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RESUMO

JUNIOR, L.C.P. Avaliagao da administracao oral do Canabidiol em voluntarios
sadios. 2013. 86p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto, Universidade de S&do Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Diante das evidéncias da existéncia de um sistema endocanabinéide em humanos,
possivelmente disfuncional em transtornos de ansiedade e do crescente interesse
terapéutico no uso do canabidiol (CBD), justifica-se um estudo da comparagao entre
as concentragdes plasmaticas do CBD, administrados por via oral na forma de po6 e
dissolvido em 6leo, para que se defina a forma de administragéo ideal do CBD e sua
eficacia terapéutica na dose de 150mg, baseados em estudos cinéticos e dindmicos
(PK/PD). Neste contexto, o estudo investigou 39 voluntarios sadios, alocados
aleatoriamente em 3 grupos, que receberam 150 mg de CBD, em capsulas na forma
de pé (Grupo 1), dissolvido em 6leo de milho (Grupo 2 ) e amido de milho (Grupo
placebo). A concentragao plasmatica do CBD, por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, foi determinada nos tempos: 0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0,
4,0 h, apés a administracdo do farmaco. Os instrumentos de avaliacdo de medidas
psicologicas foram: escala analégica de humor (VAMS) e a escala de identificacao
de ansiedade traco estado (IDATE) e nas medidas fisiolégicas foram monitoradas a
pressao arterial (PA) e a frequéncia cardiaca (FC). O teste ansiogénico aplicado foi o
Teste de Simulagao de Falar em Publico (TSFP). No reconhecimento de expressdes
faciais (REF) foi realizada a tarefa Touch, em indicar a emogao apresentada na
expressao do individuo. Nos resultados das medidas subjetivas (VAMS e IDATE),
nao se constatou o efeito ansiolitico; houve elevacdo da PA sistdlica e diastdlica e
da FC; a intensidade da resposta no REF foi de 93% no Grupo 1 (pd) e de 81% no
Grupo 2 (6leo). O pico plasmatico médio foi de 20,70£1,68 ng/mL em 2,5h (CBD p¢)
e CBD em dleo de 82,594+9,52 ng/mL em 2h. Desta forma, este estudo PK/PD
demonstrou que a forma farmacéutica ideal para a administracdo do CBD foi a em
Oleo e no estudo de dose /resposta, 150mg nao possui eficacia terapéutico em
relacado a ansiedade.

Palavras chave: canabidiol, concentracdo plasmatica, VAMS, IDATE, REF,

ansiedade.
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ABSTRACT

JUNIOR, L.C.P. Evaluation of oral administration of canabidiol to healthy
volunteers. 2013. 86p. Dissertation (Master) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

In the face of the existence of an endocannabinoid system in humans, possibly
dysfunctional in anxiety disorders and the growing interest in the therapeutic use of
cannabidiol (CBD), justified a study comparing plasma concentrations of CBD,
administered orally in powder form and dissolved in aoil, in ordre to define the optimal
mode of administration of the CBD and their therapeutic efficacy at a dose of 150mg,
based on dynamic and kinetic studies (PK/PD). In this contexto, the study researched
39 healthy volunteers, allocated randomly in 3 groups, receiving 150 mg of CBD,
capsules in powder form (Group 1), dissolved in corn oil (Group 2) and corn starch
(placebo group). The plasmatic concentration of CBD was determined by gas
chromatography coupled to mass spectrometry at the times: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,
3.0, 4.0 h, after administration of the drug. Assessment instruments of psychological
measures were: analogical scale mood (VAMS) and scale identification of trait
anxiety state (IDATE) and physiological measures were monitored in arterial
pressure (PA) and heart rate (HR). The anxiogenic test applied was Simulated Public
Speaking (TSFP). In recognition of facial expressions (REF) was performed the task
touch, that consists in indicate the emotion shown the facial expression of the
individual. The results of subjective measures (VAMS and IDATE) was not found the
anxiolytic effect; there was increase of systolic and diastolic pressure and heart
frequency; the response intensity in the REF was 93% in group 1 (powder) and 81%
in Group 2 (oil). The peak mean plasma was 20.70 £ 1.68 ng / mL (CBD powder) in
2.5 h and 82.59 + 9.52 ng / mL (CBD in oil) in 2h. Thus, this study PK / PD
demonstrated that the ideal pharmaceutical form for administration of the CBD has
been in oil and study of dose / response, 150mg has no therapeutic efficacy in
relation to anxiety.

Keywords: cannabidiol, plasma concentration, VAMS, STAI, REF, anxiety.
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1. INTRODUGCAO

A Cannabis sativa vem sendo utilizada, ha séculos, pela humanidade para
diversos fins, tais como alimentagdo, rituais religiosos e praticas medicinais
(MECHOULAM, 1973). O primeiro relato do uso medicinal da planta foi atribuido aos
chineses, que descreveram os seus potenciais terapéuticos, no Pen-Ts ao Ching,
primeira farmacopeia conhecida no mundo, ha 2000 anos (MECHOULAM; BEN-
SHABAT, 1999).

A potencialidade terapéutica da Cannabis sativa esta ligada ao grande numero
de substancias quimicas que ja foi encontrado em amostras desta planta, sendo a
principal classe a dos canabinéides (MECHOULAM, 1973).

A aplicacao terapéutica dos canabindides € um tema bastante controverso, por
estes compostos apresentarem, também, efeitos psicoativos, considerados os
principais vildes no uso medicinal dessa classe de compostos (HONORIO et al.,
2006).

A Cannabis pode produzir varios efeitos subjetivos em humanos, tais como,
euforia, disforia, sedacdo, boca seca, taquicardia e hipotensdo postural
(HOLLISTER, 1986). Do mesmo modo, o consumo de maconha encontra-se
associado com prejuizo em diversas fungdes cognitivas, incluindo memoria e
percepgao do tempo, além de prejuizo no desempenho de tarefas envolvendo tempo
de reacgao, aprendizado, controle motor e atengdo. Outros riscos associados a
Cannabis sativa constituem sintomas de ansiedade em sujeitos vulneraveis
(THOMAS, 1996; HALL; SOLOWIJ, 1998). Ataques de panico e fobia constituem os
sintomas agudos mais frequentemente associados com o uso da Cannabis
(TUNVING, 1987; THOMAS, 1996; HALL; SOLOWIJ, 1998), e em 20 a 30% dos
consumidores apresentam ainda reagdes agudas e breves de ansiedade.
(HOLLISTER, 1986; THOMAS, 1996). Estes sintomas, entretanto, usualmente
ocorrem apenas com o uso de altas doses de Cannabis e s&o0 mais comuns na
primeira exposicao a droga (MANZANARES et al., 2004).

Outros trabalhos também sugeriram que o uso da planta no Brasil geralmente
fumada, na forma de um preparado denominado “maconha”, contendo 5% do
principio psicoativo, delta-9-tetraidrocanabinol (A°-THC) (Figura 1), pode estar

associado com sintomatologia duradoura de ansiedade. Em uma pesquisa com



pessoas que regularmente fumam maconha, por pelo menos dez anos, verificou-se
que 21 % destes sujeitos apresentavam altos niveis de estado de ansiedade
(REILLY et al., 1998), e diversos casos de agorafobia (MORAN, 1986) e de
transtorno do panico (LANGS et al.,1997; DEAS et al.,2000). Mais recentemente,
Tournier et al. (2003) observaram que em estudantes universitarios, o diagnéstico de
agorafobia associou-se significantemente com maior predisposicdo ao uso de
maconha, independentemente do estado de ansiedade ou de outros fatores
associados. Além disso, estudos epidemiolégicos também demonstraram que o0 uso
crébnico de maconha esta associado com maior prevaléncia de comorbidade como
os transtornos de ansiedade (MUESER et al.,1998; TROISI et al.,1998; COMPTON
et al.,2000; MCGEE et al.,2000; DEGENHARDT et al.,2001).

De modo contrastante, muitos individuos mencionam reducédo de ansiedade e
relaxamento como motivagdo para o uso desta droga (BOYS et al., 1999). Dessa
forma, alguns autores apdiam a hipotese de que a maioria dos sujeitos com altos
niveis de ansiedade usam maconha como forma de “automedica¢ado” (STEWART et
al.,, 1997). Isto foi parcialmente demonstrado em dois estudos em que foram
avaliados os efeitos ansioliticos do derivado sintético, Nabilone. Em um estudo
duplo-cego, controlado por placebo, pacientes com transtornos de ansiedade
demonstraram “acentuada reducido” dos sintomas, apods tratamento com Nabilone
por 28 dias (FABRE; MCLENDON, 1981). Resultados similares foram verificados por
llaria e col. (1981) em 11 pacientes com ansiedade.

Estas constatagdes conflitantes em relacdo a ansiedade poderiam ser
explicadas pela observagcdo de que os efeitos da maconha sobre a ansiedade
parecem ser dose-dependentes, com baixas doses demonstrando propriedades
ansioliticas e doses mais altas sendo ansiogénicas (MANZANARES et al., 2004).

Essa diferenca de efeitos observados pode ser explicada pela grande
variedade de substancias encontradas na planta. Sdo mais de 400 componentes,
sendo que aproximadamente 60 destes sdo componentes canabinodides. Dentre os
canabindides o A%-THC é comumente aceito como principal responsavel pelos
efeitos da Cannabis, entretanto, varios estudos tém demonstrado que outros
componentes da planta influenciam na sua atividade farmacolégica (ONAIVI;
GREEN; MARTIN, 1990; CARLINI et al.,, 1970). Um desses componentes é o
canabidiol (CBD) (Figura 2) que constitui mais de 40% dos extratos de Cannabis



sativa (GRIEL, 1976) e é desprovido dos efeitos psicologicos tipicos da Cannabis
em humanos (ZUARDI et al., 1982), mas pode interagir com o AS-THC.

Esses canabindides agem em receptores especificos identificados no cérebro
de mamiferos, no final da década de 1980. Nos anos seguintes, foram identificados
os ligantes endogenos para esse receptor, os endocanabindides. Sendo os
principais identificados, até entdo, o aracdonil-etanolamida, também denominado
anandamida, e o 2-aracdonil-glicerol (MECHOULAM; FRIDE; DI MARZO, 1998)
(Figura 3).
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Figura 1- Estrutura do A®-Tetraidrocanabinol
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Figura 2 - Estrutura do Canabidiol
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Figura 3 - Estrutura da Anandamida

Em 1990, Howlett e colaboradores observaram que os canabindides se
ligavam a membranas de encéfalo de rato de forma saturavel e estereosseletiva.
Além disso, observaram significativa correlagao entre a ordem de afinidade pelo sitio
de ligagcdo e a ordem de poténcia para indugao de efeitos farmacoldgicos, o que,
somado as observacdes de que pequenas variacdes estruturais nas moléculas dos
canabindides ocasionavam grandes variagdes de poténcia, sugeriram fortemente a
existéncia de um receptor para canabindides no sistema nervoso de mamiferos.
Ainda em 1990, um receptor especifico para canabindides foi clonado e
caracterizado e um segundo receptor foi identificado nos anos seguintes. Pela
ordem de descoberta, esses receptores foram denominados receptor canabindide
do subtipo 1 (CB1) e subtipo 2 (CB2) (HOWLETT et al., 2002), sendo o primeiro
responsavel pelos efeitos centrais dos canabindides, e o segundo, pelos efeitos
periféricos. Ambos sado receptores acoplados a proteina G, que ativada, inibe a
adenilato ciclase, aumenta a atividade de canais de potassio e inibe canais de
calcio, modulando a liberagao de outros neurotransmissores (PIOMELLI, 2003). Os
receptores canabindides CB1 e CB2 sé&o particularmente abundantes em algumas
areas do cérebro, sendo que a biologia e 0 comportamento associado a essas areas
sdo consistentes com os efeitos comportamentais produzidos pelos canabindides.
Os receptores CB1 sado encontrados no sistema nervoso central (SNC) e atinge
maior densidade nas células dos ganglios basais e cerebelo, envolvidas nos
movimentos de coordenacdo do corpo (postura e movimento). Também séo
abundantes no hipocampo, responsavel pela aprendizagem, memoaria e resposta ao
stress e, no cortex cerebral, responsavel pelas fungdes cognitivas; estao presentes

no sistema nervoso periférico (SNP) e em varios o6rgaos periféricos (VICENZO;



BIFULCO; PETROCELLIS, 2004). No hipotalamo podem mediar algumas a¢des dos
canabinoides como hipotermia e hiperfagia (HONORIO; ARROIO; SILVA, 2006).

Em contraste, o receptor CB2 estdo mais restritos as células e tecidos imunes
(VICENZO; BIFULCO; PETROCELLIS, 2004).

