
canbindides tipo 2 (CB2) e ndo apresentar afinidade com os receptores canabindides tipo 1
(CB1), assim justificando auséncia de efeitos psicoativos secundarios (GERTSH et . 2008).
Dai surge a necessidade de que sejam feitos diversos estudos sobre sua atuacdo em diferentes
condigdes psicoticas comparando assim 0s seus possiveis efeitos antipsicoticos.Portanto, ha
um interesse em explorar as potenciais propriedades antipsicoticas do sesquiterpeno beta-

cariofileno.
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Esquizofrenia
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Receptor CB2
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Quadro 1: Principais estudos e doencas que BCF apresentou efeito terapeutico. Elaborado

pelo autor.

1.4.2 Fontes e quimica medicinal de beta-cariofileno

O Beta-cariofileno (BCF), é encontrado principalmente em Gleos essenciais extraido
de diferentes partes ou planta inteira, principalmente as aromaticas (GERTSCH et al., 2008).

Geralmente, nas plantas, o BCF apresenta maior concentracdo nas partes aéreas,
folhas, flores e florescimento e em tragos em raizes, rizomas, caules e cascas de plantas
diferentes(LUCCA et al., 2015; DIAS DDE et al., 2012).

O Beta-cariofileno (BCF), sesquiterpeno biciclico, conhecido quimicamente como
(trans- (1R, 9S) -8-Metileno- 4,11,11-trimetilbiciclo (7.2.0) (trans-(1R,9S)-8-Methylene-
4,11,11-trimethylbicyclo (7.2.0), sendo também reconhecido por varios outros sindnimos,
como cariofileno, trans-cariofileno, (-) - trans-cariofileno, - (E) -cariolofeno e L-cariofileno
(Figura 4) (VIJAYALAXMI et al., 2015). Opticamente, B-Caryophyllene e iso-caryophyllene
sdo isdmeros trans e cis duplo, respectivamente, enquanto o-humuleno é um isémero de anel
aberto. Nas plantas, o sesquiterpeno € comumente encontrado em seus 6leos essenciais em

combinagéo com iso-cariofileno ou a-humuleno. (BUDAVARI et al., 1996).
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Figura 4: Fonte: https://botanicatesting.com/beta-caryophyllene/

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/beta-caryophyllene

1.4.3 Farmacocinética do BCF

Estudos de biodisponibilidade e farmacocinética do BCF tém sido explorado em
estudos com animais (ASAKAWA et al., 1986; LIU et al., 2013). A lipofilicidade (agua
octanol coeficiente de particdo) do BCF representado pelos valores do log P 6,78 é
considerado muito alto e isso é indicativo de sua alta penetracdo em toda a barreira
hematoencefalica e transferéncia placentaria (DE ALMEIDA et al., 2013; VINHOLES et al.,
2014).

A lipofilicidade e as propriedades de volatilidade do BCF reduzem sua
biodisponibilidade. Em um estudo uma formulagcdo contendo um complexo depcyclo-
ciclodextrina (B-CD) em plasma de ratosevidenciou solubilidade aumentada, taxa de
dissolucdo, estabilidade e melhor biodisponibilidade em ratos(LIU et al.,2013).

No estudo citado a formulagdo do complexo BCF / B-CD apontou menor Tempo
maximo (Tmax)e maior Concentragdo maxima (Cmax). Além disso, um aumento na AUCO-
12h (&rea sobre a curva) aproximadamente 2,6 vezes foi encontradonaqueles com apenas BCF
no plasma. O estudo ainda mostrou que a dissolucéo in vitro de BCF foi rapidamente liberado

da formulacgdo (LIU et al., 2013). A administracdo de uma dose oral Unica de BCF é relatada
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para mostrar Tmax maior que 1 h. Os resultados do estudo apontam uma biodisponibilidade
favoravel BCF no complexo de inclusdo e isso deve ser considerado um fator sucesso no
direcionamento de seu desenvolvimento farmacéutico. Porém os estudos em humanos para
determinar a farmacocinética, incluindo o metabolismo e biodisponibilidade do BCF, ainda
s80 escassos e torna-se necessario ser investigado para outras aplicagdes clinicas (GERTSCH,
2008).

1.4.4 Mecanismos farmacologicos e moleculares do beta-cariofileno

Em alguns estudos, foi relatado que o BCF atua modulando consideraveis alvos
molecularesem diferentes doencas e distdrbios neuropsiquiatricos Fig (5), alterando a
expressao génica, vias moleculares e celulares de sinalizagdo ou por interacdo direta com 0s
alvos impedindo a progressdo e desenvolvimento de numerosos processos de doengas, como
exemplo de alvos estudados e relatados na literatura, temos as enzimas SOD, iINOS e COX 2
(CHICCA et al., 2014; SHARMA et al., 2016).

Com relacdo a atividade farmacoldgica, foi demonstrado que o BCF apresenta
interacdo e se liga a receptores CB2 (GERSTCH et al., 2008). Além disso o BCF atua como
agonista funcional seletivo em numerosos estudos experimentais incluindo in vitro, in vivo e
em silico (GERSTCH et al., 2008).

Em um estudo de modelagem computacional, BCF interagiu com o sitio de
ligacdo do 9-tetrahidorcanabinol. Além disso, BCF possui um anel ciclobutano incomum,
considerado uma raridade na quimica verde e uma estrutura Unica que fornece uma geometria
de interacdo para sua ligacao a receptores CB2 (GERSTCH et al., 2008).

Os receptores CB2 estdo bem caracterizados integrantes dos rectores acoplados a
proteina G normalemente com protéinas G na familia Gi/0. Quando os receptores CB2 sdo
ativados, ocorrem numerosos efeitos intracelulares que podem ser de tipo de célula e ligante
especifico e ligante especifico que,por sua vez, envolvem a inibi¢do de varios canais de Ca2 +
regulados por voltagem e atividade de adenilato ciclase e ativacdo de canais de K +,
resultando em niveis mais baixos de AMPc ao longo com ativagéo de vias MAPK (FELDER
et al., 1995). Por fim, CB2 acoplado a proteina Gi medeia os seus efeitos celulares através da

inibicdo do adenililciclase e regulacéo dos fatores de transcri¢cdo (FELDER et al., 1995).



28

Betacariofileno

Receptores ativados
Receptores p-opiodide por proliferadores de
peroxissoma (PPARs)

Receptores Toll Receptor
Like canabindide tipo 2

Figura 5. Os multiplos receptores alvos do Betacariofileno. Elaborado pelo autor.

1.5 Docking Molecular

O Docking Molecular surgiu com o objetivo de predizer estruturalmente a interagdo
intermolecular entre duas ou mais moléculas, sendo particularmente 0til no estudo e
desenvolvimento de farmacos (SOUSA; FERNANDES; JOA, 2006). Uma forma de avaliacdo
se d& através do calculo das energias intra e intermolecular das estruturas, que podem ser
proteinas ou ligantes, em seus estados ligados e ndo-ligados (MORRIS et al., 2014).

Um tipico protocolo de Docking envolve a definicdo da estrutura do
ligante e da proteina-alvo, a preparacdo dos arquivos de entrada para submissdo
ao programa de Docking, os resultados estruturais reportados da ancoragem e
posterior analise dos resultados através da avaliacdo dos scores obtidos. Na
avaliacdo de resultados de Docking Molecular, ha uma avaliagdo de estruturas de
encaixes propostas, agrupadas pelo RMSD (Root Mean Square Deviation) e uma
funcdo de potencial de interacdo, representado por uma energia. A configuracdo de
menor score de energia é prevista como a "melhor combinacdo”, ou seja, 0 modo
de ligacdo (SELVAM et al., 2017). As estruturas de varios ligantes e proteinas podem ser
encontrados em bancos de dados publicos, como o Protein Data Bank e o PubChem.
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Dentre os tipos de Docking Molecular pode-se assumir uma maior ou menor
flexibilidade do sistema. Isso, por sua vez, interfere na quantidade de tempo e processamento
exigido para obter os resultados (MORRIS; LIM-WILBY, 2008). O grau de liberdade incluso
na busca conformacional é um aspecto fundamental da eficiéncia do processo (SOUSA et al,
2006). Para o seguinte estudo,foi realizado ensaios de docking molecular, usando o programa
Glide (Schrodinger, USA), no modo de precisdo extra (XP)(FRIESNER et al., 2006;
SHELLEY et al.,, 2007). As estruturas cristalograficas das proteinas foramcoletadas do
Protein Data Bank (PDB)(BERMAN et al., 2000)e, quando nao disponiveis, construidas
utilizando modelos de homologia tridimensionais pelo servidor SWISS-MODEL(BERTONI
et al., 2017; BIENERT et al., 2017; WATERHOUSE et al., 2018), com o objetivo de avaliar
os melhores alvos e sitios de ligacdo para o Beta-cariofileno entre os receptores CB2,

PPARalpha e anandamida amino hidroxilase.

