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RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) possui uma etiologia complexa e multifatorial, na
qual tanto eventos traumaticos quanto estresse cronico desempenham papéis significativos,
resultando em disfun¢des bioldgicas neurais e sistémicas. Esses fatores podem afetar o
individuo desde as fases iniciais da vida até a idade adulta. O estresse cronico durante a
infancia compromete o desenvolvimento cerebral e, quando combinado com falta de suporte
social na vida adulta, pode levar ao desenvolvimento de depressdo severa e a resisténcia aos
tratamentos antidepressivos. Os farmacos disponiveis na clinica, além de necessitarem de um
longo tempo para o inicio do efeito antidepressivo, ndo conseguem exercer efeito terapéutico
em um percentual significativo de pacientes. Por essas razdes, a busca por agentes mais
efetivos para o TDM tem incluido as plantas medicinais como estratégias terapéuticas que
possam interferir em mecanismos bioldgicos relevantes nesse transtorno. O objetivo do estudo
foi avaliar o comportamento tipo depressivo e mecanismos envolvidos no sistema
endocanabinoide, sistema purinérgico e estresse oxidativo em ratos submetidos ao estresse de
privacdo maternal (PM) nos primeiros dias de vida, associado ao isolamento social (IS) em
adultos jovens, bem como avaliar o efeito do tratamento com 6leo de Cannabis sativa de
espectro completo. Os animais, ratos Wistar machos, foram divididos em quatro grupos (N=
10 cada grupo): Controle sem estresse + salina; PM+IS + salina; PM+IS + Escitalopram;
PM+IS + ¢6leo de C. sativa de espectro completo. Os ratos foram submetidos ao modelo de
estresse por PM e IS no inicio da fase adulta, exceto o grupo controle. Posteriormente,
receberam tratamento cronico por 14 dias de acordo com o objetivo de cada grupo. Ao final
do tratamento, os animais foram submetidos aos protocolos comportamentais de atividade
locomotora no campo aberto e mobilidade no teste de natacdo forcada. Apds os testes
comportamentais, 0os animais foram eutanasiados e as amostras biologicas coletadas, para
analise de biomarcadores de estresse oxidativo e sistema purinérgico. O grupo PM+IS +
salina apresentou maior tempo de imobilidade no teste de natagdo for¢ada em comparagao
com os outros grupos, sugerindo que o protocolo de PM+IS induziu comportamento tipo
depressivo. O protocolo de estresse também induziu estresse oxidativo, no grupo PM + salina
e aumento na atividade de MPO no plasma quando comparado ao grupo controle + salina. O
tratamento com o6leo de C. sativa de espectro completo reverteu o comportamento tipo
depressivo, além de reduzir a atividade da MPO e os niveis de TBARS no plasma. Além
disso, o grupo tratado com o 6leo apresentou maior hidrolise dos biomarcadores do sistema

purinérgico ATP, ADP e AMP, em comparagdo a todos os outros grupos. Esses achados



indicam um aumento na atividade das ectonucleotidases CD39 e CD73, implicando efeitos
fisiologicos na ativagdo dos receptores purinérgicos. O tratamento cronico com o 6leo de
espectro completo de C. sativa demonstrou, portanto, efeitos moduladores significativos tanto
no estresse oxidativo quanto no sistema purinérgico, contribuindo para a compreensao dos

mecanismos envolvidos no tratamento do TDM.

Palavras-chave: Transtorno Depressivo Maior; Cannabis sativa; Sistema Endocanabinoide;

Sistema Purinérgico; Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) has a complex and multifactorial etiology, where both
traumatic events and chronic stress play significant roles, leading to neural and systemic
biological dysfunctions. These factors can affect individuals from early developmental stages
through to adulthood. Chronic stress during childhood impairs brain development, and when
combined with a lack of social support in adulthood, it can lead to severe depression and
resistance to antidepressant treatments. Clinical medications not only require a long time to
manifest antidepressant effects but also fail to provide therapeutic benefits for a significant
percentage of patients. Consequently, the search for more effective treatments for MDD has
included medicinal plants as therapeutic strategies that may influence relevant biological
mechanisms in this disorder. The objective of this study was to evaluate depressive-like
behavior and mechanisms involved in the endocannabinoid system, purinergic system, and
oxidative stress in rats subjected to maternal deprivation (MD) during early life, combined
with social isolation (SI) in young adulthood, as well as to assess the effect of treatment with
full spectrum C. sativa oil. Male Wistar rats were divided into four groups (N = 10 per group):
Control without stress + saline; MD+SI + saline; MD+SI + Escitalopram; MD+SI + full
spectrum C. sativa oil. The rats underwent the MD and SI stress model at the beginning of
adulthood, except for the control group. Subsequently, they received chronic treatment for 14
days according to their group’s objective. At the end of the treatment, the animals were
subjected to behavioral protocols assessing locomotor activity in the open field and mobility
in the forced swimming test. After the behavioral tests, the animals were euthanized, and
biological samples were collected for analysis of oxidative stress and purinergic system
biomarkers. The MD+SI + saline group showed increased immobility time in the forced
swimming test compared to the other groups, indicating that the MD+SI protocol induced
depressive-like behavior. The stress protocol also induced oxidative stress in the MD + saline
group, evidenced by increased MPO activity in plasma compared to the control + saline
group. Treatment with full spectrum C. sativa oil reversed depressive-like behavior and
reduced MPO activity and TBARS levels in plasma. Furthermore, the oil-treated group
exhibited increased hydrolysis of purinergic system biomarkers ATP, ADP, and AMP
compared to all other groups. These findings suggest enhanced activity of ectonucleotidases
CD39 and CD73, which may have physiological effects on purinergic receptor activation.

Therefore, chronic treatment with full spectrum C. sativa oil demonstrated significant



modulatory effects on both oxidative stress and the purinergic system, contributing to the

understanding of mechanisms involved in the treatment of MDD

Keywords: Major Depressive Disorder; Cannabis sativa; Endocannabinoid System;

Purinergic System; Oxidative Stress.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Sistema endocanabinoide: distribui¢dao dos receptores CB1 e CB2......................... 26
Figura 3 - Efeito COMItIVA....cc.ciiiiiiiiiiiiiiiciieecee ettt 33
Figura 4 - Desenho eXperimental............coceiieriiriiiienieieeiereie et 37
Figura 5 - Teste de Natacao FOrcada..........ccoovieiiiiiiiiiiii e 43
Figura 6 - Teste de Campo ADETTO........ccuiieiieeeiiieciieeeee ettt et e e e e e e e reeesreeesseeenaseeas 44
Figura 7 - Quantificacdo de ATP Extracelular — Plasma..........c..ccocoeveriiniiniiniiniiniicniee, 45
Figura 8 - Hidr6lise de ATP, ADP € AMP - PBMCS.....ccccociiiiiiiiiinienieceeseeee e 46
Figura 9 - Atividade da MPO..........cooiiiii e 47

Figura 10 - Atividade de TBARS........ooi it 48



°C

3’

5’

5-HT

Al

AIR

A2A

A2AR

A2B

A3

AAP

Abs

ADO

ADP

AM

AMP

ANOVA

ASC

ATP

ATP

BH4

BHE

BIOCHUFFS

C. sativa

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

graus Celsius

extremidade 3’ da fita DNA
extremidade 5° da fita DNA
5-hidroxitriptofano

receptores de adenosina Al
receptores de adenosina AIR
receptores de adenosina A2A
receptores de adenosina A2AR
receptores de adenosina A2B
receptores de adenosina A3
aminoantipirina

absorbancia

adenosina

adenosina difosfato

grupo estresse + acido madecassico (AM)
adenosina monofosfato

analise de variancia

dominio de recrutamento de caspases
adenosina 5-trifosfato
adenosina trifosfato
tetrahidrobiopterina

barreira hematoencefalica

biotério setorial da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS),

Campus Chapecdod

Cannabis sativa



CA grupo estresse + C. asiatica

CD26 adenosina deaminase ADA

CD39 enzima NTPDase-1

CD73 enzima 5’-nucleotidase

cDNA acido desoxirribonucleico complementar
CEUA comité de ética no uso de animais
COBEA Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
CS grupo controle + salina (CS)

