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Acordo de Cooperagao

Pesquisa para Servigos de Pesquisa/Financiamento

Entre a Piauhy Labs (PL, Portugal) e a Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN)

Data: 24 de agosto de 2021

Documentos adicionais

Carta de Apresentagao (documento PDF), Resumo da Pesquisa (Anexo 1), Protocolo de
Pesquisa (Anexo IlI)

Informagoes/Detalhes Adicionais

Definigoes:

PL: Piauhy Labs Portugal Ltd

Colaborador: Claudio Queiroz (coordenador do Acordo, ICe-UFRN)
Colaboradores Terceiros: Igor Sales, Sidarta Ribeiro, Antonio Jhones Rocha

Contato do Colaborador: Instituto do Cérebro, Av. Salgado Filho, 3000, 59076-550, Campus
UFRN, Natal, RN, Brasil.

Pesquisa / Servigos, Obrigagoes do Colaborador: Contribuicdo intelectual para a
concepgao, diregdo, redacao e divulgacao da pesquisa; Desenvolvimento do protocolo de
pesquisa; Realizagdo de experimentos bioquimicos, comportamentais e eletrofisiologicos;
Analise dos resultados e confeccao de relatorios cientificos; Participagcao presencial ou por
skype em reunides estratégicas trimestrais.

Obrigacoes da PL: Contribuigdo intelectual para a concepg¢ao, dire¢do, redagao e divulgagao
da pesquisa; Informagdes precisas e oportunas, quando razoavelmente solicitadas; Recursos
financeiros para pesquisa no total de EUR36.415,00 (trinta e seis mil, quatrocentos e quinze
euros); Participagao presencial ou por skype em reunides estratégicas trimestrais.

Data de Inicio: Julho de 2021
Data de Conclusao: Junho de 2022
Financiamento: EUR 36.415,00

Endereco de Fatura: Instituto do Cérebro, Av Salgado Filho, 3000, 59076-550, Campus
UFRN, Natal, RN, Brasil.
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1) Definigdo dos termos

a) As definigdes PL, Colaborador, Colaboradores Terceiros, Contato do Colaborador,
Pesquisa / Servigos, Obrigagoes do Colaborador, Obrigagdes da PL, Data de Inicio, Data
de Concluséo, Financiamento e Endereco de Fatura terdo os significados definidos acima.

b) Acordo significa o contrato formado pela aceitacédo do Cliente deste acordo nos termos
estabelecidos e mencionados nesta pagina e no verso.

c) Propriedade Intelectual (Pl) Preexistente significa todo know-how técnico e informagbes
conhecidas por qualquer uma das Partes na data deste Acordo, juntamente com todos os
direitos de propriedade intelectual pertencentes ou licenciados para as Partes na data deste
Acordo, todo know-how técnico e informacdes e direitos de propriedade intelectual
pertencentes a ou licenciados para as Partes que ndo sejam Propriedade Intelectual Nova.

d) Informacgao Confidencial significa informagao fornecida direta ou indiretamente por uma
Parte na forma oral ou documental ou por qualquer outra forma tangivel, na ou ap6s a data
deste Acordo, que, em cada caso, no momento do fornecimento, € marcada ou designada para
mostrar expressamente ou por implicacdo necessaria que é transmitida em sigilo; e qualquer
copia do anterior. Para que ndo haja duvidas, o conteudo deste projeto e qualquer resultado
dos Servicos serao tratados como Informagdes Confidenciais.

e) Evento de Forga Maior significa qualquer causa fora do nosso respectivo controle razoavel
(conforme o contexto exija), por exemplo, entre outros, agéo de greve, disturbio civil, incéndio
ou inundagao.

f) Propriedade Intelectual Nova significa todas as informagdes, know-how, resultados,
projetos/designs, invengdes e outros assuntos susceptiveis de serem objeto de direitos de
propriedade intelectual que sejam concebidos, primeiro reduzidos a pratica ou a escrita ou
desenvolvidos, no todo ou em parte substancial, no curso da entrega da Pesquisa.

g) Partes significa a PL e os Colaboradores e 'Parte’ significa qualquer um deles.

