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Abstract

The Major Depressive Disorder (TDM) affects millions of peoples worldwide, with an
annual prevalence estimated between 5 e 9%. Nevertheless, treatment options
available has a relative low efficacy, which can be comprehended by the restrict
knowledge over the physiopathology of the disease. Recently, several evidences have
arisen concerning the role of the immune signaling over the development of TDM.
Different animal models are employed in order to reproduce distinct aspects of the
disorder, such as Sickness Behavior (SB) model induced by lipopolysaccharide (LPS).
Simultaneously, development of new drugs tries to take benefit from these new
physiopathology propositions and the endocannabinoid system modulators are an
example. Recently discovered and described, this system is active in several brain
areas and it is implicated in many intracellular pathways in order to modulate
neurotransmission. In this context, we intend to reproduce the SB model and its
behavioral features and evaluate the response of the model to a cannabidiol trial. Using
LPS, two models of sickness behavior were generated: one with a lower dose (0.11
mg/kg) and another with a higher dose (0.83 mg/kg). Although the lower dose model
had a decreased burrow behavior in the burrowing test, the treatment with canabidiol
(CBD) have not restored this behavior to baseline. On the other hand, CBD was able
restore the alteration in the forced swimming test (FST) in the later. In this model, IL-6
levels in hypothalamus (HT), pre-frontal cortex (CPF) and hipoccampus (HC) were
increased in SB and were restored to baseline in CPF and HC. We have also shown a
decreased IL-1p and TNF production in CBD treated mice in HC. Although animal
models are useful tools to human diseases study, it is hard to reproduce all the disease
characteristics. The FST has a good predictive validity, making it useful to foresee
antidepressants candidates. Applying the SB as an immune model of TDM, increases
the specificity of the analysis, restricting the therapeutic effects within the set of
alterations defined by the model.

Keywords: C57BL/6; Sickness Behavior; forced swimming test; burrowing;

cannabidiol; cytokines; neurotrophic factors.



Resumo

O transtorno depressivo maior (TDM) acomete milhdes de pessoas em todo o mundo,
com uma prevaléncia anual média estimada entre 5 e 9%. No entanto, os tratamentos
disponiveis possuem uma eficacia relativamente baixa, o que pode ser explicado pelo
restrito conhecimento acerca dos processos fisiopatoldégicos envolvidos.
Recentemente, varias evidéncias tém apontado disturbios da sinalizacdo imune como
contribuidores do quadro. Modelos animais sdo empregados como tentativas de
reproduzir diferentes aspectos do transtorno e, dentre esses, o Sickness Behavior
(SB) induzido por lipopolissacaride (LPS) destaca-se no ambito inflamatorio.
Paralelamente, o desenvolvimento de novos alvos farmacos tentam se beneficiar das
recentes descobertas sobre a fisiopatologia da doenca, dentre as quais estdo o0s
moduladores do sistema endocanabinoide (SeCB). Recentemente descrito, 0 SeCB é
expresso em diversas regibes do SNC e interage com vérias vias de sinalizacéo
intracelulares, com finalidade principalmente moduladora sobre a expressdo de
neurotransmissores. Nesse contexto, nos propusemos a reproduzir um modelo de SB
e suas caracteristicas comportamentais e avaliar a resposta desse ao canabidiol
(CBD). Dois modelos de SB foram gerados utilizando LPS: o modelo de baixa dose
(0,11mg/kg) e o de alta dose (0,83 mg/kg). Apesar da reducao na quantidade de ragéao
escavada no teste Burrowing, o tratamento com CBD n&o reverteu essa alteragao. Por
outro lado, no teste do nado forcado (FST) o tratamento com CBD foi eficaz em
restaurar a alteracdo induzida pelo SB. Nesse ultimo, um aumento da expressao de
IL-6 no hipotalamo, cértex pré-frontal e hipocampo foi percebida com a inducao do SB
e o tratamento com CBD reverteu 0s niveis para a linha de base no cortex pré-frontal
e hipocampo. Adicionalmente, o CBD reduziu a expresséao de IL-18 and TNF no
hipocampo no modelo de alta dose. Apesar de modelos animais serem ferramentas
Uteis para o estudo de doencas humanas, reproduzir todas as caracteristicas da
doenca é uma tarefa ardua. O FST possui uma boa validade preditiva, tornando-o util
na previsao de candidatos a drogas antidepressivas. O emprego de um modelo de
TDM aumenta a especificidade dos achados, restringindo os efeitos terapéuticos a um
conjunto de alteragfes ja estabelecidas pelo modelo.

Palavras-chave: C57BL/6; Sickness Behavior; teste do nado forgado; burrowing;

canabidiol; citocinas; fatores neurotroéficos.



1. INTRODUCAO

1.1. Transtorno Depressivo Maior

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) € um dos mais frequentes transtornos
psiquiatricos na populacdo geral, com uma prevaléncia ao longo da vida estimada em
17% e a prevaléncia anual variando entre 5-9% (Mrazek et al., 2014), afetando
aproximadamente 121 milhdes de pessoas ao redor do mundo (Prins et al., 2011).
Segundo a OMS (Greden, 2001; Global Burden of Hepatitis, 2004), o TDM é uma das
doencas mais danosas a sociedade devido a diminui¢éo da qualidade de vida imposta,
a maior utilizacdo dos servicos de salude e aos custos diretos e indiretos associados.
O diagnéstico do transtorno ja constitui uma barreira inicial importante, uma vez que
cerca de 50% dos casos podem nao ser diagnosticados por médicos nao especialistas
(Mitchell et al., 2009). Adicionalmente, cerca de metade dos pacientes ndao atingem
remisséo completa com o tratamento inicial instituido e desses cerca de 30-50% néo
respondem ao mesmo (Greden, 2001; Nierenberg e Dececco, 2001; Fava et al., 2006;
Nemeroff, 2007; Bares et al., 2008). Esses pacientes resistentes ao tratamento,
definidos pela ndo melhora ap6s um ou mais ciclos terapéuticos de 6 meses com
doses adequadas, sédo responsaveis pela maior parte do 6nus estimado para a doenca
(Mrazek et al., 2014).

Apesar dos grandes impactos sanitarios e socioecondmicos associados a essa
morbidade, pouco se compreende sobre a sua fisiopatologia (Nestler et al., 2002;
Krishnan e Nestler, 2008; Kohler et al., 2016). Atualmente sdo descritos varios fatores
de risco para o desenvolvimento dessa morbidade. Kendler e colaboradores (Kendler
et al., 2002; 2006), baseados na anélise de 18 parametros em gémeos monozigoticos,
levantaram como principais fatores de risco diretos para o desenvolvimento de TDM
os fatores genéticos, neuroticismo, transtornos de ansiedade antes dos 18 anos,
transtornos de conduta durante a infancia/puberdade, historia pregressa de transtorno
depressivo, problemas conjugais e eventos estressantes (pessoais ou de pessoas
préximas) no dltimo ano. Alguns parametros, embora ndo contribuam diretamente,
predispdem a ocorréncia dos fatores de risco, como abuso ou dependéncia de
substancias quimicas, abuso sexual na infancia ou obito parental.

Para o diagndstico, além do levantamento dos fatores de risco, sdo utilizados

os critérios diagnostico do TDM definidos pelo Diagnostic and Statistical Manual of
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Mental Disorders V (DSM-V). Segundo esses critérios, a presenca de humor
deprimido e/ou anedonia aliada a pelo menos quatro sintomas adicionais de
depresséo por pelo menos 2 semanas define o diagndstico (DSMV). Relativamente
conservado em relacéo a edicao anterior do DSM, o diagndstico da doenca depende
fortemente de um conjunto de sintomas extremamente variavel e ndo é alicercado por
evidéncias neurobioldgicas objetivas (Nestler et al., 2002) . Alguns autores (Horwath
et al., 1992; Lamers et al., 2010; Gold, 2015) adotam uma divisédo da manifestacéo da
doenca em dois subtipos clinicamente distintos: o melancélico e o atipico. O TDM
melancdlico é representado pela perda do apetite e do peso, insbnia e agitacdo
psicomotora enquanto o TDM atipico é caracterizado pelo aumento do apetite, ganho
ponderal, fadiga, hipersonia e retardo psicomotor. Além dos sintomas, outras
manifestacbes comuns ao subtipo melancélico incluem ansiedade, hiposensibilidade
a estimulos externos, aumento da atividade simpética e hiperativacdo do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (Prins et al., 2011). Em relacdo ao subtipo atipico, se
associam o aumento da sensibilidade ao ambiente, a menor ativacado simpatica e a
inibicdo do eixo HHA, esse ultimo implicando aumento do atividade imunoldgica (Prins
et al., 2011).

Atualmente, varias classes de drogas sao utilizadas na terapéutica dos
transtornos depressivos. Geralmente, a abordagem se baseia na utilizagdo dos
Inibidores Seletivos de Recaptacdo de Serotonina (ISRS) e Inibidores Seletivos de
Recaptacao de Serotonina-Noradrenalina (ISRSN) (Bentley et al., 2014). No entanto,
os primeiros farmacos antidepressivos ndo foram desenvolvidos com essa proposta
terapéutica e esse efeito foi uma descoberta casual da iproniazida e da imipramina na
década de 50 (Kohler et al., 2016). Desde a entdo, o envolvimento dos circuitos
neurais serotoninérgicos e das monoaminas assumiu papel central na etiopatogénese
da depressao, o que culminou com o desenvolvimento e lancamento dos primeiros
ISRS na década de 80. Embora inicialmente promissores pela maior seletividade de
atuacdo e menor taxa de efeitos colaterais a eficicia terapéutica ndo se alterou muito
em relacdo aos triciclicos. Os recentes ISRS e ISRSN e os classicos antidepressivos
triciclicos possuem a mesma eficacia, com uma taxa de resposta (melhora superior a
50% dos sintomas) em torno de 60-70% entre os pacientes com TDM, com melhor

evidéncia nos mais gravemente enfermos (Bentley et al., 2014).
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Face a eficacia relativamente baixa do tratamento do transtorno associado a
gravidade das consequéncias sociais e individuais, o levantamento dos processos
etiologicos e fisiopatoldgicos adquire importancia. Apesar de mal compreendida, sabe-
se que a etiologia do quadro é multifatorial, e sua fisiopatologia envolve fatores de
risco genéticos e altera¢des nos circuitos de varios neurotransmissores, na expressao
de mediadores inflamatorios e na sintese de fatores neurotréficos. O envolvimento de
muitos fatores de risco externos, varios mecanismos fisiopatoldgicos e critérios
diagnoésticos essencialmente clinicos dificultam a elaboracdo de uma hipotese

fisiopatoldgica Unica.
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1.1.1 Inflamag&o e os transtornos depressivos.

Durante os anos 80 evidéncias colocaram em cheque o paradigma de que o
cérebro seria um Orgao imunoprivilegiado, ao apontar interacfes entre 0s sistemas
nervoso, imune e enddcrino (Schiepers et al., 2005). Em seguida, varios estudos
comecaram a apontar alteracdes desta interagdo triplice também em processos
patolégicos, como nos transtornos do estresse pos-traumatico, bipolar e depressivos
(Jones e Thomsen, 2013). Maes, em 1999 (Maes et al., 1999), prop6s o “Modelo da
Resposta do Sistema Inflamatdrio na Depressdo”, que considerou o transtorno
depressivo uma morbidade psiconeuroimunoldgica, responsabilizando os mediadores
inflamatorios por varias alteracbes comportamentais, neuroendocrinas e
neuroquimicas descritas no TDM. Em seguida, varios autores associaram o fendbmeno
inflamatoério aos transtornos depressivos embasados, principalmente, nos seguintes
grupos de evidéncias: (1) niveis aumentados de marcadores inflamatérios em
pacientes com TDM sem comorbidades; (2) a depressao sendo uma comorbidade de
paciente com doencas inflamatérias crénicas e (3) tratamentos com base em citocinas
aumentam o risco de desenvolvimento de transtornos depressivos (Krishnadas e
Cavanagh, 2012; Patel, 2013).

Varios mediadores inflamatérios foram apontados como possiveis marcadores
para depressdo maior, tais como a proteina C reativa (PCR), as interleucinas (IL) IL-
1B, IL-2, IL-6, e as citocinas interferon y (INF-y) e o fator de necrose tumoral (TNF)
(Muller et al., 2011; Jones e Thomsen, 2013). Os niveis séricos de PCR encontram-
se aumentados nesses pacientes e estdo correlacionados com a severidade do
transtorno de humor (Hafner et al., 2008; Muller et al., 2011). A PCR mostrou-se,
também, como marcador para alteracdes cognitivas da depresséao (Muller et al., 2011).
De maneira semelhante, as concentracdes séricas de TNF e IL-6 apresentaram-se
aumentadas nos pacientes diagnosticados com TDM em comparagéo com individuos
controle em duas meta analises (Dowlati et al.,, 2010; Liu et al., 2012) e
correlacionaram-se positivamente com a severidade do quadro (Muller et al., 2011). A
IL-6 mostrou-se ainda associada a resisténcia ao tratamento com antidepressivos
(Yoshimura et al., 2009). Além disso, na meta-analise pulicada por Hannestad e
colaboradores comparando os efeitos do tratamento com antidepressivos entre

respondedores e ndo respondedores clinicos, demonstrou redugédo na concentragao
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sérica de IL-6 e TNF nos pacientes submetidos a ISRS. (Hannestad et al., 2011).
Esses resultados sugerem que a alteragdo nos niveis dessas citocinas ndo sdo uma
consequéncia do quadro psiquiatrico e podem atuar na etiopatogénese do quadro
(Hannestad et al., 2011). Embora as concentracbes séricas de IL-1B apresentem
resultados conflitantes em meta-analises (Howren et al., 2009; Dowlati et al., 2010; Liu
et al., 2012), é aceito por alguns autores que a mesma esteja aumentada, uma vez
que sua dosagem possui limitagcdes pela geralmente baixa concentracdo sérica
encontrada, visto que sua acdo é principalmente pela via paracrina (Howren et al.,
2009; Jones e Thomsen, 2013). Ainda assim, o tratamento com antidepressivos foi
capaz de reduzir os niveis séricos periféricos dessa interleucina, independente da
categoria da droga empregada (Hannestad et al., 2011). A maioria dos estudos nao
aponta diferencas entre pacientes com TDM e controles em relacédo a concentracao
sérica de IFN-y. (Dowlati et al., 2010; Liu et al., 2012). No entanto, ao dividir os
pacientes baseado nos subtipos melancdélicos e ndo melancdlicos, houve menor
producdo de IFNy no grupo melancélico, que diferiu significativamente do controle e
do grupo atipico num estudo longitudinal com 43 pacientes (Rothermundt et al., 2001;
Dowlati et al., 2010; Liu et al., 2012). Poucos estudos compararam a producao de IL-
10, uma interleucina anti-inflamatéria, e ndo foram encontradas diferencas nos
acometidos por TDM de maneira geral (Dowlati et al., 2010; Liu et al., 2012), embora
0s pacientes melancdlicos exibissem menores concentracbes de IL-10 quando
comparados com o0s quadros atipicos e os individuos controle.(Rothermundt et al.,
2001).

As alteracdes produzidas pelo tratamento farmacoldgico da depresséo reforcam o
envolvimento desses marcadores inflamatorios na fisiopatologia dessa doenca. Varios
grupos (Sluzewska et al., 1995; Frommberger et al., 1997; Tuglu et al., 2003)
demonstraram reducdo das concentracdes séricas de IL-6 e TNF em pacientes com
diagnoéstico de depressado tratados com ISRS. Além disso, mais recentemente foi
demonstrado melhor resposta clinica com o uso simultaneo de inibidores seletivos de
cicloxigenase-2 (COX-2) e reboxetina, um inibidor seletivo da receptacdo de
noradrenalina, reforcando o envolvimento inflamatério na fisiopatologia do TDM
(Muller et al., 2006).

Pacientes portadores de condi¢des médicas cronicas possuem incidéncia de
transtornos depressivos de 5 a 10 vezes maior que na populacdo geral, exercendo
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grande impacto no prognéstico desses pacientes. Os portadores de condigcbes
autoimunes sdo ainda mais afligidos, alcancando incidéncia de 50% para TDM em
esclerose multipla, por exemplo, cujas taxas de tentativas de autoexterminio alcancam
15% (Lo Fermo et al., 2010). Um grande estudo longitudinal conduzido na Dinamarca
(Benros et al., 2013), com cerca de 27.000 pacientes portadores de doencas
autoimunes sem outras comorbidades, apontou um aumento da incidéncia de
transtorno depressivo de 1,45 vezes em relacdo aos controles ndo portadores.
Algumas condi¢des estdo associadas a um aumento ainda maior, como hepatite
autoimune (IRR 2,28), lapus eritematoso sistémico (IRR 2,16) e anemia hemolitica
autoimune (2,53). A presenca de comorbidade infecciosa a qualquer portador de
doenca autoimune associava-se a um risco ainda maior (IRR 1,62) (Benros et al.,
2013). Essa associacdo com depressao ocorre mesmo em condi¢cdes cuja inflamacao
ndo desempenha um papel primario na fisiopatologia, tais como céncer, doenca
coronariana, acidentes vasculares encefalicos e epilepsia (Krishnadas e Cavanagh,
2012).

