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RESUMO

A depressdo ¢ uma doenca multifatorial, que pode estar relacionada ao acontecimento de
episodios de estresse em fases iniciais da vida. Sob essa perspectiva, ha o desenvolvimento de
uma indiferenca em relacdo a atividades consideradas objetivamente prazerosas,
caracterizando um sintoma depressivo denominado anedonia. Além disso, individuos
depressivos podem apresentar um quadro continuo de irritabilidade e perda cognitiva em longo
prazo. No mais, tratamentos convencionais para a depressdo ndo sao totalmente resolutivos em
muitos casos. Para tanto, o presente estudo visou analisar o potencial terapéutico do 6leo de
espectro completo de Cannabis sativa (6leo EC C. sativa) em ratos submetidos a privacao
maternal (PM) e ao isolamento social (1S), alem de verificar os efeitos no sistema purinérgico
em células mononucleares do sangue periférico (PBMC), correlacionando-0s com possiveis
incrementos de inflamacgdo no organismo dos ratos. Foram utilizados quarenta ratos Wistar
machos no experimento, sendo que trinta foram submetidos a dez dias de PM nos primeiros
dias de vida e ao IS a partir do quinquagésimo dia e dez compdem o grupo controle. Entre 0s
trinta ratos submetidos aos protocolos de estresse, dez ratos foram submetidos ao tratamento
com escitalopram na dosagem de 10mg/Kg; dez ratos foram submetidos ao tratamento com
6leo de espectro EC C. sativa na dosagem de 1mg/Kg. Os ratos do grupo controle foram
submetidos ao uso de salina. Apds doze dias de tratamento farmacolégico e de salina, os ratos
foram submetidos ao teste de campo aberto (TCA), e ap06s quatorze dias de tratamento foram
submetidos ao teste de natacdo forcada (TNF). Apds o ultimo teste comportamental foi
realizada eutandsia humanizada desses ratos e a coleta imediata de sangue e tecidos para a
analise. Os resultados do TNF evidenciaram que, entre 0s grupos submetidos a PM e ao IS, o
grupo tratado com éleo EC C. sativa, permaneceu menos tempo imdvel em comparacéo ao
grupo estresse salina. Dessa forma, evidenciamos um potencial terapéutico no tratamento de
sintomas tipo depressivo. Além disso, o grupo tratado com o éleo apresentou maior hidrolise
dos biomarcadores do sistema purinérgico ATP, ADP e AMP, em comparagao a todos 0s outros
grupos. Estes resultados sugerem uma maior atividade das ectonucleotidases CD39 e CD73,
tendo repercussdes fisioldgicas na ativacdo de receptores purinérgicos. Os resultados sugerem
que o 6leo EC C. sativa exerce efeito tipo antidepressivo. Um dos possiveis mecanismos
biolégicos, nos quais o 6leo EC C. sativa é nos marcadores purinérgicos no meio extracelular,
causando maior hidrdlise dos mesmos. Dessa forma, fitofarmacos da Cannabis sativa podem
ser uma potencial forma de uso terapéutico.

Palavras-chave: Depressdo; Cannabis sativa; Sinalizagcdo Purinérgica, Privacdo Maternal;
Isolamento Social

ABSTRACT



Depression is a multifactorial disease that can be related to the occurrence of stressful episodes
in early life stages. From this perspective, there is the development of indifference towards
activities considered objectively pleasurable, characterizing a depressive symptom called
anhedonia. Additionally, depressive individuals may present a continuous state of irritability
and long-term cognitive loss. Moreover, conventional treatments for depression are not
completely effective in many cases. Therefore, this study aimed to analyze the therapeutic
potential of full-spectrum Cannabis sativa oil (EC C. sativa) in rats subjected to maternal
deprivation (PM) and social isolation (1S), as well as to investigate its effects on the purinergic
system in peripheral blood mononuclear cells (PBMC), correlating them with possible
increases in inflammation in the rats' bodies. Forty male Wistar rats were used in the
experiment, thirty of which were subjected to ten days of PM in the early days of life and IS
from the fiftieth day, while ten comprised the control group. Among the thirty rats subjected to
stress protocols, ten rats received escitalopram treatment at a dosage of 10mg/Kg; ten rats
received treatment with EC C. sativa oil at a dosage of 1mg/Kg. The control group rats received
saline. After twelve days of pharmacological and saline treatment, the rats were subjected to
the open field test (TCA), and after fourteen days of treatment, they were subjected to the
forced swim test (TNF). After the last behavioral test, humane euthanasia was performed on
these rats, followed by immediate blood and tissue collection for analysis. The FST results
showed that, among the groups subjected to PM and IS, the group treated with EC C. sativa oil
spent less time immobile compared to the stress-saline group. Thus, we evidenced a therapeutic
potential in treating depression-like symptoms. Additionally, the group treated with the oil
showed higher hydrolysis of the purinergic system biomarkers ATP, ADP, and AMP compared
to all other groups. These results suggest increased activity of the ectonucleotidases CD39 and
CD73, having physiological repercussions on purinergic receptor activation. The results
suggest that EC C. sativa oil exerts an antidepressant-like effect. One of the possible biological
mechanisms in which EC C. sativa oil acts is on purinergic markers in the extracellular
medium, causing their greater hydrolysis. Therefore, Cannabis sativa phytopharmaceuticals
may be a potential form of therapeutic use.

Keywords: Depression; Cannabis sativa; Purinergic Signaling; Maternal Deprivation; Social
Isolation
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1. INTRODUCAO

O transtorno depressivo maior (TDM) constitui uma das afec¢es de ordem psiquiatrica
mais prevalentes globalmente. Uma estimativa da Organizacdo Mundial da Saude afirma que
cerca de 5% da populacdo adulta vive com depresséo (WHO, 2023). De acordo com a quinta
edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), o TDM cursa,
principalmente, com humor deprimido e perda de interesse em atividades previamente
prazerosas - denominada anedonia -, podendo também haver altera¢des do ciclo circadiano e
sentimento subjetivo de inutilidade. Meénard, Hodes e Russo (2016), dissertam sobre a
patogénese da depressdo, pontuando que eventos traumaticos na infancia como abuso ou
negligéncia, aumentam significativamente o risco de desenvolvimento de transtornos de humor
na vida adulta. Os roedores de laboratério se apresentam como uma 6tima via de estudo, em
razdo da diversidade de métodos de indugdo de comportamentos tipo depressivos, conforme
relatado por Hao et al (2019). Em vista disso, aplicamos protocolos de inducdo em roedores
que podem suscitar comportamento tipo depressivo, ocasionado por uma série de caréncias,
como a privacao maternas (PM) (ABELAIRA; REUS; QUEVEDO, 2013).

