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RESUMO

O tratamento do transtorno por uso de alcool (TUA) € um desafio clinico, ja que ha
alta incidéncia de recaida. Diversas substancias, como psicodélicos, tém sido
estudadas nesse contexto. O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial
terapéutico do canabidiol e seus analogos, do DMT e da HRM em modelos pré-
clinicos relacionados ao TUA. Foram realizados estudos in vivo em camundongos
para avaliar os efeitos ansiolitico e antidepressivo do canabidiol e seus analogos por
meio do labirinto em cruz elevado e do nado forcado. Também foram avaliados os
efeitos do DMT e da HRM, componentes da ayahuasca na sensibilizacdo
comportamental ao etanol. Foram realizados estudos in vitro para avaliar os efeitos
do canabidiol e seus analogos, DMT e HRM frente a neurotoxicidade induzida pelo
etanol. A maior concentracdo sem efeito neurotoxico (NOAEL) foi determinada para
todos os compostos. O ensaio de brometo de tetrazélio (MTT) foi utilizado para a
determinacdo da viabilidade celular, o teste de anexina/pi foi utilizado para ver as
diferencas entre os estagios de morte celular, e as alteragdes moleculares foram
avaliadas por meio do teste de e Western blot para Bax e Bcl-2. Nos ensaios in vivo,
os resultados mostraram que o canabidiol (10 mg/Kg) e seus analogos PQM-242 (3
mg/Kg) e PQM-249 (1 mg/Kg) apresentaram efeito ansiolitico e antidepressivo. Ja os
resultados da acdo do DMT, HRM e da associacdo DMT/HRM na sensibilizacao
comportamental mostraram que somente a HRM foi capaz de atenuar a expressao
da sensibilizacdo. Nos ensaios in vitro, a neurotoxidade do etanol induziu apoptose e
apoptose tardia nas células SH-SY5Y e também aumento dos niveis de Bax. Todos
0s compostos, canabidiol e seus anadlogos PQM-242 e PQM-249, DMT, HRM na
cocentracdo de 10 puM e associacdo de 1:2 DMT/HRM apresentaram efeito
neuroprotetor, protegendo as células SH-SY5Y da apoptose e apoptose tardia
induzida pelo etanol. Entretanto, somente o analogo PQM-242 foi capaz de bloquear

0 aumento dos niveis de Bax induzido pelo etanol.

Palavras-chave: Canabidiol, DMT, HRM, alcoolismo.



ABSTRACT

The treatment of alcohol use disorder (AUD) is a clinical challenge due to the high
incidence of relapse. Several substances, such as psychedelics, have been studied
in this context. The aim of this study was to investigate the therapeutic potential of
cannabidiol and its analogues (PQM-242 and PQM-249), DMT and HRM, in
preclinical models related to AUD. In vivo studies were carried out in Swiss mice to
evaluate the anxiolytic and antidepressant effects of cannabidiol and its analogues
through the elevated plus maze and forced swimming tests. The effects of DMT and
HRM, components of ayahuasca, on behavioral sensitization to ethanol were also
evaluated. In vitro studies were conducted to assess the effects of cannabidiol and its
analogues, DMT, and HRM against ethanol-induced neurotoxicity in SH-SY5Y cells.
The highest non-toxic effect concentration (NOAEL) was determined for all
compounds. The tetrazolium bromide (MTT) assay was used to determine cell
viability, and celular stages of death and mollecular changes were evaluated using
annexin/Pl and Western blot tests for Bax and Bcl-2, respectivaly. In in vivo assays,
cannabidiol (10 mg/kg) and its analogues PQM-242 (3 mg/kg) and PQM-249 (1
mg/kg) had anxiolytic and antidepressant effects. On behavioral sensitization
protocol, only HRM was able to to attenuate the expression of sensitization. In in vitro
assays, ethanol-induced neurotoxicity caused apoptosis and late apoptosis in SH-
SY5Y cells, and also increased Bax levels. All compounds - CBD and its analogues
PQM-242 and PQM-249, DMT, HRM at a concentration of 10 uM, and a 1:2
DMT/HRM association - showed a neuroprotective effect, protecting SH-SY5Y cells
from apoptosis and late apoptosis induced by ethanol. However, only the PQM-242
analogue was able to block the increase in Bax levels induced by ethanol.

Keywords: Cannabidiol, DMT, HRM, alcoholism.
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1 INTRODUCAO GERAL

O consumo excessivo do etanol representa um grave problema de salde
publica, além de estar relacionado a problemas sociais e econbmicos. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relata, em seu ultimo relatorio publicado em
2018, que o consumo abusivo de etanol é responsavel por mais de 3 milhdes de
mortes por ano, ndo contabilizando as pessoas que ficam incapacitadas pelos
acidentes causados ou pelos danos lesivos do etanol ao organismo (World Health
Organization, 2018). Com a pandemia COVID-19 houve um aumento no numero de
pessoas com trantornos relacionados ao uso do etanol nos Estados Unidos
(Mcpheeters et al., 2023). No Brasil, um relatério feito pelo governo do distrito deferal
em junho de 2024, mostra que os valores de prevaléncia para o consumo abusivo de
etanol no Brasil foram de 16,1% em 2006, 20,9% em 2020 e 18,3 em 2021(Distrito
Federal, 2022). O padrdo de consumo do etanol e o volume ingerido, assim como
casos de intoxicagcbes e de transtorno pelo uso de etanol influenciam nas
consequéncias de curto e longo prazo a saude. Além disso, também podem ocorrer
problemas sociais envolvendo terceiros, como acidentes de transito e violéncia
doméstica (World Health Organization, 2018). O percentual de adultos brasileiros
gue conduziram veiculos motorizados ap6s o consumo abusivo de &alcool, pelo
menos uma vez em um periodo de 30 dias, foi de 1,4% em 2008, 7,3% em 2016 e
de 5,3% em 2021 (Distrito Federal, 2022). Ainda, o uso de etanol foi responsavel
pela sétima principal causa de incapacidade e risco de morte precoce (Glantz et al.,
2020).

Tal uso pode levar a um transtorno classificado como transtorno por uso de
substancias, uma doenca ciclica e crénica (Koob; Volkow, 2010; Vieta, 2016). No
caso do etanol, é chamado de transtorno pelo uso de alcool (TUA). Quando o
transtorno por uso de substancias se estabelece, ha uma perda total do controle da
guantidade administrada, o que torna a droga mais importante do que aspectos
basicos como alimentacdo e higienizacdo (Nestler; Aghajanian, 1997). Além disso,
quando ocorre privacdo da droga, o usuario entra na fase de abstinéncia, que €
caracterizada por sintomas emocionais negativos, como ansiedade, depressao e
irritabilidade. Tais sintomas representam um refor¢co negativo para o uso da droga, ja

que o usuario tende a buscar a substancia para eliminar estes sintomas (Koob;
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Volkow, 2010). Dessa forma, o transtorno por uso de substancias é considerado uma

forma de neurotoxicidade, que inclui alteracBes moleculares e comportamentais.

Nos Estados Unidos, no ano de 2021, quase 29,5 milhGes de pessoas a partir
dos 12 anos de idade foram diagnosticadas com TUA segundos os criterios do
Manual de diagndstico estatistico de transtornos mentais (DSM-5), sendo que
somente cerca de 0,9% delas receberam tratamento farmacoterapeutico
(Mcpheeters et al., 2023). O tratamento do transtorno por uso de substancias
envolve abordagens multidisciplinares com acompanhamento psicolégico e familiar,
grupo de autoajuda, reabilitacdo neuropsicoldgica e psicossocial, acdes preventivas
e reducdo de danos. Na psicoterapia sdo realizadas terapias individuais e em
grupos, as quais reconstroem a personalidade do paciente e melhora seu
relacionamento com 0s que estdo a sua volta (Coriale et al.,, 2018). Na terapia
medicamentosa, o tratamento € feito para amenizar o desconforto sintomatico da
retirada da substancia e prevenir as recaidas. No caso do etanol, a naltrexona, um
agonista do receptor |, € utilizado para o tratamento do TUA (Burnette et al., 2022).
No entanto, tal tratamento medicamentoso ndo é efetivo, pois mais de 60% dos
individuos tratados voltam a beber nos primeiros 12 meses (Burnette et al., 2022;
MERKX et al., 2011). Este fato se deve a hetegeneocidade inerente aos individuos
gue possuem TUA (Burnette et al., 2022). Portanto, nenhum medicamento sera
eficaz a todos individuos que possuem o transtorno, e assim o desenvolvimento de
possiveis op¢cbes na farmacoterapia mais eficazes e diversificadas € necessario
(Burnette et al., 2022).

Neste contexto, o desenvolvimento e estudo de novas substancias com possiveis
potenciais neuroprotetores sdo necessarias. O canabidiol, uma substancia que
constitui cerca de 40% dos extratos da planta Cannabis sativa, possui caracteristicas
ansioliticas, depressivas, antipsicéticas e neuroprotetoras, sem apresentar efeito
psicotico. Assim, substancias sintetizadas a partir deste composto tornam-se uma
estratégia terapéutica interessante, inclusive para o transtorno causado pelo uso de
substéancias. Ainda, estudos indicam que substancias com acdes psicodélicas, como
ayahuasca e seus alcaloides (como N,N-dimetiltriptamina, DMT e a [-carbolina,
harmina, HRM), tém sido cada vez mais estudadas como possiveis estratégias
terapéuticas para o tratamento de ansiedade e depressdo com caracteristicas

neuroprotetoras. Nesse contexto, 0 presente projeto tem como objetivo investigar o
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potencial terapéutico de analogos do canabidiol, DMT e HRM em modelos pré-
clinicos relacionados ao transtorno do uso de etanol. Para isso, 0os objetivos
especificos dos ensaios in vivo sdo: avaliar o efeito ansiolitico e antidepressivo do
canabidiol e dos seus analogos; e avaliar os efeitos do DMT e da HRM na
sensibilizacdo comportamental induzida pelo etanol. Ja para os ensaios in vitro os
objetivos especificos sdo: avaliar a neurotoxidade do canabidiol, dos analogos do
canabidiol, do DMT e da HRM a partir da contrugcdo de uma curva concentracéo
resposta; avaliar o potencial neuroprotetor do canabidiol, dos anélogos do
canabidiol, do DMT e da HRM frente a neurotoxicidade induzida pelo etanol em
cultura de células de neuroblastoma SH-SY5Y; e investigar alteragcdes moleculares
induzidas pelo etanol, canabidiol, analogos do canabidiol, DMT e HRM nas vias de
ativacdo de apoptose. Com isso, o trabalho visa contribuir para consolidacdo de
conhecimento na area, para que tais substancias possam ser utilizadas com eficacia

e seguranca.
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RESUMO

A Organizacdo Mundial da Saude relata que o consumo abusivo de etanol é um
problema de saude publica. Apesar de diversos farmacos serem utilizados no
tratamento do transtorno do uso de alcool (TUA), ainda ha uma alta incidéncia de
recaida. Estudos indicam que substancias com ac¢fes psicodélicas, como ayahuasca
e seus alcaloides (como N,N-dimetiltriptamina, DMT e as B-carbolinas), tém sido
cada vez mais estudadas como possiveis estratégias terapéuticas para o tratamento
do transtorno por uso de substancias. Neste contexto, o presente estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos do DMT, principal componente ativo da ayahuasca, e da [3-
carbolina harmina (HRM), na sensibilizacdo comportamental pelo etanol. Para tanto,
o DMT foi extraido das folhas da Psychotria viridis e a HRM foi extraida do caule da
Banisteriopsis caapi. Camundongos Swiss machos adultos foram submetidos ao
ensaio de sensibilizacdo comportamental ao etanol por meio da andlise da atividade
locomotora em campo aberto. Os animais sensibilizados ao etanol foram tratados
com DMT, HRM ou DMT+HRM durante 9 dias no periodo de abstinéncia. No oitavo
dia de tratamento foi realizado o teste labirinto em cruz elevado. Apds o tratamento
os animais foram desafiados com etanol para avaliar a expressao da sensibilizacéo.
Os resultados mostraram que houve aumento da atividade locomotora dos animais
que receberam etanol durante o periodo da aquisicdo da sensibilizacdo. Este
aumento foi atenuado somente nos animais que foram tratados com harmina
durante o periodo de abstinéncia. Nenhuma substancia foi capaz de diminuir a
ansiedade induzida pelo etanol. Os resultados sugerem que a harmina apresenta um
melhor potencial no tratamento do TUA, contudo mais estudos sdo necessarios para

entender esse mecanismo.

Palavras chaves: Ayahuasca, alcoolismo, ansiedade.
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1. INTRODUCAO

O etanol é uma substancia licita altamente consumida no mundo. Seu uso de
forma abusiva representa grande risco a saude da populacdo, sendo esse
responsavel por cerca de 13,5% do total global de mortes de individuos
pertencentes a faixa etaria de 20 a 39 anos, como também por inUmeros casos de
morbidade e incapacidade (OLIVEIRA et al.; 2023).

Segundo um estudo publicado em 2021 pela Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS) em consenso com a Organizacdo mundial da Saude (OMS), a
doenca hepética (63,9%), os distarbios neuropsiquiatricos (27,4%) e o alcoolismo
representam as principais causas de mortalidade ocasionada pelo uso nocivo de
alcool. Além disso, o estudo aponta que em relacdo aos transtornos psiquiatricos,
predomina-se os sintomas de depressao, ansiedade, agitacdo e hipomania durante
o periodo de intoxicacdo e a sindrome de abstinéncia (LIMA et al.; 2022). A sindrome
de abstinéncia do alcool é caracterizada por uma série de sintomas, 0s quais podem
se manifestar em decorréncia tanto da abstencao, quanto da diminuicdo do consumo
da bebida alcodlica, apés um periodo de 6 horas. Nesse periodo, hd um decaimento

dos niveis de dopamina, principalmente no nucleo accumbens (HAIDAR, 2018).

As intervencdes farmacolégicas e ndo farmacologicas envolvidas no
tratamento da dependéncia ao etanol, englobam tanto o uso de medicamentos
aversivos, antidepressivos e ansioliticos, como também o apoio terapéutico
proporcionado pela adesdo dos pacientes a terapias psicolégicas e em grupos de
apoio. Apesar da elevada eficacia do tratamento, ainda ha casos de reincidéncia a
dependéncia, o que reflete na necessidade da procura de novos agentes
terapéuticos (LARANJEIRA et al.; 2000). O uso de substancias alucindégenas, como
ayahuasca, ibogaina e acido lisérgico, tem sido estudado como estratégias para o
tratamento da dependéncia (RODRIGUES, 2022).

A ayahuasca, também conhecida como “cipé de morto” ou “vinho das almas”,
€ uma bebida utilizada em rituais religiosos, preparada através do cozimento de

duas espécies de plantas, denominadas Psychotria viridis e Banisteriopsis caapi, as
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quais possuem em sua composicao dimetiltriptamina (DMT) e alcaldides -
carbolinas, tais como harmina (HRM), harmalina e tetrahidroharmina (MARTINS et
al.; 2022). O DMT é caracterizado como agonista ndo seletivo dos receptores
serotoninérgicos 5-HT2A, tendo também afinidade por outros receptores de
serotonina, dopamina e acetilcolina, enquanto os alcaloides B-carbonilas atuam
como inibidores de monoamina oxidase (MAO) (LOPES, 2023). Nesse contexto, o
presente trabalho visa investigar o potencial terapéutico do DMT e da B-carbolina
HRM, em associacao e isolados, na sensibilizagcdo comportamental pelo etanol.

2. METODOS

2.1 EXTRACAO DO DMT E DA HRM

A extracdo do DMT e da HRM foi realizada em colaboracdo com a Profa. Dra.
Daniela Aparecida Chagas do Laboratério de Fitoquimica, Quimica medicinal é
Metabolédmica (LFQMM). Os extratos puros hidroetandlicos (7:3 etanol:H20, vlv,
0,1% de acido acético) foram preparados: um apenas de folhas de P. viridis (CEP) e
0 outro apenas de cipds de B. caapi (CEB). O processo extrativo foi auxiliado por
maceracao, sendo o solvente renovado a cada 24 horas por 3 dias. Posteriormente,
os extratos foram filtrados e secos em rotaevaporador a 40 °C. Um fracionamento
acido-base foi realizado para todos os extratos (CEB e CEP). Inicialmente, os
extratos foram acidificados com 15% HCI (v/v) para pH 2,0. A extracado liquido-liquido
foi realizada com solventes organicos de polaridades crescentes. Hexano foi
adicionado ao extrato bruto e particionado. Apés isso, a particao foi feita com acetato
de etila (EAF); a fracao restante foi basificada com NaOH 15% (v/v) até pH 8,0 e
novamente particionada com acetato de etila para obtencdo dos alcaloides (ALK) e
das fracOes hidroalcéolicas (HAL). Todas as fragbes foram submetidas & CCD. O
reagente de Dragendorff foi utilizado na fragdo ALK para confirmar a presenca de

alcaloides.

As fragbes dos alcaloides de P. viridis e B. caapi (ALKP e ALKB,
respectivamente) foram submetidas a cromatografia em coluna para isolamento dos
compostos majoritarios. Silica gel (o tamanho da particula era de 40-63 pm, 230—

400 Mesh) foi usado para cromatografia flash. As analises foram realizadas em
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colunas de vidro (3 cm de diametro e 30 cm de altura), acopladas a um sistema de
pressdo. Um método de gradiente foi aplicado para ALKB e ALKP usando a mistura
CHCI3:MeOH como eluente. Iniciou-se com 100% de cloroférmio até a fase movel
atingir 50% de cada solvente, seguido de elui¢do final usando 100% de metanol.
Todas as fases moéveis foram acidificadas com acido acético a 1%. Em seguida, as
amostras foram analisadas por CDD e reveladas sob analise de UV e reagente de
Dragendorff. Assim, foi possivel agrupar fracdes com perfis semelhantes. Subfracédo
5 obtida a partir de cromatografia flash ALKB mostrou um ponto de CCD intenso. O
precipitado se separou rapidamente do sobrenadante. Posteriormente, foi possivel
recristalizar o sobrenadante obtido porque o precipitado era preferencialmente

sollivel em CHCI3 e o sobrenadante em MeOH.

2.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos, provenientes do biotério da
Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas de
polietileno, com livre acesso a agua e comida (racdo para roedores Nuvilab CR1®),
temperatura controlada (21 + 2°C) e ciclo claro/escuro de doze horas (luz ligada as 7
horas). Todos os experimentos foram realizados no periodo claro. O presente projeto
foi aprovado pelo comité de ética desta instituicdo (CEUA UNIFAL-MG 0066/2021).

2.3 SUBSTANCIAS

O DMT e HRM foram obtidos por extracdo, recristalizados e posteriormente
diluidos em DMSO 0,5% para que fosse possivel administrar por via intraperitoneal
(i.p.) na dose de 1,76 mg/Kg de DMT e 1,23 mg/Kg de HRM. O etanol (EtOH) (Merck
do Brasil, S.A.) foi administrado em uma solu¢cdo de 15% (v/v), preparada com
solucéo salina (NaCl 0,9%) na dose de 2,2 g/Kg. Solucéo de salina ou DMSO 0,5%
em salina foi utilizada como solucdo controle (SAL). Todas as injecdes foram

administradas por via intraperitoneal (i.p.).
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2.4 PARTE EXPERIMENTAL

O ensaio de sensibilizacdo comportamental consistiu em duas fases:
aguisicao e expressao da sensibilizacdo. Para que ocorresse o desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental ao etanol, nos trés primeiros dias do experimento os
animais foram expostos durante 10 minutos ao campo aberto apés 5 minutos a
injecdo de salina. Este procedimento permitiu uma habituacdo dos animais ao
aparelho de observacdo. No quarto dia, os animais receberam uma injecao de salina
ou etanol na dose de 2,2 g/Kg de animal, de acordo com o0 grupo experimental, e
apos 5 minutos da aplicacdo, a atividade locomotora foi quantificada durante 10
minutos em campo aberto. Este procedimento foi repetido cinco vezes em dias

alternados, conforme descrito por Almeida et al. (2022).

O tratamento com o DMT e HRM (isolados e em associa¢éo) foi realizado
durante nove dias, apdés a aquisicdo da sensibilizacdo, da seguinte forma: os
animais receberam via oral salina, DMT, HRM ou DMT+HRM, de acordo com o
grupo experimental, na dose de 1,76 mg/Kg de DMT e 1,23 mg/Kg de HRM
(ALMEIDA et al., 2022). Apds a ingestao, foram colocados novamente nas caixas e
depois de 40 minutos foram posicionados em campo aberto por 10 minutos. No
oitavo dia de tratamento, foi realizado o teste de labirinto em cruz elevado. Apés o
periodo de tratamento, realizou-se a andlise da expressdo da sensibilizacdo
(desafio), quando os animais receberam uma injecao de etanol e apds o periodo de
5 minutos foram expostos ao campo aberto para analise da atividade locomotora
durante 10 minutos. Para evitar efeitos circadianos no comportamento dos
camundongos, as observacgdes de todos os animais foram realizadas sempre em um
horério especifico, sendo o horario da manha o escolhido (7h30min as 11h30min). O
registro da atividade foi realizado com uma camera digital. O software EthoVision®
(Noldus, The Netherlands) foi utilizado para quantificar a distancia percorrida por

cada animal.

Assim, os animais foram divididos em oito grupos experimentais, conforme

descrito a sequir:

. Grupo S/S/E (n=10): animais que receberam salina durante a aquisicéo
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da sensibilizacdo comportamental, salina durante o periodo de abstinéncia e etanol

para avaliar a expressao da sensibilizacao.

. Grupo S/D/E (n=10): animais que receberam salina durante a aquisi¢ao
da sensibilizacdo comportamental, DMT durante o periodo de abstinéncia e etanol

para avaliar a expressao da sensibilizacao.

. Grupo S/H/E (n=10): animais que receberam salina durante a aquisicao
da sensibilizacdo comportamental, HRM durante o periodo de abstinéncia e etanol

para avaliar a expressao da sensibilizacéo.

