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Resumo

A obesidade e suas comorbidades representam um grande problema de saude
publica mundial. O aumento do consumo de alimentos ultraprocessados, 0s
guais apresentam baixa capacidade de saciedade e alto desequilibrio
energético, esta intimamente relacionado ao desenvolvimento de obesidade. Em
individuos obesos, o tecido adiposo branco apresenta caracteristicas de um
estado inflamatério de baixa intensidade o qual é associado ndo apenas a
obesidade, mas também as comorbidades como, diabetes tipo 2, sindrome
metabdlica e transtornos de psiquiatricos. O desequilibrio de mediadores
inflamatdrios sistémicos estd associado ao desenvolvimento de comportamentos
relacionados a ansiedade e a compulsdo. Nesse sentido, o canabidiol (CBD),
principal fitocanabindide néo psicoativo presente na planta Cannabis sativa, que
possui acdo anti-inflamatoria e ansiolitica, emerge como uma droga com grande
potencial terapéutico. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar se o
tratamento agudo ou sub-crénico com canabidiol seria capaz de atenuar as
alteracbes comportamentais de ansiedade e compulsdo observadas apoés
consumo cronico da dieta rica em carboidrato (HC). Camundongos Balb/C
receberam dieta controle ou HC durante 12 semanas, a qual € composta de 40%
de leite condensado, 40% de dieta padrdo, 12% de acUcar refinado e 8% de
agua. Apos esse periodo os animais forma divididos em grupos de tratamento:
veiculo e CBD (10 e 30mg/Kg), administrados pela via intraperitoneal,
posteriormente submetidos aos testes comportamentais de enterrar esferas e
alimentagao inibida pela novidade. O consumo cronico da dieta HC promoveu
comportamento tipo-compulsivo e tipo-ansioso, tais comportamentos foram
atenuados apds o tratamento com CBD na dose de 30 mg/Kg. Em conjunto, os
dados do presente trabalho corroboram os efeitos nocivos do consumo da dieta
HC nos comportamentos de compulsdo e ansiedade, e o potencial terapéutico
do CBD. Porém, os mecanismos responsaveis pelo CBD precisam ser

esclarecidos.

Palavras-chave: obesidade, inflamacgéo, ansiedade, compulséo, canabidiol



ABSTRACT

Obesity and its comorbidities represent a significant problem in the public health
of the worldwide. The increase in consumption of processed foods, with low
satiety capacity and high energy imbalance, is closely related to the development
of obesity. In obese people, the white adipose tissue has characteristics of a low-
intensity inflammatory state, which could be associated with the development of
obesity and its comorbidities, such as type 2 diabetes, metabolic syndrome.
Moreover, peripheral inflammation is associated with the development of anxiety
and compulsion disorders. In this sense, cannabidiol (CBD), the primary non-
psychoactive phytocannabinoid present in the Cannabis sativa plant, emerges as
a potential therapeutic drug for the treatment of psychiatric diseases. In this study,
we verified whether acute or subchronic treatment with CBD would be able to
attenuate the anxiety-like and compulsive-like behaviors observed after chronic
consumption of a carbohydrate-rich (HC) diet in mice. Balc/C mice received a
control or HC diet for 12 weeks. The HC diet consisted of 40% condensed milk,
40% standard diet, 12% refined sugar, and 8% water. After this diet period, the
animals were divided into two groups: vehicle and CBD and, had their behavior
evaluated in the Marble Burying test (MB) and Novel Suppressing Feeding test
(NSF). The chronic consumption of the HC diet induced an anxiogenic-like
behavior in the NSF test and a compulsive-like behavior in the MB test. The pre-
treatment with CBD (30 mg/kg) attenuated such effects. Our data reinforced the
deleterious effects induced by chronic consumption of the HC diet in the
compulsive and anxious behaviors and the potential of the CBD as a potential
drug treatment. However, the mechanisms responsible for CBD effects need to

be clarified.

Key words: Obesity, inflammation, anxiety, compulsion, cannabidiol
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade e o
sobrepeso sao definidos como acumulo excessivo ou anormal de tecido adiposo
corporal que apresenta risco a saude (WHO 2018).

O indice de Massa Corpérea (IMC) é o pardmetro mais utilizado para
classificar o sobrepeso e a obesidade. Ele € calculado a partir do peso (em
quilogramas) dividido pelo quadrado da altura (em metros). Um individuo é
considerado com sobrepeso se IMC 225, e obeso quando possui IMC = 30,
(WHO 2018). O IMC nao é considerado o indice ideal, pois exclui fatores
importantes, como, diferentes niveis de adiposidade do organismo de acordo
com a idade, niveis de atividade fisica e sexo. Assim, € importante a incluséo de
outras medidas em tal classificacdo, por exemplo, a circunferéncia da cintura que
se correlaciona com a presenca da gordura visceral (ABESO 2016).

A prevaléncia mundial de obesidade quase triplicou a partir da década de 80,
ndo s6 em adultos como também em criancas e adolescentes de 5 a 19 anos,
atingindo valores alarmantes de 18% (WHO 2018). Especificamente no Brasil,
dados de 2018 mostram que aproximadamente 55,7% da populacdo brasileira
estava acima do peso e 19,8% eram obesas (VIGITEL 2018). Atualmente, a
maior parte da populacdo vive em paises onde a obesidade e sobrepeso
apresentam maior indice de mortalidade em relagdo ao baixo peso (WHO 2018).
Assim, a obesidade torna-se um grande problema de saude pdublica,
principalmente por estar associada a doengas que reduzem a expectativa de
vida como doencas cardiacas, diabetes tipo 2, resisténcia a insulina,
aterosclerose e sindrome metabdlica (Ouchi et al. 2011). Além dos impactos
imediatos e duradouros na saude fisica, 0 excesso de peso afeta a vida social e
emocional do individuo, comprometendo a qualidade de vida e favorecendo o
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como ansiedade e depressao
(Mansur, Brietzke, Mcintyre 2015, Pereira-Miranda et al. 2017).
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Dentre os fatores envolvidos no desenvolvimento da obesidade, destaca-se
o estilo de vida contemporaneo o qual é associado ao sedentarismo, e contribui
significativamente para o ganho de peso (Scheers, Philippaerts, Lefevre 2012).
Acrescenta-se 0 consumo exacerbado de alimentos processados e
ultraprocessados, 0s quais apresentam baixa capacidade de saciedade e
favorecem o desequilibrio energético, promovendo o acumulo acentuado de
gordura (Kilpi et al. 2014). De fato, dados epidemiol6gicos mostraram que, no
ocidente, o alto consumo de alimentos ricos em gordura e carboidratos refinados
aumentaram a prevaléncia de obesidade e diabetes tipo 2 (Sturt 2011) e, ainda,
esses alimentos palataveis sdo frequentemente consumidos mesmo apés as
necessidades energéticas terem sido atingidas (Volkow, Wise, Baler 2017). Uma
possivel explicagdo € que esses alimentos ativam o sistema de recompensa
neural evocando sensacdo de prazer e aumentando a motivacdo para busca e
consumo destes alimentos (Avena, Rada, Hoebel 2008).
O sistema de recompensa é fundamental na regulagcdo dos comportamentos
motivados relacionados ao prazer como alimentagéo, interagdo social e outros
comportamentos que sao cruciais para homeostase e sobrevivéncia (Ross,
Peselow 2009, Ferrario et al. 2016). O consumo de dietas palataveis induz a
liberacdo de dopamina, principal neurotransmissor participante da sinalizacao do
sistema de recompensa, no Nucleo accumbens (Norgren, Hajnal, Mungarndee
2006). Além da ativacdo desse sistema, 0 consumo excessivo de sacarose
prejudica ativacdo de regides cerebrais relacionadas a saciedade, contribuindo
para 0 aumento da ingesta alimentar, resultando no aumento de peso corporal
(Page et al. 2013).