Sabe-se que os efeitos do A’-THC s3o causados, pelo menos em parte, pela
ligagéo ao receptor CB1 e CB2, agonista parcial cuja atividade depende do nivel de
expressao e da eficacia do acoplamento com estes receptores, podendo ativa-los ou
inibi-los. Por outro lado, apesar do canabidiol apresentar baixa afinidade pelos
receptores CB1 e CB2, evidéncias experimentais tém demonstrado que o CBD é
capaz de antagonizar os receptores agonistas CB1 / CB2 em concentragbes
moderadamente baixas (THOMAS et al., 2007). Este antagonismo provém da
habilidade de induzir um agonismo inverso a esse receptor, e, portanto, tendo uma
natureza essencialmente ndo competitiva (PERTWEE, 2008). Apesar de
apresentarem muitos efeitos farmacolégicos, essas agdes parecem depender de um
novo receptor canabindide acoplado a proteina G, chamado receptor GPR55, que
pode ser ativado pelos estabelecidos receptores agonistas CB1 / CB2, tais como o
A°-THC e canabindides enddégenos. (HAYAKAWA et al., 2008). A ativacdo do
receptor GPR55 é antagonizada pelo CBD em uma concentragdo que é inferior a
qualquer concentracdo no qual desloca agonistas dos receptores CB1 ou CB2
(RYBERG et al., 2007).

Apesar de aparentemente agirem em receptores diferentes, existem alguns
indicios de que o CBD pode influenciar alguns efeitos do A°-THC. Entretanto, os
estudos sdo bastante inconclusivos a respeito de como ocorre essa interferéncia.
Alguns trabalhos indicam que o CBD potencializa efeitos benéficos do A’-THC e
atenuam os negativos (KARNIOL; CARLINI, 1974; ZUARDI et al., 1982), enquanto
outros mostram nao haver nenhuma influéncia.

Essa interacado poderia ainda dever-se a propriedades do CBD opostas as do
A%-THC, entre elas o efeito ansiolitico (ZUARDI et al, 1982; ZUARDI et al, 1993;
KARNIOL; CARLINI, 1973; ONAIVI; GREEN; MARTIN, 1990; GUIMARAES et al.,
1990).

Estudos recentes tém demonstrado a agao do CBD no receptor 5-HT1A. O
CBD desloca o agonista [3H]8-OHDPAT de receptores 5-HT1A clonados de

humanos de um modo dose-dependente. Em estudos de sinal de transdugao, o CBD



atua como um agonista no receptor humano 5-HT1A (RUSSO et al., 2005). Esta
acao do CBD é provavelmente envolvida no efeito protetor do CBD na isquemia e
em seu efeito ansiolitico (CAMPOS; GUIMARAES, 2008; MISHIMA et al., 2005).

1.1. Efeito ansiolitico do canabidiol

Apesar do A%THC ser comumente aceito como principal componente
responsavel pelos efeitos psicoativos da Cannabis, varios estudos tém demonstrado
que outros componentes da planta influenciam na sua atividade farmacoldgica
(CARLINI et al., 1970). Um desses componentes é o canabidiol (CBD) que constitui
mais de 40% dos extratos de Cannabis sativa (GRIEL, 1976) e é desprovido dos
efeitos psicoativos tipicos da Cannabis em humanos (ZUARDI et al., 1982). Diversos
estudos demonstraram que quando o CBD é administrado concomitantemente com
o A’-THC, os efeitos deste Ultimo composto sdo antagonizados. Este antagonismo
poderia dever-se a propriedades do CBD opostas as do A°-THC, que muitas vezes é
ansiogénico enquanto o CBD seria ansiolitico (KARNIOL; CARLINI,1973; ZUARDI et
al.,1982; GUIMARAES et al.,1990; ONAIVI et al.,1990).

Em um estudo inicial conduzido por Zuardi et al. (1982) a administracéo
concomitante de CBD (1 mg/Kg) com uma alta dose de A°-THC (0,5 mg/Kg) em
voluntarios saudaveis, atenuou os sintomas ansiogénicos induzidos por este ultimo
composto, mas nao reduziu o aumento da frequéncia cardiaca. Estudos posteriores
com animais demonstraram que o CBD apresenta propriedades similares aos
farmacos ansioliticos, seja por meio de um paradigma de respostas emocionais
condicionadas (Zuardi e Karniol, 1983), do teste de conflito de Vogel (MUSTY et al.,
1984) ou do teste de labirinto em cruz elevado (GUIMARAES et al., 1990; ONAIVI et
al., 1990). Usando este ultimo teste, efeitos ansioliticos foram relatados para trés
derivados do CBD: HU-219, HU-252 e HU-291 (GUIMARAES et al., 1990). Do
mesmo modo, em camundongos, o CBD também demonstrou aumentar a conduta
do animal em evitar situagcéo estressante e reduziu a ocorréncia de ulceras induzidas
por estresse (MUSTY, 1984).

Baseado nestes estudos pré-clinicos (ZUARDI et al., 1993) testaram

diretamente as propriedades ansioliticas do CBD em voluntarios saudaveis. Os



autores compararam os efeitos ansioliticos do CBD (300mg) com os da ipsapirona
(um agonista parcial 5HT1s, 5 mg) e com o diazepam (um ansiolitico
benzodiazepinico, 10 mg) em um estudo duplo-cego. Os sujeitos foram submetidos
ao teste de simulagéo de falar em publico (TSFP), um modelo em que os voluntarios
sdo solicitados a preparar um discurso em frente a uma camera de video. Este
procedimento aumenta a ansiedade subjetiva e dos seus concomitantes fisiologicos
e € sensivel para avaliar os efeitos de compostos ansioliticos (GRAEFF et al., 2001).
Os resultados demonstraram que o CBD e os outros dois compostos ansioliticos
atenuaram a ansiedade induzida pelo teste (ZUARDI et al., 1993). Na dosagem
empregada o CBD nao induziu efeitos sedativos. Mais recentemente demonstramos
que o CBD (400mg) reduziu significativamente a ansiedade provocada antes do
procedimento de aquisicdo de imagens cerebrais por meio de Tomografia por
Emissdo de Féton Unico (SPECT) em voluntarios saudaveis (CRIPPA et al., 2004).
Consistente com o efeito ansiolitico observou-se também que o CBD modulou de
modo significativo a atividade de repouso predominantemente nas areas cortical
limbica e paralimbica, que comumente estdo envolvidas na fisiopatologia da
ansiedade (GRAY, 1982; GRAEFF, 1994). Assim, diferengas de atividade entre as
duas condi¢des foram detectadas em um agrupamento temporal medial esquerdo,
que incluiu por¢gdes da amigdala, hipocampo, hipotalamo, giro do cingulo posterior

esquerdo e do giro parahipocampal esquerdo.

Estes efeitos ansioliticos contrastam com os efeitos ansiogénicos de altas
doses de A®-THC (ZUARDI et al., 1982; MATHEW et al., 1999) e podem ajudar a
reconciliar os achados aparentemente conflitantes obtidos com a Cannabis sativa
em relacado a ansiedade (JOHNS, 2001; TOURNIER et al., 2003). Do mesmo modo,
estas propriedades ansioliticas do CBD também poderiam explicar o uso da
Cannabis por pacientes com transtornos de ansiedade para melhorar sintomas.

Portanto, os resultados destes estudos associados a observagao de que o CBD
nao apresenta tolerancia aos efeitos anti-epilépticos (CUNHA et al., 1980) nem
provoca dependéncia ou efeitos toxicos com o uso cronico (CONSROE et al., 1991),
sugerem que o CBD pode ser usado no tratamento dos transtornos de ansiedade
(ZUARDI et al., 1993).



1.2. Comportamento Cinético do Canabidiol

Estudos anteriores que mostraram efeitos ansioliticos do CBD usaram
administracdo oral do CBD dissolvido em odleo (ZUARDI et al.,1993; CRIPPA et
al.,2004) ou em p6 (FUSAR-POLI et al., 2009; BHATTACHARYY et al., 2009). Sao
poucas as informacdes sobre nivel plasmatico do CBD apds administracdo oral. Em
estudos realizados por Argurrel et al., o CBD foi preparado em uma solugéo
etandlica e colocado em pequenos bolos de chocolate. Apds isso o solvente foi
evaporado sob nitrogénio. As preparagdes foram: 20mg de THC com placebo; 20mg
de THC com 40mg de CBD e 20mg de THC com canabinol (CBN). O pico plasmatico
médio do THC foi de cerca de 5ng/mL atingidos entre 1 e 2 horas. Depois de 10
horas o pico declinou para 1ng/ml. A administracdo concomitante de CBD com THC
nao alterou a farmacocinética do ultimo. No estudo de Argurrel et al., observa-se
graficamente que o pico plasmatico do CBD, administrado concomitantemente com
THC, na dosagem de 40mg, é atingido entre 1 e 2 horas, cujo valor é
aproximadamente 5ng/mL. Ao final de 10 horas o pico plasmatico de CBD caiu para
menos de 0,5mg/mL. A disponibilidade sistémica do CBD fumado variou de 11 a
45% em 5 individuos, com um valor médio de 31% (ARGURREL et al., 1986). Nesse
mesmo estudo foi calculada uma alta depuragao plasmatica (960 a 1560 mL/min).
Dados de meia-vida disponiveis indicam para o CBD um valor de meia-vida entre 18
e 33h (média de 24h) apdés administragao intravenosa e 27 a 35 h (média 31h)
depois de fumado. O volume de distribuicdo foi estimado em torno de 30L/Kg.
Segundo Marilyn A. Huestis, assim como o THC, o CBD esta sujeito a um
significante metabolismo de primeira passagem. Entretanto, diferentemente do THC,
uma grande percentagem da dose de CBD é excretada inalterada nas fezes. Num
estudo de Nadulski et al, observa-se que o CBD inibe o citocromo CYP-2C, o
responsavel pela hidroxilagdo do THC, formando o metabdlito onze hidroxi
tetraidrocanabinol (11-OH-THC). Nesse mesmo estudo um aumento das
concentragdes de THC e CBD foi encontrado apés 120 minutos, o que poderia ser
causado por uma melhor absorgéo dos alimentos.

O CBD é extensamente metabolizado por enzimas microssomais hepaticas
humanas (HLMs), o chamado complexo CYP-450. Assim, formam-se oito metabolitos
monohidroxilados (6a-OH-, 63-OH-, 7-OH, 1”-OH-, 2”-OH-, 3"-OH-, 4”-OH- e 5”-OH-



CBDs). Entre esses metabdlitos, 6a0-OH-, 6B-OH-, 7-OH- e 4"-OH-CBDs s&o os
principais metabdlitos conforme estimado por uma abundancia relativa de
massa/carga (m/z) igual a 478. Sete, das catorze enzimas CYP humanas
recombinantes analisadas (CYP1A1, CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2DG6,
CYP3A4 e CYP3AS5) foram capazes de metabolizar o CBD. A correlagéo entre as
atividades das isoformas especificas CYP e atividades oxidativas do CBD em 16
HLMs individuais, indicou que 6B-OH- e 4’-OH-CBDs foram formados principalmente
por CYP3A4. A inibicao de CYP3A4 por cetoconazol e anticorpo anti-CYP3A4
confirma essa afirmacéo. Estudos de inibicdo também mostraram que 6a-OH-CBD
foi catalisado principalmente por CYP3A4 e CYP2C19, enquanto que 7-OH-CBD foi
majoritariamente formado por CYP2C19 (RONGRONG JIANG, SATOSHI YAMAORI,
SHUSO TAKEDA, IKUO YAMAMOTO, KAZUHITO WATANABE., 2011)

1.3. Expressao emocional e identidade facial

Expressbes faciais sao fortes demonstragcdes nao verbais de emocao, que
fornecem importantes informacdes e séo vitais na complexidade social do mundo.
Reconhecimento da expresséao facial nos ajuda a detectar o estado emocional de
outra pessoa e fornece sinais sobre como reagem durante interagdes sociais. Dada
sua importancia crucial no funcionamento social, ao longo das ultimas duas
décadas, neurocientistas tém mostrado mais interesse em entender os mecanismos
neurais que suportam a percepcao facial. Em particular, a imagem de ressonancia
magnética funcional (FMRI), a qual permite a investigagdo do cérebro humano in
vivo, tem sido amplamente empregada para examinar o0s substratos
neurofisioldgicos do processamento emocional. (P.FUSAR-POLI et al., 2010).

A habilidade cognitiva para codificar adequadamente a informacdo de faces
humanas tem sido investigada no contexto de muitas desordens psiquiatricas tais
como, esquizofrenia, autismo, depressdo, Transtorno de ansiedade generalizada
(GAD) e transtorno de estresse pds-traumatico (PTSD) (J.P. MACHADO DE SOUSA
et al., 2010).

