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RESUMO

O Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) ¢ uma condigao psiquiatrica complexa,
com sintomas semelhantes aos de ansiedade e depressdo. Para cerca de 20% a 30% dos
pacientes, os tratamentos convencionais sdo ineficazes. Na busca por alternativas mais
eficazes, a compreensdo crescente do papel do sistema endocanabinoide (SEC) nos
processos emocionais tem levado a investigacao do potencial terapéutico da Cannabis.
Nesse contexto, foram investigados os efeitos do 6leo de Cannabis de amplo espectro em
comportamentos tipo- depressivo e tipo-ansioso, desencadeados por estresse agudo e
cronico, bem como seu impacto a nivel central e nos niveis séricos de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento. Camundongos machos Swiss foram randomizados
em diferentes grupos de tratamento (veiculo, fluoxetina e 6leo de Cannabis — 0,1, 1,3 e
10 mg/kg, via oral) e submetidos a estresse agudo por restri¢do dos movimentos e estresse
cronico de origem imprevisivel. Estes animais foram entdo avaliados
comportamentalmente através do teste do labirinto elevado em cruz (EPMT), teste do
nado forcado (FST), teste de borrifagem da sacarose (ST) e teste do campo aberto (OFT).
A tétrade canabinoide avaliou os efeitos centrais do 6leo, enquanto os niveis séricos de
biomarcadores foram estimados por meio de ensaio magnético multiplex com leitura por
sistema de fluorescéncia. O 6leo de Cannabis (0,1 mg/kg) reduziu significativamente o
comportamento semelhante a ansiedade no EPMT nos animais induzidos ao estresse
agudo de restricao dos movimentos (p < 0,05) em comparaciao com o veiculo. Além disso,
0 Oleo de Cannabis reverteu significativamente comportamentos de desespero e
anedonicos no FST (p < 0,05) e ST (p < 0,05), respectivamente, em camundongos
estressados cronicamente em comparagao com o veiculo. Ainda, o 6leo de Cannabis nao
desencadeou os efeitos da tétrade canabinoide (p < 0,0001); reduziu os niveis séricos de
fator estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF; p < 0,01) e do
receptor RAGE (p < 0,0001), e aumentou os niveis séricos de fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF; p < 0,01). Coletivamente, nossos dados sugerem o potencial
do o6leo de Cannabis de amplo espectro em melhorar sintomas relacionados a ansiedade
e depressdo resultantes de eventos traumaticos.

Palavras-chave: Transtorno do estresse traumatico; ansiedade; depressao; sistema

endocanabinoide; 6leo de Cannabis de amplo espectro.



ABSTRACT

Posttraumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatric condition that presents a broad range
of symptoms and shares phenotypic similarities with anxiety and depression. Refractory
PTSD affects 10-30% of patients, underscoring the necessity for alternative
pharmacotherapy. The emerging understanding of the involvement of the
endocannabinoid system (ECS) in emotional processes has prompted exploration into the
therapeutic potential of Cannabis. Therefore, this study aimed to assess the therapeutic
effects of broad-spectrum Cannabis oil on anxiety- and depressive-like behaviors induced
by combined stressors. Additionally, the study investigated the impact of the oil on central
cannabinoid receptor 1 and serum levels of cytokines, chemokines, and growth factors.

Mice were randomly assigned to five groups (vehicle, fluoxetine, and Cannabis oil (0.1,
1, 3, and 10 mg/kg, oral dose) and subjected to acute restraint and chronic unpredictable
stress. They were then behaviorally evaluated using the elevated plus-maze test (EPMT),
forced swimming test (FST), splash test (ST), and open field test (OFT). The tetrad
cannabinoid assay assessed the central effects of the oil, while serum biomarker levels
were measured using a multiplex bead-based assay. Cannabis oil (0.1 mg/kg, p.o.)
significantly decreased anxiety-like behavior in the EPMT under acute restraint stress (p
< 0.05) compared to the vehicle. Moreover, Cannabis oil significantly reversed despair
and anhedonic-like behaviors in the FST (p < 0.05) and ST (p < 0.05), respectively, in
chronically stressed mice compared to the vehicle. Additionally, therapy with Cannabis
oil, compared to the vehicle, did not induce cannabinoid-tetrad effects (p < 0.0001); it
downregulated granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF; p < 0.01)
and advanced glycation end-products (RAGE; p < 0.0001), and upregulated vascular
endothelial growth factor (VEGF; p < 0.01) serum levels. Collectively, our data suggest
the potential of broad-spectrum Cannabis oil to ameliorate symptoms related to anxiety

and depression resulting from traumatic events.

Keywords: Post-traumatic stress disorder; anxiety; depression; endocannabinoid system;

broad-spectrum Cannabis oil.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno do Estresse Pos-Traumatico (TEPT) ¢ uma condi¢do mental que pode
surgir apos a exposicdo do individuo a eventos traumaticos de natureza extrema, como
agressoes fisicas e/ou sexuais, situacdes de risco de morte e desastres naturais (Bisson et
al., 2015; Mann; Marwaha, 2024). No mundo, a prevaléncia de exposicao a tais eventos
varia de 61% a 80%, com uma taxa de desenvolvimento de TEPT de aproximadamente
5% a 10% entre os expostos (Mann; Marwaha, 2024). Estudos recentes na regido
metropolitana de Sao Paulo mostraram que 1,6% da populacdo relatou sofrer de TEPT
nos ultimos 12 meses e 3,2% ao longo da vida (Coélho et al., 2022), com taxas mais
elevadas observadas em grupos socialmente vulneraveis, jovens, mulheres e militares
(Shalev; Liberzon; Marmar, 2017).

A psicoterapia focada no trauma ¢ considerada o tratamento de escolha para o TEPT
em criancas ¢ adultos, com opg¢des farmacoloégicas como a sertralina e a paroxetina
também sendo consideradas de primeira linha (Mann; Marwaha, 2024). No entanto,
menos de 60% dos pacientes respondem significativamente aos antidepressivos, € a
remissdo completa ocorre em apenas 20% - 30% dos casos (Akiki; Abdallah, 2019),
destacando a necessidade de estratégias alternativas. Nesse contexto, o Sistema
Endocanabinoide (SEC) desperta interesse devido a sua associagdo com a modulagdo dos
sintomas do TEPT relacionados a ansiedade, cogni¢do ¢ emog¢do, bem como com a
extingdo de memorias aversivas (Bassir Nia; Bender; Harpaz-Rotem, 2019; Hill et al.,
2018).

A Cannabis, com sua longa historia medicinal, contém fitocanabinoides como o A° —
tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD), que interagem com receptores do SEC
e tém potencial terapéutico para o TEPT (Paes-Colli et al., 2022). No entanto, desafios
como a baixa biodisponibilidade e estabilidade do CBD podem afetar sua eficacia
terapéutica (Larsen; Shahinas, 2020; Millar et al., 2020), destacando a importancia da
escolha da forma farmacéutica, como o 6leo de Cannabis de amplo espectro, que pode
explorar o potencial do "efeito entourage", fenOmeno que sugere que a interagdo entre
multiplos compostos da planta, como outros fitocanabinoides e terpenos, pode
potencializar os efeitos terapéuticos do CBD e do THC, promovendo uma agdo sinérgica
que vai além do efeito isolado de cada composto (Ferber et al., 2020).

Os modelos animais desempenham um papel crucial na pesquisa do TEPT,
fornecendo insights valiosos sobre sua neuropatofisiologia e identificando possiveis alvos

terapéuticos (Verbitsky; Dopfel; Zhang, 2020a). Entre esses modelos, o estresse agudo



14

por restricdo dos movimentos € o estresse cronico de origem imprevisivel sio comumente
utilizados, permitindo uma andlise detalhada das mudangas comportamentais e
neurobioldgicas associadas ao TEPT (Deslauriers et al., 2018; Torok et al., 2019).
Assim, considerando a alta prevaléncia do TEPT, a refratariedade aos tratamentos
disponiveis e o potencial terapéutico sugerido da Cannabis, este estudo busca explorar o
potencial terapéutico do 6leo de Cannabis de amplo espectro em comportamentos do tipo-
depressivo e do tipo-ansioso em camundongos expostos ao estresse combinado, além de

investigar sua seguranca ¢ influéncia em marcadores séricos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 TRANSTORNO DO ESTRESSE POS-TRAUMATICO

O transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT) ¢ uma condi¢ao mental que pode
se desenvolver apos exposi¢ao pontual ou continua do individuo a eventos traumaticos
de natureza extrema, incluido agressdes fisicas e/ou sexuais; situagdes que oferecam risco
de morte, tais como guerras e acidentes; e desastres naturais (Bisson et al., 2015; Mann;
Marwaha, 2024). Por defini¢dao, entende-se por exposicdo vivenciar diretamente ou
testemunhar um evento traumatico, ou ser notificado de que um familiar ou amigo
proximo sofreu algum trauma (Lancaster ef al., 2016). De acordo com as estatisticas
globais, os eventos traumaticos frequentemente relatados sdo acidentes/injurias, com uma
prevaléncia ao longo da vida de 36%, enquanto nos Estados Unidos da América (EUA),
as agressoes fisicas e sexuais (52%) e os acidentes ou incéndios (50%) sdo os mais
prevalentes (Benjet ef al., 2016). No Brasil, mais especificamente na regido metropolitana
de Sao Paulo, um estudo de 2022 mostrou que 1,6% da populagdo relatou ja ter sofrido
de TEPT em algum periodo dos ultimos 12 meses e 3,2% ja vivenciou a condi¢do ao
longo da vida (Coélho et al., 2022). De maneira geral, a prevaléncia de exposicdo a
eventos traumaticos ao longo da vida dos individuos varia de 61% a 80%, e dentre a
populagdo exposta, o TEPT se desenvolvera em 5% a 10%, aproximadamente (Mann;
Marwaha, 2024). Taxas maiores de TEPT tém sido relatadas entre individuos vulneraveis
socialmente, jovens, mulheres, militares (for¢as armadas, policiais € bombeiros)(Shalev;
Liberzon; Marmar, 2017).

O primeiro passo para o diagnéstico do TEPT consiste na obtencdo de um
histérico detalhado, o que pode ser desafiador para o paciente no momento de descrever
a natureza e a severidade do trauma vivido, levando-o a optar por evitar mencionar certos
detalhes (Mann; Marwaha, 2024). Ha duas diretrizes principais que definem o diagnostico
do TEPT: o Manual Estatistico ¢ Diagndstico de Transtornos Mentais — 5* edi¢do (DSM-
5) e a Classificagao Internacional da Doengas — 11? revisao (CID-11) (Bryant, 2019). Foi
a partir da definicdo adotada pelo DSM-5 que o TEPT foi removido do grupo de
transtorno de ansiedade para uma nova categoria de “transtornos relacionados ao trauma
e estresse” (Miao et al., 2018), e os critérios adotados por essa classificagao encontram-
se descritos no Anexo I. Porém, muitas areas ao redor do mundo adotam os parametros
da CID-11 (Maercker et al., 2013). A CID geralmente adota uma abordagem mais

descomplicada para o diagnostico psiquiatrico (Bryant, 2019), simplificando os sintomas
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do TEPT em seis, que se enquadram em trés grupos, a saber: re-experiéncia constante do
evento traumadtico, esquiva de lembrangas traumaticas e sensa¢do de ameaca. Para o
diagnostico, € necessario a0 menos um sintoma de cada grupo que seja persistente por
muitas semanas apos exposicao ao agente traumatico (Miao ef al., 2018).

Apesar de numerosas investigagdes e diversas revisdes nos critérios de
diagnéstico do TEPT, permanece incerto qual tipo de trauma e qual grau de extensdo ¢é
necessario para induzir o transtorno (Miao ef al., 2018). Ademais, testes laboratoriais que
possam confirmar a exposi¢ao ao trauma ou o TEPT ainda nao estdo disponiveis, apesar

do grande interesse no desenvolvimento de tais ferramentas (Yehuda et al., 2015a).

2.1.1 POTENCIAIS BIOMARCADORES

Apesar da prevaléncia e do impacto socioecondmico do TEPT, os mediadores
moleculares de sua patogénese ainda nao estdo totalmente compreendidos. Identificar
assinaturas moleculares ao longo do tempo e da gravidade ¢ crucial para entender melhor
sua origem e curso (Muhie et al., 2023). Uma gama de biomarcadores estd sendo
pesquisada para o TEPT. Os biomarcadores do TEPT abordam disfungdes do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), sistemas monoaminérgicos, inflamagao, bem como
mudangas genéticas e epigenéticas. A disfuncdo do eixo HPA se manifesta por niveis
reduzidos de cortisol salivar € uma resposta atenuada ao estresse agudo. A disfungao
monoaminérgica envolve niveis elevados de noradrenalina e alteracdes no sistema
serotoninérgico. Marcadores inflamatorios, como interleucina (IL)-6, IL-2 e proteina C
reativa (PCR), estdo correlacionados com a sintomatologia do TEPT, mas ndo sdo
especificos devido a sua ocorréncia em outras condigdes. Embora polimorfismo do gene
FKBPS5 tenha sido relacionado ao desenvolvimento do transtorno, sua associagdo com
outras condi¢des psiquiatricas, como a depressdo, limita sua utilidade como marcador
especifico para o TEPT (Scholl ef al., 2022).

Apesar de serem utilizados principalmente para fins de pesquisa, os
biomarcadores do TEPT em breve poderao desempenhar um papel crucial na triagem e
na detec¢do precoce do transtorno, o que podera resultar em intervengdes mais oportunas
e com melhores resultados para os pacientes. Esses biomarcadores abrangem uma
variedade de indicadores, incluindo altera¢des estruturais, substancias circulantes e
respostas bioldgicas, que sdo fundamentais para avaliar diversos aspectos do TEPT, desde

o risco da doenga até o diagnostico, prognoéstico e resposta ao tratamento (Yang; Wynn;
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Ursano, 2018). Apesar de ainda ndo serem utilizados rotineiramente na pratica clinica
para o diagndstico do transtorno bem como para o monitoramento da resposta ao
tratamento, os avangos cientificos indicam um potencial promissor para sua futura
implementagdo diagndstica. No entanto, apesar das descobertas encorajadoras, ¢ crucial
realizar mais pesquisas para esclarecer sua utilidade clinica e confiabilidade (Al Jowf et

al., 2023).

2.1.2 TRATAMENTO

A psicoterapia focada no trauma ¢ considera a primeira linha de tratamento para o
TEPT em criangas e adultos (Mann; Marwaha, 2024). Além disso, os pacientes também
tém a possibilidade do tratamento farmacologico que, segundo as diretrizes da Associagao
Psiquiatrica Americana e da Associa¢do Britdnica de Psicofarmacologia, também ¢
considerado como sendo de primeira linha (Baldwin et al., 2014).

Atualmente, apenas a sertralina e a paroxetina, dois inibidores seletivos da
recaptagdo da serotonina (ISRSs), sdo aprovados pela US Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento do TEPT (Mann; Marwaha, 2024). Porém, ndo parece haver
diferenca significativa entre os ISRSs e os inibidores da recaptacao de serotonina-
norepinefrina (IRSNs) (Akiki; Abdallah, 2019). Inclusive, outros antidepressivos
comumente utilizados fora da indicagao (off-label) incluem a fluoxetina e a venlafaxina
(Huang et al., 2020). No Brasil, além dos medicamentos supracitados, algumas Praticas
Integrativas e Complementares em Satde sdo sugeridas como auxiliares no manejo do
TEPT ao lado da psicoterapia. A saber, incluem-se a acupuntura, meditagao, yoga e reiki
(Albuquerque, 2019).