1.2 Tecido adiposo e modelos animais de obesidade

O tecido adiposo € constituido principalmente por adipécitos, apesar de
outros tipos celulares contribuirem para seu funcionamento e crescimento,
incluindo linfécitos, macréfagos predominantemente  anti-inflamatorios,
fibroblastos, células vasculares e pré-adipécitos (Ouchi et al. 2011). O tecido
adiposo, localizado nos tecidos visceral e subcutéaneo, é responsavel pelo
isolamento térmico, protecdo mecéanica, armazenamento de energia e regulagao

da homeostase energética (Steppan et al. 2001). Além disso, esse tecido esta
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relacionado a funcédo enddcrina, pois ele produz e secreta diversas proteinas
chamadas adipocinas (Aguilar-Valles et al. 2015).

No tecido adiposo de individuos magros, sao produzidos
preferencialmente adipocinas anti-inflamatorias, como adiponectina, interleucina
(IL) 4 (IL-4), IL-5 e IL13 (Kang et al. 2008, Dai et al. 2017). Adicionalmente, 0s
macréfagos M2 presentes no tecido magro apresentam-se em um fenétipo
alternativamente ativado, regulando positivamente a producdo de citocinas anti-
inflamatérias como a IL-10 (Dai et al. 2017). A adiponectina se destaca como
uma importante adipocina, por promover ac¢des antiobesogénicas e
antidiabéticas. Ainda, a adiponectina é capaz de reduzir a gliconeogénese no
figado, promover o aumento da captacdo e utilizacdo da glicose e diminuir a
resisténcia a insulina (Yamauchi et al. 2003). Além disso, atua no hipotalamo
reduzindo a ingesta alimentar, e consequentemente, reduzindo o peso corporal
(Coope et al. 2008). Outra importante adipocina € a leptina, produzida a partir
dos adipécitos apresenta sua principal acdo no hipotalamo promovendo a
saciedade e o gasto energético e, como consequéncia, promove a reducéo da
ingesta alimentar (Kershaw and Flier 2004).

No tecido adiposo de individuos obesos ocorrem modificacdes em sua
constituicdo, estabelecendo um estado inflamatério de baixo grau, como
demonstrado na figura 1 (Ouchi et al. 2011). Com a expanséo do tecido adiposo,
ocorre um processo de hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipécitos em resposta
ao aumento de depdsito de triglicerideos. A hipertrofia do tecido adiposo pode
levar a uma diminuicdo do fluxo sanguineo, induzindo hipoxia e podendo resultar
em necrose dos adipécitos (Giordano et al. 2013). Nesse sentido, ocorre 0
recrutamento e o acumulo de macréfagos classificados como M1 no tecido
adiposo, onde sao produzidas grandes guantidades de fatores pro-inflamatorios
como a IL-1B3, fator de necrose tumoral (TNF), leptina e IL-6 (Weisberg et al.
2003). Além dessas alteracdes citadas, ocorre uma reducdo na producéo de
adiponectina resultando numa consequente diminuicdo da resposta anti-

inflamatoria e da captacéo de glicose (Hotta et al. 2000).
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Macréfago M2 y ) Adipdcito
O' Necrético |

Adipdcito

Hipertrofia/Hiperplasia

i3 Eﬂ'

Vasos sanguineos
Macréfago M1 l

| Adipocinas anti-inflamatérias Adipocinas pré-inflamatérias
Adiponectina TNF IL-6
Leptina IL-1B
Tecido adiposo magro Tecido adiposo com obesidade

Figura 1. Representacdo do tecido adiposo sem obesidade e com obesidade.

O tecido adiposo magro apresenta predominantemente producao de citocinas anti-inflamatoérias
como adiponectina, além de apresentar macréfagos com um perfil anti-inflamatoério. No entanto,
com a expansao do tecido adiposo os adipécitos sofrem hipertrofia e/ou hiperplasia e ocorre o
acumulo de macrofagos predominantemente pré-inflamatérios e, além disso, os adipdcitos

aumentam a producédo de mediadores pré-inflamatérios como TNF, IL-6, Leptina e IL-1B. Figura

adaptada de OUCHI et al,, 2011.
Macréfago M1

Sugere-se que o tecido adiposo desempenhe um papel primordial na
relacdo entre inflamacé&o e disfungdo metabdlica, como observado em modelos
animais de obesidade e em humanos (Ouchi et al. 2011, Oliveira et al. 2013).
Estudos apontam que existe uma correlagcdo positiva entre a sintese de
mediadores inflamatdrios pelo tecido adiposo e o desenvolvimento de disturbios
metabdlicos, como resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (Wang,
Chandrasekera, Pippin 2014), além de sintomas de depressdo e ansiedade
(Hiles et al. 2016).

Modelos animais de obesidade séo utilizados para a compreenséo da
fisiopatologia da obesidade. Esses modelos incluem, principalmente, o consumo
cronico de dietas ricas em lipideos e/ou carboidrato que se assemelham ao
estado de obesidade em humanos (Lutz, Woods 2012). Existem também os
modelos genéticos, que promovem uma mutacdo do gene que codifica a leptina
(ob/ob) e seu receptor (db/db) (Wang et al. 2014).
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De fato, animais alimentados cronicamente por uma dieta rica em lipideo
ou carboidrato desenvolvem obesidade, representado pelo acumulo de tecido
adiposo branco abdominal e também disturbios metabdlicos que se relacionam
a essa condicdo (Sampey et al. 2011). Diferentemente da dieta com alto teor de
gordura, a dieta rica em carboidrato (HC) induz obesidade sem necessariamente
promover alteracdes no peso corporal, por se tratar de uma dieta isocalérica em
relacdo a dieta padrdo, sendo possivel observar um aumento rapido e
sustentado da adiposidade associado ainflamagé&o desse tecido (Oliveira, 2013).
Esses dados suportam a hipotese de que o aumento do consumo de
carboidratos refinados é uma das causas do aumento da obesidade. Desse
modo, essas dietas sdo empregadas como modelos experimentais de obesidade
e sobrepeso por favorecerem uma condigdo inflamatéria de baixo grau e
expansdo do tecido adiposo, conforme observado em humanos (Lutz, Woods
2012).

1.3 Inflamacgéo e alteracGes comportamentais

A inflamacdo é uma resposta adaptativa frente a um estimulo nocivo ou
alguma injaria tecidual (Medzhitov 2008). Em individuos obesos, além de ocorrer
processos inflamatorios que favorecem doencas metabdlicas associadas a essa
condicdo (Ham et al. 2013), dados da literatura mostram relagdo entre o0 aumento
da obesidade e a ocorréncia de patologias relacionadas ao sistema nervoso
central (SNC) como acidente vascular cerebral (AVC), Doenca de Alzheimer,
deméncia e transtornos psiquiatricos, como ansiedade e depresséo (Pereira-
Miranda et al. 2017). De fato, sugere-se que individuos obesos apresentam
maior predisposicdo a desenvolver depressdo e ansiedade em relacdo a
populacdo com peso normal (Bruce-Keller, Keller, Morrison 2009).

Propbe-se que a inflamac&o relacionada a obesidade seja um dos
responsaveis pelo desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos. De fato,
a inflamacéo periférica se associa a ansiedade, em individuos depressivos é
possivel observar niveis elevados de marcadores pro-inflamatérios como
proteina C reativa (PCR), IL-6 e TNF-a (Mansur et al. 2015). Além disso, a
reducdo da inflamacdo em resposta a perda de peso esta relacionada com a
diminuicdo da ansiedade (Capuron, Lasselin, Castanon 2017). Adicionalmente,

0 uso crbénico de citocinas como o Interferon alfa no tratamento de cancer e
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doencas infecciosas, incluindo hepatite C, resultam em sintomas depressivos em
até 50% dos pacientes (Dantzer, Kelley 2007).

Em modelos animais, sugere-se que dietas com alto teor de sacarose e/ou
lipideos induzem alterac6es comportamentais, como ansiedade e depressao
(Vinuesa et al. 2016). No modelo de enterrar esferas, animais alimentados por
uma dieta rica em lipideos aumentaram 0 numero de esferas enterradas,
sugerindo um comportamento do tipo-compulsivo nesse teste (Krishna et al.
2015, White et al. 2016). Em outro estudo, verificou-se que camundongos obesos
apresentavam comportamento tipo ansioso e que esse comportamento foi
acompanhado pelo aumento de citocinas inflamatérias, como IL-183, IL-6 e TNF
no hipocampo (Fourrier et al. 2019).