Ha evidéncias que pessoas com ansiedade social tendem a evitar o contato
olho a olho (MARKS et al.,1969; OHMAN,1986; GREIST,1995). De acordo com
Horley e colaboradores (2003) isto poderia ser um indicador de uma exacerbada
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sensibilidade social. Estudos com mecanismos visuais tém fornecido dados
referentes ao modo que pessoas afetadas interagem com imagens de faces e outros
estimulos emocionais (HORLEY et al., 2004). Enquanto pacientes com GAD
apresentam um padrdo convencional para visualizar figuras com potencial de
ameagca social (FREEMAN et al., 2000), pacientes com fobia social demonstram um
padrao que tem sido chamado hipervigilancia/evasdo. Conforme este padrao,
pacientes com fobia social apresentam um primeiro estagio caracterizado por
atencdo aumentada para demonstragbes negativas de emocdo, tais como faces
aborrecidas ou nervosas, seguido por uma tentativa de evitar esses estimulos
aversivos.

Estudos envolvendo voluntarios sadios mostram que faces com sentimento de
ira sdo mais rapidamente detectadas entre as faces neutras que entre as faces
felizes, apresentadas nas mesmas condi¢cdes. Entretanto, pacientes com fobia social
parecem ser mais rapidos em detectar faces com sentimento de ira comparado aos
grupos controles saudavel.

Em um estudo prévio de imagem de ressonancia magnética funcional (FMRI)
foi mostrado que o canabidiol, mas ndo o A’-THC, atenuou a resposta neural em
estruturas do sistema limbico tais como a amigdala e o cértex cingulado anterior
(ACC) durante a apresentacao de faces amedrontadoras e esse efeito teve
correlagao significativa com a resposta de conduténcia da pele (FUSAR-POLI et al.,
2009). A amigdala é normalmente ativada quando individuos sdo apresentados a
estimulos negativos (BREITER et al.,1996; MORRIS et al., 1996, 1998, 1999;
PHILIPS et al.,, 19997, 1998), enquanto o cortex cingulado esta criticamente
envolvido no processamento da informagao emocional tanto em animais (HADLAND
et al., 2003; RUDE BECK et al., 2006) como em humanos (KILLGORE;
YURGELUM-TODD, 2004)

Ha evidéncia de conexdes anatébmicas entre ACC e amigdala (GLASHGAEI et
al., 2007) e estudos prévios de Neuroimagem em humanos ja sugeriram que ACC
esta envolvido com amigdala na resposta ao medo e ansiedade (BUSH et al.,2000;
PISSIOTA et al.,2003; DAS et al.,2007). Com base em descobertas anteriores
(BHATTACHARYY et al.,2009; FUSAR-POLI et al., 2009) foi previsto que o
canabidiol, mas néo o Ag—THC, mostraria um efeito modulatério nesta rede durante o

processamento de faces amedrontadoras. Neste estudo os efeitos do canabidiol
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sobre ativagcdo nas regides limbica e para-limbica contribuiu para sua capacidade de

reduzir excitacdo autondémica e ansiedade subjetiva (P.FUSAR-POLI et al., 2010)

1.4. Vias alternativas para administracao do Canabidiol

Como o CBD sofre um intenso metabolismo de primeira passagem e apresenta
baixa solubilidade em meio aquoso, rotas alternativas de liberagdo do farmaco
tornam-se importantes para se obter maior eficacia terapéutica e contornar o
metabolismo de primeira passagem. Um possivel método, para aliviar a dor crénica
em pacientes, seria através da rota transdérmica. Outra rota potencial para
administracao sistémica seria a intranasal (IN), o que resulta em rapida absor¢ao
sanguinea. A liberacdo intranasal da droga apresenta vantagens em relagcdo a
injegao da droga, pois consiste em um tratamento n&o invasivo, livre de dor, e que
melhora a adesao do paciente ao tratamento.

A absorg¢édo nasal do CBD em camundongos foi rapida (Tua< 10 minutos). O
CBD foi detectado na primeira amostra coletada 5 minutos ap6s administragéo IN.
Dentre as maiores preocupacgdes nas formulacdes IN € a sensibilidade da mucosa
nasal para solventes e outros aditivos das formulagdes. O polietileno glicol (PEG) foi
usado como veiculo nesse estudo, uma vez que exerce uma leve toxicidade local na
mucosa. Assim, o PEG pode ser menos irritante quando comparado com outros
glicéis, como polipropileno glicol (PG).

O estado de equilibrio da concentragéo plasmatica de CBD em porquinhos da
india, depois da aplicagao transdérmica do gel, foi 6.3 £ 2.1 ng/mL o que foi atingido
em 155 £ 11.7 horas. A obtencdo de um significante estado de equilibrio da
concentragao plasmatica sugere que o CBD ¢é util para o tratamento da dor crénica
através dessa rota de administragdo. O uso de Transcutol HP (dietileno glicol
monoetil éter EP/USP-NF), um intensificador para permeabilizacdo do CBD pela
pele, aumenta a concentragao plasmatica do CBD em 3.7 vezes. Ele age como um
solubilizante e é adequado, pois ndo é toxico e &€ compativel com a pele. O
Transcutol aumenta a taxa de permeabilizagdo, na pele, para varias drogas. Ele é
usado na formulagdo do gel (KALPANA S. PAUDEL; DANA C. HAMMELL;
REMIGIUS U. AGU; SATYANARAYANA VALIVETI; AUDRA L. STINCHCOMB,
2010).
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1.5. Outras aplicacoes terapéuticas do Canabidiol

Estudos preliminares revelam que o Canabidiol € capaz de prevenir o
desenvolvimento de Alodinia induzida por Paclitaxel em fémeas de camundongos
C57BI6 (WARD SJ; RAMIREZ MD; NEELAKANTAN H; WALKER EA; 2011). O
Paclitaxel consiste em uma droga usada no tratamento de cénceres de mama,
ovario, es6fago, bexiga, cabeg¢a e pescogo. Sua agao farmacologica baseia-se na
inibicdo da mitose por se ligar especificamente a subunidade B-tubulina dos
microtubulos e antagoniza a desorganizagdo dessa proteina-chave citoesquelética,
resultando no aparecimento de feixes de microtubulos e estruturas aberrantes
derivadas de microtubulos na fase mitética do ciclo celular. Consequentemente
ocorre interrupgdo da mitose. O uso prolongado pode causar maior incidéncia de
hipersensibilidade, mialgia e neuropatia. Alodinia consiste em um disturbio da
atividade cerebral que se manifesta como uma sensacao de dor, quando o estimulo
ndo € doloroso. Segundo o estudo realizado por esse grupo, o tratamento
concomitante com CBD preveniu o desenvolvimento de Alodinia mecéanica e fria
induzida pelo Paclitaxel. A eficacia do CBD pode ser devido a diminui¢cdo dos niveis
de citocinas proinflamtérias, uma vez que o Paclitaxel aumenta a expressao dessas
citocinas.

Outra patologia que vislumbra um futuro tratamento com Canabidiol é a
Retinopatia Diabética (RD), que consiste em alteragbes do fluxo sanguineo da
retina. A RD detectada mais faciimente é a nao proliferativa, subdividida
clinicamente em trés categorias: leve, moderada e severa. Dilatagdo venosa e
microaneurismas sao as primeiras alteragdes, seguidas de hemorragia intraretinal e
exsudacao. O vazamento de liquido dentro da retina ocasiona um edema macular,
que se nao tratado, pode levar a perda irreversivel da visdao. Caso a hiperglicemia
persista, a RD evolui para as formas moderada e severa. Resumidamente, a RD n&o
proliferativa caracteriza-se por: isquemia, 0 que resulta em maior permeabilidade
vascular; dispersao hemorragica e anormalidades venosas (capilares dilatados). O
progresso da RD pode levar a proliferacdo de novos vasos, do nervo 6tico ou de
qualquer lugar da retina. Eles sdo extremamente frageis e tendem a sangrar
facilmente, o que acarreta hemorragia vitrea. Com o passar do tempo, a

neovascularizagao tende a sofrer fibrose e contracao, levando ao deslocamento da
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retina. Além disso, 0os novos vasos surgem da iris em uma malha trabecular da
camara anterior acarretando glaucoma neovascular. Os aspectos moleculares
abrangem reagdes inflamatdrias vasculares, pelo aumento da liberagao de citocinas,
expressao elevada de moléculas de adesado de leucécitos (CD18) e moléculas de
adesao intercelular 1 (ICAM1). Formam-se também espécies reativas de oxigénio
(ROS), superodxido e peroxinitrito. A atividade terapéutica do Canabidiol enquadra-se
justamente com antioxidante, além de efeitos imunossupressores. O Canabidiol
captura ROS e bloqueia a atividade da oxidase de NADPH. Essa droga também
atenua as respostas inflamatorias das células endoteliais induzidas pela
hiperglicemia. O Canabidiol ndo s6 captura, mas também inibe a formagado de ROS
e do Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a). Atualmente, estudos pré-clinicos tém
fornecido fortes evidéncias dos efeitos intraoculares anti-inflamatérios do CBD. Em
humanos o CBD e bem tolerado quando administrado cronicamente (Gl LIOU; AB
EL-REMESSY; AS IBRAHIM; RB CALDWELL; YM KHALIFA; A GUNES; JJ
NUSSBAUM; 2009).

Uma vez que as propriedades ansioliticas do CBD podem ser mediadas por
ativacao do receptor 5HT s, € essa modulacao pode induzir efeitos antidepressivos,
essa hipotese tem sido recentemente testada usando o teste de natagao forcada em
ratos. Assim como a imipramina (30mg/Kg), usada como antidepressivo padrao,
CBD (30mg/Kg) diminuiu o tempo de imobilidade dos ratos submetidos ao teste. Os
efeitos do CBD foram suprimidos por um tratamento prévio com antagonista do
receptor 5HT 1, sugerindo que o efeito antidepressivo € mediado por esse receptor
(CRIPPA JAS et al., 2010).

Nesse mesmo estudo foram revisados os efeitos antipsicoticos do CBD.
Relatou-se o uso da droga pro trés mulheres, cujas idades eram 22 e 23 anos,
diagnosticadas com esquizofrenia e resistentes ao tratamento convencional com
antipsicoticos. Os pacientes foram hospitalizados e receberam placebo durante os
primeiros cinco dias. Do 6° ao 35° receberam CBD, placebo por mais cinco dias e
nos ultimos 15 dias foram tratadas com olanzapina. A dose inicial de CBD foi
40mg/dia, aumentada gradualmente até 1.280mg/dia. Os pacientes foram
acompanhados por um psiquiatra, responsavel pelo ajuste de dose, e dois
psiquiatras que desconheciam a dosagem usada no momento. Esses dois ultimos

sujeitos aplicaram a escala de avaliacao psiquiatrica leve (BPRS) e outra escala
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para avaliar os efeitos adversos. Dois desses sujeitos testados apresentaram uma
leve melhora com CBD, e o terceiro ndo respondeu ao CBD. Todos os sintomas
foram exacerbados quando o CBD foi retirado. Somente um paciente melhorou mais
com olanzapina que com o CBD, mas nenhum desse pacientes apresentou efeitos
adversos com CBD (CRIPPA JAS et al., 2010).

Os efeitos ansioliticos estdo associados a alteragdes do sistema imune. Estas
alteracdes envolvem uma maior producio de citocinas inflamatdrias tais como IL-31,
TNF-q, IL-6, e IL-17.

Estas citocinas inflamatorias sao responsaveis por mediar intensa quimiotaxia
de neutrdfilos para sitios de inflamagdo (ANDOH et al., 2001; JOVANOVIC et al.,
1998; MATSUZAKI; UMEMURA, 2007; GUTCHER; BECHER, 2007).

Em um estudo que compara Transtorno de ansiedade generalizada (GAD)
com um grupo controle, verificou-se no primeiro um maior aumento de IL-17 e TNF-a
principalmente, com uma tendéncia a aumento de IL-6 e IL-B1. Estas citocinas sao
produzidas por células Th-17 (MORGANA et al., 2010). Neste mesmo estudo a
producao de citocinas Th1 e IL-2 foi maior no grupo controle. Outras citocinas com
valores maiores nos grupos controle foram as produzidas por células Th2: IL-4 e IL-
5. E entre as citocinas anti-inflamatérias, IL-10 foi significativamente menor no grupo
com GAD.