DAMP padrdao molecular associado ao dano
DMEM meio de Eagle modificado por Dulbecco
DNAse enzima de degradacdo do DNA

DTNB 2,2’-dinitro-5,5’-ditiodibenzoico

DTT ditiotreitol

E-NPPs ectonucleotideofosfodiesterase/pirofosfatase
EROS espécies reativas de oxigénio

ROS espécies reativas de oxigénio

ES grupo estresse + salina (ES)

ESC grupo estresse + escitalopram (ESC)
EUA Estados Unidos da América

F2 2-isoprostanos

FC fator de correcao

Fe ferro

g/L gramas por litro

Gi proteina-G Gi

Gq proteina-G Gq

h hora

H202 peroxido de hidrogénio

HOCI acido hipocloroso

HPA hipotalamo-hipofise-adrenal



IDO
IFN-y
IL-1
IL-18
IL-1a
IL-1P
IL-2
IL-6
IS

LRR

MDA
mg

mg
mg/kg
min

ml

mm

Na
NACHT
ng

NK
NLRP3
nM
NMDA
nmol

NPSH

complexo um mitocondrial
indoleamina 2,3-dioxigenase
interferon-gama
interleucina-1

interleucina 18
interleucina-la
interleucina-1f3
interleucina-2

interleucina-6

isolamento social

potassio

dominio de repeti¢ao rica em leucina
molar

malondialdeido

magnésio

miligrama

miligramas por quilograma
minuto

mililitro

milimetro

sodio

proteina 3 que contém dominio de pirina da familia NLR

nanograma

células natural killer

familia NLR3 contendo 3 dominios de pirina

nanomolar

receptor N-metil-D-aspartato
nanomole

tidis ndo-proteicos

valor de significancia



P1 familia de receptores purinérgico de nucleosideo

P2 familia de receptores purinérgico de nucleotideos
P2X receptores purinérgicos P2X
P2X1 receptores purinérgicos P2X1
P2X7 receptores purinérgicos P2X7
P2Y receptores purinérgicos P2Y
P2Y1 receptores purinérgicos P2Y1
P2Y11 receptores purinérgicos P2Y11
P2Y13 receptores purinérgicos P2Y 13
P2Y14 receptores purinérgicos P2Y 14
P2Y2 receptores purinérgicos P2Y?2
P2Y4 receptores purinérgicos P2Y4
P2Y6 receptores purinérgicos P2Y6
pH potencial hidrogenidnico

PM privacao maternal

PYD dominio pirina tipo PYD
PYRIN dominio pirina

RNA acido ribonucleico

rpm rotagdes por minuto

SNC sistema nervoso central

SNS sistema nervoso simpatico
TBA acido tiobarbiturico

TBARS substancias reativas ao acido tiobarbittrico
TCA acido tricloroacético

TDM transtorno depressivo maior
TLRs receptores semelhantes a Toll
TNF-a fator de necrose tumoral-alfa
TRX tioredoxina

TXNIP thioredoxin-interacting protein



micrograma por mililitro
microlitro

micromolar

alfa

beta

gama



1

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3
4.3.1
4.3.2
4.4

4.5

4.6
4.6.1
4.6.2
4.7

4.8
4.8.1
4.8.2
4.8.3
4.8.3.1
4.8.3.2
4.9

5

SUMARIO

INTRODUGCAO . .....ecueeeeeeeerenenereresesesesesssesesesesssesssssssssssssesssssesesssssssssssssssssssssssssens 16
OBJETIVOS...iiiinicninnicnisesssicssisssissssssssssssssessssssssssssssassssessessssssssssasssassane 19
OBJETIVO GERAL......ooiiiieieeee ettt st et 19
OBJETIVOS ESPECIFICOS........oouiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 19
REVISAO DE LITERATURA.......coceeetrrerrernsnesssessssesssesessessssssssesssssssssessssssesesss 20
TDM, ESTRESSE CRONICO E MODELOS ANIMAIS.........ccoovviverereeeereneennen. 20
IMPACTO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO TDM......coocteiiiiiiiieiieieeieeieeeee 22
O PAPEL DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE NA FISIOPATOLOGIA DO
5 01 OSSPSR 24
SISTEMA PURINERGICO NA REGULACAO IMUNOLOGICA E
INFLAMATORIA ..ottt 27
POTENCIAL TERAPEUTICO DA CANNABIS SATIVANO TDM..........c.ccco........ 30
METODOLOGI A....uucouinarninsainensissaissssssesssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssss 34
ASPECTOS ETICOS....cocvourirneireeesseesesesesesesssesssessssssssessssesssesssessssessssssssesssnes 34
ANIMAIS EXPERIMENTALIS. ..ottt sttt 34
TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS.........ccorviiiiireeieisesisneesesessessseesneeens 35
Oleo de Cannabis sativa de eSPectro COMPIELO.........cueeerereerererereresersesersnsesenaes 35
ESCItaloPram....ccccceieiniinninnneenieenieensecnnecnnecsisssesssesseessessseesssessssssssssssssss 36
PRIVACAO MATERNAL E ISOLAMENTO SOCIAL.........cccooeeveveieeeeeeeeeen 36
PROTOCOLO DE TRATAMENTO.......cctiiiiieiieiieeeeee sttt 36
TESTES COMPORTAMENTALIS. ...ttt 37
Teste de CAMPO ADCITO....ueeerierineiicisinreeisisnrrecssssneecsssnseesssssssnessssssnsssssssasssssssanees 37
Teste de NAd0 fOrcado.....uueiicinrericniirenicnsssnniccsssnnecsssssssecssssassessssssssssssssssssssssnnes 38
COLETA DE SANGUE E TECIDOS.......coiiiiitiieiieeie et 38
ANALISES BIOQUIMICAS.........ovuiiiiriiieieiieieeie st 39
Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS).....cccovvvueriecnrvnereccssannee 39
Mieloperoxidase (MPO)........cicieiieisnnicssnicsssnncsssnnissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 39
Enzimas do sistema purinérgiCo.......ccoeeerveecssarecssarcsssnrcssesssssssssssssssssssssssssssases 40
Normalizagdo das Proteinas.................ccc.oceueeeceeeeeiieeesiee e e 40

Avaliagdo das enzimas que hidrolisam nucleotideos e nucleosideo de adenina....40
ANALISE ESTATISTICA. ... 41
RESULTADOS....cuuotitiniiinninninsininsnississisnsssissississsssssssessessssssesssssssssssassassssssses 42



5.1

5.2

53

5.3.1

5.3.2

54

5.4.1

54.2

6.1

6.2

6.3

6.4

7

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

FORGCADA. ...ttt ettt ettt et e bt et e beenaeenees 42
EFEITOS PM + IS E TRATAMENTOS NO TESTE DE CAMPO ABERTO ........ 43
ANALISE DO SISTEMA PURINERGICO.......ccvuriririieiieiineissiseiesieseesieees 44

Quantificacio de ATP EXtracelular ..........ccccceerrrrcneeeeeecccccrscsnneereececsssssnnssssseeees 44

Hidrolise de ATP, ADP e AMP - PBMC.......uucouieviirensrenssencsnccssessessessnssnncnns 45
ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO.......c.oiiiiiiieeeeieeeeeseeeeesseesesesvesenesenens 46

Atividade da Mieloperoxidase (MPO)......ouueeneenieensnnnsnensnessnessncsssnesssncsssacens 46

Atividade de substiancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).............. 47

DISCUSSAQ...c..couimninninninssisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 49
COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO E PRIVACAO MATERNAL E