1.6Cetamina e a indugdo da Esquizofrenia

Cetamina (KET) € um anestésicodissociativo que age afetando a
atividadeglutamatérgicaviabloqueio do receptorNMDA (ELLISON, 1995). Devido ao
bloqueio do influxo de Ca?, os antagonistas do receptor NMDA promovem
umadiminuicdodos niveis de oOxido nitrico neuronal (ALAGARSAMY; LONART,;
JOHNSON, 1994; NODA et al., 1996; OSAWA; DAVILA, 1993; BECKER et al., 2003). A
capacidade que os antagonistas do receptor NMDA tém de induzir muitos, se ndo a maioria
dos sintomas, como positivos (déficit de IPP, hiperlocomocdo), negativos (déficits de
interacdo social) e memoria de trabalho, sintomas estes associados a esquizofrenia Diante
disto, sugereque a disfuncdooudesregulacdo do receptor NMDA, por si s6, ésuficiente para
explicaressas caracteristicasda doenca (KANTROWITZ; JAVITT, 2010).

Outro efeito da KET na esquizofrenia é a sua relagdo com o estresse oxidativo.
Varios estudos realizados em pacientes esquizofrénicos tratados e ndo tratados apontam para a
elevacdo de produtos da peroxidacéo lipidica, biomarcadores especificos de estresse oxidativo
e fosforilagdo oxidativa mitocondrial (o que leva a formacéo de radicais superoxido e outras
espécies reativas de oxigénio) (ARVINDAKSHAN et al., 2003; DIETRICH-MUSZALSKA
et al., 2009; DIETRICH-MUSZALSKA; OLAS,2009; TREASADEN; PURI, 2008).

Estudos mostraram que a administracdo de KET (10 mg/kg) em ratos provocou

um aumento na peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteina no cérebro dos animais. A
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atividade das enzimas antioxidantes catalase e superéxido dismutase foi diminuida, sugerindo
que houve um aumento no dano oxidativo e uma diminuicdo na atividade das defesas
antioxidantes enzimatica no modelo animal de esquizofrenia (DOS SANTQOS, 2009).

@) antagonismoNMDAé considerado ummodelo altamentevalido
deesquizofrenia,usado como agentena pesquisa para o desenvolvimento denovosantipsicoticos
e para determinara correlagdoneuroquimicada psicose (LEVKOVITZ et al.,
2007),provavelmente porque o bloqueio de receptores NMDA interfere com a
neurotransmissdo dopaminérgica, a qual estd envolvida com a esquizofrenia
(VASCONCELOS et al., 2005). Diante do exposto, a cetamina é o antagonista que mais tem
recebido atencdo em diversos trabalhos na literatura cientifica, por apresentar valide de face,
constructo e preditiva. (CHINDO et al., 2012;MONTE et al.,2013).

1.7Testes Comportamentais para o Estudo da Esquizofrenia

Um dos modelos comportamentais mais utilizados para a avaliacdo dos sintomas da
esquizofrenia é o modelo da Inibicdo Pré-pulso (IPP) do sobressalto, que oferece uma medida
operacional do filtro sensério-motor refletido pela capacidade de inibicdo de um reflexo de
sobressalto, quando um estimulo sensorial é precedido por outro de menor intensidade
(HOFFMAN; ISON, 1980). A habilidade de distinguir estimulos externos de relevancia
fisiologica ou cognitiva, fornecida pelo filtro sensério-motor, estd comprometida em
individuos com determinadas desordens psiquiatricas (SALUM et al., 2008).

A IPP ¢ uma forma de plasticidade do reflexo do sobressalto, caracterizada por uma
reducdo normal no sobressalto em resposta a um estimulo auditivo intenso (pulso), quando
este é precedido imediatamente (30-500 ms) por um estimulo mais fraco (pré-pulso) (BRAFF
etal., 1978).
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Apresentacao do pulso Apresentacéo do pulso precedido pelo pré-pulso
o resposta 126 resposta
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1]
; — 70— .
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Figura 6. Esquema simplificado do mecanismo de inibicdo pré-pulso (IPP). Modificados de Salum et al.,
2008.
Em resposta ao estimulo fraco a ativacdo de processos cerebrais é aumentada, o que

impede a responsividade a eventos sensoriais posteriores durante uma rapida janela temporal.
Este periodo protege a informacédo contida no estimulo inicial, para que seja adequadamente
processada, durante o qual, somente estimulos suficientemente grandes serdo capazes de
ultrapassar este filtro protetor (SALUM et al, 2008).

A inibicdo pré-pulso ocorre naturalmente em humanos e na maioria dos animais
experimentais, mas € diminuida ou ausente em esquizofrénicos. Assim, a IPP tem sido
sugerida como um util endofendtipo em potencial para a esquizofrenia (MANSBACH;
GEYER; BRAFF, 1988).

A hiperlocomocédo farmacologicamente induzida é considerada um importante indicador
dos sintomas positivos associados a esquizofrenia. Neste contexto, o objetivo do teste de campo
aberto é medir mudancas comportamentais quando os ratos sdo colocados em um novo ambiente
como no meio de um espaco aberto (VAN DEN BUUSE, 2010).

Na esquizofrenia, a disfuncdo cognitivando é globale generalizada e sim
especifica  eseletiva, incluindoproblemas de atengdoe percepcdo,resolugdo  de
problemas,memdria de curtoe longo prazoe,em particular,a memoria de trabalho (BEGOU et
al, 2008). Labirinto em Yé um testepara medir amemoria espacial de trabalho (memoria de
curto prazo).Ebaseado na tendénciainatade roedoresde explorarnovos ambientes (DELLU et
al., 2000).

Nesse sentido os animais com sintomas simile a esquizofrenia como os sintomas

sintomas negativos da esquizofrenia devem ser analisados através do teste de interacdo
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social(NEILL et al., 2010). Por mais que seja dificil mimetizar tais sintomas, por serem
dificeis de identificacdo em animais, porque existe falta de resposta a emoc¢do evocada por
estimulos em animais. Assim, o teste torna-se valido, devido varios grupos mostraram o
sucesso da inibicdo social, com indugdo por antagonismo dos receptores NMDA em
animais(BECKER; GRECKSCH, 2004; BRUINS SLOT et al., 2005).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A fisiopatologia da esquizofrenia ndo esta totalmente elucidada e, com base nos mecanismos
de acdo dos farmacos utilizados na terapéutica, as vias dopaminérgicas, glutamatérgica,
serotonérgica e colinérgica tém sido amplamente estudadas e discutidas. Tendo em vista que 0
tratamento da esquizofrenia é realizado essencialmente com antipsicoticos e que estes
farmacos ndo sdo eficientes em tratar toda a heterogeneidade esquizoide, a comunidade
cientifica busca novas alternativas de tratamento que sejam mais eficazes, de baixo custo e
reduzidos efeitos colaterais.

Atualmente evidéncias apontam para o possivel envolvimento do sistema
canabinoide na esquizofrenia. Esse sistema atraiu o interesse dos farmacologistas pelo seu
potencial como alvos terapéuticos para varias doengas que vdo desde a obesidade até a doenca
de Parkinson e da esclerose multipla a dor (JAVED et al., 2016; ALBERTI et al., 2017).
Inicialmente, a investigacdo centrou-se no receptor canabindide 1 (CB1), mas o potencial
terapéutico desses farmacos ndo esta completamente esclarecido. Recentemente a
possibilidade de se atingir o receptor canabindide 2 (CB2) emergiu como uma alternativa
devido ao seu importante papel na fungdo imunoldgica e na inflamag&o, vias estas associadas
diretamente a transtornos neuropsiquiatricos (JAVED et al., 2016).

Dentre 0os compostos canabindides conhecidos o sesquiterpeno beta-cariofileno
(BCF) (agonista CB2) é tido por possuir a¢do antiantioxidante (LOURENS et al 2004,
SINGH et al 2006), anti-inflamatéria (TAMBE et al.,1996, CHO et al., 2007),
anticancerigeno (KUBO et al., 1996) e antibidtica (ALMA et al., 2003, LOURENS et al.,
2004; PICHETTE etal., 2006).

O papel dos CB2 na esquizofrenia, depressao e toxicodependéncia foi demonstrado em
diferentes estudos e os resultados s&o consistentes com a expressdo neuronal do receptor
(ONAIVI et al., 2008, HU et al., 2009 GARCIA-GUTIERREZ ¢ MANZANAREs, 2011,
ORTEGA-ALVARO et al., 2011;; 2012, 2013. BAHI et al., 2014, , ORTEGA-ALVARO et
al., 2015, RODRIGUEZ-ARIAS et al., 2015).

Diante do exposto, resolvemos estudar o BCF na revercdo dos sintomas
esquizofrenia-simile, pois ao analisarmos os estudos citados acima foi observado que o
fitocanabindde induz uma acgdo agonista completa nos receptores canabinoides tipo 2 (CB2),

um receptor acoplado a proteina G representando importante alvo terapéutico para varias
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doencas, principalmente em neurodegenerativas e no transtorno da ansieade, sendo esta ultima
considerada esta relacionado com a propriedade de ativacdo dos receptores CB2, que séo
expressos em varias regioes do cerébro,apresentando a vantagem de ser desprovida de efeitos
adversos psicotropicos canabinoides ao contrario dos receptores CBL1.