Existe uma gama de medicamentos com capacidade antidepressiva, incluindo varias
classes farmacoldgicas relacionadas a distintos neurotransmissores, porém ainda temos 30%
da populacdo com essa doenca psiquiatrica sem remissdo (RUSH et al., 2006). Nesse contexto,
a busca por farmacos ou fitofarmacos com maior efetividade é de suma importancia. Assim, o
6leo de espectro completo de Cannabis sativa (Oleo EC C. sativa), esta sendo investigado
como um potencial terapéutico no TDM (SCHERMA et al., 2020). Neste estudo, 0s ratos com
comportamentos tipo depressivos foram tratados com Oleo EC C. sativa, objetivando a
reversdo de possiveis comportamentos tipo depressivos induzidos pelo estresse na infancia e
na vida adulta jovem. O uso do Oleo EC C. sativa propicia a ativacio de receptores do sistema
endocanabinoide (SEC), que sdo compostos por receptores, endocanabinoides, canabinoides
exogenos e enzimas moduladoras que interferem na sintese e na quebra de sinalizadores
(SVIZENSKA; DUBOVY; SULCOVA, 2008). Os receptores do SEC séo divididos em C1 e
C2 e estdo presentes em diversos sistemas dos mamiferos, principalmente no sistema nervoso
central (SNC) (LU; MACKIE, 2020). Os compostos do Oleo EC C. sativa, que atuam na
ativacao de receptores endocanabinoides, sdo o A-9-tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol
(CBD), sendo este agonista parcial com baixa afinidade de ligac&o do sistema endocanabinoide
(BRUNT; BOSSONG, 2020). A ativacao dos receptores C1 e C2 propicia, respectivamente,
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inibicdo de liberacdo de transmissores e o estimulo a liberagdo de citocinas (PERTWEE,
2006).

Para avaliacdo dos efeitos terapéuticos do Oleo EC C. sativa em roedores, foram
quantificados e analisados sinalizadores do sistema purinérgico no sangue periférico de ratos,
com a finalidade de observar as possiveis respostas da ativacdo dos receptores dessa via. O
sistema purinérgico € composto, basicamente, por sinalizadores, receptores e enzimas
extracelulares, as quais, por meio da degradacdo do nucleotideo adenosina trifosfato (ATP),
sdo capazes de interferir nas concentracoes das purinas (BURNSTOCK, 2020). A hipétese de
que moléculas com funcdo primordial de suprimento energético celular, como o ATP, também
serviriam como agonistas de receptores préprios, foi proposta, inicialmente, por Geoffrey
Burnstock, no ano de 1972 (BURNSTOCK, 2012). O autor nomeou esse fenémeno como
“sinaliza¢@o purinérgica”, baseando-se na natureza estrutural do ATP (BURNSTOCK, 2012).
Desde seu descobrimento, inimeros mecanismos de sinalizacdo purinérgica tém sido
observados e estudados em uma miriade de pesquisas, com o intuito de elucidar resultados da
ativacdo de receptores purinérgicos, tanto em sitios inflamatorios, quanto em situagdes
patoldgicas que suscitam dano tecidual e, por consequéncia, maior liberagdo de particulas como
0 ATP, para o meio extracelular (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014).

Zimmermann (2021) aborda que os sinalizadores do sistema purinérgico sao
transportados ao meio extracelular em situacoes de estresse celular. Os produtos das quebras
de ligacdes do ATP sdo a adenosina difosfato (ADP), a adenosina monofosfato (AMP) e a
adenosina (CARDOSO et al., 2021). Niveis elevados dessas substancias no meio extracelular
podem culminar em respostas desproporcionais, dependendo das concentracdes extracelulares
de ATP, ADP e adenosina, bem como da expressao de seus respectivos receptores nas células
circundantes ao evento (ELTZSCHIG; SITKOVSKY; ROBSON, 2012). Quanto aos
receptores purinérgicos, ha uma divisdo em duas grandes classes, P2 - que s@o ativados pelo
ATP, ADP e AMP, e P1, que sdo ativados pela adenosina (MAHMOOD; IQBAL, 2022). Além
disso, os receptores P2 sdo subdivididos em P2X e P2Y, de acordo com a sua conformacéao
estrutural, sendo os P2Y receptores metabotropicos acoplados a proteina G, e 0s P2X,
ionotropicos (BURNSTOCK, 2018). E por ultimo os receptores P1 sdo divididos em Al, A2A,
A2B e A3, sendo todos metabotropicos acoplados a proteina G (ZARRINMAYEH; TERRITO,
2020).

A andlise das concentracfes de sinalizadores purinérgicos, de seus receptores e das

ectonucleotidases pode resultar em explicacOes para respostas inflamatorias descompensadas
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em cenarios patologicos, como no caso das doencas de carater tipo depressivo, nas quais ha
aumento do estresse fisioldgico (DIEZMOS; BERTRAND, LIU, 2016). Nesse cenario, parece
haver relacdo entre a liberacdo excessiva de ATP por canais celulares com a ativagdo do
receptor purinérgico P2X7, um receptor ionotropico que, quando ativado, parece estar ligado a
apoptose celular (SLUYTER, 2017). Na situagdo descrita, concentracGes elevadas de
ectonucleotidases parecem ser benéficas, pois a quebra do ATP, que, em uma condicdo
inflamatdria, esta sendo liberado em excesso, corrobora para uma menor ativacao de receptores
P2X7 (COUTINHO-SILVA; MORANDINI; SAVIO, 2014). Em suma, concentracGes de cada
um dos integrantes do sistema purinérgico interferem em respostas inflamatorias, tanto em
situagBes fisioldgicas, quanto patoldgicas do organismo de mamiferos.

O Oleo EC C. sativa, recebe esse nome pois preserva em seu extrato, todos os
fitoquimicos presente na planta, como visto por Ferrarini et al., (2022), que observou o 6leo
de Cannabis sativa de amplo espectro, sendo capaz de aliviar sintomas comportamentais tipo
depressivo, relacionadas ao estresse em camundongos. O que parece estar envolvido no
mecanismo farmacologico, seria que o0 CBD sozinho, é o composto de maior beneficio e agdo
em receptores canabinoides, porém o THC atua como um intensificador do CBD, tornando
essa sinergia uma forma mais eficaz de alcancar os efeitos terapéuticos (KARSCHNER et al.,
2011).
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MATERIAIS E METODOS

2.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa recebe o titulo de “Efeito do Tratamento Cronico com Oleo de
Cannabis Sativa de Espectro Completo Sobre Comportamentos Tipo Depressivo e o Sistema
Purinérgico em Ratos Submetidos a Estresse no Inicio da Vida” sendo um subprojeto vinculado
a um projeto maior intitulado “Efeito do Estresse na Infincia sobre Comportamentos
Depressivos na Vida Adulta - Potencial Estratégia Terapéutica do Oleo de Cannabis sativa de
Espectro Completo” que foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) com
0 seguinte protocolo: n° 2911170423, sendo aprovado pela CEUA da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), em 19/05/2023, anexado ao presente trabalho sob o titulo de APENDICE
A.

Foram considerados os principios éticos na utilizagdo de modelos animais que visam o
beneficio associado para a produgio de conhecimento cientifico (GUIMARAES; FREIRE;
MENEZES, 2016). Os pesquisadores passaram por capacitagdo, buscando uma manipulacao
que gerasse 0 minimo de sofrimento e fosse compativel com um manejo descrito na literatura.
Foi utilizado o numero minimo necessario de animais para que ndo houvesse o sacrificio
desnecessario (ALMEIDA; NETO; ALMEIDA, 2016). O método utilizado para a eutanasia foi
0 processo mecanico de decapitacdo, devido a sua caracteristica de ndo interferir nos resultados
bioguimicos, bem como de possibilitar a retirada do sangue total, sem interferéncia externa
(FERNANDES; PEDROSO, 2017). Dessa maneira, as amostras que foram analisadas possuem

respaldo ético em sua obtencdo e manipulagao.