ISOLAMENTO SOCIAL......coottiiiiieeeeeteeeest ettt 49

EFEITOS DO TRATAMENTO SOBRE O COMPORTAMENTO DO TIPO
DEPRESSIVO EM RATOS QUE SOFRERAM PRIVACAO MATERNAL E

ISOLAMENTO SOCIAL......ooivieieieeeeeeeeeeee e 51

EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL E ISOLAMENTO SOCIAL E
TRATAMENTO SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO........cccccoveveveiieeeerrnnnns 53

EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL E ISOLAMENTO SOCIAL E
TRATAMENTO SOBRE O SISTEMA PURINERGICO...........ccccooovvvrerrernnn. 55
CONSIDERACOES FINAIS 59

REFERENCIAS. ...voveeeeeeeeeessesessnssssssssssssssssssssssensassssssssnsassssssssssnsas 61



16

1 INTRODUCAO

O transtorno depressivo maior (TDM), conhecido popularmente como depressao, ¢ um
transtorno psiquiatrico caracterizado pela presenca de sintomas como humor deprimido, perda
de interesse ou prazer nas atividades cotidianas e diminuicdo da energia, manifestados de
forma persistente por pelo menos duas semanas (DSM, 2023). As projecdes revelam que o
TDM representa uma condicao de extrema relevancia, marcada por uma alta incidéncia e
impacto global, na qual mais de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo sdo afetadas,
destacando-se como uma das principais causas de incapacidade (Evans-Lacko et al., 2018;
Woody et al., 2017).

O TDM possui uma etiologia multifatorial, englobando eventos traumaticos e estresse
cronico tanto em fases iniciais da vida quanto na fase adulta. Essa complexidade etiologica ¢
associada a diversas comorbidades, que contribuem para uma redu¢do na qualidade de vida
dos individuos afetados. Pacientes que enfrentam episddios graves de depressdo apresentam
elevados indices de morbidade e mortalidade, acarretando consequéncias de ordem econdémica
e social (Nemeroff; Owens, 2002).

Entretanto, a fisiopatologia subjacente ao TDM permanece, at¢é o momento,
insuficientemente elucidada. Embora ainda nao haja um entendimento completo, diversas
teorias convergem para elucidar alguns aspectos dessa condicdo. Estudos apontam que
elementos ambientais estressores e fatores genéticos estabelecem interconexdes que
desencadeiam modificagdes estruturais e funcionais (Park et al., 2019; Frodl et al., 2010).
Essas alteragdes resultam em disfuncdes em varios sistemas, incluindo o sistema purinérgico e
o sistema endocanabinoide, além de aumentar o estresse oxidativo, o que reflete nos sintomas
tipicos associados ao TDM (Gallego-Landin et al., 2021; Ortiz et al., 2015; Jiménez-
Fernandez et al., 2015).

Estressores ambientais, como maus tratos na infancia, conflitos interpessoais e
traumas, emergem como contribuintes significativos para o desenvolvimento e progressao de
transtornos mentais, destacando o TDM. Esses fatores ambientais podem persistir ao longo
da vida, influenciando até a idade adulta (Franklin ez al., 2010).

Alteragdes no sistema purinérgico t€m sido associadas a patogénese do TDM. Esse
sistema, que inclui nucleotideos como o ATP e receptores especificos, desempenha um papel
crucial na regulagdo de processos inflamatorios. A ativagdo excessiva dos receptores P2X7,
que s3o ativados pelo ATP e amplamente expressos em células microgliais, leva a um

aumento na liberagdo de citocinas pro-inflamatodrias, contribuindo para a neuroinflamacdo e
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os sintomas depressivos. Além disso, a sinalizagdo alterada dos receptores adenosinérgicos
A2A, pode interferir na liberagdo de neurotransmissores essenciais para a regulacdo do
humor, como a dopamina e o glutamato (Pasquini et al., 2022).

Paralelamente, o sistema endocanabinoide, que inclui os receptores CB1 e CB2,
endocanabinoides e enzimas que controlam sua sintese e degradacdo, também estd
intimamente ligado a modulacao do humor e a resposta ao estresse. Alteragdes na expressao e
na funcdo dos receptores CB2, predominantemente localizados em células imunolégicas,
também tém sido observadas em individuos diagnosticados com TDM (Maes et al., 2023). A
ativagdo dos receptores CB2 tem demonstrado efeitos neuroprotetores significativos,
ajudando a mitigar a neuroinflamagdo e o estresse oxidativo, processos intimamente
relacionados aos mecanismos subjacentes ao transtorno. Estudos sugerem que a modulagao
desses receptores pode oferecer novas vias terapéuticas para o tratamento da depressdo
(Morcuende et al., 2022).

Além dos mecanismos relacionados aos sistemas endocanabinoide e purinérgico, o
estresse oxidativo emerge como componente relevante na patogénese do TDM. Esse
fendmeno se caracteriza pelo desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a capacidade antioxidante do organismo, resultando em danos a macromoléculas
celulares, como proteinas, lipidios e DNA. Varios estudos demonstraram alteragdes em
parametros indicativos de estresse oxidativo tanto em pacientes com TDM (Rawdin et al.,
2013) quanto em modelos animais expostos a estresse e apresentando comportamentos
depressivos (Ekeanyanwu; Njoku, 2015; Shahzad et al., 2014; Grolli et al., 2023).
Adicionalmente, o estresse oxidativo tem sido associado a gravidade do TDM e a depressao
resistente ao tratamento (DRT) (Mokoena et al., 2015).

Em virtude desses eventos, o manejo terapéutico da depressdo se mostra desafiador,
uma vez que os farmacos antidepressivos convencionais agem primariamente em processos
neuroquimicos e neurobioldgicos (Kupfer; Frank; Phillips, 2012), demonstrando eficicia na
remissdo de sintomas em menos da metade dos individuos afetados (Casacalenda; Perry;
Looper, 2002). Além disso, esses medicamentos geralmente necessitam de um periodo de
aproximadamente duas semanas para comecar a apresentar efeitos terapéuticos, o que pode
ser um periodo critico para pacientes em estado de depressdo severa (Ibanez et al., 2014;
Cunha; Gandini, 2009).

Diante das limitagdes das abordagens terapéuticas convencionais, que muitas vezes
falham em proporcionar alivio adequado para todos os pacientes, a exploracdo de novas

estratégias terapéuticas € essencial (Casacalenda; Perry; Looper, 2002). A Cannabis sativa,
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uma planta medicinal com base em milhares de anos de experiéncia humana, surge como
uma potencial alternativa promissora. Seus compostos bioativos, especialmente os
canabinoides, possuem propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e moduladoras de
sistemas neuroquimicos que sdo relevantes na fisiopatologia do TDM (Poleszak et al., 2018).
O d6leo de Cannabis sativa de espectro completo tem mostrado potencial em estudos pré-
clinicos e clinicos iniciais, especialmente devido ao sinergismo dos diversos compostos
presentes, que trabalham em conjunto para modular multiplas vias neuroquimicas e
neurobiologicas. Esse efeito sinérgico ndo s6 amplia a eficacia terapéutica, mas também pode
potencializar os resultados de outras intervengdes, oferecendo uma abordagem mais integrada
e eficaz no tratamento do TDM resistente a terapia convencional (Ferber et al., 2020; Russo,

2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar comportamentos tipo depressivos e possiveis alteragdes no balango oxidativo
e sistema purinérgico em ratos adultos machos submetidos a estresse de privagdo maternal
(PM) nos primeiros dias de vida e isolamento social na vida adulta jovem.