2) Duragao e Condigoes de Rescisao

a) Este Acordo tera inicio na data de inicio e o Colaborador envidara esforgos razoaveis para
concluir o trabalho até a Data de Conclusdo ou outra data que venha a ser acordada pelas
Partes. No entanto, o tempo para a conclus&o da Pesquisa, de acordo com o cronograma, nao
€ uma condicdo fundamental do Acordo, a menos que e até onde seja acordado
diferentemente neste Acordo. Se o Colaborador estiver atrasado ou impedido de cumprir sua
parte neste Acordo por motivos além de seu controle razoavel, a PL n&o responsabilizara o
Colaborador por essa situacdo. O mesmo se aplica na situagao contraria, se a PL enfrentar
circunstancias além de seu controle razoavel.
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b) Quando a Pesquisa indica o envolvimento ou uso de pessoal ou instalagdes especificas que
o0 Colaborador deve fornecer, o Colaborador envidara esfor¢cos razoaveis para fornecer ou
adquirir os mesmos, mas reserva-se o direito de substituir pessoal ou instalagdes alternativas
razoavelmente equivalentes se elas se tornarem indisponiveis por qualquer razdo. O
Colaborador normalmente envidara esforcos razoaveis para notificar o Cliente com
antecedéncia, sempre que possivel, a respeito de qualquer mudancga significativa de pessoal
ou instalagées.

¢) Qualquer uma das Partes pode rescindir imediatamente o presente Acordo se a outra Parte;

i. Cometer uma violagdo material/significativa dos termos ou condi¢cbes deste Acordo e, em
caso de uma violagédo passivel de reparagdo no prazo de 30 dias, ndo corrigir a violagao no
prazo de 30 dias apds notificagdo especificando a violagao e exigindo que seja corrigida; ou

ii. Combinar ou fizer acordos com seus credores ou entrar em liquidagéo (voluntaria ou de outra
forma), para outros fins que ndo uma reconstrugao de boa-fé ou para fins da nomeagao de um
administrador judicial em relagao a totalidade ou parte de seus negdcios ou ativos/bens ou se
ocorrer algum evento semelhante ou analogo.

d) A PL pode rescindir este acordo apos cada etapa, conforme estipulado no Ponto-Chave 7,
se na opiniao razoavel da PL, ndo houver valor em continuar realizando os Servigos.

e) Na rescisao deste Acordo, a PL pagara ao Colaborador:

I. Qualquer pagamento que era devido ao Colaborador antes da data de rescisdo, mas que nao
foi pago antes da resciséo, e

ii. Uma proporcéo do proximo pagamento (se houver) que estiver vencendo apos a data de
rescisao que reflita os gastos reais do Colaborador em Pesquisa antes da data de resciséo e
quaisquer compromissos nao cancelaveis firmados pelo Colaborador.

iii. Na rescisdo deste Acordo, se este Acordo estabelecer que o Colaborador preparara um
relatorio, este sera fornecido a PL e entdo a proxima/ultima parcela sera paga.

f) Se o projeto estiver em risco devido a quebra de comunicagéo entre o Colaborador e a PL,
ambas as partes entrardo em um processo de mediacdo mutuamente acordado antes de
rescindir o contrato.
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3) Controle de Mudancas e pesquisa de acompanhamento

a) Mudancgas no escopo da Pesquisa requerem a aprovagao expressa por escrito da PL e a PL
reserva-se o direito de ajustar o valor ou a base da cobranga causada por essas mudangas
propostas a critério exclusivo da PL. O colaborador indicara com antecedéncia (pelo menos 1
més antes do vencimento da etapa) a respeito de qualquer alteragdo proposta no escopo (por
exemplo, testes adicionais, prorroga¢cdes do estudo, mudangcas no prazo de
entregas/resultados/etapas). Essa indicagdo deve incluir uma avaliagao financeira do impacto
dessas mudancas.

b) Nenhuma variacdo, alteracdo ou acréscimo aos termos deste Acordo pode ser feita ou
acordada a menos que seja por escrito e assinada por um representante autorizado das Partes
envolvidas.