2.2. MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E SOLVENTES

A presente pesquisa foi conduzida utilizando reagentes e produtos quimicos de grau
analitico, adquiridos das empresas Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, MO, EUA) e Merck KGaA
(Darmstadt, Alemanha). Outros reagentes empregados no estudo, quando ndo especificados de
outra forma, eram de pureza analitica. As medicdes necessarias para as analises foram
realizadas com um espectrofotometro de microplacas Multiskan™ GO, fabricado pela Thermo

Fisher Scientific (EUA).
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1.2.1. Quantificacdo Extracelular do ATP

A determinacdo quantitativa de ATP foi realizada utilizando um kit comercial fornecido
pela Invitrogen®. Este procedimento envolveu um ensaio de bioluminescéncia que utilizou
luciferase de vagalume recombinante e seu substrato, a D-luciferina, especificamente aplicado
ao soro dos grupos de ratos Wistar. O principio do ensaio baseia-se na dependéncia da
luciferase emrelagdo ao ATP para a producao de luz, com uma emissdo maxima ocorrendo em
aproximadamente 560 nm em um pH de 7,8. Os componentes necessarios para a rea¢do foram
combinados conforme as instru¢des do fabricante, a fim de preparar uma solugdo de reacéo
padrdo, ajustando cuidadosamente 0s volumes de acordo com 0s requisitos especificos do
experimento. Este ajuste minucioso garantiu que a mistura reagente estivesse otimizada para a
maxima eficiéncia e precisdo durante a medicdo. Ap6s um periodo de incubacdo de 15 minutos,
a reacdo foi realizada em condigdes controladas para permitir a completa interacdo entre a
luciferase e o ATP. A luminescéncia resultante foi entdo medida com precisao e representada
em termos de concentracdo de ATP, expressa em nanomolar (nM/ATP) (KARAMOHAMED;
GUIDOTTI, 2001).

2.2.2.Normalizacdo das Proteinas

Para a determinacdo de proteinas foi utilizada a técnica de Bradford (BRADFORD,
1976). Inicialmente deve-se normalizar as proteinas com a curva padrdo usando curva de
correcdo do comassie, utilizando Albumina Bovina (0,1 mg/ml) como padrdo. Para a
determinacéo utiliza-se em cada pogo 250uL de azul de comassie filtrado e 5 pL. da amostra.
Para obter o resultado da concentracéo de proteinas deve-se aplicar o calculo: ((Abs da amostra-
Abs do branco) X FC)/0.05 (5 pL).

2.2.3 Atividades de Enzimas E-NTPDasel (CD39) e E-5'-NT (CD73)

As atividades das enzimas purinérgicas foram conduzidas utilizando amostras de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de ratos Wistar, provenientes dos
respectivos grupos experimentais. Para avaliar as mudancas nas atividades das enzimas do

sistema purinergico, foram analisadas a hidrélise de nucleotideos como ATP e ADP
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(NTPDasel, CD39), e AMP (E-5'-nucleotidase, CD73). Inicialmente, as amostras de PBMCs
foram ajustadas em termos de concentragdo proteica, em seguida, 20 uL. de cada amostra foi
adicionada a misturas reacionais especificas para cada enzima e pré-incubados a 37 °C por 10
minutos. A reacao enzimatica foi iniciada com a adicdo dos substratos especificos: ATP e ADP
para a CD39 e AMP para a CD73. Apos um periodo de incubacdo de 70 minutos a 37 °C, as
reacdes foram interrompidas pela adicdo de acido tricloroacético a 10%. O fosfato inorganico
liberado devido a hidroélise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP foi quantificado utilizando o
reagente colorimétrico verde malaquita. Para garantir a precisdo das medicGes, foi preparada
uma curva padrao com KH:POs (fosfato monopotassico), controles foram realizados para
corrigir qualquer hidrolise ndo enzimatica que pudesse ocorrer. A absorbancia das amostras foi
medida a 630 nm, e as atividades especificas das enzimas foram expressas como nanomoles de
fosfato inorganico liberado por minuto por miligramas de proteina (nmol/Pi/min/mg de
proteina) (LUNKES et al., 2003).

2.3. DESENVOLVIMENTO DOS METODOS

A presente pesquisa trata-se de um estudo quantitativo analitico, de natureza
experimental. Foram mensurados niveis de ATP extracelular e avaliada a atividade de enzimas
do sistema purinérgico em amostras de plasma heparinizado e PBMCs, respectivamente,
provenientes de ratos Wistar machos. O estudo comparou os diferentes grupos experimentais,
gue chamamos de controle, estresse salina (controle negativo), escitalopram (controle positivo)

e tratado por Oleo EC C. sativa.

2.4. OBTENCAO E PROCESSAMENTO DA CANNABIS SATIVA

O Oleo EC C. sativa foi obtido por doagio da Associacdo Alternativa de Apoio a
Cannabis Medicinal do Brasil - (AAACMB) que é natural de Imbituba — Santa Catarina,
inscrita no Cadastro Nacional da Pessoa Juridica (CNPJ) sob o nimero 45.458.633/0001-86.
A AAACMB foi a responsavel pela producéo e analise do 0leo, apresentando em forma liquida,
contendo CBD e THC em uma proporcdo de 20:1, respectivamente. O certificado de analise

foi fornecido como informacéo de apoio.
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2.5. ANALISE QUIMICA

2.5.1. Estimativa do Teor Total dos Canabinoides

Aanélise do Oleo EC C. sativa por parte da AAACMB foi realizada por seu responsavel
técnico farmacéutico, por meio de High Performance Liquid Chromatography (HPLC), um
método de cromatografia desenvolvido para quantificacdo de resinas e 6leos como descrito por
Carvalho et al., 2020. Este dleo de Cannabis Sativa é chamado de espectro completo porque
preserva a totalidade de todos os seus componentes, além do amplamente conhecido CBD, o
produto também contém THC, ambos em maiores quantidades em relacdo a outros fenois
canabindides e ndo canabindides (ODIEKA, et al. 2022). O 6leo de Cannabis do estudo,
apresentou, como total de seus canabindides, o percentual de 81,31%, sendo o canabinoide
majoritario o CBD, com 71,76%, consecutivamente o THC, com 3,61%; restando 5, 94% de

outros canabinoides.

2.6. AQUISICAO DO COMPOSTO OXALATO DE ESCITALOPRAM

O oxalato de escitalopram foi adquirido na quantidade de 15mL por unidade de frasco,
contendo 20 mg/mL do principio ativo, sendo fabricado pela empresa Aché Laboratérios

Farmacéuticos S.A., com sede no municipio de Guarulhos, no estado de Séo Paulo - Brasil.

2.7. GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTOS
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Figura 1 - Desenho experimental do protocolo de PM, IS, tratamentos farmacoldgicos,
testes comportamentais e analises laboratoriais.