O emprego de citocinas como INF ou de IL-2 na imunoterapia de doencas, como
hepatite C, HIV, melanoma e carcinoma hepatocelular, esta relacionado com um
aumento da prevaléncia de TDM nesses pacientes quando comparados com controles
em outras modalidade de tratamento (Krishnadas e Cavanagh, 2012; Jones e
Thomsen, 2013), variando entre 23-45% nos estudos prospectivos (Asnis e De La
Garza, 2006; Lucaciu e Dumitrascu, 2015). Em termos clinicos, a administracao de
INF-a, IL-2 ou TNF esta associada a humor deprimido, perda de peso, insdnia, retardo
psicomotor, reducdo da concentracdo e confusdo (Meyers, 1999) e geralmente
melhoram pouco tempo apds o término da administracdo. Esse estado depressivo
induzido por INF a responde ao tratamento com antidepressivos tradicionais (Raison
et al., 2006). O emprego de INF-q, induz a sintese de outras citocinas inflamatorias,
tais como IL-6, TNF e IL-1B3, que também se encontram em niveis aumentados em
pacientes deprimidos, como demonstrado anteriormente (Asnis e De La Garza, 2006).
Assim como no tratamento com citocinas pré inflamatdrias, a administragdo de
lipopolissacaride (LPS), um componente da parede celular de bactérias e importante
ativador da resposta imune inata, em voluntarios sadios induzia a um humor deprimido

associado a periodos de ansiedade e déficits de memoaria (Yirmiya et al., 2000;
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Schedlowski et al., 2014). Esses efeitos indicaram um modelo potencial para estudo

dessa interacao inflamagéao-transtornos depressivos.
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1.2 Sickness Behavior

Definido como o conjunto de alteracdes psicolégicas e comportamentais
associadas a uma resposta febril e neuroenddcrina frente a um desafio infeccioso
(Dantzer, 2006; Maes et al., 2012), o Sickness Behavior (SB) guarda grandes
semelhancas com as alteracdes vistas no transtorno depressivo (Maes et al., 2012).
Essa estratégia adaptativa € caracterizada por alteragbes comportamentais
compartilhadas com o TDM (melancdlico, principalmente) como letargia, perda da
concentracéo, desinteresse social, anedonia, sonoléncia, anorexia e perda de peso
ao mesmo passo que possui alteragcbes ndo completamente compartilhadas como
hiperalgesia e pirexia (Maes et al., 2012).

1.2.1 Sickness Behavior: alterac6es comportamentais

O SB pode ser induzido através da administracéo isolada de algumas citocinas,
como IL-18 ou TNF, ou através de indutores de resposta imune, como o LPS, o bacilo
de Calmette-Guérin (BCG), Salmonella typhi (Capuron e Miller, 2011) ou o Poly:1C
(Gibney et al.,, 2013). Em animais, alguns testes comportamentais podem ser
empregados para aferir essas alteracdes, e alguns desses muito se assemelham com
o comportamento deprimido (Frenois et al., 2007). Dentre esses testes, podemos citar
o teste do consumo de sacarose (De La Garza, 2005), o nado forcado (FST) ou a
suspensao pela cauda (TST), conforme revisado por Dantzer e Capuron (Dantzer et
al., 2008; Capuron e Miller, 2011). Outros comportamentos menos frequentemente
avaliados incluem o interesse social dos animais, o0 consumo de alimentos (Dantzer et
al., 1998) e a atividade locomotora (Kent et al., 1992).

Descrito em 1977 por Porsolt e colaboradores (Porsolt et al., 1977), o FST é
um dos parametros mais utilizados no mundo para a avaliagdo de comportamento
depressivo-simile (Micale et al., 2013). O baixo custo, facilidade de interpretacéo, alta
taxa de reprodutibilidade e boa validade preditiva justificam seu amplo uso. Durante
uma sessao, sao quantificados os tempos de tentativa de escalada, nado e
imobilidade, estando os dois primeiros relacionados com a atividade noradrenérgica e
serotoninérgica, respectivamente, enquanto o0 Ultimo esta associado com o

comportamento tipo depresséo (Micale et al., 2013). Em relagdo ao modelo SB, as
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alteracdes comportamentais surgem entre 2 e 6 horas ap6s a administracdo do
indutor, com resolucéo gradual a partir de entdo (Frenois et al., 2007). A reversao do
aumento do tempo de imobilidade ocorre, principalmente, com o tratamento crénico
com antidepressivos (Yirmiya, 1996), aumentando a validade preditiva do mesmo.

Mais recentemente descrito (Deacon, 2006), o burrowing (BUR) é um teste
comportamental alicercado sobre o comportamento natural de algumas espécies de
roedores de remover (escavar) itens dispostos dentro de tubos em seu ambiente.
Conservado pelos animais de laboratdrio, esse comportamento € usado como teste
para varios modelos, como na avaliacdo de lesdes hipocampais e pré-frontais, de
doencas neurodegenerativas e no monitoramento de SB. Varios grupos (Cunningham
et al., 2009; Puntener et al., 2012) demonstraram alteracdes na capacidade de
escavacao dos animais apés baixas doses de LPS, cujas alteracdes se mantiveram
por até 24-48 horas. O tratamento com drogas anti-inflamatérias é capaz de reverter
a alteracdo (Teeling et al., 2010). No entanto, o grande leque de condicGes capazes
de alterar o desempenho reduz sua especificidade e limita o seu uso isolado (Jirkof,
2014).

1.2.2 Sickness Behavior: fisiopatologia

A ativacao dos receptores da familia toll like receptors (TLR) pelas moléculas
indicadoras de perigo (DAMP) ou associadas a patogenos (PAMP), como o LPS,
desencadeia a producdo de citocinas na periferia a partir de células do sistema imune
inato que estdo implicadas nas alteracbes acima descritas. Assim como no TDM, as
principais citocinas produzidas e que estao envolvidas na génese no SB séo IL-13, IL-
6, TNF e IFNy e também ha alteracédo na sintese de marcadores de fase aguda, como
a PCR e haptoglobina. A detec¢éo do LPS pelas células apresentadores de antigeno
(APC) através do complexo CD14-TLR-4 é seguida do desencadeamento de cascatas
intracelulares pela via da MyD88 que culminam com a producao de promotores, como
NFkB, e esses induzirdo a sintese de TNF, IL-18, IL-6 e IFNy nas APC’s (Mcaleer e
Vella, 2008). A apresentacdo desse antigeno as células T, ocasionando a
diferenciacéo dessas em populagdes Thl (principalmente) e Th2, causa a ativagcao de

monaocitos/macréfagos por parte dos linfocitos T ativados, amplificando a via de
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sinalizacdo das citocinas anteriormente citadas. Posteriormente, células T também
sofrem diferenciacdo para populacdes como Treg e Th3, responsaveis pelo controle
da resposta gerada, sintetizando citocinas como IL-10 (Maes et al., 2012). Apesar das
semelhancas em relacdo as alteracfes sistémicas e séricas vistas no transtorno
depressivo, as alteracfes sistémicas induzidas pelo LPS s&do temporarias e as
concentracbes de mediadores inflamatérios sdo bem superiores aquelas vistas no
transtorno depressivo (Roman et al., 2013).

Assumindo a semelhanca entre o modelo de SB e a hipdtese inflamatoria do
TDM, esses sinalizadores inflamatorios periféricos, para exercer seus efeitos no SNC,
precisam atravessar a barreira hemato-encefdlica (BHE). No entanto, esses
mediadores sdo, em sua maioria, grandes e hidrofilicas moléculas, cuja passagem
pela BHE pode ocorrer pelas vias (1) humoral, (2) neural ou (3) celular. Algumas
condicdes crbnicas, como esclerose multipla e outras doencgas neurodegenerativas
tornam a BHE menos seletiva, permitindo a difusdo simples desses mediadores
(Schiepers et al.,, 2005). Em algumas regides especificas, como o0s 06rgaos
circunventriculares e plexo coroide, a BHE é substituida pela barreira hematoliquérica,
gue permite o transito dessas substancias (Schiepers et al., 2005), como ja
demonstrado para TNF e IL-1B em altas concentracdes (Schiepers et al., 2005). Além
disso, a prépria presenca de citocinas proé-inflamatérias sdo capazes de alterar a
permeabilidade do endotélio capilar, favorecendo a difusdo dessas substancias
(Chandler et al., 1997). Outra maneira de transporte humoral seria através dos
transportadores ativos especificos nas células endoteliais como j& foram vistos para
IL-183, IL-6 e TNF, os quais podem ter sua expressdo aumentada em condi¢cdes néo
fisiologicas (Young et al., 2014). A via neural ocorre pelo nervo vago ou trigémeo, que
podem atuar como intermediarios nessa sinalizacdo. Ja foi demonstrado a presenca
de células dendriticas e macrofagos nas proximidades dos paragénglios, uma
estrutura ndo neuronal proxima as terminacdes nervosas vagais e que pode
intermediar a sinalizac&o inflamatdria (Goehler et al., 1997; Banks, 2005; Young et al.,
2014). H4 ainda aumento da expresséo de c-Fos, marcador de ativacao neural, nas
projecdes primarias e secundarias do nervo vago em resposta a um estimulo com LPS
intraperitoneal (IP) (Goehler et al.,, 1997). Em roedores, a vagotomia provocou
atenuacao da resposta comportamental induzida por LPS, embora ndo tenha afetado
a sintese periférica de citocinas nem a resposta febril induzida pela injecédo IP de IL-
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1B ou LPS (Luheshi et al., 2000; Capuron e Miller, 2011). Em humanos, a estimulacao
elétrica do nervo vago por 12 meses provocou resposta em 30% dos casos altamente
refratarios ao tratamento antidepressivo (Young et al., 2014). Por outro lado, se a
injecdo de citocinas/LPS ocorre nos vasos sanguineos ou no tecido subcutaneo, a
vagotomia ndo afeta a inducdo de SB (Bluthe et al., 1996). Finalmente, essa
sinalizagéo periférica poderia alcancar o cérebro pela via celular através da entrada
de mondcitos previamente ativados (Capuron e Miller, 2011) ou pelo endotélio, onde
também estdo presentes receptores para citocinas, que podem induzir a sintese de
mensageiros secundarios, como 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas, que
intermediariam a sinalizacao inflamatoria e suas acdes (Schiepers et al., 2005).

A sinalizacéo IL-1B pode ocorrer no SNC através das vias humorais, neurais ou
pelo endotélio. As alteracbes comportamentais induzidas por IL-1 sdo mediadas
pelos receptores IL-1rl, que ativa cascatas intracelulares através da MyD88 e NFkB
(semelhante ao que ocorre com TLR) (Mccusker e Kelley, 2013), ao passo que o IL-
1r2 é um receptor inativo (decoy receptor). O IL-1rl est4 presente em varios tipos
celulares, como células da glia, endoteliais e neurénios. Estudos com animais knock-
out (KO) para IL-1rl demonstraram que esse receptor esta envolvido nas alteracfes
das respostas sociais, ha perda de peso e na reducao de apetite/anedonia no modelo
de SB por IL-1B3, abolindo essas alteragbes comportamentais nesses animais. Por
outro lado, ao induzir o SB com TNF ou LPS, os animais KO exibem o modelo
completo (Bluthe et al., 2000). Além disso, o uso de IL-1ra (IL-1r1 soluvel, atuando
como antagonista de IL-18) causa diminuicdo do SB induzido por TNF (Bluthe et al.,
1994). Esses dados sugeriram a necessidade de ao menos uma dessas citocinas
estarem presentes para o desenvolvimento do SB, além de um possivel papel do IL-
1B como amplificador de sinal (Mccusker e Kelley, 2013). Em mondcitos, micréglia e
astrocitos, a ativacao do receptor IL-1rl, com consequente aumento da expressao de
NFkB, culmina com aumento da producao de citocinas e ativacao de dessas células.
Nos neurbnios ha ativagéo preferencial das vias da MAPK e de SRC dependente de
MyD88 (figura 1) pelo IL-1r1, implicando inibicdo de potenciais de longa duracao no
hipocampo e aumento da excitacdo NMDAR mediada pela modulacao via ceramida,
respectivamente (Srinivasan et al., 2004; Davis et al., 2006; Viviani et al., 2007,

Schafers e Sorkin, 2008). Embora n&o existam evidéncias de que esses fendmenos
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sejam responsaveis pelas alteragcbes comportamentais induzidas por IL-13, esses
dados demonstram que essa interleucina pode alterar diretamente a funcao neural.

Em relacdo ao TNF, a entrada no SNC ocorre pela via neural ou celular (Bluthe
et al., 2002; Marquette et al., 2003; Churchill et al., 2006). A administracado de TNF na
periferia ou no SNC causa todo o espectro de alteracdes do SB (Bluthe et al., 1994).
O TNF também possui 2 receptores (TNFrl e TNFr2), sendo o primeiro expresso
majoritariamente em neurdnios e o segundo em células da glia (Capuron e Miller,
2011). Embora ambos sejam capazes de induzir o SB, apenas 0s animais KO para o
TNFrl foram poupados da alteracdo comportamental, indicando um papel secundario
para o TNFr2 (Bluthe et al., 1994; Macewan, 2002). Ambos os receptores induzem a
sintese de citocinas pela ativacdo de MAPK (figura 1), no entanto, apenas o TNFrl
(localizado preferencialmente em neurbnios) é capaz de ativar a sintese de ceramida,
modulando a ativagdo neuronal via NMDAR, sugerindo possivel implicacdo dessa via
no SB induzido por TNF (Macewan, 2002). Nao obstante, o bloqueio de um
intermediario da via da MAPK foi suficiente para impedir o SB induzido por TNF,
sugerindo que ambas as vias estdo envolvidas na alteracdo comportamental e que
possivelmente a amplificacdo do sinal do TNF através da sintese de outras citocinas
seja necessaria (Palin et al., 2008).

Apesar de estar fortemente associada ao TDM, algumas evidéncias indicam
gue a administracdo isolada de IL-6 ndo é capaz de gerar uma resposta
comportamental tipo SB, viabilizando apenas a manifestacéo de febre e ativacao do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Lenczowski et al., 1999; Dantzer et al.,
2008). No entanto, animais KO para IL-6 exibem um SB “deficiente”, com reducéo da
imobilidade no FST e TST, e menor alteracdo no teste da sacarose (Chourbaji et al.,
2006). Em termos farmacologicos, administracéo prévia de um inibidor de sinalizacao
do receptor de IL-6 diminui a sintese de IL-6 e TNF ap0s estimulo com LPS, mas néo
de IL-1B8 (Dantzer et al., 2008; Burton et al., 2011). Como inexistem evidéncias de
modulacdo da sintese de ceramida pela ativacdo de receptores para IL-6 (figura 1), é
possivel que apenas a atuacdo via amplificacdo de produgédo de citocinas seja
insuficiente para produzir um SB completo (Mccusker e Kelley, 2013).