Em outro estudo, que fez uso do teste de labirinto em cruz elevado, utilizaram-
se ratos machos aos quais se induziu o comportamento de ansiedade. Observou-se
ao final uma expressdao aumentada de RNAmM no Hipocampo para as citocinas
inflamatodrias IL-B1 e IL-6 (M. SKURLOVA, 2010). O estresse pode causar danos
nao sO ao sistema imune, mas também aos sistemas enddcrino e nervoso. Tais
perturbacdes podem afetar e eixo de comunicacao cérebro-intestino e levar a uma
desordem na funcdo gastrointestinal, como por exemplo, a sindrome do cdlon
irritavel (IBS). No estudo que avaliou esta sindrome o plasma foi analisado para
citocinas inflamatdrias e cortisol e danos morfolégicos no cdélon também foram
avaliados. Os niveis de citocinas inflamatérias foram maiores nos grupos submetidos
a estresse quando comparados a grupos controle (H.M. SAVIGNAC et al., 2011).

Esses achados corroboram para a realizagdo de um maior numero de estudos

investigativos sobre os efeitos ansioliticos do Canabidiol.
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2. OBJETIVOS

Analisar duas diferentes formas de administracdo do CBD, capsulas com o CBD
puro (po) e capsulas com o farmaco dissolvido em éleo de milho, e verificar a curva
temporal dos niveis plasmaticos com as duas formulag¢des diferentes do CBD (pé e
em 0leo);

Correlacionar as concentragdes plasmaticas de CBD com testes ansiogénicos e na
identificacdo de expressoes faciais;

Verificar se as absor¢des de CBD oriundas da administragdo de 150mg de CBD em
po e em Oleo sdo significativamente diferentes de zero;

Constatar se a concentracdo plasmatica relativa a administracdo de capsulas
contendo CBD em d6leo é significativamente maior que a concentragado plasmatica

relativa a administragao de capsulas preenchidas com CBD em po.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

Foram avaliados 39 voluntarios saudaveis do sexo masculino, ndo tabagistas,
com idades entre 18 e 35 anos, cuja exposicdo a Cannabis ao longo da vida n&o
excedesse 15 vezes, e que ndo tivessem feito uso da mesma ao longo do ultimo
més.

Os voluntarios foram randomicamente alocados em trés grupos de 13 sujeitos
para receberem CBD em p6, CBD dissolvido em éleo de milho e placebo. Os grupos
foram emparelhados em relagdo a idade, escolaridade (nivel superior), indice de
massa corporea (IMC: 24+3). Para assegurar o pareamento, o primeiro participante
teve seu tratamento sorteado entre as trés formas disponiveis; o proximo (que tenha
caracteristicas pareadas com o primeiro) teve o tratamento sorteado entre as duas
formas restantes; e o terceiro (pareado com os dois anteriores) obrigatoriamente
recebeu o tratamento que faltava.

Os critérios de exclusdo foram: uso de qualquer medicacdo, presenca de
doencga fisica ou mental e tabagismo. Foi solicitado aos participantes, que se
abstivessem da ingestdo de bebidas alcodlicas e compostos com cafeina nas 24

horas que antecederam o estudo.
3.2. Capsulas de CBD

O CBD em p6, com aproximadamente 99,9% de pureza foi fornecido pela THC-
Pharm (Frankfurt, Alemanha). Foram acondicionados em capsulas de gelatina
idénticas 150 mg de CBD em p6 ou dissolvido em 6leo de milho e amido (placebo).
3.3. Instrumentos de avaliagao

Medidas Psicologicas

1) Escala Analégica de Humor (Visual Analogue Mood Scale —VAMS)

(NORRIS, 1971). Trata-se de uma escala composta por 16 itens, sendo que cada
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um destes possui uma linha reta de 100 mm que liga dois adjetivos opostos
(Figura4). O sujeito assinalou como se sentia no momento do preenchimento com
relacdo a cada uma das condi¢gdes com um tragco vertical, sendo que o centro da
linha € como o mesmo se sente habitualmente e, seguindo para os opostos,
aumenta a intensidade de uma ou outra condi¢do. Esta escala foi traduzida por
Zuardi et al. (1993) e a mesma foi dividida em 4 fatores (sedac&o mental, sedagao
fisica, ansiedade, outros sentimentos e atitudes) semelhantes a versao original. No
entanto, o presente estudo utilizou a nomenclatura proposta por Parente et al., 2005,
0S quais propuseram as seguintes denominagdes: (1) ansiedade; (2) sedacéo (no
lugar de sedacdo mental); (3) prejuizo cognitivo (no lugar de sedagao fisica) e (4)

desconforto (no lugar de outros sentimentos e atitudes).

2) Escala de identificagdao de ansiedade trago-estado (IDATE) a qual foi
designada para avaliar sintomas psicolégicos que pudessem, indiretamente, afetar a
ansiedade (Figura5). E composta por 20 itens, nos quais os individuos assinalaram

como se sentiam no momento, variando de quase nunca (0) até quase sempre (4).
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VAMS

INSTRUCOES: Avalie como vocé se sente agora em relagdo aos itens abaixo e marque cada
linha com um trago vertical no ponto que melhor descreve seus sentimentos. O centro de
cada linha indica como vocé habitualmente se encontra e as extremidades indicam o méaximo

de cada condicao.

ALERTA

SONOLENTO
CALMO AGITADO
FORTE FRACO
CONFUSO COM IDEIAS CLARAS
AGIL DESAJEITADO
APATICO DINAMICO
SATISFEITO INSATISFEITO
PREOCUPADO TRANQUILO
RACIOCINIO
DIFICIL PERSPICAZ
TENSO RELAXADO
ATENTO DISTRAIDO
INCAPAZ CAPAZ
ALEGRE TRISTE
HOSTIL AMISTOSO
INTERESSADO DESINTERESSADO
RETRAIDO SOCIAVEL

Figura 4: Escala analdgica de sintomas somaticos (VAMS)



QUESTIONARIO DE AUTO-AVALIACAO
IDATE PARTE II

NOME:

DATA:

/I |
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INSTRUCOES: Leia cada pergunta e faca um circulo ao redor do nimero a direita que
melhor indicar como vocé se sente. Nao gaste muito tempo em uma Unica afirmacao,
mas tente dar a resposta que mais se aproximar de como vocé se sente geralmente.

01.Sinto-me

bem

02.Canso-me facilmente

03.Tenho vontade de chorar

04 .Gostaria de ser tio feliz quanto 0s outros parecem ser

05.Perco oportunidades porque ndo consigo tomar decisdes

rapidas

06.Sinto-me descansado

07.Sinto-me calmo, ponderado e senhor de mim mesmo

08.sinto que as dificuldades estdao se acumulando de tal forma

que ndo as consigo resolver

O9.Preocupo—me demais com as coisas sem importancia

10.Sou feliz

11.Deixo-me afetar muito pelas coisas

12.No tenho confianca em mim mesmo

13.Sinto-me seguro

14 Evito enfrentar crises e problemas

15 .Sinto-me deprimido

16.Estou satisfeito

17 As vezes ideias sem importincia entram em minha cabega e
ficam me preocupando

18.Levo os desapontamentos t3o a sério que nio consigo tird-

los da cabega

19.Sou uma pessoa estavel

20.Fico tenso e perturbado quando penso em meus problemas
do momento

Quase
nunca

(1)

1

As
vezes

2

2

[\STEEE (ST (ST S C I SR S )

Frequentemente
3

3

LW W W W W W W W

Figura 5: Escala de identificagdo ansiedade traco estado (IDATE)

Quase
sempre

“)

4

B R = - T - T R N

N
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Medidas fisiolégicas

A pressao arterial (PA) foi avaliada por meio de um aparelho de mercurio
(Becton Dickson, Brasil) e a frequéncia cardiaca foi aferida através do pulso

periférico.

3.4. Testes ansiogénicos

3.4.1 Simulagao do falar em publico (SFP)

O procedimento de SFP foi similar ao usado por McNair et al (1982) com as
modificagdes introduzidas por Guimaraes et al. (1987). A sessdo experimental foi
conduzida em uma sala com atenuagdo sonora e temperatura controlada. As
medidas basais foram realizadas no inicio da sessdo experimental (B), antes dos
tratamentos. No inicio do teste foram realizadas as medidas pré-estresse (Pré) e em
seguida o voluntario assistiu a um video com as instrugbes da tarefa.

Nessas instrucdes o voluntario foi solicitado a realizar um discurso sobre “O
Sistema de transporte de sua Cidade”, e lhe foi dito que o discurso seria gravado e
posteriormente analisado por psicélogos. Foi explicado que os sujeitos teriam 2
minutos para preparagao do mesmo e que o discurso seria interrompido na metade
para preenchimento de escalas.

ApOs espera de 2 minutos de preparagao da fala, foram realizadas as medidas
antecipatérias da fala (A). O discurso foi entdo iniciado, com o sujeito tendo a
oportunidade de se visualizar em tela de TV enquanto realizava a atividade. O
discurso foi interrompido no meio (apds dois minutos) para que pudesse ser
tomadas medidas de desempenho (D). Vinte minutos apés o encerramento do
discurso foram realizadas medidas pos-estresse (Pds). Os avaliadores estavam

“cegos” em relagao ao grupo ao qual o sujeito pertencia.
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3.4.2 Reconhecimento de Expressodes Faciais (REF)

Tarefas de reconhecimento das expressoes faciais-Tarefa touch

Os participantes nao familiarizados com os estimulos foram submetidos a uma
sessdo cuja tarefa consistiu em indicar a emogao apresentada na expressdo do
individuo (estimulo apresentado).

Os estimulos, utilizados, foram fotografias de diversos atores representando
caracteristicas tipicas de diversas emocbes basicas. Tais estimulos foram
anteriormente padronizados por Ekman e Friesen (1976).

As emocgdes escolhidas para realizagéo da tarefa foram: alegria, tristeza, medo,

nojo, raiva, e surpresa (Figurab).

Figura 6: Exemplo da representacéo das seis emogdes basicas por um dos atores

Os estimulos foram manipulados para que se apresentassem diversas
intensidades para cada emogao, partindo-se de faces neutras (0%) até chegar a
representacdo tipica de uma expressao emocional (100%).

Nesta tarefa o sujeito deveria enfocar com maior ponderagao os elementos ou
caracteristicas faciais menos mutaveis como rosto, olhos, nariz e boca, ao invés dos
aspectos mutaveis como cabelo, por esta razdo, cabelos e orelhas foram retirados

de todos os estimulos.
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Confecgao dos estimulos

Os filmes utilizados na tarefa foram confeccionados com o objetivo de
transformar imagens estaticas em imagens dinamicas, possibilitando assim avaliar a
influéncia desta variavel, além de permitir maior precisdo nas analises dos dados no
que diz respeito a intensidade necessaria para o reconhecimento.

Através de um software as imagens que representam cada emocgédo foram
manipuladas ao serem submetidas a técnica de computagdo grafica morphing. O
algoritmo de morphing pode gerar qualquer imagem no continuo de A para B e a
posicdo da imagem neste continuo é especificada parametricamente. Essa
parametrizacdo € que nos da a proporcdo de A e B na imagem gerada e,
consequentemente a similaridade em relacdgo a A ou B pode ser controlada
(BENSON; PERRET, 1991).

Para fazer o morfismo entre faces, através do software, € necessario marcar
manualmente todos os pontos que definem os contornos da face e de cada
elemento facial. Para cada ponto na primeira face ha seu equivalente na segunda.
Utilizando esses pontos como referencial de “partida” e “alvo”, o algoritmo de morph

gera as figuras intermediarias entre uma face e outra.

c

Figura 7: Evolugcao da criacdo de imagens intermediarias utilizadas na tarefa de
reconhecimento de expressdes faciais.

Todos os pontos que definem o contorno e os elementos faciais das faces A e B séo
marcados. Para cada ponto na face A, existe um correspondente na face B. Os
pontos equivalentes das faces A e B sao sobrepostos e as distancias vetoriais entre

eles sao determinadas como na face C. A imagem D representa uma imagem
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intermediaria de A e B (50%). Desta forma, cada imagem que representa
caracteristicas tipicas de cada emocéo € submetida ao morfismo com uma imagem
neutra, o que gera 1000 imagens intermediarias com acréscimo de 0,001% de uma
para outra. Tais imagens séo transferidas para um software de edi¢cdo de videos
dando assim origem a cada filme que consequentemente sera constituido por 1000
imagens. A primeira imagem apresentada em cada filme € uma imagem neutra (0%)
e a ultima é uma representacgéao tipica da expressao emocional (100%). Cada filme

teve a duragéo de 10 segundos.

Descrigao da Tarefa

Cada suijeito foi submetido a apresentacao de 24 filmes, constituidos por 1000
imagens cada, com duragao de dez segundos. Foram 6 emogdes (alegria, tristeza,
medo, nojo, raiva e surpresa) apresentadas 4 vezes e representadas por 4 atores
diferentes (2 do sexo masculino e 2 do sexo feminino).

A ordem de apresentagdo dos filmes, bem como se o sujeito julgou
primeiramente faces masculinas, ou femininas, foi aleatério.