¢) Qualquer pesquisa de acompanhamento, baseada em programa de pesquisa original
PL/colaborador permanece parte do programa PL/colaborador

4) Financiamento e Pagamento
Todas as somas devidas no ambito deste Acordo:

a) Excluem o Imposto sobre o Valor Agregado e quaisquer outros impostos ou despesas gerais
sobre vendas aplicaveis. A PL sera responsavel pelo pagamento do IVA (se aplicavel).

b) O pagamento inicial sera pago na(s) data(s) de vencimento pela PL ao Colaborador,
conforme especificado no verso, ou ndo mais do que 30 dias apds o recebimento da fatura do
Colaborador e etapalrelatério trimestral, a menos que e na medida em que tenhamos
expressamente acordado diferentemente.

c) As demais parcelas serdao pagas nas etapas previstas no Protocolo, desde que o
colaborador atenda as condigdes estabelecidas. A PL reserva-se o direito de reter o
pagamento de quaisquer outras parcelas até que as condigdes tenham sido satisfeitas.

5) Informagao Confidencial

a) Fica acordado que durante o Acordo e por cinco anos apés o término do Acordo, a PL e o
Colaborador manteréo, cada um deles, em segredo as Informacgdes Confidenciais da outra
Parte que possam vir a ser conhecidas por essa Parte a partir da outra Parte, a menos que as
informacdes relevantes sejam de conhecimento publico ou ja conhecidas por essa Parte no
momento da divulgacdo ou posteriormente se tornem de conhecimento publico por raz&do ndo
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relacionada a uma violagdo do Acordo ou posteriormente entrem legalmente na posse dessa
Parte a partir de um terceiro.

b) Na medida do necessario, mas apenas para realizar a Pesquisa, cada Parte pode divulgar
as Informacdes Confidenciais da outra para aqueles individuos de seu pessoal, conforme seja
razoavelmente necessario, desde que antes dessa divulgacao ocorrer, cada Parte garanta que
os destinatarios estejam sob obrigacbes de manter o mesmo sigilo e apenas para usa-las para
realizar a Pesquisa e devera, em todos os momentos, garantir o cumprimento dessas
obrigacdes por parte dessas pessoas.

6) Direitos de Propriedade Intelectual

a) A PL esta colaborando com o Colaborador e Colaboradores Terceiros na mesma area de
pesquisa. Se for gerada Propriedade Intelectual Nova, a PL sera coproprietaria dessa Pl e
compartilhara seus direitos com o Colaborador e Colaboradores Terceiros, se € na medida em
que eles tenham contribuido criativamente para a Pl Nova. Oportunidade na qual sera firmado
instrumento juridico especifico e posterior

b) A PL discutira em cada caso com o Colaborador se o Colaborador desejar obter a
copropriedade, em conformidade com sua participacdo no ambito de a) acima, arcando com
uma parcela correspondente dos custos a serem incorridos para a obtengcao dessa patente ou
outro direito de propriedade intelectual.

c) As partes concordam que os envolvidos podem utilizar internamente os resultados
obtidos entre si sem direito a royalties”. O Colaborador concede, pelo presente documento,
a PL uma licenga perpétua, irrevogavel, ndo exclusiva e sem direito a royalties (inclusive o
direito de sublicenciar) sobre a Propriedade Intelectual Preexistente do Colaborador até onde
necessario para desfrutar de todos os beneficios comerciais da Propriedade Intelectual Nova.

d) A PL concorda que nao obtera qualquer direito, titulo/propriedade ou interesse em ou em
relacdo a qualquer Propriedade Intelectual Preexistente fornecida ou usada pelo Colaborador
para os fins de realizagdo da Pesquisa com a PL, exceto até onde estipulado nesta Clausula.

f) O PL tera o direito exclusivo de produzir e explorar comercialmente qualquer combinagao
farmacologica resultado do projeto de pesquisa, independentemente da necessidade de
autorizagdo ou consentimento do Colaborador, mediante pagamento de royalties, os quais
serao firmados em instrumento juridico posterior.
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g) A PL tera acesso a todos os dados experimentais coletados no decorrer da Pesquisa.

7) Atualizagoes e Publicagoes

a) A PL sera mantida informada a respeito do andamento do Estudo e recebera atualizagbes
regulares, inclusive dados brutos, todos os protocolos e resultados do estudo a medida que
surgirem.

b) O Colaborador tera reuniées regulares (conforme acordado posteriormente) com Eduardo
Sampaio ou outro representante da PL para discutir e planejar o desenvolvimento estratégico e
o progresso da Pesquisa, inclusive assisténcia na obtengdo de material de pesquisa.