Conforme revisado por Deczkowska e colaboradores, os IFN sdo uma familia
de citocinas, constituida de IFNB, IFNy, IFNg, IFNk IFNB IFNw e 13 tipos de IFNa com

receptores distribuidos em praticamente todas as células do corpo (Deczkowska et

26



al., 2016). Como ja citado, em humanos o emprego de INFa é capaz de induzir um SB
logo no inicio do tratamento e também aumenta a incidéncia do TDM ap0s terapia
continua (Capuron et al., 2005; Mccusker e Kelley, 2013). No entanto, 0 emprego de
animais KO para receptor de IFNy em um modelo de SB usando Bacilos de Calmette-
Guérin (BCG) mostrou que a alteracdo comportamental pode ser invocada mesmo na
auséncia desses receptores, embora exista producéo de IFNy (O'connor et al., 2009).
Em outro modelo, utilizando Poly I:C, a producédo de IFNy estava aumentada embora
o tratamento com anticorpos neutralizantes ndo foi capaz de reverter a alteracao
comportamental (Mccusker e Kelley, 2013). Além disso, o tratamento de roedores com
IFNa ou IFNy ndo foram capazes de desencadear SB (Kentner et al., 2006; Loftis et
al., 2006; Wang et al., 2009). Dessa maneira, na presenca de uma ativagao imune
prévia (como hepatite C em humanos) IFNa € capaz de gerar uma resposta
comportamental assim como o tratamento prolongado. E possivel que isso derive da
amplificacdo da sinalizacao através de outras citocinas (Mccusker e Kelley, 2013).
Assim como para IL-6, a ativacdo de vias intracelulares pelos receptores de IFN
aparentemente ndo afetam a via das ceramidas (figura 1), uma possivel justificativa

para a auséncia de SB com o tratamento exclusivo com IFNy.
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Figura 1: Vias intracelulares envolvidas na sinalizacio dos receptores para citocinas no SNC. Adaptado de
McCusker et al.(Mccusker e Kelley, 2013)

1.2.3 Sickness Behavior: citocinas e neurotransmissao serotoninérgica

Conforme exposto, as citocinas, isoladamente ou em conjunto, sdo capazes de
ativar varias vias de sinalizacdo intracelular, e provocar alteracbes comportamentais
diversas. A metabolizacdo do aminoécido triptofano pela via da quinurenina (QA)
apresenta-se como um ponto de convergéncia da alteracdo imunomediada da
neurotransmissdo serotoninérgica, que esta classicamente associada na
fisiopatologia do TDM. O triptofano, um precursor da sintese de 5-HT, pode ser
metabolizado para QA através da enzima indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) no SNC,
ou por sua equivalente (triptofano dioxigenase) no figado (Muller e Schwarz, 2007). A
atividade dessa enzima é amplamente modulada por citocinas, estando aumentada
na exposicao a IFNa, IFNy, TNF e IL-1B e diminuida por IL-4 e IL-10, por exemplo.
Dessas, conforme demonstrado por O’Connor e colaboradores, TNF e IFNy sdo as
principais citocinas envolvidas na modulacao da atividade de IDO, agindo de maneira
sinérgica para o desvio do metabolismo de triptofano (O'connor et al., 2009). Conforme
revisado por Dantzer (Dantzer, 2009) e Muller (Muller e Schwarz, 2007), QA pode ser
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metabolizado para acido quinureninico (AQr) ou para 3-hidroxiquinurenina, precursor
de &cido quinolinico (AQI) e gerador de espécies reativas de oxigénio. A
metabolizacdo do AQ para AQI € executada exclusivamente por células microgliais ou
monaocitos no SNC pois apenas células com origem mesodérmica possuem o aparato
enzimatico necessario para essa via (Saito et al., 1993), enquanto a sintese de AQr &
realizada majoritariamente pelos astrécitos. Esses dois metabdlitos exercem funcdes
antagbnicas no SNC, uma vez que o AQIl € um agonista NMDAr e o AQr ¢ um
antagonista desse receptor. Varios autores demonstraram (Trullas e Skolnick, 1990;
Tokarski et al., 2008) e revisaram (Krishnan e Nestler, 2008; Prins et al., 2011; Gerhard
et al., 2016) a associacdo dos transtornos depressivos com alteracdes na
neurotransmissao glutamatérgica NMDAr mediada, que tem como principal aplicacédo
a rapida atividade antidepressiva da quetamina, um antagonista de NMDAr.
Adicionalmente, o aumento de AQI esté associado a algumas caracteristicas do TDM,
como lentidao do tempo de resposta, déficits cognitivos, e dificuldades no aprendizado
(Muller e Schwarz, 2007). Em pacientes em tratamento com IFNa, houve associacao
entre o surgimento de sintomas depressivos e 0 aumento da razdo QA/QAr, que
sugere favorecimento da via de formacao de QAIl (Capuron et al., 2002). Finalmente,
também sdo vistos aumento da neurotransmissdo glutamatérgica por reducdo da
recaptacao e por liberacdo de glutamato por células gliais (Pitt et al., 2003; Volterra e
Meldolesi, 2005; Tilleux e Hermans, 2007). Essa liberacdo excessiva de glutamato
pode ocasionar excitotoxicidade e diminuicdo da expressao de fatores neurotroficos,
através da ligacdo com NMDAr extra sinapticos (Hardingham et al., 2002; Haydon e
Carmignoto, 2006).

Paralelamente a esse aumento da neurotransmissao glutamatérgica, a sintese
de 5-HT pode estar afetada devido deplecédo dos estoques de triptofano (Muller e
Schwarz, 2007). Essa hipotese é sugerida pela observacdo de niveis séricos
reduzidos de triptofano em pacientes apds 3 semanas tratamento com IFN, periodo
no qual coincidiu piora dos sintomas depressivos (Capuron et al., 2002). No entanto,
a deplecédo isolada de triptofano esta associada a piora do humor apenas em
populacdes de risco, como pacientes com historia familiar de depressdo ou em
remissdo pos retirada da terapéutica. Conjuntamente, esses dados reforcam a
participacdo glutamatérgica no TDM, que pode atuar como um gatilho para que outras

alteracdes possam desencadear o quadro (Muller et al., 2011).
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Além do mecanismo da IDO, as citocinas podem alterar a neurotransmissao
serotoninérgica de diversas formas. In vitro, através do tratamento prolongado com IL-
1B, TNF e IL-6, e in vivo, com LPS, a ativacdo da sinalizagdo de p38 resultou na
alteracdo da expressédo de RNA mensageiro (RNAmM) e da atividade do transportador
de serotonina (5-HTT) em astrécitos e microglia (Zhu et al., 2005; Zhu et al., 2006;
Zhu et al., 2010). Além disso, a administracdo de LPS em camundongos aumentou a
expressdo do receptor pré-sinaptico 5-HT2a no mesencéfalo enquanto diminui a

expressao dos poés sindptico 5-HT1a no cortex (Maes et al., 2012).

1.2.4 Sickness Behavior: citocinas, serotonina e neuroplasticidade

A neurotransmissdo serotoninérgica desempenha um papel central na
fisiopatologia do SB e do TDM uma vez que participa como um importante elo entre
as alteracdes neuroinflamatérias e fenébmenos neuroplasticos e neurodegenerativos.
Por exemplo, o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), cuja reducéo é
apontada como uma possivel causa para a neurodegeneracao no TDM (Pittenger e
Duman, 2008; Krishnan e Nestler, 2010), possui expressdo mediada pelo CREB
(cAMP Response Element-Binding), um fator de transcricdo génica. A ativacdo do
CREB é consequéncia de receptores acoplados a adenilato ciclase, dentre os quais
estdo os receptores 5-HT1a € 5-HT4 (lvy et al., 2003; Kim e Leem, 2014). Em modelos
animais, o tratamento com agonista de 5-HT1a aumentou a resiliéncia desses animais
a modelos de depressdo por estresse cronico e esse efeito se correlacionou com
aumento dos niveis de RNAmM para BDNF no hipocampo. Além disso, conforme
revisado por Haase e Brown (Haase e Brown, 2015), a deplecéo de 5-HT ocasionaria
menor ativacédo dos seus receptores, reduzindo a expresséo de BDNF. O BDNF, por
sua vez, também exerce modulagdo sobre a atividade dos 5-HTT, aumentando a
recaptacdo de 5-HT e, consequentemente, diminuindo a ativacdo de 5-HTa4. Assim,
tem-se um mecanismo de regulacdo reciproca entre 5-HT e BDNF, mantendo a
homeostase neuronal. Sob condi¢des pro-inflamatorias, o aumento da atividade do 5-
HTT ou a deplecdo de 5-HT causada pelo consumo do triptofano pela via da IDO,

alteraria essa via de regulacdo, ocasionando menor ativacdo de 5HT4 de maneira
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independente da sintese de BDNF. O resultado final seria uma menor expressao
desse fator neurotréfico, um dos mecanismos neurodegenerativos.

Dessa forma, dada a multiplicidade de fenémenos biolégicos implicados no TDM
e em seus modelos, a elaboracdo de uma terapéutica mais eficaz deve considerar a
manipulacdo de alvos farmacoldgicos variados, que possam modular os aspectos

neuroinflamatorios, plasticos e de neurotransmisséo.
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1.3 O Sistema Endocanabindide e os canabindides exdégenos

Apesar de milenar, a manipulacdo exdgena do sistema canabindide s6 comecou
a ser compreendida na década de 60 do século XX, com a descri¢do quimica dos dois
principais constituintes farmacologicamente ativos da planta Cannabis sativa, o A-9-
tetraidrocanabinol (A-9-THC) e o canabidiol (CBD) (Michoulam e Shvo, 1963). Com o
isolamento dos compostos exdgenos, nos anos 80 foram propostas hipoteses de acao
através de receptores proprios e, em 1986, Howlett e colaboradores descreveram os
receptores pré-sinapticos canabindides CBR1, expressos principalmente no SNC
(Howlett, 2002). Pouco tempo depois, outro grupo apontou a existéncia de um outro
receptor, o CBR2, inicialmente descoberto em células do sistema imune no baco e
depois evidenciado no SNC, com destaque para as células da glia (Munro et al., 1993).
Ambos os receptores sdo acoplados a proteina Gi, (Bayewitch et al., 1995), e exercem
sua sinalizagao intracelular através das vias da adenilato ciclase, MAPK e regulacao
intracelular de célcio (Howlett, 2002). Ap6s a descricdo dos receptores, na década de
90 houve a identificacdo dos ligantes enddgenos, endocanabindides (ECb), suas
férmulas quimicas e vias de sintese e de degradacdo. Atualmente, existem pelo
menos 15 moléculas enddgenas com capacidade de ligacdo ortostérica ou alostérica
aos receptores canabindides e duas sdo consideradas os principais moduladores: a
n-aracnodoiletanolamina (ou anandamida — AEA) e o 2-aracnodoil glicerol (2-AG).

Ao contrario de outros transmissores, a AEA e 0 2-AG n&o sdo estocados em
vesiculas sinpticas antes de serem liberados na fenda sinaptica e sdo produzidos
sob demanda pelo neurbnio poés-sinaptico em resposta ao aumento das
concentracdes intracelulares de Ca?* (Howlett, 2002). Cada um dos ECb possuem um
aparato enzimatico especifico responsavel pela sintese e degradagdo. A AEA é
sintetizada a partir de um precursor fosfolipide por uma dupla enzimatica: N-
acetiltransferase (NAT) e N-acyl phosphatidylethanolamine-specific phospholipase D
(NAPE-PLD) conforme revisado por Fonseca e colaboradores (Fonseca et al., 2013).
O 2-AG, por sua vez, é sintetizado a partir da hidrélise de fosfolipides de membrana
através da fosfolipase C e convertido para 2-AG em seguida pela enzima 2-DAGL
(Fonseca et al., 2013). Apos a sintese, os endocanabinoides séo liberados para a
fenda sinaptica por difusdo ou exercem seus efeitos sobre receptores CBR1/CBR2

citoplasmaticos (Fonseca et al., 2013). A reabsorcdo dos ECb ocorre por varios
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mecanismos, como difusao simples dependente da concentracéo intracelular (Glaser
et al., 2003) ou do sequestro por proteinas citoplasmaticas (Hillard e Jarrahian, 2003),
acumulo em adipossomos (Oddi et al., 2008), endocitose (Mcfarland et al., 2004) ou
por transportadores especificos (Beltramo et al., 1997; Hillard et al., 1997). A
degradacdo dos ECh segue por aparatos enziméticos independentes. Para a AEA, a
principal enzima € a FAAH (Deutsch e Chin, 1993) e do 2-AG a enzima MAGL
(Blankman et al., 2007). No entanto ambas moléculas podem sofrer degradacédo a
partir de outras enzimas, como ciclooxigenase 2 (COX-2) e varias lipoxigenases
(Fonseca et al., 2013). Os receptores, situados no neurdnio pré-sinaptico,
desencadeardo um  controle retrogrado, diminuindo a liberacdo de
neurotransmissores, dentre outras funcfes (Katona e Freund, 2012).

Os receptores CBR1 sdo altamente conservados entre humanos e outras
espécies (100% de homologia com primatas e 97% com ratos e camundongos). Em
modelos animais, esses receptores sdo responsaveis pela tétrade de efeitos dos
canabindides: antinocicepcao, hipotermia, reducdo da mobilidade e catalepsia
(Howlett, 2002). Adicionalmente, séo atribuidos ao CBR1 os efeitos deletérios sobre
o aprendizado e memdria uma vez que o emprego de antagonistas seletivos para
CBR1 reverte o quadro (Howlett, 2002). Além do SNC, o CBR1 é expresso em
glandulas enddcrinas, nos leucocitos, baco, coracdo e trato reprodutivo
(Grotenhermen, 2004). No encéfalo, o receptor pré-sinaptico CBR1 é expresso
principalmente nos nucleos da base, substancia nigra, globo palido, cerebelo e
hipocampo e estdo envolvidos com neurdnios glutamatérgicos e GABAEérgicos
(Howlett, 2002). Sua ativacao ocasiona reducdo nos niveis de cAMP e aumento da
atividade da MAPK através da ativacdo da proteina Gi.

Por outro lado, os receptores CBR2 sé&o principalmente expressos pelas células
sistema imune periférico em varios orgaos (baco, tonsilas, medula 6ssea, entre outros)
e, no SNC, pela micréglia e neurdnios, embora, em niveis inferiores ao do CBR1
(Stella, 2010), e sua manipulacdo através de agonistas/antagonistas ndo esta
associada a sintomas psicoativos. Detém apenas 44% de homologia com o receptor
CBR1, embora compartilhe varios ligantes com esse dada a grande semelhanca do
sitio de ligagéo (68%). A sua ativacdo no sistema imune periférico esta associada
alteracdo no processamento de antigenos de APC derivados de mondcitos implicados
na ativacado de células T (Howlett, 2002), como inibicdo da sintese de IFNy, IL-1
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induzida pela infec¢do por Legionella pneumophila em um modelo animal (Howlett,
2002). Suas acdes também sdo mediadas pela ativagéo de proteina Gi. Uma vez que
a ativacdo de CBR2 nao esta associado efeitos psicotropicos, recebe destaque como

um potencial alvo farmacolégico (Mechoulam e Parker, 2013).

1.3.1 O Sistema Endocanabindide e os Transtornos Depressivos

Conjuntamente, os receptores CBR1 e CBR2, os endocanabinoides, 0s
transportadores e as enzimas envolvidas nas vias de sintese e degradacédo constituem
o Sistema Endocanabinoide (Di Marzo, 2009). A modulacdo desse sistema pela
Cannabis esta associada a controversos efeitos sobre o humor. Apesar de 69% dos
participantes afirmarem uso de cannabis quando estavam “desanimados/deprimidos
(Hillard e Liu, 2014), estudos com questionarios validados apontaram aumento de
sintomas depressivos, agressividade e tristeza enquanto utilizavam Cannabis (Hillard
e Liu, 2014), que foi considerado preditor de suicidio em adolescentes, mesmo apoés
melhora dos sintomas depressivos com terapéutica adequada. Dessa forma, é
possivel que o0 uso momentaneo de cannabis cause melhora do humor, mas seu uso
prolongado predisponha o surgimento de sintomas depressivos, possivelmente devido
a regulacao na expressédo de CBR1 (Hillard e Liu, 2014).

Por outro lado, o sistema ECb é apontado como outro foco de alteracdes no
transtornos depressivos uma vez que pacientes deprimidos apresentaram niveis
séricos diminuidos de ECb e aumento da expressdo de CBR1 no cértex pré-frontal
em estudos pos-morte (Hillard e Liu, 2014). Em modelos animais, apesar de alguns
resultados conflitantes, o emprego de A-9-THC agudamente ou em 5 dias de
tratamento provocou reducéo da imobilidade em teste de nado forcado sem alteracéo
da atividade locomotora (EI-Alfy et al., 2010; Bambico et al., 2012; Micale et al., 2013)
e animais KO para CBR1 apresentam aumento da imobilidade no FST.
Adicionalmente, dele¢do de CBR1 é capaz de diminuir a resiliéncia a um estresse
cronico leve (ECL), exibindo anedonia precocemente e reduziu a expresséo de BDNF
no hipocampo (Marco et al., 2011). Além disso, conforme revisado por Micale (Micale
et al., 2013), o emprego de AEA, agonistas nao seletivos CBR1/CBR2 (WIN55,12-2 e

CP55940) e de um agonista CBR1 seletivo (araquidonoil 2’-cloroetilamina) reverteram
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o comportamento semelhante a depressdao em roedores através da atuacdo em
receptores CBR1, serotoninérgicos e noradrenérgicos. De maneira semelhante,
animais KO CBR2 apresentaram maior vulnerabilidade a um ECL, com aumento de
imobilidade no TST e alteracdes indicativas de ansiedade no labirinto em cruz
elevada. Em corroboragao, animais com maior expressao de CBR2 demonstravam
maior resiliéncia ao ECL associada a um aumento da expressao de BDNF (Marco et
al., 2011).