. Grupo S/DH/E (n=10): animais que receberam salina durante a
aquisicdo da sensibilizacdo comportamental, DMT+HRM durante o periodo de

abstinéncia e etanol para avaliar a expresséo da sensibilizacéo.

. Grupo E/S/E (n=15): animais que receberam etanol durante a aquisi¢éo
da sensibilizacdo comportamental, salina durante o periodo de abstinéncia e etanol

para avaliar a expressao da sensibilizacao.

. Grupo E/D/E (n=15): animais que receberam etanol durante a aquisi¢éo
da sensibilizacdo comportamental, DMT durante o periodo de abstinéncia e etanol

para avaliar a expressao da sensibilizacao.

. Grupo E/H/E (n=15): animais que receberam etanol durante a aquisi¢ao
da sensibilizacdo comportamental, HRM durante o periodo de abstinéncia e etanol

para avaliar a expressao da sensibilizacao.

. Grupo E/DH/E (n=15): animais que receberam etanol durante a
aquisicdo da sensibilizacdo comportamental, DMT + HRM durante o periodo de

abstinéncia e etanol para avaliar a expressao da sensibilizacéo.

2.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

A atividade locomotora dos animais foi avaliada por meio de campo aberto
(uma arena circular de madeira com 40 cm de diametro e 40 cm de altura)
(BROADHURST, 1960). Cada animal foi colocado, individualmente, no centro da

arena do campo aberto e a atividade locomotora dos animais foi observada por um
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periodo de 10 minutos. Apds cada observacdo, o campo aberto foi limpo com uma
solucéo de alcool-agua 5%, antes da introducédo do préximo animal, a fim de evitar

possiveis rastros de odor deixados pelo sujeito anterior.

O labirinto em cruz elevado, principal equipamento para avaliar ansiedade em
roedores, consiste em dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois bracos fechados
de mesmo tamanho com paredes de 20 cm de altura, elevado a 60 cm do chéo. Os
bragos similares sdo cruzados em angulo reto e ligados através de uma area central.
O comportamento natural do animal é permanecer por mais tempo nos bracos
fechados, pois se trata de um local onde o animal se sente seguro. O aumento do
tempo de permanéncia e do numero de entradas nos bracos abertos indica efeito
ansiolitico da substancia testada (KRAEUTER; GUEST, SARNYAI, 2019; PELLOW
et al., 1985). Foi observado o tempo de permanéncia na exploracdo dos bragos
abertos e 0 niumero de entrada nos bracos abertos um periodo de 5 minutos. O
indice de ansiedade dos animais foi calculado da seguinte maneira: indice de
ansiedade= 1 — {([Tempo gasto nos bragos abertos/Tempo de duracdo do teste] +
[Numero de entradas nos bracos abertos/ Total do numero de entradas])/2}
(CONTRERAS et al., 2014).

Também foram avaliados os parametros grooming e head dipping de cada
animal (REEVES et al.,, 2016; RODGERS et al., 1997; SPRUIJT, VAN HOOFF;
GISPEN, 1992). O grooming € um comportamento natural de autolimpeza do animal
(lamber das patas dianteiras, patas traseiras e pernas; nariz, face e lavagem da
cabeca; friccdo oral direcionada para regido anogenital ou cauda). A pratica
excessiva de grooming caracteriza um comportamento compulsivo, que esta
relacionado a situacdo de estresse e ndo com a sujidade da pele do animal
(KALUEFF; TUOHIMAA, 2005; SPRUIJT; VAN HOOFF; GISPEN, 1992; VAN ERP et
al., 1994). O head dipping se caracteriza pela exploragdo dos animais nos bragos
abertos, quando o animal abaixa a cabeca o suficiente para que os olhos
desaparecam. E um comportamento considerado de avaliagéo de risco ou de fungéo
exploratoria, sendo utilizado como parametro complementar para avaliar a
ansiedade (HOSHINO; UGA; DE PAULA, 2004).
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da atividade locomotora da fase de aquisicdo da sensibilizacéo e a
comparacao do D1 (aquisicdo da sensibilizacdo) com o dia do defasio (expressao da
sensibilizacdo) foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) para
medidas repetidas, seguido do poOs-teste Newman-Keuls. Os dados da atividade
locomotora da fase da expressdo da sensibilizacdo foram analisados por ANOVA
factorial, seguido do pds-teste LSD. Os dados dos parametros analisados no teste
de labirinto em cruz elevado na fase de abstinéncia foram analisados por ANOVA
factorial, seguido do pés-teste Newman-Keuls. O software Statistic 7.0 (Statsoft,
Tulsa, OK, EUA) foi utilizado para analisar dados comportamentais. p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo e os dados foram relatados como média *

EPM. Todos os dados foram plotados pelo software GraphPad Prism versao 8.0.

3. RESULTADOS

3.1 AQUISICAO DA SENSIBILIZACAO

A Figura 1 apresenta a atividade locomotora dos animais tratados com salina
ou etanol no campo aberto durante os dias da aquisicdo da sensibilizacdo (Dias: 1,
3,5, 7 e 9) em um periodo de 10 minutos. O grupo etanol apresenta maior atividade
locomotora em relacdo ao grupo controle (p < 0,001). No dia 9 da aquisicdo da
sensibilizacdo, o grupo etanol apresentou um aumento da atividade locomotora em

relacdo ao dia 1 da aquisicéo da sensibilizac&o.
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Figura 1: Curva temporal da aquisicao da sensibilizacao
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Nota: Distancia total percorrida em campo aberto na aquisicdo da sensibilizacdo. Dados expressos
em cm (média £ EPM). ANOVA para medidas repetidas, seguido do teste Newman-Keuls. a)
Grupo etanol vs grupo controle, p < 0,05; b) Comparagdo com D1 do mesmo grupo
experimental, p < 0,05.

3.2 EXPRESSAO DA SENSIBILIZACAO

A Figura 2 apresenta a atividade locomotora em campo aberto na expressao
da sensibilizacédo (dia do desafio) nos animais que foram previamente tratados com
salina ou etanol durante a aquisi¢cdo da sensibilizacdo e com DMT (Figura 2A), HRM
(Figura 2B) ou DMT/HRM (Figura 2C) durante a fase de abstinéncia do etanol e que
receberam etanol no dia do desafio. ANOVA fatorial mostrou que houve uma
diminuicdo na atividade locomotora no grupo EHE em comparagdo com 0S grupos
SSE e ESE (p < 0,05). A Figura 3 apresenta a comparacao entre a aquisicdo da
sensibilizacdo (dia 1) e a expressao da sensibilizacdo (Desafio). ANOVA medidas
repetidas mostrou que houve aumento na atividade locomotora dos animais no dia

do desafio em comparacgédo com o dia 1 (p < 0,05).
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Figura 2: Expressao da sensibilizacéo
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Nota: Distancia total percorrida em campo aberto na expressédo da sensibilizacdo. Dados expressos
em cm (média + EPM). A) DMT; B) HRM; C) DMT/HRM. ANOVA fatorial, seguido do teste LSD.
a: p < 0,05 em comparagao com o grupo SSE; b: p < 0,05 em compara¢cdo com o grupo ESE.
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Figura 3: Comparacéo entre a aquisicdo e a expresséo da sensibilizacdo
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Nota: Distancia total percorrida em campo aberto na expressédo da sensibilizacdo. Dados expressos
em cm (média £ EPM). A) DMT; B) HRM; C) DMT/HRM. ANOVA medidas repetidas, seguido do
teste Newman-Keuls. a: p < 0,05 em comparagcdo com o grupo SSE; b: p < 0,05 em
comparacdo com o grupo ESE.

3.3 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

3.3.1 DMT

A Figura 4 apresenta os diferentes parametros analisados no labirinto em cruz
elevado para os animais que receberam tratamento com DMT. E possivel observar que
0S animais que receberam etanol na aquisicdo da sensibilizacdo e salina (ET-SAL) ou

DMT (ET-DMT) durante o tratamento apresentaram uma diminuicdo da percentagem de
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tempo nos bracos abertos (Figura 4A), bem como aumento no indice de ansiedade
(Figura 4C) em comparacao com 0s grupos SAL-SAL (p < 0,05) e SAL-DMT (p < 0,05).
Os demais parametros analisados, numero de entrada nos bracos abertos (Figura 4B);
frequéncia de head dipping (Figura 4D); e frequéncia (Figura 4E) e tempo de grooming
(Figura 4F), ndo apresentaram diferencas estatisticas entre 0s grupos.

Figura 4: Parametros do Labirinto em cruz elevado — animais tratados com DMT
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Nota: Analise dos pardmetros no teste de labirinto em cruz elevado durante 5 minutos dos animais
previamente tratados com solucdo controle e DMT na dose de 1,76 mg/kg. (A) Porcentagem de
permanéncia nos bracos abertos em relacdo ao tempo total de permanéncia no labirinto em cruz
elevado (5 minutos). Dados expressos em % de permanéncia nos bracos abertos + EPM. (B) Namero
de entrada nos bracos. Dados expressos em nimero absolutos. (C) indice de ansiedade. Dados
expressos em numero absolutos. (D) Frequéncia de head dipping. Dados expressos em ndmero
absolutos. (E) Frequéncia de grooming. Dados expressos em nimero absolutos. (F) Tempo total de
grooming. Dados expressos em segundos. Grupos: SAL-SAL, SAL-DMT, ET-SAL e ET-DMT. ANOVA
fatorial, seguido do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,05 em relac@o ao grupo SAL-SAL, (b) p < 0,05 em
relacdo ao grupo SAL-DMT.

3.3.2HRM

A Figura 5 apresenta os diferentes parametros analisados no labirinto em cruz

elevado para os animais que receberam HRM. As Figuras 5A e 5C demonstram a
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porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado e o
indice de ansiedade dos animais. E possivel observar que ambos os grupos que
receberam etanol na aquisicdo da sensibilizacao e tiveram ou ndo o tratamento com
HRM (ET-SAL; ET-HRM) apresentaram uma diminuicdo da porcentagem de tempo
nos bracos abertos e aumento do indice de ansiedade em comparacdo com O0S
grupos SAL-SAL (p < 0,05) e SAL-HRM (p < 0,05). Os animais que receberam etanol
na aquisicdo da sensibilizagao e tiveram o tratamento com HRM apresentaram uma
elevacao do numero de entrada nos bragos abertos em compara¢cdo com 0s grupos
SAL-SAL (p < 0,05), SAL-HRM (p < 0,05) e ET-SAL (p < 0,05) (Figura 5B). Os
demais parametros analisados (frequéncia de head dipping, frequéncia e tempo total
de grooming) ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos (Figuras 5D-
F).

Figura 5: Parametros do Labirinto em cruz elevado — animais tratados com HRM
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Fonte: Da autora

Nota: Andlise dos parametros no teste de labirinto em cruz elevado durante 5 minutos dos animais
previamente tratados com solucdo controle e HRM na dose de 1,23 mg/kg. (A) Porcentagem de
permanéncia nos bracos abertos em relacdo ao tempo total de permanéncia no labirinto em cruz
elevado (5 minutos). Dados expressos em % de permanéncia nos bragos abertos + EPM. (B) Niumero
de entrada nos bracos. Dados expressos em nimero absolutos. (C) indice de ansiedade. Dados
expressos em numero absolutos. (D) Frequéncia de head dipping. Dados expressos em nimero
absolutos. (E) Frequéncia de grooming. Dados expressos em numero absolutos. (F) Tempo total de
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grooming. Grupos: SAL-SAL, SAL-HRM, ET-SAL e ET-HRM. ANOVA fatorial, seguido do teste
Newman-Keuls. (a) p < 0,05 em relacdo ao grupo SAL-SAL, (b) p < 0,05 em relacdo ao grupo SAL-
HRM, (c) p < 0,05 em relagcé@o ao grupo ETANOL-SALINA.

3.3.3 DMT e HRM

A Figura 6 apresenta os diferentes parametros analisados no labirinto em cruz
elevado para os animais que receberam associacdo de DMT + HRM. As Figuras 6A e 6B
mostram a porcentagem de tempo gasto nos bragcos abertos do labirinto em cruz
elevado e o indice de ansiedade dos animais. E possivel observar que ambos 0s grupos
gue receberam etanol na aquisicdo da sensibilizacéo e tiveram ou ndo tratamento com
DMT + HRM (ET-SAL; ET-DMT+HRM) apresentaram uma diminuicdo da porcentagem
de tempo nos bracos abertos e aumento no indice de ansiedade em comparacdo com
0s grupos SAL-SAL (p < 0,05) e SAL-DMT+HRM (p < 0,05). Os demais parametros
analisados (numero de entrada nos bracos abertos, frequéncia de head dipping;
frequéncia e tempo de grooming) ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os
grupos (Figura 6B, 6D-F).

Figura 6: Parametros do Labirinto em cruz elevado — animais tratados com DMT + HRM.
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Fonte: Da autora

Nota: Andlise dos parametros no teste de labirinto em cruz elevado durante 5 minutos dos animais
previamente tratados com solugdo controle e DMT+ HRM na dose de 1,76 mg/kg e 1,23 mg/Kg,
respectivamente. (A) Porcentagem de permanéncia nos bragos abertos em relagéo ao tempo total de
permanéncia no labirinto em cruz elevado (5 minutos). Dados expressos em % de permanéncia nos
bracos abertos £+ EPM. (B) NUumero de entrada nos bragos. Dados expressos em namero absolutos.
(C) indice de ansiedade. Dados expressos em nimero absolutos. (D) Frequéncia de head dipping.
Dados expressos em numero absolutos. (E) Frequéncia de grooming. Dados expressos em namero
absolutos. (F) Tempo total de grooming. Dados expressos em segundos. Grupos: SAL-SAL, SAL-
DMT+HRM, ET-SAL e ETDMT+ HRM. ANOVA fatorial, seguido do teste Newman-Keuls. (b) p < 0,05

em relacao ao grupo SAL-DMT+HRM.

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que 0s animais
tiveram uma aquisicdo da sensibilizacdo ao etanol e apresentaram um
comportamento ansioso durante o periodo de abstinéncia ao etanol. Ainda, a HRM
foi capaz de atenuar a expresséo da sensibilizacdo. Apesar da HRM ter sido a Unica
substancia capaz de aumentar o numero de entradas nos bracos abertos, o indice
de ansiedade também aumentou neste grupo, sugerindo que nao houve efeito

ansiolitico.

Estudos anteriores sobre o TUA que também usaram a sensibilizacdo
comportamental em roedores como protocolo, mostraram que a administracdo de
etanol em dias alternados foi capaz de aumentar a atividade locomotora dos animais
na aquisi¢ao da sensibilizacédo, corroborando com o0 nosso estudo (ALMEIDA et al.,
2022; OLIVEIRA-LIMA et al., 2015). A aquisicdo € um termo operacional referente
aos efeitos moleculares e celulares imediatos que induzem a sensibilizacdo, ou seja,
a aquisicdo da sensibilizacdo refere-se ao desenvolvimento desta, em que se
observam alteracbes em nivel celular e molecular em neurbnios de diferentes
regides cerebrais (STEKETEE; KALIVAS, 2011). Tais alteracdes sao associadas ao
aumento da liberacdo de glutamato e de dopamina, que estdo relacionados a

ocorréncia de uma potenciagéo de longa duracdo (UNGLESS et al., 2001).

Estudo anterior do nosso grupo de pesquisa mostrou que o tratamento com
ayahuasca na dose de 1,76 mg de DMT/Kg durante a fase de abstinéncia foi eficaz
na diminuicdo da expressdo da sensibilizagdo comportamental pelo etanol em
camundongos previamente sensibilizados por esta substancia (ALMEIDA et al.,

2022). Sendo assim, a hipétese inicial do estudo era que o tratamento com a HRM
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administrada de forma isolada, e tratamento DMT/HRM juntos fossem capazes de
bloquear ou diminuir a expressdo da sensibilizacdo, visto que o DMT de maneira
isolada seria metabolizado pelas enzimas MAO do intestino. Porém, somente o0s
animais que receberam HRM durante a fase de abstinéncia e foram sensibilizados

pelo etanol tiveram uma diminuicdo na atividade locomotora no dia do desafio.

No presente estudo também foi observado um aumento da atividade
locomotora no dia do desafio nos animais que receberam salina na fase de
aquisicdo, tanto os do grupo controle como os do grupo tratado na fase da
abstinéncia, sugerindo uma sensibilizacdo cruzada. A expressao é a manifestacao
da sensibilizacdo que se da apds um periodo de abstinéncia. Envolve mudancas na
funcdo neuronal responsavel pelas respostas comportamentais (STEKETEE;
KALIVAS, 2011). A expressao gera alteracdes duradouras e que levam a uma
resposta acentuada as drogas, ja que envolve fatores de transcricdo e expressao
génica, principalmente em circuitos glutamatérgicos e dopaminérgicos presentes no
sistema limbico (JUNG et al., 2013). A expressdo da sensibilizacdo pode ser afetada
por uma série de fatores como a dose de etanol utilizada, o periodo da fase de
abstinéncia, idade e espécies dos animais, além do estresse (CAMARINI;
MARIANNO; VER, 2018). Repetidos fatores estressores podem gerar a
sensibilizacao cruzada (CAMARINI; MARIANNO; VER, 2018). As repetidas injecdes
de salina durante um periodo de tempo da aquisicdo da sensibilizacdo de drogas de
abuso como etanol e cocaina, ja foram descritas na literatura como tais fatores
estressores capazes de causar uma sensibilizacado cruzada (ALMEIDA et al., 2022;
DER-GHAZARIAN et al., 2017; SANTOS-ROCHA et al., 2018).

Outros trabalhos avaliaram o potencial da ayahuasca frente aos efeitos do
etanol no teste de preferéncia de lugar condicionado, um teste que também esta
relacionado ao transtorno pelo uso de etanol. Nestes trabalhos, a ayahuasca
apresentou um potencial farmacoldgico para o tratamento no transtorno pelo uso de
etanol (CATA-PRETA et al., 2018; GIANFRATTI et al., 2022; SERRA et al., 2022).

A sindrome de abstinéncia alcodlica € um dos fatores que caracteriza o
desenvolvimento do transtorno pelo uso do alcool (CID 11, 2023). Sua manifestagéo
se d4 em um intervalo de 6-8 horas apés uma pausa ou interrup¢do do uso da droga
pelo individuo, sendo a ansiedade um sintoma caracteristico desse periodo. Os

sintomas ansiosos desenvolvidos estdo relacionados a algumas alteracoes
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neurobiolégicas, como a queda dos niveis de dopamina e 5-HT no nucleo
accumbens (BONASSOLI, 2014). O mecanismo de acdo da ayahuasca no alivio
desses sintomas envolve o aumento da quantidade de neurotransmissores
associados a sensacdo de bem-estar e humor, sendo eles a serotonina, acetilcolina
e dopamina. Esse aumento € proporcionado pela acdo do DMT e HRM (COLACO,
2018; MARTINS, 2022).

7

Em modelos animais, o teste do labirinto em cruz elevado € amplamente
empregado para avaliacdo da ansiedade e da mobilidade em modelos animais. Esse
teste € fundamentado em respostas incondicionadas a ambientes potencialmente
perigosos, sendo o0 animal confrontado entre o impulso de explorar locais
desconhecidos e o de evitar areas mais perigosas, como 0s locais mais altos
(COLACO, 2018). Alguns pesquisadores observaram que os animais quando
submetidos a agentes ansioliticos apresentam um maior tempo de permanéncia nos
bracos abertos, sendo, portanto, 0 nimero de entradas e o tempo gasto nos bracos
abertos determinantes inversamente proporcionais a ansiedade. Ja o
comportamento de head dipping e grooming se correlacionam a avaliacdo de risco e

a situacdes de estresse, respectivamente (COLACO, 2018).

Em estudo sobre o uso da ayahuasca no tratamento do transtorno pelo uso
ao etanol, avaliou o comportamento de camundongos Swiss machos sensibilizados
com etanol tratados e nado tratados com ayahuasca em uma dosagem padronizada
1,76 mg/Kg de DMT. Os resultados obtidos pelo mesmo evidenciaram potenciais
efeitos ansioliticos da bebida. Em relacdo ao teste realizado em labirinto em cruz
elevado, diferentemente do observado no presente trabalho, verificou-se um
aumento de permanéncia dos animais tratados nos bracos abertos em comparacao
aos nao tratados. Essa diferenca de resultado pode estar relacionada a uma
possivel degradacdo do DMT pela MAO, enzima presente no trato digestério, ja que
a administracdo do DMT foi realizada via gavagem (ALMEIDA, 2022). Nesse mesmo
estudo, o aumento de grooming pelos animais que receberam etanol na aquisicéo
durante o periodo da abstinéncia em relagdo ao grupo controle, evidéncia um
comportamento do tipo ansioso desses animais. Tal resultado, corrobora com os
nossos resultados, em que 0s animais que receberam etanol durante o periodo de
aquisicao tiveram um aumento do indice de ansiedade em relacéo ao grupo controle

no periodo de abstinéncia.
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Um estudo realizado sobre o perfil comportamental e toxicologico de ratos
submetidos ao modelo de sensibilizacdo ao etanol e tratamento com ayahuasca
(500 mg/Kg), administrada pelo método de gavagem, demonstrou que 0s animais
sensibilizados ao etanol e tratados com ayahuasca, obtiveram uma prevencéo e
amenizacdo do comportamento ansiogénico durante o periodo de abstinéncia. Ao
contrario do nosso estudo, a analise comportamental foi realizada em campo aberto
(VICTORIA, 2017).