Apesar de certa eficacia dos antidepressivos para o tratamento do TEPT, menos
de 60% dos pacientes atingem uma resposta clinica significante, enquanto a remissao
completa ¢ observada em apenas 20% - 30%. Além disso, os efeitos terapéuticos
geralmente sd3o observados semanas ap6s o inicio do tratamento (Akiki; Abdallah, 2019).
Neste contexto, a busca por estratégias alternativas que sejam seguras e eficazes torna-se

relevante.
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2.2 O SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O Sistema Endocanabinoide (SEC) ¢ um sistema neuromodulatério complexo que
foi descrito pela primeira vez no final dos anos de 1980. A palavra endocanabinoide surgiu
apods o descobrimento dos receptores de membrana para o A9 -tetrahidrocanabinol, ou
simplesmente THC, em 1988 (Devane et al., 1988; Lowe et al., 2021). Composto por
endocanabinoides endogenos (ligantes), receptores e proteinas que transportam,
sintetizam e degradam esses ligantes (Tabela 2), o SEC apresenta-se como um sistema
multifuncional, influenciando e sendo influenciado por diversas outras vias de sinaliza¢ao
(Lu; Mackie, 2021). Assim, o SEC exerce fungdes cruciais em diversos processos
fisiologicos, incluindo homeostase, regulacio emocional, neuroprotecdo, memoria e

aprendizado, dentre outros (Lowe et al., 2021).

Tabela 1 - Componentes do sistema endocanabinoide

. . Proteinas
Ligantes Enzimas Receptores Transportadoras
Sintese Degradagdo
DAGL (2- CBR/CB2R
2-AG FAAH (AEA) FABPs
AG) (2-AG e AEA)
NAPE-PLD
AEA NAAA (AEA) GPR18 HSP70s
(AEA)
ABHDG6 e
PEA ABHDI12 (2- GPR55 Albumina sérica
AG)
MAGL (2-
OEA GPR119 FLAT
AQG)
TRPV1
SEA AMT ou EMT
(AEA)
PPAR vy

Fonte: Adaptado de (Lowe et al., 2021). 2-AG: 2-araquidonoil glicerol; AEA: anandamida; PEA:
N-palmitoiletanolamida; OEA: N-oleoiletanolamida; SEA: N-estearoiletanolamida; DAGL:
lipase do diacilglicerol; NAPE-PLD: enzima fosfolipase D especifica para N-acil-
fosfatidiletanolamina; FAAH: hidrolase de amida de acido graxo; NAAA: acido amidase de N-
aciletanolamina; ABHD6: dominio de AB-hidrolase contendo 6, lipase de acilglicerol; ABHD12:
dominio de AB-hidrolase contendo 12, lisofosfolipase; MAGL: monoacilglicerol lipase; CBiR:
receptores canabinoides tipo 1; CB2R: receptores canabinoides tipo 2; GPR18: receptor acoplado
a proteina G18; GPR55: receptor acoplado a proteina G55; GPR119: receptor acoplado a proteina
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G119; TRPVI1: receptor vaniloide transitério subtipo 1; PPAR v: receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma; FABPs: proteinas de ligacdo a acidos graxos; HSP70s: proteinas
de choque térmico de 70kDa; FLAT: transportador de anandamida semelhante 8 FAAH-1; AMT:
transportadores de membrana de anandamida; EMT: transportadores de membrana de
endocanabinoides.

Até o presente momento, foram descritas trés principais classes de receptores com
os quais os ligantes endocanabinoides interagem: 1) receptores acoplados a proteina G,
incluindo os receptores canabinoides tipo 1 (CBiR) e tipo 2 (CB2R); 2) receptores de
canais i0nicos sensiveis ao ligante, compreendendo o receptor vaniloide transitério
subtipo 1 (TRPV1); 3) e receptores nucleares, abarcando os receptores ativados por

proliferadores de peroxissoma (PPARs) (Iannotti; Vitale, 2021; Lowe et al., 2021).

CBiR e CB2R sdao os receptores canabinoides mais estudados e mais bem
caracterizados até o momento. Ambos se acoplam a proteina G, principalmente as
proteinas G inibitdrias, inibindo a adenilil ciclase e certos canais de célcio sensiveis a
voltagem. Consequentemente, estimulam quinases de proteinas ativadas por mitogenos
(MAP quinases) e canais de potassio retificadores internamente (GIRKSs), recrutam beta-
arrestinas, entre outras agdes (Lu; Mackie, 2021). Conforme ilustrado pela Figura 1,
CBiRs localizam-se primariamente no sistema nervoso central (SNC), expressos
predominantemente no cérebro, principalmente no cortex cerebral, hipocampo, ganglios
basais e cerebelo. Sugere-se, ainda, que esses receptores estejam expressos em varios
tecidos periféricos, incluindo o coracdo, baco, vasos sanguineos e pulmoes (Ye et al.,
2019). Por outro lado, os CB2R sdo detectados majoritariamente no sistema periférico e
em células do sistema imunoldgico (Lu; Mackie, 2021). Além disso, uma revisdo recente
da literatura discutiu a presenga do CB2R em diversas regides cerebrais e em diferentes
tipos celulares, como neuronios e células gliais, sugerindo a participacdo destes
receptores em circuitos neurais que regulam ndo apenas a neuroinflamag¢ao, mas também
o humor e fun¢des cognitivas. No entanto, de acordo com os autores, mais estudos sao
necessarios para uma maior compreensao do papel do CB2R nas cascatas de sinalizagao

a nivel central (Morcuende et al., 2022).
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Figura 1 - Distribuicao dos receptores canabinoides tipos 1 e 2 pelo organismo humano
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os ligantes canabinoides enddgenos, ou simplesmente endocanabinoides, sao
moléculas lipidicas que ativam os receptores canabinoides. Enquanto os agonistas mais
estudados compreendem a anandamida (AEA) e 2-araquidonoil glicerol (2-AG), outros
endocanabinoides que podem representar possibilidades de alvos terapéuticos incluem a
N-estearoiletanolamida (SEA), N-palmitoiletanolamida (PEA), e N-oleoiletanolamida
(OEA) (Bassir Nia; Bender; Harpaz-Rotem, 2019). Enquanto o 2-AG se apresenta como
um agonista total para CB1R e CB2R, a AEA atua como agonista parcial para ambos os
receptores (Haspula; Clark, 2020). A AEA ¢ sintetizada a partir de N-acil-
fosfatidiletanolamina (NAPE) pela enzima fosfolipase D especifica para NAPE (NAPE-
PLD); outras vias ndo-dependentes de NAPE-PLD também podem estar envolvidas. O 2-
AG, por outro lado, ¢ produzido a partir do diacilglicerol (DAG) pelas enzimas lipase do
DAG (DAGL) a ou B, embora a maior parte do 2-AG envolvido na transmissao sinaptica

no cérebro adulto seja produzida pela DAGLa (Zou; Kumar, 2018).
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A ativagao dos receptores canabinoides depende da sintese dos endocanabinoides
que ocorre sob demanda, em resposta ao aumento da concentracdo de calcio (Ca2+)
intracelular. Os endocanabinoides sdo produzidos nos terminais de neurdnios pos-
sindpticos, seguindo retrogradamente para o terminais pré-sinapticos, onde se ligardao a
seus receptores para dar inicio a cascata de sinalizagao (Bassir Nia; Bender; Harpaz-
Rotem, 2019). O encerramento da sinalizagdo ocorre através da degradacdo dos
endocanabinoides por hidrdlise e/ou oxidagdo. A AEA ¢ degradada pela hidrolase de
amida de acido graxo (FAAH) em acido araquidonico livre e etanolamina, enquanto o 2-
AG ¢ hidrolisado pela monoacilglicerol lipase (MAGL) em &cido araquidonico e glicerol.
Outras enzimas podem estar envolvidas nesse processo. Além disso, a oxidagdo tanto da
AEA quanto do 2-AG aparenta ter o envolvimento da ciclo-oxigenase-2 e de varias
lipoxigenases (Zou; Kumar, 2018). A seguir, a Figura 2 ilustra o processo de sinalizagao

endocanabinoide.

Figura 2 - Mecanismo geral da sinalizagdo endocanabinoide

Neurénio pré-sinaptico

Neurdnio pds-sinaptico

Fonte: Adaptado de (Zlebnik; Cheer, 2016). Quando neurotransmissores sao liberados (como o
glutamato ¢ o0 GABA), a despolarizagao pos-sinaptica eleva os niveis de calcio intracelular. Ao
contrario de outros neurotransmissores, os endocanabinoides anandamida (AEA) e 2-araquidonoil
glicerol (2-AG) sao sintetizados sob demanda a partir de precursores fosfolipideos. A N-acil-
fosfatidiletanolamina (NAPE) é quebrada em AEA pela acdo da fosfolipase D especifica para
NAPE (NAPE-PLD), enquanto o diacilglicerol (DAG) é convertido em 2-AG pela agdo da enzima
lipase do DAG (DAGL). AEA e 2-AG atravessam a fenda sindptica e ativam os CBR acoplados
a proteina Gi/o, localizados na porgao pré-sinaptica. Isso resulta na inibicdo da adenilil ciclase,
na regulacdo dos canais i0nicos e, consequentemente, na supressdo da liberacdo de
neurotransmissores. A sinaliza¢do endocanabinoide ¢ encerrada quando enzimas hidroliticas
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degradam essas substancias nos compartimentos pré-sindptico e pds-sinaptico. Em detalhes, a
AEA ¢ convertida em acido araquidonico (AA) e etanolamina pela a¢do da hidrolase de amida de
acido graxo (FAAH), localizada na célula pos-sinaptica. Enquanto isso, o 2-AG ¢ degradado em
AA e glicerol pela agdo da monoacilglicerol lipase (MAGL), localizada na porcao pré-sinaptica.

Em resumo, o SEC representa uma rede neuroquimica intrincada e que
desempenha fungdes criticas em diversos processos fisiologicos. A compreensao dos
elementos desse sistema serve como base para explorar a sua relacdo e participagdo em

diversos contextos psicopatoldgicos, a exemplo do TEPT, e suas implicagdes terapéuticas.

2.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE E O TRANSTORNO DO ESTRESSE POS-
TRAUMATICO

O SEC tem sido relacionado com a modulagdo de sintomas fisioldgicos e
comportamentais oriundos da exposi¢ao ao estresse, principalmente no que diz respeito
ao aspecto neuroenddcrino dessa resposta. As evidéncias apontam dois padrdes de efeitos
bem estabelecidos: 1) redu¢do dos niveis de AEA e 2) aumento dos niveis de 2-AG (Bassir

Nia; Bender; Harpaz-Rotem, 2019; Hill et al., 2018).

A exposicao aguda e repetida ao estresse aparenta reduzir os niveis de AEA em
diversas regides cerebrais, incluindo a amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo. Essa
reducdo de AEA ¢ mediada pelo hormoénio liberador de corticotrofina (CRH),
provavelmente por meio do aumento da hidrélise da AEA pela FAAH. Interessantemente,
hormonios glicocorticoides como o cortisol aumentam temporariamente os niveis de
AEA, normalizando-o apds o estresse. Isso sugere uma diminuicdo da AEA pelo CRH,
enquanto o cortisol a aumenta, afetando a resposta ao estresse no eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (Bassir Nia; Bender; Harpaz-Rotem, 2019; Hill et al., 2018). Um
segundo padrdo de alteragio do SEC induzido pelo estresse envolve o aumento
temporario nos niveis de 2-AG, principalmente na amigdala e no cortex pré-frontal. Esse
aumento ¢ impulsionado pela liberacio de hormonios glicocorticoides e serve para
regular a resposta ao estresse, promovendo o feedback negativo mediado pelos
glicocorticoides e facilitando a adaptagdo a estressores repetidos (Bassir Nia; Bender;
Harpaz-Rotem, 2019; Hill ef al., 2018). A Figura 3 esquematiza o papel do SEC na

resposta ao estresse, conforme explicado acima.
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Figura 3 - O envolvimento do sistema endocanabinoide na resposta aguda ao estresse
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Fonte: Elaborado pela autora (2023) em adaptacdo a (Bassir Nia; Bender; Harpaz-Rotem, 2019).
O estresse agudo e repetido reduz a AEA em regides cerebrais chave, efeito mediado pelo CRH,
enquanto o cortisol pode normalizar esses niveis. Paralelamente, o estresse aumenta
temporariamente o 2-AG, auxiliando no feedback negativo e na adaptagdo a estressores. Dessa
forma, o SEC ajusta a resposta ao estresse e contribui para o equilibrio do eixo hipotalamo-
hipoéfise-adrenal. CRH: hormonio liberador de corticotrofina; FAAH: hidrolase de amida de acido
graxo; AEA: anandamida; 2-AG: 2-araquidonoil glicerol.

No longo prazo, o trauma aparenta ter efeitos duradouros no SEC e os impactos
diferem a depender do momento de ocorréncia (infancia, adolescéncia ou idade adulta) e
da cronicidade do estresse. Assim, essas alteracdes do SEC podem contribuir para

sintomas do TEPT (NIA et al., 2019).

Considerando, a ligagdo entre o SEC e a resposta ao estresse, emerge a perspectiva
de explorar agentes externos com potencial efeito modulador sobre esse sistema. Nesse
contexto, os fitocanabinoides e demais compostos derivados da Cannabis surgem como
uma alternativa promissora, oferecendo potencial teraputico para mitigar os efeitos

correlatos ao TEPT.

2.4 Cannabis sp.
Registros datados em mais de cinco mil anos atestam que a Cannabis possui uma

longa historia como planta medicinal (Bridgeman; Abazia, 2017). Porém, foi somente no
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ano de 1964 que o grupo liderado pelo professor Raphael Mechoulam definiu a estrutura
quimica do A9-tetrahidrocanabinol (THC), o principal fitocomponente da Cannabis
(Gaoni; Mechoulam, 1964). Desde entdo, mais de 550 compostos quimicos foram
identificados na planta; desse total, mais de 100 sdo fitocanabinoides (Rock; Parker,

2021).

Predominantes, mas nao exclusivos, nas espécies de Cannabis, os canabinoides
sao produtos do metabolismo vegetal que interagem como agonistas e antagonistas dos
receptores do SEC (Paes-Colli et al., 2022). Na Figura 4, encontram-se representadas as

estruturas quimicas dos principais canabinoides descritos até o momento.

Figura 4 - Estrutura quimica dos principais canabinoides da Cannabis
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). THC: A’-tetrahidrocanabinol; CBD: canabidiol; CBG:
canabigerol; CBN: canabinol; CBDV: canabidivarina; CBC: canabicromeno.

Desde a elucidagdo de suas estruturas, o THC e o canabidiol (CBD) sdo os
fitocanabinoides mais investigados com relacdo aos seus respectivos potenciais
terapéuticos. Ao THC sdo associados os efeitos de sedagdo, analgesia, modulacdo do
apetite e do humor, possivelmente correlacionados com a ativagdo de CB2R. Além disso,
devido a sua acdo agonista no CBIR, o THC também ¢ reconhecido como o principal
componente psicoativo da Cannabis (Bridgeman; Abazia, 2017; Paes-Colli et al., 2022).
Em modelos animais, a ativacdo do CBIR pelo THC induz quatro caracteristicas

comportamentais que sustentam seu efeito psicotropico, conhecidas como tétrade
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canabinoide. Sao elas: hipolocomogao, hipotermia, catalepsia e antinocicepgao (Paes-
Colli et al., 2022). A atividade psicoativa do THC configura no principal limitante do seu
uso medicinal devido aos efeitos adversos a ele associados. Nesse contexto, outros
canabinoides, cuja acdo a nivel central ¢ fraca ou inexistente, emergem como potenciais

agentes terapéuticos para uso humano, a exemplo do CBD.