O CBD, assim como outros ligantes exdgenos, constitui um modulador desse
sistema além de exercer efeitos sobre outros receptores e vias, as quais serdo mais

detalhadas a sequir.

1.3.2 O Canabidiol

Isolado na década de 30 do século passado, mas com a estrutura revelada
apenas 30 anos depois, o canabidiol inicialmente perdeu importancia devido ao
isolamento do A-9-THC e da associagao desse com os efeitos psicoativos, conforme
revisado por Burstein (Burstein, 2015). No entanto, a pesquisa pela palavra
“cannabidiol” na biblioteca do PubMed em fevereiro de 2016 retorna 1477 trabalhos
desde 1970, sendo 877 apenas nha Uultima década, demonstrando o crescente
interesse cientifico nessa droga. O CBD € uma mistura dos enantidbmeros (+)-CBD
com propriedades farmacolégicas distintas, sendo o (-)-CBD naturalmente presente
na Cannabis sativa. Por exemplo, a falta de afinidade do (-)-CBD para receptores
CBR1 ou CBR2 contrasta com a afinidade em escala nanomolar do (+)-CBD. Além
desses enantibmeros, sao descritos cerca de 10 homodlogos estruturais com
afinidades extremamente variaveis para os receptores ECb (Burstein, 2015).

Em relacdo ao sistema ECDb, o (-)-CBD possui baixa afinidade ao sitio agonista
do CBR1, o que € refletido com a falha em evocar a classica tétrade de resposta aos
agonistas CBR1 (Long et al., 2010). Possui maior afinidade ao sitio antagonista, mas
€ incapaz de reproduzir as alteracdes induzidas por antagonistas seletivos, como o
rimonabanto (Mcpartland et al., 2015). Além disso, recentemente foi demonstrada sua
capacidade de atuar também como modulador alostérico negativo, reduzindo a
ligacdo de agonistas como A-9-THC ou 2-AG (Laprairie et al., 2015). Quanto ao

receptor CBR2, o CBD apresenta-se como um agonista inverso de baixa afinidade,
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sendo esse mecanismo pouco relevante farmacologicamente (Mcpartland et al.,
2015). Por outro lado, recentemente foi demonstrada a possibilidade dos receptores
CBR2 formarem heterodimeros com o0s receptores serotoninérgicos 5-HTia, que, ao
ligar com CBD, resultou na expresséo reduzida de IL-18 em um modelo isquémico em
porcos recém-nascidos. Anteriormente, ja havia sido demonstrado que o CBD atua
como agonista do receptor 5-HT1a (Russo et al., 2005), mais recentemente descritos
efeitos antidepressivos demonstrados no FST mediados por esse receptor (Sartim et
al., 2016). Além desses, o CBD ainda atua como antagonista do receptor 6rféao
acoplado a proteina G 55 (GPR55), modulador alostérico dos receptores opidides mi
e delta, agonista dos receptores transitérios da subfamilia V de canais da céations
(TRPV1) (Bisogno et al., 2001), agonista do receptor gama proliferador de
peroxissomo ativado (PPARgama) (Campos et al., 2012). Finalmente, o CBD exerce
ainda modulacdo da neurotransmissao por AEA, uma vez que € inibidor do
transportador de AEA e da enzima FAAH (Bisogno et al., 2001), e por adenosina, pois
inibe a recaptacdo desse neurotransmissor.

Apesar de um corpo de evidéncias relativamente grande em relacdo aos
transtornos de ansiedade, conforme revisado por Marco (Marco et al., 2011), ainda ha
pouco estudo com o uso de CBD em pacientes com TDM ou em modelos animais. Em
relacdo aos modelos de depresséo, a primeira evidéncia foi a reverséo de imobilidade
no FST com a administracdo de 30mg/kg de CBD a camundongos SWISS, cujo efeito
foi mediado pelo receptor 5-HT1a (Zanelati et al., 2010).

Em relacdo aos efeitos inflamatoérios, o CBD reduziu a sintese in vivo de IFNy
nos linfonodos de animais tratados e reduziu a concentracdo sérica de TNF em
animais expostos a LPS na dose de 1mg/kg de CBD (Burstein, 2015). Em um modelo
hipoxico-isquémico, altas concentracbes de CBD, através da modulacdo de
receptores para adenosina Aza, produziram reducdes significativas de IL-6, TNF, bem
como reducgéo da expressdo de COX-2 e INOS (Castillo et al., 2010). Tanto no modelo
induzido por LPS quanto no isquémico, as alteracdes foram mediadas pelos
receptores de adenosina A2a uma vez que o tratamento com antagonista ou o uso de
animais KO para A2a reverteu as alteracdes induzidas por CBD. A modulacdo do
receptor TRPV1 induzida por CBD esta envolvida em um modelo de inflamacgéo

hepatica induzido por concanavalina, uma vez que o tratamento com 25mg/kg de CBD
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diminuiu a expresséo das citocinas IL-2, TNF, IFNy, IL-6, IL-18, IL-17, MCP1 e CCL11
(Hegde et al., 2011).

Dada a importancia do fendmeno inflamatério sobre o TDM, a semelhanca
comportamental e bioguimica desse transtorno com o modelo de SB e o envolvimento
do Sistema ECDb, tanto com os transtornos de humor quanto com a sinalizagao
inflamatoria, assume relevancia a investigacdo do envolvimento dessas variaveis. O
CBD, por sua vez, modula a atividade de diversos receptores, transportadores de
membrana e de FAAH com implicacdes na sinalizagdo intracelular e na
neurotransmissédo. A averiguacdo do envolvimento do CBD com o SB pode
apresentar-se como uma nova abordagem para a compreensao dessa entidade, e,

consequentemente, do TDM.
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2. Objetivos
2.1.Geral

O tratamento com canabidiol & capaz de reverter as alteracdes comportamentais

e bioquimicas envolvidas no SB induzido pela injecéo IP de LPS?

2.2.Especificos

e Padronizar o modelo de SB induzido pela injecdo de LPS em camundongos
C57BL/6 utilizando os testes BUR e FST;

e Analisar as alteragbes comportamentais no teste BUR, FST e OF dos animais
C57BL/6 submetidos ao protocolo de SB e avaliar a capacidade de reverséo

dessas com o tratamento com CBD;

e Comparar os niveis das citocinas IL-1j3, IL-2, IL-4, IL-6, IFNy, TNF, IL-10 em
hipotalamo (HT), cértex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e estriado (ST) dos
animais C57BL/6 submetidos ao protocolo de SB com aqueles submetidos ao

tratamento com CBD previamente;

e Comparar os niveis do fator neurotrofico BDNF e NGF no CPF e HC em animais
C57BL/6 submetidos ao protocolo de SB com aqueles submetidos ao

tratamento com CBD previamente;
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3. Material e Métodos
3.1. Material e métodos dos testes comportamentais

3.1.1. C57BL/6

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 com idade entre 8 e 12 semanas
pesando entre 20-28 gramas criados no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biologicas ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no
biotério do Laboratorio de Neurofarmacologia do ICB foram utilizados para todos os
experimentos comportamentais.

Os animais foram mantidos isolados de fémeas em caixas com 18-22 animais
com livre acesso a agua e racgao, ciclo de claro/escuro com duracéo de 12 horas cada,
iniciando as 7 horas da manha. A temperatura do biotério era mantida em 25°C. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com o0s principios éticos ditados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

3.1.2. Drogas e lipopolissacéaride

A dexametasona utilizada (Sulfato de dexametasona 4 mg/ml Farmace®
LDX14F039) foi diluida no dia do experimento em solucéo fisiologica de NaCl (0,9%)
para as doses de 3mg/kg e 6mg/kg. O canabidiol, também preparado no dia do
experimento, (THC Pharma, Frankfurt) foi homogeneizado em Tween® 80 por 5
minutos seguido de diluicdo em solucéo de NaCl 0,9%, gerando uma solugéo 5% de
Tween® 80 e com dose de CBD de 100mg/kg. Em seguida era feita a diluicdo seriada
para as doses de 30, 10 e 3 mg/kg.

O LPS (Sigma, E. coli 0111:B4) era preparado imediatamente antes da
administracéo a partir de uma solucao estoque de 5mg/ml. Era diluido entdo para as

concentracdes de 0,11, 0,33 e 0,83mg/kg em solucao fisioldgica de NaCl.
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3.1.3 Teste Burrowing

Conforme descrito por Deacon (Deacon, 2006), foram utilizados 15 cilindros de
PVC com 200mm de profundidade e diametro de 68mm. Os tubos foram
completamente pintados em preto e uma das extremidades ocluida por uma tampa de
aluminio, também pintada em preto. Foram instalados suportes proximo a
extremidade livre do tubo, de maneira que sua entrada permanecesse 30mm distante
do solo. O material utilizado para medir a fungcdo de BUR foi a racdo padrdo dos
animais, que era descartada ap6s cada sessao de treino ou experimento propriamente
dito. Para cada tubo eram pesados entre 150-151g de racdo para camundongo.

O desenho experimental encontra-se na figura 2. ApGs alcancar a idade entre
10 a 12 semanas, 0s animais eram separados em grupos de 10 — 12 animais e eram
expostos a uma sessao de treino coletivo com 3 aparatos de BUR preenchidos com
racdo. Todas as sessdes de treino e experimento eram realizadas no mesmo
ambiente do biotério do laboratério. Essa sessédo tinha duracdo aproximada de 16
horas com inicio as 17 horas. Os aparatos eram entdo retirados e 0s animais
permaneciam em alojamento conjunto por 32 horas aproximadamente até a realizacédo
do primeiro treino individual. Para esse treino, os animais eram divididos em caixas
individuais, identificados numericamente, e reexpostos a aparatos limpos com 150 —
151 gramas de racdo durante 2 horas (16:00 — 18:00 horas). Nesse periodo 0 acesso
a agua erarestrito e a Unica racdo disponivel era aquela contida no tubo. Apés o treino,
a racao era retirada e pesada a quantidade remanescente dentro e fora do tubo. Os
animais recebiam um recipiente de agua limpo e identificado para cada animal bem
como uma porcao nova de ragdo. Eram aguardadas mais 48 horas até a realizacao
do segundo treino individual, que consistia da leitura basal para o experimento. O
segundo treino era realizado aos moldes do primeiro, com racao nova, e cada animal
recebia exatamente o mesmo aparato utilizado no teste anterior. Apos a afericdo da
qguantidade de racéo retirada, eram considerados animais bons escavadores (ABE)
agueles que retiravam ao menos 50g. Os ABE prosseguiam para o experimento,
realizado 24 horas depois do segundo teste individual. Os demais animais foram
utilizados para outros protocolos no laboratério Neurofar. Os ABE eram randomizados
para cada grupo, mantendo uniformidade entre as leituras basais entre grupos.
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Conforme demonstrado na figura 2, os animais recebiam 2 inje¢des IP (12 na
fossa iliaca esquerda e a 22 na direita), separadas por um periodo de 1 hora, e o teste
comportamental era realizado 6 horas depois da 22 injecdo. A primeira injecao
continha veiculo ou droga e a segunda salina 0,9% ou LPS diluido em salina na dose
de 0,11 e 0,33 mg/Kg. Para a padronizacéo foi utilizada dexametasona 3mg/kg e nos
experimentos com CBD as doses foram de 3, 10, 30 e 100 mg/kg. A quantidade
maxima administrada IP n&o ultrapassou 300 uL. Apds 6 horas de injecao de LPS, os
animais foram expostos ao aparato de BUR conforme descrito anteriormente e
retirados as 18:00. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e, entéo,
dissecados imediatamente o hipotalamo, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado. As

estruturas eram armazenadas sob refrigeracéo (-70°C) para posterior processamento

e analise.
Desenho experimental: burrowing
Treino Treino 1 Treino 2 9:00 10:00 16:00 18:00
overnight (Basal) 12injecao IP 2% injecao IP BUR Dissecagdo
Dia 1 Dia do experimento

Figura 2: Desenho experimental do teste Burrowing.

3.1.4 Teste do Nado Forcado

Para FST foram utilizados béqueres com 400mm de altura e diametro de
180mm. Durante o teste, o béquer era completado até que a altura da coluna de agua
alcancasse 150mm, conforme descrito por Porsolt (Porsolt et al., 1977). A agua
utilizada era mantida a temperatura de 25°C, assim como a sala de experimentacgao.
Os experimentos foram filmados utilizando uma camera Sony® DCR SR20 para

analise por um experimentador cego aos grupos atribuidos a cada animal 1 semana

41



apos a realizacdo dos mesmos. Todas as analises foram feitas pelo mesmo
experimentador

Inicialmente, a inducdo de SB foi realizada apenas com a injecdo de
veiculo e LPS no dia do experimento, como foi feito para o teste BUR. No entanto,
como sera demonstrado em Resultados, nesse modelo o FST ndo mostrou-se
suficientemente sensivel para evidenciar alteragées. Em seguida, foi realizado o
protocolo como demonstrado na figura 3, que foi utilizado para os testes subsequentes
com o canabidiol. Apés alcancar 8 — 10 semanas, 10 — 12 animais eram separados
de caixas conjuntas para individuais e identificados numericamente. Os animais
permaneciam isolados por 10 dias e eram manipulados durante o periodo. Ap6s o
isolamento, os animais recebiam 2 injecdes IP (12 na fossa iliaca esquerda e a 22 na
direita), separadas por um periodo de 1 hora, e o teste comportamental era realizado
6 horas depois da 22 injec&@o. A primeira inje¢cao continha veiculo ou droga e a segunda
salina 0,9% ou LPS diluido em salina na dose de 0,11, 0,33, 0,83 mg/Kg. Para a
padronizacao foi utilizada dexametasona 3mg/kg e nos experimentos com CBD as
doses foram de 3, 10, 30 e 100 mg/kg. A quantidade maxima administrada IP ndo
ultrapassou 300 uL. O teste era realizado em uma sala separada, a qual os animais
eram habituados durante as 6 horas que precediam o teste. Foram realizadas
filmagens com duragdo de 6 minutos e analisados os 4 minutos finais do teste e
guantificado o tempo de imobilidade. Apds o término do nado de cada animal, esses
foram sacrificados por deslocamento cervical e, entdo, dissecados imediatamente o
hipotadlamo, coértex pré-frontal, hipocampo e estriado. As estruturas eram
armazenadas sob refrigeracao (-70°C) para posterior processamento e analise.

Desenho experimental: teste do nado forcado

Inicio do 8:00 9:00 15:00
isolamento 12injecao P 22 injecdo IP FST
Dissecac¢ao

@

10° dia de isolamento

Figura 3: Desenho experimental do Teste do Nado Forcado.
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3.1.5 Teste do Campo Aberto

Para os testes do campo aberto (OF), foram utilizadas uma arena cilindrica
de acrilico transparente medindo 30x50 cm de diametro. Os experimentos
foram filmados utilizando uma camera Microsoft LifeCam®, ancorada 2,0 metros
de distancia para posterior analise por um experimentador cego aos grupos
atribuidos a cada animal. Todas as andlises foram feitas pelo mesmo
experimentador.

Apos alcancar 8 — 10 semanas, 10 — 12 animais eram separados de caixas
conjuntas para individuais e identificados numericamente. Os animais
permaneciam isolados por 10 dias e eram manipulados durante o periodo. Apos
o isolamento, os animais recebiam 2 inje¢Bes IP (12 na fossa iliaca esquerda e
a 22 na direita), separadas por um periodo de 1 hora, e o teste comportamental
era realizado 6 horas depois da 22 injecdo. A primeira injecdo continha veiculo
ou droga e a segunda salina 0,9% ou LPS na dose ja padronizada pelo teste
FST. A quantidade maxima administrada IP n&o ultrapassou 300 pL. O teste
era realizado em uma sala separada, a qual os animais eram habituados
durante as 6 horas que precediam o teste. Foram realizadas filmagens com
duracdo de 5 minutos e a distancia percorrida de cada animal quantificada

através do software AnyMaze®.
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3.1 Métodos bioquimicos

3.1.1 ELISA

As amostras foram processadas em tampao de extracdo de citocinas conforme
dados da lista de solu¢des usando um microprocessador. Apos centrifugagéo por 10
minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi aspirado e armazenado sob refrigeracao (-
70°C) até o momento do uso para ELISA.

Os kits de ELISA da R&D Systems (DuoSet) foram utilizados para detecgéo de
IL-18, NGF e BDNF em conformidade com os procedimentos descritos pelo fabricante,
modificado por Bernardino et al (De Souza Bernardino et al., 2015).