Em suma, os dados apresentados sugerem que dentre os componentes
presentes na planta, a HRM apresenta resultados mais efetivos do que o DMT e
DMT+HRM na atenuacdo da sensibilizagdo comportamental pelo etanol. As
substancias, nas doses utilizadas no presente estudo, ndo apresentaram efeito no

comportamento ansioso dos animais.
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RESUMO

A depressdo e a ansiedade sdo sintomas comuns relacionados a abstinéncia do
transtorno do uso ao alcool. Apesar da existéncia de diversos farmacos utilizados
nos quadros de depressdo e ansiedade, menos da metade das pessoas estdo
recebendo tratamento efetivo. O potencial ansiolitico e antidepressivo do canabidiol,
uma molécula ndo psicoativa da Cannabis sativa, tem sido vastamente estudado
desde a década de 1970. E o uso de novas moléculas, andlogas ao canabidiol, pode
melhorar e potencializar tais efeitos. Neste contexto, o objetivo deste estudo &
avaliar o potencial terapéutico do canabidiol e de seus analogos no tratamento da
ansiedade e da depressao por meio de ensaios comportamentais em roedores. Para
tanto, camundongos Swiss machos adultos foram submetidos ao tratamento agudo
com canabidiol e seus analogos nas doses de 1 mg/Kg, 3 mg/Kg e 10 mg/Kg. Para
avaliacdo do comportamento ansioso foi realizado o teste de labirinto em cruz
elevado no primeiro dia. J4 para a avaliacdo do comportamento depressivo, foi
realizado o teste nado forcado no dia seguinte. Os animais tratados com o canabidol
(10 mg/Kg) e seus analogos, PQM-242 (3 mg/Kg) e PQM-249 (1 mg/Kg),
apresentaram um aumento na percentagem de tempo nos bracos abertos, e uma
diminuicdo do indice de ansiedade em comparacdo ao grupo controle (p < 0,05).
Além disso, os animais que receberam PQM-242 (3 mg/Kg) e PQM-249 (1 mg/Kg)
também apresentaram um aumento na frequéncia de head dipping em comparacéo
ao grupo controle (p < 0,05) no teste labirinto em cruz elevado. Ambos 0s grupos
tratados com essas mesmas substancias tiveram uma diminuicdo no tempo de
imobilidade no teste do nado forgado (p < 0,05). Os resultados encontrados sao
promissores, visto que duas moléculas, PQM-242 3 mg/Kg e PQM-249 1 mg/Kg
apresentaram tanto efeito ansiolitico antidepressivo, em dose menor que o

canabidiol.

Palavras-chave: Canabidiol; depresséo; ansiedade.
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1. INTRODUCAO

Ha uma estimativa de que 300 milhdes de pessoas em todo o globo sofram de
transtorno depressivo e cerca de 800 mil pessoas no mundo séo vitimas do suicidio
por ano, sendo a segunda maior causa de morte entre jovens de 15 a 29 anos. Ja os
dados para a ansiedade mostram que em 2015 cerca de 264 milhdes de pessoas
sofriam de transtornos de ansiedade, sendo que havia uma prevaléncia entre as
mulheres, 4,6% da populagdo mundial, comparado a 2,6% dos homens. Além disso,
as Américas apresentaram um total de 57,22 milhdes de pessoas com ansiedade, o
gue representa 21% dos casos totais (WHO, 2017).

Tanto o trantorno depressivo, quanto o trantorno de ansiedade podem ser
comorbidades de outros trantornos, como abstinéncia ao etanol, ou sindrome de
abstinéncia alcoolica, a qual ocorre no trantorno de uso do alcool (TUA) (AIRAGNES
et al., 2019). No TUA, quando ha privacao do acesso ao alcool o individuo entra em
um estado de abstinéncia, que possui sinais e sintomas desagradaveis, como
disforia, irritabilidade, ansiedade, agitacdo, angustias deprimentes, sinais contrarios
aos produzidos pela droga, o que induz a busca da droga para cessar tais sintomas,
levando a recaida (FARROKH et al.,, 2021; LARANJEIRA et al., 2000; MACIEL;
KERR-CORREA, 2004). Portanto, para que tratamento do TUA seja efetivo, é
preciso tratar também os sintomas negativos associados a abstinéncia (TIGLAO;
MEISENHEIMER; OH, 2021).

Os tratamentos disponiveis para tais ansiedade e depressdo dividem-se em
tratamento psicoterapéuticos medicamentosos. Os medicamentos mais utilizados
sdo os inibidores de recaptacdo de serotonina e noradrenalina e o0s
benzodiazepinicos. Entretanto, menos da metade dos pacientes com depressdo ou
transtorno da ansiedade recebem tratamento adequado (OPAS/OMS, 2020) e cerca
de 70% das pessoas continuam apresentando os sintomas mesmo recebendo o
tratamento especifico (RUBERTO; JHA; MURROUGH, 2020; WILES et al., 2018).
Embora a definicdo de depressao resistente ao tratamento néo esteja totalmente
clara, uma resposta inadequada a um antidepressivo com eficacia comprovada é um
indicador de mau prognostico; e uma resposta inadequada a dois ou mais
tratamentos de dose e duracdo adequadas no atual episodio depressivo maior sé&o

frequentemente usadas para operacionalizar a definicdo de depressao resistente ao
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tratamento em ensaios clinicos (CONWAY; GEORGE; SACKEIM, 2017). Sintomas
de depressao, experimentados por aqueles que tém resisténcia ao tratamento de
depressao, tendem a ser piores e mais dificeis de serem superados (FEKADU et al.,
2011). Se nao houver remisséo dos sintomas, 0s pacientes tém um risco aumentado
de experimentar comprometimento funcional, transtornos relacionados a substancias
como etanol e outras drogas e até mesmo suicidio (NEMEROFF, 2007). Neste
contexto, a busca por terapias efetivas para estes pacientes se faz necesséaria. O
canabidiol, uma substancia que constitui cerca de 40% dos estratos da planta
Cannabis sativa, possui caracteristicas ansioliticas, depressivas, antipsicoticas e
neuroprotetoras, sem apresentar efeito psicético (GARCIA-GUTIERREZ et al.,
2020a). Com isso, substancias sintetizadas a partir deste composto tornam-se um
alvo terapéutico interessante. Assim, o objetivo do presente estudo é avaliar a acédo

ansiolitica e antidepressiva de analogos do canabidiol.

2. METODOS
2.1 SINTESE DOS ANALOGOS DO CANABIDIOL

A série de compostos dos analogos do canabidiol foi sintetizada pelo Prof. Dr.
Claudio Viegas do Laboratério de Pesquisa em Quimica Medicinal (PeQuiM). As
informacdes a respeito da sintese e das estruturas séo sigilosas e confidenciais.
Resumidamente, os analogos de canabidiol foram sintetizados a partir de um
planejamento sintético baseado no uso da R- (-)-carvona e S-(+)-carvona como
materiais de partida comerciais, conforme delineado na Figura 1, gerando a Série A:
PQM-242 a PQM-249, com 8 compostos. Tomando-se como exemplo os acidos
benzoicos funcionalizados, estes foram convertidos aos respectivos ésteres, e
subsequentemente as respectivas hidrazidas. Em etapa subsequente, uma reacéo
de acoplamento destas benzoidrazidas funcionalizadas com a R-(-)- carvona (21),

levou a série-alvo A.
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Figura 1 Anélogos do canabidiol
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Fonte: FRANCO, 2019
Nota: Abordagem sintética para a obtencéo das séries-alvo A de anélogos acilarilidrazénicos e
oxietileno-benzamidicos do canabidiol

2.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com idade de 6 a 7 semanas de
vida, com peso médio em torno de 25g a 30g, provenientes do biotério da
Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram retirados do biotério 5 dias antes
da data de inicio do experimento para ambientacdo e foram mantidos em caixas de
polietileno, com livre acesso a 4gua e comida (racdo para roedores Nuvilab CR1®),
temperatura controlada (21+ 2°C) e ciclo claro/escuro de doze horas (luz ligada as
7:00 h). Todos os experimentos foram realizados no periodo claro. O presente
projeto foi aprovado pelo comité de ética desta Instituicdo (CEUA UNIFAL-MG
0012/2021).

2.3 SUBSTANCIAS

Os anélogos do canabidiol da Série A (PQM-242 a PQM-249) e o canabidiol
(prototipo) foram diluidos em uma solucéo veiculo composta por 5% de DMSO + 95
% salina. Foram utilizadas 3 doses de cada composto: 1 mg/Kg, 3 mg/kg e 10 mg/kg
(ALMEIDA et al., 2013; SALES et al., 2018). Solugbes 5% de DMSO + 95% salina
foram utilizadas como solugcdo controle (CTRL). Todas as inje¢cdes foram

administradas por via intraperitoneal i.p.
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2.4PARTE EXPERIMENTAL

Os animais receberam uma injecdo i.p. de salina, de canabidiol (protétipo) ou
de cada uma das oito (08) moléculas da Série A (PQM-242 a PQM-249) em suas
respectivas doses (10 mg/Kg, 3 mg/Kg e 1 mg/Kg) e logo apés foram submetidos ao
ensaio comportamental de cada dia: em labirinto em cruz elevado (D1) e nado
forcado (D2). Os ensaios comportamentais foram realizados sempre no periodo da
manha. Imediatamente apos o teste nado forcado, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical.

No total foram utilizados 224 animais, de acordo com 0S grupos experimentais
descritos abaixo, sendo que XXX se refere ao numero da molécula avaliada (PQM-
242 a PQM-249), sendo 8 moléculas no total.

-Grupo Controle (n = 8): Os animais receberam solucdo veiculo i.p. e logo
depois foram submetidos ao ensaio comportamental do dia.

-Grupo CBD 10 mg/kg (n = 8): Os animais receberam o canabidiol na dose
de 10 mg/kg e logo depois foram submetidos ao ensaio comportamental do dia.

-Grupo PQM-XXX 10 mg/kg (n = 8): Os animais receberam o analogo do
canabidiol na dose de 10 mg/kg e logo depois foram submetidos ao ensaio
comportamental do dia.

-Grupo CBD 3 mg/kg (n = 8): Os animais receberam o canabidiol na dose de
3 mg/kg e logo depois foram submetidos ao ensaio comportamental do dia.

-Grupo PQM-XXX 3 mg/kg (n = 8): Os animais receberam o analogo do
canabidiol na dose de 3 mg/kg e logo depois foram submetidos ao ensaio
comportamental do dia.

-Grupo CBD 1 mg/kg (n = 8): Os animais receberam o canabidiol na dose de
1 mg/kg e logo depois foram submetidos ao ensaio comportamental do dia.

-Grupo PQM-XXX 1 mg/kg (n = 8): Os animais receberam o analogo do
canabidiol na dose de 1 mg/kg e logo depois foram submetidos ao ensaio
comportamental do dia.

2.5TESTES COMPORTAMENTAIS

O labirinto em cruz elevado, principal equipamento para avaliar ansiedade em

roedores, consiste em dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois bracos fechados
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de mesmo tamanho com paredes de 20 cm de altura, cruzados em angulo reto e
ligados através de uma area central, elevado a 60 cm do chdo. O aumento do tempo
de permanéncia e do niumero de entradas nos bracos abertos indica efeito ansiolitico
da substancia testada (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2019; PELLOW et al.,
1985). O indice de ansiedade dos animais foi calculado da seguinte maneira: indice
de ansiedade= 1 — {([Tempo gasto nos bracos abertos/Tempo de duracéo do teste] +
[Numero de entradas nos bragcos abertos/ Total do numero de entradas])/2}
(CONTRERAS et al., 2014). Também foram avaliados os parametros grooming e
head dipping de cada animal (REEVES et al., 2016; RODGERS et al., 1997,
SPRUIJT; VAN HOOFF; GISPEN, 1992).

O nado forgado foi realizado em um cilindro contendo 14 cm de agua. O animal
foi colocado nesse cilindro durante 6 minutos sendo avaliado o tempo total de
imobilidade (PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977). Tal teste é baseado no
“‘desespero comportamental”, pois 0s animais sdo submetidos a uma situacéo
aversiva: nadar em um cilindro que ndo possui apoio para 0 mesmo e com uma
enorme borda superior que o impede de fugir. Este ensaio é frequentemente
utilizado para avaliacdo de substancias com potencial antidepressivo (DAL-ZOTTO;
MARTI: ARMARIO, 2000; DETKE; JOHNSON; LUCKI, 1997; LINODEOLIVEIRA;
LIMA; CAROBREZ, 2005; PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977). Na imobilidade
analisa-se o tempo que o animal permanece praticamente imével, se movendo
somente o suficiente para manter a cabeca para fora da agua. O tempo de
imobilidade diminui quando o animal é tratado com antidepressivos (PORSOLT; LE
PICHON; JALFRE, 1977; SUGIMOTO et al., 2011).

Em todos os testes comportamentais o registro da atividade foi realizado com
uma camera digital. O software EthoVision® (Noldus, The Netherlands) foi utilizado
para as analises comportamentais do labirinto em cruz elevado. O teste de nado

forgado foi analisado manualmente.

2.6 ANALISE ESTATISTICAS

Para que fosse possivel responder a pergunta do estudo, ou seja, se a
molécula avaliada possui efeito ansiolitico e antidepressivo em administracdo aguda,
a andlise estatistica foi realizada para cada molécula isoladamente, comparando-a

com o controle (veiculo) e o canabidiol (protétipo). Assim, os dados foram
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comparados por meio de analise de variancia (ANOVA) uma via, seguida do teste
post-hoc Newman-Keuls. O software Statistic 7.0 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA) foi
utilizado para analisar dados comportamentais. p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo e os dados foram relatados como média + EPM. Todos

os dados foram plotados pelo software GraphPad Prism verséo 8.0.

3. RESULTADOS
3.1 DOSE 10 MG/KG

A Figura 2 apresenta a porcentagem de permanéncia nos bracos abertos do
labirinto em cruz elevado em relacdo ao tempo total do teste (5 minutos) para os
animais que foram tratados com a solugdo controle, canabidiol 10 mg/Kg e os
analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) 10 mg/Kg. Como esperado, o grupo
canabidiol apresentou maior porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos
abertos em comparagdo ao grupo controle (p < 0,001). O grupo PQM-244 também
apresentou maior porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos em

comparacao ao grupo controle (p < 0,001; Figura 2C).



Figura 2: Permanéncia nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado.
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Dose 10 mg/Kg.
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Nota: Porcentagem de permanéncia nos bracos abertos em relagdo ao tempo total de permanéncia
no labirinto em cruz elevado (5 minutos) dos animais tratados com solu¢do controle, CBD (10
mg/Kg) e PQM-XXX (10 mg/Kg). Dados expressos em % de permanéncia nos bragos abertos +
EPM. Grupos (n=8; 10 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-
245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido

do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,001 em rela¢éo ao grupo CTRL

A Figura 3 apresenta o indice de ansiedade para os animais que foram tratados

com a solucéo controle, canabidiol 10 mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242

— PQM-249) 10 mg/Kg. Como esperado, o grupo canabidiol apresentou menor indice

de ansiedade em comparagao ao grupo controle (p < 0,001). Os grupos PQM-242,

PQM-245, PQM-246, PQM-247 e PQM-248 apresentaram maior

indice de

ansiedade em comparacgao ao grupo controle (p < 0,001; Figura 3A, 3D-G).



Figura 3: indice de ansiedade. Dose 10 mg/Kg.
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Nota: indice de ansiedade no labirinto em cruz elevado (5 minutos) dos animais tratados com solucéo
controle, CBD (10 mg/Kg) e PQM-XXX (10 mg/Kg). Dados expressos em % de permanéncia
nos bracos abertos + EPM. Grupos (n=8; 10 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B),
PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H).
ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,001 em relagdo ao grupo CTRL. (b)
p < 0,001 em relag&o ao grupo CBD.

A Figura 4 apresenta o numero de entrada nos bracos abertos do labirinto em

cruz elevado, enquanto a Figura 5 apresenta o grooming e a Figura 6 apresenta o

head dipping para os animais que foram tratados com a solugcdo controle, o
canabidiol 10 mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) 10 mg/Kg.

N&o houve diferenca estatistica em nenhum nos grupos analisados.
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Figura 4: Entrada nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado. Dose 10 mg/Kg.
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Nota: Numero de entrada nos bragos abertos dos animais tratados com solugéo controle, CBD (10
mg/Kg) e PQM-XXX (10 mg/Kg). Dados expressos em numeros absolutos + EPM. Grupos
(n=8; 10 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-
246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido do teste
Newman-Keuls
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Figura 5: Grooming no labirinto em cruz elevado. Dose 10 mg/Kg.
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Nota: Frequéncia total de Grooming no labirinto em cruz elevado dos animais tratados com solugéo
controle, CBD (10 mg/Kg) e PQM-XXX (10 mg/Kg). Dados expressos em numeros absolutos +
EPM. Grupos (n=8; 10 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-
245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido
do teste Newman-Keuls
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Figura 6: Head-dipping no labirinto em cruz elevado. Dose 10 mg/Kg.
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Fonte: Da autora

Nota: Frequéncia total de Head dipping no labirinto em cruz elevado dos animais tratados com
solugdo controle, CBD (10 mg/Kg) e PQM-XXX (10 mg/Kg). Dados expressos em nimeros
absolutos + EPM. Grupos (n=8; 10 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244
(C), PQM-245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via,
seguido do teste Newman-Keuls

A Figura 7 apresenta o tempo total de imobilidade no teste do nado for¢cado
para 0os animais que foram tratados com a solucdo controle, canabidiol na dose de
10 mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) na dose de 10 mg/Kg.
Como esperado, os animais que receberam canabidiol apresentaram menor tempo
de imobilidade em comparacéo ao grupo controle (p < 0,001). Os grupos PQM-242,
PQM-243, PQM-244, PQM-245 e PQM-246 apresentaram maior tempo de
imobilidade no teste nado forcado em comparacdo com o grupo CBD 10 mg/Kg (p <
0,001; Figura 7A — 7E), no entanto, ndo houve diferenca estatistica em relagdo ao
grupo controle. Os animais que receberam PQM-249 (Figura 7H) apresentaram
menor tempo de imobilidade em comparagdo com o grupo controle e com 0 grupo
CBD 10 mg/Kg (p < 0,001).



Figura 7: Tempo total de imobilidade no nado forcado. Dose 10 mg/Kg.

51

400 400 400
b b pes b
@ O [} » i
= | | ~ =
2 300 $ 2 30 $ 2 300 $
b} a b} a B a
= i = § = A
S 200 S 200 S 200
E E E
. 10 . . : .
N > N g N N
& & ¢ & &8 & & & §8
»9@ N .&6‘ \a@ \e@ ,\Q@
& & & N & &
Q u% ') W) ) W
& o & ta & &
< < <
D E F
400 400 400
b
b —_
z W z 5 z
% 300 % % 300 % % 300 %
E . : . 3 . f
5 200 S 0 i 8 200 i
E E =
& & & & © & il & ©
S & & 9 & & 9 o &
N » » N N o
Q\ ‘?’\ 0\ hb\ 0\ h«\
& & & & & &
S S S
< < <
400 400
@ 0
z =
g 300 % } $ 3o §
© ©
° a = a
5 3 A
S 200 8 200
E E ab
L]
& ¢ = & & &
d S & [ S &
> > > N
QO A A A
9 ® 9 °
& @«"‘ & “:\f
S S

Fonte: Da autora

Nota: Tempo total de imobilidade no nado forgcado dos animais tratados com solucao controle, CBD
(10 mg/Kg) e PQM-XXX (10 mg/Kg). Dados expressos em segundos + EPM. Grupos (n=8; 10
mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-246 (E),
PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls.
(a) p < 0,001 em relacdo ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em relagéo ao grupo CBD (10 mg/Kg).

O Quadro 1 representa um resumo dos parametros comportamentais
analisados no labirinto em cruz elevado e no nado forgado dos animais que foram
tratados com a solucdo controle, canabidiol na dose de 10 mg/Kg e os analogos do
canabidiol (PQM-242 — PQM-249) na dose de 10 mg/Kg.
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Quadro 1: Resumo dos resultados comportamentais da dose de 10 mg/Kg.

Permanéncia ansiedade entradas BA imobilidade
BA
CBD ™ (CT) < (CT) - - - L(CT)
PQM-242 MCT) 1 (CBD) - - = 1 (CBD)
PQM-243 - - - - - 1 (CBD)
PQM-244 - - - - - 1 (CBD)
PQM-245 - ‘M (CBD) - - - 1 (CBD)
PQM-246 - 1 (CBD) - c = 1 (CBD)
PQM-247 - 1 (CBD) - c =
PQM-248 = 1 (CBD) - - =
PQM-249 - - - - - J (CT e CBD)

Fonte: Da autora
Nota: (1) : aumento; (|) diminui¢ao; (-) sem alteracgéo.

3.2 DOSE DE 3 MG/KG

A Figura 8 apresenta a porcentagem de permanéncia nos bracos abertos do
labirinto em cruz elevado em relacdo ao tempo total do teste (5 minutos) para os
animais que foram tratados com a solugdo controle, canabidiol 3 mg/Kg e os
analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) 3 mg/Kg. O grupo PQM-242 (Figura
8A) apresentou maior tempo de permanéncia nos bracos abertos quando
comparado ao grupo controle e ao grupo CBD 3 mg/Kg (p < 0,001). Além disso, os
animais que receberam tratamento com a molécula PQM-245 apresentaram maior
tempo de permanéncia nos bragcos abertos em comparacao com o grupo controle (p
< 0,001; Figura 8D). Os demais grupos ndo apresentaram diferencas significativas
(Figuras 8B-C, 8E-H).



Figura 8: Permanéncia nos bracos abertos no labirinto em cruz elevado
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Fonte: Da autora
Nota: Porcentagem de permanéncia nos bragos abertos em relagdo ao tempo total de permanéncia
no labirinto em cruz elevado (5 minutos) dos animais tratados com solugéo controle, CBD (3
mg/Kg) e PQM-XXX (3 mg/Kg). Dados expressos em % de permanéncia nos bragos abertos +
EPM. Grupos (n=8; 3 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-
245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido
do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,001 em relagéo ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em relagdo ao

grupo CBD (3 mg/Kg)
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O indice de ansiedade dos animais que receberam solucao controle, canabidiol
3 mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) 3 mg/Kg esta descrito
na Figura 9. Os grupos PQM-244 (Figura 9C), PQM-245 (Figura 9D), PQM-249

(Figura 9H) apresentaram um menor indice de ansiedade em comparagcdo ao

controle (p < 0,001) e ao grupo canabidiol 3 mg/Kg (p < 0,001). Ja o grupo PQM-248

(Figura 9G) apresentou um menor indice de ansiedade somente em comparacéo ao
controle (p < 0,001).
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Figura 9: indice de ansiedade. Dose 3 mg/Kg.
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Fonte: Da autora

Nota: indice de ansiedade no labirinto em cruz elevado (5 minutos) dos animais tratados com solucéo
controle, CBD (3 mg/Kg) e PQM-XXX (3 mg/Kg). Dados expressos em % de permanéncia nos
bragos abertos + EPM. Grupos (n=8; 10 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B),
PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H).
ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,001 em relagdo ao grupo CTRL. (b)
p < 0,001 em relag&o ao grupo CBD.