De fato, evidéncias crescentes apontam que a inflamacé&o resultante da
expansado do tecido adiposo nao se limita apenas a periferia (Thaler et al. 2012).
Dados do nosso grupo mostraram que o consumo cronico de dieta rica em
carboidrato (HC) induz comportamento do tipo-ansioso apds estresse (Santos et
al. 2018) e comportamento do tipo-compulsdo (Gomes et al. 2018). E ainda, tais
alteracdes foram associados a uma expansao do tecido adiposo abdominal dos
animais e a um processo inflamatério em regides responsaveis pelo controle da
ansiedade, como cortex pré-frontal e hipocampo (Gomes et al. 2020). Outro
trabalho demonstrou que a exposicdo prolongada a uma dieta rica em lipideos e
0 consequente desenvolvimento da obesidade s&o capazes de provocar uma
inflamacé&o hipotalamica. A inflamag&@o nessa regido do cérebro pode ser tanto
uma consequéncia como um fator de risco para obesidade, pois pode ocorrer
uma desregulacdo dos sinais de feedback metabdlicos levando ao ganho de
peso (Thaler et al. 2012). Além disso, respostas imunoldgicas intensas
contribuem para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos associados a
obesidade, como ansiedade e depresséo (Dantzer, Kelley 2007).

Fourrier e colaboradores (2019), utilizando um modelo genético de
obesidade, observaram que animais db/db apresentaram comportamento tipo
ansioso acompanhado pelo aumento de citocinas pro-inflamatorias em
estruturas relacionadas a regulacdo emocional, como hipocampo. Nesse
contexto, o tratamento com o anti-inflamatério Ibuprofeno e restricdo crénica
alimentar melhoraram o comportamento ansioso e ainda reduziram 0s niveis

elevados de TNF-a no hipocampo desses animais (Fourrier et al. 2019).
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O mecanismo pelo qual a inflamagao relacionada a obesidade esteja
induzindo alteraces comportamentais ainda precisa ser melhor estabelecido,
entretanto, sugere-se que inflamacéo relacionada a obesidade € capaz de
modular vias neurais, tendo como consequéncia alteragcdes comportamentais
(Yang et al. 2016). Nesse sentido, as citocinas pro-inflamatérias liberadas
perifericamente promovem a producao de citocinas cerebrais e ainda atuam nas
vias relacionadas a regulacdo emocional incluindo plasticidade neural, funcao
neuroenddcrina e metabolismo de neurotransmissores, destacado pela reducao
da sinalizacdo dopaminérgica e serotonérgica e aumento da neurotransmissao
glutamatérgica (Miller et al. 2013). Embora existam essas evidéncias, o papel
especifico do processo inflamatério nos transtornos psiquiatricos ainda precisa

ser esclarecido

1.4 Transtorno de ansiedade, transtorno obsessivo compulsivo e
Canabidiol

O transtorno de ansiedade e o transtorno obsessivo compulsivo s&o
classificados em diferentes categorias no Manual Diagnéstico e Estatistico de
transtornos mentais (DSM-5 2013). No entanto, ambos transtornos podem
compartilhar comorbidades comuns (Peris et al. 2017), fatores de risco e
responder a tratamentos farmacoldgicos e psicolégicos semelhantes (Rosa-
Alcazar et al. 2020).

Os transtornos de ansiedade sao os transtornos mentais mais prevalentes
em todo o mundo (Strachan, Hyett, McEvoy 2020). Segundo a OMS, o Brasil é
0 pais que possui a maior prevaléncia dos transtornos de ansiedade (9,3% da
populacéo brasileira) (OMS 2017). A ansiedade constitui um componente crucial
frente a situagdes perigosas que ameagcam perturbar a homeostase (DSM-5
2013), sendo um componente necessario para a sobrevivéncia humana devido
a sua funcdo de antecipar o perigo e organizar o comportamento de defesa
apropriado, agindo de forma adaptativa em resposta as alteracbes do meio
ambiente (Mineka, Ohman 2002). No entanto, em situacfes patologicas, a
ansiedade apresenta-se de maneira excessiva em relacdo ao seu estimulo, ou
persistindo apds retirada do mesmo, ou ainda podendo ocorrer na auséncia de
ameacas ou sem motivo aparente, comprometendo de forma significativa a

gualidade de vida do individuo (Holmes et al. 2001).



18

O transtorno obsessivo compulsivo (TOC) € uma condicdo
neuropsiquiatrica que afeta de 2 a 3% da populacdo, e tem como principais
caracteristicas a obsessdo e a compulsdo (Nardo et al. 2014). O primeiro se
baseia em pensamentos, imagens e impulsos para executar uma determinada
tarefa que constantemente séo perturbadoras e provocam ansiedade. A segunda
consiste na execucao de movimentos motores repetitivos com objetivo de reduzir
a ansiedade gerada pela obsesséo (Drubach 2015).

Os farmacos mais utilizados para o tratamento da ansiedade sao os
benzodiazepinicos e o0s antidepressivos. Os benzodiazepinicos atuam na
ativacdo do sitio benzodiazepinico no receptor GABAA (acido gama-aminobutiiico)
(Haefely, Kulcsar and Mohler 1975). Seus efeitos adversos mais destacados séao
perda da memoria, hostilidade, sonoléncia, além de tolerabilidade e abuso
(Stewart 2005). Os antidepressivos sao classificados de acordo com seu
mecanismo de acao, podendo-se destacar os inibidores da monoaminoxidase
(IMAO), inibidores nao seletivos da recaptacdo das monoaminas, inibidores
seletivos da recaptacdo de noradrenalina (ISRNA) e/ou serotonina (ISRS)
(Bezchibnyk-Butler, Jeffries 1999).

Para o tratamento do transtorno obsessivo compulsivo, além da
psicoterapia, se destacam o uso de antidepressivos ISRS e triciclicos (Greist et
al. 2003, Nardo et al. 2014), evidenciando a possivel participacdo da
neurotransmiss@o serotoninérgica na fisiopatologia desse transtorno (Stein
2000). No entanto, 40 a 60% dos pacientes permanecem refratarios ao
tratamento, destacando a necessidade de novas propostas farmacoldgicas
(Drubach 2015).

E importante ressaltar que a farmacoterapia empregada nesses
transtornos apresentam um nivel de adesdo insatisfatério aos pacientes.
Portanto, o desenvolvimento de novos farmacos € de muita importancia. Nesse
contexto, o canabidiol (CBD), principal fitocanabindide presente na planta
Cannabis sativa, emerge como uma droga de grande potencial terapéutico para
o tratamento de doencas psiquiatricas e neurolégicas (Blessing et al. 2015,
Campos et al. 2017). O CBD atua sobre o sistema endocanabinoide, que possui
importantes fungdes no SNC (Lu, Mackie 2016), além de ser um sistema que
atua como modulador inibitério das respostas neurais e comportamentais frente

a estimulos estressantes (Viveros et al. 2007). O sistema endocanabinoide é
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constituido pelos receptores metabotropicos canabinoides do tipo 1 (CB1) e do
tipo 2 (CB2), seus ligantes endogenos (por exemplo, Anandamida e 2-
aracdonilglicerol), e as enzimas relacionadas a sua sintese e inativacao (D. M.
Lambert, 2005, Moreira, F 2009). Regides do cérebro que estdo diretamente
envolvidas na regulagdo emocional expressam uma alta concentracdo de
receptores CB1, presente principalmente em neurbnios, enquanto os receptores
CB2 séo expressos abundantemente em células imunologicas e, em menores
concentragdes em neurénios (Viveros et al. 2007).