As concentragdes das citocinas e do BDNF foram avaliadas no sobrenadante
do homogenato das regides cerebrais em diluicdo 1:3 em tampéao fosfato:albumina
bovina 1%.

Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 100uL de solugdo contendo PBS
1x e concentracdo adequada do anticorpo captura especifico, que permaneceu em
contato com a placa durante 18 horas a 4°C. Posteriormente procedeu-se a lavagem
em 4 vezes com tampédo de lavagem em um lavador de placas (BioTek™ ELx50™
Microplate Strip Washer).

Logo apés a fase de captura, procedeu-se o bloqueio da reacéo, por 2 horas,
com 200uL de solucdo de bloqueio PBS-BSA 1%. Posteriormente foram adicionados
os padrbes de citocinas em concentracdes conhecidas e as amostras, que
permaneceram incubados por mais 18h a 4°C.

Mais uma série de lavagem foi realizada e logo apds foram adicionados 100uL
da solugao de anticorpo de deteccdo que permaneceu incubada por mais 2 horas.

Apds, nova série de lavagens e foi adicionada a placa uma solugéo contendo
estreptavidina ligada a peroxidase. Apos 30 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, a placa foi novamente lavada e foi adicionado o tampé&o substrato contendo
orto-fenilenodiamina (OPD — Sigma) e H202 (Merck).

A reacéo foi interrompida com 50 pL de acido cloridrico na concentracdo de
1M. O produto de oxidacdo do OPD foi detectado por colorimetria em leitor de placas
de ELISA no comprimento de onda de 490nm (BioTek™ ELx 800™ Absorbance
Reader).
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3.1.2 Cytometric Bread Array® (CBA)

As amostras foram processadas em tampéao de extragao de citocinas conforme
dados da lista de solu¢des usando um microprocessador. Apos centrifugacao por 10
minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi aspirado e armazenado sob refrigeracéo (-
70°C) até o momento do uso para CBA.

O kit de CBA mouse Th1/Th2/Th17 de citocinas foi utilizado conforme manual
de instrucdes fornecido pela BD® e protocolo empregado por Barbosa e colaboradores
(Barbosa et al., 2014). De maneira resumida, apés preparo das esferas de captura
utilizando os reagentes do kit, 25 pL do sobrenadante das amostras preparadas foram
adicionadas a 25 pL de solugcao contendo as esferas de captura em uma placa de 96
pocos e incubadas protegidas da luz por 2 horas. Apés a incubacéo, a placa foi
centrifugada por 5 minutos a 200g e seu sobrenadante aspirado e descartado. Foi
adicionado 100 pL de tampéo de lavagem e submetido a um ciclo de centrifugacdo 5
minutos a 200g, processo esse realizado num total de 2 vezes. Apoés a ultima lavagem,
foram adicionados 100 pyL tampdo de lavagem e misturados por 2 minutos a 1.100
rpm. Esse conteudo foi transferido para tubos cénicos de polipropileno de 15ml para
leitura pelo citdmetro BD FACSCanto® com capacidade de leitura de laser para faixas
de 488, 532 633 ou 635 nm e capaz de distinguir fluorescéncias entre 576, 660 e >680

nm.
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3.1.1 Anédlise estatistica

O programa Graph Pad PRISM (versao 6.01 Graph Pad Software Inc.) foi
utilizado para as analises estatisticas. A diferenca entre os grupos foi avaliada pela
andlise de variancia de uma via (ANOVA). Quando o valor de F foi significativo,
comparacdes post hoc foram feitas pelo teste de Newman-Keuls. Diferenga entre
grupos individuais foi avaliada com teste t de Student. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4 Resultados

4.1 Burrowing

Inicialmente foi verificado se o0 nosso protocolo de BUR reproduziria as
alteracdes vistas por outros grupos com baixas doses de LPS. Conforme demonstrado
na figura 4, ndo ha diferenca entre os grupos na leitura basal. No entanto, apés
inducdo do modelo de SB, houve diferenca estatistica entre o grupo que recebeu
veiculo e salina (V+S) e o grupo que recebeu veiculo e LPS 0,11mg/kg (V+L 0,11) em
relacdo a quantidade de racdo escavada, sendo menor nesse ultimo. O tratamento
com dexametasona 3mg/kg provocou atenuacdo da alteragcdo comportamental no
grupo (D3+LPS 0,11), padronizando o modelo de SB de baixa dose (SB com LPS 0,11

mg/kg).

o b o
(a) Basal: Padronizagdo BUR (b) Padronizagao BUR
150+ 150+
C G
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100 T 100+
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0- i ; 0-
Dex 3 - - + Dex 3
LPS 0,11 - + + LPS 0,11 - + +

Figura 4: Padronizacdo do Burrowing. Resultados expressos em gramas (g) de ragdo retirada de dentro do aparato
(n=5). Nao houve diferenca entre a capacidade escavatdria basal dos grupos distintos (a). O modelo SB com dose
de 0,11 mg/kg de LPS reduziu significativamente o comportamento de escavagdo em relacdo ao controle
(***p<0,0005, ANOVA seguido de Newman-keuls). Essa alteracdo é revertida pela dexametasona 3 mg/kg (b,
**p<0,005). Dex 3=dexametasona 3 mg/kg; LPS 0,11=LPS na dose 0,11 mg/kg.

Em seguida, foi testado o efeito do pré-tratamento com CBD nos animais
C57BL/6 sem a inducéo de SB com LPS 0,11 mg/kg por LPS (CBX + S, sendo X a
dose de CBD em mg/kg). Dentre os grupos, apenas o CBD na dose de 30mg/kg foi

capaz de reduzir o desempenho desses animais no teste BUR (figura 5).
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BUR: Salina vs canabidiol
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Figura 5: Curva dose-resposta no teste Burrowing do canabidiol. Resultados expressos em gramas (g) de racéo
retirada de dentro do aparato (n=4-8). As menores doses de canabidiol ndo alteraram o desempenho no teste. A
dose de 30 mg/kg reduziu a quantidade de racéo retirada do aparato (*p<0,05, ANOVA seguido de Newman-keuls).
CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS 0,11=LPS na dose 0,11 mg/kg.

Finalmente, o CBD foi testado no modelo de SB com dose de LPS de 0,11mg/kg. O
CBD néo foi capaz de reverter a alteracdo no BUR causada por SB com LPS 0,11

mg/kg em nenhuma das doses testadas (figura 6).
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Figura 6: Desempenho no Burrowing do modelo SB com o tratamento com canabidiol em diferentes doses.
Resultados expressos em gramas (g) de ragéo retirada de dentro do aparato (n=4-8, ANOVA seguido de
Newman-keuls). Nenhuma das doses testadas foram capazes de reverter as alteracdes comportamentais do
modelo SB com LPS 0,11 mg/kg (p>0,05, ANOVA seguido de Newman-keuls). CBD x=canabidiol na dose “X”
mg/kg; LPS 0,11=LPS na dose 0,11 mg/kg.
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4.1.1 CBD 3 mg/kg diminuiu a expresséao de IL-13 no cortex pré-frontal

A quantificac@o dos niveis da citocina IL-13 (tabela 1) foi realizada nas regifes
do HT, CPF, HC e EST. O tratamento com CBD foi comparado ao controle (V+S). Na
dose de 3mg/kg, o CBD diminuiu significativamente a expressao de IL-1p no CPF.
Esse efeito ndo foi demonstrado em outras regides. As doses de 10 e 30 mg/kg néo
foram eficazes para alterar os niveis dessa citocina em nenhuma das regides

analisadas (tabela 1).

Tabela 1: Curva dose-resposta do CBD sobre IL-718 no HT, CPF, HC e EST.

Regides Concentracao de IL-1f (pg/mg de tecido)

V+S CBD 3+S CBD 10+S CBD 30+S
HT 38,15 + 6,78 20,75+7,17* 56,38 +£21,48 48,57 + 13,76
CPF 26,60 + 3,25 6,03 £ 2,72* 13,99 * 3,02 23,67 £4,94
HC 21,46 +£6,42 12,38 + 2,32 18,73 £ 9,03 21,50 + 6,59
EST 29,33+12,40 14,75%6,96 29,09 +£16,12 29,32+4,74

*p<0,05, ANOVA seguido de Newman-keuls
HT=hipotadlamo; CPF=cértex pré-frontal; HC=hipocampo; EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg;
S=salina; V=veiculo.

4.1.2 CBD néo alterou a expresséao de IL-1p no modelo de SB com 0,11
mg/kg de LPS

Em seguida, foram testados os efeitos do modelo de SB com LPS na dose de 0,11
mg/kg sobre a expressao de IL-13 e a modulacdo desses pelo CBD nas doses de 3,
10 e 30 mg/kg. No grupo SB com LPS 0,11 mg/kg n&o houve diferenga nos niveis de
IL-18 em relagcéo ao controle, em nenhuma das regides analisadas. O tratamento com
cada uma das doses nao provocou reducdo na expressao de IL-13 em nenhuma das
regibes analisadas. No entanto, no hipotalamo a associagcdo de CBD 3mg/kg e
30mg/kg com LPS aumentou a expressao de IL-18 em comparacdo com o controle

salina e com o controle CBD (figura 7a). No CPF houve aumento dos niveis de IL-13

49



no grupo que recebeu a associacdo CBD 3mg/kg + LPS em comparacdo com o
controle com CBD, que demonstrou reducdo desses indices em relagdo ao controle
salina (figura 7b).
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Figura 7: Expresséo de IL-18 no modelo de SB com LPS 0,11 mg/kg e o impacto do tratamento com CBD.
Resultados expressos em pg de IL-18/mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=4-8). A associa¢cdo CBD+LPS
aumentou a expressao de IL-13 em comparagao com o controle CBD na dose de 3mg/kg no HT e CPF (p<0,05,
ANOVA seguido de Newman-keuls) e apresentou tendéncia para aumento no HC (a, b c). Ndo houve alteracdo na
expressao de IL-13 nas demais regides (p>0,05, ANOVA seguido de Newman-keuls). CBD x=canabidiol na dose
“x” mg/kg; LPS 0,11=lipopolissacaride na dose de 0,11 mg/kg.
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4.2 Teste do Nado Forcado (FST)

De maneira semelhante ao BUR, foi tentada padronizagcdo do modelo de SB
para o teste de FST. Apenas a aplicacdo de LPS, em diferentes concentracdes,
sem os 10 dias de isolamento prévio, ndo induziu alteracdes na resposta dos

animais (figura 8).

FST: padronizagao
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Figura 8: Padronizacdo do modelo SB para o teste do nado for¢cado. Resultado expresso em tempo absoluto de
imobilidade em segundos (s) durante os 4 minutos finais do teste (n=8). O emprego de diferentes doses de LPS
ndo induziu diferenca comportamental no FST quando comparadas ao controle com salina (p>0,05, ANOVA
seguido de Newman-keuls). LPS x=LPS na dose de “x” mg/kg.

Em seguida, nova padronizacao foi tentada com o isolamento de 10 dias (10di),
conforme explicado em Métodos. Houve diferenca estatistica entre o grupo veiculo +
salina (V+S) e veiculo + LPS 0,83mg/kg (V+LPS 0,83). Além disso, o tratamento com
dexametasona 6mg/kg (D6+LPS 0,83) foi suficiente para reversédo da alteracdo no
FST induzida pelo SB (figura 9), padronizando o modelo de SB para esse teste.
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Figura 9: Padronizacdo do modelo SB para o teste do nado forcado com 10 dias de isolamento prévios a injecdo
de LPS. Resultado expresso em tempo absoluto de imobilidade em segundos (s) durante os 4 minutos finais do
teste (n=8). A administracdo de LPS aumentou significativamente o tempo de imobilidade do grupo modelo SB
com LPS 0,83 mg/kg (**p<0,005, ANOVA seguido de Newman-keuls) e o tratamento com dexametasona 6 mg/kg
reverteu a alteracdo comportamental (*p<0,05). 10di=10 dias de isolamento; Dex 6=dexametasona 6 mg/kg; LPS
0,83=lipopolissacéaride na dose 0,83 mg/kg.

De maneira semelhante ao BUR, foi testado o efeito do pré-tratamento com
CBD nas doses de 3, 10, 30 e 100 mg/kg (CBX + S, sendo X a dose de CBD em
mg/kg) sem a indugdo do SB com LPS 0,83 mg/kg, que demonstrou diferenga
estatistica no teste ANOVA seguido de Newman-Keuls para o grupo que recebeu a
dose mais alta em comparacdo com o controle. Houve tendéncia (p=0,08) para o

grupo com a menor dose de CBD (figura 10).
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10di-FST: Salina vs Canabidiol

— 150+

o

% *
@ T
2 100- 1

o

o

< s0d |

o

o

5 § _
= 0' ﬁq'nll T T T T
CBD - 3 10 30 100
LPS 0,83 - . " " .

Figura 10: Curva dose-resposta no FST do canabidiol no teste do nado forcado. Resultado expresso em tempo
absoluto de imobilidade em segundos (s) durante os 4 minutos finais do teste (n=8). A administrag&o de CBD na
dose de 100 mg/kg aumentou a imobilidade em comparagdo com os animais controle (CB 100+S, *p<0,05, ANOVA
seguido de Newman-keuls). Ndo houve diferenca nas demais doses. 10di=10 dias de isolamento; CBD
x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose de 0,83 mg/kg.

Como nenhuma das doses de CBD foi capaz de reduzir o tempo de imobilidade
no FST nos animais C57BL/6, foi testada a dose de 30mg/kg no modelo de SB, uma
vez que a mesma foi eficaz em outro estudo (Zanelati et al., 2010) com camundongos
SWISS. Dessa forma, o tratamento com 30mg/kg (CB30+LPS 0,83) foi capaz de
reduzir o tempo de imobilidade em um animal C57BL/6 com SB com LPS 0,83 mg/kg,
revertendo-o para niveis proximos ao controle (V+S), conforme demonstrado na figura
11.
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10di-FST: Canabidiol 30mg/kg
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Figura 11: Efeito do tratamento com CBD 30mg/kg sobre o modelo de SB no teste do nado for¢cado. Resultado
expresso em tempo absoluto de imobilidade em segundos (s) durante os 4 minutos finais do teste (n=8). O
tratamento com CBD 30 mg/kg reverteu o tempo de imobilidade do modelo de SB para valores equivalentes ao
controle (**p<0,005, *p<0,05, ANOVA seguido de Newman-keuls). 10di=10 dias de isolamento; CBD x=canabidiol

[TL]

na dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose de 0,83 mg/kg.

Utilizando do mesmo protocolo de SB com LPS 0,83 mg/kg, foi realizado um controle
de mobilidade com o teste OF. A dose de 0,83 mg/kg de LPS provocou alteracao
estatisticamente significativa, diminuindo a distancia percorrida pelo animais na arena.
Os animais que receberam apenas CBD néo tiveram diferenca na distancia percorrida.
Além disso, o tratamento com CBD néo reverteu a reducdo da distancia percorrida
induzida pelo SB com LPS 0,83 mg/kg (figura 12)
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Figura 12: Efeito do tratamento com CBD 30mg/kg sobre o modelo de SB no teste de campo aberto. Resultado
expresso em distancia absoluta de percorrida em metros (m) durante os 5 minutos de duracao do teste (n=8). O
modelo SB diminuiu a distancia percorrida em relacéo aos controles salina e CBD (*p<0,05, ANOVA seguido de
Newman-keuls). O CBD ndo alterou a distancia percorrida em relagdo aos seus controles. 10di=10 dias de
isolamento; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose de 0,83 mg/kg.

4.2.1 Curva dose-resposta do CBD sobre as citocinas inflamatorias.

Como descrito em Métodos, as dosagens de IL-1B (tabela 2) foram realizadas
pelo método ELISA e das demais citocinas pelo método CBA no hipotalamo (HT),
cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e estriado (EST). Os resultados dessa
analise estdo dispostos na tabela 2 e a comparacéo foi realizada entre as doses de
CBD para uma dada regiéo.

Inicialmente foram comparados os niveis de IL-13 entre o grupo veiculo + salina
(V+S) e CBD + salina (CBX + S, sendo X a dose de CBD em mg/kg). No HT a
expressdo de IL-1B foi significativamente maior no grupo CB100+S quando
comparado com o V+S, assim como em relagcdo aos grupos CB3+S e CB10+S.

Os niveis expressos de IFNy foram praticamente despreziveis, de maneira que
os valores representados aqui sdo uma extrapolacdo da curva de padronizacao da
técnica CBA. Houve aumento dos niveis de IFNy no hipotalamo no grupo pré tratado

com CBD na dose de 100mg/kg (C100+S) quando comparado com o controle salina
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(V+S). De maneira semelhante, o pré-tratamento com CBD a 3 mg/kg aumentou 0s
niveis dessa citocina no coértex pré-frontal em relagdo ao controle V+S. N&o houve
diferenca na expressao de IFNy nas demais regides.