Inicialmente, o CBD foi proposto como antagonista dos receptores CBIR e CB2R.
No entanto, sabe-se atualmente que o CBD demonstra uma notavel promiscuidade
farmacologica, tornando impossivel chegar a conclusdes definitivas sobre o seu
mecanismo de agdo (Boggs et al., 2018a). De fato, diversas evidéncias sugerem que
muitos dos efeitos do CBD ocorrem via interagdo com os receptores de serotonina 1A (5-
HTI1A) em cérebros de roedores (Linge et al., 2016; Resstel et al., 2009) e de humanos
(Martinez-Aguirre et al., 2020). Além disso, ha indicios de que o CBD também atue nos
receptores opioides p e 6 (Kathmann et al., 2006), bem como nos receptores TRPV1
(Etemad et al., 2022). Anteriormente, 0 CBD demonstrou a capacidade de aumentar os
niveis de AEA através da inibi¢cdo da recaptagdo deste ligante, juntamente com a inibigao
da enzima FAAH (Elmes et al., 2015). Ao contrario do THC, ¢ possivel que o CBD tenha
efeitos antipsicoticos, além de se mostrar potencialmente eficaz no tratamento da
ansiedade, da dor neuropatica, da epilepsia, do cancer, e de transtornos de movimento

(Boggs et al., 2018a).

A complexidade farmacoldgica do CBD e sua ampla interagdo com diferentes
receptores destacam a necessidade de uma abordagem cuidadosa na administracao deste
composto a fim de serem alcangados resultados clinicos significantes. Neste contexto, a
escolha da forma farmacéutica para administragdo do CBD ¢ fundamental uma vez que
diferentes formula¢des podem afetar sua biodisponibilidade e perfil terapéutico (Larsen;
Shahinas, 2020). A via de administracdo oral, apesar de ser amplamente aceita pelos
pacientes, apresenta desafios significativos para uma entrega eficaz do CBD. Entre os
principais obstaculos estdo a baixa biodisponibilidade e perfis farmacocinéticos variaveis
(Millar et al, 2020). Quando administrado pela via oral, estima-se uma
biodisponibilidade de 6%, com uma taxa lenta de absorc¢ao e pico plasmatico alcangado
entre uma e quatro horas apos a ingestao. A ingestao de refeigdes ricas em gordura pode
aumentar consideravelmente a biodisponibilidade do CBD, provavelmente através da

melhora do transporte linfatico e da inibicdo de transportadores de efluxo de
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medicamentos. No entanto, o metabolismo de primeira passagem ainda se apresenta como

uma barreira significante para o aumento da biodisponibilidade oral (Millar et al., 2020).

A estabilidade do CBD ¢ outro fator relevante que pode variar de acordo com a
formulagdo. A estabilidade da molécula ¢ influenciada por fatores como temperatura,
exposicao a luz e oxidacdo. Estudos indicam que a exposi¢ao a luz a temperatura ambiente
pode resultar em uma degrada¢do média de 13% in CBD E-liquido em 30 dias, ao passo
que o armazenamento no escuro em temperatura ambiente provoca apenas 4% de
degradacao (MAZZETTI et al., 2020).Além disso, amostras de CBD armazenadas na
auséncia de luz, em temperatura ambiente por trés meses, podem apresentar impurezas
como A9-THC e A8-THC (Citti et al., 2021). O impacto de diferentes tipos de
formulacdes na estabilidade do CBD permanece incerto; contudo, o CBD dissolvido em
triglicerideos de cadeia média (TCM) aparenta ser menos suscetivel a oxidagcdo do que

quando dissolvido em 6leo de oliva ou 6leo de semente de Cannabis (Calvi et al., 2018).

A extracao de canabinoides ¢ uma etapa critica que envolve a concentracao dos
componentes alvos de interesse para o desenvolvimento de um produto (Lazarjani et al.,
2021). Nesse contexto, compreende-se o0 método de extracdo terd impacto significativo
na composicao final do produto de Cannabis, influenciando ndo apenas a concentragao
de canabinoides, mas também a presenca de terpenos e outros fitoquimicos. Assim, a
depender da extracao empregada, os extratos de Cannabis podem ser categorizados como
amplo espectro, espectro completo, ou extrato isolado (Cather; Cather, 2020). Enquanto
o extrato isolado é composto por um canabinoide especifico, mais comumente CBD ou
THC, nos extratos de espectro amplo e de espectro completo sao preservados todos os
componentes da Cannabis, incluindo uma variedade de fitocanabinoides, terpenos,
flavonoides, entre outros fitoquimicos. Nota-se que, no extrato amplo espectro, a
concentragdo de THC é minima (Cather; Cather, 2020). No Brasil, a Resolugdo da
Diretoria Colegiada (RDC) N° 327/2019, que, entre outras providéncias, estabelece os
requisitos para a comercializa¢ao de produtos de Cannabis para fins terapéuticos no pais,
destaca em seu artigo 4° que “os produtos de Cannabis contendo como ativos
exclusivamente derivados vegetais ou fitofarmacos da Cannabis sativa, devem possuir
predominantemente, canabidiol (CBD) e ndo mais que 0,2% de tetrahidrocanabinol
(THC).” Especifica, ainda, que “os produtos de Cannabis poderao conter teor de THC

acima de 0,2%, desde que sejam destinados a cuidados paliativos exclusivamente para
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pacientes sem outras alternativas terapéuticas e em situacdes clinicas irreversiveis ou

terminais” (Brasil Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2019).

Nesse contexto, o 6leo de Cannabis de amplo espectro apresenta-se como uma
alternativa viavel, respaldada por dois motivos importante. O primeiro envolve a redugdo
da presenca do THC a niveis tragos, sugerindo, assim, uma redu¢do dos eventos adversos
associados a esse composto. O segundo motivo, mas ndo menos importante, envolve o
fenomeno conhecido como "efeito comitiva" ou "efeito entourage", inicialmente proposto
por Mechoulan e Bem-Shabat (Ben-Shabat et al., 1998). Este efeito sugere que a presenga
conjunta de diferentes classes de fitocompostos em formulagdes a base de Cannabis pode
conferir um efeito terapéutico ampliado em comparagdo com compostos isolados. De
acordo com a literatura disponivel, os terpenos desempenhariam o papel de coativadores
do efeito comitiva, inclusive dentro do contexto do manejo de distirbios psiquiatricos
(Ferber et al., 2020). No entanto, embora existam estudos promissores que investigam a
sinergia entre fitocanabinoides e terpenos, compreensdo a respeito dos mecanismos
subjacentes ainda ¢ um limitante ¢ mais estudos sdo necessarios para investigar os
beneficios da adi¢dao de terpenos e outros compostos ao tratamento com CBD, com ou
sem THC (Ferber et al., 2020). Tais descobertas tém implicagdes significativas, € podem
oferecer potencialidades terapéuticas unicas, especialmente para os pacientes que nao

respondem adequadamente as terapias convencionais.

2.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE TRANSTORNO DE ESTRESSE POS-
TRAUMATICO

Assim como para qualquer outra condigdo psiquidtrica, os modelos animais
desempenham um papel fundamental na compreensao da neuropatofisiologia do TEPT.
Eles ajudam a compreender os mecanismos de indugdo, facilitando a identificacdo de
alvos terapéuticos bem como testando potenciais candidatos a farmacos (Verbitsky;
Dopfel; Zhang, 2020a). Tradicionalmente, a possibilidade de estudar condigdes
psiquiatricas através de modelos animais ¢ avaliada pelos trés critérios seguintes: 1)
validade de construcdo, ou seja, a capacidade que o modelo tem de capturar a etiologia
do TEPT; 2) validade de face, relacionada com a conformidade do modelo em representar
a sintomatologia do transtorno; e 3) a validade preditiva, referente a resposta do modelo

ao tratamento (Bienvenu et al., 2021; Willner, 1986).
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Apesar de todo o progresso recente na compreensao da neurobiologia do TEPT
ter facilitado o desenvolvimento de modelos experimentais de indugdo do estresse, o
TEPT ainda ¢ um transtorno sem tratamento farmacoldgico especifico, sem
biomarcadores confiaveis estabelecidos, ¢ os modelos animais reproduzem a
neurobiologia do transtorno de forma limitada (Pinna, 2019). Considerando os critérios
de diagnoéstico adotados pelo DSM-5 (ver topico 2.1. Transtorno de estresse pos-
traumadtico), alguns sintomas, como memorias intrusivas, ndo sdo possiveis ou sio
dificeis de serem avaliadas (Richter-Levin; Stork; Schmidt, 2019). Assim, ¢ provavel que
uma abordagem animal que melhor reflita a condi¢ao humana seja aquela que considere
a aplicagdo do estresse cronico em combinagdo com algum evento traumatico agudo que

desencadeie o comportamento do tipo-TEPT (Aspesi; Pinna, 2019).

Neste contexto, a Tabela 3 oferece uma sintese de dois modelos distintos de
inducdo ao estresse utilizados na investigagdio do TEPT: a restricio aguda dos
movimentos e o estresse cronico de origem imprevisivel. Essa sintese foi elaborada com
base nos critérios tradicionais de avaliagdo dos modelos animais e incorporando
marcadores inflamatorios como parte da analise. Adicionalmente, sao destacados os testes
comportamentais associados a cada modelo, juntamente com os pardmetros utilizados

para avaliar sua eficécia e relevancia na pesquisa do TEPT.



Tabela 2 - Modelos de indugao ao estresse no estudo do transtorno do estrese pos-traumatico
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Modelo de Validade de Validade de Validade Marcador Critério Teste Parimetro
Estresse Construcao Face Preditiva Inflamatorio Comportamental
Restricio de  Aumento do Comportamento Sensivel aos Nao- D (alteragdes 1) Teste donado 1) Tempo de
Movimento  feedback tipo-depressivo  ISRSs reportado negativas de forgado imobilidade
negativo do humor e
eixo HPA Anedonia cogni¢ao) 2) Preferénciade  2) % ingestdo
sacarose de sacarose; %
Disfungao do ingestao de
cortex pre- agua
frontal e
amigdala 3) Teste de 3) Tempo de
suspensao pela imobilidade
cauda
Cronico de Aumento do Sensivel aos Plasma e C (evitagdo) 1) Labirinto em 1) % tempo
Origem feedback Evitagdo geral ~ ISRSs SNC cruz elevado gasto nos
Imprevisivel negativo do bragos abertos;
eixo HPA % entradas
feitas nos
Alteragao da bragos abertos

morfologia do

hipocampo

2) Campo aberto

2) Tempo gasto
no centro do
campo;
laténcia para
entrar no
centro do
campo

Fonte: Elaborado pela autora, 2024, em adaptacao a (Aspesi; Pinna, 2019; Deslauriers et al., 2018; Torok et al., 2019; Verbitsky; Dopfel; Zhang, 2020a). HPA:
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal; ISRSs: Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina; SNC: sistema nervoso central.
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2.5.1 KEstresse agudo por restricio dos movimentos

No modelo de indugao ao estresse pela restricdo dos movimentos, os animais sao
posicionados dentro de um aparato cilindrico onde os movimentos sdo minimos ou
inexistentes (Flandreau; Toth, 2018). O tempo de permanéncia varia entre os protocolos,
podendo durar entre 15 min e 24 h (Chu et al., 2016; Molina; Andero; Armario, 2023).
Duas horas de imobilizagdo completa foi relacionada com um aumento do
comportamento tipo-ansioso avaliado pelos testes do labirinto em cruz elevada e do
campo aberto(Andero et al., 2013; Mitra et al., 2005). Além disso, animais submetidos
ao protocolo de restri¢do apresentaram anedonia e comportamento tipo-depressivo (Chu
et al., 2016). Em concordancia com dados enddcrinos observados em pacientes com
TEPT, quando o estresse por imobilizacao foi seguido por um lembrete de restrigao de 20
min ap6s 1, 7 ou 13 dias, foi induzida uma hipoatividade significativa do eixo HPA,
medida pela diminui¢do do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) e corticosterona

(Harvey et al., 2006).

No contexto do TEPT, os pontos fortes do modelo de indugdo do estresse agudo
pela restricdo do movimento incluem 1) extensa observacao sobre mudangas relacionadas
ao eixo HPA e sua evolucao ao longo do tempo, (2) anélise detalhada e diferencial de
mudangas estruturais e funcionais na rede pré-frontal-hipocampal-amigdalar, (3) dados
disponiveis para ambos os sexos (embora as fémeas se mostrem resilientes) (4) efeitos
muito confidveis em processos especificos do medo. Por outro lado, as seguintes
limitagdes sdo destacadas: 1) dados limitados sobre outros resultados comportamentais
ou bioldgicos relevantes para o TEPT; 2) poucos estudos disponiveis que utilizem uma
unica exposicao em combinagdo com medi¢des de longo prazo; e 3) uso limitado de
abordagens de subdivisdo de subgrupos vulneraveis e resilientes (Deslauriers et al.,

2018).

2.5.2 Estresse cronico de origem imprevisivel

Neste modelo, os animais s3o expostos diariamente a diferentes estressores,
durante um periodo que pode variar de 1 a 8 semanas (Deslauriers et al., 2018). Apesar
de o estresse cronico de origem imprevisivel ser amplamente utilizado para mimetizar
comportamento do tipo-depressivo, este paradigma apresenta validade de face e validade

preditiva para pelo menos algumas formas de TEPT. Além disso, essas alteracdes
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comportamentais respondem ao tratamento com inibidores seletivos da recaptacdo da

serotonina (ISRS) ou ketamina (Aspesi; Pinna, 2019; Deslauriers ef al., 2018).

Anteriormente foi demonstrado que o estresse cronico de origem imprevisivel
induz a um aumento do feedback negativo do eixo HPA apos exposi¢ao (Yehuda et al.,
2015b), mimetizando alteragdes observadas em pacientes com TEPT, além de alterar o
volume do hipocampo (Isgor et al., 2004). Além disso, ratos cronicamente estressados
por meio deste paradigma demonstraram uma regulacdo negativa da expressdao do
receptor CB; e uma diminui¢do do endocanabinoide 2-AG também no hipocampo (Hill

et al., 2005).

As principais limitagdes do estresse cronico de origem imprevisivel incluem a
dificuldade de reprodutibilidade, uma vez que ndo esta claro quais variagdes de
estressores sao capazes de induzir mudancas de longo prazo. Além disso, ndo se sabe se
0s mecanismos neurobiologicos envolvidos na alteragdo comportamental sdo os mesmos
em todas as variagoes de estressores. Por fim, dados relacionados a roedores fémeas ainda

sao limitados (Deslauriers ef al., 2018).