Neste contexto, pretende-se com este com este trabalho defender a hipotese de que o
BBCF ¢ capaz de reverter 0s sintomas comportamentais e neuroquimicos do tipo
esquizofrenia-simile induzido por cetamina. Esperamos, portanto, que nossos resultados
possam contriuir para a compreensdo da fisiopatologia da esquizofrenia, bem como contribua

para o possivel desenvolvimento de uma nova droga para o tratameno deste transtorno.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar os efeitos do tratamento com beta-cariofileno em modelo de esquizofrenia

induzidas pela administracdo repetida de cetamina em camundongos.

3.2 Especificos

v Avaliar as alteracbes comportamentais em camundongos submetidos ao modelo de
esquizofrenia por cetamina e tratados com Beta-cariofileno utilizando os testes de:

inibicdo pré-pulso, teste de campo aberto, labirinto em Y e interacdo social.

v Determinar a concentracdo de mediadores do estresse oxidativo,peroxidacao lipidica
(TBARS),glutationa reduzida (GSH), e nitrito nas &reas cerebrais (Cortex Pré Frontal
(CPF), Hipocampo (HC) e Corpo Estriado (CE). COMPLETAR SENTENCA

v" Buscar identificar possiveis ligacdes, os sitios e tipos de ligacdo da Beta-cariofileno e
receptor CB2, Beta-cariofileno e receptor PPARalpha, Beta-cariofileno e anandamida

amino hidroxilase (FAAH), através do estudo do docking molecular.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados camundongos Swiss adultos (25-
30 g) machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC).
Foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (23 + 1°C), alojados em gaiolas,
com alimentos e &gua ad libitum e com ciclos claro/escuro de 12/12 h e ambientados em
grupos com livre acesso a comida e agua.

As condicdes dos animais utilizados neste estudo estdo de acordo com o0s
procedimentos aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEUA-UFC) da
Universidade Federal do Ceard, sob o numero 100/2017 e os experimentos foram conduzidos

de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratorio do Departamento de

Saulde e Servicos Humanos dos Estados Unidos da América.

4.2 Drogas
DROGAS CONCENTRACAO LABORATORIO
UTILIZADA

Beta-cariofileno- BCF 10 e 50 mg/kg SIGMA ALDRICH, (St. Louis, MO,
EUA

Cloridrato de Cetamina-KET 2mg/ mL Cristalia Ltda

Olanzapina- Olanza 2,5 mg/kg Zopix, EMS SIGMA PHARMA
LTDA

Figura 7: Drogas utilizadas nos experimentos. Elaborado pelo autor.

Beta-cariofileno (10 mg/kg e 50 mg/kg) foram diluidos em solucdo de Azeite de Oliva
(JAVED et al., 2016).

Cloridrato de Cetamina 50mg/ml foi diluido em soro fisioldgico 0,9 % para uma
concentracdo de 2mg/ml, de onde, posteriormente, foi retirada uma dose de 20 mg/kg de peso
corporal do animal. Para o controle antipsicético utilizou-se Olanzapina 2,5mg/ kg. As doses
e diluicbes foram selecionadas com bases em estudos anteriores (NINAN; KULKARNI,
1999; VASCONCELOS et al., 2015; ARAUJO et al.,2015; ARAUJO et al., 2016).
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Todas as solugdesforam injetadas via intraperitoneal(i.p.)em um volume de 0,1 ml a cada 10g
de peso corporal. Com excecdo do Beta-cariofileno que foi administrado via oral (por

gavagem) de acordo com 0 peso.

4.3 Estratégia Experimental

O presente estudo utilizou 0 modelo de reversdo com o objetivo de reproduzir os
sintomas agudos da esquizofrenia.

Otratamento de reversdo foi desenvolvido de acordo com protocolos
anteriores(HATTA et al.,2009; MONTE et al.,2013; VASCONCELOS et al., 2015).

Os animais foram divididos em 8 grupos experimentais (n= 6-8) Fig. 10: Grupo 1:

Salina (0,9%), Grupo 2: Cetamina (KET), Grupo 3: Sal + BCF 10 mg/kg, Grupo 4: Sal + BCF
50 mg/kg, Grupo5:Sal + OLANZA 2,5 mg/kg, Grupo 6: KET 20mkg + BCF 10 mg/kg, Grupo
7: KET 20 mg/kg+ BCF 50 mg/kg e Grupo: KET + OLANZA 2,5 mg/kg, cada grupo recebeu
uma injecdo i.p diaria de Cetamina (KET) 20 mg/kg ou salina 0,9% (grupo controle) por 14
dias (Fig. 8). A partir do oitavo dia de tratamento, 30 minutos ap6s da administracao de KET,
0s animais receberam adicionalmente uma administracdo diaria, v.0 (gavagem), de Beta-
cariofileno (10 ou 50 mg/kg) ou OLANZA 2,5 mg/kg até o décimo quarto dia do protocolo

(Fig. 9).

e —
PROTOCOLO EXPERIMENTAL

CONTROLES POSITIVOE NEGATIVO

| comens | =
(20me/ke) 20 min (20me/ke)
SALINA0.9% SALINA0,9% -

a t[! min
I-"’J — ey,
=

Fealizacdo dos testes
COmMpOrtamentais

. o

S

Figura 8. Representacdo esquemaética do tratamento dos grupos controle. (Elaborado pelo

autor).
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Figura 9. Representacdo esquematica do tratamento dos grupos tratamento. (Elaborado pelo

autor).
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7 14 dias
|
1

v

e -——O

Veiculo (salina 0,9%) |

| Cetamina (KET) 20mg/kg |

| Veiculo (salina 0,9%) | Sal 0,9% + BCF 10mg/kg |
| Veiculo (salina0,9%) | Sal 0,9% + BCF 50mg/kg |
| Veiculo (salina 0,9%) | Salina0,9% + OLANZA 2,5mg |
| KET 20mg/kg | KET 20mg/kg +BCF 10mg/kg |
| KET 20mg/kg | KET 20mg/kg + BCF50mg/kg |
| KET 20mg/kg |  KET20mg/kg + OLANZA2,5mg |

Figura 10. Representacdo esquematica dos grupos experimentais. BCF: Beta-cariofileno,
OLANZA: Olanzapina, KET: cetamina. (Elaborado pelo autor).

4.4 Testes Comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados 30 minutos apds o ultimo dia tratamento
de acordo com os grupos descritos na tabela acima (Figura 5).

4.4.1 Teste Campo aberto

A atividade locomotora foi avaliada através do teste de campo aberto (ARCHER,
1973). Este teste foi realizado em campo de 30 cm X 30 cm rodeado por paredes de 15 cm de
altura feitas de acrilico, dividido em nove partes iguais Fig. 11. Os animais foram
cuidadosamente colocados no centro do campo e exploraram livremente o cenario por 1 min
(periodo de habituacdo). Os parametros avaliados foram o numero de quadrados cruzados

(com as quatro patas, ou seja a hiperlocomocao .
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Figura 11.Arena de campo aberto, utilizado para avaliar acdo de fArmacos sobre a atividade

locomotora

4.4.2 Inibicdo Pré-pulso (IPP)

A Inibicdo Pré-Pulso (IPP) é caracterizada pela reducdo de um reflexo de
sobressalto a um estimulo acustico intenso (pulso), quando imediatamente precedido por um
estimulo de menor intensidade (pré-pulso) (HOFFMAN; ISON, 1980; SWERDLOW;
GEYER; BRAFF, 2001). A reacdo corporal dos ratos a um estimulo acustico foi monitorada
em uma camara de IPP (INSIGHT equipamentos cientificos — Brasil modelo EP-175)
conectada a um tubo (didmetro 8,2 cm, comprimento 20 cm) montada em uma caixa fechada

ventilada foi utilizada fig. 12.

Figura 12. Aparelho camara de Inibicdo Pré Pulso, utilizado para avaliar o déficit

de inibicdo pré-pulso.
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Os camundongos foram colocadosem um contensor(4,5x5,0x5,5 cm)consistido
debarras de aco inoxidavel de 3,0 mm dedidmetro comespacamento de 0,8 centimetrosde
distancia. O contensor é mantido preso sobre uma balanca, chamada de plataformade resposta,
através de quatrominiaturasparafusos.Um alto-falantelocalizado a 15cm do contensor foi
usadopara forneceros estimulos de pulso, pré-pulso e ruido de fundo. Ocontensor, a
plataforma e o auto-falante ficam localizadosdentro de uma camara acustica ventilada (64x 60
x40 cm). Procedimentos de calibracdofora realizadosantes dos experimentospara
garantirsensibilidadesequivalentesdas plataformasde respostaao longo do periodode teste.

Asessdo de testescomecgou aocolocarum animalno contensor para a aclimatagéo,
que consistui em uma exposicdode 5 minutosaoruido de fundo (65 dB). Apds o periodo de
aclimatacdo, os camundongos sdo apresentados a uma série de 10estimulos de
treino(pulsosozinho -120 dB, 50 ms de duracdo), com um ensaio deinter-intervalo de 20s.
Oobjetivo desta faseé permitir a habituacdo da resposta de sobressalto do animal.
Posteriormente, a modulacdo IPP de sobressalto foi testada no seguinte protocolo:
74ensaiospseudorandomizadosdivididos em oito categoriasdiferentes, apresentadoscom um
intervalointer-estimulos de 20 s: 20 apresentagfesde pulsosozinho (120 dB, 50 ms de
duracdo), 8 apresentacbes decada intensidade de pré-pulsosozinho (70, 75e
80dB,frequéncia3000Hz,20 msde duracdo), 1Oapresentacdesde cada intensidade de pré-
pulso+intensidadede pulso (com intervalo de 50ms entre pré-pulso e pulso) e auséncia de
estimulo. Nesse bloco o animal s6 recebe o estimulo de ruido de fundo(LEVIN et al., 2011).