¢) Os resultados originais seréo discutidos com Eduardo Sampaio e EImo Resende, podendo
ambos serem nomeados como co-autores dos artigos e publicagbes que resultem do
Programa, caso assim o desejarem, visto que ambos possuem interesse em contribuir para a
construgdo desses artigos e publicagbes. Esse procedimento esta em conformidade com as
normas do Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas.

d) O Colaborador enviara a PL, por escrito, detalhes/informagbes a respeito de quaisquer
resultados e de qualquer Propriedade Intelectual Preexistente da PL que o Colaborador
pretenda publicar. A PL pode, mediante notificagdo por escrito ao Colaborador ("um Aviso de
Confidencialidade"): exigir o adiamento da publicagdo proposta por um maximo de 6 meses
ap6s o recebimento do Aviso de Confidencialidade se, na opinido razoavel da PL, esse
adiamento for necessario a fim de buscar protecéo de patente ou protecao semelhante para a
Propriedade Intelectual Preexistente da PL ou para quaisquer resultados que devam ser
publicados; ou impedir a publicagcdo da Propriedade Intelectual Preexistente da PL que seja
informacado Confidencial. Se o Colaborador ndo receber um Aviso de Confidencialidade no
prazo de 6 meses apos o0 envio da publicagdo proposta a PL, ele podera prosseguir com a
publicacdo proposta, desde que, tendo recebido ou ndo um Aviso de Confidencialidade, a
Propriedade Intelectual Preexistente da PL que seja Informacdo Confidencial ndo possa ser
publicada.

e) O colaborador mantera a PL informada a respeito de todas as comunicagbes com as
editoras propostas, inclusive todas as datas de publicacdo e todos os rascunhos dos artigos
enviados a todas as editoras. O colaborador fornecerd a PL todos os rascunhos dos
documentos e concedera um tempo razoavel (minimo de um més) para comentarios antes que
esses rascunhos sejam enviados para publicagéo.




\/2 U=z

P I A U H Y UNTVERSIDADE] DO RO GRANDE DO NORTE

8) Forga maior

a) A PL nao sera responsavel perante o Colaborador (nem o Colaborador perante a PL) pelo
nao cumprimento de suas respectivas obrigagdes no ambito do Acordo, na medida em que
esse ndo cumprimento seja devido a um Evento de Forga Maior.

b) Se um Evento de Forga Maior surgir:

i. as obrigacbes da Parte afetada serao suspensas durante o periodo, mas apenas na medida
em que essa Parte seja impedida ou atrapalhada em relagdo ao cumprimento dessas
obrigacoes; e

ii. a Parte afetada notificara por escrito a outra Parte assim que razoavelmente possivel,
declarando a natureza do Evento de Forga Maior e como ele a afeta;

iii. 0 ndo envio dessa notificacdo anulara os direitos dessa Parte de reclamar a suspensio das
suas obrigacdes

c) Caso o Evento de Forgca Maior continue por mais de 3 meses, qualquer das Partes pode
rescindir este Acordo mediante aviso prévio de 30 dias.

9) Publicidade e Agradecimento/Reconhecimento

a) Este acordo autoriza o Colaborador a mencionar o projeto em qualquer publicidade (por
exemplo, comunicado a imprensa ou entrevista) ou documentagdo, desde que seja usada a
seguinte redacdo: ‘Este projeto foi realizado como parte do Programa de Pesquisa
Colaborador/ Piauhy Labs’. Eduardo Sampaio / EImo Resende deve ser mencionado como um
‘colaborador’ e/ou co-autor.

b) Sempre que as partes se referirem ao trabalho em qualquer publicidade ou documentagao,
elas utilizardo as palavras “Este projeto foi realizado como parte do Programa de Pesquisa em
Fitocanabindides Piauhy Labs, em colaboragdo com a UFRN.

c) O Colaborador informara a PL a respeito de todos os eventos, conferéncias, etc. em que a
Pesquisa ou quaisquer informagdes ou publicacbes decorrentes da Pesquisa estejam sendo
discutidas publicamente.
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d) O colaborador fara o possivel para divulgar a colaboragdo com Eduardo Sampaio e EImo
Resende e a PL e, por sua vez, Eduardo Sampaio e EImo Resende e a PL fardo o possivel
para angariar recursos financeiros extras para pesquisas posteriores.

e) Nao apenas a PL sera reconhecida em artigos e apresentagcbes como fonte de
financiamento, mas Eduardo Sampaio e Elmo Resende também sera creditada por ter
contribuido com a concepc¢ao, desenho e inicio dos estudos, bem como pela edicdo dos
rascunhos do artigo.

f) A PL convidara Colaboradores para eventos relevantes, quando possivel.

g) Comunicados a imprensa / material de publicidade / cobertura de midia planejados seréo
compartilhados entre PL / Colaboradores e vice-versa, em tempo habil para receber
comentarios (pelo menos 1 semana antes da publicagdo, sempre que possivel).