O CBD representa um dos fitocanabinéides com a mais vasta gama de
possiveis acdes terapéuticas, incluindo efeitos ansioliticos, neuroprotetores, anti-
inflamatorios, antidepressivos e anticompulsivos (Campos et al. 2017). Estudos
de neuroimagem demonstraram que o CBD atua em estruturas cerebrais
relacionadas a neurobiologia dos transtornos psiquiatricos, visto que uma unica
dose de CBD oral foi capaz de reduzir a ansiedade em voluntarios sadios (Crippa
et al. 2004). O receptor CB1 esta envolvido no efeito ansiolitico do CBD (Gray
et al. 2015). De fato, areducéo da sinalizacdo de CB1 esta associada aos efeitos
ansiogénicos do hormonio liberador de corticotrofina na amigdala (Gray et al.
2015). Um outro estudo demonstrou que, animais submetidos a estresse crénico
apresentaram aumento da proliferacdo de células hipocampais, e reducdo da
ansiedade apds administracéo crénica de CBD. Tais efeitos foram associados
com a facilitacdo da sinalizagcdo dos endocanabinoides via receptores CB1
(Campos et al. 2013). Os efeitos farmacolégicos do CBD relacionados ao
transtorno obsessivo compulsivo também foram demonstrados em modelos
animais, como o teste de enterrar esferas (Casarotto et al. 2010).

Outros mecanismos farmacolégicos parecem participar dos efeitos do
CBD como a potencializacéo indireta da transmissédo endocanabinoide atraves
da inibicdo da FAAH, enzima responsavel pela hidrolizacdo da anandamida,
consequentemente aumentando a disponibilidade desse endocanabindide na
fenda sinaptica. O CBD também pode promover a ativagdo do receptor
serotoninérgico 5HT1A (Lee et al. 2017). Nesse sentido, demonstrou-se que 0
tratamento local na substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (dIPAG) com
WAY1000635, um antagonista do receptor 5HT1A, foi capaz de prevenir 0s
efeitos ansioliticos promovidos pelo CBD nessaregido. Ainda, o efeito ansiolitico

do CBD foi semelhante a outros agonistas 5SHT1A administrados nessa mesma
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regido (Campos and Guimaraes 2008). Por fim, verificou-se a participacdo do
5HT1A nos efeitos ansioliticos do CBD em estrutura cerebral como o nucleo leito
da estria terminal (BNST) (Gomes, Resstel, Guimaraes 2011).

Outro mecanismo proposto para o CBD envolve sua acdo anti-
inflamatéria. Um estudo pré-clinico, utilizando camundongos nao obesos
diabéticos, demonstrou que o tratamento com CBD reduziu a incidéncia de
diabetes nesses animais, e ainda reduziu os niveis de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a (Weiss et al. 2006). Sugere-se que a ativacao indireta do receptor
CB2 pelo CBD pode melhorar os efeitos anti-inflamatérios, visto que a ativagéo
desse receptor reduziu os niveis de TNF-a e, além disso, o efeito anti-
inflamatério do CBD foi atenuado por um antagonista seletivo CB2 (Petrosino et
al. 2018).

Como mencionado anteriormente, os comportamentos de ansiedade e
compulsdo observados apds o consumo de dieta HC foram associados a um
processo inflamatério em regides encefalicas responsaveis pelo controle da
ansiedade (Gomes et al. 2020). Assim, devido a sua potencial agcdo anti-
inflamatoria e suas propriedades ansioliticas e anti-compulsivas, ressalta-se a
relevancia de verificar se o CBD também é capaz de inibir as respostas
comportamentais promovidas pelo consumo de dieta HC, evidenciando o
potencial desse composto como possivel alvo terapéutico para o tratamento de

transtornos de ansiedade e compulséo.
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2.0 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A obesidade € um dos principais problemas de saude publica devido a sua
associacdo a diversas comorbidades, como doencas cardiovasculares,
sindrome metabdlica, diabetes tipo 2 e o0s transtornos psiquiatricos como,
transtornos de ansiedade e transtorno compulsivo. De fato, dados
epidemiolégicos demonstram que a prevaléncia de depressédo e ansiedade em
individuos obesos é maior do que na populacdo em geral. Além disso, a
exposicdo a eventos estressores e 0 aumento no consumo de alimentos
altamente caldricos constituem fatores chaves para o aumento de obesos na
populacdo mundial. Porém, até o momento, a compreensédo da relacdo entre
dieta alimentar e o desenvolvimento de distirbios psiquiatricos ainda precisam
ser esclarecidos, evidenciando a importancia de estudos que visam investigar tal
associacao ou ainda novas estratégias farmacoldgicas para o desenvolvimento
de farmacos para o tratamento desses transtornos. Nesse sentido, dados da
literatura indicam os efeitos do canabidiol na melhora dos sintomas ansiosos e
possui acdo anti-inflamatéria, emergindo como potencial terapéutico para as

comorbidades psiquiatricas associadas a obesidade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Verificar a hipétese de que o canabidiol atenuara os comportamentos de

ansiedade e compulsdo observados ap0s 0 consumo cronico da dieta HC.

3.2 Objetivos especificos

e \erificar se o tratamento agudo com CBD ir4d atenuar os efeitos
comportamentais de compulsdo e ansiedade ap0s consumo cronico da
dieta HC.

e \Verificar se o tratamento sub-crénico com CBD ira atenuar os efeitos
comportamentais de compulsdo e ansiedade apds consumo crénico da
dieta HC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/C, com idade
de 6-7 semanas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG. Os animais foram alojados em uma sala mantida
a 24°C + 1°C com ciclo claro-escuro de 12 horas, agua e racao ad libitium. Este
projeto foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa e Experimentacdo Animal
da UFMG (CETEA/UFMG), protocolo numero 242/2019.

4.2 Dieta Experimental

A dieta experimental utilizada foi uma dieta rica em carboidrato (dieta HC),
isocaldrica, composta por: 40% de leite condensado, 8% de acuUcar refinado,
12% de &gua e 40% de uma dieta comercial para roedores (NUVILAB®). Os
macronutrientes presentes na dieta estao indicadas no quadro A. Para o preparo
da dieta HC foi utilizado o p6 da racdo comercial (NUVILAB®), misturando-se ao
leite condensado (Nestle®), acucar refinado e agua, até formar uma massa
homogénea. Em seguida, foram moldados os Pellets de racdo manualmente e

armazenados em -20C° até sua utilizacao.

Macronutrientes Dieta Controle (%) Dieta HC (%)
Proteina 31,1 20

Gordura 31 5,8
Carboidrato 65,8 74,2
Sacarose - 30,0

Kcallg 4,0 4,4

Quadro A: Quadro demonstrando as proporc¢des de macronutrientes presentes nas

dietas controle e rica em carboidrato. (Oliveira, 2013)
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4.3 Drogas

Nesse estudo foi utilizado Canabidiol (98% CBD; 2% THC), agonista
parcial com baixa afinidade para receptor CB1 e CB2 e inibidor da enzima amida
hidrolase de acidos graxos (FAAH) (Campos, 2012), doado pelo Professor Dr.
Francisco Silveira Guimardes, da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo
Preto (FMRP). As escolhas das doses utilizadas neste trabalho foram baseadas
a partir de dados prévios da literatura (Moraes, 2018). Incialmente realizamos
uma curva dose resposta em animais controles no teste de Enterrar Esferas, nas
doses de 1, 10 e 30mg/Kg. A partir desses resultados as doses utilizadas nos
experimentos agudos foram de 10 e 30mg/Kg e no tratamento subcronico a dose
de 30 mg/Kg. O Canabidiol foi diluido em Tween 80 a 5% e solu¢ao salina (NaCl
0,9%). O veiculo era constituido de Tween 80 a 5% e solucéo salina (NaCl 0,9%)
e foi administrado aos animais do grupo controle. As solu¢fes foram preparadas
diariamente e administradas aos animais pela via intraperitoneal (i.p) em um

volume de 0,1ml/10g de peso corporal.

4.4 Delineamento Experimental

Conforme demonstrado na figura 2, inicialmente os animais foram
separados em dois grupos:1l) dieta controle; 2) dieta HC. Os animais foram
mantidos em suas respectivas dietas experimentais pelo periodo de 12
semanas. Posteriormente, o0s grupos dieta controle e dieta HC foram
subdivididos em mais dois grupos onde receberam tratamento agudo e

subcroénico de veiculo ou CBD.