A média da amplitude deresposta de sobressaltoaos ensaios de pulso sozinho(P) e pré-
pulso + pulso (PP +P)foi calculada para cadaanimal. O nivel delPPem cada camundongoé
definido como a porcentagem da reducdo da amplitude do sobressalto nos ensaios de PP + P
em comparacdo com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo com a seguinte
formula: % PPI= 100 -[100x(PP + P /P)].Usando esta formula,um valor de IPP de 0%denota
que ndo houve diferencaentre a amplitudedaresposta de sobressaltodo pulsosozinho edopre-
pulso+pulso. Consequentemente ndohouve IPP. Espera-se que o grupo de animais lesionados
(controle positivo), com KET apresente déficits de IPP neste teste comportamental (LEVIN et
al., 2011).
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4.4.3 LabirintoemY

A memoria operacional ou de trabalho foi avaliada pela taxa de alternagdes
espontaneas em um labirinto em Y. O labirinto (fig. 13), consiste em trés bracos idénticos (40
X 5 x 16 cm) posicionados em angulos iguais (SARTER et al., 1988). Antes do teste, 0s
bracos sdo numerados, sendo o animal colocado em um deles e deixado para explorar o
ambiente. A duragdo do teste € de 8 minutos. A sequéncia dos bracos em que 0s animais
entraram foram entdo anotadas e as informagfes analisadas de forma a determinar o nimero
de entradas no braco sem repeticao.

Uma alternacdo é considerada correta se o animal visitar um novo braco e nao
retornar ao braco anteriormente visitado. Assim, a percentagem das alternacdes é calculada
como a razdo entre as alternacbes corretas (n) e o nimero de visitas realizadas durante o
periodo de observacao (n-2), multiplicado por 100.

O sucesso do teste € indicado pela alta taxa de alternancia no grupo controle
negativo, indicando que os animais podem se lembrar em qual braco eles entraram por Gltimo.
Entre cada sessdo o labirinto ser& higienizado com uma solucéo de alcool a 20% e secado com
toalhas de papel.

Figura 13. Aparato Labirinto em Y- Fonte:https://ugobasilebrasil.com.br/categorias-

produtos/y-maze-for-rats-or-mice-optimized-for-videotracking/
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4.4.4 Interacdo social

O objetivo do teste de interacdo social consiste em avaliar 0s animais quanto a
sociabilidade. Assim, os animais foram inseridos em um aparato de acrilico (60 x 40 cm)
dividido em trés compartimentos (fig. 14). Em um dos compartimentos da lateral havia uma
gaiola de ferro contendo um animal do mesmo sexo e idade (camara social), na outra lateral
uma gaiola de ferro sem animal em seu interior (camara oposta) e no meio a caixa estava
livre. Os animais foram inseridos na camara do meio e seus comportamentos registrados
durante cinco minutos (RADYUSHKIN et al., 2009). No teste foi avaliado: o tempo (em
segundos) em que o animal permaneceu explorando o compartimento com animal e sem
animal, assim como o numero total de entradas na cdmara com animal e sem animal.
Posteriormente, estes valores foram convertidos em percentual do tempo gasto na cdmara com
animal, percentual do tempo cheirando a caixa com animal e o percentual de entradas na

camara animal.

Figura 14.Desenho ilustrativo do aparato usado para avaliacdo da sociabilidade.
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4.5 Estudo Neuroquimico

Logo ap6s concluir os testes comportamentais, os camundongos foram eutanasiados
por decapitacdo e as areas cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram dissecados
sobre a placa de gelo. Em seguida rapidamente foram armazenados em caixas especificas de
eppendorf e foram congeladas a -70° C para posteriormente serem realizados os estudos

neurogquimicos
4.5.1 Avaliagéo dos parametros de estresse oxidativo

4.5.2 Determinacdo da concentracéo de Glutationa Reduzida (GSH)

Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% em EDTA 0,02M. Em
seguida retirados 400uL desse homogenato ¢ adicionados a 320uL de agua destilada e mais
80uL de acido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15
minutos. Apoés foi recolhido 400uL. do sobrenadante ¢ acrescidos 800uL. de tampao Tris-HCI
0,4M, pH 8,9 e mais 20ul de DTNB 0,01M e apos 1 minuto da reacdo foi feita a leitura da
coloracdo em 412nm através de espectrofotdmetro. A concentracdo de glutationa reduzida é

expressa em nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base uma curva padréo.

4.5.3Peroxidacao lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais foi medido atraves da determinagéo
dos niveis de substancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS), conforme o método de
DRAPER & HADLEY (1990), seguindo o protocolo: foram preparados homogenatos das
areas cerebrais a 10% em solucdo de cloreto de potéssio (KCI) 1,15 %. 0,25 mL do
homogeneizado foi misturado a 1 mL de solucdo de &cido tricloroacético a 10% e acrescido
de 1 mL de solucdo de &cido tiobarbiturico 0,6%. Apoés a agitacdo, essa mistura foi mantida
em um banho de agua fervente (95-100°C) por 15 min., adicionado o n-butanol (2:1 v/v). A
seguir resfriada em banho de gelo por alguns minutos e posteriormente centrifugada (800xg, 5
min). O contetdo de TBARS foi determinado em espectrofotémetro a 535 nm. Os resultados

foram expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por mg de tecido.
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4.5.1.5 Determinac&o dos niveis de nitrito

Esta determinacdo tera como base o método descrito por Green (Green et
al.,1982). O ensaio foi baseado na reagdo de Griess para determinar a producdo de NO.
Resumidamente, 100 ml de sobrenadante foi incubado com 100 ml de reagente de Griess, que
consiste em partes iguais (1: 1 : 1 : 1) 1 % de sulfanilamida dissolvido em de H3PO4 , 0,1%
de N-( 1- naftilo )-tilenodiamina, &cido cloridrico e de agua destilada a temperatura ambiente
durante 10 min . A absorbancia foi medida a 560 nm em um leitor de microplacas. O teor de
nitrito de sddio foi determinada a partir de uma curva padrdo gerada a nitrito usando NaNO>
(variando entre 0,75 e 100 mM ) como padréo e sendo expressa como nM de nitrito/g de tecido

Umido.
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4.6Métodos Computacionais
Predicéo de alvos

Para predizer os possiveis alvos moleculares de interacdo do beta-cariofileno, a
representacdo SMILES - simplified molecular-input line-entry system — da referida molécula
obtida do banco de dados Pubchem (PubChem ID: 5281515) foi submetida no servidor online
SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch/). Esse servidor é utilizado para a
predicdo de alvos de ligacdo de moléculas bioativas, e, para tal, realiza combinaces de
medidas de similaridades 2D e 3D entre os farmacos testados e bibliotecas de moléculas
bioativas com alvos ja conhecidos, estabelecendo regras de QSAR (quantitative structure-
activity relationship) (GFELLER et al., 2014).

Busca de Estruturas Cristalogréaficas

As estruturas cristalograficas das seguintes proteinas foram obtidas do Protein Data
Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000) com seus respectivos cddigos de identificacdo (PDB
IDs): receptor canabinoide 2 (CB2): 5ZTY e Hidrolase amida de Acidos Graxos (Fatty Acid
Amide Hydrolase-FAAH): 4D0O3. Apenas estruturas com ligantes co-cristalizados e com

niveis de resolucdo (em Angstrons, A) iguais ou menores que 3,0 A foram utilizados.

Calculos de Docking Molecular

O ensaios de docking foram conduzidos no pacote de programas Maestro Schrodinger
(SCHRODINGER et al., 2004) e Schrodinger (SCHRODINGER, 2000) Schrodinger, LLC,
Nova York, NY, 2015., "nd) em modo de precisdo extra (XP). Para isso, nds preparamos as
estruturas de proteinas através da ferramenta “Protein Preparation Wizard” (MADHAVI
SASTRY et al., 2013, "Schrodinger Release 2015-2: Assistente de Preparacdo de Proteinas,
Schradinger, LLC, Nova York, NY, 2015," nd), adicionando hidrogénios livres ( OPLS-2005)
e minimizando a energia da estrutura por meio do campo de forga OPLS-2005 (BANKS et al.,
2005). Os ligantes, por sua vez, foram preparados através da ferramenta LigPrep
("Schrodinger Release 2015-2: LigPrep, Schrodinger, LLC, Nova lorque). , NY, 2015., "nd),
corrigindo o estado de protonacdo de acordo com Epik (ph: 7.3) (GREENWOOD et al. 2010,"
Schrodinger Release 2015-2: Epik, Schrodinger, LLC, Nova lorque, NY, 2015, "Shelley et
al., 2007) e minimizacdo de energia no mesmo campo de forca OPLS-2005. As coordenadas
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da grade de encaixe (grid) foram construidas com base nas coordenadas dos ligantes co-
cristalizados nas estruturas. Os diagramas de interacdes 2D foram construidos pela ferramenta
"Ligand Interaction Diagram"” do pacote Maestro. O programa Visual Molecular Dynamics
(VMD) (HUMPHREY, W., DALKE, A. E SCHULTEN, 1996) foi usado para a inspecdo
visual de poses de encaixe 3D.
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5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, versdo 6.0. Os
resultados comportamentais, parametros de estresse oxidativo e avaliacdo nitrérgica foram
analisados por two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey seguido pelo teste post-hoc
para comparagfes multiplas, sendo previamente analisada a fidelidade dos dados. Valores

significativos para todas as analises considerados quandop< 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 —Teste de Campo aberto- Atividade Locomotora