10) Geral

a) O insucesso por parte dos Colaboradores ou da PL em fazer cumprir, a qualquer momento
ou por qualquer periodo, qualquer um ou mais dos termos do Acordo ndo sera uma renuncia
desses termos, nem do direito de, a qualquer momento posteriormente, fazer cumprir qualquer
um dos termos do Acordo.

b) Todos os direitos previstos no Acordo sdo cumulativos e nenhum exercicio pelo Colaborador
ou pela PL de qualquer desses direitos restringira ou prejudicara o exercicio de qualquer outro
direito disponivel para qualquer uma das Partes.

¢) O Colaborador nédo tem o poder de agir em nome da PL ou de vincular a PL qualquer que
seja a forma.

d) Nenhuma das Partes pode ceder, delegar, subcontratar ou transferir qualquer um ou todos
os seus direitos e obrigagdes no ambito deste Acordo sem acordo prévio por escrito da outra
Parte.

e) Ao celebrar o Acordo, nem o Colaborador e nem a PL est&o firmando uma parceria ou joint
venture entre si nem com ninguém mais, nem cria uma relagdo de empregador e empregado,
nem de principal e agente.

f) De acordo com a Lei de Contratos (Direitos de Terceiros) de 1999, em certas circunstancias,
pessoas que nao sdo Partes em um contrato podem se beneficiar de e ou fazer cumprir seus
termos. Para os fins do Acordo, o Colaborador concorda com a PL que nenhuma outra pessoa
pode fazer cumprir ou se beneficiar de qualquer termo do Acordo (a menos que e na medida
em que tenhamos declarado diferentemente no Acordo).
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11- Prazo de Vigéncia e Prorrogagao

a) O presente ACORDO entrara em vigor na data da sua assinatura e tera vigéncia de 05 anos,
salvo a Confidencialidade, regulada na Clausula cinco (05) e os Direitos de Propriedade
Intelectual, regulado na Clausula seis (06) que terdo a duragdo do respectivo titulo de
propriedade ou permanecerao vigentes enquanto for possivel a sua exploragao comercial ou
houver interesse de um ou todos os Parceiros na sua manutengao.

b) O presente ACORDO podera ser prorrogado por vontade mutua entre as partes;
Qualquer alteracao a este documento tem de ser feita por escrito e assinada por ambas as
partes.

12- Foro

Para dirimir ddvidas que possam ser suscitadas na execug¢ao e interpretacdo do presente
Termo Aditivo, as partes envidarao esfor¢gos na busca de uma solugao consensual. Eventuais
controvérsias decorrentes do presente Termo, que nao possam ser resolvidas amigavelmente,
serao dirimidas de acordo com as normas do Direito Internacional, facultando-se as partes
recorrer as autoridades e/ou Poderes competentes de seus paises, com observancia das
regras de competéncia vigentes.

Acordado pelas partes por meio de seus signatarios autorizados:

Piauhy Labs Portugal Ltd Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Eduardo Barros Sampaio José Daniel Diniz Melo
CEO Piauhy Labs Portugal Ltd Reitor

€7/

o~ f—S{\ 3 J s

w0 oA OAMeATD

Assinatura: . C&WO ' Assinatura: ........... o T e
Data: ......cccevvvnvenenannn. 2021 Data: 24 de Agosjo de 2021
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Anexo 1 - Resumo da Pesquisa
Resumo do estudo em linguagem leiga

Aperfeicoamento do tratamento a base de cannabis para as epilepsias: um estudo pré-
clinico