2.5.3 Tétrade canabinoide

A tétrade canabinoide ¢ um modelo pré-clinico classico utilizado para avaliar os
efeitos comportamentais de canabinoides naturais ou sintéticos nos receptores CBj
(Metna-Laurent et al., 2017). Além disso, ha indicios de que receptores CB2 e GPR55
possam estar relacionados com os efeitos da tétrade; porém, a forma pela qual esse
envolvimento acontece ainda nao ¢ totalmente compreendida (Wang et al., 2020). Este
paradigma comportamental ¢ caracterizado por quatro fendtipos distintos que emergem
apds a administragdo aguda de CB; agonistas, inicialmente observados apos a
administracdo do THC em roedores. Tais fen6tipos incluem hipolocomogao (diminui¢ao
da atividade motora espontanea), hipotermia (diminuicdo da temperatura corporal),
analgesia (diminuicao da sensibilidade a dor), e catalepsia (limitacao da capacidade de
iniciar movimentos) (Metna-Laurent et al, 2017). Cabe ressaltar que esses
comportamentos sdo mediados por diferentes regides cerebrais (Kim et al., 2022). Além
disso, os efeitos do CBD avaliados pela tétrade canabinoide ainda sdo pouco descritos na
literatura cientifica. Um estudo publicado em 2021 utilizou ratos machos e fémeas para

avaliar os efeitos do CBD oral em trés dos quatro pardmetros da tétrade: analgesia,
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temperatura corporal e atividade locomotora. Os resultados indicaram um aumento
modesto na sensibilidade a dor mecéanica com a maior dose de CBD testada (30 mg/kg),
junto com uma alteragdo minima na temperatura corporal dos animais machos (< 0,1 °C).
Quanto a atividade locomotora, observou-se hipolocomogao 30 min apds a administragao
oral de 10-30 mg/kg de CBD, com modulacao dependente do sexo apds 270 min. No
entanto, ndo foi identificada uma dose especifica de CBD para os efeitos dependentes do
sexo (Moore; Weerts, 2022). Esses efeitos parecem variar de acordo com a espécie, dose
e via de administracao (Boggs et al., 2018b; Moore; Weerts, 2022). Tais achados sugerem
que o CBD pode agir por meio de interagdes com receptores distintos do CB1, apontando
para sua administracdo oral como uma alternativa aos efeitos psicomiméticos

frequentemente associados ao THC.

2.6 POTENCIAIS APLICACOES CLINICAS

O TEPT ¢ uma neuropatologia complexa e debilitante, com frequente
sobreposi¢do de sintomas e comorbidades, incluindo ansiedade, depressdo, ideacgdo
suicida e abuso de drogas. Devido a sua complexidade e heterogeneidade, estabelecer um
unico modelo animal que recapitule as diversas alteragdes bioquimicas e
comportamentais observadas nos pacientes ainda ¢ desafiador (Aspesi; Pinna, 2019).
Porém, os modelos disponiveis oferecem valiosa contribui¢do no que tange uma maior
compreensdo da neuropatofisiologia subjacente ao transtorno, bem como na identificagao
de alvo terapéuticos e biomarcadores. Ainda, dentro do contexto deste presente trabalho,
os modelos animais despontam como uma plataforma para a avaliagdo de potenciais
tratamentos e como eles impactam os sintomas e as alteragdes neurobioldgicas associadas
ao TEPT. Através da analise dos dados gerados por estes modelos e subsequente tradugao
destes resultados em ensaios clinicos, potenciais avangos relacionados ao tratamento e

manejo do TEPT podem melhorar a qualidade de vida dos individuos afetados.

Em consulta realizada em dezembro de 2024 na plataforma ClinicalTrials.gov

(https://clinicaltrials.gov/), foram identificados os registros de 4 ensaios clinicos que

buscam avaliar o potencial terapéutico da Cannabis para o TEPT. Dentre estes ensaios,

um ensaio de Fase 2 iniciado pela Universidade do Texas em Austin, NCT04197102, tinha

0 objetivo de avaliar a eficacia de um 6leo de CBD de amplo espectro (rico em CBD) ou

do CBD isolado, ambos a 99,9%, em comparagdo a um oOleo placebo. O desenho
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experimental propunha que, ao todo, 150 pacientes que atendessem aos critérios de
diagnostico para o TEPT preconizados pelo DSM-5 recebessem uma dose didria de 300
mg de uma das duas formulagdes de CBD durante oito semanas. Dentro das medidas de
resultado avaliadas pos-tratamento, incluiam-se avaliagdes da alteracdo em relacdo ao
estado inicial dos sintomas de depressdao e ansiedade. Um outro estudo da mesma

universidade (NCT05892276) propunha o recrutamento de adultos com historico de

exposic¢ao a traumas com a finalidade de investigar os efeitos do 6leo de CBD de amplo
espectro (300 mg) sobre a reconsolidagdo da memoria traumatica e sintomas relacionados
ao trauma. A principal justificativa para este trabalho foi o fato de ensaios pré-clinicos
sugerirem que o CBD possa ser clinicamente util para prevenir ou tratar o TEPT. Em ratos
Sprague-Dawley, CBD (50 mg/kg, dose tUnica via oral), mas ndo THC, atenuou
significativamente a reconsolidacio da memoria de medo quando administrado
imediatamente apos a lembranga por, pelo menos, sete dias (Murkar et al., 2019). Por
razdes legais que tangem o entendimento do FDA para o que ¢ um medicamento, ambos

os estudos foram suspensos.

Como exemplificado acima, ensaios pré-clinicos podem sugerir estratégias para a
investigacdo clinica a fim de validar os resultados observados em animais e gerar dados
relevantes para a populagdo humana, além de oferecer a possibilidade de que terapias

eficazes e seguras para o tratamento do TEPT sejam confirmadas.
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3 JUSTIFICATIVA

Com uma prevaléncia que pode variar de 5 a 10%, o TEPT ¢ uma condigao
psiquiatrica globalmente distribuida (Mann; Marwaha, 2024). Devido ao seu carater
multifacetado, este transtorno requer tratamentos longos e dispendiosos (Amedu;
Dwarika, 2024). Embora disponiveis, os tratamentos psicoldgicos e farmacoldgicos se
mostram refratarios em aproximadamente 30% dos pacientes (Akiki; Abdallah, 2019),
evidenciando a necessidade urgente de alternativas terapéuticas mais eficazes. Nesse
contexto, o sistema endocanabinoide se destaca como um relevante modulador dos
sintomas fisioldgicos e comportamentais decorrentes da exposi¢ao ao estresse, mostrando
potencial para interferir positivamente na regulacdo emocional e na resposta ao trauma

(Bassir Nia; Bender; Harpaz-Rotem, 2019; Hill et al., 2018).

Sob essa perspectiva, o crescente interesse no uso de canabinoides para o
tratamento de condi¢des neuropsiquiatricas tem gerado discussdes sobre sua eficacia e
segurancga, especialmente em relagao aos efeitos dos produtos derivados da Cannabis —
incluindo o 6leo que se tem origina dessa espécie vegetal (Lynskey et al., 2024). Este 6leo
tem sido considerado uma opg¢ao terap€utica promissora para transtornos relacionados ao
estresse. Tal potencial advém do fato de ser rico em compostos como o CBD,
possibilitando sua interacdo com o sistema endocanabinoide e, consequentemente, a
promocao de efeitos moduladores sobre a ansiedade (Bolsoni et al., 2022) e a depressao

(Mangoo et al., 2022).

Com isso em mente, o presente estudo utilizou modelos experimentais para avaliar
os efeitos do 6leo de Cannabis de amplo espectro em camundongos, investigando sua
eficacia na modulagdo de comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansioso, além de
analisar a segurang¢a farmacologica a nivel central (de Assis et al., 2021). Com isso, visou-
se preencher a lacuna existente na literatura, explorando o impacto desse 6leo em dois
modelos distintos de estresse: agudo por restricdo dos movimentos e cronico de origem
imprevisivel, com a expectativa de fornecer dados relevantes sobre sua aplicabilidade

terapéutica no tratamento do TEPT e condi¢des relacionadas.
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4 OBJETIVOS
4.1 GERAL

Avaliar a eficacia terapéutica de um o6leo de Cannabis de amplo espectro em

comportamentos do tipo-depressivo e tipo-ansioso desencadeados por estressores de

natureza traumadtica, combinada, além de avaliar a seguranca farmacologica do 6leo e o

seu potencial de modulagao de uma série de moléculas sinalizadoras.

4.2 ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do 6leo de Cannabis de amplo espectro no comportamento tipo-
depressivo e tipo-ansioso induzidos pelo estresse agudo de restrigdo dos
movimentos;

Verificar o efeito do 6leo de Cannabis de amplo espectro no comportamento tipo-
depressivo e tipo-ansioso induzidos pelo estresse cronico de origem imprevisivel;
Investigar o efeito do 6leo de Cannabis de amplo espectro no comportamento tipo-
depressivo por meio do teste de nado forgado;

Investigar o efeito do 6leo de Cannabis de amplo espectro no comportamento tipo-
anedonia por meio do teste de borrifagem de sacarose;

Examinar o efeito do 6leo de Cannabis de amplo espectro no comportamento tipo-
ansioso através do teste de labirinto em cruz elevado;

Avaliar o efeito motor do 6leo de Cannabis de amplo espectro por meio do teste
do campo aberto;

Verificar o efeito central do 6leo de Cannabis de amplo espectro por meio da
tétrade canabinoide;

Investigar os efeitos do 6leo de Cannabis de amplo espectro sobre os niveis séricos

de uma série de citocinas, quimiocinas, e fatores de crescimento.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 OLEO DE CANNABIS DE AMPLO ESPECTRO

O ¢6leo de Cannabis de amplo espectro foi produzido e analisado pela Associagao
Brasileira de Apoio Cannabis Esperanca, Paraiba - Brasil, inscrita no Cadastro Nacional
de Pessoas Juridicas (CNPJ) sob o numero 23.877.015 / 0001-38. A anélise
cromatografica (Anexo I) demonstrou uma propor¢do de CBD: THC de 11:1 (THC:
3,5%; CBD: 36,8%) ¢ canabinoides totais de 40,2%. Em relagdo a avaliagdo
microbiologica (Anexo II), o laudo emitido pela empresa atesta que o produto se enquadra

ao padrao de qualidade esperado.

5.2 ANIMAIS

Todos os ensaios foram realizados utilizando 120 camundongos Swiss machos
pesando entre 30-50 g, com idade de 50 a 90 dias, fornecidos pelo biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os camundongos foram alojados em
gaiolas de plastico transparentes forradas com maravalha (até 12 animais por caixa) e
mantidos sob condi¢des controladas que incluiam ciclo de luz (12 h luz / 12 h escuro;
periodo claro iniciando as 07:00 h), temperatura (22 £+ 2 °C) e umidade controladas, agua
e comida ad libitum. Todos os testes foram realizados entre 8:00 h e 17:00 h, sendo que
os animais foram ambientados ao laboratorio por pelo menos 1 h antes do inicio. Cada
camundongo foi usado apenas uma vez e todos os esforcos foram feitos a fim de
minimizar o sofrimento bem como reduzir o nimero de animais necessarios para os testes.
Os experimentos aqui descritos foram relatados em conformidade com as diretrizes
ARRIVE (Kilkenny et al., 2010; McGrath; Lilley, 2015; Percie du Sert et al., 2020) e
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA-UFSC) sob o
protocolo 7176240920 (Anexo III). Todos os procedimentos experimentais foram
conduzidos de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e CEUA-UFSC, baseando-se nos principios dos
4Rs: replacement (substituicdo), reduction (redugdo), refinement (refinamento), e

responsability (responsabilidade) (Lee; Lee; Kang, 2020).

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Dois blocos experimentais foram utilizados para avaliar a eficacia do 6leo de

Cannabis de amplo espectro em comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansioso. Em
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ambos os blocos, o 6leo de Cannabis e a fluoxetina, inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina e utilizada como controle positivo, foram dissolvidos em triglicerideos de
cadeia média (TCM, Vitafor®, Brasil) e solucdo salina, respectivamente. Apesar da
indicacdo para uma condi¢ao adversa (off-label), a fluoxetina tem sido utilizada em
modelos pré-clinicos e ensaios clinicos de TEPT, demonstrando eficacia (Ariel et al.,
2017;Kao et al., 2016; Martenyi et al., 2002; Van der Kolk et al., 1994; Verbitsky; Dopfel,
Zhang, 2020b). Ambos os tratamentos foram preparados imediatamente antes do uso e
administrados uma unica vez pela via oral (v.0.) no volume de 10 mL/kg. A escolha das
doses utilizadas foi baseada em um experimento piloto e em trabalhos anteriores (Long
et al., 2010; Moretti et al., 2013; Schiavon et al., 2016). Os animais foram alocados
aleatoriamente para cada um dos grupos e o tratamento foi administrado por um

pesquisador que estava cego quanto ao conteudo manipulado para cada grupo.

Como ilustrado pelas Figuras 5 e 6, dois modelos distintos foram propostos para
simular a inducdo do estresse ¢ o desenvolvimento dessa condi¢cdo nos camundongos,
descritos detalhadamente abaixo. No primeiro bloco de experimentos, os animais foram
induzidos ao estresse agudo por meio do modelo de restricdo dos movimentos. Este
protocolo consistiu na administragao do 6leo de Cannabis de amplo espectro (0,1; 3 e 10
mg/kg), do controle positivo (10 mg/kg) ou veiculo (TCM) 1 h antes do inicio do estresse.
No segundo bloco experimental, os camundongos foram submetidos ao modelo de
estresse cronico de origem imprevisivel e tratado com o 6leo de Cannabis de amplo
espectro (0,1, 1 e 3 mg/kg), controle positivo (10 mg/kg) ou veiculo (TCM) no 14° dia do
protocolo, 1 h ap6s o término do estresse. Ainda dentro do modelo cronico, um grupo de
camundongos foi tratado com o 6leo de Cannabis (0,1 mg/kg) ou fluoxetina (10 mg/kg)
durante os ultimos cinco dias do protocolo (do 10° ao 14° dia). A administragao ocorreu

1 h apds o término do estresse naqueles dias.
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Figura 5 - Resumo gréfico das etapas experimentais e testes realizados
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Fonte: Adaptado de (de Assis ef al., 2021). Os camundongos foram submetidos a estresse utilizando modelos de restri¢do aguda de movimentos e
estresse cronico de origem imprevisivel, sendo posteriormente avaliados em termos comportamentais. Além disso, a seguranga farmacolégica do
6leo de Cannabis de amplo espectro foi avaliada por meio da tétrade canabinoide.



Figura 6 — Detalhamento dos protocolos experimentais para a indugao do estresse e
avaliagdo do comportamento em camundongos
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Fonte: Elaborado pela autora (2024). Desenho experimental. A) O protocolo de indugao
ao estresse por meio da restricao aguda dos movimentos iniciou-se com o tratamento dos
camundongos com fluoxetina ou 6leo de Cannabis de amplo espectro. Apds 1 h, os
animais permaneceram sob restricio dos movimentos por 7 h e, em seguida, foram
submetidos aos testes comportamentais do labirinto em cruz elevado e do campo aberto.
B) No protocolo de estresse cronico imprevisivel, aplicado por 15 dias, os estimulos
estressantes consistiram em contencdao, natacao forgada, banho frio, aparas de 1a
molhadas, choque e compressdo da cauda em dias e horas alternados, sempre de forma
imprevisivel. Neste protocolo, o medicamento foi administrado uma tnica vez, no 14° dia
do protocolo, e os animais foram avaliados 24 h depois por meio dos testes de borrifagem
de sacarose, nado for¢ado, labirinto em cruz elevado e campo aberto. C) Camundongos
submetidos ao modelo de estresse cronico de origem imprevisivel foram tratados
cronicamente com Oleo de Cannabis do 10° ao 14° dia. No 15° dia, foram avaliados
comportamentalmente por meio dos testes de nado for¢ado, borrifagem de sacarose,
labirinto em cruz elevado e campo aberto.