No presente estudo, administracdo repetida de KET causou hiperlocomogéono teste
de campo aberto (Fig.15) quando comparados com os camundongos tratados com solucdo salina
[F (3, 48) = 11,68; p <0,0001). A hiperlocomocdo induzida pela administracdo de KET foi
revertida pelo tratamento com BCF 10 (p <0,0001), ja o tratamento com BCF 50 ndo apresentou
significancia apo6s analisarmos em compara¢cdes multiplas. Os animais tratados com Olanza
também apresentaram uma significativa reducdo da atividade locomotora, quando comparados aos
animais tratados com KET (p <0,0001).
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Figura 15-NUmero de cruzamentos dos animais submetidos ao modelo de esquizofrenia
induzido por Cetamina KET (20mg/kg) e tratados com BCF (10 ou 50 mg/kg) ou Olanza
(2,5mg/kg). Barra representa a média £+ EPM do ndmero de cruzamentos, (n = 8-10
animais/grupo). (***P < 0.001, ****P < 0.0001) de acordo com ANOVA de duas vias
seqguido pelo teste de Tukey post hoc test. Abrevia¢fes:BCF= Beta-cariofileno, Olanza-

Olanzapina.
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6.2 Inibicéo Pré-Pulso (IPP)

No presente estudo a analise de dados por two way ANOVA revelou efeitos
significativos de "intensidades de pré-pulso” F (3,46) = 5,127, p =0,0038] e "grupos
experimentais" F (3,46) = 6.768, p =0,0007]. A analise post hoc pelo teste de Tukey revelou os
animais tratados com KET apresentaram uma diminuigdo nas intensidades de pré-pulso de 70 (p <
0.001) quando comparados ao grupo tratado apenas com solucdo salina. A administracdo de BCF
50, ou Olanza ap0s a administracdo de KET reverteu significativamente as alteracdes induzidas
por KET apenas na intensidade de pré-pulso de 70 (p < 0.0001). Na intensidade 75 apenas BCF
50, apds a administracdo de KET reverteu significativamente as alteracdes induzidas por KET s
nesta intensidade de pré-pulso. Na intensidade 80 BCF 50 apresentou resultado significativo,

revertendo a alteragéo induzida por KET (fig. 16).
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Figura 16. Efeito em percentagem da Inibi¢cdo do Pré-Pulso em PP70 (A), PP75 dB (B) e
PP80 dB (C) dos animais submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido por KET
(20mg/kg) e tratados comBCF (10 ou 50 mg/kg) ou Olanza 2,5 mg/kg). Barra representa a
média + EPM do IPP (n = 8-10 animais/grupo). * (P < 0.05, **P<0.01, ****P < 0.0001); de
acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey's post hoc test.

Abreviagdes:BCF =beta-cariofileno, Olanza- Olanzapina
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6.3 Labirintoem Y

Com relagdo a memoria de trabalho, foi realizado o teste do labirinto em Y. Os
resultados (Fig. 17) mostram que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos tratados com KET. Na analise ANOVA de duas vias, ndo foi possivel observar um
efeito significativo dos fatores “tratamento antipsicotico”, “modelo de esquizofrenia” e a
“interagdo”. No teste de comparagdes multiplas ndo obtivemos uma reducgéo significativa do

namero de percentual de acertos.
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Figura 17. Porcentagem de alternacdes corretas no teste de labirinto em Y - Efeitos na
percentagem de acertos pelo beta-cariofileno(10 ou 50 mg/kg) dos animais submetidos ao
modelo de esquizofrenia induzido pela KET (20mg/kg). Cada barra representa a media.As
barras representam a média £ E.P.M (n=6-10 animais/grupo). A andlise dos resultados foi
feita através de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey como post roc, quando

comparado ao grupo veiculo. Abreviagdes: BCF =beta-cariofileno, Olanza- Olanzapina.
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6.4 Teste de interacéo social

Para avaliarmos os sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia utilizamos o teste
de interacdo social, com o intuito de determinarmos o tempo de preferéncia social dos
animais. Em nossos resultados da interacdo social (Fig. 18), o teste ANOVA de duas vias
apresentou uma interacdo significativa entre os grupos [F(3,55)= 5.645; P=0.019] no numero
de idas atée a caixa sem animal. No teste de compara¢fes mdaltiplas, houve diferenca
significativa entre os grupos salina-Olanza e o grupo KET-Salina (p<0,01) e o tratamento com
BCF 50 ap6s o modelo de esquizofrenia com cetamina foi capaz de reduzir o nimero de
entradas na caixa sem animal quando comparada ao grupo submetido apenas ao modelo de
cetamina (p<0.05). Na avaliagdo do tempo de preferéncia pela caixa com animal, houve
diferenca significativa entre os grupos [F(3,55)= 4.4154; p= 0.0101]. No teste de comparacdes
multiplas foi possivel observar que o modelo de inducdo de esquizofrenia com cetamina
sozinho diminuiu o tempo de preferéncia pela caixa com animal, quando comparado com o
grupo salina (p<0.05), mas nenhuma das doses de BCF apresentou significancia neste quesito.
Ao analisar o tempo de interagdo na caixa sem animal, o teste ANOVA mostrou que existe
uma interacdo significativa entre os grupos [F(2,42)= 10.06; P=0.0003]. No teste T, foi
possivel observar que o modelo de inducdo de esquizofrenia pela cetamina aumentou o tempo
de interacdo na caixa sem animal quando comparado aos grupos salina (p<0,01) e o grupo
tratado com BCF 50 apresentou uma reducdo na preferéncia pela caixa sem animal com

resultado significativo (p<0.05)
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Figura 18.Tempo de preferéncia social dos animais submetidos ao modelo de esquizofrenia
induzido por KET (20mg/kg) e tratados comBCF (10 ou 50 mg/kg) ou Olanza (2,5mg/kg).

Barra representa a média + EPM (n = 6-10 animais/grupo). * (P < 0.05) versus salina; versus

KET; de acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey post hoc test.

Abreviagdes: BCF =betacariofileno, Olanza- Olanzapina.
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6.5 Beta-cariofileno reverte algumas alteracbes pro oxidativas induzidas pela

administracéo repetida de Cetamina em camundongos.

6.5.1 Avaliacdo da concentracdo de Glutationa Reduzida (GSH)

Os animais que receberam repetidamente KET apresentaram uma reducdo
significativa (p < 0,05) nos niveis de GSH no CPF [F (3, 52) = 14,02 ; p <0,0001], HC [F (3,
52) = 20,62 ; p <0,0001] e CE [F 3, 52) = 17.15 ; p <0,0001] quando comparados com o
grupo que recebeu apenas salina (grupo controle). Porém, os animais que foram tratados com
BCF 10 e 50 ndo apresentaram resultados significativos, porém como ja era esperado o0 grupo
tratado olanza, ap6s a administracdo de KET, apresentaram um aumento significativo nos
niveis de GSH no CPF (p <0,0001), HC (p <0,0001) e CE (p <0,0001) quando comparados

com os animais que receberam apenas KET, (fig. 19).
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Figura 19. Niveis de glutationa redutase (GSH) do cortex pré-frontal (A), hipocampo (B) e
corpo estriado (C) dos animais submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido por KET
(20mg/kg) e tratados com BCF (10 ou 50 mg/kg) ou Olanza (2,5mg/kg). Barra representa a
média £ EPM (n = 8-10 animais/grupo). De acordo comANOVA de duas vias seguido pelo

teste de Tukey's post hoc test.Abreviacdes:BCF= Betacariofileno,Olanza- Olanzapina
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6.5.2 Avaliacdo do Malondialdeido - TBARS

Em relacdo ao dano oxidativo lipidico (Fig. 20), um aumento nos niveis de MDA
(marcador da peroxidacao lipidica) foi observado ap6s a administracdo de KET no CPF [F (3,
50) = 16,48; p <0,0001], HC [F (3, 51) = 21,98 ;p <0,0001] e CE [F (3, 51) = 15,06; p
<0,0001] quando comparadas ao grupo tratado apenas com grupo salina. A administracdo de
BCF 10 e 50e olanzapina, ap6s KET foi capaz de reverter essas alteragbes no CPF (p
<0,0001)., HC (p <0,0001). CE (p <0,0001).
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Figura 20- Niveis de peroxidac&o lipidica no cortex pré-frontal (A), hipocampo (B) e corpo estriado
(C) dos animais submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido por KET (20mg/kg) e tratados com
BCF (10 ou 50 mg/kg) ou Olanza (2,5mg/kg). Barra representa a meédia +EPM (n = 8-10

animais/grupo). ****P < 0.0001 de acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey's

post hoc test. AbreviagOes:BCF = Beta-cariofileno, Olanza= Olanzapina.
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6.5.3Avaliacdo dos Niveis de Nitrito

Os niveis de nitrito (Fig. 21) foram aumentados significativamente apenas no HC de
animais tratados com KET [F (3, 35) = 34,47; p < 0,0001]. O tratamento com BCF 10, apos a
administracdo de KET foi capaz de reverter significativamente esta alteracdo (p < 0,0001). Porém
nesta area, a administracao de olanza causou aumento nos niveis de nitrito quando comparado ao
grupo salina (p<0,05).