A Figura 10 apresenta o numero de entrada nos bracos abertos do labirinto em
cruz elevado para os animais que foram tratados com a solucdo controle, o
canabidiol 3 mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) 3 mg/Kg. Os
grupos PQM-242, PQM-244, PQM-245, PQM-248 e PQM249 apresentaram menor
namero de entrada nos bracos abertos em relacdo ao grupo controle e ao grupo
CBD 3 mg/Kg (p < 0,001, Figuras 10 A, C-D, F-H). J4& os animais que receberam
tratamento com as moléculas PQM-243 e PQM-246 tiveram um aumento no namero
de entrada nos bracos abertos em relacdo ao grupo controle e ao grupo CBD 3
mg/Kg (p < 0,001, Figuras 10 B, E).



Figura 10: Nimero de entradas nos bracos abertos no labirinto em cruz elevado. Dose 3 mg/Kg
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Fonte: Da autora
Nota: Numero de entrada nos bracos abertos dos animais tratados com solugédo controle, CBD (3

mg/Kg) e PQM-XXX (3 mg/Kg). Dados expressos em numeros absolutos + EPM. Grupos (n=8;
3 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-246 (E),
PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls.

() p < 0,001 em relagdo ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em relagéo ao grupo CBD (3 mg/Kg)

A Figura 11 apresenta a frequéncia de grooming para 0s animais que foram

tratados com a solugéo controle, o canabidiol 3 mg/Kg e os analogos do canabidiol

(PQM-242 — PQM-249) 3 mg/Kg. Nao houve diferenca estatistica em nenhum nos

grupos analisados.
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Figura 11: Grooming no labirinto em cruz elevado. Dose 3 mg/Kg
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Fonte: Da autora

Nota: Frequéncia total de grooming no labirinto em cruz elevado dos animais tratados com solugéo
controle, CBD (3 mg/Kg) e PQM-XXX (3 mg/Kg). Dados expressos em numeros absolutos *
EPM. Grupos (n=8; 3 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-
245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido
do teste Newman-Keuls

A Figura 12 apresenta a frequéncia de head dipping para os animais que foram
tratados com a solucdo controle, o canabidiol 3 mg/Kg e os analogos do canabidiol
(PQM-242 — PQM-249) 3 mg/Kg. Os grupos PQM-242, PQM-243, PQM-244, PQM-
245, PQM-248 e PQM-249 apresentaram uma diminuicdo de frequéncia de head
dipping em comparagcéo com o grupo controle e o grupo CBD 3 mg/Kg (p < 0,001,
Figura 12 A-D, G-H).
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Figural2: Head dipping no labirinto em cruz elevado. Dose 3 mg/Kg
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Fonte: Da autora

Nota: Frequéncia total de head dipping no labirinto em cruz elevado dos animais tratados com
solugdo controle, CBD (3 mg/Kg) e PQM-XXX (3 mg/Kg). Dados expressos em nimeros
absolutos + EPM. Grupos (n=8; 3 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244
(C), PQM-245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via,
seguido do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,001 em relagdo ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em
relacdo ao grupo CBD (3 mg/Kg)

A Figura 13 apresenta o tempo total de imobilidade no teste do nado for¢cado
para os animais que foram tratados com a solu¢ao controle, canabidiol na dose de 3
mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) na dose de 3 mg/Kg. Os
grupos PQM-242, PQM-244, PQM-248 e PQM-249 apresentaram maior tempo de
imobilidade no teste nado forcado em comparagdo com 0 grupo controle e o grupo
CBD 3 mg/Kg (p < 0,001; Figura 13A, C, G-H). Os animais que receberam PQM-245
(Figura 13D) apresentaram menor tempo de imobilidade em comparagdo com o
grupo CBD 3 mg/Kg (p < 0,001).



Figural3: Tempo total de imobilidade no nado forcado. Dose 3 mg/Kg
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Fonte: Da autora

Nota: Tempo total de imobilidade no nado forcado dos animais tratados com solucéo controle, CBD (3
mg/Kg) e PQM-XXX (3 mg/Kg). Dados expressos em segundos + EPM. Grupos (n=8; 3 mg/Kg):
CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-246 (E), PQM-247
(F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls. (a) p <
0,001 em relagéo ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em relagéo ao grupo CBD (3 mg/Kg)
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O Quadro 2 representa um resumo dos parametros comportamentais

analisados no labirinto em cruz elevado e no nado forcado dos animais que foram

tratados com a solugéo controle, canabidiol na dose de 3 mg/Kg e os analogos do
canabidiol (PQM-242 — PQM-249) na dose de 3 mg/Kg.



Quadro 2: Resumo dos resultados comportamentais da dose de 3 mg/Kg.

Substancias % indice de Nimero de Head dipping Tempo de
Permanéncia ansiedade entradas BA imobilidade
BA
CBD - - - - - -

PQM-242
POM-243
PQM-244
PQM-245
PQM-246
PQM-247
PQM-248
POM-249

/N(CT e CBD)

Fonte: Da autora
Nota: (1) : aumento; (|) diminui¢éo; (-) sem alteragéo.

3.3 DOSE 1 MG/KG

{ (CT e CBD)
{ (CT e CBD)

- (CT)
J (CT e CBD)

1 (CT e CBD)
/NCT e CBD)
J (CT e CBD)
J (CT e CBD)
N(CT e CBD)

J (CT e CBD)
J (CT e CBD)

4 (CT e CBD)
4 (CT e CBD)
{ (CT e CBD)
J (CT e CBD)

d (CT e CBD)
4 (CT e CBD)

J (CT e CBD)
J (CT e CBD)

{ (CBD)

J (CT e CBD)
{ (CT e CBD)
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A Figura 14 apresenta porcentagem de permanéncia nos bracos abertos do

labirinto em cruz elevado em relacdo ao tempo total do teste (5 minutos) para 0s

animais que foram tratados com a solucdo controle, canabidiol 1 mg/Kg e os
anélogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) 1 mg/Kg. O grupo PQM-249 (Figura
14H) apresentou maior tempo de permanéncia nos bragcos abertos quando

comparado ao grupo controle e ao grupo CBD 1 mg/Kg (p < 0,001). Os demais

grupos néo apresentaram diferenca significativa.



60

Figural4: Permanéncia nos bracos abertos no labirinto em cruz elevado. Dose 1 mg/Kg.
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Fonte: Da autora

Nota: Porcentagem de permanéncia nos bragcos abertos em relagdo ao tempo total de permanéncia
no labirinto em cruz elevado (5 minutos) dos animais tratados com solugdo controle, CBD (1
mg/Kg) e PQM-XXX (1 mg/Kg). Dados expressos em % de permanéncia nos bragos abertos +
EPM. Grupos (n=8; 1 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-
245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido
do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,001 em relac&o ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em relagéo ao
grupo CBD (1 mg/Kg)

A Figura 15 apresenta o indice de ansiedade dos animais tratados com a
solucéo controle, canabidiol 1 mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-
249) 1 mg/Kg. O grupo PQM-242 (Figura 15A), PQM-248 (Figura 15G) e PQM-249
(Figura 15H) apresentaram um menor indice de ansiedade em comparagdo com o

grupo controle (p < 0,001) e com o grupo CBD 1mg/Kg (p < 0,001).
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Figura 15: indice de ansiedade. Dose 1 mg/Kg.
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Fonte: Da autora

Nota: indice de ansiedade no labirinto em cruz elevado (5 minutos) dos animais tratados com solucéo
controle, CBD (1 mg/Kg) e PQM-XXX (1 mg/Kg). Dados expressos em % de permanéncia nos
bragos abertos + EPM. Grupos (n=8; 10 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B),
PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H).
ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,001 em relag&o ao grupo CTRL. (b)
p < 0,001 em relag&o ao grupo CBD.

A Figura 16 apresenta o numero de entrada nos bracos abertos do labirinto em
cruz elevado para os animais que foram tratados com a solucdo controle, o
canabidiol 1 mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) 1 mg/Kg. Os
grupos PQM-242, PQM-244, PQM-245, PQM-248 e PQM249 apresentaram menor
namero de entrada nos bragcos abertos em relacdo ao grupo controle e ao grupo
CBD 1 mg/Kg (p < 0,001, Figuras 16 A, C-D, F-H). Os animais que receberam
tratamento com a molécula PQM-246 tiveram um aumento no numero de entrada
nos bragos abertos em relacdo ao grupo controle e ao grupo CBD 1 mg/Kg (p <
0,001, Figuras 16E).
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Figural6: Entrada nos bracos abertos no labirinto em cruz elevado. Dose 1 mg/Kg
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Fonte: Da autora

Nota: Numero de entrada nos bracos abertos dos animais tratados com solugcdo controle, CBD (3
mg/Kg) e PQM-XXX (1 mg/Kg). Dados expressos em numeros absolutos + EPM. Grupos (n=8;
1 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-246 (E),
PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls.
(a) p < 0,001 em relacdo ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em relagéo ao grupo CBD (1 mg/Kg)

A Figura 17 apresenta a frequéncia de grooming para 0s animais que foram
tratados com a solugéo controle, o canabidiol 1 mg/Kg e os analogos do canabidiol
(PQM-242 — PQM-249) 1 mg/Kg. Nenhum grupo experimental apresentou diferenca

estatistica.
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Figural7: Grooming no labirinto em cruz elevado. Dose 1 mg/Kg
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Nota: Frequéncia total de grooming no labirinto em cruz elevado dos animais tratados com solugéo
controle, CBD (1 mg/Kg) e PQM-XXX (1 mg/Kg). Dados expressos em numeros absolutos +
EPM. Grupos (n=8; 1 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-
245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido
do teste Newman-Keuls

A Figura 18 apresenta a frequéncia de head dipping para os animais que foram
tratados com a solucdo controle, o canabidiol 1 mg/Kg e os analogos do canabidiol
(PQM-242 — PQM-249) 1 mg/Kg. Os animais tratados com as moléculas PQM-242,
PQM-243, PQM-244, PQM-245, PQM-248 e PQM-249 apresentaram uma
diminuicdo de frequéncia de head dipping em comparagcdo com o grupo controle e o
grupo CBD 3 mg/Kg (p < 0,001, Figura 18A-D, G-H).



Figura 18: Head dipping no labirinto em cruz elevado. Dose 1 mg/Kg
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Fonte: Da autora

Nota: Frequéncia total de head dipping no labirinto em cruz elevado dos animais tratados com
solugdo controle, CBD (1 mg/Kg) e PQM-XXX (1 mg/Kg). Dados expressos em nimeros
absolutos + EPM. Grupos (n=8; 1 mg/Kg): CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244
(C), PQM-245 (D), PQM-246 (E), PQM-247 (F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via,
seguido do teste Newman-Keuls. (a) p < 0,001 em relagdo ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em
relacdo ao grupo CBD (1 mg/Kg)

A Figura 19 apresenta o tempo total de imobilidade no teste do nado forcado
para os animais que foram tratados com a solu¢ao controle, canabidiol na dose de 1
mg/Kg e os analogos do canabidiol (PQM-242 — PQM-249) na dose de 1 mg/Kg. Os
grupos PQM-242, PQM-243, PQM-249 apresentaram maior tempo de imobilidade no
teste nado forcado em comparacdo com o grupo CBD 1 mg/Kg (p < 0,001; Figura
19A-B, H). Os animais que receberam PQM-244 e PQM-245 (Figuras 19C-D)
apresentaram menor tempo de imobilidade em comparacdo com o grupo controle e

com o grupo CBD 3 mg/Kg (p < 0,001).
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Figura 19: Tempo total de imobilidade no nado for¢cado. Dose 1 mg/Kg.
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Fonte: Da autora

Nota: Tempo total de imobilidade no nado forgado dos animais tratados com solucéo controle, CBD (1
mg/Kg) e PQM-XXX (1 mg/Kg). Dados expressos em segundos + EPM. Grupos (n=8; 1 mg/Kg):
CTRL, CBD, PQM-242 (A), PQM-243 (B), PQM-244 (C), PQM-245 (D), PQM-246 (E), PQM-247
(F), PQM-248 (G) e PQM-249 (H). ANOVA uma via, seguido do teste Newman-Keuls. (a) p <
0,001 em relagéo ao grupo CTRL, (b) p < 0,001 em relacdo ao grupo CBD (1 mg/Kg)

O Quadro 3 representa um resumo dos parametros comportamentais
analisados no labirinto em cruz elevado e no nado forcado dos animais que foram
tratados com a solucdo controle, canabidiol na dose de 1 mg/Kg e os analogos do
canabidiol (PQM-242 — PQM-249) na dose de 1 mg/Kg.
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Quadro 3: Resumo dos resultados comportamentais da dose de 1 mg/Kg.

% indice de Nimero de Head dipping Tempo de
Permanéncia ansiedade entradas BA imobilidade
BA
CBD - - - - - -

PQM-242 - L (CTeCBD) | (CTeCBD) - J (CTe CBD) b (CT)
PQM-243 - - _ - 4 (CTe CBD) L (CT)
PQM-244 - - J (CT e CBD) - L (CTeCBD) < (CTeCBD)
PQM-245 - - J (CT e CBD) - I (CTeCBD) | (CT eCBD)
PQM-246 - - N(CT e CBD) - -

PQM-247 - - _ : -

PQM-248 - L (CTeCBD) | (CTeCBD) - J (CTeCBD)  (CTeCBD)
PQM-249  ‘NCTeCBD) < (CTeCBD) | (CTeCBD) - d (CTe CBD) L (CT)

Fonte: Da autora
Nota: (1) : aumento; (|) diminui¢éo; (-) sem alteragéo.

3. DISCUSSAO

Os resultados sugerem que os analogos do canabidiol PQM-242 e PQM-249 se
apresentam mais promissores, apresentando efeito ansiolitico e antidepressivo em
modelos animais.

O efeito ansiolitico do canabidiol se da em doses baixas (1 a 5 mg/kg) e
intermediarias (10 a 20 mg/kg), enquanto em doses altas (acima de 50 mg/kg) o seu
efeito é ansiogénico (GARCIA-GUTIERREZ et al., 2020b). O efeito ansiolitico de
doses baixas e intermediarias é mediado pela acdo agonista do canabidiol sobre os
receptores 5-HT1A, sendo esse efeito bloqueado pela administragdo de
WAY100635, um antagonista do receptor 5-HT1A (ZANELATI et al., 2010). O efeito
ansiogénico do canabidiol em altas doses esta relacionado a ativacao do receptor
TRPV1, o que também foi comprovado pelo uso da capsazepina, um antagonista do
TRPV1 (CAMPOS; GUIMARAES, 2009). Sales et al. 2019 mostraram efeito
antidepressivo do canabidiol quando administrado agudamente nas doses de 7 a 30
mg/Kg. Os autores observaram menor tempo de imobilidade no teste de nado
forcado e aumento na concentracdo do fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF) (SALES et al., 2019).

Como era esperado, o tratamento com canabidiol 10 mg/Kg apresentou
aumento no tempo de permanéncia nos bragos abertos no labirinto em cruz elevado,
diminuicdo no indice de ansiedade e diminuigdo no tempo de imobilidade no nado

forcado, indicando efeito ansiolitico e antidepressivo do canabidiol (MOREIRA;
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AGUIAR; GUIMARAES, 2006; RESSTEL et al., 2009). Os resultados também
confirmam que os efeitos ansiolitico e antidepressivo do canabidiol sdo dose-
dependentes. N&do foi observado nenhum efeito para o canabidiol na dose de 3
mg/kg. Na dose de 1 mg/Kg o unico efeito observado foi a diminuigdo da imobilidade
no nado forcado.

No labirinto em cruz elevado, a medida classica validada por Pellow et al.
(1985) para analisar a ansiedade € o numero de entrada e o tempo de permanéncia
nos bracos abertos, pois o comportamento basal do animal, por estar em um
ambiente totalmente novo, € permanecer dentro dos bracos fechados, sendo que
neste local o animal se sente seguro de possiveis predadores. Desta forma, um
aumento no numero de entradas e no tempo de permanéncia nos bragcos abertos
mostra que o animal esta menos ansioso (LA-VU et al., 2020). Tal efeito é observado
pela administracdo de benzodiazepinicos, ansioliticos classicos. A administracdo de
midazolam, por exemplo, leva ao aumento no numero de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). No presente
estudo, somente 0s animais tratados com as moléculas PQM-242 na dose de 3
mg/Kg e PQM-249 na dose de 1 mg/Kg apresentaram aumento no tempo de
permanéncia nos bracos abertos. Enquanto os grupos PQM-243 (3 mg/Kg) e PQM-
246 (1 mg/Kg) apresentaram aumento no nimero de entrada nos bracos abertos, os
grupos PQM- 242, PQM-244, PQM-245, PQM 248 e PQM-249 nas doses de 3
mg/Kg e 1 mg/Kg apresentaram diminuicdo. Os animais tratados com a molécula
PQM-249 apresentaram um aumento de percentagem nos bracos abertos e uma
diminuicAio no numero de entradas, efeitos que podem ser considerados
antagdnicos. Contudo, o menor niumero de entrada nos bragos abertos, pode ser
explicado pelo maior tempo de permanéncia no mesmo, indicando efeito ansiolitico
dessa substancia. Os grupos PQM-242 (3 mg/Kg) e PQM-244 (10 mg/Kg) também
apresentaram efeito ansiolitico, pelo aumento no tempo de permanéncia nos bracos
abertos e/ou aumento no numero de entrada nos bracos abertos. Outro parametro
analisado, foi o indice de ansiedade que considera o tempo gasto nos bracos
abertos, e 0 numero de entradas tanto nos bracos abertos, quanto nos bracos
fechados. Na dose de 3 mg/kg os analogos PQM-242, PQM-244, PQM-245, PQM-
248 e PQM-249 apresentaram diminuicdo no indice de ansiedade em comparacao
com grupo controle. Ja na dose de 1 mg/kg, os compostos PQM-242, PQM-248 e
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PQM-249 também apresentaram menor indice de ansiedade em comparacdo com o
controle.

Outros parametros sao complementares na avaliacdo da ansiedade no labirinto
em cruz elevado, entre eles pode-se citar o grooming e o head dipping. O grooming
€ um comportamento que esta relacionado a compulsédo, sendo que o aumento de
grooming € gerado por um aumento de estresse que esta relacionado com
ansiedade. Portanto, uma diminuicdo na frequéncia de grooming pode indicar um
efeito ansiolitico. Tal efeito é confirmado pelo uso de benzodiazepinicos, que
diminuem a frequéncia de grooming (DUNN et al., 1981). O head dipping é um
comportamento de avaliacdo risco, ou seja, ao ir para 0s bragcos abertos e inclinar
sua cabeca para fora e para baixo do labirinto em cruz elevado, o animal esta se
arriscando. A administracdo de diazepam induz aumento da frequéncia de head
dipping, indicando que o aumento de head dipping também esta relacionado ao
efeito ansiolitico (MATSUMOTO et al.,, 2021). No presente estudo ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos em relacdo ao grooming. Contudo, 0s grupos
PQM- 242, PQM-243, PQM-244, PQM-245, PQM-248 e PQM-249 nas doses de 3
mg/Kg e 1 mg/Kg apresentaram diminuicdo na frequéncia de head dipping,
indicando uma diminui¢do na avaliacao de risco.

O efeito antidepressivo foi avaliado no teste de nado forcado. O tempo de
imobilidade dos animais no teste do nado forcado € diminuido quando estes séo
tratados com substancias que apresentam um potencial antidepressivos. Por
exemplo, camundongos C57BL/6J adultos tratados com desipramina na dose de 3,2
mg/Kg, um antidepressivo triciclico, tiveram seu tempo de imobilidade diminuido em
relacdo ao grupo controle (KOEK; SANDOVAL; DAWS, 2018). Os resultados do
presente estudo sugerem que o0s analogos do canabidiol apresentam efeitos
antidepressivos. Os animais que receberam PQM-242, PQM-244, PQM-245, PQM-
248 e PQM-249 na dose de 3 mg/Kg, e também os que receberam PQM- 244, PQM-
245, PQM-248 e PQM- 249 na dose de 1 mg/Kg apresentaram uma diminui¢cdo no
tempo de imobilidade em comparagdo com o grupo controle e com o canabidiol. Os
grupos PQM-242 e PQM-243 na dose de 1 mg/Kg também apresentaram uma
diminuicdo no tempo de imobilidade em comparagdo somente com o0 grupo controle.
Além disso, o tratamento com PQM-249 (10 mg/Kg) induziu menor tempo de
imobilidade no nado for¢cado, tanto na comparagdo com o grupo controle quanto na

comparagao com o canabidiol.
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As moléculas PQM-242 na dose de 3 mg/Kg e PQM-249 na dose de 1 mg/Kg
apresentaram tanto efeito ansiolitico, como efeito antidepressivo, em doses menores
que o canabidiol. Além disso, as duas moléculas apresentaram algum tipo de efeito
em todas as doses. Tais moléculas sdo promissoras, contudo, novos estudos sao

necessarios para melhor compreensao de seus efeitos.
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ABSTRACT

Ayahuasca is a traditional tea with psychoactive effect, and it has been used for
several mental disorders, including alcohol use disorder. In vitro studies evaluating its
neurotoxicity and neuroprotective effect against ethanol are scarce. Therefore, the
aim of this study is to evaluate the neurotoxicity and neuroprotective potential of
different sources of ayahuasca tea (Ayal-5; concentrations standardized by pM of
DMT), as well as its main isolated compounds — dimethyltryptamine (DMT) and
harmine (HRM) — against ethanol-induced neurotoxicity in SH-SY5Y neuroblastoma
cells. A concentration-response curve (CRC) was obtained for ethanol (10 to 1000
mM); five different samples of ayahuasca teas (1 to 100 uM of DMT each); DMT and
HRM (0.1 to 1000 uM of each), and also for the fraction of both together (1:1, 1:2, 1:5
and 1:10, DMT and HRM) after 48 hours of exposure using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Based on that, the no-observable
adverse effect level (NOAEL) was determined — 10 uM of DMT for Aya 2, 10 pM for
DMT, 10 uM for HRM, and 1:2 DMT:HRM - and incubated with ethanol (250 mM) for
48 hours. MTT cell viability assay, flow cytometry (annexin V and propidium iodide),
and Bax and Bcl-2 western blot analysis was performed. Ethanol 250 mM increase
apoptosis and late apoptosis events, which were prevented by DMT, HRM, and
DMT:HRM. In conclusion, DMT, HRM e its association have a potential

neuroprotective effect against ethanol induced toxicity.