A epilepsia afeta aproximadamente 1% da populagédo mundial, sendo que em 30% dos casos,
as crises sao pobremente controladas com drogas anticrise convencionais. Estudos recentes
sugerem que os fitocanabinoides, e em especial o canabidiol (CBD), reduzem a frequéncia de
crises em epilepsias de dificil controle. A presente proposta de pesquisa pretende avaliar a
eficacia de combinagdes de CBD com outros fitocanabinoides, em especial o delta-9-
tetraidrocanabinol (THC), na reducdo da atividade epileptiforme em um modelo animal de
epilepsia do lobo temporal. Para isso, trataremos camundongos cronicamente epilépticos com
um solugdo com uma de sete possiveis proporgcdées de CBD:THC. Como resultado primario
avaliaremos a frequéncia de espiculas interictais e a dindmica de oscilagbes patoldgicas de alta
frequéncia. Como resultado secundario, avaliaremos a modulagcdo na frequéncia de crises
espontaneas e o nivel de sedagcdo. Com esse protocolo esperamos identificar se existe uma
combinacao de concentragbes CBD:THC mais eficaz (1) em reduzir a atividade epiléptica, sem
(2) produzir sedacéo.

10
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Anexo 2 - Protocolo de Pesquisa
Descricdo completa do estudo, incluindo plano de trabalho detalhado (recrutamento de
pessoal, treinamento, etapas, resultados, oportunidades de apresentagdo conhecidas, etc.)

Titulo do projeto
EPICAN: Avaliagao dos efeitos de combinagdes de fitocanabindides na dindmica de descargas
epileptiformes interictais em um modelo animal de epilepsia do lobo temporal

Referencial teérico

A epilepsia é um disturbio cerebral cronico caracterizado por uma predisposigdo prolongada
para gerar convulsdes. Fisiologicamente, é considerada como resultado de um desequilibrio
entre a excitagdo e a inibicdo em redes neurais (Fisher et al., 2017), o que resulta em
descargas transitorias anormais, hipersincronas e sustentadas (Engel, 1996 ). Foi sugerido que
a atividade epiléptica pode ser prevenida pelo sistema endocanabinoide (Brown et al., 2003;
Marsicano et al., 2003) por inibicdo retrégrada de correntes pré-sinapticas (Kreitzer, 2001;
Wilson, 2001; Ohno-Shosaku et al. , 2001). Uma vez que os receptores CB1 sédo considerados
os mediadores desse efeito, ensaios clinicos se concentraram no uso de um ligante de alta
afinidade do receptor CB1, o canabidiol (CBD), que nao apresenta efeito psicotropico. Embora
promissores, recentes estudos duplo-cegos, randomizados e controlados por placebo
encontraram supressao leve de crises recorrentes em epilepsias catastroficas (Devinsky et al.,
2017; Devinsky et al., 2018). Um fator de confuséo na interpretagdo desses resultados decorre
que, além da agao no sistema nervoso, o CBD interage com o citocromo P450 hepatico e a
inibicdo competitiva desta enzima aumentaria as concentragdes plasmaticas de medicamentos
anticonvulsivantes administrados concomitantes (principalmente clobazam). Essa observagao
adiciona complexidade a eluciadagdo dos mecanismos de acao pelos quais a reducédo das
convulsdes é alcangada (Devinsky et al., 2018). Os primeiros estudos farmacoldgicos com
canabinoides sugeriram que a atividade bioldégica de alguns dos endocanabinoides (por
exemplo, o 2-araquidonoil-glicerol) poderia ser aumentada por outras substancias inertes (Ben-
Shabat et al., 1998). Este efeito quimico sinérgico, denominado "efeito comité", pode incluir
outros fitocanabinoides, terpenos e flavondides de ocorréncia natural (Wagner, 2011). A histéria
mostra que os cultivadores de cannabis frequentemente misturam diferentes genéticas para
alcancar efeitos psicoativos e aromaticos distintos e sutis. Assim, nossa hipétese considera que
cada cepa da planta consiste em concentragdes variadas de fitocanabinoides e substancias
relacionadas. Na presente proposta, pretendemos testar se diferentes misturas de dois
fitocanabindides, os mais abundantes nas plantas, apresentariam maior resposta antiepiléptica
em um modelo animal de epilepsia do lobo temporal. A eficiéncia antiepiléptica sera calculada a
partir da taxa e da dindmica espectral de descargas epileptiformes interictais e oscilagdes
patoldgicas de alta frequéncia. O tratamento farmacoldgico consistira em extratos de canabis
com diferentes proporgcdes de CBD e THC. A proporcao entre os dois fitocanabindides sera de
1:100, 1:20, 1:3, 1:1, 3:1, 20:1 e 100:1. As solugdes serao administradas duas horas apés a
conexado do animal ao dispositivo de registro, por via intraperiotoneal, e a quantificacdo ds
eventos epileptiformes ocorrera nas 8 horas seguintes. A atividade comportamental também
sera monitorada como um indicador do nivel de sedagao (um dos possiveis efeitos colaterais
do tratamento). O laboratério de Epilepsia e Redes Neurais tem ampla experiéncia em testes
comportamentais e analises eletrofisioldgicas e, portanto, acreditamos que esta abordagem
permitira a identificacdo de uma mistura de fitocanabinoides com a maior eficacia anticrise, ao
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mesmo tempo que com o0 menor comprometimento da fungéo cognitiva. Abaixo, uma descrigao
detalhada do procedimento experimental e dos resultados esperados.