Em relacdo ao cortex pré-frontal e corpo estriado (Figura A e C), ndo houve alteracdes
com significancia nas doses utilizadas de BCF, apds avaliar em teste de comparacGes

multiplas.
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Figura 21. Niveis de nitrito no cortex pré-frontal (A), hipocampo (B) e corpo estriado (C)
dos animais submetidos ao modelo de esquizofrenia induzido por KET (20mg/kg) e tratados
com BCF (10 ou 50 mg/kg) ou Olanza (2,5mg/kg). Barra representa a media + EPM (n = 8-
10 animais/grupo). ****P < 0.0001 de acordo com ANOVA de duas vias, seguido pelo teste

de Tukey's post hoc test. Abrevia¢des:BCF = Beta-cariofileno, Olanza= Olanzapina
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6.6Afinidade e modo de ligagdo do beta-carioileno aos alvos envolvidos em seus efeitos

centrais e no sistema imune.

Inicialmente, no estudo de predi¢do de alvos para o BCF foram observados alvos
promissores que podem justificar seus efeitos centrais e no sistema imune, tais foram:
receptor nuclear PPARalpha, receptor canabinoide CB2 e hidroxilase amida de acidos graxos
(FAAH), também conhecida por anadamida hidroxilase .

No ensaio de predicdo de alvos pelo servidor online SwissTargetPrediction para o
ligante BCF, foram encontrados alguns alvos protéicos (tabela 1) com interessantes escores de
probabilidade de interacdo (tabelas 2), tais foram: o receptor nuclear PPARa (0.709 ou
70.9%), o receptor acoplado a proteina G CB2 (0.709 ou 70.9%) e a enzima FAAH (0.05 ou
5%).

Tabela 1 — Predicdo de alvos do BCF pelo servidor SwissTargetPrediction

Target (Protein) UniprotiD  Espécie Abreviagao Classe doalvo  Probabilida
de de
interacdo

Receptorde peroxisoma Q07869 Homo sapiens PPARa Receptor nuclear 0.709
proliferador ativado
alpha
Receptor canabindide 2 P34972 Homo sapiens CB2 Receptor acoplado 0.709

a proteina G
Hidrolase de 000519 Homo sapiens FAAH Enzima 0.05
Anandamida

Abreviagdes: PPARa: peroxisomeproliferatoractivated receptor alpha; CB2: receptor

canabindide 2; FAAH: fattyacidamidehydrolase.
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Tabela 2 — Escores de docking do BCF para os alvos protéicos mais promissores apontados

pela predicdo computacional.

Protein PDB ID Binding site Docking
or model score

(kcal-mol-

PPARa. 2P54 735 (Ligante co- Beta-cariofileno - 4.06
cristalizado)

*2-METHYL-2- -
4-{[({4- 13.88
METHYL-2-[4-
(TRIFLUOROME
THYL)PHENYL]-
1,3-THIAZOL-5-
YL}CARBONYL)
AMINOJMETHY
L}PHENOXY)PR
OPANOIC ACID
Canabidiol - 5.28

CB2 5ZTY 9JU (Ligante co- Beta-cariofileno - 761
cristalizado)

9JU:N- - 947
(adamantan-1-yl)-

1-(5-

hydroxypentyl)-4-
methyl-5-phenyl-
1H-pyrazole-3-

carboxamide *

Canabidiol - 914

FAAH 6MRG JXV (Ligante co- Beta-cariofileno - 712
cristalizado)

IXV: (1R)-2-{[6- - 115

(2,3-dihydro-1,4- 6

benzodioxin-6-

yl)pyrimidin-4-

yllamino}-1-

phenylethan-1-ol

Canabidiol - 7.59

Abreviagdes: PPARa: peroxisomeproliferatoractivated receptor alpha; CB2: receptor
canabindide 2; FAAH: fattyacidamidehydrolase
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Beta-cariofileno (BCF) apresentou um alto escore de docking quando ancorado no
receptor CB2: - 7.61 kcal-mol™. Esse cristal possui um ligante (com atividade agonista) co-
cristalizado no sitio de atividade desse receptor, determinando as coordenadas da caixa de
encaixe. BCF realizou diversas interacdes hidrofobicas com residuos de aminoacidos
(Val105, Phel06, Leul07, Leul08, Vall113, Phell7, Phe91, Phe94, Leu 182, Phe 183,
Prol84. Ademais, BCF realiza interacfes carregadas positivamente com o residuo Lys109 e
negativamente Asp101 (Fig. 22). O escore de redocking do ligante co-cristalizado foi de -9.47
kcal-mol™, valor proximo ao escore de docking do BCF, apontando para uma potencial
interacdo favoravel desse composto com esse sitio do receptor CB2 (Fig. 23). A fim de
possuir validade externa experimental, nés também realizamos célculos de docking para o
agonista natural desses receptores, o canabidiol (CBD), que apresentou um escore de docking
bastante favoravel (como esperado) de -9.14kcal-mol*(Figura 24).

Em relacdo a enzima FAAH, o BCF também apresentou umescore relativamente alto
de- 7.61 kcal-mol?. Esse cristal também possui um ligante (com atividade agonista) co-
cristalizado no sitio de atividade desse receptor, determinando as coordenadas da caixa de
encaixe. Nesse sitio, 0 BCF realizou diversas interaces hidrofébicas com residuos de
aminoéacidos (Val276, Phe432, Leu408, Pro484, Ala490, Val491, Met495). O BCF também
realizou interacdes hidrofilicas com os residuos Ser241, Ser376, Thr377, Thr488, Thr494. Por
fim, BCF realiza interagbes carregadas positivamente com os residuos Arg484 e
negativamente com Aspl95 e Glu373 (Fig. 25). O escore de redocking do ligante co-
cristalizado foi de -11.56 kcal-mol(Fig. 26). O escore de dockingCBD, por sua vez, foi de -
7.59kcal-mol?, reforcando a similaridade de atividade farmacoldgica desses ligantes (Fig.
27).

Porém, para o receptor nuclear PPARa, BCF apresentou um baixo escore de docking
quando ancorado ao receptor: - 4.06 kcal-mol™. Esse cristal possui um ligante (com atividade
agonista) co-cristalizado em seu sitio de atividade, determinando as coordenadas da caixa de
encaixe. BCF realizou diversas interagdes hidrofébicas com residuos de aminoacidos
(Val281, Cys278, Cys276, Phe273, 11e272, Leu321, Phe318, 11e317 e Tyr314. Ademais, BCF
realiza interagdes carregadas positivamente com o residuo Lys358, e hidrofilicas com Ser280,
Thr279, GIn277, 1le274, 11e440 (Figura 28). O escore de redocking do ligante co-cristalizado

foi de -13.88 kcal-mol™?, valor muito superior ao escore de docking do BCF, apontando para
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uma potencial interagdo desfavoravel desse composto com esse sitio do PPARa (Fig. 29). NOs
também realizamos calculos de docking para a interacdo do canabidiol (CBD) com esse
receptor que apresentou um escore de docking bastante similar ao encontrado para o BCF de -
5.82 kcal-mol™(Fig. 30).
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Figura 31. Resumo esquematico dos resultados obtidos na pesquisa
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, reproduziu-se o modelo de esquizofrenia-simile induzido
por Cetamina, como descrito na literatura (CHINDO et al., 2012). A esquizofrenia-simile foi
induzida com administracdo de KET, na dose 20 mg/kg em camundongos Swiss, como
descrito por Vasconcelos et al., 2005. Nesta dose, os sinais clinicos apresentados por
pacientes com o transtorno da esquizofrenia, tais como sintomas positivos e negativos que
podem ser mimetizados em modelos animais para estudos experimentais da esquizofrenia.
(JAVITT et al., 2012).Neste trabalho o BCF foi testado nas doses de 10 e 50 mg/kg, as quais
foram escolhidas de acordo com as doses ja relatadas na literatura (BAHI et. al., 2014;
JAVED et al., 2016). Também foi demonstrado afinidade da BCF na ligagdo com o0s
receptores: receptor nuclear PPARa, 0 receptor acoplado a proteina G CB2 e a enzima
FAAH. através do estudo de docking molecular.