Key words: alcohol; addition; toxicity; psychedelics.

1. Introduction

Alcohol abuse use, a heath public problem, is one of main preventable cause
of death in the world (NIAAA, 2024). According to the last Word Health Organization
(WHO) Alcohol Report approximately 3 million of people die every year due to
alcohol abusive use (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Alcohol abuse use
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is responsible for around 13.5% of the global total of deaths of individuals aged 20 to
39 years old (DE OLIVEIRA et al.,, 2023). Cancer, cardiovascular, liver, and
neuropsychiatric disease, as well as alcohol use disorder (AUD), represent the main
causes of mortality, morbidity, and disability induced by alcohol (ABBAS et al., 2023;
ABERG; FARKKILA; MANNISTO, 2020; HENDRIKS, 2020; RAMKISSOON; SHAH,
2022; ROERECKE, 2021).

AUD is a cyclic and chronic disease, where there is a lack of control use and
behavior changes despite harm caused by repeated use (SLIEDRECHT et al., 2019).
The pharmacological and non-pharmacological interventions involved in AUD
treatment include both the use of aversive medications, antidepressants and
anxiolytics, as well as the therapeutic support provided by patients' adherence to
psychological therapies and support groups (PATEL; BALASANOVA, 2021).
Nevertheless, medicines available for AUD are limited, just three medicines are
approved by US Food and Drug Administration (FDA) (MCPHEETERS et al., 2023).
Despite the effectiveness of treatment provided, alcohol relapse is still an issue in
AUD, which reflects the need to search for new substances that may improve AUD
treatment (GOLTSEKER et al., 2023).

Psychedelic substances have become a major focus of study for
neuroscientists due to the treatment potential these substances hold for a range of
diseases, especially those related to the central nervous system (CNS) (MAIA et al.,
2023) such as anxiety (DOS SANTOS et al., 2021), depression (PALHANO-FONTES
et al., 2019), personality disorders (DOMINGUEZ-CLAVE et al., 2019), and
substance use disorder, including alcohol (AUD) (BERLOWITZ et al., 2019).
Ayahuasca, also known as “vine of the dead” or “wine of souls”, is a tea prepared by
the decoction of two species of plants, Psychotria viridis and Banisteriopsis caapi,
which contain N,N-dimethyltryptamine (DMT) and alkaloids in their composition, [3-
carbolines, such as harmine (HRM), respectively (MARTINS et al., 2023). DMT is
characterized as a non-selective agonist for serotonergic 5-HT2A receptors and has
affinity for other serotonin, dopamine and acetylcholine receptors, while B-carbonyl
alkaloids act as monoamine oxidase (MAO) inhibitors (SAEGER; OLSON, 2022).

Research involving ayahuasca indicates that this beverage has significant
potential in treating AUD, both in preclinical models (ALMEIDA et al., 2022;
GIANFRATTI et al., 2022), and observational studies (BARBOSA et al., 2016, 2018).
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In addition, in a randomized placebo-controlled trial, ayahuasca had a significant
antidepressant effect, abstinence symptoms, after a single dose when compared to
placebo (PALHANO-FONTES et al., 2019).

However, despite the millenary intake of ayahuasca, little is known about the
toxicity of this beverage and its effects on the CNS. Then, in vitro studies evaluating a
potential neuroprotection effect of new substances against neurotoxicity induced by
drug of abuse are essential for the development of new pharmacology therapy for
drug addiction due to the lack of treatment for this global health public problem. Thus,
this study aimed to evaluate the neurotoxicity and the neuroprotective action of
different sources of ayahuasca tea and its main compound DMT and HRM against

the neurotoxicity induced by ethanol in SH-SY5Y cells.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and drugs

Ayahuasca teas (Aya 1-5) samples were obtained from different sources. Aya
1 and Aya 2 were donated by the Jurema Institute, Aya 3 was donated by an
unidentified source, Aya 4 came from the Xamanico Fogo Sagrado Center, and Aya 5
was provided by Anayahuasca. Teas were acquired by donation of School of
Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo. They were submitted to a
freezing-dried process (Liotop L101, Liobras) and DMT and HRM were quantified
using an ultra-performance liquid chromatography coupled with electrospray
ionization tandem mass spectrometry (UPLC-ESI-MS/MS) system (DE OLIVEIRA
SILVEIRA et al., 2020). Data obtained through these processes were summarized in
Table 1.
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Table 1: Concentration of DMT and HRM obtained from each sample of lyophilized
ayahuasca tea and the fold-increase of HRM concentration compared to DMT.

Lyophilized [DMT [HRM] [HRM]
Sources )
Aya mass (mg) ] (mg/mL) (mg/mL) fold-increase
Jurema
] 104.89 0.17 0.35 2.1
Institute (Aya 1)
Jurema
] 109.68 0.22 0.43 2.0
Institute (Aya 2)
Not identified
103.62 0.40 0.58 15
(Aya 3)
Xamanico
Fogo Sagrado Center 106.37 0.36 2.33 6.5
(Aya 4)
Anayahuasca
103.78 0.26 0.64 25
(Aya 5)

DMT and HRM were isolated from B. caapi and P. viridis extracts respectively.
B. caapi was collected in Pindamonhangaba, SP (22° 45" 47.5" S 45° 28' 05.9"
W) and P. viridis was collected in Piedade, SP (23° 41’ 40.0” S 47° 26’ 03.8"
W). The protocol of crude extract and fraction of each plant, also the protocol of

isolation and identification of DMT and HRM were described in (KATCHBORIAN-
NETO et al., 2020) Ethanol (99%) was obtained from Sigma-Aldrich®.

The concentration of substances was obtained from a 1 M mother solution.
Aya teas were soluble in supplemented DMEM/HAM’s F12, thus their mother solution
was soluble in supplemented DMEM/HAM’s F12 and then the solution was filtered
(Millipore Express® PES Membrane 0.22um). As DMT and HRM are not soluble in
supplemented DMEM/HAM’s F12, a concentrated solution was made with DMSO.
Therefore, a vehicle group (VE) containing 0.1% of DMSO in DMEM/HAM'’s F12 was

used.

2.2. SH-SY5Y cell culture and exposure conditions

SH-SY5Y human neuroblastoma was acquired in ATCC (CRL-2266 ™). Cell

thawing, growing, and passages protocols were performed according to (SANTOS et
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al., 2022).

Time of exposure, 48 hours, was determinate based on (KATCHBORIAN-
NETO et al.,, 2020). Firstly, for 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) assay cells were plated in 24-well places at a density of 1x105 cells
per well to provide the concentration-response curve (CRC) of each substance
regarding their neuroprotection or neurotoxicity properties. Then, for Annexin/Pi flow
cytometry assay cells were placed in 12-well places at a density of 1x106 cells per
well to provide stage of cells, among viable and death cells. Finally, for Western blot
analysis cells were plated in cell culture flash 25 cm2 (T25) at a density of 2.0x106
cells. In all experiments, the wall of cell places incubation was filled with parafilm to

avoid ethanol evaporation during the exposure.

2.3. Cell viability

SH-SY5Y cell viability was evaluated by MTT (Sigma®) assay (Mosmann
1983; Liu et al. 1997), according to protocol described by (Dos Santos et al., 2022).
After the exposure period, a CRC was established to determine the risk assessment

of each substance and identify suitable concentrations for subsequent experiments.

To evaluate the neurotoxicity of the five different samples of ayahuasca, CRC
were built with concentrations ranging from 1 to 100 uM, based on the amount of
DMT presents in each tea. CRCs were also done for the main ayahuasca alkaloids,
DMT and HRM, ranging from 0.1 to 1000 pM, while ethanol CRC spanned
concentrations from 10 to 1000 mM. Moreover, a CRC was developed for
combination of DMT and HRM at different proportions of DMT:HRM - 1:1, 1:2, 1.5
and 1:10.

After determining the risk assessment of substances, the chosen
concentration of Aya, DMT, HRM and DMT:HRM proportion fraction were incubated
with ethanol to evaluate the potential neuroprotective effects of these substances
against ethanol-induced neurotoxicity. KCl was used as the positive control cell
death.
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2.4. Cells death stage

After the exposure time, the stage of cell death was measured using
commercially available FITC Annexin V Apoptosis Detection (A13201) and PI
(BMS500PI) by the manufacturer's instructions. The analysis was read on Flow
cytometry FacsCalibur (BD) equipment and FlowJo v7 software; 10 000 events per
sample were collected in all analyses. The protocol was conducted according to
(UDO et al., 2021).

2.5. Western blot analysis

Cells were collected after the exposure time and then the pellet was sonicated
with 50 pl of RIPA buffer containing 50 mM Tris HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% NP-
40, 1% SDS, 0.5% Sodium deoxycholate including protease and phosphatase
inhibitor cocktails (Thermo Scientific, 78442). The Western blot technique was
performed according to (ALMEIDA et al., 2022). The following primary antibodies
used were mouse monoclonal anti-Bax 1:1000 (Abcam, ab77566) and rabbit
monoclonal anti-Bcl-2 1:1000 (Abcam, ab182858). The secondary antibodies used
were anti-mouse (Sigma-Aldrich, NA931V) and anti-rabbit (Sigma-Aldrich, NA934V)
conjugated with horseradish peroxidase (HRP) (GE Healthcare UK Limited). The
endogenous control was the monoclonal anti-B-actin 1:25000 (Sigma-Aldrich).

3. Statistical analysis

All the experiments were analyzed by one-way ANOVA followed by
Bonferroni's test. GraphPad Prism software version 9.0 was used for analysis and
plotting data. Data was reported as mean + SEM, and p < 0.05 was considered

statistically significant.

4. Results

Figure 1 displays the CRC of SH-SY5Y cell viability after exposure to various

samples and concentrations of ayahuasca (from 1 to 100 uM based on the DMT
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quantification; n=18) for 48 hours. While Figure la is summarizing the results,

Figures 1b-f show the CRCs of each ayahuasca tea (1-5, respectively).

Aya 1 (Fig. 1b), Aya 3 (Fig. 1d), and Aya 5 (Fig. 1f) exhibited a similar pattern
of alteration in cell viability. For all of them, one-way ANOVA suggested a significant
effect of treatment (for Aya 1, F(4, 85) = 230.8; p < 0.0001; for Aya 3, F(4, 85) =
135.6; p < 0.0001; for Aya 5, F(4, 85) = 146.6; p < 0.0001). Bonferroni's test revealed
a progressive and persistent reduction in cell viability for all concentrations tested
compared to the control group, as follows: 1 uM (p < 0.001 for Aya 1; p < 0.05 for Aya
3; p < 0.01 for Aya 5) and 10 and 100 uM (p < 0.0001 for both concentrations for all
samples). Moreover, statistical differences were observed among all concentrations
for the three samples: 1 uM compared to 10 and 100 pM, and 10 pM compared to
100 pM (p < 0.001 for all comparisons). In addition, the control group and all
concentrations tested statistically differed from the KCI group (p < 0.0001 for all

samples), except for the concentration of 100 uM for all samples.

For Aya 2 (Fig. 1c), one-way ANOVA showed a significant treatment effect
(F(4, 85) = 149.2; p < 0.0001). Bonferroni's test indicated that the reduction in cell
viability was only statistically significant for the concentration of 100 uM compared to
the control group (p < 0.0001). Moreover, the highest concentration (100 pM)
statistically differed from both lower concentrations tested (1 and 10 uM, respectively;
p < 0.0001). The group treated with KCI showed decreased cell viability compared to
the control, 1, and 10 uM groups (p < 0.0001), but not compared to the 100 uM group
(p > 0.9999). Thus, Aya 2's no observed adverse effect level (NOAEL) is 10 uM of

DMT, and this concentration was chosen to continue the experiments.

The results for cell viability for Aya 4 are shown in Fig. 1e. One-way ANOVA
suggested a significant treatment effect (F(4, 82) = 382.0; p < 0.0001). Bonferroni's
test indicated a reduction in cell viability for all three concentrations tested compared
to the control group (p < 0.0001). Moreover, statistical differences were also
observed when comparing all three concentrations (p < 0.0001), except for the
comparison of 10 vs. 100 uM. The KCl-treated group showed a reduction in cell
viability compared to the control and 1 uM group (p < 0.0001), but the two higher
concentrations (10 and 100 pM, respectively) had a similar cell viability to the KCI-

treated group (p > 0.9999).
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Fig. 1. Concentration response curve (CRC) for five different sources of ayahuasca
tea (n = 18/group) (1a). Cell viability results after 48 hours of exposure to Aya teas (1,
10 and 100 uM of DMT) for Aya 1 (1b), Aya 2 (1c), Aya 3 (1d), Aya 4 (1e) and Aya 5
(1f). KCI 250 mM was used as the positive control for cell death. Data were obtained
by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test and were expressed as % of the
control group (mean + SEM). * p < 0.05; ** p < 0.01. **p < 0.001. ***p < 0.0001. #
indicates the significant differences compared to the KCI group. #### p < 0.0001.

Figure 2 shows the CRC of SH-SY5Y cell viability after exposure to different
concentrations (from 0.1 to 1000 uM) of DMT (Fig. 2a, 2b) and HRM (Fig. 2c, 2d), as
well as a range of fractions (from 1:1 to 1:10) of the DMT:HRM combination (Fig. 2e)
for 48 hours. For the DMT CRC (Fig. 2a), one-way ANOVA revealed a significant
difference in treatment (F(7, 136) = 89.21; p < 0.0001). Bonferroni's test suggested
no statistical difference among the CT, VE, and DMT-treated groups at
concentrations from 0.1 to 100 uM. However, it indicated a decrease in cell viability
after 48 hours of DMT exposure at a concentration of 1000 uM compared to all other
groups (p < 0.0001; Fig. 2a). The KCl-treated group exhibited the lowest cell viability
rate compared to all other groups (p < 0.0001). Moreover, the DMT IC50 is
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approximately 1056 uM (R2 = 0.608; Fig. 2b). Therefore, DMT's NOAEL is 100 uM.

Regarding the cells exposed to HRM for 48 hours, one-way ANOVA for its
CRC showed a significant treatment effect (F(7, 136) = 39.11; p < 0.0001; Fig. 2c).
Bonferroni's test suggested no statistical differences among the CT, VE, 1 uM, and
10 uM HRM groups. However, the two higher concentrations (100 uM and 1000 pM)
showed a decrease in cell viability compared to CT and VE (p < 0.0001 for both).
Additionally, 100 uM HRM group exhibited lower cell viability compared to 0.1, 1 and
10 uM (p < 0.0001 for all) groups. The 1000 uM HRM group also showed decreased
cell viability compared to the 0.1, 1 and 10 puM groups (p < 0.0001 for all). The KCI-
treated group showed decreased cell viability compared to all other groups (p <
0.0001 and p < 0.005 for the 100 uM group), except for the 1000 uM group. The
HRM IC50 is 109.3 pM (R2 = 0.650; Fig. 2d), thus, HRM's NOAEL is 10 uM.
Consequently, for both substances (DMT and HRM), after conducting the experiment

with the same concentration, 10 uM was chosen for the next steps of the experiment.

For the CRC of the DMT:HRM combination, one-way ANOVA suggested a
significant effect for treatment (F(8, 153) = 55.56; p < 0.0001; Fig. 2e). Bonferroni's
test showed no statistically significant difference among the CT, VE, DMT, and HRM
groups, as previously shown. For the 1:1 fraction of DMT:HRM, cell viability was
lower compared to the DMT, 1:5 (p < 0.001 for both), and 1:10 (p < 0.0001) groups.
Moreover, the DMT:HRM proportion 1:10 had lower cell viability compared to all the
other groups (p < 0.0001), except for the KCl-treated group. The KCl-treated group
exhibited decreased cell viability compared to all the other groups (p < 0.0001).
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Fig. 2: Concentration response curve (CRC) for DMT (Fig. 2a and 2b), HRM (Fig. 2c and 2d) and
DMT:HRM combination (Fig. 2e). Cell viability results (n = 18/group) after 48 hours of exposure of
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(2:1, 1:2, 1:5 and 1:10). The values of DMT (2b) and HRM (2d) concentrations were transformed in a
log function to calculate the respective IC50. 250 mM KCI was the positive control cell death. Data
were obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc and are expressed as % of
control group (mean + SEM). ***p < 0.001. ***p < 0.0001. p < 0.0001. # indicates the significant
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differences compared to the KCI group. # p < 0.05. #### p < 0.0001.

Figure 3 illustrates the CRC of SH-SY5Y cell viability after exposure to
different concentrations of ethanol (from 10 to 1000 uM) for 48 hours (n= 6). One-way
ANOVA indicated a statistic effect for treatment (F(6, 35) = 190.5; p < 0.0001; Fig.
3a). Bonferroni's test results showed a significant decrease in cell viability starting
from 100 mM of ethanol, as follows: for 100 mM (p < 0.01), 250 mM (p < 0.0001),
500 mM (p < 0.001) and 1000 mM (p < 0.0001). There was not significant difference
between cell viability when they are exposed to 10 mM ethanol (p = 0.6706). In
addition, the concentrations of 250, 500, and 1000 uM showed decreased cell
viability compared to the concentration of 10 uM (p < 0.0001). The concentrations of
250 uM (p < 0.01) and 500 and 1000 uM (p < 0.0001 for both) showed decreased cell
viability compared to the concentration of 100 uM. The concentrations of 500 uM (p <
0.001) and 1000 pM (p < 0.0001) exhibited lower cell viability compared to the
concentration of 250 pM. Similarly, 1000 uM showed decreased cell viability
compared to 500 uM (p < 0.0001). The KCl-treated group exhibited reduced cell
viability compared to all groups (p < 0.0001), except for the group treated with 1000
MM ethanol.

The ethanol IC50 is 489.9 mM (R2 = 0.925; Fig. 3b). The concentration chosen
to continue the experiment was 250 mM, as this concentration is between the lowest
observable adverse effect level (LOAEL) of ethanol (100 mM) and the ethanol IC50
(489.0 mM).
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Fig. 3: Concentration response curve (CRC) for ET (3a,b). Cell viability results (n = 6/group),
expressed as percentage of SH-SY5Y cell that reduced chemically MTT to formazan compared with
control group (CT), after 48 hours of ET (10, 100, 250, 500 and 1000 mM). The values of ET (3b)
concentrations were transformed in a log function to calculated it IC50. 250 mM. KCI was the positive
control cell death. Data were obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test and are
expressed as % of control group (mean £ SEM). **p < 0.01. ***p < 0.001. ***p < 0.0001. # indicates
the significant differences compared to the KCI group. #### p < 0.0001.

Figure 4 shows the cell viability after 48h of exposure to ayahuasca (10 uM Aya
2, Fig. 4a), 10 uM DMT (Fig. 4b), 10 uM HRM (Fig. 4c) and 1:2 DMT:HRM (Fig. 4d)
combined to ethanol 250 mM. Regarding Aya 2 effects in the context of ET-induced
neurotoxicity (Fig. 4a; n = 18/group), one-way ANOVA showed a significant treatment
effect (F(4, 85) = 133.0; p < 0.0001). Bonferroni's test revealed a decrease in cell
viability when cells were exposed to AYA (p < 0.01), ET (p < 0.0001), and AYA+ET (p
< 0.0001) compared to the CT group. Moreover, the ET-treated group exhibited lower
cell viability compared to the AYA group (p < 0.0001), and the AYA+ET group showed
decreased cell viability compared to the ET group (p < 0.05), and AYA group (p <
0.0001), suggesting a synergistic increase in the neurotoxicity of the substances. The
KCl-treated group displayed the lowest cell viability compared to all other groups (p <

0.0001).

Related to the cell viability after exposure to DMT and ethanol (n = 18/group;
Fig. 4b), one-way ANOVA showed a significant treatment effects (F(5, 102) = 181.4; p
< 0.0001). Bonferroni's test showed that exposure to DMT had no effect on cell
viability compared to the CT (p = 0.2617) and VE (p > 0.9999) groups. Cells exposed
to ethanol treatment had decreased viability compared to the CT, VE groups, and
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DMT-treated groups (p < 0.0001). Moreover, the combined treatment of DMT+ET
exhibited lower cell viability compared to the CT, VE, and DMT groups (p < 0.0001),
but not compared to the ET group (p > 0.9999). The KCl-treated group displayed the
lowest cell viability compared to all other groups (p < 0.0001).

A one-way ANOVA showed significant treatment effects (F(5, 102) = 113.2; p <
0.0001) of HRM against ethanol-induced neurotoxicity (n = 18/group; Fig. 4c).
Bonferroni's test indicated that HRM exposure had no effect on cell viability
compared to the CT and VE groups. In contrast, ethanol exposure induced a
decrease in cell viability compared to the CT, VE, and HRM groups (p < 0.0001). The
combined treatment of HRM+ET exhibited higher cell viability compared to all other
groups (p < 0.05 for the CT, VE, and ET groups, and p < 0.0001 for the ET-treated
group). The KCl-treated group showed the lowest cell viability compared to all other
groups (p < 0.0001).