- Avaliar o efeito do tratamento cronico com 6leo de espectro completo da espécie C.
sativa sobre comportamentos tipo depressivos e modulagdo de componentes do sistema
purinérgico ¢ do estresse oxidativo em células de ratos machos submetidos a estresse de
privagao maternal nos primeiros dias de vida e protocolo de isolamento social na vida adulta

jovem.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do estresse de PM nos primeiros dias de vida e de IS na vida adulta
jovem sobre parametros de mobilidade e imobilidade no teste de natacdo forcada em ratos
machos adultos;

- Avaliar o efeito do tratamento cronico com 6leo de C. sativa de espectro completo
sobre parametros de mobilidade e imobilidade no teste de natacao for¢ada em ratos adultos
machos submetidos ao efeito do estresse de PM nos primeiros dias de vida e IS na vida adulta
jovem;

- Avaliar o efeito do estresse de PM e IS e tratamento cronico com 6leo de C. sativa de
espectro completo na hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP em células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) em ratos adultos machos submetidos a estresse de PM nos
primeiros dias de vida e IS na vida adulta jovem;

- Avaliar o efeito do estresse de PM e IS e tratamento cronico com 6leo de C. sativa de
espectro completo nos niveis de ATP extracelular no plasma de ratos adultos machos
submetidos a estresse de PM nos primeiros dias de vida e IS na vida adulta jovem;

- Avaliar o efeito do estresse de PM e IS e tratamento cronico com 6leo de C. sativa de
espectro completo em parametros de estresse oxidativo: MPO e TBARS no plasma de ratos
adultos machos submetidos a estresse de PM nos primeiros dias de vida e IS na vida adulta

jovem;
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 TDM, ESTRESSE CRONICO E MODELOS ANIMAIS

O TDM representa uma condi¢do clinica significativa, impactando adversamente a
qualidade de vida e emergindo como uma das formas mais prevalentes de doenca mental
(Larsen et al., 2010). Tanto o TDM quanto os transtornos de ansiedade sdo caracterizados por
uma diversidade de processos bioldgicos, os quais, juntamente com manifestacdes
comportamentais, constituem foco de investiga¢do em uma ampla gama de protocolos, tanto
em estudos clinicos quanto em pré-clinicos. A complexidade desses disturbios, possivelmente
atribuida a uma heterogeneidade de fatores, contribui para a inconsisténcia nas respostas aos
tratamentos disponiveis (Belmaker; Agam, 2008).

Um grande percentual de individuos com TDM ndo apresenta resposta terapéutica aos
antidepressivos disponiveis ou outras estratégias terapéuticas (De Carlo; Calati; Serretti,
2016). Elucidar as interacdes complexas entre fatores bioldgicos e comportamentais, bem
como a investigacdo das comorbidades associadas, torna-se crucial para a formulagcdo de
estratégias terapéuticas mais eficazes e personalizadas no contexto do TDM.

Estudos destacam que a exposi¢do ao estresse na infancia emerge como um dos fatores
mais impactantes na manifestacdo de um genoétipo suscetivel ao TDM (Daskalakis et al.,
2013; Ignacio et al., 2014). O modelo de privacdo maternal (PM) constitui um protocolo
animal validado, amplamente empregado nas investigagdes sobre a fisiopatologia ¢ busca por
estratégias terapéuticas no contexto do TDM. Uma caracteristica desse protocolo ¢ sua
capacidade de mimetizar uma situagdo severa, envolvendo elementos como violéncia, perda e
negligéncia no cuidado, fendémenos que, quando reproduzidos, sdo considerados alguns dos
estressores naturais mais influentes durante o desenvolvimento (Ignécio et al., 2017).

Outro modelo estressor que compartilha semelhangas com as condigdes psicossociais
na espécie humana ¢ o isolamento social (IS) em roedores (Djordjevic et al., 2010). O estresse
induzido pelo IS ndo apenas desencadeia comportamentos associados a depressdo e ansiedade
em animais, mas também ocasiona modificagdes em diversas fungdes bioldgicas observadas
no TDM. Essas alteracOes estdo intrinsecamente relacionadas a mecanismos funcionais e
estruturais que influenciam negativamente a plasticidade neuronal, especialmente nas regides
cerebrais limbicas (Adzic et al., 2009; Djordjevic et al., 2010).

A fisiopatologia do TDM ¢ caracterizada por ser de natureza multifatorial e complexa,

envolvendo interagdes entre fatores genéticos, neuroquimicos, hormonais e ambientais. A
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compreensdo exata dos mecanismos subjacentes a depressdo permanece em constante
aprimoramento, mas inumeras pesquisas sugerem que alteragdes bioldgicas e neuroquimicas
desempenham um papel crucial nesse transtorno (Kennis et al., 2020).

Diversas hipoteses sdo propostas para explicar a fisiopatologia do TDM. A primeira
teoria com evidéncia substancial sobre a neurobiologia da depressdo considerou o sistema
monoaminérgico como um fator crucial na manifestagdo dos sintomas depressivos. Essa
teoria emergiu na década de 1950 apos a observagdo de que a reserpina, um medicamento
anti-hipertensivo, apresentava alguns sintomas adversos caracteristicos da depressao (Freis,
1954). De acordo com essa hipotese, a diminuicdo na disponibilidade ou atividade dessas
monoaminas estd associada a uma diminuicdo da neurotransmissdo e possui relagdo com
sintomas caracteristicos da depressao, como humor deprimido, anedonia, fadiga e alteracdes
cognitivas. Essa hipotese tornou-se robusta com o avango dos medicamentos antidepressivos
que agem aumentando os niveis de monoaminas no sistema nervoso central, a exemplo dos
antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e
inibidores da monoaminoxidase (iIMAQ) (Pereira; Hiroaki-Sato, 2018).

A desregulagdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) pelo estresse ¢ um fator
critico na patogénese da depressdo. O eixo HPA ¢ regulado negativamente pelo cortisol, que
inibe a liberagdo de CRH no hipotalamo e ACTH na glandula pituitaria por meio de um
mecanismo de feedback negativo. No entanto, em pacientes com TDM, essa regulacao ¢
frequentemente comprometida. Mesmo com niveis elevados de cortisol, o sistema de
feedback negativo ndo responde adequadamente, resultando em wuma hiperatividade
persistente do eixo HPA (Keller et al., 2017).

Essa disfuncdo do eixo HPA esta intimamente ligada a alteragdes nos
neurotransmissores, como serotonina, noradrenalina, dopamina e glutamato, que sdo cruciais
para a modulagdo do eixo HPA. Desregulacdes nesses neurotransmissores, comumente
observadas na depressao, podem exacerbar a disfuncdo do eixo HPA. Além disso, a
desregulagdo do eixo HPA pode contribuir para o desenvolvimento de inflamagdo e
neuroinflamagdo, que desempenham papeis significativos na deple¢do da serotonina cerebral
e na modulagdo do eixo HPA (Marin et al., 2011).

Evidéncias clinicas e pré-clinicas sugerem que a neuroinflama¢do ¢ um fator
importante na deplecdo da serotonina e na desregulagdo do eixo HPA. Condigdes
inflamatérias cronicas aumentam os marcadores circulantes de inflamagdo, que podem
atravessar a barreira hematoencefalica e ativar a microglia, exacerbando a neuroinflamacao e

contribuindo para o quadro depressivo (Troubat et al., 2021).
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A ideia de que as citocinas desempenham um papel na depressdo foi inicialmente
proposta por Smith na forma da "teoria dos macrdéfagos da depressao", e posteriormente
estudada por Maes no inicio da década de 1990. De acordo com essa hipdtese, a ativacao dos
macrofagos leva a produgao de citocinas pro-inflamatorias que podem afetar o funcionamento
do cérebro e contribuir para o desenvolvimento dos sintomas depressivos. Isso sugere uma
interacdo entre o sistema imunoldgico e o sistema nervoso na etiologia da depressao,
destacando a importancia da inflamagdo como um possivel mecanismo subjacente ao TDM
(Maes, 2011; Smith, 1991).