N&o houve diferenca na expressao de IL-2 em nenhuma das regifes analisadas
entre o grupo controle e os animais que receberam as doses de 3, 10 e 30 e 100
mg/kg.

A expresséo de IL-4 mostrou-se aumentada no hipotalamo no grupo submetido
ao tratamento com CBD 100mg/kg. Por outro lado, ndo houve alteracdo dessa citocina
nesse grupo nas demais regioes analisadas. Os tratamentos com outras doses (3, 10
e 30 mg/kg) ndo mostraram alteragcdes em nenhuma area analisada.

O tratamento com CBD 30 mg/kg reduziu significativamente os niveis de
expressdo de IL-6 em relagcdo ao controle (V+S) no hipotdlamo, sem achado
semelhante noutras doses. Por outro lado, o tratamento com a dose de 3mg/kg de
CBD aumentou a expresséo de IL-6 no CPF em relagéo aos controles (V+S). Nas
demais regides ndo houve alteracdo da expressao de IL-6 com nenhuma das doses
empregadas.

A avaliacdo dos niveis de IL-10, mostrou reducédo significativa na expressao
dessa citocina no CPF com o tratamento com CBD nas doses de 10, 30 e 100mg/kg.
Nas demais regides, nenhuma dose alterou a expressao de IL-10.

O tratamento com CBD aumentou os niveis de expressdo de TNF no
hipotalamo na dose de 100mg/kg. Nao foram evidenciadas alteracbes nas outras
regides nessas doses. As doses de 3 e 10 mg/kg ndo alteraram a expressao de TNF
em nenhuma regiao.

Tabela 2: Curva dose-resposta do CBD sobre as citocinas no HT, CPF, HC e EST.

Citocina Regi@do Concentracdo da citocina (pg/mg de proteina total no tecido)
V+S CBD 3+S CBD 10+S CBD 30+S CBD 100+S
IL-18 HT 86+24 147+84 18,1+48 153+23 29,6+150
CPF 196+43 416+83 37,7+39 375+% 39,1+5,1
HC 8,3+2,0 55+0,8 11,5+1,9 9,7+19 11,0+ 1,9
EST 108+2,7 4814 239+59 11,0+18 16,7+4,3
IFNy HT 79+2,0 56+1,3 9,8+25 128+50 59,5+57*
(x109) CPF 25,1+10,0 89,1+27,1* 61,0+84 36,5+89 57,3+87
HC 189+4,7 216+35 331+11 270+£50 27,0+4;3
EST 59,1+6,3 628+11 61,1+6,2 534+6,7 814%26
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Citocina Regido Concentracdo da citocina (pg/mg de proteina total no tecido)
V+S CBD 3+S CBD 10+S CBD 30+S CBD 100+S
IL-2 HT 30,9 + 8,8 30,151 32,7+7,5 27,0+ 8,1 415+6,1
(x103) CPF 36,8+3,7 732+183 460%+56 50,3+7,9 451+6,8
HC 170+34 175+33 268+89 220+44 146%51
EST 465+51 466+82 446+69 386+56 429+53
IL-4 HT 206 +6,2 20,0+36 252+52 11,4+28  79,4+6,7*
(x103) CPF 735+34,2 12,6+254 823+10,1 89,2+139 74,0+11.2
HC 30,4+5,6 245+25 30,5+4,3 24,7 +8,1 36,9+6,0
EST 80,884 87,1+152 830x£10,0 720+£11,3 80,0+£10,1
IL-6 HT 15,9+5,3 13,8+ 3,6 21,4+ 3,7 3,1+£0,2* 344+1,8
(x103) CPF 26,6 £ 8,1 71,6 £16,9* 40,8x5,2 439+7,8 31,1+£5,6
HC 15,2+ 34 13,6 + 3,7 17,0+ 24 141 +4,1 18,428
EST 40,6 £ 4,7 41,5+ 8,2 40,8+ 4,8 35,7+ 6,3 39,8+54
IL-10 HT 192,2 + 1558+8,7 107,6 + 695+185 134,3+18,8
(x103) 54,9 37,3
CPF 321+£72,3 194 +£43,7* 128+ 25,7* 135+26,8* 116+ 29,3*
HC 72,1+£16,6 71,3+309 474+145 608+126 99,6199
EST 105+11,6 129%+22,3 114+18,6 67,3x18,1 953x19,0
TNF HT 342+11,0 355+9,3 28,6 £ 6,9 68,6 + 26,4 83,6 £ 8,2**
CPF 70,7216 129+36,5 89,1+109 939+154 88,5+138
HC 33,0£6,2 32,354 32,8+5,1 40,6 £ 7,2 42,1+7,3
EST 92,4+109 879+165 90,6+7,9 65,7 £ 8,0 935+114

*p<0,05, ANOVA seguido de Newman-keuls

HT= hipotadlamo; CPF=coértex pré-frontal; HC=hipocampo; EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg;
LPS 0,83=lipopolissacéride na dose de 0,83 mg/kg.

4.2.2 CBD 30 mg/kg reduziu os niveis de IL-13 do modelo de SB no

hipocampo e aumentou no estriado

Em seguida, o impacto do tratamento com CBD sobre a expressao de IL-1( foi

avaliada sobre o modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg (Fig 15). No hipotalamo (a),

houve uma tendéncia (p=0,07) a maior expresséo de IL-1 no grupo de SB com LPS
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0,83 mg/kg sem tratamento (V+LPS 0,83) em relacdo ao controle (V+S). No entanto,
o tratamento com CBD né&o foi capaz de alterar sua expressdo no animal controle
(V+S) ou no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg. No CPF (b) ndo houve diferenca de
expressdo de IL-1B no modelo nem com o tratamento com CBD. No HC (c), o
tratamento com CBD no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg (CB30+LPS0,83) reduziu
significativamente a expressédo de IL-1B em relacdo ao controle V+LPS0,83. N&o
houve diferenca estatistica na comparacdo entre os outros grupos. Ndo houve

diferenca estatistica na comparacao entre os outros grupos (figura 13).
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Figura 13: Expresséo de IL-18 no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg e o impacto do tratamento com CBD.
Resultados expressos em pg de IL-13/ mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=8). O tratamento com CBD do modelo
de SB reduziu os niveis de IL-18 no HC (c, *p<0,05). Nao houve diferenca entre os grupos nas demais regioes.

HT= hipotalamo; CPF=cértex pré-frontal; HC=hipocampo; EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg;
LPS 0,83=lipopolissacéride na dose de 0,83 mg/kg.

4.2.3 Nao houve diferenca na expresséo de IFNy pelo modelo SB ou

no tratamento com CBD
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As dosagens de todas as citocinas utilizando o método CBA foram realizadas

no hipotalamo (a), cértex pré-frontal (b), hipocampo (c) e estriado (d). Ndo houve

diferenca na expresséao de IFNy em nenhuma das regifes analisadas entre 0 modelo
de SB com LPS 0,83 mg/kg (V+LPS 0,83) e o controle (V+S). Além disso, o tratamento
com CBD na dose de 30mg/kg (C30+S) nao alterou a sintese de IFNy tanto no controle

como no modelo (figura 14).
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Figura 14: Expressédo de IFNy no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg e o impacto do tratamento com CBD.
Resultados expressos em pg de IFNy /mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=8). O tratamento com CBD do modelo
de SB néo alterou a expressao de IFNy em nenhuma das areas analisadas. HT= hipotadlamo; CPF=cértex pré-

frontal; HC=hipocampo; EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose

de 0,83 mg/kg.
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4.2.4 Nao houve diferenga na expresséo de IL-2 pelo modelo SB ou no

tratamento com CBD

As dosagens de todas as citocinas do método CBA foram realizadas no

hipotalamo (a), cortex pré-frontal (b), hipocampo (c) e estriado (d). Nao foi vista
diferenca entre o modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg (V+LPS 0,83) e o controle (V+S).

O tratamento com CBD na dose de 30mg/kg (C30+S) néo alterou a sintese de IL-2

tanto no controle como no modelo (figura 15).
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Figura 15: Expressao de IL-2 no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg e o impacto do tratamento com CBD.
Resultados expressos em pg de IL-2/mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=8). O tratamento com CBD do modelo
de SB néo alterou a expressao de IFNy em nenhuma das areas analisadas. HT= hipotadlamo; CPF=cértex pré-

[l

frontal; HC=hipocampo; EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose

de 0,83 mg/kg.
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4.2.5 Nao houve diferenca na expressao de IL-4 pelo modelo SB ou no
tratamento com CBD

As dosagens de todas as citocinas do método CBA foram realizadas no
hipotalamo (a), cortex pré-frontal (b), hipocampo (c) e estriado (d). O modelo de SB
com LPS 0,83 mg/kg ndo mostrou alteracdo da expressao de IL-4 no grupo sem

tratamento com CBD ou no grupo que recebeu 30 mg/kg da droga (figuras 16).
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Figura 16: Expressao de IL-4 no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg e o impacto do tratamento com CBD.
Resultados expressos em pg de IL-4/mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=8). O tratamento com CBD do modelo
de SB néo alterou a expressao de IFNy em nenhuma das areas analisadas. HT= hipotadlamo; CPF=cértex pré-
frontal; HC=hipocampo; EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose
de 0,83 mg/kg.
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4.2.6 O modelo SB aumentou a expressao de IL-6 que foi revertida pelo

tratamento com CBD

As dosagens de todas as citocinas do método CBA foram realizadas no
hipotalamo (a), cortex pré-frontal (b), hipocampo (c) e estriado (d). O modelo de SB
com LPS 0,83 mg/kg apresentou aumento significativo da expressao de IL-6 no HT,
CPF e HC em comparacdo com o controle salina. Apresentou ainda tendéncia de
elevacao dos niveis de IL-6 no EST (p=0,058). O tratamento com CBD com dose de
30mg/kg foi capaz de reverter a expressao dessa citocina para 0s mesmos niveis de

expressao do controle saudavel no CPF e HC (figura 17).
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Figura 17: Expressdo de IL-6 no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg e o impacto do tratamento com CBD.
Resultados expressos em pg de IL-6/mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=8). O modelo de SB apresentou niveis
de IL-6 mais elevados que o controle no HT, CPF e HC(***p<0,0005, **p<0,005). O tratamento com CBD reduziu
esses niveis no CPF e HC (***p<0,0005, *p<0,05). EST ndo apresentou diferenca significativa. HT= hipotalamo;
CPF=cortex pré-frontal; HC=hipocampo; EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS
0,83=lipopolissacaride na dose de 0,83 mg/kg.

63



4.2.7 O modelo SB reduziu a expressao de IL-10 no CPF

As dosagens de todas as citocinas do método CBA foram realizadas no
hipotalamo (a), cortex pré-frontal (b), hipocampo (c) e estriado (d). Os animais do
grupo SB com LPS 0,83 mg/kg apresentaram reducéo significativa da expresséo de
IL-10 no CPF, com uma tendéncia (p=0,06) no HC. No entanto, o tratamento com CBD
ndo foi capaz de restaurar os niveis de IL-10 em nenhuma das regides analisadas
(figura 18)
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Figura 18: Expresséo de IL-10 no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg e o impacto do tratamento com CBD.
Resultados expressos em pg de I1L-10/mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=8). O modelo de SB reduziu os niveis
de IL-10 no CPF em relagao ao controle, assim como o CBD 30 mg/kg. Nao houve diferenca estatistica nas outras
regides com o modelo ou o tratamento com CBD. HT= hipotadlamo; CPF=cértex pré-frontal; HC=hipocampo;
EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose de 0,83 mg/kg.
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4.2.8 CBD 30 mg/kg reduziu os niveis de TNF do modelo de SB no
hipocampo

As dosagens de todas as citocinas do método CBA foram realizadas no
hipotalamo (a), cortex pré-frontal (b), hipocampo (c) e estriado (d). O modelo de SB
com LPS 0,83 mg/kg néo alterou a expressdo de TNF em comparacdo com o grupo
controle, embora tenha demonstrado tendéncia para aumento no HT (p=0,08). O
tratamento com CBD na dose de 30 mg/kg reduziu a expressdo dessa citocina no
hipocampo em comparagéo com o modelo de SB (*p<0,05). Nao houve diferenga nos

niveis de TNF nas outras regides com o tratamento com CBD (figura 19).
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Figura 19: Expressao de TNF no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg e o impacto do tratamento com CBD.
Resultados expressos em pg de TNF/mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=8). O tratamento com CBD do modelo
de SB reduziu os niveis de TNF no HC (c, p<0,05). HT= hipotalamo; CPF=cortex pré-frontal; HC=hipocampo;
EST=estriado; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose de 0,83 mg/kg.
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4.2.9 Curva dose-resposta do CBD sobre a sintese de NGF e BDNF

Para avaliar os efeitos agudos do modelo de LPS sobre os fatores neurotroéficos
e qual interferéncia o tratamento com CBD teria sobre o modelo, 0s niveis cerebrais
dos fatores neurotroficos NGF e BDNF foram quantificados no cortex pré-frontal (CPF)
e hipocampo (HC) através da técnica ELISA. Na primeira regido, a andlise estatistica
mostrou maior expressdo de BDNF e NGF nos animais que receberam CBD 3mg/kg
(CB3+S) em comparacdo com seu controle salina (V+S). Nao houve diferenca de
expressdo no CPF nas demais doses. No hipocampo, ndo houve alteragcdo da

expressao desses fatores neurotréficos em nenhuma dose analisada (tabela 3).

Tabela 3: Curva dose-resposta do CBD sobre BDNF e NGF no CPF e HC.

FN Regido Concentracdo do FN (pg/mg de proteina total no tecido)
V+S CBD 3+S CBD 10+S CBD 30+S  CBD 100+S
BDNF CPF 22,7+ 3,4 489+9,6* 278+35 28,6+4,3 33,6 4,9
HC 9,85+1,7 9,75+ 2,3 219+7,7 132x25 18,7+ 4,2
NGF CPF 26,4+ 4,3 61,4+14,0* 365+45 396x6,4 479149
HC 10,2+ 2,0 12,4 +4,3 23,1+£6,6 16,8x2,7 21,1+3,1
*p<0,05

CPF=cortex pré-frontal; HC=hipocampo; FN=fator neurotrofico; FN=fator neurotréfico, BDNF=brain derived
neurotrophic factor; NGF=nerve growth factor; CBD x=canabidiol na dose “x” mg/kg; S=salina 0,9%; V=veiculo.

4.2.10 O modelo de SB aumentou a expressao de fatores neurotréficos

no hipocampo e o tratamento com CBD reverteu essa alteragao.

O modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg aumentou os niveis de BDNF e NGF no
hipocampo em relacéo ao controle com salina (V+S). O tratamento com CBD reverteu

essa alteracdo, devolvendo os niveis desses fatores neurotroficos para valores
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equivalentes aos do grupo (V+S). Nao houve diferenca na expressao desses fatores
no CPF pelo modelo SB e o tratamento com CBD 30 mg/kg ndo impactou nos niveis
de BDNF e NGF (figura 20).
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Figura 20: Expressdo de NGF e BDNF no modelo de SB com LPS 0,83 mg/kg e o impacto do tratamento com
CBD. Resultados expressos em pg de BDNF ou NGF/mg de proteinas no tecido (pg/mg, n=8). O modelo de SB
apresentou niveis aumentados de BDNF e NGF no hipocampo em comparacéo com o grupo controle. O tratamento
com CBD do modelo de SB reduziu os niveis de BDNF e NGF nas respectivas regioes. (b e d, *p<0,05). Nao houve
diferenca da expresséo desses fatores neurotroficos no CPF em nenhum dos grupos analisados. CPF=cértex pré-
frontal; HC=hipocampo; BDNF=brain derived neurotrophic factor; NGF=nerve growth factor;CBD x=canabidiol na

“y”

dose “x” mg/kg; LPS 0,83=lipopolissacaride na dose de 0,83 mg/kg.
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5 Discussao

5.1 O Sickness Behavior altera 0 comportamento no teste Burrowing, mas nao

€ um modelo de depressao.