Figure 4d displays the cell viability after 48h of exposure to the 1:2 fraction of
DMT:HRM in the context of ethanol-induced neurotoxicity (n = 18/group). One-way
ANOVA showed a significant treatment effect (F(5, 102) = 180.5; p < 0.0001).
Bonferroni's test indicated that cells treated with the 1:2 DMT:HRM fraction had
increased cell viability compared to the CT, VE, and combined treatment 1:2+ET
groups (p < 0.0001 for all comparisons). The ethanol exposure group showed
decreased cell viability compared to the CT, VE, isolated treatment with 1:2, and
combined treatment of 1:2+ET (p < 0.0001 for all comparisons). Additionally, the KCI-
treated group exhibited the lowest rate of cell viability compared to all other groups (p
< 0.0001).
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Fig. 4: Cell viability results (n = 18/group) after 48 hours of exposure of Aya 2 (DMT 10uM, Fig. 4a),
DMT (10uM, Fig. 4b), HRM (10uM, Fig. 4c), and DMT:HRM combination (1:2, Fig. 4d) with ET (250
mM). 250 mM KCI was the positive control cell death. Data were obtained by one-way ANOVA
followed by Bonferroni's test and were expressed as % of control group (mean + SEM). * p < 0.05. ** p
< 0.01. ***p < 0.001. ***p < 0.0001. # indicates the significant differences compared to the KCI group.
#### p < 0.0001.

Figures 5, 6, and 7 show the analysis of stage of cell death performed by
Annexin V/PI flow cytometry assays after 48 hours of exposure to DMT, HRM, and
DMT:HRM (1:2) respectively. The flow cytometry panels were illustrated (Fig. 5a, 6a,
and 7a), which depict the density of viable cells (bottom left quadrant, Q4), cells
undergoing apoptosis (upper left quadrant, Q1), late apoptosis (upper right quadrant,
Q3), or necrosis (bottom right quadrant, Q3), along with the corresponding

percentage of cells for these contexts (Fig. 5, 6, 7b-e).

Analysis of cell death by Annexin V/Pi flow cytometry assay of SH-SY5Y cells
after 48 hours of 10 uM DMT exposure (n = 3). Cells were treated with DMEM/HAM’s
F12 (control, CT), 0.1% of DMSO in DMEM/HAM’s F12 (vehicle, VE), DMT 10 uM
(DMT), ethanol 250 mM (ET) and association of both substances (DMT+ET). Flow

cytometry panel displaying the density of viable cells (Q4), cells undergoing
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apoptosis (Q1), late apoptosis (Q2) or necrosis (Q3) (5a). Percentage of viable cells
(5b), cells undergoing apoptosis (5c), late apoptosis (5d) and necrosis (5e) after
exposure. Data were obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. Data
are expressed as % of cells (mean £ SEM). **p < 0.01. **p < 0.001. ****p < 0.0001.
For SH-SY5Y cells exposed to DMT (Figure 5), one-way ANOVA showed a significant
effect of treatment on viable cells (F(4, 10) = 31.37; p < 0.0001). Bonferroni's test
indicated that the percentage of cells decreased significantly when exposed to
ethanol compared to the CT, DMT, and DMT+ET (p < 0.0001, for all of them) and VE
(p < 0.001) groups. Regarding cells undergoing apoptosis and late apoptosis,
statistical analysis revealed a similar pattern: one-way ANOVA showed a significant
effect of treatment (F(4, 10) = 15.88; p < 0.0001 for apoptosis and F(4, 10) = 33.73; p
< 0.0001 for late apoptosis). Bonferroni's test showed that the ethanol exposure
induced an increase in the percentage of cells in both stages compared to the CT (p
< 0.01 and p < 0.001, for apoptosis and late apoptosis, respectively), vehicle (p <
0.001 and p <0.0001, for apoptosis and late apoptosis, respectively), DMT (p < 0.001
for apoptosis and p < 0.0001 for late apoptosis), and DMT+ET group (p < 0.01 and p
< 0.0001, for apoptosis and late apoptosis, respectively). For cells undergoing to
necrosis, one-way ANOVA indicated no statistical difference in treatment (F(4, 10) =
1.515; p = 0.2701).
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Fig. 5: Analysis of cell death by Annexin V/Pi flow cytometry assay of SH-SY5Y cells after 48 hours of
10 uM HRM exposure (n = 3). Cells were treated with DMEM/HAM'’s F12 (control, CT), 0.1% of DMSO
in DMEM/HAM’s F12 (vehicle, VE), DMT 10 pyM (DMT), ethanol 250 mM (ET) and association of both
substances (DMT+ET). Flow cytometry panel displaying the density of viable cells (Q4), cells
undergoing apoptosis (Q1), late apoptosis (Q2) or necrosis (Q3) (5a). Percentage of viable cells (5b),
cells undergoing apoptosis (5c), late apoptosis (5d) and necrosis (5e) after exposure. Data were
obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. Data are expressed as % of cells (mean +
SEM). **p < 0.01. ***p < 0.001. ****p < 0.0001.

When SH-SY5Y cells were exposed to HRM (Figure 6), one-way ANOVA
showed a significant effect of treatment on viable cells (F(4, 10) = 49.48; p < 0.0001).
Bonferroni's test indicated that the percentage of cells decreased significantly when
were exposed to ethanol compared to the CT, VE, HRM, and HRM+ET (p < 0.0001,
for all of them) group. In the context of cells undergoing apoptosis and late apoptosis,
statistical analysis revealed a similar pattern: one-way ANOVA showed a significant
effect of treatment (F(4, 10) = 18.26; p < 0.0001 for apoptosis and F(4, 10) = 56.44; p
< 0.0001 for late apoptosis). Regarding to ethanol group, Bonferroni's test suggested
a substantial increase in the percentage of cells in both stages compared to the
control (p < 0.01 and p < 0.001, for apoptosis and late apoptosis, respectively),
vehicle (p < 0.001 for apoptosis and p < 0.0001 for late apoptosis, respectively),
HRM (p < 0.001 for apoptosis and p < 0.0001 for late apoptosis), and HRM+ET group
(p < 0.01 and p < 0.0001, for apoptosis and late apoptosis, respectively). For cells
undergoing to necrosis, one-way ANOVA indicated no statistical difference in
treatment (F(4, 10) = 3.084; p = 0.0677).
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Fig. 6: Analysis of cell death by Annexin V/Pi flow cytometry assay of SH-SY5Y cells after 48 hours of
10 uM HRM exposure (n = 3). Cells were treated with DMEM/HAM’s F12 (control, CT), 0.1% of DMSO
in DMEM/HAM’s F12 (vehicle, VE), harmine 10 yM (HRM), ethanol 250 mM (ET) and association of
both substances (HRM+ET). Flow cytometry panel displaying the density of viable cells (Q4), cells
undergoing apoptosis (Q1), late apoptosis (Q2) or necrosis (Q3) (5a). Percentage of viable cells (5b),
cells undergoing apoptosis (5c), late apoptosis (5d) and necrosis (5e) after exposure. Data were
obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. Data are expressed as % of cells (mean +
SEM). **p < 0.01. ***p < 0.001. ****p < 0.0001.

Finally, one-way ANOVA for SH-SY5Y cells were exposed to 1:2 DMT:HRM
(Figure 7) showed a significant effect of treatment on viable cells (F(4, 10) = 21.34; p
< 0.0001). Bonferroni's test indicated that the percentage of cells decreased
significantly when exposed to ethanol compared to the control (p < 0.0001), vehicle
(p < 0.001), 1:2 (p < 0.01), and 1:2+ET (p < 0.001) group. Concerning cells
undergoing apoptosis and late apoptosis, statistical analysis revealed a similar
pattern: one-way ANOVA showed a significant effect of treatment (F(4, 10) = 10.13; p
= 0.0015 for apoptosis and F(4, 10) = 23.20; p < 0.0001 for late apoptosis).

Regarding ET group, Bonferroni's test showed a substantial increase in the
percentage of cells in both apoptosis and late apoptosis stages compared to CT (p <
0.01 and p < 0.001, respectively), VE (p < 0.001 and p < 0.01, respectively), and
1:2+ET group (p < 0.01 and p < 0.001, respectively). However, when ET group was
compared to 1:2 group, there was no difference for apoptosis (p = 0.0765), but for
late apoptosis (p < 0.01). For cells undergoing to necrosis, one-way ANOVA indicated
statistical effect for treatment (F(4, 10) = 8.339; p = 0.0032). Bonferroni's test
suggested an increase in the percentage of cells treated with 1:2+ET in comparation

to the control group (p < 0.01).
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Fig. 7: Analysis of cell death by Annexin V/Pi flow cytometry assay of SH-SY5Y cells after 48 hours of
1:2 DMT:HRM exposure (n = 3). Cells were treated with DMEM/HAM’s F12 (control, CT), 0.1% of
DMSO in DMEM/HAM’s F12 (vehicle, VE), 1:2 DMT:HRM (1:2), ethanol 250 mM (ET) and association
of substances (1:2+ET). Flow cytometry panel displaying the density of viable cells (Q4), cells
undergoing apoptosis (Q1), late apoptosis (Q2) or necrosis (Q3) (5a). Percentage of viable cells (5b),
cells undergoing apoptosis (5c), late apoptosis (5d) and necrosis (5e) after exposure. Data were
obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. Data are expressed as % of cells (mean +
SEM). ** p < 0.01. **p < 0.001. ****p < 0.0001.

Figures 8, 9, and 10 show Bax and Bcl-2 protein levels and the Bax/Bcl-2 ratio
when SH-SY5Y cells were exposed to DMT, HRM or 1:2 DMT:HRM, ethanol, and
their combination, respectively. For Bax level, one-way ANOVA suggested a
significant treatment effect (F(4, 20) = 5.868). Bonferroni's test indicated that ethanol
treatment increased the Bax protein level compared to the CT and VE groups (p <
0.01 for both comparisons, Fig. 8a). The one-way ANOVA showed no significant
treatment effect for Bcl-2 protein level (F(4, 20) = 1.770, p = 0.1745, Fig. 8b) or
Bax/Bcl-2 ratio (F(4, 20) = 0.5540, p = 0.6984, Fig. 8c).
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Fig 8.: Analysis of Bax and Bcl-2 proteins by Western blot. SH-SY5Y cells were incubated with
DMEM/HAM’s F12 (CT), 0.1% of DMSO in DMEM/HAM'’s F12 (VE), DMT 10 uM (DMT), ethanol 250
mM (ET) and association of both substances (DMT+ET). (8a) Bax protein; (8b) Bcl-2 protein; (8c)
Bax/Bcl-2 ratio. Data were obtained by one way ANOVA followed by Bonferroni's test and are
expressed as % of control group (mean + SEM). ** p < 0.01.

The results for Bax and Bcl-2 protein levels and the Bax/Bcl-2 ratio for SH-
SY5Y cells exposed to HRM, ET and its combination are displayed in Fig. 9a, 9b and
9c, respectively. For these exposures, one-way ANOVA showed no treatment effects
for Bax level (F(4, 20) = 0.9623, p = 0.4497, Fig. 9a) and Bax/Bcl-2 ratio (F(4, 20) =
0.09608, p = 0.9825, Fig. 9c), but showed a significant treatment effect for Bcl-2 level
(F(4, 20) = 2.915, p = 0.0474, Fig. 9b). However, Bonferroni's test revealed no

statistical differences among groups.
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Fig 9.: Analysis of Bax and Bcl-2 proteins by Western blot. SH-SY5Y cells were incubated with
DMEM/HAM’s F12 (CT), 0.1% of DMSO in DMEM/HAM’s F12 (VE), HRM 10 yM (HRM), ethanol 250
mM (ET) and association of both substances (HRM+ET). (9a) Bax protein; (9b) Bcl-2 protein; (9c)
Bax/Bcl-2 ratio. Data were obtained by one way ANOVA followed by Bonferroni's test and are
expressed as % of control group (mean + SEM).

Fig. 10a, 10b and 10c demonstrated the results for Bax and Bcl-2 protein
levels and the Bax/Bcl-2 ratio for SH-SY5Y cells exposed to DMT:HRM, ET and its
combination, respectively. For these exposures, one-way ANOVA showed no
treatment effects for Bax level (F(4, 15) = 3.343, p = 0.0381, Fig. 10a) and Bcl-2 level
(F(4, 15) = 0.4694, p=0.7574, Fig. 10b), but showed a significant treatment effect for
Bax/Bcl-2 ratio (F(4, 15) = 4.019 p = 0.0207, Fig. 10c). Bonferroni's test revealed that
VE group had an increase of Bax/Bcl-2 ratio related to 1:2+ET group (p < 0.05, Fig.
10c).
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Fig 10.: Analysis of Bax and Bcl-2 proteins by Western blot. SH-SY5Y cells were incubated with
DMEM/HAM’s F12 (CT), 0.1% of DMSO in DMEM/HAM'’s F12 (VE), 1:2 DMT:HRM (1:2), ethanol 250
mM (ET) and association of substances (1:2+ET). (10a) Bax protein; (10b) Bcl-2 protein; (10c)
Bax/Bcl-2 ratio. Data were obtained by one way ANOVA followed by Bonferroni's test and are
expressed as % of control group (mean + SEM). * p < 0.05.

5. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study to assess potential
neuroprotective effects of the main compounds of ayahuasca, DMT and HRM,
against ethanol induced neurotoxicity in SH-SY5Y cells. This study indicates that
among the five sources of ayahuasca tea tested, only one, at a specific
concentration, was not able to induce neurotoxicity in SH-SY5Y cells, which
reinforces the importance of studies focused on isolated substances. Additionally, our
study also found that HRM and the combination of DMT:HRM (1:2) protected the cell
from the ethanol-induced neurotoxicity in both cell viability assays, while DMT
displayed protect the cells against ethanol toxicity in the Annexin/Pi cytometry flow
assay. Furthermore, our findings indicate that the mechanism of cell death due to
ethanol toxicity is apoptosis and late apoptosis, effects prevented by HRM, DMT and
DMT:HRM (1:2), and ethanol seems to increase the levels of the proapoptotic gene

Bax.
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Each ayahuasca tea possesses a distinct chemical composition, varying in
both quality and quantity due to several reasons, such as the way that the tea is
prepared and the botanic particularities of each plant, which diversifies as soil
characteristics and the exposure to sunlight may differ its compounds levels (SIMAO
et al., 2019). Thus, it is expected that the effect of any tea sources may be different
from each other. Then, as an effort to standardize the methods and to make possible
the comparison among the ayahuascas, all the tested concentrations were
determinate based on its DMT level. In this study, apart from Aya 2, the other tea
sources induced neurotoxicity at all concentrations evaluated, reinforcing the
difference between teas. KATCHBORIAN-NETO et al., (2020) made CRC in SH-
SY5Y cells of two different ayahuasca teas, one from Santo Daime church and other
that the authors made from collected plants. The authors found a decrease in cell
viability in 10.5 pug/ml of the ayahuasca (0.173 uM of DMT) made from them, while
the ayahuasca from Santo Daime church did not present any neurotoxicity. Moreover,
SIMAO et al., (2020) evaluated neurotoxicity of the tea mixtures (P. viridis/B. caapi) in
the immortalized rat mesencephalic dopaminergic neuron (N27) cell line. The authors
verified that the neurotoxicity was concentration-dependent, suggesting an additive
and/or synergistic neurotoxic effect among the components of each plant, being that
each plant have several compounds than DMT and HRM. Other psychedelics, such
as MDMA (3,4-methylenedioxy-N-methamphetamine) and DOI (2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine), have also had their neurotoxic effects assessed. CAPELA et al.,
(2013) performed both MTT and LDH assays and revealed that these substances
promoted neuronal death in cultured hippocampal neurons in a concentration-
dependent manner after 48 hours of exposure. This neurotoxic effect was also
accompanied by the activation of caspases 8 and 3.

As four sources tested of ayahuasca demonstrated a neurotoxicity effect on
SH-SY5Y cells in all concentrations tested. Moreover, Aya 2 did not protect ethanol
induced neurotoxicity, and even increased this neurotoxicity, the followed
experiments with ayahuasca sources were discontinued. Moreover, it was
determinate the neurotoxicity of two main compounds of ayahuasca tea, DMT and
HRM. While HRM induced neurotoxicity at 100 and 1000 pM, DMT induced
neurotoxicity only at 1000 uM. As the concentration of 10 yM showed no difference in

cell viability in two compounds, it was the concentration chosen for following the
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experiments. KATCBORIAN-NETO et al. (2020) also evaluated the cell viability of
DMT and HRM by the MTT test in SH-SY5Y cells at concentrations 1, 1.5, 2.5 and
10.5 pg/ml after 48 and 72 hours of exposure. The authors demonstrated that only
the concentration of 10.5 pyg/ml (49.46 uM) of HRM had a decrease in cell viability
compared to control group, corroborating our results. As ayahuasca psychoactive
effect is due to the synergistic effect among DMT and B-carbolines, such as HRM,
the neurotoxicity of the association of these both compounds was evaluated. To
choose the fraction for evaluating DMT/HRM association, a ratio of DMT:HRM was
calculated based on the concentration found in each ayahuasca sources tested in
this study. Therefore, 1:1, 1:2, 1:5 and 1:10 DMT:HRM association were chosen for
determinizing the neurotoxicity. Only the 1:10 association DMT:HRM had a reduction
in cell viability compared to the control group. As the viability of the 1:1 association
was statistically lower than the viability of the HRM, the 1:2 DMT:HRM was chosen to

continue for following experiments.

As expected, ethanol induced neurotoxicity in SH-SY5Y from 100 mM after 48
hours of exposure. Also, 250 mM was the concentration between NOAEL and LC50,
thus the following experiments used 250mM of ethanol. GETACHEW et al., (2018)
showed that after 24 hours of exposure to ethanol at 50, 100, 200 and 500 mM there
was a decrease in cell viability in SH-SY5Y cells. In addition, our results
demonstrated that ethanol induced apoptosis and late apoptosis and increased Bax
levels in the DMT exposure experiment in SH-SY5Y cells after 48 hours of exposure.
These results are consistent with what was observed by LOTFULLINA and
KHAZIPOV, (2017) that showed that ethanol induced apoptosis in the brain
development, and by SUN et al., (2017), which demonstrated that an exposure up to
200 mM ethanol for 24 hours induced apoptosis in SH-SY5Y cells. Bax is a pro-
apoptotic of the intrinsic pathway, which leads to activation of caspases (PENA-
BLANCO; GARCIA-SAEZ, 2018). The neurotoxic effects induced by ethanol were
prevented by HRM, DMT and 1:2 DMT:HRM. The results of the HRM and 1:2
DMT:HRM were robust and observed in both assays tested.

In vitro studies that evaluate ayahuasca and its compounds potential effects in
CNS are still scare. However, the neuroprotective effects of ayahuasca, its crude
extracts, and its compounds in SH-SY5Y cells have been studied against others
induced toxicity, such as 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-induced toxicity. While
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ayahuasca, its crude extracts and HRM induced protection against 6-OHDA-induced
toxicity, DMT did not present any effect (KATCHBORIAN-NETO et al., 2020). Hence,
a therapeutic potential in neurodegenerative disorders is suggested for crude
extracts and HRM. SANTOS and collaborators. (2022), suggested in their study that
B-carboline presented B. caapi have an anti-inflammatory potential because they
reduced proinflammatory production in BV-2 microglial cells. In fact, DMT and HRM
present neurogenesis and neuroplasticity effects, which are important effect for
protection of neuro cells (MORALES-GARCIA et al., 2017; MORALES-GARCIA et al.,
2020).

In summary, our results suggest that the main compounds of ayahuasca, DMT
and HRM, and the fraction 1:2 DMT:HRM have a potential effect neuroprotective
against ethanol induced neurotoxicity. In addition, the mechanism of this protection

may involve intrinsic pathway. However, more studies are needed to elucidate it.
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ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) has anxiolytic, antidepressant, antipsychotic and
neuroprotective effects, without presenting a psychotic side effect. Therefore,
synthetic analogs of CBD become an interesting therapeutic target, including the
treatment for alcohol use disorder (AUD). Thus, in vitro studies are crucial to verify
the toxicity as well as the protective effects of these compounds. Therefore, the aim
of this study was to evaluate the neurotoxicity and neuroprotective potential of CBD
and its analogs, PQM-242 and PQM-249, against ethanol-induced neurotoxicity in
SH-SY5Y neuroblastoma cells. A concentration-response curve (CRC) was obtained
for CBD, PQM-242 and PQM-249 (0.1, 1, 10, 100 and 1000 uM of each) to determine
the no-observed adverse effect level (NOAEL). Exposures were performed for 48h in
SH-SY5Y human neuroblastoma cells. Subsequently, the NOAEL of each
cannabinoid was incubated for 48 hours in the presence of the lethal concentration
50 (LCso) of ethanol (250 mM). Cell viability tests were performed using 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and annexin
V/propidium iodide dye (flow cytometry). Bax and Bcl-2 proteins were analyzed by
western blot techniqgue. When comparing the estimated LC50 for each substance,
CBD was more toxic for this cell culture model, with a LCso equal to 44 uM, while its
synthetic analogues presented a LCso higher than 600 pM. Although the NOAEL for
PQM-242 and PQM-249 were 100 uM, NOAEL for CBD was 10 puM. Thus, the
concentration chosen for all substances to incubate with ethanol LCso was 10 uM. All
substances were able to prevent ethanol neurotoxicity through the decrease in both
early and late apoptosis. In addition, PQM-242 was able to prevent the increase of
proapoptotic Bax level. In summary, these data suggest that CBD, PQM-242 and
PQM-249 have demonstrated neuroprotective potential. Therefore, these substances

may have an interest potential effect against AUD treatment.