Entre as substancias pr6 inflamatorias, as citocinas mais estudadas e discutidas em
relagdo a depressao, destacam-se a interleucina-1 beta (IL-1p), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-10 (IL-10). Pacientes com humor deprimido
tém niveis elevados de IL-1pB, IL-6 e TNF-0, que desempenham um papel multifuncional no
TDM (Miller; Maletic; Raison, 2009). A IL-6 pode mediar a comunicacdo entre o sistema
imunoldgico e o sistema nervoso central, afetando os mecanismos neurobioldgicos do
transtorno. Por outro lado, a IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatoria que visa modular a
resposta imunologica. Pacientes com depressdao podem apresentar reducdo nos niveis de IL-
10, o que pode contribuir para a persisténcia da inflamacgdo e a gravidade dos sintomas

depressivos (Dantzer et al., 2008).

3.2 IMPACTO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO TDM

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre a produgdo de compostos
oxidantes e a capacidade dos sistemas antioxidantes em neutraliza-los. Radicais livres e outras
espécies reativas sao produzidos durante o metabolismo do oxigénio, com as mitocOndrias,
através da cadeia respiratoria, sendo a principal fonte desses radicais. Os sistemas
antioxidantes tém a func¢do de mitigar e minimizar os danos causados por esses radicais livres
e outras espécies reativas (Sies, 2015).

No contexto do TDM, o estresse oxidativo ¢ considerado um fator significativo na
patogénese da doenca. Primeiramente, o estresse oxidativo pode induzir danos diretos as
células neuronais, resultando na diminuicdo dos fatores neurotroficos essenciais, como o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). O BDNF ¢ fundamental para a plasticidade
neuronal e a adaptagdo ao estresse, e sua reducao tem sido associada a alteragdes negativas no

humor e na fungao cognitiva (Zhou et al., 2013; Correia; Cardoso; Vale, 2023).
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Pacientes com TDM frequentemente apresentam niveis elevados de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), como perdxido e 6xido nitrico
(NO) (Maes et al., 2011). Além disso, observa-se uma redugdo na atividade da glutationa
peroxidase cerebral (GSH-Px), uma enzima crucial na defesa antioxidante (Gawryluk et al.,
2011). Esses radicais livres causam modificagdes nas macromoléculas celulares, incluindo
proteinas, lipidios e DNA, prejudicando a integridade celular e a fungdo neuronal (Birben et
al., 2012). O cérebro, devido a sua alta demanda de oxigénio e a producdo intrinseca de
radicais livres, € particularmente suscetivel ao estresse oxidativo (Cobley; Fiorello; Bailey,
2018).

Intervengdes que reduzem as citocinas pro-inflamatorias e a produgdo de EROs/ERNS,
ou que aumentem as defesas antioxidantes, podem oferecer estratégias terapéuticas eficazes
para o tratamento do TDM (Lee ef al., 2013). Em condi¢gdes normais, a produ¢do de EROs ¢
balanceada por sistemas antioxidantes intra e extracelulares. No entanto, quando ha um
excesso de EROs, que supera a capacidade antioxidante do organismo, ocorre o estresse
oxidativo. As EROs sdo intermediarios altamente reativos baseados em oxigénio, € o
equilibrio entre a produgdo e a eliminagdo dessas espécies € crucial para a homeostase celular
(Birben et al., 2012).

O tratamento com antidepressivos tem mostrado melhorar o estresse oxidativo,
sugerindo que esses medicamentos podem ter um efeito benéfico além de suas acdes
primarias sobre o sistema de neurotransmissdo (Réus et al., 2015). A progressao do TDM,
como a cronicidade da doenga ¢ a resisténcia aos tratamentos, tem sido associada a
marcadores neurais de avanco, incluindo aumento do estresse oxidativo, diminuicdo dos
antioxidantes e danos ao DNA/RNA relacionados ao estresse oxidativo (Czarny et al., 2017,
Sowa-Kuéma et al., 2018; Talarowska et al., 2014).

Além dos danos diretos as células, o estresse oxidativo também pode desencadear uma
resposta inflamatoria cronica. Marcadores como TBARS (Malondialdeido) e Mieloperoxidase
(MPO) sdo frequentemente utilizados para avaliar o estresse oxidativo e a inflamag¢ao em
individuos com TDM. O Malondialdeido (MDA) é um produto final da peroxidag¢ao lipidica,
um processo em que lipidios nas membranas celulares sdo danificados por radicais livres. A
quantificagdo de TBARS, que inclui o MDA, ¢ uma medida comum do estresse oxidativo e
dos danos aos lipidios celulares. A elevacao dos niveis de TBARS tem sido associada a varias
doengas, incluindo o TDM. Em pacientes com TDM, os niveis elevados de TBARS indicam
uma maior peroxida¢do lipidica, refletindo um aumento do estresse oxidativo e dos danos

celulares (Stefanescu; Ciobica, 2012).
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A Mieloperoxidase ¢ uma enzima produzida principalmente por neutréfilos e
desempenha um papel crucial na resposta inflamatoria. Ela catalisa a formagdao de acido
hipocloroso a partir de peroxido de hidrogénio e cloreto, um potente agente oxidante que
contribui para o estresse oxidativo e o dano tecidual. A atividade elevada de MPO ¢
frequentemente associada a inflamagdo e ao estresse oxidativo cronico, ambos implicados na
patogénese do TDM. Estudos apontam que pacientes com TDM apresentam niveis elevados
de MPO, o que sugere um papel importante da inflama¢ao e do estresse oxidativo na
progressao do transtorno (Vaccarino et al., 2008).

No contexto do TDM, o estresse oxidativo e a inflamag¢ao cronica estdo interligados e
podem exacerbar os sintomas da depressdao. O aumento dos niveis de TBARS e MPO reflete
um estado de oxidagdo celular e uma resposta inflamatoria exacerbada, que pode contribuir
para a disfungdo neuronal e a persisténcia dos sintomas depressivos (Grolli et al., 2023;

Correia; Cardoso; Vale, 2023).

3.3 O PAPEL DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE NA FISIOPATOLOGIA DO TDM

A descoberta do sistema endocanabinoide (SEC) representa um marco significativo na
compreensdo dos complexos mecanismos de regulacdo fisiologica no corpo humano. Este
sistema foi identificado inicialmente na década de 1960, quando os pesquisadores Raphael
Mechoulam e Yechiel Gaoni isolaram e caracterizaram o composto psicoativo principal da
Cannabis sativa, o delta-9-tetraidrocanabinol (THC). A identificagao posterior de receptores
especificos para o THC no cérebro humano sugeriu a existéncia de um sistema de sinalizacao
endogeno (Bab, 2011; Devane ef al., 1992).

Composto por dois principais tipos de receptores de canabinoides, conhecidos como
CBI e CB2 (Figura 1), além de ligantes enddgenos, os endocanabinoides, esse sistema exerce
um impacto significativo em processos como regulacdo do humor, controle do sono,
modulagdo do apetite e resposta ao estresse (Lowe et al., 2021). Os receptores CB1 ¢ CB2,
distribuidos amplamente em varias regides encefalicas e em tecidos periféricos, atuam como
mediadores nas respostas biologicas desencadeadas pelos endocanabinoides.

Entre esses ligantes endogenos, a anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG)
sd0 os mais estudados, destacando-se por sua influéncia em processos fisiologicos e
neuroquimicos (Joshi; Onaivi, 2019). A anandamida, frequentemente referida como a
"molécula da felicidade", e o 2-AG demonstraram desempenhar papeis cruciais na

homeostase e na regulagdo adaptativa do organismo em face de estimulos ambientais. Sua
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interacdo com os receptores CB1 e CB2 desencadeia uma cascata de eventos intracelulares
que modulam a liberacdo de neurotransmissores e a atividade neuronal, afetando assim o
equilibrio de sistemas fundamentais (SCHERMA et al., 2019).