5.4 MODELOS ANIMAIS DE INDUCAO AO ESTRESSE
5.4.1 Estresse Gnico por restricio

Os camundongos foram randomizados em cinco grupos diferentes, a saber:
veiculo (TCM)), fluoxetina (10 mg/kg, via oral, administracdo unica), e 6leo de Cannabis
de amplo espectro nas doses de 0,1, 3 e 10 mg/kg, via oral, administracdo Unica).
Inicialmente, os camundongos foram mantidos dentro de suas gaiolas em grupos, com
livre acesso a agua e comida, durante a administragdo dos tratamentos e no periodo
anterior a restricao (1 h). Na sequéncia, um animal por vez foi retirado de sua gaiola e

introduzido em um tubo de plastico fenestrado (18 cm x 4 cm). Este tubo foi, entdo,
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mantido em posi¢ao horizontal a fim de manter a orientacao normal do corpo do animal,
que assim foi mantido pelas proximas 7 h. Todos os movimentos corporais foram
contidos, porém sem indugao de dor. Além disso, durante estas 7 h, nem 4gua nem comida
foi ofertada aos camundongos. Apos a liberagao, os animais aguardaram 40 min até o
inicio da avaliagdo comportamental (Budni et al., 2013; Freitas et al., 2014; Gall et al.,

2020; Poleszak et al., 2006). Essa dinamica experimental esté ilustrada pela Figura 6A.

5.4.2 Estresse cronico de origem imprevisivel

Neste protocolo, foram avaliados camundongos randomizados em cinco grupos
diferentes, a saber: veiculo (MCT), fluoxetina (10 mg/kg, via oral, administra¢ao Uinica),
e o0leo de Cannabis de amplo espectro (0.1, 1 e 3 mg/kg, via oral, administracao Unica).
Durante 14 dias, os animais foram submetidos a estimulos estressantes aleatérios que
foram projetados de maneira a maximizar a natureza imprevisivel do estresse: os
estressores variaram em sua natureza, cronologia e duragdo, sendo que nenhum deles
envolveu a privacao de agua e comida. Do 1° ao 13° dia do protocolo, os animais
submetidos ao protocolo de tratamento Unico foram imediatamente alocados para suas
gaiolas e transferidos de volta as condi¢des-padrdo do laboratério apés o fim de cada
estressor. No 14° dia, eles foram tratados 1 h ap6s o fim do estresse e, 24 h depois, foram
avaliados quanto ao seu comportamento (Figura 6B). Quanto aos animais que receberam
tratamento continuo (Figura 6C), estes foram igualmente alocados e reestabelecidos as
condi¢cdes laboratoriais imediatamente apds o término do estressor durante os nove
primeiros dias do protocolo. Do 10° ao 14° dia, os animais foram tratados 1 h apds o fim
do estresse com o 6leo de Canabis de amplo espectro na dose de 10 mg/kg. No 15° dia,
24 h ap6s o ultimo tratamento, eles foram avaliados comportamentalmente (Lu et al.,

2006; Moretti et al., 2012).
Os estressores utilizados ao longo dos dias foram:

1) Restricdo dos movimentos — individualmente, o animal foi alocado em tubo
plastico fenestrado (18 cm % 4 cm). A restrigdo dos movimentos ocorreu no 1° € no 7°

dia do protocolo.

2) Nado forgado — no 6° do protocolo, um camundongo por vez foi colocado em

um recipiente cilindrico (10 cm % 25 cm) contendo 19 cm de 4gua. Neste momento, o
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objetivo do nado forgado ndo foi avaliar o comportamento do animal; ele foi considerado

apenas um estimulo a natagdo.

3) Banho frio — os animais foram alocados em uma gaiola contendo 2 cm de dgua

fria no 2° e no 9° do experimento.

4) Maravalha molhada — os animais foram alocados em uma gaiola inclinada 45°
contendo maravalha molhada com 400 mL de 4gua. Agua e comida foram ofertadas ad

libitum. Este estimulo aconteceu no 3° e 12° dia.

5) Choque elétrico nas patas — os animais foram alocados na esquiva passiva
(Insight® - Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) e receberam choques (0,7 mA; 0,5 s/min)

a cada 30 s durante 3 min no 8°, 10° e 14° dia.

6) Compressao da cauda — no 4° e 13° dia, um prendedor de roupas posicionado

a 1 cm da base da cauda foi utilizado para o estimulo de compressao.

5.5 AVALIACAO COMPORTAMENTAL
5.5.1 Teste do nado forcado (FST, “Forced Swimming Test”)

O FST avaliou o comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse e seguiu
o método previamente descrito por Porsolt e colaboradores (1977). Um por vez, os
camundongos foram colocados em um tanque cilindrico e transparente (30 cm x 20 cm)
contendo 15 cm de dgua a uma temperatura de 22-25 °C, que foi trocada a cada animal.
O teste teve duragdo de 6 min, com um periodo prévio de habituagdo de 2 min. Os efeitos
antidepressivos dos tratamentos foram avaliados em funcdo da laténcia para a imobilidade
(SLATTERY; CRYAN, 2012; VERBITSKY; DOPFEL; ZHANG, 2020). Neste modelo,
os estressores tendem a aumentar o tempo de imobilidade dos animais, enquanto
substancias com potencial antidepressivo tendem a diminui-lo (Molendijk; de Kloet,
2022). O FST foi conduzido apenas no protocolo de estresse cronico de origem

imprevisivel.

5.5.2 Teste de borrifagem da sacarose (ST, “Splash Test”)
O ST foi utilizado para avaliar o estado de anedonia dos animais e consistiu em
borrifar 200 pL de uma solugdo de sacarose (20%) no dorso dos animais. Devido a alta

viscosidade desta solu¢do, os animais normalmente iniciam sua autolimpeza
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imediatamente, e este comportamento foi observado por 5 min. Animais que apresentam
um comportamento tipo-depressivo apresentam um tempo menor de autolimpeza em
comparag¢do aos animais-controle. Por sua vez, substancias com potencial antidepressivo
aumentam o tempo despendido a este autocuidado (Diaz et al., 2016; Quintans-Jinior et
al., 2011). O ST foi conduzido apenas no protocolo de estresse cronico de origem

imprevisivel.

5.5.3 Teste do labirinto em cruz elevado (EPMT, “Elevated Plus Maze Test”)

O EPMT avaliou o comportamento tipo-ansiogé€nico no grupo de camundongos
expostos previamente ao estresse. O aparato ¢ constituido por dois bragos abertos (36 cm
x 5 cm) e dois bragos fechados (36 cm x 5 cm % 18 ¢cm) que se conectam por meio de
uma plataforma central (5 cm x 5 cm) e que estdo elevados a 50 cm do solo. Para a
execugdo do teste, cada animal foi posicionado no centro da plataforma voltado para o
brago fechado e obteve permissdo para se mover livremente entre os bragos. Durante 5
min, foram registradas o numero de entradas bem como o tempo gasto nos bragos abertos.
Posteriormente, calculou-se a porcentagem de tempo gasto e de entradas nos bragos
abertos, parametros relacionados a ansiedade. No EPMT, o estresse tende a diminuir a
frequéncia e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, enquanto uma substancia com
potencial efeito ansiolitico tendem a aumenta-los (Sulakhiya et al., 2016). O EPMT foi

utilizado para avaliar os animais submetidos tanto ao protocolo agudo quanto cronico.

5.5.4 Teste do campo aberto (OFT, “Open Field Test”)

O OFT foi conduzido a fim de excluir a possibilidade de que algum possivel
comportamento tipo-depressivo ou tipo-ansiogénico tivesse relagdo com o aumento ou
diminui¢ao da atividade motora provocado pela administragdo dos tratamentos. Um a um,
os animais foram posicionados no centro de uma caixa de acrilico (30 cm x 30 cm) cujo
solo ¢ dividido igualmente em nove quadrados (Insight® - Ribeirdo Preto, Sao Paulo,
Brasil). O numero de quadrantes cruzados totalmente pelas quatro patas do animal foi
registrado durante 5 min. O aparato foi higienizado com etanol 10% ao fim de cada

avaliagdo (MACHADO et al., 2012).

5.6 TETRADE CANABINOIDE



44

A tétrade canabinoide ¢ um protocolo pré-clinico classico que avalia a seguranca

farmacoldgica de moléculas, cujo alvo seja relacionado ao SEC (Metna-Laurent et al.,

2017). O principal objetivo deste ensaio foi monitorar os efeitos centrais do 6leo de

Cannabis de amplo espectro nos receptores canabinoides através de quatro parametros

principais: hipolomocao, hipotermia, catalepsia e analgesia. Foram avaliados quatro

grupos para cada um dos quatro pardmetros supracitados, a saber: veiculo (TCM), 6leo

de Cannabis de amplo espectro (3 e 30 mg/kg, via oral) e WIN 55.212-2 (1,5 mg/kg, via

intraperitoneal), um potente agonista dos receptores canabinoides. Apds a administragao

dos tratamentos, os camundongos foram avaliados no periodo basal e a cada 1 h, por um

periodo de 6 h apds o tratamento.

Atividade locomotora: O aparato Rotarod (Ugo Basile, Italia) foi utilizado a uma

velocidade rotacional fixa de 4 rotagdes por min (rpm) a fim de verificar a
mudangas no desempenho motor dos animais. Os camundongos foram treinados
por 60 s durante os dois dias que antecederam o experimento. A laténcia foi
determinada nos casos em que os animais cairam do aparato.

Analgesia: Os animais foram colocados sobre uma placa quente com temperatura
fixa de 45°C para a avaliacao do limiar nociceptivo. O teste teve um ponto de
corte de 15 s.

Catalepsia: Um a um, os camundongos foram posicionados de modo que suas
patas dianteiras ficassem sobre uma haste de plastico (12 cm de diametro) fixada
horizontalmente a uma altura de 2-3 cm da superficie de uma caixa. Mediu-se,
entdo, o tempo que o animal passou movendo-se e tocando o fundo da caixa. O
ponto de corte do teste foi de 180 s.

Hipotermia: A temperatura interna dos animais foi medida com o auxilio de um
termometro digital clinico (BD Basics, Nova Jersey, EUA). O termometro foi
lubrificado com gel intimo e, logo em seguida, inserido no reto a uma

profundidade constante de 3 cm.

5.7 ANALISE DE BIOMARCADORES SERICOS POR ENSAIO
MULTIPLEX/LUMINEX

A quantificagdo sérica de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento foi

realizada através do método MULTIPLEX/LUMINEX com o kit de esferas Luminex

(R&D Systems, Minneapolis, EUA). O ensaio avaliou os niveis de 15 diferentes



45

proteinas, a saber: proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), eotaxina (EOTX),
fator estimulador das coldnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), interleucina-
(IL-) 1B, IL-4, IL-17A, IL-33, IL-2, IL-6, IL-17E, fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), proteina inflamatéria de macrofagos (MIP) -la, quimiocina derivada de
queratinocito (KC), molécula de adesao intercelular (ICAM) e receptor para produtos
finais de glicacdo avancada (RAGE). O ensaio foi realizado conforme as instru¢des do

fabricante.

A amostra foi obtida a partir do sangue dos camundongos no 15° e ultimo dia do
protocolo de estresse cronico imprevisivel. Apos a coleta, o sangue foi centrifugado para
a separacao do soro e armazenado a -80°C até a realizacdo do ensaio. Esse procedimento
foi realizado tanto para os animais tratados com uma dose inica quanto para aqueles que
receberam doses repetidas. Brevemente, 50 uL de amostra foram adicionados a placa
contendo 50 pL dos padrdes e 50 pL do coquetel de microparticulas. Apds 2 h de
incuba¢do em temperatura ambiente e sob agitacdo constante (800 rpm), o sobrenadante
foi removido e a placa foi lavada com tampao (100 pL, 3 vezes). Em seguida, foram
adicionados 50 pL do coquetel de anticorpo biotinilado em cada pogo, e a placa foi
novamente incubada por 1 h sob as mesmas condi¢des da incubacdo anterior. Na
sequéncia, a placa foi novamente lavada conforme descrito acima. Entdo, foram
adicionados 50 pL de estreptavidina-PE. A placa foi incubada por mais 30 min
(temperatura ambiente, 800 rpm). Finalmente, a placa foi lavada uma ultima vez e, entdo,
foram adicionados 100 pL do tampao de lavagem em cada pogo. Apds 2 min de agitacdo
(800 rpm), foi realizada a leitura da placa (Luminex® 100/200™ System, Texas, EUA).

Os resultados foram expressos como pg/mL.

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Tanto para os parametros comportamentais quanto para os parametros
bioquimicos, os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM).
Os dados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias,
seguido pelo post-hoc de Newman-Keuls ou Bonferroni e teste ¢ de Student’s, quando
apropriado. A normalidade e a homogeneidade foram avaliadas pelos testes de Shapiro-
Wilk e Levene, respectivamente. O nivel de significancia estatistica adotado foi de 95%
(p < 0,05). As analises foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.2.1 para

Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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Artide Info Abstract
Background: Posttranmatic stress discrder (PTSDY) is 2 peychiatric condition that manifests
Recetved: 11 June 2021 through a broad range of symptoms and shares Emvmiphmotypen with anxiety and d:ep!mix-m.
2 September 2021 Refractory PTSD affects 10-30% of the patients and highlights the need for alternative

ePublished: 10 September 2021 pharmacotherapy. The suggested involvement of the endocannabinoid system (ECS) with the
emotional processes has enlightened the use of Canmabis sp. Then, this study aimed to evaluate
the therapeutic effects of a broad-spectrum Cannabis oil on anxiety- and depressive-like
behaviom triggered by stressoms from combined nature. In addition, this study investigated the
effect of the cil on central cannabinoid receptor 1 and serum levels of cytokines, chemokines,
and growth factors.

Methods: Mice were randomized into five groups (vehicle; Canmabis oil; fluoxetine; single
oral dose) and submitted to acute restraint and chronic unpredictable stress. Then, they were
behaviorally assessed in the elewated phis-maze test (EPMT). forced swimming test (FST),
splash test (ST}, and open field test (OFT). The tetrad cannabinoid assay evaluated the central
effect of tha oil. Serum biomarkers levels were measured by a multiplex bead-based assay
Resalts: Canmabis oil (0.1 mgikg, p.o.) significantly reduced the anxiety-like behavior in EPMT
in the acute restraint stress model (p < 0L05) as compared to vehicle. Moreover, compared to the
wehicle, Carmabis oil significantly reverted the despair and anhedonic-like behawiors in FST (p
< 0.05) and 5T (p < 0.05), respectively, in chronically stressed mice. Yet, compared to vehicle,
therapy with Camnabis oil did not induce cannabinoid-tetrad (p < 0.0001) downregulated
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF; p < 0.01) and advanced glycation
end-products (RAGE: p < 0.0001); and upregulated vascular endothelial growth factor (VEGE
P = 0.01) serum levels.

Comnclusion: Altogether, our data suggest the potential of the broad-spectrum Cannabis oil to
improve symptoms related to anxiety and depression caused by traumatic events,

Keywords:

- Anxlety

-Broad-spectmm Cannabis oll
- Cannabis sp

-Depression
-Posttraumatic stress disorder

Introduction of symptoms, including the involvement of cognition,

Globally, the knowledge of the real prevalence of
posttraumatic stress disorder (PTSD) is unclear! It has
been estimated that 61% to 80% of individuals are going
to experience some type of traumatic event during their
lifetime.” From those individuals, approximately 5% to
10% will develop PTSD.® This psychiatric ailment affects
the self and social functions of individuals by a broad range

emotion, and mood.* In these people, PTSD is frequently
comorbid with depression and anxiety. According to the
National Epidemiologic Survey on Alcohol and Related
Conditions, 59% and 35.2% of those who met the criteria
for PTSD also met the criteria for anxiety and depression,
respectively?

Although there are significant proportions of people
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suffering from PTSD and its comorbidities, such as
depression and anxiety, the molecular mechanisms
underlying the pathophysiology are still poorly
understood. The current knowledge suggests alterations
in neurogenesis, neurchormonal, and neurotransmitter
functioning® Another aspect that has attracted attention
is the probable invelvement of the immune system and
its dysregulation in PTSD"* and PTSD-related disorders
- anxiety and depression.'” Then, a better understanding
of the molecular basis of PTSD is worth for future
development of diagnosis, prognosis, and therapeutic
strategies.