Key words: ethanol, cannabidiol, CBD analogs, toxicity, SH-SY5Y.
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1. Introduction

Currently, endocannabinoid system and natural cannabinoids and synthetic
cannabinoids, which may have some effect, are being the target of scientific interest.
As endocannabinoid system has a neuromodulatory effect, it assists plasticity
pathways in the brain. Thus, cannabidiol (CBD), a natural compound present in
Cannabis sativa that act in endocannabinoid system, has been studied on treatment
of several diseases, such as epilepsy, chronic pain, generalized anxiety disorder,
substance use disorder (SUD) and others (BRITCH; BABALONIS; WALSH, 2020;
GARCIA-GUTIERREZ et al., 2020). Additionally, CBD is capable of inhibiting
norepinephrine, dopamine, serotonin, GABA and adenosine uptake. Furthermore, it
is also an agonist of 5HT1A and 5HT2A receptors, with this interaction being decisive
for neuroprotection and intensity of impulse control, which are closely related to
substance use disorder (CAMPOS et al., 2016). Manipulation of the endocannabinoid
CB2 receptor has become more investigated and has demonstrated better effects
against drug-induced neurotoxicity, such as cocaine, since agonists of these
receptors seem to promote an attenuation of hyperlocomotion, self-administration
and especially the release of dopamine which is induced by drugs on reward system
(GOBIRA et al., 2019; ZHANG et al., 2017).

Despite all these evidences, studying CBD is still complex in several places
due to the cannabis prejudgment. Therefore, the development of molecular synthesis
techniques and the creation of analogous molecules may be an interesting way to
solve this issue. Analogous molecules are molecules with the same chemical base,
but with specific improvements (PEREIRA SANGI, 2016). Today organic synthesis
plays a fundamental role in the discovery and development of new drugs. Using
strategies such as target-guided synthesis, the design of specific compounds that act
with known molecular targets may increase their efficacy and selectivity. These new
synthetic tools are extremely useful, allowing the discovery of new compounds and
their physiological responses (PEREIRA SANGI, 2016). As a result, substances
analogous to cannabidiol become an interesting target to research for the treatment
of SUD, since these analogous substances aim to enhance the therapeutic effects
already known in the starting molecule. Nevertheless, in vitro studies which evaluate

neuroprotective effect of CBD against drug neurotoxicity are scarce, especially



102

ethanol, a licit drug which its abuse use may lead to alcohol use disorder (AUD), a
cyclic and chronic disease which is considered a neurotoxicity mechanism
(RAMKISSOON; SHAH, 2022). Hence, the aim of this study is to evaluate the
neurotoxicity of CBD and its analogues, PQM-242 and PQM-249, and their possible

neuroprotective potential against ethanol neurotoxicity.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and drugs

The analogues of CBD, PQM-242 and PQM-249, were synthesized from R- and
S-carvones. The information about synthesis rotes is described in Franco et al.
(2024). CBD was gentle provided by University of S&o Paulo (USP-SP). As CBD and
the analogues of CBD are not soluble in supplemented DMEM/HAM’s F12,
concentrated solutions were performed using dimethylsulfoxide (DMSO). Therefore,
a vehicle group (VE) was made from 0.1% of DMSO in DMEM/HAM’s F12. Ethanol
(99%) was obtained from Sigma-Aldrich® and was used in the concentration 250 mM,
which based on previous studies from our group (Almeida, 2024). The concentration

of other substances was obtained from a 1 M concentrated solution.

2.2. SH-SY5Y cell culture and exposure conditions

SH-SY5Y human neuroblastoma cells were obtained from ATCC (CRL-2266
™) and gentle provided by the Institute of Environmental, Chemical and
Pharmaceutical Sciences of Sdo Paulo University (UNIFESP). Cell thawing protocol,
cell growing protocol, and cell passages protocol, as well as exposure period (48h)
were performed according to DOS SANTOS et al. (2022).

The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay
(Mosmann 1983; Liu et al. 1997) cells were plated in 24-well places at a density of
1x105 cells per well to provide the concentration-response curve (CRC) of each
substance regarding their neuroprotection or neurotoxicity properties according to
protocol described in DOS SANTOS et al. (2022). Therefore, to evaluate the
neurotoxicity of CBD and the analogues PQM-242 and PQM-249, the concentration
range for CRC was 0.1 to 1000 uM. The lethal concentration 50 (LC50) and the no-

observed adverse effect level (NOAEL) were obtained for each substance.



103

To evaluate the neuroprotective effect, the NOAEL of CBD and its analogues,
PQM-242 and PQM-249, was incubated in the presence of the LC50 of ethanol for
48 hours. MTT, flow cytometry using annexin/propidium iodide (PI), and western blot
assays were performed. For the annexin/Pl flow cytometry assay, cells were placed
in 12-well plates at a density of 1x106 cells per well to provide viable cells, as well as
cells in early and late apoptosis, and in necrosis (UDO et al., 2021). When cell plates
were used, their wall were filled with parafilm to avoid ethanol evaporation during the
exposure. For the western blot analysis, cells were plated in cell culture flasks (25
cm2 — T25) at a density of 2x106 cells per T25.

2.3. MTT cell viability assay

MTT cell viability assay was performed according to DOS SANTOS et al.
(2022). Briefly, after each exposure, all the medium content was removed, and cells
were washed twice with phosphate buffer solution (PBS). Cells were then incubated
with 0.5 mg/mL MTT solution for 3h at 5% CO2 / 37°C. Subsequently, after the
removal of MTT solution, dimethyl sulfoxide (DMSO) was added to solubilize the
formazan and to measure the absorbance at 595 nm (Synergy HT/BioTek, USA).
Results were expressed as a percentage of the control value, and DMSO was used

as a blank solution.

2.4. Flow cytometry: annexin V/PI

Flow cytometry using annexin V and Pl was performed as described by UDO
et al. (2021). Briefly, after each exposure, all the medium content was removed and
placed in tube. Then, cells were detached with trypsin (TrypLE™ Express Enzyme
1X, Gibco), inactivated with fetal bovine serum (FBS, 10% in culture medium), and
added in the same tube with medium content described previously. After cell removal,
the content was centrifugated, the supernatant discarded, and cells were washed
twice with cold phosphate buffer solution. The pellet was resuspended in 100 pL of
annexin V buffer (HEPES/NaOH 0.1M pH = 7.4; NaCl 1,4M; CaCl2 25 mM), 5 uL of
each FITC-annexin and Pl was added, and the solution was homogenized and
incubated for 15 minutes in a dark place. Finally, 400 pL of annexin V buffer was

added and the content was analyzed by flow cytometry (FacsCalibur BD equipment
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and FlowJo v7 software; 10,000 events per sample were collected in all analyses).
Results were expressed as a percentage of viable cells, percentage of cells in both

early and late apoptosis, and percentage of cells in necrosis.

2.5. Western blot analysis

The Western blot techniqgue was performed according to Almeida et al. 2022.
Briefly, cells were collected after the exposure time and then the pellet was sonicated
with 50 pL of RIPA buffer containing 50 mM Tris HCI (pH 7.4), 150 mM NacCl, 1% NP-
40, 1% SDS, 0.5% Sodium deoxycholate including protease and phosphatase
inhibitor cocktails (Thermo Scientific, 78442). The following primary antibodies were
used: mouse monoclonal anti-Bax 1:1000 (Abcam, ab77566); rabbit monoclonal anti-
Bcl-2 1:1000 (Abcam, ab182858). The secondary antibodies used were anti-mouse
(Sigma-Aldrich, NA931V) and anti-rabbit (Sigma-Aldrich, NA934V) conjugated with
horseradish peroxidase (HRP) (GE Healthcare UK Limited). The endogenous control

was the monoclonal anti-B-actin 1:25000 (Sigma-Aldrich).

2.5 Statistical analysis

All the experiments were analyzed by one-way ANOVA followed by
Bonferroni's test. The nonlinear regression equation used for CRCs was the
log(inhibitor) vs. response equation, with a variable slope (four parameters).
GraphPad Prism software version 9.0 was used for analysis and plotting data. Data

was reported as mean = SEM, and p < 0.05 was considered statistically significant.

4. Results

Figure 1 displays the CRCs for the compounds PQM-242 (Fig. 1a), PQM-249
(Fig. 1c), and CBD (Fig. 1e), along with their cell viability curves (Fig. 1b, 1d, and 1f,
respectively).

After 48 hours of exposure of SH-SY5Y cells to PQM-242, one-way ANOVA
indicated a significant treatment effect (Fe, 77 = 103.8; p < 0.0001; Fig. 1a).
Bonferroni's test revealed no statistical difference in cell viability between the CT and

VE groups, but a reduction in cell viability in the PQM-242-treated group starting at a
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concentration of 100 uM when compared to the CT group (p < 0.05). Furthermore,
the 1000 uM PQM-242-treated group also showed reduced cell viability compared to
both the CT and VE groups (p < 0.0001). Additionally, the 1000 uM PQM-242-treated
group exhibited lower cell viability compared to the other three tested doses (p <
0.0001 for all). As for the positive control, KCl showed the lowest cell viability rate
compared to the other groups (p < 0.0001). Consequently, the PQM-242's NOAEL is
10 uM and the LCso is approximately 167.6 uM (R? = 0.673; Fig. 1b).

Regarding the exposure to PQM-249, a one-way ANOVA indicated a significant
treatment effect (Fe, 77) = 270.0; p < 0.0001; Fig. 1c). Bonferroni's test showed no
statistical difference in cell viability among the following groups: CT, VE and 1 from
100 pM PQM-249. In addition, all these groups exhibited higher cell viability
compared to the 1000 uM PQM-249-treated group (p < 0.0001). The KCl-treated
group had the lowest cell viability rate compared to all groups (p < 0.0001), except
the 1000 uM PQM-249-treated group. Therefore, the NOAEL assessed for PQM-249
is 100 uM and the LCso is approximately 666 uM (R? = 0.906; Fig. 1d).

One-way ANOVA for SH-SY5Y cells treated with CBD indicated a significant
treatment effect (Fe, 77) = 92.50; p < 0.0001; Fig. 1e). Bonferroni's test showed no
statistically significant difference in cell viability levels between the CT and VE
groups. The 100 and 1000 uM CBD-treated groups showed reduced cell viability
compared to both CT and VE groups (p < 0.0001 for all comparisons). Moreover, the
two highest CBD concentrations (100 and 1000 puM) exhibited lower cell viability
levels compared to the lowest CBD concentrations (1 and 10 uM; p < 0.0001 for all
comparisons). Additionally, treatment with KCI reduced cell viability compared to the
CT, VE, and 1 and 10 pM CBD-treated groups (p < 0.0001 for all). The NOAEL for
CBD is 10 uM and the LCso is approximately 47 uM (R? = 0.864; Fig. 1f).
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Figure 1. Concentration-response curves of SH-SY5Y cells exposed to five different concentrations
(1, 10, 100, and 1000 uM) of PQM-242 (Fig. 1a), PQM-249 (c), and CBD (e), and their cell viability
curves (Fig. 1b, 1d, and 1f, respectively). For comparison, cells were also exposed to DMEM/HAM's
F12 (control, CT) and 0.1% DMSO in DMEM/HAM's F12 (vehicle, VE). KCI was used as a positive
control. Data were obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test and were expressed as
a percentage relative to the CT group (mean £ SEM). * p < 0.05. **** p < 0.0001. # indicates significant
comparisons to the KCI group: #### p < 0.0001.

The neuroprotective effects of PQM-242 (Fig. 2a), PQM-249 (Fig. 2b), and CBD
(Fig. 2c) in the context of ethanol-induced neurotoxicity are illustrated in Figure 2.

The pre-treatment with PQM-242, PQM-249 and CBD revealed a significant
treatment effect, as indicated by one-way ANOVA (Fs, 102) = 220.2; p < 0.0001; Fig.
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2a; F, 102) = 440.0; p < 0.0001; Fig. 2b; Fe, 102) = 218.4; p < 0.0001; Fig. 2c).
Bonferroni's test revealed the same pattern of results for all three situations, as
follows: the ET-treated group exhibited the lowest cell viability rate compared to the
other groups (p < 0.0001 for all comparisons). In addition, no statistical differences
were observed among the other groups (CT, VE, PQM or CBD-treated groups, and
their combination with ethanol). Regarding the positive control, treating cells with KCI

resulted in a reduction in cell viability compared to all groups (p < 0.0001).
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Figure 2. Cell viability of SH-SY5Y cells pretreated with PQM-242 (a), PQM-249 (b), and CBD (c) and
exposed to ethanol for 48 hours (n = 18). To assess the neuroprotective potential of the substances,
cells were exposed to DMEM/HAM’s F12 (control, CT), 0.1% DMSO in DMEM/HAM’s F12 (vehicle,
VE), 10 uM PQM-242, 10 uM PQM-249, or 10uM CBD, 250 mM ethanol (ET), and their combinations
with ET. KCIl was used as a positive control. Data were obtained by one-way ANOVA followed by
Bonferroni's test and were expressed as a percentage relative to the CT group (mean £ SEM). **** p <
0.0001. # indicates significant comparisons to the KCI group: #### p < 0.0001.

Figure 3, Figure 4 and Figure 5 show the analysis of stage of cell death
performed by annexin V/PI flow cytometry assays after 48 hours of exposure to
PQM-242, PQM-249, and CBD respectively. In the results presented, we illustrate the

flow cytometry panels (Fig. 3a, 3a, and 3a), which depict the density of viable cells



108

(bottom left quadrant, Q4), cells undergoing apoptosis (upper left quadrant, Q1), late
apoptosis (upper right quadrant, Q3), or necrosis (bottom right quadrant, Q3), along
with the corresponding percentage of cells for these contexts (Fig. 3, 4, 5b-e).

For the assay of viable cells after pre-treatment with 10 uM PQM-242, one-way
ANOVA showed a significant treatment effect (Fw, 10) = 49.48; p < 0.0001; Fig. 3b).
Bonferroni's test revealed that the ET-treated group exhibited the lowest cell viability
rate compared to all the other groups (p < 0.0001). Regarding the apoptosis stage,
one-way ANOVA indicated a significant treatment effect (F@, 100 = 18.26; p < 0.0001;
Fig. 3c). Bonferroni's test indicated that treatment with ethanol increased the
percentage of cells in apoptosis compared to the CT (p < 0.01), VE (p < 0.001),
PQM-242 (p < 0.001), and PQM-242+ET (p < 0.001) groups. Additionally, for the
analysis of the percentage of cells in the late apoptosis stage, one-way ANOVA
showed a significant treatment effect (Fu, 100 = 56.44; p < 0.0001; Fig. 3d).
Bonferroni's test indicated that the cells treated with ethanol exhibited the highest
percentage of cells in late apoptosis compared to all the other groups (p < 0.0001). In
relation to the necrosis assay, one-way ANOVA revealed no treatment effect (Fa, 10) =
3.084; p = 0.0677; Fig. 3e).
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Figure 3. Analysis of cell death by Annexin V/Pi flow cytometry assay of SH-SY5Y cells after 48 hours
of 10 pM PQM-242 exposure (n = 3). Cells were treated with DMEM/HAM'’s F12 (control, CT), 0.1% of
DMSO in DMEM/HAM’s F12 (vehicle, VE), PQM-242 10 pM (242), ethanol 250 mM (ET) and
association of both substances (242+ET). (3a) Flow cytometry panel displaying the density of viable
cells (Q4), cells undergoing apoptosis (Q1), late apoptosis (Q2) or necrosis (Q3). Percentage of viable
cells (3b), cells undergoing apoptosis (3c), late apoptosis (3d) and necrosis (3e) after exposure. Data
were obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. Data are expressed as % of cells
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(mean + SEM). **p < 0.01. **p < 0.001. ****p < 0.0001.

Considering the effects of pre-treatment with 10 uM PQM-249 on ethanol-induced
neurotoxicity, one-way ANOVA showed a significant treatment effect on viable cells
(F@, 100 = 21.34; p < 0.0001; Fig. 4b). Bonferroni's test revealed that ethanol-treated
cells exhibited the lowest cell viability rate compared to all other groups (p < 0.0001
for the CT group, p < 0.001 for the VE group, p < 0.01 for the 249-treated group, and
p < 0.001 for the 249-ET group). Regarding the percentage of cells in the apoptosis
stage, one-way ANOVA showed a significant treatment effect (F@, 100 = 10.13; p =
0.0015; Fig. 4c). Bonferroni's test indicated that ethanol-treated cells had a higher
percentage of cells in the apoptosis stage compared to the other groups (p < 0.01).
For the late apoptosis assay, one-way ANOVA also showed a significant treatment
effect (Fu, 100 = 23.20; p < 0.0001; Fig. 4d). Bonferroni's test demonstrated that cells
treated with ethanol exhibited the highest percentage of cells in the late apoptosis
stage compared to the other groups (p < 0.001 for the CT group, p < 0.0001 for the
VE group, p < 0.01 for the 249-treated group, and p < 0.001 for the combined
treatment of 249+ET). Moreover, one-way ANOVA indicated a significant treatment
effect regarding the necrosis assay (F@, 100 = 8.339; p = 0.0032; Fig. 4e). Bonferroni's
test revealed that cells treated with 249+ET exhibited a higher percentage of cells in
the necrosis stage compared to the CT group (p < 0.05), VE group (p <0.01), and ET
group (p < 0.05).
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Figure 4. Analysis of cell death by Annexin V/Pi flow cytometry assay of SH-SY5Y cells after 48 hours
of 10 uM PQM-249 exposure (n = 3). Cells were treated with DMEM/HAM'’s F12 (control, CT), 0.1% of
DMSO in DMEM/HAM'’s F12 (vehicle, VE), PQM-249 10 uM (249), ethanol 250 mM (ET) and
association of both substances (249+ET). (4a) Flow cytometry panel displaying the density of viable
cells (Q4), cells undergoing apoptosis (Q1), late apoptosis (Q2) or necrosis (Q3). Percentage of viable
cells (4b), cells undergoing apoptosis (4c), late apoptosis (4d) and necrosis (4e) after exposure. Data
were obtained by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. Data are expressed as % of cells
(mean £ SEM). **p < 0.01. ***p < 0.001. ****p < 0.0001.

When cells were pretreated with CBD before exposure to ethanol, one-way
ANOVA indicated significant treatment effects on the percentage of viable cells (F,
100 = 31.37; p < 0.0001; Fig. 5b). Bonferroni's test revealed that cells exposed to
ethanol exhibited decreased viability compared to all other groups (p < 0.0001 for CT,
CBD, and CBT+ET groups, and p < 0.001 for VE group). Regarding apoptosis, one-
way ANOVA showed significant treatment effects (F@4, 100 = 15.88; p = 0.0002; Fig.
5c). Bonferroni's test indicated that the ET group had the highest percentage of cells
in apoptosis compared to all other groups (p < 0.01 for CT and CBD+ET groups, and
p < 0.001 for VE and CBD groups). Furthermore, in the late apoptosis assay, one-
way ANOVA showed significant treatment effects (F@, 100 = 33.73; p < 0.0001; Fig.
5d). Bonferroni's test revealed that ethanol treatment increased the percentage of
cells in late apoptosis (p < 0.001 for CT group and p < 0.0001 for VE, CBD, and
CBD+ET groups). For necrosis analysis, one-way ANOVA showed no significant
treatment effect (F@, 100 = 1.515; p = 0.2701; Fig. 5e).
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Figure 5. Analysis of cell death by Annexin V/Pi flow cytometry assay of SH-SY5Y cells after 48 hours
of 10 yM CBD exposure (n = 3). Cells were treated with DMEM/HAM’s F12 (control, CT), 0.1% of
DMSO in DMEM/HAM’s F12 (vehicle, VE), CBD 10 uM (CBD), ethanol 250 mM (ET) and association of
both substances (CBD+ET). (5a) Flow cytometry panel displaying the density of viable cells (Q4), cells
undergoing apoptosis (Q1), late apoptosis (Q2) or necrosis (Q3). Percentage of viable cells (5b), cells
undergoing apoptosis (5c¢), late apoptosis (5d) and necrosis (5e) after exposure. Data were obtained
by one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. Data are expressed as % of cells (mean £ SEM). **p
< 0.01. ***p < 0.001. ****p < 0.0001.

Figures 6, 7, and 8 display representative membranes for western blot (a), along
with the analysis of Bax (b), Bcl-2 (c), and the Bax/Bcl-2 ratio (d) for PQM-242, PQM-
249, and CBD, respectively. Considering the effects of the pre-treatment with PQM-
242, one-way ANOVA showed significant treatment effect for Bax assay (F@, 20) =
5.104; p = 0.0053; Fig. 6b). Bonferroni's test revealed that ethanol exposure
increased Bax protein level compared to CT (p < 0.01), VE and 242+ET groups (p <
0.05). For Bcl-2 and the Bax/Bcl-2 ratio, one-way ANOVA showed no treatment
effects (Fa, 200 = 0.6329; p = 0.6448; Fig. 6¢ and Fa, 20 = 0.4206; p = 0.7919; Fig. 6d,

respectively).
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Figure 6. Analysis of Bax and Bcl-2 proteins by Western blot. SH-SY5Y cells were incubated with
DMEM/HAM’s F12 (CT), 0.1% DMSO in DMEM/HAM’s F12 (VE), PQM-242 10 uM (242), ethanol 250
mM (ET), and the combination of both substances (242+ET). (6a) Representative Western blot
membranes for Bax (21 kDa), Bcl-2 (26 kDa), and B-actin (42 kDa) protein levels (n = 5). Semi-
quantitative analysis of protein levels for Bax (6b), Bcl-2 (6¢), and the Bax/Bcl-2 ratio (6d). Data were
obtained by one way ANOVA followed by Bonferroni's test and are expressed as % of control group
(mean £ SEM). * p < 0.05. ** p < 0.01.