Os sintomas positivos e negativos da esquizofrenia, bem como o déficit cognitivo
induzido por KET, foram parcialmente atribuidos ao bloqueio dos receptores NMDA
(NMDARs). De acordo com tal evidéncia, o bloqueio dos NMDARs, localizado nos
neurénios inibitérios GABAérgicos das regides limbica e subcortical do cérebro, produz um
aumento da atividade neuronal no circuito limbico-estriatal devido ao aumento da liberacédo
de glutamato e de dopamina, sendo este evento relacionado aos sintomas positivos da
esquizofrenia. Por conseguinte, o bloqueio dos NMDARs na area tegumentar ventral (ATV)
induz a diminuicdo da liberacdo de dopamina no CPF, pois a producgdo basal de neurdnios
dopaminérgicos, que se projetam para o CPF, esta sob o controle excitatorio dos receptores
glutamatérgicos NMDA e AMPA na ATV, bem como dos receptores AMPA no CPF, sendo,
portanto, esse bloqueio parcialmente responsavel pelos sintomas negativos e cognitivos
(JAVITT; ZUKIN, 1991; MOGHADDAM et al., 1997; CHATTERJEE et al., 2012; GASS et
al., 1993; LORRAIN et al., 2003; BALLA et al., 2009).

Considera-se a administragdo repetida de cetamina um modelo farmacoldgico
relevante para inducéo de sintomas tipo esquizofrenia-simile, pois apresenta validade de face
constructo e preditiva (CHINDO et. al., 2012). Entretanto, a validade de face dos sintomas
positivos em modelos animais é questiondvel por apresentar limitacdes em mimetizar em
animais fendmenos observados apenas em humanos, como alucina¢Bes auditivas e delirios.

Ainda assim, a literatura ao tratar de modelos animais que avaliam estes sintomas se
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concentra em duas categorias principais de alteracbes comportamentais: hiperatividade
locomotora e déficits da IPP (VAN DEN BUUSE, 2010). A hiperatividade locomotora pode
ser induzida por doses moderadas de cetamina (VAN DEN BUUSE, 2010), ja a deficiéncia de
IPP ¢ indicativa de um prejuizo nos mecanismos associados ao correto funcionamento do
filtro sensério-motor, um processo antecipatério que, por sua vez, impede a sobrecarga
sensorial e a fragmentacao cognitiva (GEYER et al., 2002; GEYER, 1999; POWELL et al.,
2009). Assim, o modelo de IPP representa a "interface entre a psicose e cognicdao” (SALUM
et al., 2008).

Nesse contexto, nosso estudo mostra que a administracdo de ambas as dose de
BCF (10mg/kg e 50mg/kg) foram capazes de reverter os sintomas positivos da esquizofrenia
induzidos por KET em camundongos através da reducédo da atividade locomotora e dos niveis
de IPP induzidas por KET, com resultados comparéveis aos da OLANZA. Com relacdo ao
déficit de IPP observados, nos pulsos 70 75 e 75 dB apenas a dose de 50 mg/kg apresentou
significancia relevante em nosso estudo. Vale enfatizar que, no modelo de esquizofrenia
induzido por KET em camundongos, apenas antipsicoticos da classe dos atipicos ou segunda
geracdo mostram propriedade em reverter os sintomas positivos (MONTE et al., 2013).

Nosso resultado de atividade locomotora esta de acordo com um estudo realizado
por Oliveira e cols. 2016, em modelo de epilepsia, com inducdo por pentilenotetrazol, que
usou uma de dose 100 mg/kg em camundongos adultos C57BL / 6, de ambos 0s sexos e
evidenciou em seus resultados que BCF reduz esse parametro. Com relacdo ao déficit de IPP,
ndo existem relatos na literatura de estudos utilizando o modelo de esquizofrenia com inducgéo
por cetamina utilizando o composto BCF.

Apos a avaliagdo dos efeitos comportamentais do BCF nos sintomas positivos, 0s
animais foram submetidos ao teste de memoria operacional (Y-Maze), com o objetivo de
avaliar o déficit cognitivo causado pela administracdo de KET. Em nosso estudo observou-se
que as doses administradas de BCF ndo apresentaram efeitos de reverséo nas alteracOes da
memoria de trabalho induzidas por KET, bem como ao tratamento com OLANZA. O referido
sintoma vem sendo relacionado com alteracbes pré-oxidante e também inflamatorias
observadas no transtorno da esquizofrenia (DO et al.,2009); e estudos evidenciam que BCF
apresenta atividades anti-inflamatorias e antioxidantes (GUO et al., 2014; SHARMA et al.,
2016).
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Estudos mostram que a KET provoca mudangas comportamentais em roedores,
estando relacionados aos déficits sociais do transtorno da esquizofrenia. Tais efeitos da KET
no teste de interacdo social correspondem bem com as observagdes clinicas que 0s
antagonistas de NMDA induzem, ou seja, sugerindo que o isolamento social em ratos pode
ser preditivo de sintomas negativos da esquizofrenia. (KOROS et al., 2007). Diante disto,
considera-se 0 isolamento social um dos sintomas principais desta desordem mental
(LYSAKER et al., 2012).

Em nosso estudo a dose de BCF 10 mg/kg ndo apresentou efeito significativo, assim
ndo foi capaz de reverter este sintoma do transtorno, j& a dose de BCF 50 mg/kg foi capaz de
reverter as diminui¢Ges dos nimeros deentradas e tempo de preferéncia social induzido por
KET. A dose citada revelou um aumento da interacdo social superior aos valores do
antipsicético olanzapina. Assim, observou-seque os animais tratados com BCF na dose 50
mg/kg aumentaram a preferéncia pela area do aparato que tinha outro animal do mesmo sexo
e tamanho (camundongo macho).Estudos mostram que 0s sintomas negativos e cognitivos
estdo relacionados a esquizofrenia com alteracfes inflamatorias e oxidativas (MONJI et al.,
2009; LIEBERMAN, 1999; PEREZ-NERI et al., 2006; MULLER; SCHWARZ, 2010).

Além das alteracfes comportamentais, evidéncias experimentais apontam forte relacdo
entre desequilibrio oxidativo e fisiopatologia da esquizofrenia (GYSIN et al., 2007; REDDY;
YAO, 1996; SILVA et al., 2016). Por conseguinte, estresse oxidativo € considerado um
mecanismo reconhecido no processo de envelhecimento e na fisiopatologia de doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e psiquiatricas, como a doenca de Alzheimer,
Parkinson, Déficit de Atencdo e Hiperatividade, esquizofrenia, transtorno bipolar e depresséo
(GRASES et al., 2014).

Beta-cariofileno tem mostrado efeito pro-oxidante em estudo recente em modelo de
Parkinson (JAVED et al., 2016; et al., 2017). Decidimos estudar compostos oxidativos e
nitricos em varias areas do cérebro, como o CPF, HC e CE, relacionados a neurobiologia
desse transtorno mental (DE OLIVEIRA VIANA ARRUDA et al.,, 2008; MONTE et al.,
2013; VASCONCELOS et al., 2015;SAMPAIO et al., 2018a) em animais submetidos ao
modelo KET de esquizofrenia e tratados com diferentes doses de BCF.

Um dos principais marcadores do processo de peroxidacao lipidica o malondialdeido
(MDA) vem sendo atribuido a uma maior extensdo de danos no hipocampo e cortex pré-
frontal, em modelos animais (THAKARE; DHAKANE; PATHEL, 2017). Por conseguinte,
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quanto mais elevados os niveis de MDA, maior o comprometimento na memoria de trabalho,
espacial e na memoria declarativa tardia (TALAROWSKA et al., 2012).

Em relacdo aos parametros neuroquimicos, nossos achados no presente estudo
mostram que BCF (10 e 50 mg/ kg) promoveu redugdo da concentracdo de TBARS e
aumentou a concentracdo de GSH em ambas as doses, no CPF, HC e CE quando comparada
com o grupo KET. Sabe-se que o aumento da concentracdo de substancias pro-oxidantes,
como GSH e TBARS, estdo relacionadas com a fisiopatologia da esquizofrenia (TSAI et al.,
2013; GYSIN et al., 2007; (ZHANG et al., 2010a).Vale a pena ressaltar que ndo ha nenhum
estudo anterior investigando a agdo antioxidante de BCF em diferentes areas do cérebro em
modelo de esquizofrenia.

Diversos sdo 0s mecanismos cerebrais para tornar estavel a homeostase entre
processos oxidativos e antioxidantes. A enzima GSH apresenta efeitos antioxidantes e
propriedades protetoras do sistema nervoso central. Alteracdo na sintese de GSH esta
associado a esquizofrenia (GYSIN et al., 2007; KULAK; CUENOD; DO, 2012).

Em estudos anteriores do nosso grupo (MONTE et al., 2013; SAMPAIO et al.,
2018b) mostraram que a administracdo repetida de KET a camundongos adultos diminui os
niveis de GSH em CPF e CE e que substancias antioxidantes reverteram essa acdo.Umestudo
mostram conduzido por Javed e cols. 2016 mostrou evidéncias da acdo antioxidante de BCF,
com a dose 50 mg/kg em um estudo no modelo de Parkinson induzido por rotenona,
contribuindo para um aumento dos niveis da enzima GSH o que confirma a a¢do antioxidante
de BCF (JAVED et., 2016).

Em nossos resultados neuroquimicos obtivemos resultados que demonstrou que KET
diminuiu significativamente os niveis de GSH no CPF, HC e CE de camundongos swiss
machos e que esse efeito ndo foi revertido por BCFnas doses estudadas apenas o antipsicotico
usado no estudo foi capaz de aumentar os niveis de GSH com resultados significantes.