Procedimentos experimentais

Geragédo do modelo de epilepsia

Camundongos C57BI/6 adultos, machos e fémeas, com 10-14 semanas de idade, pesando 25-
30 g, receberdao uma canula implantavel no hipocampo dorsal direito e um arranjo de eletrodos
multisite sob anestesia geral. A sondagem eletrofisiolégica ocorrera no hipocampo ipsi e
contralateral (giro dentado) e no cortex retroesplenial (cértex granular e agranular). O registro
eletrofisiolégico comegara cinco a dez dias depois do implante. Animais ndo anestesiados, em
livre movimento, receberdo uma solugao de pilocarpina (560 ug/ul, 1 ul) ou acido cainico (1 M,
100 nL) para desencadear o estado epiléptico (SE), uma convulsédo severa e de longa duracgéo.
Apd6s um periodo latente de duragéo variavel (intervalo: 2-30 dias), os animais comegarao a
apresentar convulsdes espontaneas e descargas epileptiformes interictais sustentadas (ver
Figura 1).

a Interictal spikes
3 J LTI ) e eyl I
SR | T 11t T 1 I e e v reemme

500 pv
LFP

100 s

b Type 1 Type 2

Figura 1 | Descargas epileptiformes interictais (IED) em animais com
epilepsia croénica. (a) O registro do potencial de campo local (LFP)
hipocampal em animais com epilepsia crénica mostra IEDs consistentes. (b) A
extracao e classificagao assistida por computador de IEDs revelou trés tipos de
IEDs no hipocampo. Enquanto os tipos 1 e 2 s&o gerados fora da rede
hipocampal, o IED tipo 3 € produzido localmente e é comumente associado a
oscilagoes patologicas de alta frequéncia.

Monitorando a atividade ictal e interictal

Testaremos os efeitos de misturas de fitocanabinoides (MXC) na taxa e dindmica da atividade
epileptiforme. Apds a habituagdo ao sistema de registro, os animais receberdo uma injegao
(i.p.) do MXC (veja abaixo), e o potencial de campo local (LFP) sera registrado por pelo menos
8 horas utilizando os sistemas da Intan e os softwares da OpenEphys. O monitoramento de
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video concomitante auxiliara na classificagdo comportamental e sera usado para quantificar a
sedacao induzida por MXC. Algoritmos feitos sob medida serdo usados para extrair, classificar
e calcular a quantidade de IEDs, que serdo usados como resultado primario do estudo. A
frequéncia de crises espontaneas, eventos raros, sera usada como desfecho secundario. A
reducédo da deambulagido espontanea sera usada como uma medida indireta de sedacgao.

Preparagéo da mistura de fitocanabinoide

O conteudo de fitocanabindides e suas proporgdes relativas podem variar significativamente
em cepas de Cannabis (Berman et al., 2018). No entanto, os fitocanabinoides mais abundante
séo o canabidiol (CBD) e A9-tetraidrocanabinol (A9-THC). Neste estudo, vamos nos concentrar
nesses dois compostos. Extratos de plantas com alto teor de THC seréo preferidos. Sal puro de
CBD sera adicionado as solucdes de extrato para ajustar artificialmente a proporgcdo de THC e
CBD na solugéo experimental. Com esta abordagem, pretendemos criar 7 razdes entre CBD e
THC (100:1, 20:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:20 e 1:100). O perfil cromatografico das solugdes
experimentais sera verificado por HPLC-UV. Os extratos seréo dissolvidos em uma solucéo de
Tween80 a 2% (monooleato de polioxietileno-20 sorbitano) em solugéo salina e administrados
por injecao intraperitoneal (i.p.) em um volume de 10 ml/kg. Seréo utilizadas curvas dose-
resposta (cinco concentragdes, variando de 0,01 a 100 mg/kg). Como controles positivos,
usaremos diazepam e uma solugdo de CBD puro. Como controle negativo, administraremos
um veiculo sem fitocanabinoides. Todos as solugbes contendo fitocanabinoides serao
descarboxiladas antes da experimentacéao, e serdo fornecidas pela Piauhy Co.