For the protective effects of PQM-249 in the context of ethanol-induced neurotoxicity, one-way
ANOVA showed significant treatment effects for Bax level protein (F@4, 200 = 4.258; p = 0.0118; Fig. 7b).
Bonferroni's test revealed that treatment with ethanol increased Bax protein levels compared to the CT
and VE groups (p < 0.05). The one-way ANOVA exhibited no treatment effects for Bcl-2 and the
Bax/Bcl-2 ratio (F@, 200 = 0.7882; p = 0.5464; Fig. 7c and Fgu, 200 = 0.7662; p = 0.5597; Fig. 7d,

respectively).
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Figure 7. Analysis of Bax and Bcl-2 proteins by Western blot. SH-SY5Y cells were incubated with
DMEM/HAM’s F12 (CT), 0.1% DMSO in DMEM/HAM’s F12 (VE), PQM-249 10 uM (249), ethanol 250 mM
(ET), and the combination of both substances (242+ET). (6a) Representative Western blot membranes for Bax
(21 kDa), Bcl-2 (26 kDa), and B-actin (42 kDa) protein levels (n = 5). Semi-quantitative analysis of protein
levels for Bax (6b), Bcl-2 (6¢), and the Bax/Bcl-2 ratio (6d). Data were obtained by one way ANOVA followed
by Bonferroni's test and are expressed as % of control group (mean = SEM). * p < 0.05.
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When cells were pre-treated with CBD, one-way ANOVA showed significant
treatment effects for Bax level protein (F@, 200 = 4.619; p = 0. 0084; Fig. 8b).
Bonferroni's test revealed that treatment with ethanol increased Bax protein levels
compared to the CT and VE groups (p < 0.05). The one-way ANOVA exhibited no
treatment effects for Bcl-2 and the Bax/Bcl-2 ratio (F@4, 20) = 1.589; p = 0.2160; Fig. 8c
and F@a,20) = 1.219; p = 0.3340; Fig. 8d, respectively).
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Figure 8. Analysis of Bax and Bcl-2 proteins by Western blot. SH-SY5Y cells were incubated with
DMEM/HAM’s F12 (CT), 0.1% DMSO in DMEM/HAM’s F12 (VE), CBD 10 uyM (CBD), ethanol 250 mM
(ET), and the combination of both substances (242+ET). (6a) Representative Western blot
membranes for Bax (21 kDa), Bcl-2 (26 kDa), and B-actin (42 kDa) protein levels (n = 5). Semi-
gquantitative analysis of protein levels for Bax (6b), Bcl-2 (6¢), and the Bax/Bcl-2 ratio (6d). Data were
obtained by one way ANOVA followed by Bonferroni's test and are expressed as % of control group
(mean + SEM). * p < 0.05.

5. Discussion

As far as we know, this is the first study that evaluated the neuroprotection
potential of CBD and its analogous substances, PQM-242 and PQM-249, against
ethanol induced neurotoxicity in SH-SY5Y cells. The results indicate that the CBD
analogous were less neurotoxic, presenting a higher LC50 when compared to CBD in
SH-SY5Y cells. In addition, both CBD and its analogous demonstrate a
neuroprotective potential against ethanol induced neurotoxicity, preventing ethanol
apoptosis and late apoptosis. Also, PQM-242 prevented the increase of Bax level,

i.e., the intrinsic pathway of apoptosis (D’ARCY, 2019).

In the evaluation of neurotoxicity of the compounds, CBD presented the lowest
LC50 compared to its analogous, PQM-242 and PQM-249. CBD LC50 found in our



114

study was 47 uM, which was similar to LC50 found by URASAKI et al. (2020), 40 uM,
whereas for PQM-242 and PQM-249 the LC50 was 727.1 and 666 UM, respectively.
Thus, CBD demonstrated higher potential of toxicity compared to its analogous.
JANTAS et al.,, (2024) evaluated the protective potential of CBD in several
concentration against oxidative stress and excitotoxicity-related cell damage. The
authors showed that nanomolar or low micromolar concentrations of CBD can protect
the cell against oxidative stress damage; however, higher CBD concentrations (> 5
pMM) may induce neurotoxicity activity in SH-SY5Y cells. The cytotoxic effect of CBD
may be associated with oxidative stress induction. These CBD neurotoxicity
differences among the studies may be related to the supplement of cell culture
medium. Culture medium supplemented with 10% of FBS may increase cell
resistance to oxidative stress when comparing to cells which were cultivated in 1%
N2 supplemented cell culture medium (JANTAS et al. 2024). This may explain these
discrepancies between CBD neurotoxicity among studies. In this study, despite CBD
showed higher neurotoxicity than its analogs, its NOAEL was 10 pM, differing from
Jantas et al. 2014. On the other hand, also contrasting Jantas et al. 2024, other
studies demonstrated that CBD did not show any toxicity in concentrations up to 10
UM (JANTAS et al., 2020; KANG et al., 2021; VRECHI et al., 2021; YORDANOV et
al., 2022). Regarding PQM-242 and PQM-249 analogs, the same concentration of 10
MM was chosen, even presenting a NOAEL higher than 10 pM.

The ethanol concentration used in the exposure (250 mM) was the LC50
based on previous studies of our group. As our previous study and other studies,
ethanol induced apoptosis and late apoptosis, with an increase in Bax levels (SUN et
al., 2017); however, there was no difference in the necrosis among groups. The
intrinsic pathway of apoptosis is stated by stimuli such as oxidative stress. Thus,
proapoptotic proteins, such as Bax, are activated, which results in activation of the
intrinsic pathway of apoptosis (D’ARCY, 2019). In addition, ethanol induced
neurotoxicity involves oxidative stress (SANGAUNCHOM; DHARMASAROJA, 2020).
Thus, these facts corroborate with our results, that ethanol induced apoptosis and
late apoptosis in the SH-SY5Y through intrinsic pathway. Meanwhile, the apoptotic
ethanol features were prevented by CBD and its analogous, PQM-242 and PQM-249
since late apoptosis and apoptosis events were decreased when cells were

incubated with these compounds in combination with ethanol. Furthermore, the
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increased of Bax levels was prevented just by PQM-242, with a statistical difference
from the ethanol group. Despite Bax levels from PQM-249+ET and CBD+ET groups
were not different from ethanol group; these same groups were not different from

control group.

This CBD potential to prevent neurotoxicity in SH-SY5Y cells which is induced
by different xenobiotics is described elsewhere. For instance, BRANCA et al, (2019)
demonstrated that a pre-treatment of CBD (1 uM) reduces Cd-induced neurotoxicity
in SH-SY5Y differentiated cells, preventing apoptosis by downregulating Bax protein.
Additionally, in an in vitro model of Parkinson’s disease that used retinoic acid
differentiated SH-SY5Y cells exposed to methyl-4-phenylpyridinium (MPP+), it was
demonstrated that the exposure of MPP+ (1 mM) for 48 hours of exposure increased
apoptosis, indicated by high levels of Bax protein and caspase 3 (GUGLIANDOLO et
al., 2020). This effect was prevented when cells was treated with 10 uM of CBD.
Thus, these studies corroborated with our results, whereupon CBD and its analogues

prevent ethanol induced apoptosis and late apoptosis.

Furthermore, recent studies have investigated the neuroprotective potential of
new analogues or synthetic substances against ethanol and other drugs. Dos Santos
et al. (2022) showed that the synthetic compound LINS01011 (10 uM) prevented
cocaine-induced neurotoxicity (2.5 mM) in SH-SY5Y cells. Additionally, ethanol-
induced neurotoxicity in SH-SY5Y cells was mitigated by the flavonoid Epimedium
and sodium butyrate (Getachew et al., 2021; Yang et al., 2022). As pharmaceutical
treatment of SUD, including AUD, remains challenging due to the limited availability
of approved medications, studies on new molecules, such as ours and those

mentioned, are essential to addressing this issue.

In conclusion, while CBD showed significant neurotoxicity effect compared to
its analogues PQM-242 and PQM-249, all substances (CBD, PQM-242, and PQM-
249) at the same concentration (10 uM) demonstrated protective effects on SH-SY5Y
cells against ethanol-induced neurotoxicity. Additionally, PQM-242 also prevented the
increase in Bax levels triggered by ethanol. Therefore, these substances may have

potential therapeutic effects against AUD.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados, podemos concluir que:

a) os analogos PQM-242 e PQM-249 apresentaram tanto e/ou efeito ansiolitico,
e/lou como efeito antidepressivo em todas as doses analisadas, efeitos

comuns na fase de abstinéncia ao etanol;

b) enquanto a HRM diminuiu a expressao da sensibilizacdo ao etanol, o DMT e a

combinacdo DMT/HRM né&o apresentaram efeito;

c) a concentracéo letal 50 (CL 50) do etanol foi de 250 mM;

d) a NOAEL para as substancias CBD e HRM foi a de 10 yM; para o PQM-242,
PQM-249 e DMT foi a de 100 uM,;

e) as substancias PQM-242, PQM-249, DMT, HRM e a associacdo 1:2
DMT/HRM apresentam-se promissoras no papel neuroprotetor frente aos

efeitos toxicos desencadeados pelo etanol.
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APENDICE A — Metodologia completa dos artigos 1 e 2

MATERIAL E METODOS

SUBSTANCIAS

Os analogos do canabidiol foram sintetizados em colaboragdo com o Prof. Dr.
Claudio Viegas no laboratério de Pesquisa em Quimica Medicinal (PeQuiM). O DMT
e HRM foram extraidos em colaboracdo com a Profa. Dra. Daniela Aparecida
Chagas do Laboratério de Fitoquimica, Quimica medicinal é Metabolémica
(LFQMM). O CBD foi obtido por doacdo sendo da BioSynthesis Pharma Group
Limited (BSPG-Pham, Reino Unido), apresenta puzera de 99,9%, na forma

liofilizada. O etanol absoluto utilizado provém da Merck do Brasil, S.A.

Sintese dos anélogos do canabidiol

As informacBes a respeito da sintese e das estruturas sdo sigilosas e
confidenciais. Resumidamente, os analogos de canabidiol foram sintetizados a partir
de um planejamento sintético baseado no uso da R- (-)-carvona e S-(+)-carvona
como materiais de partida comerciais, conforme delineado na Figura 1, gerando a
Série A: PQM-242 a PQM-249, com 8 compostos. Tomando-se como exemplo os
acidos benzoicos funcionalizados, estes foram convertidos aos respectivos ésteres,
e subsequentemente as respectivas hidrazidas. Em etapa subsequente, uma reacao
de acoplamento destas benzoidrazidas funcionalizadas com a R-(-)- carvona (21),

levou a série-alvo A.
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F|gura 1: Analogos do canabidiol
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oxietileno-benzamidicos do canabidiol
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Extracdo do DMT e da HRM

Extratos puros hidroetandlicos (7:3 etanol:H20, v/v, 0,1% de acido acético)
foram preparados: um apenas de folhas de P. viridis (CEP) e o outro apenas de
cip6s de B. caapi (CEB). O processo extrativo foi auxiliado por maceragéo, sendo o
solvente renovado a cada 24 horas por 3 dias. Posteriormente, os extratos foram
fitrados e secos em rotaevaporador a 40 °C. Um fracionamento &cido-base foi
realizado para todos os extratos (CEB e CEP). Inicialmente, os extratos foram
acidificados com 15% HCI (v/v) para pH 2,0. A extracdo liquido-liquido foi realizada
com solventes organicos de polaridades crescentes. Hexano foi adicionado ao
extrato bruto e particionado. Apos isso, a particdo foi feita com acetato de etila
(EAF); a fracdo restante foi basificada com NaOH 15% (v/v) até pH 8,0 e novamente
particionada com acetato de etila para obtencdo dos alcaloides (ALK) e das fracdes
hidroalcoodlicas (HAL). Todas as fracdes foram submetidas a CCD. O reagente de
Dragendorff foi utilizado na fracdo ALK para confirmar a presenca de alcaloides.

As fracoes dos alcaloides de P. viridis e B. caapi (ALKP e ALKB,
respectivamente) foram submetidas a cromatografia em coluna para isolamento dos
compostos majoritarios. Silica gel (o tamanho da particula era de 40-63 ym, 230—-
400 Mesh) foi usado para cromatografia flash. As analises foram realizadas em
colunas de vidro (3 cm de diametro e 30 cm de altura), acopladas a um sistema de
pressdo. Um meétodo de gradiente foi aplicado para ALKB e ALKP usando a mistura
CHCI3:MeOH como eluente. Isto comegou com 100% de cloroformio até a fase

movel atingir 50% de cada solvente, seguido de eluicdo final usando 100% de



122

metanol. Todas as fases moveis foram acidificadas com acido acético a 1%. Em
seguida, as amostras foram analisadas por CDD e reveladas sob andlise de UV e
reagente de Dragendorff. Assim, foi possivel agrupar fragbes com perfis
semelhantes. Subfracdo 5 obtida a partir de cromatografia flash ALKB mostrou um
ponto de CCD intenso. Apresentou um precipitado, que se separou rapidamente do
sobrenadante. Posteriormente, foi possivel recristalizar o sobrenadante obtido
porque o precipitado era preferencialmente solivel em CHCI3 e o sobrenadante em
MeOH.

CULTURA DE CELULAS SH-SY5Y

As células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (ATCC) foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Dr. Rodrigo Portes Ureshino da UNIFESP campus Diadema. O
protocolo de descongelamento celular foi realizado com 10 mL de meio de cultura
DMEM/HAM’s F12 (contendo L-glutamina 2 mM e HEPES 3,5 g/L, LGC BIO),
suplementado com soro fetal bovino (Thermo) 10% e antibidticos — penicilina 50
U/mL e estreptomicina 50 pg/mL (LGC BIO) — em tubo cbnico de 15 mL. Apés a
centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado para a
adicdo de 5 mL de meio de cultura DMEM/HAM’s F12 suplementado e posterior
cultivo celular em garrafas com filtro (T25) tratadas (TPP®). As células foram
mantidas a 37°C e 5% de CO2 e o0 meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. As
passagens foram realizadas ao se atingir uma confluéncia celular de 70-80% com a
adicdo de 1 mL de tripsina 0,25% (LGC BIO). Apdés 5 minutos em estufa, a tripsina
foi inativada com 5 mL de meio de cultura DMEM/HAM’s F12 suplementado, o
contetdo foi centrifugado para descartar o sobrenadante, as células foram
ressuspendidas em meio de cultura DMEM/HAM’s F12 suplementado e
posteriormente cultivadas em garrafas para cultura celular de 25 ou 75 cm? com

filtro.
ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR
A determinacdo da viabilidade celular foi realizada por meio do brometo de

tetrazolio (MTT), utilizado para medir a atividade metabdlica das células viaveis. O

MTT é reduzido a formazan (precipitado de coloracdo violeta), pela succinato
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desidrogenase mitocondrial, uma enzima que é ativa em células com metabolismo
da cadeia respiratoria intacto. Assim, o formazan €& quantificado por
espectrofotometria e possui correlacdo direta com o ndimero de células viaveis
(MOSMANN, 1983).

As células SH-SY5Y foram mantidas em placas de 24 pogos (1x10° células por
poco) e incubadas com concentracdes variadas dos compostos PQM 242, PQM 249
e CBD (1; 10; 100; 1000 uM), as quais foram solubilizadas em DMSO (solu¢cdo mée)
e um veiculo foi preparado contendo 0,1% de DMSO final para as dilui¢cdes; e etanol
(100; 250; 500; 1000 mM), por 48 horas. Uma solucdo de KCI 250 mM foi utilizada
como controle positivo de morte celular. Apdés os periodos de incubacdo, o
sobrenadante (meio de cultura) foi removido e as células foram lavadas com 400 pL
de tampdao fosfato salina (PBS) estéril a 37°C, por duas vezes. Em seguida, foram
adicionados 400 pL de MTT 0,5 mg/mL em cada poco e a placa foi incubada em
estufa (5% de CO2 e 37°C) por 3 horas. Posteriormente, a solucdo de MTT foi
removida para a adicdo de 700 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Apds a
homogeneizagédo, 200 puL de cada poco foram transferidos, em triplicata, para uma
placa de 96 pocos para a leitura da absorbancia a 595 nm. Os resultados foram
expressos em porcentagem em relacdo ao controle e o DMSO foi utilizado como
branco (DOS SANTOS et al., 2022).

As curvas concentracdo-resposta (CCR) de cada substancia foram realizadas
para se determinar a NOAEL do CBD, PQM 242, PQM 249, DMT, HRM e as
associacfes entre DMT/HRM, bem como a concentracdo de etanol (ET) proxima a
sua CL50. Posteriormente, o efeito decorrente da associacdo das substancias nas
concentracdes supracitadas foi estudado por meio dos seguintes grupos: PQM 242+
ET, POM 249+ET, CBD+ET, DMT+ET, HRM+ET e DMT/HRM+ET.

CITOMETRIA DE FLUXO

Para analise da integridade da membrana celular, foi utilizado o fluoroforo
iodeto de propidio (PIl), para marcar as células que estavam com a membrana
rompida, enquanto a anexina V foi utilizada para a marcagéo de células apoptoticas.
Quando a anexina V é conjugada ao FITC (isotiocianato de fluoresceina), € possivel
identificar e quantificar as células por citometria de fluxo. Ao corar as células SH-

SY5Y simultaneamente com anexina V-FITC e PI, pode-se diferenciar células viaveis
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(FITC negativo; Pl negativo), no inicio de apoptose (FITC positivo; Pl negativo) e
apoptose tardia ou necrose (FITC positivo; PI positivo). Resumidamente, ap0s cada
incubacéo detalhada anteriormente, as células foram removidas por tripsinizacédo da
placa de cultura, centrifugadas (500xg por 5 minutos), lavadas com PBS gelado por
duas vezes e coradas com anexina V-FITC e PI por 20 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo de luz. Posteriormente, as analises foram realizadas por
citometria de fluxo (FACSCalibur) (adaptado de GARCIA et al., 2015).

WESTERN BLOT

As proteinas Bax e Bcl-2 foram quantificados nas células de neuroblastoma
SH-SY5Y por meio de Western blot. As amostras foram homogeneizadas com
auxilio de um sonicador com tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, NP-40
1%, SDS 1%, Desoxicolato de sodio 0,5%, contendo inibidor de protease e fosfatase
(Thermo Scientific, 78442) na diluicdo 1:5(g/ml) e ajustadas para a mesma
concentracdo proteica pelo método de Bradford. Em seguida, 130 pL da amostra
foram diluidos com 30 pL de tampdo de Laemmli. Padronizou-se a concentracéo
proteica para 10 pg/uL. As amostras foram submetidas a eletroforese por SDS-
PAGE, em gel de poliacrilamida 15%, onde as proteinas migraram durante 180
minutos, sob diferenca de potencial elétrico de 90 V nos primeiros 10 minutos, e
100V no restante do tempo. Apés a separacao eletroforética, as proteinas foram
transferidas para uma membrana PVDF (Millipore, 0,2 um de diametro) sob
amperagem constante de 0,4 durante 90 minutos. A transferéncia foi confirmada pela
coloracdo das membranas com o corante vermelho de Ponceau e as membranas
lavadas com TBST (Tampao Tris-Salina com Tween 20). Apés a confirmacédo, houve
0 blogueio com leite desnatado 5% em tampéao Tris-Salina por 90 minutos a fim de
saturar os sitios de ligacdes inespecificas. As membranas foram incubadas overnight
a 4°C com anticorpos primarios especificos diluidos em TBST e em concentracdes
previamente padronizadas. Em seguida, as membranas foram lavadas com Tris-
Salina e incubadas por 2 horas com um anticorpo secundario marcado com
peroxidase (anti-rabbit e anti-mouse, 1:3000 — Santa Cruz Biotechnology). O
excesso de conjugado foi removido com mais um ciclo de lavagens e as bandas

imunorreativas foram reveladas por incubacdo com substratos especificos para as
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enzimas conjugados aos anticorpos secundarios, cujas reacfes envolvem emissao
de quimioluminescéncia. As imagens foram detectadas (ImageQuant LAS 500, GE
Healthcare) e digitalizadas (IQuantCapture 400, v.1.0.0, GE Healthcare) e as
intensidades das bandas imunorreativas foram comparadas pelo programa
ImageQuant (GE Healthcare) e expressas em unidades arbitrarias. A B-actina

(controle interno; 1:10000) foi utilizada como fator normalizador.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da parte in vitro do estudo foram analisados por meio de teste t
ou analise de variancia (ANOVA) de uma via para a andlise de dois grupos ou
multiplos grupos, respectivamente, seguidos do pds-teste de Bonferroni.

Os valores foram expressos como “média = erro padrdo da média” e as

diferencas foram consideradas significativas para o valor p<0,05.



ANEXO A — Aprovacédo do Comité de Etica

MINISTERIO DA EDUCACAO
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG
[x] Lei 1@ 11,154, de 29 de julho de 2005

Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada Avaliacao o potencial terapéutico
de andlogos de canabidiol na ansiedade e depressao por meio de estudo pré-
clinico em camundongos, registrada com o n2 0012/2021, sob a responsabilidade de Larissa
Helena Lobo Torres Pacheco, que envolve a produg@o, manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de
24/05/2021 a 23/04/2022, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

[&.

| u.,niTntal de animai: :Total de :Total de fé : Origem ]
Roedor / Swiss 1225 [225 [0 lBioléno central da umfal-mg]

Alfenas, 13 de Maio de 2021

Prof(a). Dr(a). Pollyanna Francielli de Oliveira
Coordenador(a) do CEUA/UNIFAL - MG

Para verificar autenticidade acesse: http://sistemas unifal-mged fi e digite a chave: 99552082376 bael 7dfe3833c508933¢
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MINISTERIO DA EDUCACAO
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG
Lei 19 11154, de 29 e julho de 2005

Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada Avaliacao dos efeitos do DMT (N,N-
dimetiltriptamina) e da Harmina na sensibilizacao comportamental pelo etanol
em camundongos, registrada com o n? 0066/2021, sob a responsabilidade de Larissa Helena Lobo
Torres Pacheco, que envolve a producdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de
01/03/2022 a 29/02/2024, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Espécie/linhagem/raca|Total de animais|Total de machos|Total de fémeas Origem
Camundongo | Swiss 130 130 0 Universidade federal de alfenas

Alfenas, 18 de Fevereiro de 2022

Prof{a). Dr(a). Pollyanna Francielli de Oliveira
Coordenador(a) do CEUA/UNIFAL - MG

Para verificar autenticidade acesse: 3 unifal-mg.edu enticidadece rtificado & digite a chave: 85had 1524 252028836 Ceeelilh 14b
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