Desde 0 momento do nascimento, que representa o dia zero (0) (figura 1), os filhotes
permaneceram em contato ininterrupto com a rata mae até a concluséo do primeiro dia de vida.
No dia 01 (um dia ap6s 0 nascimento) iniciou-se o protocolo de PM, o qual perdurou até o
décimo dia de vida. Durante a PM, diariamente, os filhotes foram retirados da gaiola da mae
por um periodo de 3 horas. Apos o término do protocolo de PM, os filhotes voltaram a coabitar
continuamente com a mae na mesma gaiola até o vigésimo primeiro dia de vida (dia 21),
quando foi realizado o desmame. O desmame ocorreu com a retirada da rata mae da gaiola de
habitacdo, deixando os filhotes sem o contato da mée de forma permanente. A partir desse
ponto, os filhotes permaneceram juntos, coabitando na mesma gaiola até o quinquagésimo dia
de vida (dia 50).

A partir do quinquagésimo dia de vida, os filhotes foram separados entre si e colocados
em caixas individuais, dando inicio ao protocolo de isolamento social (I1S). O IS durou do dia
50 ao dia 94. Entre os dias 80 e 94, os animais receberam tratamentos farmacologicos e fito
farmacoldgicos. Especificamente, foram administrados a salina, o oxalato de escitalopram e o
6leo de espectro completo de Cannabis sativa, todos por gavagem, respeitando a divisdo dos
grupos a seguir: grupo Controle, sem estresse e tratado com salina, com nimero de integrantes
(N) equivalente a dez (=10), ndo passando pelo protocolo de PM. A salina é um veiculo de soro
fisiol6gico com concentracdo de 0,9% de cloreto de sddio (NaCl). Assim, esse grupo equivale
como controle sem estresse para comparacgdes. Cabe ressaltar que a gavagem com salina faz-
se necessaria, para descartarmos a via de administracdo como fator de interferéncia nos
resultados posteriores do presente estudo. O segundo grupo (controle negativo) (N = 10) é o
que foi submetido a PM e IS e recebeu salina como tratamento. Dessa forma, atuou como
controle negativo, para avaliar os efeitos do estresse induzido pela PM e IS. O terceiro grupo
(controle positivo) (N = 10) foi submetido a PM e IS tratado com escitalopram 10 mg/kg,
permitindo comparar os efeitos do escitalopram com os efeitos de outros tratamentos. O quarto
grupo, com N=10, foi submetido & PM e IS e tratado com Oleo EC C. sativa 1 mg/kg. A
administracdo por gavagem garantiu a dosagem precisa e consistente dos compostos. Este
periodo de tratamento farmacoldgico teve uma duracdo de 14 dias, caracterizando um

tratamento crénico. Nos dias noventa e dois, noventa e trés e noventa e quatro, foram realizados
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testes comportamentais para avaliar os efeitos do estresse e dos tratamentos farmacoldgicos.
Os tratamentos farmacolédgicos nos dias dos testes comportamentais foram realizados 60
(sessenta) minutos antes de cada teste. No nonagésimo segundo dia (dia 92), os ratos e seus
respectivos grupos foram submetidos ao teste de campo aberto (TCA). No dia seguinte, no
nonagésimo terceiro dia (dia 93), os ratos realizaram o treino do nado forgado, sendo colocados
em contato com a agua pela primeira vez e submetidos a um treino de 15 minutos. No dia
posterior (dia 94), ap6s a conclusdo dos tratamentos e do teste de nado forcado (TNF), os ratos
foram submetidos a eutanasia por decapitacdo, sendo coletado o sangue total dos animais e

imediatamente congelado para analises bioquimicas futuras.

2.7.1 Protocolo de Privacdo Materna (PM)

O protocolo da PM consistiu na remocéo dos filhotes da gaiola na qual estava contida
a rata mae. Esta retirada ocorreu uma vez ao dia, pelo periodo de trés horas, desde o primeiro
dia até o décimo dia do estudo, como exposto na figura 1. Faz-se importante ressaltar que 0s
filhotes do grupo controle ndo foram privados, permanecendo na gaiola com a rata méde. Os
animais foram mantidos em ciclo de alternancia de exposi¢ao a luminosidade “claro/escuro”
de doze horas, sendo o ciclo claro das sete horas da manhd as sete horas da noite, e o ciclo
escuro das sete horas da noite as sete horas da manhd. Em ambos os ciclos de luminosidade, os
ratos foram supridos de racdo e agua ad libitum, o ambiente de condicionamento dos ratos foi
mantido a uma temperatura de 23 = 1 °C. Ap0s o protocolo de PM, encerrou no décimo dia de
vida dos filhotes, os ratos ficaram em coabitagdo com a rata mae sem privacdo, o desmame
ocorreu somente no vigésimo primeiro dia ap6s 0 nascimento, quando permaneceram em
condigio padrdo até a inducio do protocolo de IS no quinquagésimo dia. (ABELEIRA; REUS;
QUEVEDO, 2013).

2.7.2 Protocolo de Isolamento Social (1S)

O protocolo de IS consiste em manter cada animal condicionado em alojamentos
individuais por um periodo de 30 dias e durante os 14 dias de tratamento. Os animais podiam
sentir somente 0 aroma e 0s sons produzidos por outros ratos. Os animais do grupo controle

permaneceram alojados em grupo de cinco animais por gaiola, com ciclo de alternéncia de
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luminosidade claro/escuro de doze horas (das sete horas da manha as sete horas da noite com
claridade), providos de racdo e 4gua ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 +
1°C (LUKKES et al., 2009).

2.8. TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados entre 0 nonagésimo segundo dia e o
nonagésimo quarto dia do experimento, sendo o teste de campo aberto (TCA) realizado no
nonagésimo segundo dia. No nonagésimo terceiro dia os ratos foram colocados em contato
coma agua, para a realizacao do treino que tem por fim prepara-los para o teste de nado forcado
(TNF), cuja realizacdo ocorreu no nonagésimo quarto dia. Os testes, TCA e TNF, bem como o
treino, foram realizados no periodo matutino, das oito as doze horas, sendo iniciados apos
sessenta minutos do tratamento farmacoldgico e fitofarmacoldgico dos ratos. Os testes tiveram
sua realizacdo conduzida por um observador cego aos grupos experimentais. O TCA foi
realizado para verificar a atividade locomotora dos animais, como descrito por Katz; Roth;
Carroll (1981). O comportamento depressivo foi avaliado conforme descrito por Abeleira;
Réus; Quevedo, 2013. Posteriormente os ratos foram decapitados como descrito por Da Silva
et al (2022), e foram separadas as amostras bioldgicas para posterior analise de biomarcadores

purinérgicos.