Thinking about new pharmacotherapy options is
particularly important if considering the challenges faced
by patients with the available drugs. To date, the US Food
and Drug Administration (FDA) has only approved
two selective serotonin reuptake inhibitors for the
treatment of PTSD: sertraline and paroxetine.'! Off-label
pharmacotherapy includes fluoxetine and venlafaxine.
However, 10 — 30% of the patients are still refractory
to the conventional prescriptions,'” highlighting the
demand for alternative strategies that are safe and have
good tolerability. In this scenario, the endocannabinoid
system (ECS) has emerged as a promising pharmaceutical
target for the modulation of the synaptic transmission
imvolved with cognition, stress responses, and emotional
stability," besides its connection with the immune system
and neurogenesis."”” Consequently, the therapeutic role of
Cannalis sp. has attracted more attention.

Among the more than 400 compounds identified in
Cannabis sp. so far, delta-9-tetrahydrocannabinol (A9-
THC) and cannabidiol (CBD) are the most studied
phytocannabinoids. The psychomimetic effects of Cannabis
sp. have been attributed mainly to A9-THC, which is an
agonist for central cannabinoid receptor type 1 (CBIR).
CBD, instead, does not elicit euphoria.’s Indeed, CBD is
known for its pharmacological properties, which include
analgesic and anti-inflaimmatory actions.”” Additionally,
this phytocannabinoid has proved to have neuroprotective,
anxiolytic, antipsychotic, antiemetic, and antioxidant
properties through a multi-target mechanism.'** Despite
all the pieces of evidence suggesting the effectiveness of
Cannabis sp. on psychiatric disorders, the FDA has only
approved this compound for children who suffer from
Lennox-Gastaut Syndrome and Dravet syndromes.?>® It
is worth mentioning that the approved drugs consist of
derivatives of isolated phytocannabinoids, which are way
different from Cannabis oil According to the extraction
techniques, broad-spectrum Cannabis oil can be almost
free of A9-THC but contains all the phytochemicals found
in the plant, including terpenes, flavonoids, and other
phytocannabinoids, such as CBD.* This composition is
said to contribute to the synergistic effects of Canmabis
sp. and might be an alternative treatment for complex
psychiatric diseases.

Animal models are widely used to research new
treatments for PTSD. It helps to comprehend the

molecular basis of the disease and, consequently, identify
potential targets for new drugs or even drug repositioning.
Using animals in pre-clinical research is also a strategy for
screening new potential drugs to treat PTSD Recently,
Deslauriers ef al.* have reviewed >600 articles to examine
the ability of current rodent models to probe biological
and behavioral phenotypes of PTSD. The authors have
evaluated several paradigms, including the restraint
stress and the chronic unpredictable stress, for their
efficacy in stimulating PTSD-like constructs (learned fear
and extinction, avoidance, reduced motivation/reward,
arousal, and cognitive deficits} in addition to biological
and physiclogical phenotypes associated with PTSD.
All the reviewed paradigms produced lasting effects on
general depression- and/or anxiety measures.™ That said,
behavioral tests are methodological tools that represent
the best approach to measure anxiety- and depressive-like
phenotypes in a PTSD model ™

Thus, considering the high prevalence of PTSD; the
patients’ refractory to medical treatment; and the suggested
therapeutic potential of Cannabis sp. on psychiatric illness,
this study aimed to evaluate in mice the effects of a broad-
spectrum Cannalis ol on anxiety- and depressive-like
behaviors triggered by stressors from combined nature.
Further, it was investigated the central effects of the oil
on CBIR, as well as its influence on the serum levels of
cytokines, chemokines, and growth factors.

Materfals and Methods

Broad-spectrum Cannalvis ofl

The broad-spectrum Cannabis oil was produced and
analyzed by the Brazilian Association ABRACE (Associagio
Brasileira de Apoio Cannabis Esperanga, Paraiba - Brazil)
that is enrolled with the National Register of Legal
Entities (CNPJ) under the number 23.877.015/0001-38.
The chromatographic analysis reported a CBD:A9-THC
proportion of 11:1 and total cannabinoids of 40.2% (Figure
1). Regarding the microbiological assessment, the oil was
under the current quality parameters.

Antmals

A total of 120 male Swiss mice (30-50 g, 50-90 days of age)
were provided by the breeding unit of the Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). The animals (maximum
of 12 mice group-housed in clear-transparent plastic cages
with dust-free sawdust bedding) were housed under
regulated conditions that included a 12-h-light/-dark cycle
(artificial light at 07:00 am. to 07:00 p.m.), controlled
temperature (22 + 2 °C), and standard food and water
ad libitwn. All of the tests were conducted between 8:00
am. and 5:00 pm., and the animals were acclimatized to
the laboratory settings for at least 1 h before testing. Each
animal was used only once throughout the experiments.
They were randomly assigned before treatment or
behavioral evaluation. All efforts were made to minimize
their suffering and reduce the number of animals required
for the experiments. The experiments herein described were

240 | Pharmaceutical Sclences, 2022, 28(2), 239-250

47



Commabis Ol for Mood Disorders

280

22m

200

1780

A

1.250

Absortanoe |mAL)|

1

- |

Ayl EBEA -4 470 i

0 e

.2
500

SR il

B LT

aa 49 840 8,0 0o

120 140 16,0 180 20,0

Towe [min|

Figure 1. High-performance bguid chromatography (HPLC) analysis of broad-spectrum Canngbiz ail. THC (retention fime = 18.2 min);
CBD [retenfion fime = 10.8 min). THC: tefrahydrocannabinol; CBD: cannabddicl.

reported in compliance with the ARRIVE guidelines™-*"
and approved by the Animal Ethics Committee of the
UFSC (CEUA-UFSC) under protocol 7176240920, All the
experimental procedures were conducted according to the
guidelines of CONCEA and CEUASUFSC, based on the
3R principles: replacement, reduction, and refinement. 4
blind operator performed both the nociception assessments
and the statistical analysis.

Expertmental design
Broad-spectrum Canmaalis oil (0.1, 1, 3 and 10 mg/fkg) and
fluoxetine (10 mg/ky), a selective inhibitor of serotonin
used as the positive control, were dissolved in medium-
chain triglycerides (MCT) (Vitafor®, Aragoiaba da Serra,
Sao Paulo, Brazil) and saline, respectively, and administerad
by oral gavage (p.o.). Pluoxetine has been used and
to be effective on pre-clinical models of PTSD**'? and
clinical studies. ¥

The chronic protocol was also featured with an additional
group treated continuously with Cannabis oil at 0.1 mg/
kg (p.o.; 1x/administration; 5-day treatment}. This extra
group aimed to verify if repeated treatment could result
in a long-lasting anxiolytic-fantidepressant-like effect. All
drugs were prepared right before the treatment, and the
volume of the administration was 10 mltkg, 1 h before
the constraint stress or immediately after the last stressful
stimulus (14-day protocol). The choice of the doses used
was based on pilot experiments (Supplemental Data) or on
previous data described in the literature. "

Acute restraint stress-induced paradigm

Five groups of randomized mice were tested through
this protocok vehicle, fluoxetine (10 mgkg po, 1x/
administration), or broad-spectrum Cannabis oil (0.1, 3,
and 10 mg/kg, p.o.; 1xfadministration), as shown in Figure
24, For the acute restraint stress-induced protocol, mice

were first maintained inside their home cages, with free
access to water and food, during the drug administration
and the periodbefore therestriction (1 ). Then, each animal
was removed from the group-house and introduced into a
fenestrated punctured plastic tube (18 cm = 4 cm) placed
in a horizontal, so the normal orientation of the animal’s
body was kept The animal remained in that position for 7
b, with all physical movements restrained but without any
pain. No food or water was offered to the animal during
the 7-hour period. After release, the animals waited for 40
min before being behaviorally assessed. ™! The researcher
was blind for the treatments, and the behavioral tests were
manually scored.

Chronic unpredictable stress (CUS) paradigm

Five groups of randomized mice were evaluated: vehicle,
fluoxetine (10 mg'kg p.o., Ixfadministration), or broad-
spectrum Cannabis oil (0.1, 1 and 3 mgke po, 1xf
administration), as shown in Figure 2B. This protocol
was also featured with an additional group that was
continuously treated with Connabis oil at 0.1 mg/kg (p.o.) -
administered in the last 5 days of the protocol. The stressful
stimuli were designed to maximize the unpredictable
nature of the stressor. Therefore, several stressors varying in
duration and time were randomly applied for 14 days. and
food and water were offered ad libitum. As soon as mice
were exposad to the stressor, they returned to their home
cage and were kept under laboratorial standard conditions.
Mice received the aforementioned treatments on the 14"
and last day of the protocol and were behaviorally assessed
24 h after the treatment.*#

Briefly, the CUS paradigm consisted of exposure, once
daily, to one of the following aversive stressors: restraint -
mice were placed into a plastic tube (18 cm = 4 cm) sealed
at the extremities and properly perforated to promote
air circulation. This stimulus occurred on the 1* and 7
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Figure 2. Experimental design. {4) The acute restraint stress-induced protocol was conducted in four different stages as llustrated above
{I-IV}. which included the drug administration 1 h before the restraint, the containment in tubes for 7 h, the ambiance of 40 min, and the
behavioral tests followed by euthanasia. Behavioral fasks were evaiuated by the elevated plus-maze and open field tests. (B) The chronic
unpredictable stress {CUS) protocol, applied for 15 days, was divided inte pericds of stressful stimuli and behavioral testsieuthanasia. The
siressful stimuli consisted of containment, forced swimming, cold bath, wet wool shavings, shock, and tail compression in aliernated days
and hours, always unpredictably. In this. profocol, the drug was administered on the last day (14) or daily for the group under continuous
treatment. Behavioral tasks were assessed by the forced swimming (FST), open field (OFT), elevated plus-maze (EFMT), and splash

(ST)tests.

days of the protocol; forced swimming - mice were into
a cylindrical recipient (10 cm = 25 cm) containing 19 cm
of water on the 6" day of the protocol; cold bath — mice
were placed inside a group-house with 2 cm of water on the
2™ and 9 days of the protocol; wet wood shaving - wood
shavings were wet with 400 ml of water, and the group-
house was tilted at 45° angle. This stimulus occurred on the
3™ and 12™ days of the protocol; footshock - test took place
at the passive avoidance apparatus (Insight® - Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo, Brazil). Mice were placed on the bars and
received paw shocks (0.7 mA; 0.5 s/min) every 30 sec for
3 min on the 8%, 10%, and 14" days of the protocol; tail
compression — on the 4% and 13" days, the tail compression
stimulus was conducted by positioning a clothespin 1 cm
from the base of the animal’s tail. Figure 2B summarizes all
the steps aforementioned.

Behavioral tests

Forced swirmming test

The EST assessed antidepressant-like behavior and followed
the method described by Porsolt et al** Each one of the
animals was placed into a transparent cylindrical tank (30
cm x 20 cm) with 15 cm of water ata temperature of 22-25
oC, The test was conducted for 6 min, with a habituation
period of 2 min. The antidepressant-like effects of the
treatments were assessed in the function of the latency to
immobility.**4 The FST was only executed in the chronic

protocol.

Splash fest
The splash test (ST) was used to measure the anhedonia-

like state. It consisted of squirting a sucrose solution (200
pl, 20%) on the dorsal coat of the animals. Because of the
high viscosity of sucrose in this concentration, the animals
initiate the self-cleaning behavior, a typical symptom of
anhedonia used to a depression diagnosis. After squirting,
the latency to grooming was recorded for 5 min as an
indicator of self-care and motivational behavior.”# The ST
was only executed in the chronic protocol

Elevated plus-maze fest

The elevated plus-maze test (EPMT) assessed anxiety-like
behavior in mice. The apparatus comprises two open arms
(36 cm » 5 cm) and two closed arms (36 cm x 5 cm x 18
cm) that are connected to a central platform (5 cm = 5 cm)
and elevated 50 cm from the ground. For the test, an animal
per time was placed at the center of the platform, facing
toward the closed arm, and allowed to move through the
arms. The time spent in the open arms and the number
of entries made into the open arms were recorded for 5
min. Subsequently, the percentage of time spent in open
arms was calculated from the total spent there divided by
the total time spent in both open and closed arms. The
percentage of entries made into the open arms was given
from the total entries made into these arms divided by the
total entries made in both open and closed arms.*

Open field test
The open-field test (OFT) evaluated whether the animals

242 | Pharmaceutical Sclences, 2022, 28(2), 239-250

49



Canmabis Ofl for Mood Disorders

had any locomotor impairment during the experimental
protocols and treatments. Each one of the mice was placed
in the center of an acrylic box (30 cm x 30 cm) that possess
nine square areas equally divided (Insight* - Ribeirdio
Preto, Sdo Paulo, Brazil). The crossing number (scored by
the number of segments crossed with the four paws) was
used to assess locomotor activity. The test lasted 5 min per
animal, and the apparatus was cleaned with a solution of
ethanol 10% after each test to avoid clues and smells from
the predecessor animal.®

Cannabinotd-induced tetrad

The classical cannabinoid-induced tetrad is a preclinical
maodel that evaluates the “safety-pharmacology” of new
cannabinoid-related molecules.™ The main purpose
of the test was to monitor the central effects of broad-
spectrum Cannabis oil on cannabinoids by measuring the
following parameters: spontaneous locomotor activity
rectal temperature, catalepsy, and antinociception.™ Four
groups were assessed for each parameter aforementioned:
vehicle (MCT); broad-spectrum Cannabis oil (3 or 30
mgkg, p.o.); or WIN 55,212 (1.5 mg/kg, ip. - a potent
cannabinoid receptor agonist). Tests were conducted every
1 h, during the peried of 6 h following the drug or vehicle
administration.

Spontaneous locomotor activity was evaluated using
the rotarod apparatus (Ugo Basile, Italy). It was fixed at a
rotational speed of 4 revolutions per minute (rpm). Before
the experiment, mice had been trained for 60 sec on two
consecutive days. Latencies were determined in the case
the animals had fallen off the apparatus.

Core temperatures were measured using a clinic digital
thermometer (BD Basics, New Jersey, USA) that was
lubricated with intimate gel before inserting it into the
rectum to a constant depth of 3 cm.

To measure catalepsy mice were hung by their frontal
paws from a plastic stem (12 cm of diameter) fixed
horizontally at a height of 2-3 cm, allowing them to stay
standing. Thistest measured the time that the animal spent
moving and touching the bottom of the box. The test cut-
off point was 180 sec.

To evaluate antinociception, the tail-flick apparatus with
a fixed temperature of 45 °C. The test had a cut-off point
of 15 sec.

Serum blomarkers

Blood was collected from each animal on the 15" and
last day of CUS protocol, and serum was separated by
centrifugation (5500 x g for two 15-min cycles) and stored
until further analysis. Briefly, 50 pl of the sample was
processed with amultiplex bead-basedassay (R&D Systems,
Minneapolis, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The assay determined the serum levels of
different cytokines, chemokines, and growth factors [for
instance, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-
1), eotaxin (EOTX), granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), interleukin- (IL-) 1p, IL-4,

IL-17A, IL-33, IL-2, IL-6, IL-17E, vascular endothelial
growth factor (VEGF), macrophage inflammatory protein
(MIP)-1a, keratinocytes-derived chemokine (KC),
intercellular adhesion molecule (ICAM), and receptor for
advanced glycation end products (RAGE)]. Measurements
and analysis were performed by the Luminex platform
(Luminex® 100/200™ System, Texas, EUA). Each multiplex
immunoassay was performed in quintuplicate, and results
were expressed as pg/ml serum.