Dado que a exposicdo repetida ao estresse ¢ um fator contribuinte para o
desencadeamento do TDM, um grupo de pesquisas investigou a hipotese de que os
endocanabinoides circulantes estdo desregulados nesse contexto. Em dois estudos, foram
encontradas concentragdes séricas significativamente reduzidas de 2-AG em mulheres
deprimidas em comparagdo com controles correspondentes (Hill et al., 2009). Além disso,
observou-se uma correlagdo entre as concentragdes de 2-AG e a duragdo do episddio
depressivo, indicando que periodos mais prolongados de depressdo estavam associados a
menores concentragdes de 2-AG (Hill et al., 2008).

Evidéncias farmacologicas, bioquimicas e genéticas apoiam a hipotese de que o SEC
hipoativo contribui para a depressdo (Christensen et al., 2007). Alteracdes na expressao € na
atividade dos receptores CB1 foram observadas em regides do encéfalo associadas ao
processamento emocional, como o cortex pré-frontal e o hipocampo (Poleszak et al., 2018). O
SEC também exerce efeitos moduladores no sistema de neurotransmissores, incluindo a
serotonina, a noradrenalina e o glutamato, que estdo envolvidos na fisiopatologia da
depressdao. A ativacdo dos receptores CBl1 pode influenciar a liberagdo desses
neurotransmissores € modular a plasticidade sindptica, o que pode afetar positivamente o
humor e reduzir os sintomas depressivos (Sales et al., 2018).

Os fitocanabinoides, como o THC e o CBD, interagem com o SEC de maneiras
distintas. O THC atua predominantemente como um agonista parcial dos receptores CB1,
influenciando a neurotransmissdao ¢ modulando o humor, a percep¢do sensorial e a fungao
cognitiva. O CBD, por outro lado, possui uma afinidade muito baixa pelos receptores
canabinoides classicos, mas exerce seus efeitos por meio de multiplos mecanismos, incluindo
a modulac¢do indireta dos receptores CB1 e CB2, a inibi¢ao da recapta¢do de anandamida e a
ativacdo de receptores ndo canabinoides, como os receptores de serotonina 5-HTIA e os
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPARy). Essas interagdes
complexas permitem que o CBD exerca efeitos ansioliticos, anti-inflamatorios e
neuroprotetores sem os efeitos psicoativos associados ao THC (Peng et al., 2022; Zou;
Kumar, 2018; Lowe et al., 2018).

Devido ao papel do SEC na regulagdo do humor e a sua disfungdao no TDM, algumas
pesquisas tém explorado o uso de canabinoides como tratamento potencial para essa condi¢ao.

O receptor CB2, em particular, tem atraido aten¢do significativa devido a sua influéncia na
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resposta imune e na sua potencial contribui¢ao para condigdes patoldogicas como a depressao.
Estudos recentes destacam que o receptor CB2 esta envolvido na regulacdo da resposta
inflamatodria, influenciando a liberacdo de citocinas e modulando a atividade das células
imunologicas, como macrofagos e linfocitos (Hill ez al., 2009).

Os receptores CB2 sdo amplamente expressos em células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs), incluindo mondcitos e linfocitos T e B. Estudos pré-clinicos e clinicos
tém mostrado resultados promissores, sugerindo que a ativagao dos receptores CB2 pode
inibir a produ¢do de citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) e a interleucina-1 beta (IL-1p), e estimular a secre¢@o de citocinas anti-inflamatdrias, como
a interleucina-10 (IL-10). Esses efeitos sdo importantes em contextos patologicos onde a
regulacao da resposta inflamatoéria ¢ critica (Hill ez al., 2009). Portanto, a compreensao dos
mecanismos de a¢do do SEC, particularmente dos receptores CB2, na regulacao do humor, da
resposta ao estresse e da inflamacdo, pode fornecer novas abordagens terapéuticas para o

tratamento da depressao.

Figura 1 - Sistema endocanabinoide: distribui¢cao dos receptores CB1 e CB2

cB2

Os receptores CB1 Os receptores CB2
sao primariamente sao primariamente
encontrados no encontrados nos
sistema nervoso orgaos periféricos,

central. especialmente
associados ao
Sistema Imunologico.

Fonte: CBfarma (2021).
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3.4 SISTEMA PURINERGICO NA REGULACAO IMUNOLOGICA E INFLAMATORIA

O sistema purinérgico, fundamental para a sinalizagdo mediada por nucleotideos
de purina, desempenha um papel crucial em diversas fun¢des bioldgicas. A regulacio
desta sinalizacdo ¢ particularmente relevante para a fung¢ao das células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs), incluindo linfocitos T, linfécitos B e mondcitos, que sdo
componentes centrais da resposta imune e da regulacdo inflamatdria. A regulacdo dessas
sinalizacdes ¢ vital para a homeostase do organismo, ¢ a hidrdlise dos componentes do
sistema purinérgico constitui um processo bioquimico central nesse contexto (Di Virgilio;

Vuerich, 2015; Burnstock; Boeynaems, 2014).

A adenosina trifosfato (ATP) e a adenosina difosfato (ADP), nucleotideos
fundamentais no sistema purinérgico, sao alvos da acdo de enzimas especificas chamadas
ectonucleotidases. Essas enzimas catalisam a hidrolise dos fosfatos desses nucleotideos,
resultando na liberagdo de adenosina, um neuromodulador e imunomodulador essencial
no sistema purinérgico. A hidrélise de ATP e ADP ocorre tanto na membrana celular
quanto em compartimentos extracelulares, onde ectonucleotidases como NTPDase
(CD39) e 5'-nucleotidase (CD73) desempenham papeis criticos. A CD39 converte ATP
em ADP, e a CD73 converte ADP em adenosina. Essas reagcdes enzimadticas regulam a
concentracdo de adenosina disponivel para interagir com os receptores purinérgicos,

influenciando a sinalizagdo intracelular e extracelular (Burnstock, 2018; ).

A adenosina, resultante da hidrolise de nucleotideos como ATP, atua como um
importante modulador fisioldgico, exercendo efeitos inibitdrios sobre a resposta
inflamatoria e a atividade de PBMCs. Ao interagir com receptores como A2A e A2B, a
adenosina inibe a producdo de citocinas pro-inflamatorias e reduz a atividade de linfocitos
T e macrofagos, desempenhando um papel anti-inflamatorio. Além disso, os receptores
P2X7, sensiveis ao ATP, estdo associados a promog¢ao de respostas inflamatorias e
apoptose celular. A regulagdo das concentragdes de nucleotideos purinérgicos e a

atividade das ectonucleotidases t€ém implicagdes diretas na modulacio da resposta imune



das PBMC:s e, por conseguinte, na manutenc¢ao do equilibrio inflamatorio (Giuliani; Sarti;
Di Virgilio, 2021).

Além de suas fungdes imunomoduladoras, a adenosina influencia a
neurotransmissdo através de sua ligagcdo a receptores purinérgicos, classificados em duas
principais familias: P1 e P2. Os receptores P1, incluindo os subtipos Al e A2A, sdo
acoplados a proteinas G e estdo envolvidos na modulagdo da neurotransmissao inibitdria,
afetando processos como o ritmo cardiaco e a conducdo nervosa. Os receptores P2,
subdivididos em P2X (canal i6nico) e P2Y (receptor acoplado a proteina G),
desempenham papéis distintos na comunicagao neuronal, mediando respostas rapidas e

lentas, respectivamente (Zarrinmayeh; Territo, 2020).

Os receptores P2, sensiveis a nucleotideos como ATP e ADP, emergem como
pecas-chave na compreensao do TDM. Os receptores P2X e P2Y desempenham um papel
crucial na modulagdo da neurotransmissdo e da plasticidade sindptica, processos
diretamente relacionados aos circuitos cerebrais associados ao controle do humor
(Diezmos; Bertrand, Liu, 2016). A relagdo entre o sistema purinérgico ¢ TDM também
esta associada a eventos neuroinflamatérios. A liberagdo de ATP durante processos
inflamatorios pode desencadear respostas exacerbadas, amplificando os sintomas
depressivos, evidenciando uma interconex@o critica entre a sinaliza¢do purinérgica e o

estado inflamatorio cerebral (Morandini; Savio; Coutinho-Silva, 2014).