Camundongo
Balb/C
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Veiculo (agudo e
sub-cronico)

Dieta Controle

Canabidiol

(agudo e sub-

cronico)

Veiculo (agudo e
sub-crénico)

Dieta HC
(

Figura 2. Esquema representativo dos grupos experimentais

Canabidiol
agudo e sub-
cronico

No tratamento agudo administrou-se as solugcdes meia hora antes dos

testes comportamentais. O tratamento subcrdnico iniciou-se na 11° semana e

durou 8 dias, sendo a ultima injecdo administrada 30 min antes dos testes

Testes

comportamentais.
 Dieta HC (12 semanas) |
L 1 1 1
I | 1 1
0 6-7 17 18-19
Semanas @ﬁ/ CBD

>

Comportamentais

Figura 3. Delineamento experimental: consumo crénico de dieta e tratamento agudo com

Canabidiol.
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Dieta HC (12 semanas)

0 6-7 17 18-19

> Testes
Comportamentais

1 semana

" CBD

Figura 4. Delineamento experimental: consumo crénico de dieta e tratamento sub-crdnico com
Canabidiol

4.5 Peso, adiposidade e consumo alimentar

O controle do peso e ingesta alimentar foram avaliados semanalmente, e
apresentados nos resultados pela média de cada caixa. A adiposidade foi
calculada pela relacdo entre o peso do tecido adiposo visceral, constituido pelos
tecidos adiposos mesentérico (TAM), epididimal (TAE) e retroperitoneal (TAR),
e pelo peso do animal ao final dos testes comportamentais, dessa forma,

obtendo o indice de adiposidade (lIA), como demonstrado na formula abaixo.

IA (%)= TAE + TAM + TAR
X 100

Peso do animal (g)

4.6 Testes Comportamentais

Os animais foram transportados em suas proprias gaiolas até a sala onde
os testes de comportamento foram realizados uma hora antes do inicio de cada

comportamento para adaptacdo ao ambiente experimental.

4.6.1 Teste de enterrar esferas
Os animais foram colocados individualmente em uma gaiola de

policarbonato (30 x 40 x 12cm) contendo 5 cm de serragem durante cinco
minutos para habituagcdo. Em seguida, os animais foram retirados da caixa e
receberam as respectivas injecdes i.p de Canabidiol (10 mg/Kg ou 30 mg/Kg) ou
veiculo. Apos trinta minutos, esses animais foram reexpostos a mesma caixa
contendo 25 esferas de vidro uniformemente espacadas (1,5 cm de diametro),
onde ficaram por mais trinta minutos. O ndmero de esferas enterradas foi

contabilizado por um investigador cego ao final do teste. A esfera foi considerada
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enterrada quando, pelo menos, dois ter¢cos da sua area estava sob a serragem
(Deacon 2006).

S o

Figura 5. Teste Marble Burying. Em A, caixa de policarbonato contendo 25 esferas de vidro
distribuidas uniformemente. Em B, apds 30 minutos de teste, verificagcdo do nimero de esferas
enterradas, representadas pelos circulos.

4.6.2 Teste de Alimentacao Inibida pela Novidade

Os animais foram privados de alimentos 24 horas antes do teste. Meia
hora antes de serem submetidos ao teste os animais receberam as respectivas
injecdes i.p de Canabidiol (10 mg/Kg ou 30 mg/Kg) ou Veiculo. Apos esse tempo,
os animais foram expostos individualmente a um ambiente escuro e colocados
em uma caixa contendo uma placa de petri, localizado centralmente, com um
pellet de rac&o (controle ou HC, de acordo com o grupo experimental) iluminado
por um foco de luz. A laténcia para o animal dar a primeira mordida no pellet de
racdo foi contabilizada utilizando um cronémetro, em seguida, foi medido o
consumo desses animais durante 5 minutos em uma caixa contento pellets de
racao controle ou HC, pesadas anteriormente (Gomes et al. 2020).

Figura 6. Teste de Alimentac¢&o Inibida pela Novidade.

Caixa de policarbonato situada em um ambiente escuro, com uma placa de Petri localizada no
centro da caixa contendo um Pellet de ragc&o iluminado por um foco de luz.
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4.7 Anélises Estatisticas

Inicialmente foi realizado o teste Kolmogorov Smirnov para verificar se 0os
dados seguiam a distribuicdo normal. Para andlise dos dados e obtencdo dos
graficos referentes aos experimentos comportamentais foi utilizado o software
GrandPad Prisma Software®, versdo 5.0 para Windows. Os experimentos
comportamentais foram analisados através da andlise de variancia de duas vias
seguida pelo teste Bonferroni. Para andlise dos parametros de peso, ingesta
alimentar e indice de adiposidade foi utilizado o teste t de Student, sendo a

significncia estatistica estabelecida como p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso corporal, consumo alimentar e adiposidade

Observamos que o peso dos animais nao diferiu entre os grupos durante
0 periodo da dieta. O tratamento com CBD n&o modificou o peso dos animais
tanto no tratamento agudo (Figura 7, te4) = 0,33, p>0,05, Teste t de Student),
guanto no tratamento sub-cronico (figura 8, fator tratamento F@3.32)=2,75; p>0,05;
fator tempo F,32=0,08; p>0,05; interacdo tratamento X tempo F,32)=0,003;
p>0,05. ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni). Também nao foi verificado
diferenca no consumo alimentar entre os grupos (figura 9, ta1) = 0,28; p= 0,77,
Teste t de Student). Entretanto, observamos que a dieta HC promoveu aumento
da adiposidade dos animais em relacéo ao grupo dieta controle tanto nos animais
gue receberam tratamento agudo (figura 10, tee) = 4,46; p<0,05, Teste t de
Student,) e sub-crénico com CBD (figura 11, fator dieta F,40)=27; p<0,05; fator
farmaco Fq.40)= 1,94; p>0,05; interacdo dieta x farmaco F,40) = 0,23; p>0,05.
ANOVA de dias vias seguida de Bonferroni).
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Figura 7. Ganho de massa corporal ao longo de 12 semanas de tratamento em animais que
receberam dieta controle e dieta HC, e posteriormente tratados agudamente com CBD e wveiculo.

Os pontos representam a média + E.P.M. do peso dos animais ao longo das 12 semanas n=7
caixas/grupo (Student t test ndo pareado).
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Figura 8. Ganho de massa corporal ao longo de 12 semanas de dieta em animais tratados com
CBD sub-crbnico.

Os pontos representam a média n= 8/caixa/grupo de 0 a 10 semanas e n=4/caixa/grupo de 11 a
12 semanas (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
Os dados foram expressos pela média do peso dos animais da caixa (5 caixas por grupo (Dieta
Controle e Dieta HC — de 0 a 10 semanas) e (5 caixas por grupo (Dieta controle + Veiculo, Dieta
Controle + CBD, Dieta HC + Veiculo, Dieta HC + CBD —de 11 a 12 semanas).
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Figura 9. Consumo alimentar médio diario (g) no decorrer de 12 semanas experimentais
As barras representam a média + E.P.M. n=7-8/grupo/caixa (Teste t de Student).
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Figura 10. indice de adiposidade ap6s 12 semanas de dieta padrdo ou rica em carboidrato (HC)
dos animais que receberam o tratamento com CBD agudamente. Asbarras representama média
+ E.P.M, *p<0,05 em relag&o ao grupo dieta controle n=44/grupo/caixa (Teste T de Student ndo
pareado).
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Figura 11. indice de adiposidade em animais tratados com CBD sub-crénico apés 12 semanas
de dieta padréo ou rica em carboidrato (HC).

As barras representam a média +E.P.M, *p<0,05 em relagcao ao grupo dieta controle
n=11/grupo (ANOVA de duas \ias seguida de Bonferroni)

5.2 Teste de enterrar esferas

Inicialmente, com o objetivo de determinar qual dose de Canabidiol seria

utilizada, avaliou-se o efeito das doses de 1, 10 e 30 mg/Kg (Moraes, 2018) no
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teste de enterrar esferas em animais que ndo foram tratados com dieta.
Verificou-se que, nenhuma das doses testadas modificou 0 comportamento dos
animais nesse teste (figura 12, F@3,27)=1.78; p>0,05, ANOVA de uma via). A partir
desses dados, optou-se por utilizar a dose de 10mg/Kg nos experimentos
subsequentes.