Statistical analysis

All data are expressed as the mean + standard error of
the mean (SEM) of 4 — 10 animals/group. A statistical
comparison of the data was performed by one- or two-way
ANOVA followed by Bonferroni to multiple comparisons
post hoc test. P < 0.05, 0.01, and 0.001 were considered
significant. Statistical analyses were performing using
GraphPad Prism 8.2.1 software (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA).

Results

Effects of single administration doses of broad-spectrum
Canmabis ofl on acute restraint stress-induced behaviors
in the EPMT and OFT

The EPMT assessed the anxiolytic effect of the treatment
with a single dose of broad-spectrum Canwnabis oil (0.1, 3,
and 10 mg/kg, p.o.) during acute restraint stress-induced
behaviors. As shown in Figure 3A, the oil significantly
increased the time spent in open arms at 0.1 mg/kg as
compared to vehicle (p < 0.05). Figure 3B shows that the
more entries made into the open arms by the animals from
the groups treated with Cannabis oil were not significantly
different from the vehicle (p > 0.05). Finally, no changes
were observed in the locomotor activity (p > 0.05) in the
OFT (Figure 3C), confirming that the anxiolytic effect of
Cannabis oil occurs independently of any motor changes.

Compared to the positive group, no significant changes
were observed.

Effects of the treatment with broad-spectrum Cannabis olf
on CUS-induced behaviors

As shown in Figure 4 A, the treatment with broad-spectrum
Cannabis oil at 0.1 mg/kyg significantly diminished the
latency to immebility in the FST as compared to the
vehicle group (p < 0.05), similarly to the effect seen in the
fluoxetine group (p < 0.05). Moreover, Figure 4B showed
that mice treated with Cannabis oil (0.1, 1, and 3 mg/kg)
started grooming significantly faster than animals treated
with vehicle (p < 0.05) in the ST. Relevantly, the OFT
(Figure 4C) showed no change in the locomotor behavior
of the animals (p > 0.05). Regarding the EPMT (Figure
4D, E) no significant differences were observed in the time
spent in the open arms (p > 0.05), although mice treated
with Cannabis oil (0.1 mg'kg) significantly demonstrated
more entries into the open arms (p < 0.01). Finally, mice
under CUS protocol were continuously treated with broad-
spectrum Cannabis oil (0.1 mg/g) for 5 days and then
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Figure 3. Effect of the treatment with broad-specirum Cannabiz oil (0.1, 3, and 10 mg'kg. p.o.} or fluoxetine (10 mgkg, p.o.) on mice
induced to acufe restraint stress and submitted to EPMT (A and B) and OFT (C). Values are expressed as mean £ SEM of 7-10 animals
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behavicrally compared to vehicle and fluoxetine groups,
although no significant changes were observed (data not
shown).

Broad-spectram Cannabis ofl did not induce cannabinoid-
like effects on tetrad assay

The effects of treatment with broad-spectrum Cannabis
oil (3 and 30 mg'kg, p.o.) on locomotion, nociception,
catalepsy, and body temperature are shown in Figure 5. As
expected, WIN 52,212-2 (1.5 mg/kg, ip.). a potent CBIR
agonist, induced cannabinoid-like effects during tetrad
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Figure 4. Effects of the treatment with broad-spectrum Camnabie ol (0.1, 1 and 2 mglkg: p.o.) or flusxetine {10 mgikg: p.o.) on mice
chronically stressed by unprediciable stressors and submitted to the FST (A), 3T (B), OFT (C). and EFMT (D and E). Treatments were
administered 24 h before behavioral assessments. Values are expressed as mean £ SEM of 7-10 animals per column. "p < 0,05 and ™p
= 001 versus vehicle (one-way ANOVA followed by Bonfarmoni posf-hoc-fest). FST: forced swimming test; ST splash test; OFT: open field
test. EPMT. elevaied plus-maze fest.

assay. This agonist reduced significantly the locomotor
activity (p < 0.0001; Figure 5A), increased the threshold
sensitivity (p < 0.0001, Figure 5B), induced catalepsy (<
0.0001; Bigure 5C), and decreased the body temperature (p
< 0,0001; Figure 5) as compared to the vehicle, Otherwise,
no significant behavior changes were observed following
the oral administration of Canmabis oil (p > 0.05).

Seruin Mlomarkers
Table 1 shows the cytokines, chemokines, and growth
factors levels following a single dose or continuous
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performed before treatment.

treatment with broad-spectrum Carmabis oil (0.1 mg/kg,
p.0.) during CUS protocol. Serum levels of GM-CSF were
significantly reduced (p < 0.01) when compared to vehicle,
after single-dose administration. Under continuous
treatment and compared to the wehicle group, serum
levels of VEGF were significantly upregulated (p < 0.01),
and RAGE levels were significantly downregulated (p <
0.0001). No statistically significant differences were found

for the other measurements. The level of IL-4 could not be
detected in the assay.

Discusslon

The present results showed that broad-spectrum Cannabis
oil reduced the anxiety-like behavior triggered by the
acute restraint paradigm. The oil also reverted despair and
anhedonic-like behaviors triggered by unpredictable stress.

Table 1. Cytokines, chemokines, and growth factors serum levels following single and continuous treatment with broad-spectrum Cannabiz

oil (0.1 mg'kg, p.o.).

Measurement Vehicle Fluoxetine Single Dose Continuous Treatment P-value
MCP-1 2815 (12.42) 2084 8 (14.27) 340.8 (28.88) 2040 (24.54) 0.2354
EOTX 285.7 (35.97) 249.0 (16.88) 282 1 (11.22) 258.7 (16.64) 0.7447
GM-CSF 4525 (0.10) 4288 (0.10) 4.018 (D.oa)™ 4304 (D.08) 0.0081
IL-18 48.75 (5.88) 51.48 (8.62) 4540 (2.03) 44.98 (7.38) 0.8244
L4 ND ND ND -
IL-17A 7.788 (1.35) 6.871 (0.85) 10.55 (2.43) 1037 (2.43) 0.6021
IL-33 54.88 (1.57) 47.57 (2.10) 56.12 (2.88) 52.04 (2.75) 0.0775
VEGF 12.88 (0.37) 12,77 (0.65) 13.66 (D.54) 2226 (4.08)" 0.0075
MIP-1a 0.2138 (0.04) 0.2583 (0.08) 0.35888 (0.08) 0.3550 {0.03) 0.1843
KC 65.78 (241) 54.08 (2.27) 80.58 (1.82) §8.88 (6.25) 0.0520
ICAM 25450 {2138) 24210 (800.7) 20710 {(1517) 22380 (1420) 0.1734
IL-2 3.630 (0.132) 3422 (0.27) 3.718(0.22) 3.208 (0.15) 0.3012
IL-g 3.370 4.430 (1.12) 5.810(1.22) 7.030 0.1588
IL-1TE 5.295 (5.2068) 5.206 (5.206) 8.406 (5.389) 15.84 (8.925) 0.6188
RAGE 36.40 (1.57) 18.12 (212 26.62 (1.18) 20.18 (2.88)"* <0.0001

Measuremenis were in ng'ml. Values are reported a5 mean £ SEM. *p = 0.05, **p = 0.01, and ™*p = 0.001 vereus vehicle {one-way ANOWVA

followed by Bonferroni posf-hoc test). ND: not detected.
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Importantly, cannabinoid-like effects were not observed at
the doses of 3 and 30 mg/kg of Cannabis oil during tetrad
assay. Lastly, oral administration of the oil downregulated
the serum levels of GM-CSF and RAGE, whereas VEGF
serum levels were found to be upregulated.

Cannabis sativa, a botanical plant with a millenary
history of medicinal use, and its phytocannabinoids have
been under investigation by their potential effects on a
wide range of conditions, induding psychiatric illnesses.™
Stressful episodes influence homeostasis by changing the
physiological and neurobehavioral profiles throughout
adaptive processes. Stress is one of the external causes
of anxiety and depression, the two of the most common
psychiatric illnesses, and is known for playing critical roles
in the pathophysiology of these conditions.**= Interestingly,
the involvement of the ECS with emotional processing has
gained attention in the last few years, supgesting the use of
Cannabis sp. as a therapeutic alternative for the treatment
of symptoms related to PTSD.*

In the first set of experiments, mice were treated with
broad-spectrum Cannabis oil and then submitted to the
acute restraint stress protocol. Substantial findings have
supported this model as able to evoke PTSD-like constructs,
including depressive- and anxiety-like symptoms,?s8-5¢
Moreover, this protocol has been employed to screen the
therapeutic potential of drugs to manage mood symptoms
related to PTSD since behavioral changes in mice can be
monitored. Herein, we found that Cannabis oil (0.1 mg/
kg p.o.), rich in CBD, showed an anxiolytic effect while
it did not change depressive-like symptoms. Previously,
Resstel et al. " also demonstrated that a single dose of CBD
(10 mg/kg Lp.) increased the percentage of open arm
entries in the EPMT of rats that have had their movements
restrained. This anxiolytic action was attributed to the
activation of 5-HT1A receptors. Yet, a recent study showed
that mice exposed to traumatic brain injury had the
anxiety- and depressive-like behaviors reestablished by a
commiercially available 10% CBD oil® Contradicting these
data and the study of Sales ef al. ™, which demonstrated the
antidepressant-like effect of CBD (10 mg/kg, i.p.) on mice
in the FST, we found that Cannabis oil was ineffective to
revert the depressive-like symptom in the FST. It is worth
mentioning that those studies evaluated depressant-like
symptoms triggered by other protocols as compared to
ours. Yet, we are comparing the results of isolated CBD
with a broad-spectrum oil, even though the pieces of
evidence suggest that there is a positive contribution from
the combination of phytocannabinoid and other molecules,
such as terpenes, also called as “entourage effect”™

Otherwise, neuropsychiatric alterations related to
anxiety- and depressive-like behaviors are also described
as consequences of exposure to chronic unpredictable
stress, @54 In the second set of experiments, different
types of stressors applied to mice for 14 days significantly
altered the parameters related to latency to immobility
in the FST and grooming behavior in the ST. In rodents,
a reduced persistence of swimming and a sucrose

indifference are commonly associated with depressive-
like symptoms.® Since we observed an improvement of
the anhedonia and depressive patterns, we could interpret
these data as a consequence of the treatment with broad-
spectrum Cannabis oil. Previously, isolated CBD (10 mg/
kg; ip.) had exerted pro-hedonic effects on rats subjected
to chronic unpredictable mild stress by increasing their
sucrose preference.” Still, other reports demonstrated that
CBD isolated (30 and 200 mg/kg) significantly diminished
depressive-like behavior in mice during FST.®% Taken
together, one may conclude that Carnmabis and Cannabis
derivatives reduce depressant-like behaviors in rodents in
a large range of dosages.

When evaluating the potential psychoactive effects of
cannabinoids, the tetrad assay is very useful to characterize
their biological activity. Mainly, the cannabinoid tetrad
reveals cannabimimetic effects related to those elicited by
CBIR agonist A9-THC.® Our findings showed no effects
of broad-spectrum Cannabis oil at 3 and 30 mg/kg in
the tetrad assay, confirming the analytical parameters of
quality attested by the supplier (CBD:AS-THC proportion
of 11:1 and total cannabinoids of 40.2%). CBD is well
known for its low affinity by CB1R and as expected, it does
not activate the cannabinoid tetrad.® Our findings are in
accordance with these previous data since the Cannabis oil
we tested is rich in CBD, but it is not the only compound.
Thus, the psychoactive effects on mood-related symptoms
appear to be independent of CBIR activation, although
further experiments are needed to confirm this hypothesis.

Earlier experiments have suggested the psychoactive
action of phytocannabinoids, mainly CBD, throughout
the 5-HT1A signaling pathway>™" Besides, the pleces of
evidence suggesting the anti-inflammatory properties
of Cannabis™® contributed to the increasing interest
in its therapeutic potential in mood disorders. Earlier
experiments have demonstrated that GM-CSF levels are
downregulated with phytocannabinoids treatment™!
We also found a significant decrease of GM-CSF serum
levels following a single dose administration of broad-
spectrum Cannabis oil (0.1 mg/'kg, p.o.). This chemokine
plays a critical role in regulating leukocyte counts,” of
which are elevated in PTSD patients.”™™ Another finding
of our study was the significant downregulation of RAGE
following continuous treatment with broad-spectrum
Cannabis oil (0.1 mg/kg, p.o.). To the light of our current

there are no previous reports regarding the
influence of Cannabis, or any isolated phytocannabinoid,
upon RAGE expression. This receptor is known for its
ability to recognize danger-associated molecular patterns
(DAMPs) that can be released on a larger scale because of
psychological and physical stress.™ A recent review showed
that several DAMPs, including the high mobility group
box-1 (HMGE-1), may trigger depressive-like behaviors in
the stress-induced depression model.™ HMGE-1 is a well-
known ligand of RAGE and, interestingly, a prospective
study had associated the high plasma levels of HMGB-1
with the more likely to develop PTSD.” Taken together,
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the accumulating data suggest the role of the HMGB-
I/RAGE signaling in mood processes, and the effects
observed in our study suggest that Canwabis may mediate
immunomodulatory effects through this cellular pathway.

Last, but not least, the continuous treatment with broad-
spectrum  Cannabis ol (0.1 mgkg po) significantly
upregulated the serum levels of VEGE In different cells
and tissues, VEGF plays key roles in physiologic vascular
homeostasis but is also associated with the molecular
pathogenesis of tumor growth and metastasis.™ Previously,
Wheal ef al.™ showed the increase of the circulating levels
of VEGF in ZDF diabetic rats treated with CBD, while
Leishman et al®® showed a significant lowering of the
mBRNA encoding for VEGF in mice following acute A9-
THC administration (3 mg'kg; Lp.). We are not aware of
amy studies that have investigated the effects of Cannabis
oil, and not only isclated phytocannabinoids, on VEGF
levels in stress-induced mice, thus justifying additional
imvestigation.

Condusion

In summary, our data showed the potential of broad-
spectrum Cannabis oil to change behavioral patterns related
to stress-induced anxiety- and depressive-like
Importantly, the oil did not trigger psychomimetic effects
related to CBLR activation, as shown by the tetrad assay
Moreover, our data suggest the potential of the oil to
regulate biomarkers involved with inflammation and
angiogenesis, although further investigations are required
to confirm these hypotheses.
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7 CONCLUSAO

Como qualquer outro estudo, o nosso também apresenta algumas limitagdes, e
aqui destacamos algumas delas. Primeiro, a utilizagdo de uma faixa de dose limitada (0,1,
1, 3 e 10 mg/kg) restringiu nossa capacidade de determinar uma curva completa de dose-
resposta. Isso nos impediu de identificar a dose minima e a dose méxima eficaz, bem
como de compreender melhor como os efeitos do 6leo variam com a dose. Outra limitagao
foi a falta de avaliagdes em diferentes periodos apos a administracao do 6leo de Cannabis.
Essa lacuna dificultou a compreensao do inicio, do pico e da duragcdo do efeito,
informagdes essenciais para otimizar os regimes de dosagem. Além disso, ndo
exploramos a possibilidade de uma combina¢do com a fluoxetina, um antidepressivo
padrao. Essa abordagem poderia ter revelado uma potencial sinergia, oferecendo novas
estratégias terapéuticas. Por fim, apesar dos resultados comportamentais promissores,
eles ndo elucidam os mecanismos de agdo do 6leo de Cannabis. Uma investigacdo mais
detalhada seria necessaria para entender os processos biologicos envolvidos nesses

efeitos.