2.8.1 Teste de Campo Aberto (TCA)

O teste de campo aberto avalia a atividade motora exploratéria dos ratos, sendo que
cada grupo é composto por dez ratos. A avaliacdo da atividade locomotora dos animais é
realizada no campo aberto, uma caixa de 40 centimetros de largura e 60 centimetros de
comprimento, cercada por trés paredes de madeira e uma parede frontal de vidro, contendo um
assoalho dividido em nove retangulos isométricos formados por linhas pretas. E permitido que
0s animais explorem o ambiente por cinco minutos, tempo no qual serédo contabilizados os
cruzamentos entre as linhas pretas, que formam os retangulos, e a quantidade de vezes em que
o rato ficou apoiado nas patas traseiras a fim de explorar o ambiente (levantamentos) (KATZ;
ROTH; CARROLL, 1981). O campo sempre € higienizado entre os testes para evitar
influéncias residuais de substancias deixadas por ratos que realizaram o teste anteriormente,

como dejetos.
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2.8.2 Teste de Natacdo Forcada (TNF)

O teste de natacdo forgada avalia o comportamento tipo depressivo, conforme descrito
anteriormente por Abeleira, Réus e Quevedo, 2013. Para realizar o teste, cada rato serd
colocado individualmente em um cilindro com &agua a temperatura de 23°C, preenchido
suficientemente para que o animal ndo consiga apoiar as patas no fundo do recipiente, nem
consiga retirar-se do mesmo. Este teste é realizado em dois dias, sendo que no primeiro dia -
septuagésimo terceiro dia do experimento e décimo terceiro dia de tratamento farmacolégico -
os ratos sdo forcados a nadar durante quinze minutos, efetuando o que chamamaos de pré-teste,
uma acdo com o intuito de propiciar ao rato maior intimidade com a 4gua. Ja no segundo dia
do teste — nonagésimo quarto dia do experimento e décimo quarto dia de tratamento
farmacoldgico - os ratos sdo forcados a nadar por cinco minutos, realizando o TNF
propriamente dito. Neste teste, sdo avaliados os parametros de imobilidade, que enquadram
imobilidade total ou apenas movimentos para manter a cabeca fora da agua sem intencéo de
escapar, como também séo avaliados parametros de mobilidade, como o tempo que o animal
realiza movimentos para manter-se na superficie (natacéo) e o tempo que escala o cilindro na
tentativa de escapar do ambiente.

Abeleira, Réus e Quevedo, 2013, discutem que, nesse teste, 0s ratos tratados com
farmacos de acdo antidepressiva tendem a apresentar menor tempo de imobilidade,
consequentemente aumentando os tempos de mobilidade, com realizacdo de natacdo e/ou
escalada. O que parece ser visto é que, drogas atuantes na neurotransmissdo noradrenérgica,
aumentam o tempo de escalada, a0 mesmo tempo em que drogas que atuam no sistema

serotoninérgico, aumentam o tempo de natacéo.

2.9 COLETATOTAL DE SANGUE

No nonagésimo quarto dia do experimento, apds o término do Ultimo teste
comportamental, os animais passaram por eutanasia por decapitacdo. Foram coletados,
imediatamente ap0s o ato da decapitacdo, aproximadamente 2 ml de sangue total do animal,
colocados diretamente em um tubo com gel separador e um tubo com heparina, sem contato
com nenhuma outra superficie. Posteriormente, o tubo com sangue é centrifugado a 3.500 rpm

por quinze minutos, para a obtencdo do sobrenadante (plasma HEP), ao conteudo restante, foi



20

adicionado soro fisioldgico na propor¢édo 1:1. Apds homogeneizado, foi colocado em um novo
tubo com 3 ml de Ficoll-Hypaque e centrifugado por 30 min a 1800 rpm, retirando as PBMC
posteriormente a centrifugacdo (DA SILVA et al. 2022).

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Na analise estatistica do comportamento foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-
willk. Apds, foi realizada ANOVA one-way com multiplas comparag6es, seguido do teste post-
hoc de Tukey pelo software GraphPad Prism 9.0.0. Para a analise estatistica de elementos do
sistema purinérgico, foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-willk. Apos, foi realizada
ANOVA one-way com multiplas comparagdes, seguido do teste Holm-sidak. Foi utilizado o
software GraphPad Prism 9.0.0. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. As médias dos grupos sdo apresentadas em graficos em barras. Os resultados sdo

expressos por média + desvio padrdo da média (M = DPM)
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3.RESULTADOS

3.1 EFEITOS DA PM, DO IS E DOS TRATAMENTOS NO TESTE DE NATACAO
FORCADA

Os efeitos da PM + IS e dos tratamentos com Oleo EC C. sativa (1 mg/kg), e
escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no teste de natacéo forcada estéo ilustrados
na figura 2. No protocolo de natacdo forcada a ANOVA de uma via revelou uma interacao
significativa no tempo de imobilidade entre 0s grupos sem estresse e 0s grupos privados
maternalmente e isolados socialmente e entre os tratamentos (F = 10,34; p < 0,0001). O teste
Post hoc de Tukey revelou que a PM + IS elevou significativamente o tempo de imobilidade
(p < 0,05) no teste de natacio forcada e os tratamentos com Oleo EC C. sativa (p < 0,01) e
escitalopram (p < 0,05) reverteram o efeito da PM + IS. Em relacdo ao tempo de nado,
observou-se na ANOVA de uma via uma interacdo significativa entre 0s grupos sem estresse
e 0s grupos privados maternalmente e isolados socialmente e entre os tratamentos (F= 5,622;
p = 0,0030). O teste de Post hoc de Tukey revelou quea PM + IS apresentou menor tempo de
natacdo em comparac¢do ao grupo sem estresse (p < 0,01) e em relacdo ao grupo tratado com
Oleo EC C. sativa (p < 0,05). Por fim, no teste de escalada, houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos privados maternalmente e isolados socialmente e entre os
tratamentos (F= 4,108; p = 0,0148). O testes post hoc mostrou que o estresse reduziu

significativamente a escalada e os tratamentos reverteram este comportamento ( p < 0,05).

Figura 2 - Teste de Natacdo Forcada
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Figura 2 - Efeitos do estresse de PM + IS e dos tratamentos com Oleo EC C. sativa (1 mg/kg), e escitalopram (10
mg/kg) sobre a os parametros de mobilidade no teste de natacdo forcada em machos. Os dados s&o apresentados
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como média = erro padrdo da média, e significancia estatistica foi definida para valores de p de*p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0 ,0001.

3.2 EFEITOS DA PM E DOS TRATAMENTOS NO TCA

Os efeitos da PM + IS e dos tratamentos com 6leo de Cannabis sativa de espectro
completo (1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no TCA estdo
ilustrados na figura 5. A ANOVA de uma via ndo revelou interacdo significativa entre os
grupos controle e 0s grupos estressados. Tanto os protocolos de PM + IS quanto os tratamentos
ndo induziram alteraces significativas na atividade locomotora, avaliada através dos niimeros
de cruzamentos (F = 1,145; p = 0,3398) e levantamentos (F = 1,596; p = 0,2015) no teste do

campo aberto.

Figura 3 - Teste de Campo Aberto
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Figura 3 - Efeitos do estresse de PM + IS e dos tratamentos com Oleo EC C. sativa (1 mg/kg), e escitalopram
(10 mg/kg) sobre a atividade motora exploratéria em machos. Os dados séo apresentados como média + erro
padrao da média.