A andlise das concentragdes dos mediadores purinérgicos, incluindo seus
receptores e ectonucleotidases, pode fornecer informagdes cruciais sobre as respostas
inflamatdrias descompensadas em condigdes patologicas, como no TDM que envolve
aumento do estresse fisiologico (Diezmos; Bertrand, Liu, 2016). Nesse contexto, hd uma
correlag@o entre a liberagdo excessiva de ATP através de canais celulares e a ativacao do
receptor purinérgico P2X7, um receptor ionotropico que, quando ativado, estd associado a
apoptose celular (Sluyter, 2017). Em tais situacOes, a elevacdo dos niveis de
ectonucleotidases parece ser benéfica, pois a degradagdo do ATP, que ¢ liberado em

excesso durante a inflamacgdo, contribui para a redugdo da ativacdo dos receptores P2X7



(Morandini; Savio; Coutinho-Silva, 2014). Em resumo, as concentracdes dos
componentes do sistema purinérgico influenciam as respostas inflamatorias tanto em

condigoes fisiologicas quanto patologicas no organismo de mamiferos.

A compreensdo aprofundada dessas interagcdes fornece subsidios robustos para
intervengodes terapé€uticas inovadoras, como o uso medicinal de Cannabis sativa.
Pesquisas tém explorado como ocorrem as interacdes entre o sistema purinérgico e os
compostos presentes na planta, como o CBD. Os resultados indicam que o CBD inibe a
captagdo de adenosina, sugerindo que esse mecanismo pode induzir um agonismo indireto
nos receptores adenosinérgicos (Carriba et al., 2007; McPartland et al., 2015). Esses
receptores estdo expressos em diversos tipos celulares, participando de inumeros
processos fisioldgicos e patoldgicos, além de desempenharem um papel regulatdrio nos
processos inflamatorios (Guerrero, 2018). A adenosina e seus agonistas apresentam
atividade anti-inflamatoria in vivo (Noji ef al., 2002). Assim, a libera¢do de adenosina ¢
considerada um dos mecanismos de imunossupressdo durante a inflamagdo, e agonistas
dos receptores de adenosina reduzem os niveis de TNF-o (Hasko, 2004; Carrier;
Auchampach; Hillard, 2006; Ribeiro et al.,2012). Corroborando essa hipdtese, os efeitos
benéficos do CBD em modelos animais de inflamacao sdo revertidos pela administracao

de antagonistas dos receptores de adenosina A2A (McPartland et al., 2015).

O CBD, ao ativar os receptores de adenosina A2A, demonstrou ser capaz de
reduzir os niveis da molécula de adesdo celular vascular (VCAM-1) em células
endoteliais de camundongos, promovendo um mecanismo para o controle de doencas
neuroinflamatérias (Mecha et al., 2013). Além disso, observou-se que a ativacao dos
receptores A2A pode prevenir as consequéncias da reperfusdo e aliviar o estresse
oxidativo nas mitocondrias (Xu et al.,, 2017). Esses achados sugerem que o CBD exerce
efeitos protetores contra o estresse oxidativo por meio da ativacao dos receptores A2A.
Estudos adicionais evidenciaram que os receptores A2A podem formar heterdmeros com
os receptores CB1 em neuronios CAl e no hipocampo de camundongos (Aso et al.,

2019).
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O CBD tem a capacidade de modular a atividade dos heterdmeros de receptores,
afetando a ativacdo de dois grupos distintos de receptores que desempenham papéis
criticos na regulacao do equilibrio redox e na resposta inflamatéria. Evidéncias destacam
a importancia da sinalizagdo purinérgica nas PBMCs para a compreensao dos disturbios
inflamatorios. A intera¢do entre nucleotideos purinérgicos e seus receptores nas PBMCs
pode ter um impacto significativo na patogénese do TDM e em outras condigdes

inflamatoérias (Burnstock, 2017).

A regulagdo desses mecanismos ¢ fundamental para o avango de novas estratégias
terapéuticas. O CBD exerce influéncia significativa sobre a resposta inflamatoria e a
homeostase imunoldgica por meio da modulagdo dos receptores de adenosina. Sua
interagdo com esses receptores pode alterar a funcionalidade das PBMCs, ajustando a
sinalizagdo purinérgica e, consequentemente, impactando o manejo de processos
inflamatérios e condicdes associadas, como o TDM. A investigacdo detalhada desses
mecanismos ¢ indispensdvel para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas

inovadoras e eficazes que envolvem compostos da C. sativa, como o CBD.

3.5 POTENCIAL TERAPEUTICO DA Cannabis Sativa NO TDM

O uso de plantas de forma terapéutica ja vem da antiguidade, estando intimamente
ligado a nossa propria evolugdo. Para usar plantas como remédios, os antigos fizeram uso
de suas proprias experiéncias e observacao do uso de plantas por animais (Oliveira et al.,
2006). O uso medicinal da C. sativa remonta a milhares de anos, com registros historicos
de sua aplicacdo em diversas condi¢des de saude, desde a antiguidade até os tempos
modernos (EISohly et al., 2016; ElSohly; Slade, 2005).

A variabilidade genética da C. sativa ¢ vasta, a espécie apresenta mais de 540
compostos naturais, incluindo mais de 100 compostos identificados como
fitocanabinoides, devido as estruturas quimicas compartilhadas (Allsop et al., 2014;
ElSohly et al., 2016). Dentre eles, destacam-se o THC e o canabidiol (CBD). O THC ¢ o

componente psicotomimético predominante, enquanto o CBD ¢ o principal composto nao
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psicoativo e tem sido objeto de estudos devido as suas potenciais propriedades
terap€uticas, incluindo efeitos ansioliticos e antidepressivos (Amin; Ali, 2019).

Uma tematica a ser discutida ¢ sobre as propor¢des dos canabinoides indicadas a
cada tipo de patologia, consideradas efetivas quando conseguem amenizar os principais
sintomas. As proporc¢des entre os fitocanabinoides contrastam entre o uso medicinal e o
recreativo. Variedades de Cannabis com maiores propor¢des de THC sdo usadas de forma
recreativa, enquanto no sentido oposto tem se optado por propor¢des mais equilibradas de
THC e CBD para uso medicinal (Lopes et al., 2020).

Estudos que avaliaram os efeitos da combinacdao de THC e CBD sobre os sintomas
depressivos ainda sdo escassos (Cuttler; Spradlin; McLaughlin, 2018), embora os efeitos
desses fitocanabinoides administrados de forma isolada, especialmente o CBD, ja estejam
sendo avaliados ha mais tempo e com resultados promissores (Crippa et al., 2005). Com o
crescente interesse no uso da espécie C. sativa como tratamento adjuvante na depressao, o
6leo de C. sativa de espectro completo pode ser considerado uma opg¢ao terapéutica. Ao
usar 6leos ou extratos da planta, ¢ essencial buscar formulagdes que preservem a sinergia
entre os diferentes componentes para maximizar os beneficios terapéuticos (Legare; Raup-
Konsavage; Vrana, 2022).

A presenga de varios canabinoides e terpenos pode levar a uma interacdo sinérgica,
conhecida como "efeito entourage", em que os componentes trabalham em conjunto para
produzir efeitos mais pronunciados. O efeito entourage destaca a importancia de
considerar a composi¢ao quimica completa da C. sativa, em vez de focar exclusivamente
em um unico composto, como o THC ou o CBD (Ferber et al., 2020).