Os filmes foram apresentados na tela do computador e assim que o
participante foi capaz de reconhecer a emocao que estava se transformando no
filme pbdde parar o avango do video e deu a resposta de qual emocgdo foi
reconhecida. Os dados relacionados ao tempo, intensidade e acuracia no
reconhecimento foram salvos automaticamente no computador.

Para realizagao desta tarefa foi utilizado um computador, os estimulos a serem
apresentados e um monitor fouch screen. A adogado de um monitor fouch screen
nesta tarefa € justificada com o objetivo de reduzir possiveis agentes que
acarretassem uma provavel distragdo durante a tarefa, como a procura de botbes
correspondentes as emogdes reconhecidas, o que geralmente € analisado
posteriormente como tempo que o sujeito levou para reconhecer a emogéo, sendo
esta uma possivel limitagao das tarefas ja adotadas até o momento.

O sujeito foi instruido sobre a forma de realizagcado da tarefa da seguinte forma:

Apos tocar na tela do monitor comecara a apresentacao de filmes de pessoas
representando alguma emogao em sua expressao facial. Vocé devera identificar

essa emocao. Sao possiveis as seguintes respostas: alegria, tristeza, nojo, raiva,
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surpresa e medo. Serdao apresentados dois filmes antes de comecar a tarefa em si
para que vocé possa se adaptar e posteriormente serdo exibidos 24 filmes de
imagens que fardo parte da tarefa. Para conclusdo da tarefa vocé devera emitir 26
respostas. A primeira imagem que aparecera € a face neutra do individuo. Ou seja,
sem esbocar nenhuma emocgdo. Conforme o filme for avangando o individuo
aparecera com um pouco mais de emogao e, assim, gradativamente a imagem se
aproximara da emocao plena. Quando vocé for capaz de identificar a emocao
apresentada, devera tocar com um dedo na tela do monitor, esse ato fara com que o
filme pare de ser apresentado e entdo aparecera uma tela com as seis possiveis
respostas, entdo vocé devera tocar com o dedo na tela do monitor sobre a emocéao
gue vocé reconheceu. Apods tocar sobre a emocao correspondente, a tela do monitor
ficara completamente branca com uma cruz no meio. Para iniciar a apresentacao de
um novo filme toque sobre a tela. Vocé devera repetir esse procedimento até que
apareca uma tela agradecendo sua participagdo. Cada filme tem duragdo de dez
segundos, ndo € necessario esperar o avango de todo o filme, pois a intengao é que
vocé nos diga qual emogao reconheceu no momento exato que a reconheceu. No
entanto, passado o tempo de duracao do filme aparecera uma tela solicitando que
vocé responda qual emocao foi apresentada, vocé devera entdo dar uma resposta
necessariamente. Caso contrario, ndo conseguira avancar na tarefa. Uma
mensagem aparecera informando-lhe quando isso ocorrer. Vocé tera tempo livre

para realizagao da tarefa.

3.5. Protocolo clinico

Os voluntarios chegaram ao laboratério apés o desjejum padronizado pelo
estudo, constituido por leite achocolatado, pao com manteiga e uma macad média.
Inseriu-se uma canula venosa no brago esquerdo, para os destros, ou direito para os
canhotos. Em seguida foi coletada a primeira amostra de sangue e realizadas as
primeiras medidas (Basal).

Apos as medidas basais os voluntarios receberam uma capsula contendo um
dos tratamentos. Através do cateter na veia puncionada, foram coletadas amostras
de sangue aos 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 240 minutos apds ingestao da droga.

Apés coleta de 90 minutos os voluntarios foram submetidos ao teste de simulagéo
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do falar em publico e apds a coleta de 150 minutos, ao teste de reconhecimento de

expressdes faciais (tabela 1). Cada voluntario participou de uma unica sessdo

experimental.

Tabela 1: Protocolo para procedimento experimental

Protocolo para sessao experimental

Tempo
real

Tempo
(min)

-15
0

30
60

90
95

98
100

105
107
113

115
120
130
150

155

180

240

Procedimento Fase
In]plantagao da Basal
canula venosa
Ingestao da droga
ou placebo
Termo de )
consentimento (2) Pre-teste
Instrugdes do teste
SFP
Preparagéo da Fala
(2 min)
Antecipacéao da
fala
Inicio da Fala (2
min)
Interrupgao da Fala Fala
Continuagao da
Fala (2 min)
Concluséo da Fala
Pos Fala (1)
Pos Fala (2)
Reconhecimento
expressoes faciais
Pos face

Amostra
de sangue

1° amostra

2° amostra
3% amostra

4° amostra

5° amostra

6° amostra

7° amostra

8° amostra

Escalas

1° escala

2° escala

3% escala

4° escala

5° escala

6° escala

7° escala
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3.6. Determinacao da concentragao plasmatica do CBD por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas
3.6.1. Preparo das amostras

Adicionou-se a 500 pL de plasma, 50 ul da solucéo do padrdo interno A°THC-
d3, e posteriormente agitou-se em vértex por 30 segundos.

Foram acrescentados 2,5 ml de éter de petréleo em todos os tubos e agitados
em agitador mecanico por 30 minutos, posteriormente centrifugado a 3000 RPM por
5 minutos.

Em seguida, 1 ml foi retirado da fragdo organica e evaporado até a secura sob
fluxo de ar a 37° C, em um concentrador de amostras.

O residuo obtido foi ressuspendido em 50 uL de acetonitrila agitados
vigorosamente em vértex por 30 segundos, 40 uL foram transferidos para o frasco
do amostrador automatico onde foram acrescentados 20 pyl de NO-Bis (trimetilsilil)

trifluoroacetamida (BSTFA) para a derivatizagdo que ocorreu em 45 minutos a 80° C.
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Figura 8: Procedimento de preparo de amostras de voluntarios
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3.6.2. Analise cromatografica

Para a determinacgao das concentracdes plasmaticas do Canabidiol foi utilizado
um cromatografo em fase gasosa acoplada ao detector de massas. O composto foi
separado utilizando uma coluna capilar HP-5MS (5% Fenil-metilpolisiloxano — 30 m x
0,25 mm, filme 0,25 um), Agilent Technologies EUA, e Hélio como gas de arraste no
fluxo de 1,0 ml/min.

A temperatura inicial da coluna foi de 80°C, mantida por 1 minuto, em seguida
aquecida até 250°C na razdo de 30°C/min e ao chegar em 250°C, um aquecimento
mais lento de 10°C/min até 300°C. A temperatura do injetor ficou em 260°C. As
injecdes das amostras foram feitas no modo splitless.

Os padrdes foram secos, derivatizados e injetados Inicialmente no modo Full
scan de detecgao, no qual um grande intervalo de ions € monitorado; neste modo foi
obtido um espectro de massas de cada composto. Apds a obtencado do espectro de
massas de cada analito, foram selecionados os ions mais abundantes para a
utilizacdo do modo SIS (Single lon Selected) de detecgdo. No modo SIS os
cromatogramas apresentam um menor ruido, o que aumenta a razao sinal/ruido,
melhorando as analises quantitativas.

Para a identificagdo dos compostos derivatizados foram monitorados os ions

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 2: ions utilizados na identificagéo e quantificacio dos analitos.

CBD A’THC A’THC-d3

lons de Identificagdo 375,390,391 371,372,386 374, 375, 389

fons de Quantificacdo 390 371 374
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3.7. Determinacao do Canabidiol e Tetraidrocanabinol

3.7.1. Padroes, reagentes e farmacos.

Padrées de A’THC (1 mg/ml) e A°THC-d3 (1 pg/ml) ambos diluidos em
metanol foram adquiridos da empresa Cerilliant, EUA. Padrao de CBD foi adquirido
da empresa THC Pharm, Frankfurt, Alemanha. O agente derivatizante NO-Bis-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) com 1% de trimetilclorosilano (TMC) foi
adquirido da empresa Sigma-Aldrich. Metanol grau HPLC foi adquirido da empresa
J.T. Baker®, EUA; hexano da Mallinckrodt, EUA; éter de petroleo e acetonitrila foram
adquiridos da empresa Merck Darmstadt, Alemanha.

O plasma humano branco (colhido de individuos ndo expostos ao canabidiol e
tetraidrocanabinol) foi doado pelo Banco de Sangue do Hospital Sdo Francisco,

Ribeirdao Preto, Sdo Paulo.

3.7.2. Equipamentos e Acessorios

- Cromatégrafo em fase gasosa CP3800 acoplado a um espectrémetro de
massas modelo Saturn 2000, ambos da empresa Varian, EUA.

- Amostrador automatico CombiPal CTC, Suica.

- Centrifuga Universal 32 Hettich, Alemanha.

- Concentrador de Amostras Caliper LifeScience Turbo Vap LP, EUA.

- Banho seco TE — 021, Tecnal, Brasil.

- Agitador TE — 140, Tecnal, Brasil.

3.7.3. Determinagao analitica do Canabidiol e Tetraidrocanabinol por

cromatografia gasosa em plasma humano

A investigacdo do A°THC foi incluida na metodologia por duas razées:
1) Por se tratar o CBD de uma substancia extraida diretamente da planta, a
possibilidade, ainda que remota, da presenca de residuos de A°THC que poderiam

potencialmente interferir nos resultados clinicos deve ser investigada.
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2) Devido ao fato da maconha ser uma droga bastante difundida entre os
jovens, em particular entre os universitarios, ainda que tenha sido feitas as devidas
recomendagdes aos voluntarios para a ndo utilizagdo da droga antes e durante os
experimentos, caso este consumo ocorra, a presenca do A°THC sera detectada, o

que contribuira para a interpretacdo dos resultados clinicos.

3.7.3.1. Preparo das solugoes utilizadas na determinacao analitica do

canabidiol e tetraidrocanabinol

3.7.3.1.1. Calibradores

Foram preparadas solugdes padrées de A’THC a partir de uma ampola de 1
mL, que foi diluida em metanol originando as seguintes concentragées: 100, 200,
500, 1000, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000 e 10000 ng/ml de metanol.

O CBD foi inicialmente pesado para o preparo de uma solucido estoque de 1
mg/ml de metanol. Foram pesadas 10 mg do sal e estas diluidas em 10 ml de
metanol, a partir dessa solucdo foram feitas solugdes nas concentragdes de 100,
200, 500, 1000, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000 e 10000 ng/mL de

metanol.

3.7.3.1.2. Controles de Qualidade

Foram preparadas também solugbes para o controle de qualidade de niveis
baixo, médio e alto, diluidas a partir das solugbes de 10000 ng/L de metanol, a
concentracdes de 300, 1400 e 3600 ng de CBD e A®THC/mL de metanol.

3.7.3.1.3. Padrao Interno

Para o padrdo interno deuterado uma solugdo de 1000 ng de ASTHC-d3 / mL

de metanol foi preparada a partir de uma ampola de 1 ml (A°THC-d3 1 pg/mL).
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Todas as solugdes de trabalho, (calibradores, controle de qualidade e padrao
interno) foram armazenadas a -10°C, em tubos de vidro cobertos com papel aluminio

com tampa de polietileno, previamente lavados com hexano.

3.8. Analise estatistica

Os escores dos fatores VAMS e IDATE foram submetidos a analise de
variancia de medidas repetidas (ANOVA), analisando-se os fatores fases, grupos e
interagao entre eles.

O desempenho no teste de reconhecimento de expressbes faciais foi
submetido a analise de variancia multivariada (MANOVA).

Utilizou-se o programa SPSS-17 para andlise dos dados e o nivel de
significancia adotado foi p<0,05.

A analise estatistica das variaveis fisiologicas foi feita também através do
programa SPSS-17.

Com base nas concentracbes de CBD obtidas, para cada voluntario foi
construida uma curva de concentragao e calculada sua area no intervalo de tempo
de quatro horas, o que resultou em treze areas para cada grupo. O calculo das
areas é util para verificar e comparar a absorgcéo do farmaco nas duas formulagdes.

Para testar se a absor¢gdo de CBD em p6 e significantemente diferente de zero,
foi efetuado um teste t, monocaudal, ao nivel de significancia de 5%. O mesmo
procedimento foi utilizado para testar se a absorcdo de CBD em Oleo é
significantemente diferente de zero.

Para avaliar se a concentracao plasmatica de CBD em dleo é significantemente
maior que a concentracdo plasmatica de CBD em po, foi utilizado um teste t,
monocaudal de Welch, para comparar as médias das areas ao nivel de significancia
de 5%.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1. Avaliagao da separacao cromatografica dos analitos e identificagao dos

ions de identificagao e quantificagao

Com o objetivo de obter os tempos de retengédo e os espectros de massas
para a definicado dos ions de identificacdo e quantificacdo dos analitos de interesse,
uma mistura padrdo contendo CBD, A°THC e A®THC-d3 foi analisada no modo Full
Scan de detecgado. A Figura 9 apresenta o cromatograma da analise da mistura de

padroes.
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Figura 9 - Cromatograma dos padrdes de CBD (100 ng), ATHC (100 ng) e A°THC-
d3 (50 ng) secos e derivatizados analisados no modo Full Scan.