3.3 QUANTIFICACAO DE ATP EXTRACELULAR

Os efeitos do estresse e dos tratamentos com oOleo de EC C. sativa (1 mg/kg) e
escitalopram (10 mg/kg) nos niveis de ATP extracelular no plasma estdo ilustrados na figura
4. A ANOVA de uma via ndo revelou diferencas significativas nos niveis de ATP extracelular

entre os diferentes grupos experimentais (F = 2,028; p = 0,1684).
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Figura 4 - Quantificacdo de ATP Extracelular - Plasma
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Figura 4 : Efeitos do estresse e dos tratamentos com Oleo EC C. sativa (1 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos
niveis de ATP extracelular em plasma de ratos Wistar. Os dados séo apresentados como média * erro padrédo da
média (SEM).

3.4 - HIDROLISE DE ATP, ADP e AMP - PBMC

Os efeitos do estresse e dos tratamentos com Oleo EC C. sativa (1 mg/kg) e
escitalopram (10 mg/kg) nos parametros de hidrélise de ATP, ADP e AMP em PBMCs estao
ilustrados na figura 5. A ANOVA de uma via revelou interacdes significativas nos niveis de
hidrolise de ATP, ADP e AMP entre os diferentes grupos experimentais: ATP: A analise
mostrou diferencas significativas na hidrélise de ATP entre os grupos (F = 17,35; p < 0,0001).
O teste Holm-sidak indicou que o grupo tratado com Oleo EC C. sativa apresentou um aumento
significativo na hidrdlise de ATP quando comparado ao grupo estresse salina (p < 0,0001).
ADP: Similarmente, para a hidrolise de ADP, a ANOVA indicou uma interagdo significativa
(F=31,59; p<0,0001). O grupo tratado com Oleo EC C. sativa também mostrou um aumento
significativo na hidrolise de ADP em comparagdo ao grupo estresse salina (p < 0,0001). AMP:
No caso da hidrélise de AMP, a ANOVA revelou uma interacdo significativa entre os grupos
(F=10,82; p = 0,0001). O teste Holm-sidak demonstrou que o grupo tratado com Oleo EC C.
sativa apresentou um aumento significativo na hidrolise de AMP comparado ao grupo estresse

salina (p < 0,001). Esses resultados sugerem que o tratamento com Oleo EC C. sativa, aumenta
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significativamente a atividade das ectonucleotidases, em hidrolise de ATP, ADP e AMP em
PBMCs de ratos Wistar, indicando um efeito modulador potencialmente benéfico do conjunto

CBD e THC em condigdes de estresse.

Figura 5 - Hidrdlise de ATP, ADP e AMP - PBMCs
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Figura 5 - Hidrolise de ATP, ADP e AMP em PBMCs de ratos Wistar submetidos a estresse e tratados com Oleo
EC C. sativa (1 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg). A atividade da E-NTPDasel foi medida pela hidrélise de ATP
e ADP, enquanto a hidrolise de AMP mediu 5'-NT. Os dados sdo apresentados como média + SEM. Anélise
estatistica: ANOVA de uma via seguida do teste de Holm-Sidak. Valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. A: E visivel um aumento significativo na hidrolise de ATP nas PBMCs dos ratos
tratados com Oleo EC C. sativa em comparacao ao grupo estresse salina. A significancia estatistica foi ****p <
0,0001. B: Observa-se um aumento significativo na hidrélise de ADP nas PBMCs dos ratos tratados com Oleo
EC C. sativa em comparacdo ao grupo estresse salina. A significancia estatistica foi ****p < 0,0001. C: A
hidrélise de AMP nas PBMCs foi significativamente maior nos ratos tratados com Oleo EC C. sativa em
comparacdo ao grupo estresse salina. A significancia estatistica foi ***p < 0,001.
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4.DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar os efeitos do Oleo EC C. sativa em ratos Wistar
machos submetidos a protocolos de inducdo ao comportamento tipo depressivo. Para isso,
foram comparados os efeitos do reconhecido antidepressivo inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina (ISRS), escitalopram e do Oleo EC C. sativa no TNF e no TCA, objetivando a
observacdo de mudancas nos parametros comportamentais. Além disso, foram avaliados
marcadores do sistema purinérgico, encontrados no plasma e nas PBMC do sangue dos ratos.

Cater e Majdi¢ (2022) exploraram o impacto desfavoravel, em ambito neurobioldgico
e comportamental, em ratos induzidos a comportamento tipo depressivo por PM e 1S. O estudo
demonstrou que o estresse precoce é capaz de ocasionar um aumento significativo na ativacdo
do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA), resultando em uma resposta exacerbada ao
estresse e em disfuncBes emocionais e cognitivas. Esses achados sugerem que as experiéncias
adversas no inicio da vida podem ter consequéncias duradouras, afetando o desenvolvimento
cerebral e a capacidade de resposta ao estresse na vida adulta.

Sob a perspectiva da sinalizacdo purinérgica, pesquisas pré-clinicas indicam que o
sistema purinérgico desempenha um papel crucial na regulacdo dos comportamentos
depressivos em ratos. A superexpressao dos receptores A2A e a ativacgao dos receptores P2X7
estdo ligadas ao aumento dos comportamentos depressivos, enquanto a deficiéncia nos
receptores Al parece aumentar a resiliéncia contra esses comportamentos. Antagonistas desses
receptores demonstraram potencial antidepressivo, sugerindo que a modulacdo do sistema
purinérgico pode ser uma abordagem terapéutica eficaz. Além disso, a elevacgao dos niveis de
adenosina ap0s tratamentos antidepressivos, destaca os beneficios da modulacdo purinérgica
na depressdo. Esses achados sugerem que interferir na funcédo do sistema purinérgico pode ser
uma potencial estratégia para aumentar a efetividade dos tratamentos antidepressivos
(BARTOLI et al., 2020).

Neste estudo foi utilizado o grupo estressado e tratado com salina como um controle
negativo e, para ter um grupo controle positivo, foi utilizado o antidepressivo oxalato de
escitalopram. Cipriani et al. (2009), coloca este farmaco entre 0s quatro antidepressivos com
melhor perfil de aceitagdo pelos pacientes, resultando em menores desisténcias ao manejo.
Ainda assim, os tratamentos convencionais para a depressdo, como 0s ISRS e os

antidepressivos duais, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina
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(ISRSN), podem ser ineficazes na remissdo de sintomas em cerca de 30% dos casos
(KVERNO; MANGANO, 2021).

Para tanto, o Oleo EC C. sativa pode se apresentar como uma alternativa para a remissio
dos sintomas depressivos, uma vez que em modelos experimentais em animais ja foram
evidenciados efeitos antidepressivos (GARCIA-GUTIERREZ et al., 2020). E provavel que
isso ocorra pelo envolvimento direto com receptores serotoninérgicos 5SHT1A, facilitando a
neurotransmissdo mediada por esse receptor, como visto no estudo feito com camundongos
suicos, comparando grupos que receberam CBD e imipramina, nos testes de TNF e TCA
(ZANELATI et al. 2009).