Nos animais alimentados com a dieta HC observamos um comportamento
do tipo compulsivo, pois 0s animais enterraram um namero maior de esferas em
relacdo ao grupo dieta controle (figura 13, fator dieta F(1,25=4.86; p<0,05; fator
farmaco F,25)=0,26; p>0,05; interacdo dieta x farmaco Fq,25= 0,26; p>0,05.
ANOVA de duas vias seguida Bonferroni). O pré-tratamento com CBD na dose
de 10 mg/Kg n&o foi capaz de reverter o efeito induzido pela dieta nesse teste
(Figura 13).

Assim, optamos por aumentar a dose do CBD para 30mg/Kg. Nesse
experimento, novamente observamos o comportamento do tipo compulsdo nos
animais que receberam a dieta HC (figura 14, fator dieta F,25= 4,02; p<0,05;
fator farmaco F.25=0,66; p>0,05; interacdo dieta x farmaco Fq,25= 3,813;
p>0,05; ANOVA de duas vias seguida Bonferroni). O pré-tratamento com CBD
na dose de 30 mg/Kg atenuou o comportamento do tipo compulsivo dos animais,
pois ndo observamos diferenca entre os animais do grupo veiculo dieta controle
nao dos animais CBD dieta HC (Bonferroni, p>0,05, Figura 14).

No tratamento sub-cronico, a dose de 30 mg/Kg de CBD foi capaz de
prevenir o efeito induzido pelo consumo de dieta HC no teste de enterrar esferas
(figura 15, fator dieta Fq,24)= 4,975; p<0,05; fator farmaco F@,24) =5,858; p<0,05;
interacdo dieta x farmaco Fa,24) = 5,408; p<0,05; ANOVA de duas vias seguida
de Bonferroni).
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Figura 12. Efeito do Canabidiol no teste de Enterrar Esferas doses de 1, 10 e 30mg/Kg. As baras
representam a média £ E.P.M. do nimero de esferas enterradas, p>0,05 em relagdo ao grupo
salina, n=7/8 por grupo (ANOVA de uma via seguida de Tukeys).
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Figura 13. Efeito do Canabidiol (10 mg/Kg) no teste de Enterrar Esferas apds consumo crénico
de dieta controle ou dieta HC. As barras representam a média + E.P.M. do nimero de esferas,
*p<0,05 em relag&o ao grupo salina + dieta controle, n=7-8/grupo (ANOVA de duas vias seguida
de Bonferroni).
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Figura 14. Efeito do Canabidiol agudo (30 mg/Kg) no teste de Enterrar Esferas apos consumo
cronico de dieta controle ou dieta HC. As barras representam a média £ E.P.M. do nimero de
esferas enterradas, *p<0,05 em relacdo ao grupo salina + dieta controle, #p<0,05 relacdo ao
grupo salina + dieta HC, n=7-8/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura 15. Efeito do tratamento sub-crénico com Canabidiol (30 mg/Kg) no teste de Enterrar
Esferas apds consumo cronico de dieta controle ou dieta HC. As barras representam a média +
E.P.M. do nimero de esferas enterradas, *p<0,05em relagdoao grupo salina + dieta controle;
#p<0,05 em relagdo ao grupo salina + dieta HC, n= 8/grupo (ANOVA de duas vias seguida de
Bonferroni).
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5.3 Teste de Alimentacao Inibida pela Novidade

No modelo de Alimentacdo Inibida pela Novidade, observou-se que, 0s
animais alimentados cronicamente pela dieta HC apresentaram maior laténcia
para alimentar-se em relagdo ao grupo dieta controle. O pré-tratamento com
Canabidiol (30 mg/Kg) ndo preveniu o efeito induzido pelo consumo da dieta HC
(figura 16, fator dieta Fq,43)=4,37; p<0,05; fator farmaco F.43)= 0,014; p>0,05;
interacdo dieta x farmaco F@,43)= 0,82; p >0,05. ANOVA de duas vias seguida de
Bonferroni). O consumo alimentar medido durante 5 minutos apos o teste, foi
maior nos animais que receberam dieta HC comparada aos animais do grupo
dieta controle, independentemente do tratamento recebido (figura 17, fator dieta
Fa,a4= 61,55; p<0,05; fator farmaco F@,44= 0,38; p>0,05; interacdo dieta X
farmaco F,44)= 0,001; p>0,05, ANOVA de duas vias seguido de Bonferroni).

No tratamento sub-crénico com Canabidiol, observamos que a dose de 30
mg/Kg foi capaz de reduzir o efeito induzido pelo consumo da dieta HC na
laténcia para se alimentar (figura 18, fator dieta F.24)= 4,98; p<0,05; fator
farmaco F,24) =5,86; p<0,05; interacdo dieta x farmaco Fq,24) = 5,408; p<0,05;
ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni). O consumo alimentar medido
durante 5 minutos apds o teste com tratamento sub-crénico, foi maior nos
animais que receberam dieta HC em relacdo ao grupo controle (figura 19, fator
dieta Fa,44= 92,29; p<0,05; fator farmaco F,44)=0,06; p>0,05; interacdo dieta
farmaco F@,44)= 0,55; p>0,05. ANOVA de duas vias seguido de Bonferroni).
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com Canabidiol (30 mg/Kg) sobre a laténcia do primeiro
episadio para alimentacéo no teste de Alimentagéo Inibida pela Novidade, apds consumo crénico
de dieta controle ou dieta HC. As barras representam a média + E.P.M do tempo de laténcia em

segundos *p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo + dieta controle, n=12/grupo (ANOVA de duas
vias seguida de Bonferroni).
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Figura 17. Consumo alimentar (g) apés o teste de Alimentacao Inibida pela Novidade. As banas

representam a média £ E.P.M do consumo em g. *p<0,05 em relagéo ao grupo dieta controle,
n=11-12/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonefrroni).
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Figura 18. Efeito do tratamento sub-crénico com Canabidiol (30 mg/Kg) sobre a laténcia do
primeiro episodio para alimentacdo no modelo de Alimentacao Inibida Pela Novidade, apés
consumo crénico de dieta controle ou dieta HC. As barras representam a média = E.P.M do
tempo de laténcia em segundos. *p<0,05 em relagcdo ao grupo controle, #p<0,05 em relacéo ao
grupo dieta HC veiculo. n=11/12grupo (ANOVA de duas \vias seguida de Bonferroni).
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Figura 19: Consumo alimentar (g) dos animais ap0s o teste de Alimentagéo Inibida pela
Nowvidade. As barras representam a média + E.P.M do consumo em g dos animais alimentados
cronicamente com dieta controle e dieta HC e pertencentes ao grupo veiculo e CBD. *p<0,05 em
relacdo ao grupo dieta controle, n=11/12 grupo (ANOVA de duas Vias seguida de Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que 0 consumo cronico de dieta HC
foi capaz de aumentar o indice de adiposidade sem alterar o peso corporal.
Esses dados corroboram estudos anteriores que mostraram que a dieta HC
induz obesidade caracterizada pela expansdo répida e sustentada da
adiposidade corporal (Oliveira et al. 2013). Além disso, ndo houve diferenca no
consumo alimentar em comparacdo a dieta controle, como previamente
observado por (Gomes et al. 2018). Uma possivel explicacdo pela qual a dieta
HC induz obesidade é o fato dessa dieta apresentar alto indice glicémico,
promovendo o aumento nos niveis de insulina pés-prandiais, favorecendo o
aumento de fatores de transcricdo e de enzimas envolvidas na lipogénese e
armazenamento de gorduras (Oliveira et al. 2013).