Para investigacdo de transtornos psiquiatricos, incluindo a esquizofrenia, o uso do
biomarcadores do estresse oxidativo, como 0s danos oxidativos de lipidios, sdo comumente
utilizados para avaliagdo do desequilibrio oxidativo que esta correlacionado com diversos
transtornos (ZHANG et al., 2012). Um estudo envolvendo esses biomarcadores aponta um
aumento nos niveis de TBARS em pacientes com esquizofrenia em comparacdo com
pacientes controle (ZHANG et al., 2010a). No presente trabalho, em nossos resultados, KET

também aumentou os niveis de MDA, um marcador de peroxidacéo lipidica, em CPF, HC e
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CE. Mostramos que o tratamento com BCF 10 e 50 mg/kg, bem como a olanzapina, foram
capazes de reverter esse efeito de KET em todas as areas estudadas. Nosso estudo corrobora
com pesquisas que apontam acdo antioxidante de BCF em estudos de sua acgdo
anticonvulsivante e no tratamento do Parkinson (OLIVEIRA et al., 2016; JAVED et al.,
2016).

Um estudo recente realizado por Tchekalarova e colaboradores (2018),
demonstrou de modo semelhante a esses resultados que o tratamento intraperitoneal com BCF
nas doses de 50 e 100 mg/kg reduziu os niveis de MDA no hipocampo de camundongos
submetidos ao modelo de convulsdo induzida pelo &cido cainico. Diante disto, observa-se que
essa acdo antioxidante na reversdao nos niveis de TBARS parece estar relacionada com a
descricdo da cadeia de quebra, eliminacdo de radicais livres e excelente atividade oxidante de
BCF(JAVED et al., 2016; CHANGEN et al., 2007).

Na literatura é bem discutido que o 6xido nitrico (NO)também esta relacionado a
fisiopatologia da esquizofrenia. Em estudos anteriores foram demonstrados que pacientes
esquizofrénicos tanto diminui¢bes quanto aumentos na atividade da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) (BERNSTEIN; BOGERTS; KEILHOFF, 2005). Nos resultados do estudo
realizado por Javed e colaboradores (2016) foi demonstrado as propriedades antioxidantes do
beta-cariofileno, apds administracdo intraperitoneal, na dose de 50 mg/kg, em ratos Wistar
submetidos ao modelo de Doenca de Parkinson induzido por rotenona. Uma vez que esta
substancia provocou aumento do estresse oxidativo e nitrosativo, marcado pela elevagdo dos
niveis de MDA e nitrito, o tratamento com BCF foi capaz de reverter de forma significativa
esse aumento na regido do mesencefalo dos animais. No entanto, a administracdo de BCF na
dose mais alta reduziu a concentragdo de nitrito nessa area do cérebro. Curiosamente, nos
ultimos anos, a administracdo de doadores de NO a pacientes esquizofrénicos esta trazendo
resultados importantes no controle dos sintomas agudos (MAIA DE OLIVEIRA et al.,2012).
Em nossos resultados, demonstramos que a administracdo repetida de KET aumentou 0s
niveis de nitrito, no HC, e este efeito foi revertido pela administracdo de BCF 10 mg/kg.

E comum se utiliza estes pardmetros como, a energia de ligacdo, distancia entre as
ligacGes, compatibilidade espacial e energética como parametro para indicar a possivel acdo entre
duas moléculas ou composto (DAMASCENO et al., 2016; MELO JUNIOR et al., 2017

Os resultados do docking realizado com BCF demonstraram que essa molécula

apresenta um alto escore de docking quando ancorado ao receptor CB2, ainda no redocking do
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ligante co-cristalizado apontou uma potencial interacdo favoravel do composto com sitio do
receptor CB2. Ainda em nosso estudo afim validar foi realizado o docking para CBD o
agonista natural desses receptores que, por sua vez, apresentou resultado favoravel ao se
comparar seu escore de docking ao de BCF. Achado importante no estudo, pois ativacdo dos
receptores CB2 representam um alvo terapéutico importante em numerosos doencas
(CALLEJA et al., 2013).

Com relacéo a enzima FAAH, o composto BCF também um escore relativamente alto
e o cristal também possui um ligante com atividade agonista, no sitio de atividade do receptor
e ao realizar o docking para CBD, foi observado a similaridade de atividade farmacolégica
desses ligantes. FAAH é uma enzima que atua degradando o sistema endocanabinoide (ECS),
principalmente anandamida e 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Assim aumenta o tom da
sinalizacdo deste sistema. Diante do exposto existe um crescente consenso de que 0s
canabinoides podem modular sintomas semelhantes a esquizofrenia (KRUK-SLOMKA et al.,
2016; KRUK-SLOMKA 2017), bem como que existem algumas descobertas de modulacéo
indireta dos niveis de endocanabindides ganham com inibidores da FAAH na memdria ou
locomocdo em roedores (CLAPPER J.R,MANGIERI R.A, PIOMELLI D. 2009; SEILLIER et
al., 2010). Diante disto, pode-se considerar que estudos sobre inibicdo FAAH podem abrir
uma nova abordagem para o desenvolvimento de medicamentos que agem indiretamente,
reforcando as acdes dos mediadores enddgenos de amidas lipidicas.

Ao analisarmos o docking de BCF com o receptornuclear PPARa, foi visto que
apresentou um baixo escore de docking, ja no escore de redocking foi observado um valor
superior ao escore de docking de BCF, o que revelou uma potenciacdo desfavoravel do
composto como sitio do PPARa. Com relagdo ao docking para CBD e PPARa o resultado foi
bastante similar ao do BCF. Ressalta-se que os PPARs sdo membros importantes da
superfamilia de receptores nucleares, que funcionam como fatores de transcricao ativados por
ligantes e desempenham um papel critico na diferenciacdo e proliferagdo de células,
organogénese bem como inflamacdo (KOTA B.P, HUANG T.H, ROUFOGALIS B.D 2005).

Em relacéo ao estudo de docking molecular de BCF nos receptores CB2, PPARa ¢ a
enzima FAAH nos observamos que esse composto se ligou com alta afinidade ao receptor
CB2 e a enzima FAAH. Esses resultados juntos levam a sugerir que a agao antipsicética de
BCF esteja relacionada ao sistema canabindide, por promover ativagdo de CB2, que nédo

possui efeito psicoativo.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A analise dos resultados apresentados neste trabalho permitiu as seguintes consideragdes:

O Beta-cariofileno revelou uma atividade antipsicotica, revertendo alteracOes
comportamentais esquizofrenia-simile, como hiperlocmocéo, déficit de inibicdo Pré-Pulso e

isolamento social em animais submetidos a modelos de esquizofrenia por KET.

O Beta-cariofileno administrado nas 10 e 50 mg/kg doses n&o apresentou significancia com
relacdo aos niveis de glutationa reduzida (GSH) nas &reas estudadas em animais submetidos a

modelos de esquizofrenia por KET.

O Beta-cariofileno administrado nas 10 e 50 mg/kg doses reduziu significativamente a
lipoperoxidacdo lipidica nas é&reas estudadas em animais submetidos a modelos de

esquizofrenia por KET.

O Beta-cariofileno administrado nas 10 mg/kg dose reduziu significativamente a os niveis de
nitrito no hipocampo em animais submetidos a modelos de esquizofrenia por KET.

In silico,0 Beta-cariofilenointerage com receptor canabindide 2 (CB2), com a enzima
anandamida hidroxilase (FAAH) e ainda ligagdo com escore mais baixo com receptor
PPARalpha.
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9. CONCLUSAO

Os dados dessa pesquisa sugerem que o beta-cariofileno possui acdo sobre o sistema
nervoso central, apresentando efeito tipo antipsicotico, uma vez que o tratamento com essa
droga mostrou resultados significativos em modelos animal de esquizofrenia induzida por
cetamina. Ademais, o beta-cariofileno reverteu alteraces comportamentais semelhantes a
esquizofrenia induzidas pela cetamina. Além disso, o tratamento com beta-cariofileno atenuou
0 estresse oxidativo nas areas cerebrais do hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado, ao
reduzir as concentracfes de malondialdeido e de nitrito apenas no hipocampo. Ainda em
estudo de docking molecular foi observado importante ligacbes com excelentes escores de
docking com receptor canabindide CB2, com a enzima hidroxilase amida de &cidos graxos
(FAAH) e com escore menor com receptor nuclear PPARalpha, contribuindo com
informagdes dos alvos envolvidos em seus efeitos centrais e no sistema imune 0 composto
pode se ligar. Dessa forma, diante desses significativos resultados, estudos subsequentes
empregando o0 beta-cariofileno devem ser encorajados a fim de se aprofundar os
conhecimentos acerca de suas propriedades no tratamento da esquizofrenia, ja que nossos
resultados apontam o potencial efeito antipsicético do beta-cariofileno na reversdo do
transtorno semelhante ao esquizofrénico e sugere que sua eficacia terapéutica com acéo
neuroprotetora e significativa por suas atividades antioxidantes e nitrérgicas, além de exibir

interacdo com receptor CB2.
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