Para a avaliacdo de nossos grupos de estudo, foram utilizados testes comportamentais
que sdo essenciais para identificar a eficacia dos medicamentos em roedores. O TNF foi
descrito por Porsolt et al. (1978) para estudar os efeitos de novos medicamentos
antidepressivos, observando a duracdo do comportamento de imobilidade, tempo de natacdo e
escalada. Esses autores perceberam que uma diminuicdo no estado de humor dos ratos, refletia
em um maior tempo imovel no teste, sendo sensivelmente revertido com uso de agentes
antidepressivos. A partir da figura 2, podemos observar, que os ratos do grupo estresse + salina,
permaneciam mais tempo imdveis, manifestacdes que foram revertidas significativamente pele
grupo Escitalopram e Oleo EC C. sativa. Entretanto, ocorreu uma diminuigéo significativa no
tempo de nado dos grupos de Escitalopram e Oleo EC C. sativa, quando comparados ao grupo
Controle. Também o grupo Oleo EC C. sativa, nos tempos de escalada, que é representado pela
avidez de fugir/sair do cilindro de 4gua, parece permanecer concordante com o grupo Controle,
enquanto o grupo Estresse Salina tem esse tempo reduzido, demonstrando sua desisténcia da
vida quando somado aos outros parametros.

Esses resultados aparecem corroborados na pesquisa experimental de Réus et al.,
(2011), que estressou os roedores por PM e usou como método de avaliagdo o TNF, observando
tempos de nados e escaladas reduzidos e tempo de imobilidade aumentado. Outro estudo de
Bright e Akirav., (2023) com ratos, analisou o efeito antidepressivo do CBD em testes,
incluindo o TNF, demonstrou reversdes significativas nos indicadores de imobilidade, nado e
escalada, quando comparado ao grupo estresse. Além do TNF, ha uma ampla gama de testes
sendo utilizados em roedores na contemporaneidade para a avaliagdo de comportamentos dos
ratos. Neste caso, nosso estudo com o uso do TCA, objetivou-se observar o efeito estressor dos
tratamentos na atividade motora e exploratéria dos animais. Também Gould, Dao e Kovacsics

(2009) discute sobre sua utilizagdo para avaliar manifestacGes sedativas ou estimulantes de
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novos farmacos, além de eventos de estresse agudo e cronico. Para Hao et al., (2019), o TCA
é capaz de mimetizar um ambiente desconhecido, inseguro e tenso, a forma como eles se
movimentam ao longo do campo revela seu estado comportamental e emocional, espera-se que
o0 rato em seu instinto, tenha uma posicao mais exploratoria. Todavia, no TCA de nosso estudo,
ndo houve mudangas comportamentais estatisticamente significativas entre os grupos, nem
entre o controle e o estresse salina, t4o pouco entre o estresse salina e 0 Oleo EC C. sativa,
revelando que o nosso fitofarmaco de pesquisa ndo se demonstrou capaz de embotar ou
estimular os ratos nesse teste. Adicionalmente, uma pesquisa comportamental realizada por
Sartim, Guimardes e Joca (2016), injetou CBD diretamente no cértex pré-frontal de ratos,
testando doses diferentes de CBD (10, 30, 45 e 60 nmol), tendo como resultado, nenhuma
diferenca significativa locomotora dos ratos quando comparados 0s grupos ao controle. Fato
que corrobora ainda mais com nossos achados, j& em TNF, realizados nos grupos tratados,
reduziu significativamente o tempo de imobilidade, consequentemente aumentando o tempo
de nado, induzindo a efeitos antidepressivos (SARTIM; GUIMARAES; JOCA, 2016).

Este estudo também avaliou a sinalizagdo purinérgica, quantificando o ATP
extracelular em plasma, por meio de bioluminescéncia, demonstrando assim, um aumento
desse sinalizador em ambiente extracelular, no grupo estresse salina quando comparados ao
controle, porém ndo houve significAncia estatistica. Esse incremento observado, é abordado
por Di Virgilio, Sarti e Coutinho-Silva (2020) como os "Padrdes Moleculares Associada a
Danos” (DAMPs — sigla da expressdo em inglés), que sdo moléculas enddgenas liberadas em
ambientes de intersticio como sinalizadores de inflamacdo. O ATP extracelular é visto como
um DAMPs, fenbmeno aparente no grupo estresse + salina. Por seguinte, 0 grupo estresse
tratado com escitalopram, teve uma leve reducdo desses niveis, demonstrando seu efeito
regulador nos niveis de ATP extracelular. Uma pesquisa experimental realizada por Basso et
al., (2009) com camundongos knockout (KO) de receptor P2X7, evidenciou nos testes TNF e
suspensdo de cauda, efeito tipo antidepressivo semelhante aos efeitos apresentados por
camundongos tipo selvagens que fizeram uso de imipramina, corroborando que o blogqueio do
receptor P2X7, representa um potencial antidepressivo. Ainda, os camundongos KO que
receberam uma subdose de antidepressivo tiveram seu manejo antidepressivo potencializado,
quando observado no TNF (BASSO et al. 2009). Outro resultado é que, embora o Oleo de
Cannabis sativa tenha aumentado os niveis de ATP extracelular, ele se mostrou menos
pronunciado em comparacio com o Escitalopram, indicando que o Oleo EC C. sativa, tem um

potencial efeito anti-inflamatério. A Cannabis sativa exerce efeito anti-inflamatoério através
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dos seus compostos THC e CBD, que por ativacdo dos receptores CB1 e CB2, apresentam,
entre outras respostas, diminuicdo da producao de citocinas pré inflamatérias e interacdo com
receptores de adenosina, respectivamente, como descrito por Kopustinskiene et al. (2022).

Também foi avaliada a hidrélise de ATP, ADP e AMP em PBMCs. Assim, foi possivel
analisar de forma indireta a atividade das CD39 e CD73. Comecando pela atividade da
NPTDase1/CD39, o grupo estresse e tratado com Oleo C sativa demonstrou taxas elevadas de
hidrolise de ATP em comparacdo aos outros grupos como visto na Figura 5a. O nivel de
significancia deste achado foi de p<0,0001. O ATP é responsavel por ligar-se em receptores
purinérgicos P2, que sdo expressos em varias células e tecidos organicos (DOU et al., 2018). E
possivel que uma maior quantidade do ATP em meio extracelular seja responsavel pela maior
ativacdo dos receptores que estdo envolvidos em uma série de respostas pré-inflamatérios do
organismo de mamiferos. Por exemplo, o receptor P2X7, estimula liberacdo de citocinas e
quimiocinas, além de estimular a proliferacdo e a diferenciacao de linfécitos (DI VIRGILIO et
al., 2017). Além disso, pode se atribuir o incremento da hidrolise de ATP a agdo das
ectonucleotidases, como a NTPDasel/CD39, que é responsavel por clivar o ATP em em ADP,
AMP e ADO (TIMPERI; BARNABA, 2021). Corroborando com isso, em um sitio
inflamatdrio, para além da acdo de recrutamento de células do sistema imune pela concentracdo
elevada de ATP (DI VIRGILIO etal., 2017), aumentando os niveis de hidrélise de ATP, parece
haver diminuicdo desses efeitos inflamatorios, principalmente reduzindo o recrutamento de
interleucina pro-inflamatéria beta 1 (IL-1p) (CAUWELS et al., 2014). A redugao dos niveis de
ATP no meio extracelular parece ser mais efetiva para um efeito terapéutico anti-inflamatorio
do que a agdo de inativacdo dos receptores P2, observa Cauwels et al., (2014).