Evidéncias sugerem que a obesidade esta relacionada ao
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como ansiedade e compulsdo
(Baker etal. 2017). Nesse sentido, o0 emprego de dietas experimentais é utilizado
para a compreensdo da fisiopatologia dessa condicdo e suas comorbidades.
Nesse trabalho, confirmamos dados prévios do nosso grupo ao observar o
comportamento do tipo compulsivo apés consumo crénico da dieta HC (Gomes
et al. 2018). Além disso, dados da literatura também demonstraram
comportamento tipo-compulsivo no teste de enterrar esferas em camundongos
fémeas apds consumo de dieta rica lipideo (Krishna et al. 2015). O modelo de
enterrar esferas é constantemente utilizado para investigar selecédo de farmacos
gue possuam potencial efeito anti-compulsivo (Umathe et al. 2009).

Verificamos também que o consumo da dieta HC induziu comportamento
do tipo ansioso em animais submetidos ao teste de alimentacdo inibida pela
novidade, através do aumento da laténcia para se alimentar. Nossos dados
corroboram outros trabalhos da literatura, que demonstraram que uma dieta rica
em gordura induz comportamento tipo ansioso em roedores (Dutheil et al. 2016),
e ap6s o consumo da dieta HC (Gomes et al. 2020, Santos et al. 2018). O modelo
de alimentacao inibida pela novidade é preditivo para ansiedade devido a acao
ansiolitica de véarias drogas testadas com efeito de reduzir a laténcia para se

alimentar (Bodnoff et al. 1988). A diferenca observada entre os grupos no
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consumo alimentar durante cinco minutos apos o teste foi atribuida a uma
diferenca nas texturas das dietas utilizadas.

Individuos obesos apresentam alta prevaléncia de distarbios psiquiatricos
como ansiedade e depressado, no entanto, 0os mecanismos envolvidos nessa
relacdo bidirecional entre obesidade e distdrbios mentais ainda ndo estdo
completamente elucidados (Jaremka and Pacanowski 2019). Evidéncias
sugerem que ainflamacédo desempenhe importante participacdo na relagdo entre
a obesidade e transtornos psiquiatricos, uma vez que a inflamacéo representa
um componente comum nessas patologias (Cancello and Clement 2006). Alguns
mecanismos sao associados a inflamacdo consequente da obesidade. O tecido
adiposo branco parece desencadear, predominantemente, 0 processo
inflamatorio na obesidade, evidenciado pelo aumento da expressédo de citocinas
pro-inflamatorias. A expansédo dos adipécitos, como observado na obesidade,
promove o recrutamento de macrofagos que induzem a producdo de citocinas
pro-inflamatdrias causando uma inflamacdo crénica de baixo grau (Sanchez,
Guerin and Fonken 2019). Além disso, as citocinas liberadas em decorréncia da
expansdo do tecido adiposo podem facilitar o aumento da permeabilidade
intestinal e a ruptura da mucosa, possibilitando a passagem de lipopolisacarideo
bacteriano (LPS) do lumen para a corrente sanguinea, provocando uma
inflamacéo sistémica de baixa intensidade (Bilski et al. 2019). Estudos anteriores
demonstraram que a dieta HC é capaz de alterar a producdo de citocinas
inflamatorias, sugerindo que seu consumo esta relacionado a um efeito
inflamatorio (Ferreira et al. 2011, Oliveira et al. 2013). Estudos pré-clinicos ja
demonstraram niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias em camundongos
obesos acompanhados por alteragcdes comportamentais e ainda, observou-se
gue o tratamento com drogas anti-inflamatérias levou a melhora desse
comportamento (Fourrier, 2019).

Como mencionado anteriormente, a inflamacao relacionada a obesidade
parece nao se limitar apenas a periferia, visto que estudos clinicos e pré-clinicos
jd& demonstraram alteracbes nos niveis de citocinas pro-inflamatérias em
estruturas cerebrais responsaveis pelo comportamento (Thaler et al. 2012). E
ainda, em animais alimentados cronicamente com a dieta HC, observou-se
aumento de citocinas pro-inflamatérias como TNFa e IL-6 nos tecidos adiposos

e intestinal (Oliveira et al. 2013). Embora no presente trabalho n&o tenha ocorrido
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a dosagem de citocinas periféricas e centrais, baseado em trabalhos anteriores
e pelo nosso préprio grupo de pesquisa (Oliveira et al. 2013, Gomes et al. 2020),
€ possivel sugerir que as citocinas inflamatdrias produzidas a partir do tecido
adiposo dos animais alimentados cronicamente pela dieta HC, afetem o
funcionamento de estruturas cerebrais responsaveis pelo comportamento de
ansiedade e compulséo.

As citocinas inflamatérias produzidas perifericamente podem acessar o
cérebro via diferentes mecanismos, sendo estes, através de regides incompletas
da barreira hematoencefalica permitindo, dessa forma, a passagem de citocinas.
Além disso, é importante ressaltar que durante processos inflamatérios como
meningite, ocorre 0 aumento da permeabilidade dessa barreira (Miler et al.
2013). Outro caminho pelo qual as citocinas atingem o SNC é através do
estimulo das fibras nervosas do nervo vago que transmite informacdes para o
cérebro através da ativacdo do nicleo do trato solitario e da area postrema
(Pavilov, Tracey 2012). Ainda, as citocinas presentes no cérebro ativam e
estimulam a micrdglia a produzir proteina-1 quimioatrativa de mondcitos (MCP1)
responsavel pelo recrutamento de mondcitos e facilitando as respostas
inflamatorias (D'Mello, Le, Swain 2009).

A partir desse momento, diferentes vias de sinalizacdo inflamatorias séo
ativadas, por exemplo, estimulando a indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), enzima
gue degrada o triptofano, um aminoacido precursor da serotonina (Kim, Jeon
2018). A degradacdo do triptofano além de diminuir a sintese de serotonina
também leva ao aumento de quinurenina, o principal metabdlito do triptofano. A
quinurenina pode ser convertida em acido quinolinico na micréglia, levando a
liberagdo de glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do SNC, através
da ativacdo de receptores NMDA e inducdo do estresse oxidativo, resultando em
neurotoxicidade e possivel desenvolvimento de transtornos cognitivos (Leff-
Gelman et al. 2016). Adicionalmente, estudos ja demonstraram a desregulacao
glutamatérgica envolvidas nos mecanismos neuroldégicos associados a
transtornos psiquiatricos como ansiedade e depresséo (Marquez et al. 2017).

Outro mecanismo proposto nas alteracfes comportamentais induzidas
por mediadores inflamatérios, inclui a hiperativacdo do eixo hipotalamo-hipodfise-
adrenal (HPA), que é observada em individuos com depresséo e, consequente

aumento nas concentracfes circulante de cortisol. Nesse sentindo, animais
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alimentados por uma dieta hiperlipidica observou-se um aumento nos niveis de
corticosterona e maior susceptibilidade ao estresse (Legendre, Harris 2006).
Ainda, individuos obesos sdo mais sensiveis ao estresse (Brydon, 2011) e
consequentemente apresentam maior predisposicdo ao desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos (Gariepy, Nitka and Schmitz 2010, Wiltink et al. 2013).
A exacerbacdo de citocinas encefalicas reduz a expressdo do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina que desempenha
importante fungdo na sobrevivéncia, diferenciagéo e crescimento de neurénios,
além de participar de mecanismos relacionados a plasticidade neuronal
contribuindo para o aprendizado e memoria (Hashimoto 2010). Um estudo
demonstrou que a administracdo intraperitoneal de LPS ou IL-1B reduziu a
expressdo de BDNF no hipocampo de ratos bem como em outras estruturas
envolvidas no comportamento de ansiedade e depressdo como o CPF (Zhang,
Yao, Hashimoto 2016). A diminuicdo da expressdo dessa neurotrofina esta
relacionada a apoptose neuronal e consequente facilitagdo no desenvolvimento
de transtornos psiquiatricos como depresséo e ansiedade (Hashimoto 2010).
Além dos mecanismos ja mencionados, as citocinas representam
importante fungdo na ativagdo microglial. A microglia € uma célula residente do
sistema imune inato cerebral e representa 10% de todas as células cerebrais
(Gomes et al. 2015). As células microgliais s@o sensiveis a insultos e em
condicdes fisiolégicas apresentam funcéo fagocitica e de poda sinaptica, além
de produzirem neurotrofinas (Aguzzi, Barres, Bennett 2013). No entanto, durante
0 processo inflamatoério as células microgliais podem ser ativadas de maneira
exacerbada o que pode induzir alteracbes na sua morfologia, resultando numa
conformacdo no estado ameboide, e também na sua funcéo, pois passam a
produzir citocinas pro-inflamatérias aumentando ainda mais 0 processo
inflamatorio podendo resultar em apoptose neuronal (Chunchai, Chattipakorn,
Chattipakorn 2018). A ativacdo excessiva dessas ceélulas é associada ao
desenvolvimento de doencgas neuroldgicas. Dados do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que animais apresentaram um aumento na ativacdo de células
microgliais ap0s o consumo cronico de dieta rica em carboidrato, e essas
alteracdes foram associadas a alteragdes comportamentais como ansiedade e
compulsdo (Gomes et al. 2020, Gomes et al. 2018). Além disso, trabalhos ja