Diante do exposto, conclui-se que o 6leo de Cannabis de amplo espectro
demonstrou eficacia em prevenir e/ou reverter padroes comportamentais relacionados a
comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansioso desencadeados pelo estresse agudo de
restrigdo do movimento e pelo estresse cronico de origem imprevisivel combinados.

Especificamente:

. O comportamento tipo-ansioso desencadeado pela restrigdo aguda dos

movimentos foi significativamente reduzido.

. O comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse cronico de
origem imprevisivel foi significativamente reduzido, conforme demonstrado pelo teste do

nado forgado e pelo teste de borrifagem de sacarose.

. Nao foram observadas mudangas locomotoras ap6s a administragdo oral

do oleo de Cannabis de amplo espectro.

. O oleo de Cannabis de amplo espectro mostrou-se seguro, nao
desencadeando efeitos associados a ativacao dos receptores CB1 centrais, conforme

avaliado pela tétrade canabinoide.
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. Os resultados também sugerem o potencial do oleo de Cannabis para
regular biomarcadores envolvidos com a inflamacdo e a angiogénese, embora estudos

adicionais sejam necessarios para investigar a relacdo desses marcadores com o TEPT.
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ANEXO I - Critérios DSM-5 para TEPT

Critério  Descricio Exemplos especificos Requisito
Critério A Exposicao ao e Exposi¢io direta O DSM-5 reconhece que a exposigdo ao evento
trauma T hand traumatico extremo pode ocorrer tanto indireta quanto
[ ] .
estemunhando o trauma diretamente
e Ouvir sobre o trauma
e Repeti¢do ou exposi¢ao indireta extrema a
detalhes aversivos
Critério B Revivéncia e Memodrias recorrentes Ao menos um destes cinco eventos sao requisitados
do trauma .
e Pesadelos traumaticos
e Reacdes dissociativas
e Sofrimento psicoldgico em lembrancas
traumaticas
e Reatividade psicoldgica evidente em
lembrancas
Critério C  Esquiva e Pensamentos ou sentimentos relacionados ao Ao menos um destes dois eventos sdo requisitados
persistente
trauma
e Lembretes externos relacionados ao trauma,
como pessoas, lugares ou atividades
Critério D  Alteracdes e Amnésia dissociativa Ao menos dois destes sete eventos sao requisitados

negativas de : . .
e Crengas e expectativas negativas persistentes



cognigdo e e Culpa persistente distorcida de si ou de outros
humor
por causar trauma
e Emocdes negativas relacionadas ao trauma:
medo, horror, culpa, vergonha e raiva
e Diminui¢do do interesse pelas atividades
e Desapego ou afastamento dos outros
e Incapacidade de experimentar emogdes
positivas
Critério E  Alteragdes de e Comportamento irritante e agressivo
excitagcdo e C d i ) d
o« . [ ]
reatividade omportamento autodestrutivo € imprudente
e Hipervigilancia
e Sobressalto exagerado
e Problemas de concentragao
e Disturbios de sono
Critério F Duragao Critérios B, C, D e F devem ser experienciados por mais
de um més
Critério G Significado  Prejuizo nos dominios social, ocupacional ou outros
funcional
Critério H Exclusao Sintomas ndo sdo atribuidos ao uso de medicamentos,

substancias de abuso ou outra enfermidade

69

Ao menos dois destes seis eventos sdo requisitados

Transtorno de estresse agudo ¢ diagnosticado para
sintomas que ocorrem por menos de um més apds trauma
Prejuizo em pelo menos um desses dominios € requisitado

Sintomas ndo devem ser secundarios a outras causas

Fonte: Adaptado de (YEHUDA et al., 2015).DSM-5, Manual Estatistico e Diagnéstico de Transtornos Mentais — 5 edicao; TEPT, transtorno do

estresse pos-traumatico.



ANEXO II - Analise cromatografica

Cromatograma e resultados

Detalhes da Analise

Nome L: Extrato 13/04/20 Data 13/04/2020

Cromatograma

2.500 -
2.250 ]
2.000 ]
1750 ]
5 1.500
E
[+
2 1.250 ]
g
2
12 1.000
4,2 - CBD- 10,662
750 ]
500 ]
250 ] 4,3-THCS - 18,
@,1-CBDA - 4,970 |/\ j
0 L T
30 40 6.0 8.0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0
Time [min]
Resultados
Substancia Concentrag3o (mg/g) % (planta) | Proporgdo CBD/THC
THC-A 0,00 0,0% 11:1
THC 34,60 3,5%
CBD-A 8,54 0,9%
CBD 359,06 35,9%
CBN 0,00 0,0%
34,6 3,5%
367,6 36,8%
402,2 40,2%

CBD

Qutras
substancias

ETHC-A ETHC MCBD-A CBD M Outras substancias



Quantidades de Fitocanabindides por produto
Garrafas de 100 mL
Valor total 0,5% (mg)| mg/mL 1% (mg) mg/mL 2% (mg) mg/mL
THCA 0,0 0 0,0 0 0,0 0
THC 17,3 0,1729905 34,6 0,345981 69,2 0,691962
CBD-A 4,3 0,042691 8,5 0,085382 17,1 0,170764
CBD 179,5 1,7952965 359,1 3,590593 718,1 7,181186

Garrafas de 60 mL
Valor total 0,5% (mg)| mg/mL 1% (mg) mg/mL 2% (mg) mg/mL
THC-A 0,0 0 0,0 0 0,0 0
THC 10,5 0,1729905 21,0 0,345981 41,9 0,691962
CBD-A 2,6 0,042691 B2 0,085382 10,3 0,170764
CBD 108,8 1,7952965 217,6 3,590593 435,2 7,181186

Spray 25 mL Vaporizador 10 mL
Valor total 0,5% (mg)| mg/mL Valor total | 6% (mg) mg/mL
THC-A 0 0 THC-A 0 0
THC 4,3247625] 0,1729905 THC 20,75886 | 2,075886
CBD-A 1,067275 | 0,042691 CBD-A 5,12292 0,512292
CBD 44,882413] 1,7952965 CBD 215,43558 | 21,543558
Pomadas
Valor total] 3% (15g) mg/g 3% (30g) mg/g
THC-A 0 0 0 0
THC 15,57 1,038 31,14 1,038
CBD-A 3,843 0,2562 7,686 0,2562
CBD 161,577 10,7718 323,154 10,7718

P 2, ed
0,5% - 5mg/mL L/@xfﬂg J/mﬂé Mo Lol
1% =10mg/mL
2% =20mg/mL Farmacéutico Responsavel Técnico




ANEXO III — Analise microbiologica

OrtoFarma
. analytical ortofarma.com.br

services

Laboratorio de ensaios acreditado pela norma ABNT NBR ISO/IEC 17025
0 escopo da acreditagédo pode ser visto em: http://www.inmetro.gov.br/laboratorios/rble/docs/CRL0513. pdf

IH l

Relatério de Ensaios Ortofarma N° 8014/20-1 Revisdéo 00
Cliente Associagéo Brasileira de Apoio Cannabis Esperanca Telefone (32) 98507-3044
Enderego Rua José Vanildo de Oliveira, 170, Cristo Redentor, Jodo Pessoa-  Contato(s)
PB, CEP 58070-480

e-Mail(s) murilo.gouvea@hotmail.com CNPJ/CPF 23.877.015/0001-38
Amostra(s) Produto para Microbiologia Recepcéo 12/05/20
Amostra [Solucéo Oleosa de Canabidiol 15mg/mL [Cédigo [8014/20-01 [Coletaem |[NA
Fornecedor MNé&o se aplica Lote S01.6
Quantidade de amostra 2 x 60 mL Data de fabricagéo 26/03/2020
Data de validad 6 meses

- v Limite 2 Data do
Ensaio Resultado Unidade aceitavel (L1) LQ Méetodo Enene
Contagem de bolores e 5 %
leveduras pelo método de <1,0x10 UFC/mL Max 0% ToliEG | F-Bms, Bred, 2019, volumedd, 14/05/20

& UFC/mL método 5.5.3.1.2

profundidade (RBLE)
Contagem do nimero total de
micro-organismos mesofilicos Max. 10* F. Bras., 62 ed., 2019, Volume 1,
pelo método de profundidade. | <h0X10 | UFC/mL UFcmL | BOUFC método 5.5.3.1.2 1410520
(RBLE)
Escherichia coli: Pesquisa de
micro-organismos patogénicos Auséncia em _ F. Bras., 6% ed., 2019, Volume 1,
pela técnica de Pre/Aus. Ausanty fml. 1mL método 55313 14020
(RBLE)
Salmonella sp: Pesquisa de
micro-organismos patogénicos Auséncia em _ F.Bras_, 6% ed., 2019, Volume 1,
pela técnica de Pre/Aus. Auments Adm, 10mL método 5.5.3.1.3 140220
(RBLE)
Staphylococcus aureus:
Pesquisa de micro-organismos Auséncia em - F_Bras, 62ed, 2019, Volume 1,
patogénicos pela técnica de Ausents fml. 1mL método 5.5.3.1.3 14/05/20
Pre/Aus. (RBLE)

Os pareceres, inferpretagies e opinides expressos nédo fazem parte do escopo do sistema de qualidade deste laboratario.

Conclusdo dos Ensaios: Amostra de acordo com o padrdo legal vigente para os ensaios acima descritos, conforme
pardmetros analisados.

Leggnda

(L1): Produto de origem vegetal para uso oral, com insumo ativo que foi submetido a pré-tratamento que reduz a carga microbiana -
Farmacopeia Brasileira 6° edigéo, p.413, 2019,

(RBLE): Ensaio acreditado. Laboratorio de Ensaio acreditado pela Cgcre de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob o nimero CRL
0513.

UFC: Unidade formadora de colonia.

NA. Nao se aplica.

LQ: Limite de Quantificag&o.

Observagdes

Os resultados somente se referem aos itens ensaiados e sdo restritos & amostra recebida na Ortofarma. A reproducéo deste
documento somente podera ser feita integralmente e com aprovagéo prévia e por escrito da mesma. A definigdo do ponto de
coleta/plano de amostragem é de exclusiva responsabilidade do cliente.

Ensaios realizados: instala¢gdes permanentes da Ortofarma Laboratério de Controle da Qualidade LTDA.

Informacdes de Coleta
Coleta efetuada pelo cliente.

Matias Barbosa, 19 de maio de 2020 (data de emissé&o).

Paulo Vitor Cardoso Araujo
Biomédico
CRBM 12950
Microbiologia
Documento verificado e aprovado por meios eletronicos
A verificacdo da autenticidade deste documento pode ser feita baixando o documento original em www.Labwin.net/Ortofarma usando
o codigo LUQDZ CJZ 490.
RF-LBW-004, Rev. 00 Pagina: 1/1
QOrtofarma Laboratério de Controle de Qualidade Ltda
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OrtoFarma
.F analytical ortofarma.com.br
services
Relatério de Ensaios Ortofarma N° 8014/20-2 Revisdo 00
Cliente Associacdo Brasileira de Apoio Cannabis Esperanca Telefone (32) 98507-3044

Endereco Rua José Vanildo de Oliveira, 170, Cristo Redentor, Jodo Pessoa-  Contato(s)

PB, CEP 58070-480
e-Mail(s) murilo.gouvea@hotmail.com CNPJ/CPF  23.877.015/0001-38
Amostra(s) Produto para Microbiologia Recepgdo  12/05/20

Os Resultados relatados abaixo nédo fazem parte do escopo da acreditacao deste Laboratério

Amostra |Solucao Oleosa de Canabidiol 15mg/mL [Codigo  [8014/20-01 Coletaem  |NA
Fornecedor N&o se aplica Lote S01.6
Q i de amostra 2 x 60 mL Data de fabricagédo 26/03/2020
Data de validad 6 meses

z & Limite - Data do
Ensaio Resultado Unidade aceltavel (L1) LQ Método Ehcaln
Bactérias Gram-negativas bile
tolerantes: Pesq. de micro- Max. 10% F. Bras., 62 ed., 2019, Volume 1,
organismos patogénicos pela 10510 B GmL UFC/mL TRUEC meétodo 5.5.3.1.3 1205120

téc. Pre/Aus
Os pareceres, interpretagbes e opinioes expressos ndo fazem parte do escopo do sistema de qualidade deste laboraténio.

Conclusédo dos Ensaios: Amostra de acordo com o padrdo legal vigente para o ensaio acima descrito, conforme parametro
analisado.

Legenda

(L1): Produto de origem vegetal para uso oral, com insumo ativo que foi submetido a pré-tratamento que reduz a carga microbiana -
Farmacopeia Brasileira 6* edigéo, p.413, 2019.

UFC: Unidade formadora de colonia.

NA: Né&o se aplica.

LQ: Limite de Quantificag&o.

Observacdes

Os resultados somente se referem aos itens ensaiados e séo restritos a amostra recebida na Ortofarma. A reproducédo deste
documento somente podera ser feita integralmente e com aprovagéo prévia e por escrito da mesma. A definigdo do ponto de
coleta/plano de amostragem ¢ de exclusiva responsabilidade do cliente.

Ensaios realizados: instalages permanentes da Ortofarma Laboratério de Controle da Qualidade LTDA.

Informacdes de Coleta
Coleta efetuada pelo cliente.

Matias Barbosa, 19 de maio de 2020 (data de emiss&o).

LAOHAIY
Paulo Vitor Cardoso Araujo
Biomédico
CRBM 12950
Microbiologia

Documento verificado e aprovado por meios eletrdnicos
A verificacdo da autenticidade deste documento pode ser baixando o documento original em www.Labwin.net/Ortofarma usando
o cédigo LUQDZ CJZ 490.

RF-LBW-004, Rev. 00 Pagina: 1/1
Ortofarma Laboratério de Controle de Qualidade Ltda
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ANEXO IV - Certificado do CEUA

Universidade Federal Comisséo de Etica no
de Santa Catarina Uso de Animais |

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Investigacdo do efeito de fitocanabinoides e ligantes canabimiméticos em modelos de dor
crdnica nao inflamatdria e transtornos de humor", protocolada sob o CEUA n? 7176240920 (1o 001730}, Sob a responsabilidade de
Rafael Cypriano Dutra e equipe; Eduarda Gomes Ferrarini; Elaine Cristina Dalazen Gongcalves; Alexandre Augusto Barros Lataliza;
Gabriela Mantovani Baldasso; Rodrigo Sebben Paes - que envolve a producdo, manutencgdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos
da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 08/12/2020.

We certify that the proposal "Investigation of the effect of phytocannabinoids and cannabimimetic ligands in chronic non-
inflammatory pain and mood disorders models", utilizing 1248 Heterogenics mice (624 males and 624 females), protocol number
CEUA 7176240920 (o co1730), under the responsibility of Rafael Cypriano Dutra and team; Eduarda Gomes Ferrarini; Elaine
Cristina Dalazen Gongalves; Alexandre Augusto Barros Lataliza; Gabriela Mantovani Baldasso; Rodrigo Sebben Paes - which
involves the production, maintenance andfor use of animals belenging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of
12/08/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 12/2020 a 11/2024 Area: Ciéncias da Salde

Origem: Biotério Central

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a 120 dias N: 624
Linhagem: Camundongos Swiss Peso: 25a50g

Origem: Biotério Central

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 60 a 120 dias N: 624
Linhagem: Camundongos Swiss Peso: 25a50g

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no Laboratério de Autoimunidade e Imunofarmacologia (LAIF).

Floriandpolis, 08 de dezembro de 2020

/

Prof. Dr, Mg |r|/%> Later¢a Martins

Mauricio Laterca Martins
Presidente pro tempore da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Floriandpolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6093
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: ceua.propesg@contato.ufsc.br
CEUA N 7176240920

74