Pode ser observado que em um tempo curto de analise foi obtida uma 6tima
separagao dos analitos, com picos bem resolvidos, simétricos e afilados. Os tempos
de retengdo obtidos foram CBD (8,65 min) e A°THC/A®THC-d3 (9,25 min). As
Figuras 10, 11, e 12 mostram os cromatogramas e os espectros de massas de cada
analito, enquanto que a Tabela 2 apresenta os ions de identificagdo e quantificacéo

caracteristicos de cada analito apds a fragmentacéo.
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Figura 10 - Cromatograma do padrao e espectro de massas do CBD (100 ng) no
modo Full Scan de deteccgao.
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espectro de massas do A°THC (100 ng) no
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Figura 12 — Cromatograma dos padrdes e espectro de massas do A*’THC-d3 (50 ng)
no modo Full Scan de deteccao.
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Para a identificacdo e quantificacdo dos analitos CBD, A’THC e A°THCd3
foram utilizados os seguintes ions: CBD: 375, (390), 391; A°THC: (371), 372, 386;
A®THCd3: (374), 375, 389, sendo que os ions entre parénteses foram utilizados
como ions de quantificagao.

Antes do inicio da analise, uma aliquota do pool de plasma “branco” foi
analisada para confirmar a auséncia de quaisquer componentes enddgenos ou
exdgenos que poderiam interferir nas analises, caso fossem eluidos nos mesmos
tempos de retengdo dos analitos. A Figura 13 mostra o resultado cromatografico de
uma analise de plasma “branco” realizada no modo SIS de detecgéo.

Pode ser observado que ndo ha a presencga de picos na regido dos tempos de
retencdo dos analitos de interesse CBD, A’THC e A°THC-d3.

Para melhorar a deteccao dos analitos presentes na amostra de plasma em
concentragdes baixas, as anadlises passaram entdo a serem feitas utilizando o modo
SIS de detecgdo. Como podem ser observados na Figura 14, os ruidos sao
diminuidos, aumentando a razao sinal / ruido, sendo que os espectros de massas do
CBD, A’THC e A°THC-d3 apresentam somente os ions mais abundantes
caracteristicos da fragmentagao da substancia.

No cromatograma (Figura 15) pode ser observada a presenga de dois picos

referentes ao CBD e ao A’THC-d3, utilizado como padréo interno para quantificagdo.
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Figura 13 - Resultado cromatografico da analise de uma amostra de plasma
“branco” realizada no modo SIS de deteccéo.
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Figura 14 - Cromatogramas e espectros de massas do CBD, A’THC e A’THCd3/modo SIS de
deteccao.
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Figura 15 - Cromatograma e espectro de massas do CBD referente a andlise de
plasma de voluntario exposto ao CBD.
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4.2. Curva de Calibragao

De acordo com a resolugdo da ANVISA a curva de calibragao foi feita com no
minimo 6 pontos (concentragdes) e com um “n” (numero de replicatas) igual a 3.
Apresentou coeficiente de determinacdo igual a 0,999 e um coeficiente de variagéo
(CV%) inferior a 15%.

4.3. Farmacocinética e efeitos clinicos

Os resultados de nosso estudo abrangeram dados estatisticos
comportamentais de sujeitos saudaveis que se voluntariaram mediante termo de
consentimento previamente apresentado. Prop6s-se um total de 45 sujeitos, dos
quais 39 foram analisados. Além disso, foram coletadas de cada individuo, oito
amostras de sangue, para posterior andlise da concentragédo plasmatica do CBD. A
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas estabeleceu o
comportamento cinético das duas formulacées do CBD, durante o periodo de quatro
horas.

Os graficos 9 e 10 traduzem o perfil farmacocinético do CBD encapsulado em
po e dissolvido em 6leo de milho respectivamente. Os graficos 1, 2, 3, e 4 referem-
se aos resultados obtidos através da aplicagdo da Escala Analdgica de Humor
(VAMS) aos sujeitos, enquanto o grafico 5 demonstra a avaliagdo da ansiedade
mediante aplicagdo da escala de identificagdo de ansiedade trago-estado (IDATE).
Os graficos 6, 7, e 8 demonstram a influéncia do CBD sobre a pressao arterial
sistdlica (PAS), pressao arterial diastdlica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC)
respectivamente. A PAS e PAD foram medidas mediante utilizacgdo de um
esfingnomanémetro de mercurio, enquanto a FC foi avaliada através do pulso
periférico. Através da andlise do plasma de cada sujeito, através de um
cromatografo a gas acoplado ao espectrdmetro de massas, foi possivel estabelecer
o comportamento cinético das duas formulagdes do CBD, durante o periodo de
quatro horas. Os graficos 9 e 10 traduzem o perfil farmacocinético do CBD
encapsulado em po e dissolvido em 6leo de milho respectivamente.

Na Tarefa de Reconhecimento da Expressao Facial (TREF), verificou-se que o

Grupo 1, que ingeriu o po, apresentou intensidade de 93%, comparativamente ao
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Grupo 2, que ingeriu 6leo, cuja intensidade foi de 81%. Nesse teste realizado o grau
de significancia entre o Grupo 1 e 2 foi p<0,05 , mais precisamente p= 0,034.

A anadlise cromatografica foi uma ferramenta determinante para a quantificagéo
da concentracdo plasmatica dos farmacos, demonstrando o comportamento
farmacocinético das duas formulagbes, que revelou um pico plasmatico de
20,70+1,68 ng/ml (Grupo 1) atingido em 2,5 h e de 82,5919,52 ng/mL (Grupo 2), em
2h.

Devido a variagao interindividual na cinética do farmaco, por ser um estudo
clinico, em que os individuos foram escolhidos de forma aleatéria, aplicou-se um
estudo estatistico do céalculo das médias das areas das curvas de concentracoes
plasmaticas dos 13 individuos de cada Grupo, dentro do intervalo de 4 horas apds a
administracdo do CBD. A média das areas dos individuos do Grupo 1, que ingeriu
CBD em p6 foi de 28,21 £2,02, ao passo que a média das areas dos individuos a
que foi administrado CBD em 6leo foi 123,18 £8,61.

O valor obtido para avaliar se a média de CBD em pé absorvida foi igual a
zero resultou em 50,42; maior que o valor tabelado de 1,782; relativo ao nivel de
significancia de 5%, levando ao resultado que a média das areas é significantemente
maior que zero. O valor encontrado para avaliar se a média de CBD em dleo foi igual
a zero foi de 510,62; maior que o valor tabelado 1,782; também relativo ao nivel de
significancia de 5%. Mais uma vez observa-se que a média das areas €
significantemente maior que zero e realmente ocorre absor¢do do farmaco em
ambas as formas farmacéuticas.

O valor do teste t de Welch para verificar se a média da absor¢gdo de CBD em
oleo foi maior que a de po resultou em 38,74; maior que o valor tabelado de 1,77;
relativo ao nivel de significancia de 5%. Sendo assim a absorgdo de CBD dleo é
significantemente maior que a de pé.

Observamos que o Grupo controle (placebo-Grupo 3) apresentou niveis de
desconforto maiores, se comparados aos grupos de tratamento (Grafico 4). Quanto
aos grupos que ingeriram CBD, durante o periodo da fala, referente ao teste de
simulacao de falar em publico, o nivel de desconforto foi maior para aqueles a que
foi administrado capsulas com CBD em p6 (Grupo 1) do que para o Grupo que
ingeriu capsulas com CBD dissolvido em 6leo (Grupo 2) . No entanto, a partir da

fase Pos Fala1, houve uma queda acentuada dos niveis de desconforto do Grupo 1,
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comparativamente ao Grupo 2, para o qual os niveis de desconforto elevaram-se a
partir dessa fase. Para o Grupo 3 os niveis de desconforto cairam, mas néo foram
menores que os dos grupos que receberam o farmaco.

Ao se analisar o Grafico 3, referente ao prejuizo cognitivo, constatamos
claramente, durante o periodo de fala, maior prejuizo no Grupo 3. A partir do pés-
fala1l observamos o decaimento nos niveis de prejuizo cognitivo. Para os sujeitos do
Grupo placebo, esse sintoma foi maior que nos dois outros Grupos, que receberam
CBD. E comparando-os, o Grupo 1 apresentou, durante o periodo da fala, maior
prejuizo cognitivo que o Grupo 2. Mas, a partir do pés-fala1, houve melhora cognitiva
no Grupo 1 enquanto o Grupo 2 apresentou elevagao no prejuizo cognitivo. Esses
resultados ratificam os dados contidos no estudo de Bergamaschi et al., 2010.

Porém, ao analisarmos o Grafico 2, a sedacdo nao ocorreu nos Grupos
tratados com o CBD; demonstramos desta forma que os Grupos que foram tratados
chegaram ao periodo da fala em um estado de maior alerta comparado ao Grupo
que recebeu placebo.

Quanto a ansiedade, Grafico 1, os trés grupos apresentaram comportamento
semelhante, ou seja, niveis elevados durante a fala. Esse dado também é
contraditério se comparado ao resultado obtido no estudo de Bergamaschi et al.,
2010. Mas o nivel de ansiedade no Grupo 2 foi ligeiramente menor na Fala e a partir
da fase Pdés-fala1 houve um decaimento abrupto

A propriedade ansiolitica do CBD também foi avaliada através da aplicagéo
da escala IDATE. Observamos no Grafico 5 que o nivel de ansiedade foi maior nos
Grupos de tratamento. Contrariamente ao que se esperava o grupo placebo
apresentou escores menores de ansiedade.

Diante do obtido pelas escalas VAMS e IDATE, podemos conjecturar a
respeito da metabolizacdo do CBD. Sabe-se que a forma ativa, com propriedade
ansiolitica, € o CBD- levégiro. Caso o farmaco sofra a racemizagao enddégena, da
administragao de capsulas com apenas 150 mg do farmaco, somente 75mg estariam
disponiveis para o controle da ansiedade. Baixas concentragcdes plasmaticas de
CBD podem comprometer a propriedade do farmaco quanto a acao ansiolitica, pois
esta é dose-dependente, o que comprometeria a eficacia terapéutica do

medicamento.
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Além dos resultados das escalas psicologicas, apresentamos ainda as
intensidades fornecidas pela TREF, em que verificamos 93% para o Grupo que
ingeriu CBD em pd6 e 81% para os individuos tratados com CBD dissolvido em 6leo.
Comprovamos através dos Graficos 9 e 10 que a forma farmacéutica em pé foi
absorvida apds 2,5h enquanto que a dissolvida e em 6leo sofreu absor¢cédo em 2h.

Desse modo, os resultados encontrados na TREF mostraram maior
disponibilidade do farmaco no Grupo 2, Grupo de sujeitos tratados com formulagao
em Oleo. Mediante o teste os sujeitos apresentaram maior dominio da ansiedade e,
portanto, levaria menor tempo para o reconhecimento das expressdes faciais. A
intensidade de 81% refletiu neste comportamento que no outro Grupo foi de 93%.

Além da ansiedade, sedagdo, prejuizo cognitivo e desconforto, avaliados
mediante aplicagao da escala VAMS e escala IDATE para detectar ansiedade, foram
monitoradas as variaveis fisiolégicas: PAS, PAD e FC.

Quanto a pressao arterial Sistdlica (PAS), observamos um comportamento
semelhante nos trés grupos. No entanto, os grupos 1 e 2, que receberam
respectivamente CBD em po6 e dleo, apresentaram maiores niveis de PAS durante o
periodo de aplicagdo do TSFP. A terceira variavel fisiolégica, FC, revelou um
comportamento oposto entre os grupos 1 e 2. Do inicio do experimento a fase
antecipatéria houve queda da frequéncia cardiaca no Grupo 2 e elevacdo no Grupo
1. Da fase antecipatéria ao instante do TSFP (fala), a FC do grupo 2 elevou-se,
enquanto o grupo 1 apresentou decaimento da FC. Apds a fala ocorreu o inverso,
elevagao da FC do grupo 1 e decaimento da frequéncia cardiaca do grupo 2.

ApOs a realizagdo da TREF, a FC de ambos os grupos decaiu. O grupo 3
revelou comportamento semelhante ao grupo 1, porém com niveis menores de FC.