Quando observada a hidrolise ADP na figura 5b, podemos ver um movimento
convergente com a analise das PBMC vista em hidrélise de ATP. Dos grupos pesquisados,
evidenciou maiores valores na hidrélise do ADP, no grupo submetido ao tratamento com Oleo
EC C. sativa. O valor estatistico encontrado no grafico de comparacéao da hidrolise de ADP foi
de p<0,0001. Assim, novamente é possivel sugerir um aumento na acdo das ectonucleotidases,
como a NTPDasel/CD39, que atua tanto na hidrdlise do ATP, quanto na do ADP. E bem
estabelecida a afirmacdo de que ha desregulacdo tanto do sistema imune inato, quanto do
adaptativo de um paciente com depressdao (BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020).

Antonioli et al. (2013) afirma que a sinalizacdo purinérgica, por meio da
acdo das ectonucleotidases, € capaz de iniciar como uma estimulacdo pro-inflamatoria e tornar-

se uma estimulacdo anti-inflamatoria, sempre por conta dos niveis de ATP extracelular, que
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induzem inflamacéo, e dos niveis de adenosina, que, ao se ligar em receptores P1, induzem
respostas anti-inflamatérias. Somando com os outros graficos, na figura 5c, esta analise
encontrou um maior namero na hidrélise de AMP, com nivel de significancia p<0,001, no
grupo tratado com Oleo C sativa em comparagio ao grupo estresse salina. A maior hidrolise
de AMP, vista no presente estudo, pode ter resultado da atividade da ecto-5'-nucleotidase CD73
(GIULIANI; SARTI; DI VIRGILIO, 2020), responsavel por diminuir a quantidade desse
marcador purinérgico em meio extracelular. As consequéncias de uma maior hidrélise de AMP
extracelular podem ser benéficas para um cenario anti-inflamatério do organismo, uma vez que
contribuem para maior quantidade de adenosina (ANTONIOLI et al., 2013). Algo que
corrobora com a discussdo, é que Holien et al., (2018) aborda que a CD73 e receptores de
adenosina (A1R, A2AR, A2BR, A3R), sdo expressos em larga escala em todo organismo, e
que pela sua diversidade esta envolvido tanto em processos fisioldgicos com fisiopatol6gicos.
Entretanto, o que chama atencdo é 0 A2AR, que parece ser sinalizado tanto por adenosina como
por AMP, sendo este também responsavel por ativa-lo, desempenhando um papel anti-
inflamatdrio (HOLIEN et al. 2018).

H& um vasto campo de informacdes a ser descoberto sobre os efeitos da Cannabis sativa
e seus metabdlitos, como CBD e THC, presentes no éleo de abordagem deste estudo. Porém
nessa ampla area de sinalizacdo extracelular, conseguimos abordar um fragmento muito
importante do sistema purinérgico, destacando a capacidade do Oleo EC C. sativa de estimular
a atividade enzimatica relacionada a hidrolise de nucleotideos (ATP, ADP e AMP) em PBMCs.
Poucos sdo 0s estudos experimentais in vivo, envolvendo Cannabis sativa e 0 sistema
purinérgico, concomitantemente. Entretanto, existe uma projecao crescente para estes dois
topicos, e nosso estudo traz grandes resultados que corroboram com a ascensao desses estudos.
Outrossim, frequentemente analisa-se 0 composto CBD isolado, e neste estudo ha a proposicdo
de que CBD e THC atuam em sinergia. O THC atua como um potencializador dos efeitos
benéficos do CBD. Em uma pesquisa realizada com ratos Sprague Dawley, Erukainure et al.
(2021) indicou, através analise de atividade da ENTPDase em lesdes hepaticas, que havia uma
reducdo da atividade desta enzima em tecido hepatico lesionado e sem tratamento. Por outro
lado, o tratamento com extrato que continha a diade CBD e THC, foram capazes de modular a
atividade purinérgica, por meio da restauracdo da atuacdo da ENTPDase, ajudando a proteger
as células hepaticas dos danos oxidativo e pro-inflamatério, por intermédio da regulacdo dos
niveis de adenosina. Os processos inflamatorios sdo vistos por muitos autores, como parte

importante e constituinte do arcabouco fisiopatologico da depressédo e, portanto, tratar ou curar
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a depressédo passa por terapéuticas com potencial anti-inflamatorio, como descrito por Beurel,
Toups e Nemeroff (2020).

Destaca-se que, em nosso estudo, ndo houve diferenca significativa entre o grupo
controle e o estresse + salina, nas taxas de hidrolise das purinas ATP, ADP e AMP,
demonstrando que o estresse intrinsecamente, ndo é capaz de aumentar a taxa de hidrdlise
desses nucleotideos. Esse fenémeno é corroborado por um estudo realizado com ratos Wistar,
que foram submetidos ao estresse cronico e comparado com controle, posteriormente avaliando
as taxas de hidrolise de ATP e ADP em soro sanguineo (TORRES et al., 2002). Estes tiveram
como resultados de sua pesquisa, que a taxa de hidrélise de ATP se manteve inalterada, quando
comparados os dois grupos, enquanto que a taxa de hidrélise de ADP teve uma leve redugao
com significancia estatistica (p>0,005). Torres et al. (2002) discutem que a invariabilidade e a
reducdo dos parametros observados podem ser interpretadas como um efeito adaptativo ao
estresse cronico, um fendémeno que, conforme destacado pelos autores, pode ser ainda
dependente do tecido ou do material bioldgico em estudo.

Portanto, observou-se que os resultados obtidos em nossa pesquisa, com tratamento de
Oleo EC C. sativa em ratos com comportamento tipo depressivo, em parametros
comportamentais e em biomarcadores bioquimicos, demonstraram concordancia com a
literatura cientifica presente. Sendo assim, nosso tratamento com o Oleo EC C. sativa, foi capaz
de reverter comportamentos depressivos quando comparado ao grupo estresse salina e
concomitantemente estudado as respostas de ectonucleotidases, observando-se o efeito redutor
de inflamacéo, isso quando comparados com todos os grupos, inclusive com escitalopram,
nosso farmaco de controle positivo. No entanto, faz-se necessario novos estudos na area dessa
planta milenar; acreditamos que ainda hd muito a ser elucidado, tanto em mecanismos atuantes

no sistema purinérgico, quanto em doencas psiquiatricas como a depressao.

5.CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO
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Nosso estudo demonstrou que o Oleo EC C. sativa tem um potencial efeito
antidepressivo em ratos Wistar submetidos a estresse por PM e IS, atribuido a sinergia entre
THC e CBD. A analise da hidrélise de ATP, ADP e AMP em PBMCs indicou que o dleo
estimula a atividade das ectonucleotidases CD39 e CD73, regulando o ambiente inflamatorio,
contribuindo para reversdo de comportamentos tipo depressivos. Esses achados reforcam o
potencial do Oleo EC C. sativa, como alternativa no tratamento de sintomas depressivos,
destacando a importancia da sinergia entre THC e CBD na modulacédo dos sistemas purinérgico
e endocanabinoide. Futuros estudos devem investigar esses efeitos em diferentes modelos e

contextos bioldgicos.
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