Conforme demonstrado, mesmo em baixas doses (0,11 mg/kg), LPS é capaz
de reduzir a quantidade de racdo escavada no teste BUR (figuras 4 e 6). A
reversibilidade com dexametasona endossa a etiologia inflamatéria da alteracédo
comportamental, reforcando o papel modulatério dos mediadores inflamatorios
periféricos sobre o SNC. No entanto, o tratamento com CBD n&o provocou reversao
no modelo de SB com LPS 0,11 mg/kg no BUR, em nenhuma das doses testadas
(figura 7). Nao obstante, a partir de 30mg/kg o préprio CBD piora o desempenho
escavatorio dos animais (figura 6). O teste BUR requer uma alta capacidade de
organizacao, planejamento e fungéo executiva (Deacon et al., 2001) e, principalmente,
de uma funcdo hipocampal e pré-frontal preservada (Jirkof, 2014). Além disso, a
complexidade da execuc¢do do comportamento requer um funcionamento 6timo do
SNC (Jirkof, 2014), cuja alteracdo, mesmo que discreta ou inicial, é capaz de induzir
alteracdo no BUR. A consequéncia dessa alta sensibilidade do teste € sua principal
limitacéo: a perda de especificidade. O teste BUR mostrou-se alterado desde modelos
de doenca de Alzheimer (Deacon et al., 2008; Sano et al., 2009), doenc¢a causada por
prions (Deacon et al., 2001; Felton et al., 2005), SB (Cunningham et al., 2007; Teeling
et al., 2007; Cunningham et al., 2009), doencas inflamatérias intestinais (Jirkof, 2014),
até modelos de ansiedade(Line et al., 2011), esquizofrenia (Ballard et al., 2002;
Halene et al., 2009), e para rastreio de condi¢cbes estressantes de manutencdo dos
animais (Rettich et al., 2006). Dada a baixa sensibilidade do teste BUR, é possivel que
o0 modelo de SB com LPS 0,11 mg/kg tenha sido suficiente para gerar alteragoes
nesse teste uma vez que uma discreta alteracdo na homeostase encefélica causada
pelo estimulo periférico seja capaz de deturpar a execucao de um comportamento tao
complexo quanto a escavacdo. Dessa forma, o emprego do teste BUR para avaliacao
de comportamento tipo depressao ou a reversibilidade desse com o tratamento com
canabindides mostra-se inadequada.

No entanto, curiosamente, o0 CBD na dose de 30 mg/kg reduziu a escavacgéo

nos animais nao submetidos a LPS em relag&o ao controle salina. Casarotto e colegas
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demonstraram efeito ansiolitico no teste de esconder esferas em doses de CBD de
15, 30 e 60 mg/kg. Em relacdo ao emprego de BUR para avaliagédo de ansiedade, Line
e colaboradores (Line et al., 2011) utilizaram modelos KO e de super-expressao do 5-
HTT. O primeiro grupo apresentou reducdo da quantidade de racdo escavada
enquanto o grupo com super-expressao desse transportador apresentou aumento da
escavacao. Dessa forma, € possivel que a reducao da escavacéao percebida na dose
de 30mg/kg de CBD seja uma demonstracdo do efeito ansiolitico da droga,

possivelmente mediado pelo efeito agonista sobre 5-HT1a.

5.2 O modelo Sickness Behavior alterou os testes FST e OF. Isso o torna um

modelo de depressao?

O FST, ao contrario do teste BUR, ja € utilizado ha véarios anos para avaliacao
de modelos de comportamento depressivo em animais e, dessa forma, suas
caracteristicas ja foram amplamente revisadas em trabalhos anteriores (Petit-
Demouliere et al., 2005; Matsuo et al.,, 2010). Esse histérico de uso permitiu a
construcdo de alguns critérios de validade para o FST como modelo e teste de
comportamento depressivo, dentre os quais se destacam a confiabilidade e a validade
preditiva. O primeiro critério refere-se a capacidade do teste de ter seus resultados
replicados por outros experimentadores em condi¢cdes semelhantes. A simplicidade
do protocolo de execucgéo e leitura do teste, a dispensabilidade de treinamento de
camundongos e a replicabilidade do teste em outros laboratérios garantiram
confiabilidade ao FST (Petit-Demouliere et al., 2005). A validade preditiva compde,
juntamente com os critérios de validade de face e de constructo, uma triade de
conceitos originalmente elaborados por Willner (Willner, 1984) para avaliar a qualificar
um modelo animal quanto a fidelidade da reproducao da depresséo. Segundo Willner,
a validade preditiva avalia a capacidade de um modelo identificar a acao
antidepressivas de distintos mecanismos farmacologicos, sem cometer erros de
omissao ou comissao e se ha correlacéo entre a poténcia terapéutica no modelo e no
transtorno (Willner, 1984). Aplicando tais conceitos, foi demonstrado por Borsini e Meli
gue o FST detecta 94% dos antidepressivos assumindo como atividade antidepressiva

a reducédo do tempo de imobilidade em 20% (Borsini e Meli, 1988). Aléem disso, foi
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demonstrado que, apesar do tratamento agudo provocar também reducdo da
imobilidade, o tratamento cronico acentua essa reducédo (Petit-Demouliere et al.,
2005), consolidando a validade no modelo.

No presente estudo, o modelo de SB apresentou aumento do tempo de
imobilidade no FST em relag&o ao seu controle, exposto apenas ao isolamento de 10
dias. Inicialmente, esse resultado sugeriu a existéncia de um comportamento tipo
depressdo no modelo de SB. No entanto, o teste OF demonstrou mobilidade
diminuida, colocando em cheque a interpretacao inicial anteriormente descrita, visto
que a alteracdo do FST poderia decorrer, portanto, de uma redugédo global da
capacidade de mobilidade do animal. A reducdo da mobilidade no teste OF é uma
alteracdo intrinseca do SB manifestada até as primeiras horas pés inducéo do modelo,
conforme demonstrado em diversos estudos (Yirmiya et al., 1994; Yirmiya, 1996)
(Swiergiel e Dunn, 2007),e desparece apos 24 horas do estimulo com LPS IP. Por
outro lado, a alteracédo sobre o FST permanece além do periodo de 24 horas inicias.
Nesse momento, ha predominio do comportamento tipo depresséo, vistos através de
testes como o FST ou o teste de suspenséao pela cauda, com remisséo da alteracéo
de mobilidade intrinseca ao SB. No presente estudo, a existéncia de um componente
comportamental do tipo depressédo no SB deve ser considerada, entretanto o FST n&o
€ capaz de distingui-lo da alteracéo de mobilidade intrinseca ao SB vista no OF.

Finalmente, a reversibilidade dessa alteracdo com o tratamento com CBD 30
mg/kg (figura 11) endossa o corpo de evidéncias dessa droga como um possivel
agente antidepressivo, e agora em um contexto inflamatério. Apesar do tratamento
com CBD reverter a alteracdo no FST do modelo de SB, no presente estudo nao foi
evidenciada reducéo no tempo de imobilidade dos animais tratados com CBD 30
mg/kg em relacdo aos seus controles salina, como foi demonstrado em 2010 por
Zanelati (Zanelati et al., 2010). Tal fato pode decorrer da diferenca entre as espécies
e animais empregados nos dois estudos. Essa interacdo do CBD com o SB sera
melhor discutida adiante.

Apesar das diferencas entre os protocolos empregados, a comparacao binaria
(alterado/néo alterado) entre os resultados obtidos em ambos os modelos demonstra
os diferentes propdsitos de cada teste. A falta de especificidade e alta sensibilidade
do teste BUR contrasta com a maior especificidade e menor sensibilidade no teste
FST, visto que doses baixas (como 0,11 mg/kg) e sem isolamento ndo foram
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suficientes para gerar alteragcbes nesse Ultimo, enquanto grande impacto era

percebido no BUR nessas doses.

5.3 Os marcadores inflamatérios do Sickness Behavior e seu papel no

comportamento tipo depresséo desse modelo.

Varios estudos demonstraram o envolvimento de citocinas inflamatérias e o
TDM, conforme citado em Introducdo. De maneira semelhante, a experimentacao
animal e humana demonstrou que o0 SB, consequéncia comportamental da
estimulacdo imune exdgena, pode ser induzido pela administracdo isolada de algumas
citocinas, como IL-1 e TNF, ou pela administracdo de um ligante de TLR, como o
LPS.

O modelo induzido por LPS tem como caracteristica a ativacdo difusa do
sistema imune, com o recrutamento de leucécitos diversos e inducdo da sintese de
varias citocinas. A atuacdo conjunta dessas substancias determina a manifestacdo
comportamental através da manipulacéo da fungéo neural e dos circuitos. No entanto,
a pluralidade de repercussbes causadas pela atuacdo desses mediadores
inflamatorios dificulta a identificagcdo dos processos chaves para o SB. De maneira
semelhante, no TDM tem-se também o aumento e a interacao de diversas citocinas
simultaneamente. Embora no TDM n&o possua uma endotoxina como desencadeante
da sua fisiopatologia, ha correspondéncia entre os achados séricos no TDM e no SB
induzido por LPS. No entanto, as quantificacfes diretas dessas citocinas encontram
como grande limitante as baixas indices de expresséo dessas no SNC, eventualmente
abaixo do limite de deteccao das técnicas empregadas.

Apesar de fortemente envolvidas na fisiopatologia do SB, a sintese de IL-1B e
TNF nos modelos de SB com dose de 0,11 e 0,83 mg/kg n&o se mostrou alterada nas
regides do HT, CPF, HC ou ST seis horas apo0s o estimulo periférico. Além disso,
apesar da reducdo da expressao de IL-13 no CPF com o tratamento com CBD na
dose de 3mg/kg, a co-administracdo de LPS 0,11mg/kg e CBD 3 mg/kg restabeleceu
0s niveis de IL-18 em CPF para valores proximos dos grupos controle e SB. As
alteracdes nos niveis séricos dessas citocinas no SB é um achado relativamente

conservado entre grupos de pesquisa diferentes (Gibb et al., 2008; Custodio et al.,
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2013; Gibb et al., 2013; Mello et al., 2013), com pico de TNF , IL-10 e IL-6 cerca de
1,5 horas apos o estimulo IP com LPS e com o retorno aos niveis basais 24 horas
apos o estimulo com dose de 0,5 — 1.0 mg/kg de LPS. No entanto, essa analise nao
estava no escopo desse trabalho. Dessa forma, ndo € possivel verificar diretamente a
eficicia do estimulo dado em gerar as respostas periféricas necessarias para inducao
do SB. No entanto, as alteragbes comportamentais reproduzidas por ambos o0s
modelos nos testes BUR, FST e OF sugerem a reproducéo adequada do modelo. Em
relacdo aos indices centrais dessas citocinas os achados sao controversos. A analise
de RNAm da IL-18 e TNF nos modelos de SB induzidos por LPS demonstram aumento
em varias regides cerebrais, como HT (Ashley et al., 2013), CPF, HC, cerebelo, cortex
parieto-frontal (Turrin et al., 2001) e nucleo do trato solitario (Gibb et al., 2008). Em
relacdo a IL-1B e TNF, os niveis de RNAmM sao encontrados aumentados no CPF 1,5
horas do estimulo periférico, com pico ocorrendo 3 horas (Gibb et al., 2013) apds o
estimulo e mantém-se elevados 6 (Ashley et al., 2013) e 9 (Park et al., 2011) horas
apos. No hipocampo o pico de IL-1B € atingindo 1,5 horas apés o estimulo (Gibb et
al., 2013), mantendo-se elevado 6 horas e com retorno aos niveis basais apés 24
horas (Terrando et al., 2010). No entanto, a demonstracdo de RNAmM denota uma
propensdo a sintese de determinada proteina e, em relacao a IL-18 por exemplo, se
refere a sintese do seu precursor que, para se tornar ativo, requer ainda eventos pés-
transcricionais (Neveu e Liege, 2000), ou seja, uma medida indireta do fenémeno.
Dessa maneira, outros processos intermediarios ainda podem interferir com a sintese
de determinada citocina e o mais indicado seria a quantificagcio proteica.

Em relagdo a quantificacdo direta de IL-18, hd maior variabilidade de relato
entre grupos diferentes. Utilizando um protocolo de LPS IP na dose de 0,5 mg/kg,
Custoddio e colaboradores (Custodio et al., 2013) encontraram niveis aumentados de
IL-18 no CPF 1,5 horas depois do estimulo que perdurou até 24 horas apds. O mesmo
grupo nao identificou diferencas na expresséo dessa citocina em nenhum dos tempos
analisados (1,5 e 24 horas pos LPS) no HC e no ST. Em relagdo ao TNF, esse grupo
ndo evidenciou diferenca nos indices em nenhuma das trés regides analisadas. Por
outro lado, outros dois grupos (Mello et al., 2013; Tomaz et al., 2014) encontraram
niveis aumentados de IL-13 no CPF, HC e ST 24 horas ap6s o mesmo estimulo com
LPS 0,5 mg/kg. Em outro modelo (Biesmans et al., 2013), utilizando 2 doses de LPS

(0,63 e 2,5 mg/kg) e andlises em trés tempos distintos (2, 6 e 24 horas ap0s o estimulo
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com LPS) os niveis de IL-1B foram encontrados aumentados apenas 6 horas apos
estimulo com 2,5 mg/kg e normalizados 24 horas ap6és. Os niveis de TNF mostraram-
se aumentados 2 e 6 horas apés o estimulo com ambas as doses e normalizados
apos 24 horas (Biesmans et al., 2013). Porém, esse ultimo estudo ndo estudou areas
cerebrais separadamente, impossibilitando comparagdes com o presente trabalho.
Apesar de grande variabilidade dos resultados, um denominador comum entre o
presente estudo e os demais € a baixa concentracdo dessas citocinas nos tecidos
cerebrais, na ordem de picogramas/g de tecido ou proteina total no tecido. Dessa
forma, € possivel que grande parte das analises realizadas em tecidos cerebrais
encontrem-se nos limites de deteccdo dos métodos empregados (ELISA),
favorecendo imprecisdes nas andlises e consequentes falhas de deteccéo. E notavel
a ampla variacdo dos protocolos utilizados por grupos distintos bem como dos
resultados obtidos. Varia-se ndo apenas o tempo, mas também a espécie de roedor
utilizada, a dose de LPS empregada no modelo, o método de analise, 0 material e a
regido analisada. A falta de uniformidade entre os modelos utilizados por diferentes
grupos dificulta a comparacdo em relacdo ao comportamento de IL-1 no SB.
Finalmente, no presente modelo ndo foram encontradas diferencas na expressao
dessas citocinas em nenhuma das quatro regides analisadas. Apesar de isoladamente
serem capazes de gerar a alteracdo do SB a sua alteracdo pode ndo ser necessaria
no contexto inflamatério geral do modelo induzido por LPS.

Dentre as citocinas testadas, IL-10 é a Unica que exerce efeito anti-inflamatério
e existe escassa literatura descrevendo a interacdo do SB com essa citocina
especificamente. Ao contrario do presente estudo, Qin e colaboradores encontraram
niveis cerebrais e séricos de RNAm de IL-10 elevados com a administragdo de doses
elevadas de LPS (3mg/kg), assim como outras citocinas inflamatérias uma hora apés
o tratamento com LPS (Qin et al., 2008).

Ao contrario das outras citocinas, IL-6 possui um receptor composto por duas
cadeias peptidicas (Rose-John, 2012). A primeira, IL-6r, consiste da por¢éo especifica
do receptor ancorado na membrana plasmatica e é expresso por um numero restrito
de células, tais como hepatdcitos e células do sistema imune periférico. No entanto,
essa porcao especifica ndo € capaz de traduzir a sinalizacdo para o meio intracelular,
dada a sua pequena porgéo projetada para esse meio. Por outro lado, a segunda
cadeia peptidica, chamada de gp130 (130 kDa), possui uma expressao ubiqua entre

73



7

tipos celulares e é responséavel por essa sinalizacao intracelular apds formar um
dimero com a primeira cadeia (Kishimoto, 2005; Scheller et al., 2006; Rose-John,
2012). Essa dimerizacao constitui a via classica de sinalizacéo da IL-6. No entanto, o
IL-6r pode se destacar da membrana plasmatica, constituindo o IL-6r soltuvel (sIL-6r),
encontrado normalmente no sangue e liquido céfalo-raquidiano. Apos ligacdo com a
IL-6, o IL-6r pode ligar-se com outras subunidades gpl30 distribuidas em
praticamente todos os tipos celulares, onde ativard cascatas intracelulares. As
concentracfes de slL-6r sofrem significativo incremento na presenca de resposta
inflamatéria ativa, em fluidos ricos em neutrdfilos, viabilizando uma amplificacdo da
sinalizagdo de maneira mais especifica e mais restrita as regiées que experimentam
uma ativagdo imune prévia, através da maior sintese da porcédo slL-6r. No modelo
genético de superexpressao de IL-6, 0 emprego de anticorpos anti-IL-6 ou de gp130
soluvel (que se liga ao dimero IL-6-IL-6r, inativando-0) reduziram o tempo de
imobilidade no TST e FST ao mesmo tempo que reduziram a expressao de IL-6 nos
CPF, reforcando o papel de IL-6 no comportamento tipo depressivo bem como
demonstrando seu importante papel como amplificador de sinal (Sukoff Rizzo et al.,
2012).