Desse modo, torna-se notério que os grupos que se submeteram ao
tratamento com CBD (em p6 e em 6leo) apresentaram, embora nao estatisticamente
significativos, niveis superiores de PAS, PAD e FC. Portanto, uma provavel
explicagdo que dé suporte a esses resultados seja a influéncia do CBD sobre o
sistema dopaminérgico. Segundo, Murillo-Rodriguez et al., 2006 , através de
injecao intracérebroventricular em ratos, analisaram-se os efeitos do CBD sobre os
niveis extracelulares de dopamina (DA) no nucleo acumbens. O CBD foi capaz de
aumentar a liberacdo de DA, e o aumento foi verificado por meio de coleta de

amostras do fluido cérebro espinhal, que posteriormente foi analisado em HPLC. O
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CBD induziu elevagdo de DA uma hora apds injecao e esse efeito perdurou na
segunda hora. Foram encontrados altos niveis de DA no nucleo acumbens, quatro
horas apds a inje¢cdo. PropOs-se que o CBD fosse capaz de se ligar ao receptor
valinoide, receptor relacionado em modular o influxo de ions célcio. Esse pode ser
um provavel mecanismo para induzir a liberagdo de DA (MURILLO-RODRIGUEZ et
al., 2006). Através da perfusdo do CBD no hipotalamo lateral, também em ratos,
cujas ramificagdes atingem o nucleo acumbens, verificou-se aumento de DA no
nucleo acumbens em amostras de microdidlise dessa regido. Amostras de 10pl
foram coletadas a partir de 20 minutos do inicio de cada hora e isso continuou nas
proximas quatro horas apds a perfusao do de CBD. Observou-se que o CBD induziu
mudancgas no conteudo de DA dentro de um periodo de quatro horas. Quando o
CBD foi injetado no hipotalamo lateral, foi observado um aumento significante de DA
durante uma hora. Notou-se que o efeito da DA é dose dependente. O declinio de
DA iniciou-se a partir da terceira hora apds infusdo do composto. Sendo assim foi
encontrado que a perfusdo de CBD diretamente no hipotalamo lateral aumentou o
nivel extracelular de DA no nucleo acumbens (MURILLO-RODRIGUEZ et al., 2011).
Foi verificado também que o estado de sedagao nos individuos tratados com CBD
foi menor que o encontrado nos sujeitos que receberam placebo. O respaldo para
esse achado pode ser a interacdo que o CBD estabelece com o sistema
dopaminérgico, ao elevar os niveis de DA. E a maior quantidade de DA ativa o
estado de vigilia dos neurdnios do hipotalamo e nucleo dorsal da rafe (MURILLO-
RODRIGUEZ et al., 2006). Nesse mesmo estudo foi encontrada uma maior
expressao do gene c-FOS em area cerebrais relacionadas ao estado de vigilia
(hipotalamo e nucleo dorsal da rafe). Esses dados fornecidos pela literatura
corroboram com os resultados obtidos no presente estudo. Como ha relagao entre o
CBD e sistema dopaminérgico, € relevante que se faga uma anadlise dos efeitos da
DA sobre a pressao arterial sistémica e frequéncia cardiaca, uma vez que 0s grupos
que receberam CBD apresentaram niveis maiores. Em concentrag¢des ligeiramente
mais altas, a DA exerce efeito inotrépico positivo sobre o miocardio, atuando sobre
os receptores Bi-adrenérgicos. A DA aumenta habitualmente a pressao arterial
sistolica, enquanto produz ligeira elevacdo na pressao arterial diastolica. Em altas
concentragbes, ativa receptores a; vasculares resultando em vasoconstricao

generalizada. Isso demonstrou que o efeito da DA sobre a pressao arterial sistémica
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e frequéncia cardiaca € dose dependente. Assim a infusdo de baixas doses de DA
provoca queda da pressao arterial, através do bloqueio da descarga simpatica em
nivel pré-sinaptico; doses intermediarias ocasionam elevagdo da frequéncia e
contratilidade cardiacas; e altas doses levam a vasoconstricdo e hipertensao arterial,
por ativacdo dos receptores as.adrenérgicos (ALESSI A., 2003). Porém ressaltamos
que este aumento encontrado na pressao arterial e frequéncia cardiaca foram em
relacao ao Grupo placebo, porém em nenhum momento a PAS /PAD e a FC foram
maiores que 125/85 mm de Hg e 75 batimentos cardiacos por minuto,
respectivamente.

A coleta de sangue basal foi importante, pois assim constatamos que nenhum
canabindide foi encontrado nos individuos participantes do estudo.

No instante 1h o CBD em pd ja pode ser detectado e o valor médio das
concentragdes dos sujeitos foi 2,37ng/mL +0,90; 1,5h apds ingestao o valor médio foi
4,47ng/mL £1,21; 2h apéds, a concentragdo média € de 11,21ng/mL +2,13.

Verificamos que em 2,5h foi atingido o pico plasmatico, cujo valor médio foi de
20,70ng/mL £1,68. A partir desse instante, o valor médio das concentragdes comecga
a regredir. No instante 3h tem-se um valor de 9,20ng/mL £1,02, e uma hora apés a
sétima coleta a concentragao média é 3,85ng/mL £0,53.

A formulagcdo em que o CBD se apresenta dissolvido em 6leo de milho revelou
comportamento cinético semelhante a curva cinética da forma farmacéutica em que
o CBD esta encapsulado em p6. Contudo, o pico plasmatico foi atingido em um
menor intervalo de tempo.

Assim como o grupo de sujeitos submetidos ao tratamento com CBD em po, a
canula venosa foi implantada quinze minutos antes da ingestao do farmaco, e logo
em seguida coletou-se a primeira amostra para dosagem (tomada de medidas
basais). No instante zero, administrou-se a capsula contendo CBD dissolvido em
oleo de milho e 0,5h depois se realizou a segunda coleta. Decorrido  uma hora
apos ingestao da capsula, ja foi possivel quantificar o CBD no plasma, e o valor
médio das concentragcdes dos sujeitos foi 14,58ng/mL +0,85. No instante 1,5h as
concentragbes plasmaticas elevaram-se, e o valor médio das concentragbes foi
40,25ng/mL +1,60.

Diferentemente do CBD em p0, o pico plasmatico da formulagcdo com CBD em

6leo de milho é atingido em duas horas, com um valor médio de 82,59ng/mL +9,52.
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Logo em seguida inicia-se o decaimento das concentra¢des, de modo que 2,5h apos
ingestao da capsula tem-se um valor médio de 45,04ng/mL 14,30; 3h apos ingestao
a concentragdo média é de 34,58ng/mL +9,52. E uma hora apds a sétima coleta
tem-se uma concentracdo média de 11,99ng/mL +1,49.

Desse modo, diante das concentracbées médias obtidas e principalmente e do
valor encontrado no teste t de Welch (38,74), que demonstram uma maior absorg¢ao
de canabidiol dissolvido em odleo, pode-se atribuir essa maior absorcido a
lipossolubilidade do farmaco associado ao veiculo (6leo de milho) também
lipossoluvel.

Sabe-se que a membrana plasmatica das células € constituida
predominantemente por fosfolipidios, o que corrobora para uma maior
permeabilizacdo do farmaco lipofilico associado ao veiculo de mesmo carater fisico-
quimico. Esse veiculo pode facilitar a condugédo do farmaco para o meio intracelular,
uma vez que se difunde através da membrana plasmatica (ambos de mesmo
carater), o que reduz o tempo de absorcédo, intensifica a quantidade absorvida e

aumenta os niveis plasmaticos.
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Grafico1: Efeito do canabidiol (6leo e pd) e do placebo na ansiedade subjetiva
avaliada pela escala analogica de humor em voluntarios sadios submetidos ao teste
de simulagao de falar em publico. A escala foi aplicada em diferentes fases durante
a sessao experimental. Fases: 1-Basal; 2-Pré-teste; 3-fala; 4-Pds fala1; 5-Pds fala2.
A curva 1 refere-se aos 13 individuos que ingeriram canabidiol (CBD) em pé; a curva
2 aos 13 a que foi administrado CBD em 6leo e a curva 3 indica o resultado de 13
individuos que ingeriram placebo. Os dados estatisticos revelam os seguintes
resultados: Fases (f4, 168= 9,87; p<0,001); Interacao (fs, 16s= 0,58; p= 0,79) e Grupo
(fz, 42= 0,036; p= 0,96).
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ESCALA ANALOGICA DE HUMOR-SEDAGAO
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Grafico2: Efeito do canabidiol (6leo e pd) e do placebo na sedagdo avaliada pela
escala analogica de humor em voluntarios sadios submetidos ao teste de simulagao
de falar em publico. A escala foi aplicada em diferentes fases durante a sessao
experimental. Fases: 1-Basal; 2-Pré-teste; 3-fala; 4-Pés fala1; 5-Pés fala2. A curva 1
refere-se aos 13 individuos que ingeriram canabidiol (CBD) em p6; a curva 2 aos 13
a que foi administrado CBD em 6leo e a curva 3 indica o resultado de 13 individuos
que ingeriram placebo. Os dados estatisticos revelam os seguintes resultados:
Fases (f4, 16s= 9,34; p<0,001); Interacao (fs, 16s= 0,89; p= 0,52) e Grupo (fz, 4= 2,34,
p=0,109).
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ESCALA ANALOGICA DE HUMOR-PREJUIZO COGNITIVO
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Grafico3: Efeito do canabidiol (6leo e pd) e do placebo no prejuizo cognitivo
avaliado pela escala analogica de humor em voluntarios sadios submetidos ao teste
de simulagao de falar em publico. A escala foi aplicada em diferentes fases durante
a sessao experimental. Fases: 1-Basal; 2-Pré-teste; 3-fala; 4-Pds fala1; 5-Pds fala2.
A curva 1 refere-se aos 13 individuos que ingeriram canabidiol (CBD) em p6; a curva
2 aos 13 a que foi administrado CBD em déleo e a curva 3 indica o resultado de 13
individuos que ingeriram placebo. Os dados estatisticos revelam os seguintes
resultados: Fases (fs, 16s= 0,367; p=0,832); interacao (fs 16s= 1,52; p= 0,154) e grupo
(f2, 42= 0,345; p=0,710).
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Grafico4: Efeito do canabidiol (6leo e pd) e do placebo no prejuizo no desconforto
avaliado pela escala analogica de humor em voluntarios sadios submetidos ao teste
de simulagao de falar em publico. A escala foi aplicada em diferentes fases durante
a sessao experimental. Fases: 1-Basal; 2-Pré-teste; 3-fala; 4-Pés fala1; 5-Pds fala2.
A curva 1 refere-se aos 13 individuos que ingeriram canabidiol (CBD) em p6; a curva
2 aos 13 a que foi administrado CBD em 6leo e a curva 3 indica o resultado de 13
individuos que ingeriram placebo. Os dados estatisticos revelam os seguintes
resultados: Fases (f4, 168= 0,473; p=0,755); Interacao (fs 16s= 1,19; p= 0,310) e Grupo
(fz, 42= 1,69; p= 0,197)
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Graficob: Efeito do canabidiol (6leo e pd) e do placebo na ansiedade avaliada pela
escala de identificagdo de ansiedade trago-estado em voluntarios sadios submetidos
ao teste de simulagéo de falar em publico. A escala foi aplicada em diferentes fases
durante a sessao experimental. Fases: 1-Basal; 2-Pré-teste; 3-fala; 4-Pds fala1; 5-
Pos fala2; 6-extensdo do Pés fala2. A curva 1 refere-se aos 13 individuos que
ingeriram canabidiol (CBD) em po; a curva 2 aos 13 a que foi administrado CBD em
Oleo e a curva 3 indica o resultado de 13 individuos que ingeriram placebo. Os

dados estatisticos revelam os seguintes resultados:

Fases (f5 200~

p=0,000);Interagao (f1o, 200= 0,824; p= 0,606) e Grupo (f2, 40= 1,21; p= 0,309).