Desenho experimental

Duas a quatro semanas apods a indugdo do estado epiléptico, registraremos o LFP durante o
periodo claro por pelo menos 8 horas por dia. Apds a habituagdo ao sistema de registro (3-7
dias), determinaremos o nivel basal das |IEDs e oscilacbes patoldgicas de alta frequéncia
(pHFO). Estudos prévios do laboratério mostram que a taxa de ocorréncia desses eventos
pouco varia ao longo dos dias. O periodo basal sera utilizado nas comparagdes estatisticas e
sera determinado pela média de pelo menos trés dias de registro. No dia do teste do MXC, uma
Unica injecao sera administrada apos 2 horas de registro. O protocolo de selegdo de drogas
seguira um desenho de medidas repetidas, cruzado, balanceado por grupo e aleatorio. Dessa
forma, o projeto busca acelerar o processo de descoberta, reduzir o numero de animais
empregados e aumentar o poder estatistico por comparagbes pareadas. Sera concedido um
periodo de pelo menos dois dias de wash-out antes do animal receber outra solugéo
experimental (ou controle). A quantificacdo dos parametros eletrofisiologicos e
comportamentais sera realizada as cegas pelos experimentadores. Para o calculo do tamanho
da amostra, usamos as taxas de IED e pHFO como parametros e estimamos uma redugao de
25% entre os controles positivo e negativo. Definindo o desvio padrdo em 25% da média, a
significancia estatistica (a) em 5% e o poder (B) em 90%, descobrimos que precisaremos de 13
animais por grupo (para uma distribuicdo pareada e bicaudal). Considerando a taxa de
mortalidade apods implante de canula e eletrodo em 20%, concluimos que este projeto
necessitara de 16 animais. Um numero menor de animais podera ser usado no caso de menor
variancia dos parametros experimentais.

13




\/2 U=z

P I A U H Y UNTVERSIDADE] DO RO GRANDE DO NORTE

Cronograma

Considerando sete proporgcées de CBD:THC e cinco concentragcdes de extrato, cada animal
podera receber 35 administracées de MXC. Adicionando trés grupos-controle (diazepam, CBD
puro e veiculo), aumentamos esse espago amostral em mais 15 administragdes, totalizando 50
solugdes. Para cobrir todas as combinagdes, serdo necessarios 800 dias de registro. Utilizando
oito sistemas de aquisicdo, podemos reduzir a fase de obtencdo de dados do projeto para 100
dias. Com um desenho em bloco, para permitir o periodo de wash-out, estimamos que a fase
de obtencdo de dados durard quatro meses, caso nédo ocorrera complicagdes. Acreditamos
necessitar de quatro meses para os tramites legais e importagdo de insumos e equipamentos e
outros quatro meses para analise e sistematizacdo dos resultados. Com isso, o projeto
precisara de 12 meses para sua completa execugéo.
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Outras informagoes

A execugao desse projeto ficara a cargo dos profs Claudio Queiroz e Sidarta Ribeiro, dos
alunos de pdés-graduacéao Igor Sales (farmacéutico, com ampla experiéncia em manipulagdes
farmacologicas feitas a partir da cannabis) e Antonio Jhones Rocha (bidlogo com ampla
experiéncia em registros eletrofisiologicos em camundongos). O projeto se valera ainda da
expertise da Dra Josy Pontes, médica veterinaria, que supervisionara a saude dos animais
experimentais e do Dr Sergio Ruschi, quimico analitico, que auxiliara na caracterizagdo dos
perfis cromatograficos das solugbes experimentais. Todo o projeto contara ainda com o apoio
institucional da UFRN, por meio do Setor de Importagdo (para a importagdo dos insumos e
equipamentos) e do Setor de Relagdes Internacionais (SRI, na administragéo dos recursos e no
apoio juridico). Finalmente, informamos que ja solicitamos uma Autorizacdo Especial de
Pesquisa para manipular e importar as solu¢des experimentais.
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