Os dados apresentados no presente estudo apontaram a IL-6 como importante
mediador bioquimico para os achados, visto que a alteracdo nos seus indices
acompanhou os achados comportamentais no FST. Conforme abordado previamente,
a IL-6 possui papel critico como moduladora e amplificadora da sinalizacéo
inflamatdria, estimulando a sintese de citocinas e recrutamento das células envolvidas
na resposta imune, como ativacao de leucdcitos, expressao de proteinas de adeséo
e producdo de citocinas (Kishimoto, 2006). Diferentemente das citocinas
anteriormente citadas, IL-6 ndo gera uma resposta comportamental do tipo SB quando
administrada de maneira isolada perifericamente. De maneira semelhante, a injecao
intracerebroventricular de doses até 100 ng/animal também n&o produziu alteragcbes
comportamentais significativas, alterando apenas a curva térmica e gerando ativagéo
do eixo HPA (Lenczowski et al., 1999). Por outro lado, a administracéo intratecal de
altas doses de IL-6 (1000ng/animal) foi capaz de induzir uma alteracdo
comportamental mais especifica, com aumento do tempo de imobilidade ao FST e
TST, cerca de 2 horas apés o estimulo e com duracdo de até 48 horas apdés injecao

(Sukoff Rizzo et al., 2012). No entanto, essa alteracdo comportamental ndo reproduz
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todo o espectro de alteragcbes do SB, como reduc¢ao da atividade locomotora ou outros
sinais fisicos, como piloerecdo e posicao antélgica e é IL-1B independente. Além
disso, a infuséo intratecal de IL-6 aumentou a expressdo dessa interleucina no HT,
CPF e HC (Sukoff Rizzo et al., 2012), exatamente as mesmas regides que esse estudo
com LPS IP demonstrou. Dessa maneira, € possivel inferir que a IL-6 esta implicada
na porc¢ao tipo depressiva do SB rastreado pelo FST. Nesse modelo especifico, a IL-
1B possui pouca influéncia, o que é corroborado pela ndo alteracéo dos indices de IL-
1B no cérebro seguido da infusédo de IL-6. No mesmo trabalho, Rizzo e colaboradores
(Sukoff Rizzo et al., 2012) utilizaram um modelo genético com aumento da expressao
dos receptores de IL-6, cujo fenétipo inclui aumento da imobilidade ao FST e TST
associado aumento dos indices de IL-6 no CPF e hipocampo. Nesse modelo genético,
o tratamento com IL-1ra n&o reduziu o tempo de imobilidade no FST e TST assim
como ndo teve impacto nos niveis cerebrais de IL-6, reforcando a independéncia de
IL-1B desse conjunto de alteracBes tipo depressivas. Além disso, 0 modelo acima
citado possui resisténcia a atividade antidepressiva da fluoxetina, que so é eficaz nas
doses mais altas. O SB tipo depressédo induzido por IL-6 foi também estudado por
Kong e colaboradores (Kong et al., 2015), que demonstraram em modelos in vitro e in
Vivo a interacdo dessa citocina com o transportador 5-HTT. Nesse estudo, foi
demonstrado que, através da ativacao da via STAT3 (figura 1), a IL-6 induziu uma
curiosa diminuicdo da expressdo de RNAm de 5HTT e reducdo da recaptacdo do
neurotransmissor 5-HT associada a inducdo paradoxal de alteracdo comportamental
tipo depressao. O mesmo estudo demonstrou ainda que animais IL-6 KO apresentam
menor expressao de 5-HTT (RNA e proteina), maior afinidade de ligagdo com ISRS,
nao apresentam fendtipo tipo depressdo e menor efeito antidepressivo de ISRS.
Conjuntamente, esses resultados sugerem a alteragdo comportamental tipo
depresséao induzida por IL-6 nos modelos animais é menos dependente da regulacao
serotoninérgica e que é possivel que essa seja a causa da resisténcia ao tratamento
exibido pelo modelo de Rizzo e colaboradores. Curiosamente, conforme dito
anteriormente em Introducdo, Yoshimura e colaboradores demonstraram que a
resisténcia ao tratamento com ISRS também foi associada a maiores concentracdes
séricas de IL-6 em humanos (Yoshimura et al., 2009). Conjuntamente essas
observacbes destacam IL-6 como um importante fator e possivel agente no TDM
refratario ao tratamento com ISRS.
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5.4 O Canabidiol como candidato a droga antidepressiva

Varios sdo os moduladores do sistema ECDb, sintéticos ou naturais, disponiveis
com diferentes indices seletividade pelos receptores canabindides e até mesmo por
outros receptores. Apesar de ser um derivado da planta Cannabis sativa e estar
incluido na categoria dos canabindides, o CBD € pouco seletivo para os receptores
desse sistema (Burstein, 2015) e com mecanismo de acao parcialmente descrito e em
constante investigacao. Além disso, existem varias evidéncias de atuacdo em outros
grupos de receptores, como descrito em Introducéao.

No presente estudo, o CBD néo alterou os tempos de imobilidade no FST
quando comparado aos controles salina, ao contrario do observado no teste BUR,
conforme discutido previamente. Por outro lado, no modelo de SB, o CBD foi capaz
de reduzir o tempo de imobilidade em relagcdo ao controle SB, revertendo esses
indices para proximo aqueles vistos nos controles salina. Achado semelhante, em um
contexto ndo inflamatdrio, ja foi evidenciado em outros estudos com CBD e FST
(Zanelati et al., 2010; Reus et al., 2011; Sartim et al., 2016). Curiosamente, no teste
OF, o CBD néo alterou a mobilidade dos animais no modelo SB ou nos animais
controles salina. Esse resultado corrobora a hipétese da existéncia de um
comportamento tipo depresséo, reversivel com o tratamento com CBD, subjacente a
alteracdo de mobilidade induzida pelo modelo de SB, esse ultimo nao reversivel pela
droga. No entanto, a realizacdo de novos experimentos, com um modelo de SB apos
resolucao da alteracdo motora € indicado, viabilizando, assim a avaliacdo do CBD no
comportamento tipo depressao.

Ainda permanece restrito o niamero de trabalhos que visam correlacionar
fendbmenos inflamatérios com o emprego do CBD como agente modulador em
modelos de doencgas do SNC. Mesmo utilizando termos genéricos como “cytokines” e
“cannabidiol” uma breve busca no PUBMED retornou com apenas 40 registros com
modelos inflamatdrios diversos (busca realizada no dia 26/03/2016). No entanto,
alguns achados encontram-se concordantes com o presente trabalho. Por exemplo, o
tratamento com CBD reduziu a expressao sérica de varias citocinas, incluindo IL-6,

em um modelo de asma em ratos (Vuolo et al., 2015) e em um modelo de inflamacé&o
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pulmonar induzida por LPS (Ribeiro et al., 2015). Adicionalmente, um estudo in vitro
com culturas de células microgliais expostas a LPS demonstrou reducdo dose
dependente da expressédo de IL-1B e IL-6, dentre outras citocinas com o tratamento
com CBD (Kozela et al., 2010). Posteriormente, em um modelo de neuroinflamacéo
induzido por amiloide beta, o CBD reduziu a expresséo de IL-13 e outros marcadores
inflamataorios in vitro e in vivo (Esposito et al., 2011). Conjuntamente, essas evidéncias
apontam um efeito anti-inflamatério para essa droga, concordando com os resultados
adquiridos no presente estudo.

A modulagdo imuno-independente das vias serotoninérgicas através do CBD,
por exemplo através dos receptores 5-HT1a pode representar um mecanismo de acao
terapéutico sobre o modelo de SB. O primeiro, um dos principais receptores
serotoninérgicos, esta envolvido na fisiopatologia classica do TDM. Ja foi
demonstrada a capacidade de tratamento das manifestacées comportamentais de SB
com o uso de ISRS com correlagdo com a reducédo da expressao de citocinas (Yirmiya
et al., 2000). Além desse, o receptor de adenosina Aza, expresso no principalmente no
EST, participa da regulacdo da excitabilidade neural de acordo com a energia
disponivel (Hanff et al., 2010). A ativacdo desses receptores nos neurdnios
espinhosos GABAérgicos das vias estriatais diretas e, principalmente, indiretas
provavelmente estdo envolvidos com as manifestacdes no desacoplamento entre
motivacdo e acao existente no TDM. O emprego de agonistas desses receptores
causa depressdo comportamental (Hanff et al., 2010). Algumas evidéncias apontam,
inclusive, uma modulacdo da atividade desses receptores pelas citocinas
inflamatérias, principalmente IL-1f3, uma vez que a administracdo de antagonistas de
A2a previnem o surgimento do SB, embora a ativagdo do mesmo nao seja suficiente
para gerar a alteragcdo comportamental (Hanff et al., 2010). No entanto, no presente
estudo nédo foi demonstrado aumento significativo de IL-1 ou TNF no SB 6 horas
apos estimulo com LPS IP enquanto os indices de IL-6 mostraram-se marcadamente
aumentados. Dessa forma, ndo é possivel atribuir majoritariamente os efeitos
comportamentais ao aumento de atividade do 5-HTT induzida pela ativacdo da via
p38/MAPK mediada por IL-1r1 ou TNFrl

Por outro lado, a reversao induzida pelo CBD dos niveis de IL-6 tanto no CPF
guanto no HC pode representar o principal mecanismo de ag&o pelo qual essa droga

atua terapeuticamente no componente tipo depressivo do modelo de SB. E provéavel
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que a modulacao mediada por IL-6 através da fosforilagdo de STAT3 seja responsavel
pela alteracdo comportamental, conforme demonstrado por Kong e colaboradores
(Kong et al., 2015). Essa mesma via est4 associada com reducéo da expresséo de 5-
HTT, fato que gera, portanto, um comportamento tipo depresséao “atipico”, com menor
recaptacdo de 5-HT. O tratamento com CBD provocou reducao dos indices de IL-6 no
CPF e HC bem como reversao do comportamento tipo depressédo. Assim é possivel
gue a acao terapéutica sobre o modelo tenha sido resultado da modulacdo das
concentracfes de IL-6 nas regifes analisadas. Ainda envolvendo IL-6, o decréscimo
da sua expressao pode ser responsavel pela reducao dos niveis de sintese de IL-13
e TNF no HC, dado o seu papel amplificador da sinalizagéo inflamatéria exercido
predominantemente pela via intracelular da STATS3.

Finalmente ndo foram feitas analises acerca das vias intracelulares do IL-6 ou
do funcionamento do sistema serotoninérgico ou de outros neurotransmissores
envolvidos no presente estudo, tanto em relacdo ao modelo quanto ao agente
terapéutico. Dessa maneira, a grande amplitude de alvos farmacologicos distintos
para o CBD torna a definicdo da causalidade dos eventuais efeitos terapéuticos desse
farmaco um desafio. Por outro lado, o CBD ja é usado no tratamento de condicdes
humanas, com farmacocinética ja relativamente descrita (Huestis, 2007) e com
seguranca estabelecida. Esse fato viabiliza 0 emprego dessa droga mais rapidamente
em protocolos experimentais humanos uma vez que sua eficacia esteja estabelecida
em modelos animais. Assim, a interpretacdo desses resultados deve ser cautelosa e
as evidéncias para o estabelecimento de um nexo causal ainda sdo frageis, sendo
necessarios experimentos que incluam também analises dos sistemas

monoaminérgicos.

5.5 O envolvimento dos fatores neurotroficos com o Sickness Behavior

Citados anteriormente em Introducéo, alguns fatores neurotroficos possuem a
sua expressdao modulada por receptores serotoninérgicos, com 0S quais
hipoteticamente estabelecem uma relacdo homeostética que pode estar deturpada no
TDM. Além disso, citocinas inflamatérias estdo implicadas diretamente no controle da

neurogénese, como o IL-13, que diminuiu a citogénese e neurogénese tanto atraves
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da interacdo com seu receptor IL-1rl ou através da promocdo de sintese de
glicocorticoides e a administracéo de IL-1Ra preveniu esse decréscimo (Calabrese et
al., 2014). Assim como para IL-1, as funcOes de TNF sdo mais bem estabelecidas,
promovendo decréscimo da proliferacdo de células-tronco neurais e aumento de
apoptose, excitotoxicidade e processos neurodegenerativos (Calabrese et al., 2014).
Em relacdo a IL-6, também foi demonstrada reducdo da neurogénese de células
progenitoras hipocampais em favorecimento de astrocitogénese. Por outro lado, IL-6
estd envolvida também em vias neuroprotetoras em condicdes fisiolégicas, como
plasticidade neural, neurogénese e LTP (Calabrese et al., 2014).

Os fatores neurotréficos geralmente encontram sua expressédo reduzida em
contextos neurodegenerativos, tais como a neuroinflamacdo e alguns autores
descrevem as alteracdes dos niveis de expressao dos fatores hum contexto agudo
induzido por LPS. Primeiramente, analises de RNAm demonstraram diminuicdo da
expressdo de RNAm de BDNF no CPF e HC 4 horas ap6s a exposicdo de
camundongos C57BL/6 a 0,25mg/kg de LPS normalizando os seus niveis 48 horas
apos (Kranjac et al., 2012). Em outro modelo, com avaliacdo 24 horas ap6s o estimulo
periférico, o tratamento com 0,5 mg/kg de LPS nao alterou a expressdo de BDNF no
hipocampo, embora tenha prevenido o seu aumento induzido por doxiciclina (Mello et
al., 2013). Outro estudo (Schnydrig et al., 2007) realizou a dosagem de BDNF e do
seu precursor (pro-BDNF) em sinaptossomos e encontrou niveis reduzidos de ambos
48 horas depois no seu modelo de SB induzido por LPS (0,5mg/kg). A analise com 24
horas também n&do demonstrou alteracdo. Advogando em favor da técnica de
dosagem dos sinaptossomos, Schnydrig e colaboradores (Schnydrig et al., 2007)
sugerem que os resultados controversos podem advir da dosagem de homogenato do
tecido cerebral (como no presente trabalho), englobando BDNF estocado
intracelularmente por células gliais e, portanto, n&o funcional no instante da analise
(Schnydrig et al., 2007). Confrontando esses resultados, o nosso modelo demonstrou
aumento da expressdo de BDNF e NGF 6 horas apés a exposicéo a 0,83 mg/kg de
LPS no hipocampo e essa alteragéo foi revertida com o tratamento com CBD (figura
20) Tomaz e colaboradores (Tomaz et al., 2014), em concordancia com o presente
achado, fizeram a dosagem de BDNF e encontraram niveis aumentados 24 horas
apos a injecéo IP de LPS 0,5mg/kg e conjecturaram a hipdtese de se tratar de uma
limitacdo do modelo de SB agudo.
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6  Consideracoes finais

Conforme discutido previamente, no TDM, a literatura aponta de maneira mais
uniforme o aumento da expressao das citocinas IL-13, IL-6 e TNF, principalmente em
relacdo aos dois ultimos. Analogamente, o aumento de IL-6 notado no presente
modelo de SB e a sua reversibilidade com o tratamento com CBD destacam o papel
dessa citocinas como um dos agentes criticos para o desenvolvimento da alteracao
comportamental do SB. Analogamente, algumas evidéncias demonstram reducao dos
niveis séricos dessa citocina com o tratamento farmacolégico e ndo farmacologico
antidepressivo em pacientes com TDM. Apesar de ser insuficiente para gerar uma
resposta SB completa quando injetada perifericamente, o IL-6 € um importante
amplificador de sinalizagcdo inflamatoria entre as células imunes além de estar
associado ao comportamento tipo depressdo em outros modelos. O CBD, droga
moduladora do sistema ECb e de varios outros receptores, possui acdo antidepressiva
em um contexto nao inflamatério e, no presente modelo, demonstrou 0 mesmo efeito
apés estimulo com LPS. A reversibilidade da alteracdo comportamental
correlacionada com a reducgéo de IL-13, TNF e, principalmente, IL-6 pelo CBD o
colocam numa posicéo de relevancia como candidato antidepressivo.

No entanto, visto a multiplicidade de processos etiopatogénicos que estdo em
curso sob um mesmo “rétulo diagndstico” de TDM, € necessario reconhecer a
limitacdo do modelo de SB e dos testes empregados. Dessa forma, a investigagcao
continuada dos processos fisiopatolégicos subjacentes a esse quadro psiquiatrico é
necesséaria e ganha forca com a associacdo de novas tentativas terapéuticas em

modelos animais.
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