13,742;
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PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA
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Grafico6: Efeito do canabidiol (6leo e pd) e do placebo na PAS medida com um
esfingnomanémetro de mercurio em voluntarios sadios submetidos ao teste de
simulagao de falar em publico. A escala foi aplicada em diferentes fases durante a
sessao experimental. Fases: 1-Basal; 2-Pré-teste; 3-Antecipatéria; 4-Fala; 5-Pos
fala1; 6-Pds fala2; 7-Face. A curva 1 refere-se aos 13 individuos que ingeriram
canabidiol (CBD) em po; a curva 2 aos 13 a que foi administrado CBD em éleo e a
curva 3 indica o resultado de 13 individuos que ingeriram placebo. Os dados
estatisticos revelam os seguintes resultados: Fases (fs, 240= 8,492; p=0,000);
Interagao (f12, 240= 0,732; p= 0,720) e Grupo (f2, 40= 1,84; p=0,172).
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Grafico7: Efeito do canabidiol (6leo e pd) e do placebo na PAD medida com um
esfingnomanémetro de mercurio em voluntarios sadios submetidos ao teste de
simulagao de falar em publico. A escala foi aplicada em diferentes fases durante a
sessao experimental. Fases: 1-Basal; 2-Pré-teste; 3-Antecipatéria; 4-Fala; 5-Pods
fala1; 6-Pds fala2; 7-Face. A curva 1 refere-se aos 13 individuos que ingeriram
canabidiol (CBD) em p0; a curva 2 aos 13 a que foi administrado CBD em éleo e a
curva 3 indica o resultado de 13 individuos que ingeriram placebo. Os dados
estatisticos revelam os seguintes resultados: Fases (fs, 240= 2,732; p=0,014);
Interagao (f12, 240= 1,070; p= 0,387) e Grupo (f2 40= 1,54; p= 0,226)
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FREQUENCIA CARDIACA
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Grafico8: Efeito do canabidiol (6leo e pd) e do placebo na FC avaliada pelo pulso
periférico em voluntarios sadios submetidos ao teste de simulacdo de falar em
publico. A escala foi aplicada em diferentes fases durante a sessdo experimental.
Fases: 1-Basal; 2-Pré-teste; 3-Antecipatoria; 4-Fala; 5-Pos fala1; 6-Pés fala2. A
curva 1 refere-se aos 13 individuos que ingeriram canabidiol (CBD) em po6; a curva 2
aos 13 a que foi administrado CBD em 6leo e a curva 3 indica o resultado de 13
individuos que ingeriram placebo. Os dados estatisticos revelam os seguintes
resultados: Fases (fs 200= 1,785; p=0,118); Interacao (fio, 200= 1,064; p= 0,392) e
Grupo (f2, 40= 1,352; p= 0,270).
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FARMACOCINETICA DO CBD ENCAPSULADO EM PO
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Grafico9: Comportamento farmacocinético do CBD em pdé. O grafico representa a
variacao das médias das concentragdes de cada sujeito em fungao do tempo A cada
ponto da média esta associado um desvio padrao, representado por uma barra
vertical sobre o ponto da média das concentragbes. O tamanho de cada barra é
proporcional ao maior ou menor desvio das concentragées em torno da média. Cada
amostra foi coletada em intervalos de 0,5h. Entre a sétima e a oitava houve um
espagamento de uma hora
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FARMACOCINETICA DO CBD ENCAPSULADO DISSOLVIDO EM OLEO DE
MILHO
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Grafico10: Comportamento farmacocinético do CBD encapsulado dissolvido em
oleo de milho. O grafico representa a variagcdo das médias das concentragbes de
cada sujeito em funcao do tempo A cada ponto da média esta associado um desvio
padréo, representado por uma barra vertical sobre o ponto da média das
concentragbes. O tamanho de cada barra € proporcional ao maior ou menor desvio
das concentragdes em torno da média. Cada amostra foi coletada em intervalos de
0,5h. Entre a sétima e a oitava houve um espacamento de uma hora
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5. CONCLUSAO

Concluimos que o trabalho contribuiu de forma efetiva quanto ao estudo
dose/dependéncia no efeito ansiolitico do Canabidiol e na padronizacdo da
formulagao farmacéutica para a administragdo do Canabidiol por via oral.

A formulacdo farmacéutica do CBD dissolvido em 6leo de milho apresentou
maior absorcao que a formulagdo na forma de po, quando administradas através de
capsulas e ingeridas por via oral. Esta absor¢cdo foi ratificada através da
concentracdo plasmatica do Canabidiol no tempo zero e apds a administracéo do
farmaco nos tempos: 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 e 4,0h.

A metodologia utilizada para a avaliagdo deste parametro foi a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. O Canabidiol na dose de 150mg, nao
apresentou efeito ansiolitico, quando se aplicou os testes ansiogénicos: Teste de
simulagao em falar em publico (TSFP); Reconhecimento de Expressdes Faciais
(REF) e as medidas psicoldgicas: Escala Analogica de Humor (VAMS); Escalada
Identificagdo da Ansiedade Trago Estado (IDATE).

Em relacdo a influéncia do CBD na dose de 150 mg sobre medidas
fisiologicas: Pressédo arterial sistdlica e diastdlica e frequéncia cardiaca, os
resultados ndo foram clinicamente significativos , tanto a presséo arterial quanto a

frequéncia cardiaca se mantiveram dentro dos valores de referéncia.
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Anexo A. Aprovacdo do comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirao Preto.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Of. CEP/FCERP n°. 086/2012
kms

Ribeirdo Preto, 20 de dezembro de 2012.

Ao Pés-graduando

Luiz Carlos Pereira Junior

Orientadora: Prof®. Dr?. Regina Helena Costa Queiroz
FCFRP/USP

Prezado Pés-graduando,

Informamos que foi aprovado ad referendum do Comité de Etica em
Pesquisa da FCFRP/USP em sua 20 de dezembro de 2012, o projeto de pesquisa
intitulado “AVALIACAO DA ADMINISTRACAO ORAL DO CANABIDIOL EM VOLUNTARIOS
SADIOS”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n°.
290.

Informamos que conforme Carta Circular 003/2011 da CONEP
(Comissao Nacional de Etica em Pesquisa), o sujeito de pesquisa ou seu
representante, quando for o caso e também o pesquisador responsavel deverdo
rubricar todas as paginas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE,
apondo sua assinatura na tltima pagina do referido Termo. Ainda, de acordo com a
Resolugio 196/96, item IV.2, letra d, “o TCLE devera ser elaborado em duas vias,
sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou por seu representante legal e uma

arquivada pelo pesquisador”.

Em atendimento a Resolugdo 196/96, lembramos que devera ser
encaminhado ao CEP o relatério final da pesquisa em formulario proprio deste

Comité, bem como comunicada qualquer alteracdo, intercorréncia ou interrupcéo do

mesmo, tais como eventos adversos e eventuais modificagdes no protocolo ou nos
membros da equipe.
Atenciosamente,

PROF2. DR?. MARIA REGINA TORQUETI
Coordenadora do CEP/FCFRP

Avenida do Cafeé S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeiréo Preto - SP
Comité de Etica em Pesquisa - cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3602-4213 ou 3602-4216 - Fax: (16) 3602-4892
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Anexo B. Aprovacdo do comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.

‘ fl | o=
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA

X i B B
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO  g,o0 (28

RIBEIRAO PRETO

Ribeirdo Preto, 04 de janeiro de 2013

.

Projeto de pesquisa: “Avaliagdo da Administragdo Oral do Canabidiol em Voluntérios
Sadios”

Pesquisadora responsavel: Luiz Carlos Pereira Junior e Profa. Dra. Regina Helena
Costa Queiroz

Institui¢io Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP

“O CEP do HC e da FMRP-USP concorda com o parecer ético emitido pelo CEP da
Instituigio Proponente, que cumpre as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a
Resolugdo CNS 196/96. Diante disso, o HCFMRP-USP, como instituigdo co-
participante do referido projeto de pesquisa, estd ciente de suas co-responsabilidades e
de seu compromisso no resguardo da seguranca e bem-estar dos sujeitos desta pesquisa,

dispondo de infra-estrutura necessdria para a garantia de tal seguranga e bem-estar.

Ciente e de acordo:

(\ 0070 lpunese. ' ﬁﬂ/{//éf '

Dr* Marcia Guimarges Villanova Prof. Dr. José Alexandfe de Souza Crippa

Coordenadora do Comité de Etica Coordenador Técpigd Cientifico da Unidade
em Pesquisa - HCFMRP-USP de Pesquisa Cli — HCFMRP-USP

Campus Universitario — Monte Alegre Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP

14048-900 Ribeirdo Preto  SP FWA-00002733; IRB-00002186 ¢ Registro

SISNEP/CONEP n° 4

(016) 3602-2228

cep@hcrp.usp.br

www.hcrp.usp.br
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Anexo C. Termo de Consentimento Livre e esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar de um estudo clinico conduzido
por Luiz Carlos Pereira Junior, Dra. Regina Helena Costa Queiroz e Dr. Antdnio
Waldo Zuardi intitulado “Avaliagdo da Administragdo Oral do Canabidiol em
Voluntarios Sadios”.

Antes de decidir se quer participar, € importante que vocé entenda a razao
deste estudo, e os possiveis beneficios, riscos e desconforto.

Por favor, leia atentamente as informacdes deste folheto e, em caso de
duvidas, o médico Dr. Anténio Waldo Zuardi do Departamento de Neurociéncias e
Ciéncias do Comportamento do Hospital das Clinicas da Faculdade de medicina de
Ribeirdo Preto, estara pronto a respondé-las.

Os objetivos deste estudo séo avaliar as diferengas de absorgédo entre as
duas formulag¢des do canabidiol (capsulas com o canabidiol em p6 e capsulas com o
farmaco dissolvido em 6leo de milho). Serao utilizadas capsulas com amido de milho
(placebo). O canabidiol é uma substancia extraida da maconha e ndo apresenta
efeitos psicoativos, isto €, ansiedade, sedacdo, aumento de batimento cardiaco,
boca seca e fome, além de ndo causar tolerancia e nem dependéncia quimica.

Vocé devera comparecer ao laboratério apos o desjejum, realizado em sua
residéncia, seguindo orientagbes padrao de alimentacdo: copo de leite, pdo com
manteiga e uma fruta. Vinte e quatro horas antes do experimento vocé nédo devera
ingerir compostos cafeinados (café, coca-cola, cha mate e bebidas energéticas) nem
bebidas alcodlicas.

Ao chegar ao laboratério um profissional treinado e habilitado colocara em
seu bracgo direito uma céanula venosa que Ihe causara o minimo de desconforto
fisico. Logo em seguida sera coletada a primeira amostra de sangue (4 ml) e sera
pedido para que responda as escalas psicolégicas. Depois disso fara ingestao de
uma das 3 capsulas (canabidiol em po, dissolvido em 6leo ou capsula de amido de
milho). Posteriormente, serao feitas sete coletas, de 4 ml cada, e seréo aplicadas as
escalas psicologicas para avaliagdo do nivel de ansiedade. Na metade do estudo
vocé sera submetido ao teste de simulagcdo de falar em publico, quando sera
solicitado que elabore um discurso sobre o sistema de transporte publico em sua
cidade. Vocé falara em frente a uma tela de TV, vendo sua prépria imagem, € isso
sera gravado para analise por psicélogos. Ao final do experimento, que durara
quatro horas, havera a tarefa de reconhecimento de expressdes faciais, que consiste
basicamente no reconhecimento de emogdes expressas em faces humanas (alegria,
tristeza, medo, nojo, raiva e surpresa), que aparecerao em uma tela de computador.

Sua participagao no estudo é voluntaria, sem gratificagcdes, e vocé podera
desistir em qualquer momento, e isso causara prejuizos em sua relagdo com o
pesquisador e nem com a institui¢ao.

Todas as informagdes obtidas serdo sigilosas e sera assegurado o sigilo
quanto a sua participacao. Os resultados deste estudo serdo publicados em revistas
meédicas nacionais e internacionais, mas sua identidade sera preservada.

Os riscos deste estudo estdo relacionados apenas com 0O acesso venoso.
Existe o risco de perder o acesso e ter que puncionar outra veia, assim como
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também existe o risco do desenvolvimento de flebite (inflamacdo da veia). O
canabidiol ja foi testado em animais e em seres humanos, e ndo foram
demonstrados efeitos colaterais.

Eu li e entendi toda a informacdo que me foi fornecida sobre minha
participacdo no presente estudo e tive a oportunidade de discutir e tirar duvidas.
Todas as minhas perguntas foram respondidas satisfatoriamente e concordo
voluntariamente em participar do presente estudo. Entendo que receberei uma copia
deste “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” assinado.

Autorizo a divulgagdo dos resultados dos estudos em revistas médicas
nacionais ou internacionais. Entendi que todos os resultados serao analisados
de maneira confidencial.

Eu,

portadordo RGn° , declaro que, apds convenientemente
esclarecido(a) pelo pesquisador(a) e ter compreendido o que me foi explicado,
concordo em participar da pesquisa, por livre e espontanea vontade.

Ribeirdao Preto, de de 2012

Assinatura do participante

Luiz Carlos Pereira Junior — Pesquisador responsavel

OBS: Para outros esclarecimentos ou em caso de desisténcia, favor entrar em
contato com:
- Dr. Antbnio Waldo Zuardi - (16) 3602-2835 ou (16) 9199-2997
-> Luiz Carlos Pereira Junior - (16) 3602-4259
Avenida do Café, s/n, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Numero de telefone nao comercial do pesquisador responsavel-(16) 8171-3282