demonstraram que o consumo de dietas hiperlipidicas, que levam a um estado
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inflamatério, aumentaram o0 ndmero de células microgliais em estruturas
cerebrais importantes na ansiedade como amigdala, hipotalamo, hipocampo e
CPF (Tay et al. 2017). Portanto, a inibicdo desses processos inflamatorios
mediados pela microglia pode resultar em efeitos neuroprotetores.

De acordo com nossos resultados de alteragbes comportamentais
induzidas pelo consumo crénico de dieta HC e também através de dados da
literatura, propomos que o CBD atenuaria 0s comportamentos tipo ansioso e
compulsivo observados, uma vez que esse fitocanabindide possui a¢des anti-
inflamatorias, ansioliticas e anti-compulsivas. Com base nas avaliagfes
comportamentais realizadas no presente trabalho, observamos que o tratamento
agudo com CBD foi capaz de atenuar o comportamento tipo compulsivo no
modelo de enterrar esferas, entretanto, esse efeito ndo foi observado no modelo
de alimentacdo inibida pela novidade. Em contrapartida, o tratamento sub-
crénico com CBD apresentou efeito em ambos modelos, representado pela
reducdo no numero de esferas enterradas e pela menor laténcia para se
alimentar.

Alguns trabalhos da literatura jA& demonstraram as propriedades agudas
do tipo anti-compulsiva e ansiolitica do CBD em animais (Blessing et al. 2015).
Moreira e colaboradores demonstraram que uma unica dose de CBD foi capaz
de induzir um efeito ansiolitico em ratos no teste de Vogel (Moreira, Aguiar and
Guimaraes 2006). Em um trabalho utilizando modelo de TOC induzido pelo
agonista serotoninérgico ndo seletivo MCPP, demonstrou-se que o tratamento
agudo com uma dose sub-efetiva de CBD foi capaz de bloquear o efeito induzido
pelo MCPP através da reducdo do numero de esferas enterradas (Nardo et al.
2014). Tais dados corroboram nosso trabalho, onde demonstramos que o
tratamento agudo com CBD apresentou um efeito moderado em reduzir o
comportamento do tipo compulsivo induzido pela dieta HC. De forma contraria,
o tratamento agudo com CBD n&o foi capaz de atenuar o comportamento tipo-
ansioso no modelo de alimentacdo inibida pela novidade. Nesse modelo os
animais sédo submetidos ao estresse de privacdo alimentar por 24h. O estresse
agudo e cronico € capaz de alterar varias funcdes cerebrais constituindo um fator
chave no desenvolvimento da ansiedade (Santos et al. 2018). Além disso,
individuos obesos apresentam maior responsividade ao estresse e,

consequentemente, s&8o mais susceptiveis a desenvolver transtornos



45

psiquiatricos. De forma semelhante, Moraes e colaboradores demonstraram que
uma unica dose de CBD néo foi capaz de induzir o efeito tipo antidepressivo em
animais diabéticos no modelo do nado forcado (Moraes, 2018).

Como ja descrito anteriormente, o estado de obesidade esta intimamente
relacionado a neuroinflamacdao, hiperatividade do eixo HPA, reducdo de BDNF e
também diminuicdo de monoaminas que s&o importantes na fisiopatologia de
transtornos psiquiatricos. Portanto, considerando todas essas acOes das
citocinas sobre o cérebro somadas ao estresse por privacao alimentar, é possivel
sugerir que uma Unica dose de CBD ndo seja suficiente para regular tais
prejuizos promovidos pela obesidade e que seja necesséria uma acao mais
prolongada para que os efeitos do CBD possam influenciar o comportamento no
modelo de alimentacdo inibida pela novidade. Em concordancia com tal
hipétese, observamos que apenas o tratamento sub-crénico foi capaz de induzir
um efeito tipo ansiolitico em animais alimentados com a dieta HC. De forma
similar, no trabalho de Moraes e colaboradores, a dose subcrénica de CBD foi
capaz de atenuar o tempo de imobilidade e aumentar a frequéncia de natac&o
no modelo do nado forcado em ratos diabéticos. Tal efeito do CBD foi atribuido
a uma melhora na funcdo monoaminérgica (Moraes, 2018).

O CBD, possui uma pletora de alvos farmacolégicos no SNC e ao longo
dos ultimos anos houve um grande aumento no interesse por esse composto e
por seus potencias efeitos terapéuticos. Dentre seus efeitos terapéuticos
destaca-se suas propriedades anti-inflamatoérias. Outros trabalhos também
demonstraram o efeito do tratamento repetido do CBD sobre o comportamento,
como o trabalho de Gomes e colaboradores, utlizando um modelo de
esquizofrenia induzida pelo antagonista NMDA, MK-801, demonstraram que o
tratamento crénico com CBD atenuou ou reverteu a alteracdo comportamental
do tipo esquizofrénica no modelo de reconhecimento de objeto e interag&o social,
além de reduzir as alteracfes na expressdo dos marcadores gliais como
astrocitos e microglia, por uma possivel acdo anti-inflamatdria (Gomes et al.
2015).

Em um modelo de neuroinflamacéo relacionada a doenca de Alzheimer,
onde os camundongos foram inoculados com peptideo AB, o tratamento crénico
com CBD reduziu a neuroinflamacédo e promoveu neurogenese hipocampal

através da sua interacdo com receptores ativado por proliferadores de
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peroxissomo (PPAR). O PPARy é uma das trés isoformas pertencentes a
superfamilia de receptores de hormonios nucleares PPAR, no cérebro eles se
localizam em neurdnios e em células gliais e estao relacionados com o controle
de expressao de genes relacionados as respostas anti-inflamatérias(Sonego et
al. 2018). O agonismo de receptores PPARy tem sido proposto como um
possivel alvo terapéutico anti-inflamatério do CBD (Esposito et al. 2011).
Adicionalmente, outro modelo de neuroinflamacéo relacionado a doenca de
Alzheimer demonstrou que o tratamento repetido com CBD durante sete dias
reduziu a expressdo de varias citocinas inflamatérias da glia, que séo
importantes participantes do processo inflamatorios incluindo II-18 e éxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) (Esposito et al. 2007).Portanto, devido ao seus multiplos
mecanismos 0 CBD pode representar uma nova abordagem para o tratamento

de distarbios neuropsiquiatricos.
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados reforcam o comportamento tipo compulsivo e
ansioso induzido pelo consumo crbnico da dieta rica em carboidrato. O
tratamento agudo com CBD atenuou apenas o comportamento tipo-compulsivo
no modelo de enterrar esferas, entretanto, o tratamento sub-crénico atenuou o
comportamento tipo-compulsivo e tipo-ansioso induzidos pelo consumo da dieta,
sugerindo que o CBD possa contribuir para a farmacoterapia dos transtornos
psiquiatricos, especificamente, ansiedade e compulsdo de pacientes obesos.
Mais estudos precisam ser realizados afim de confirmar tal hipétese e investigar

0S mecanismos envolvidos em tais efeitos.
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