Embora os mecanismos biologicos alvos dos compostos ativos da espécie para uma
possivel agdo terapéutica antidepressiva ainda ndo estejam elucidados, alguns estudos
apontam para uma ac¢do agonista parcial do CBD no receptor 5-HT1A como um
mecanismo subjacente ao potencial efeito terapéutico (Wieckiewicz et al., 2022; Zanelati
et al., 2010). Além do receptor 5-HT1A, estudos vém mostrando que o CBD tem efeito

neuroprotetor, através de varios mecanismos fisiologicos, tais como: atuacdo no balango
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oxidativo, reducdao de citocinas inflamatérias e ativacdo de células microgliais. O CBD
parece também ativar o receptor PPARy. A ativacdo do PPARYy inibe a transcri¢do de
genes pro inflamatérios e estd associada com protecdo neuronal através de varios
mecanismos fisioldgicos (Campos et al., 2016).

O efeito tipo antidepressivo do CBD em camundongos foi associado com
aumentada expressdo do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no cortex pré
frontal e hipocampo de camundongos, e parece ter envolvido a via de sinalizagdo
BDNF/TrkB/mTOR, exercendo assim um efeito na plasticidade neuronal e neuroprote¢do
(Sales et al., 2019). Estudos também mostram que uma combinacdo de CBD com THC
parece mais eficaz na indugdo de diversos efeitos neuroprotetores (Campos et al., 2016).
Ainda sdo necessarias mais pesquisas que possam avaliar os efeitos da combinacdo de
THC e CBD sobre os sintomas depressivos (Cuttler; Spradlin; McLaughlin, 2018), mesmo
que os efeitos desses fitocanabinoides administrados de forma isolada, especialmente o
CBD, ja estejam sendo avaliados hd mais tempo e com resultados promissores (Crippa et
al., 2005).

De forma geral, os estudos sobre a C. sativa sugerem sua releviancia como
estratégia farmacoldgica terapéutica para o TDM, bem como sua fun¢do em mecanismos
bioldgicos subjacentes. A literatura cientifica, at¢ o momento, ndo possui informacao
sobre o efeito do 6leo de espectro completo da espécie C. sativa, em relagdo a mecanismos
do SEC, e as pesquisas publicadas até o momento destacam a importancia de novas
investigagdes para preencher as lacunas de conhecimento e responder a questdes
fundamentais que permanecem em aberto.

As estratégias propostas neste estudo t€ém como objetivo investigar o efeito do 6leo
de espectro completo, com foco na interagdo sinérgica de seus principais constituintes
(Figura 3). O estudo busca compreender como o efeito entourage, resultante da
combinacao desses canabinoides com outros compostos presentes no 6leo, como terpenos
e flavonoides, contribui para a eficacia terapéutica. Os resultados obtidos poderao

contribuir significativamente para o entendimento da fisiopatologia do TDM e para o
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desenvolvimento de tratamentos mais efetivos destinados aos pacientes com transtornos

depressivos graves e resistentes aos tratamentos convencionais disponiveis.

Figura 3 - Efeito comitiva
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Fonte: Elaboragao Propria.
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4 METODOLOGIA

Este estudo adota uma metodologia experimental de natureza quantitativa analitica.
Foram selecionadas variaveis especificas que foram controladas rigorosamente para observar
seus efeitos sobre o objeto de estudo. As condi¢des experimentais foram predefinidas, e as
variaveis foram quantificadas em termos de dados numéricos, sendo posteriormente

classificadas e analisadas utilizando métodos estatisticos (Fontelles et al., 2009).

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa intitulado “Efeito do estresse na infancia sobre
comportamentos depressivos na vida adulta: potencial estratégia terapéutica do o6leo de
Cannabis sativa de espectro completo” foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), sob o protocolo
n°® 2911170423 (Anexo A).

O emprego de modelos animais durante a pesquisa teve como unico propdsito o
avanco do conhecimento cientifico. O uso do nimero minimo de animais necessario foi
adotado para garantir a obten¢do de resultados conclusivos, minimizando, assim, o sacrificio
desnecessario. Foram dedicadas todas as atengdes ao bem-estar dos animais, proporcionando-
lhes condigdes adequadas de alojamento, alimentagao e higiene.

Os pesquisadores passaram por treinamento especifico para garantir o minimo de
desconforto durante a manipulagdo dos ratos. Em consonancia com esses principios, 0s testes
foram realizados apenas apds a conclusdo do treinamento, visando evitar qualquer forma de
sofrimento desnecessario. Para a eutanasia dos animais, foi adotado o método de decapitagao,
justificado pela sua nao interferéncia nos resultados bioquimicos essenciais para a pesquisa €
pela capacidade de extrair estruturas cerebrais sem afetar possiveis alteragdes biologicas. Este
método foi escolhido considerando que outras técnicas de eutanasia poderiam comprometer os

resultados comportamentais.

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTALIS
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Foram utilizados quarenta ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério
Setorial da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapeco - BIOCHUFFS.
O experimento com o uso de animais foi realizado nas instalagdes do BIOCHUFFS, o qual
possui uma infraestrutura de criagdo e experimentagdo registrada no Cadastro de Instituigdes
de Uso Cientifico de Animais (CIUCA), com o CIAEP/CONCEA n° 02.0118.2019 e seguiu
rigorosamente as orientagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Foram utilizados ratos Wistar machos. Os animais foram acondicionados em
grupos de cinco por caixa, exceto para os grupos que passaram pelo protocolo de isolamento
social (IS) por 30 dias, com ciclo claro/escuro de 12 horas (07:00 as 19:00, com luz iniciando
as 07:00), comida e agua ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1°C. Os
protocolos experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Todos os procedimentos experimentais foram realizados somente apos aprovacao

da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFFS.
4.3 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS
4.3.1 Oleo de Cannabis sativa de espectro completo

O ¢6leo de C. sativa de espectro completo foi produzido e analisado pela Associagdo
Alternativa de Apoio a Cannabis Medicinal do Brasil - AAACMB (Imbituba - SC) inscrita no
Cadastro da Pessoa Juridica (CNPJ ) sob o nimero 45.458.633/0001-86. Apresentado em
forma liquida, contendo CBD e THC em uma propor¢do de 20:1, respectivamente. O
certificado de andlise foi fornecido como suporte informativo, revelando que o 6leo possui
81,31% de canabinoides totais. O CBD ¢ o principal canabinoide, representando 71,76%,
seguido pelo THC com 3,61%, enquanto outros canabinoides totalizam 5,94%. A andlise foi
realizada utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), um método
cromatografico reconhecido por sua precisdo na quantificagdo de resinas e 6leos, conforme
descrito por Carvalho et al., 2020. Estudos recentes demonstraram efeitos significativos no
comportamento do tipo aneddnico, além de diminuir o comportamento do tipo depressivo
com a administragdo oral repetida do dleo de C. sativa de espectro completo na dose de 1
mg/kg (Ferrarini et al., 2022). Considerando as evidéncias e limitagdes para obtengdo da
substancia e tratamento em diferentes concentracdes, a dose do 6leo de C. sativa de espectro
completo foi realizada de acordo com modelos de estresse cronico semelhantes a estudos

anteriores.
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4.3.2 Escitalopram

No grupo de controle positivo, o escitalopram foi administrado como tratamento. Em
um modelo de estresse cronico leve de depressdo em ratos, o escitalopram demonstrou
eficacia, destacando-se por iniciar a agdo mais rapidamente em comparagdo com outros
antidepressivos disponiveis (Montgomery et al., 2001). A dose de escitalopram foi
determinada conforme descrito na literatura cientifica (Bertollo et al., 2024). O medicamento
foi adquirido na forma liquida, em frascos de 15 mL, com uma concentragdo de 20 mg/mL do
principio ativo, produzido pela Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A., localizada em

Guarulhos, estado de Sao Paulo, Brasil.
4.4 PRIVACAO MATERNAL E ISOLAMENTO SOCIAL

A PM envolveu a remocao diaria dos filhotes da gaiola da mae por 3 horas nos
primeiros 10 dias apds o nascimento. Durante este periodo, os filhotes foram transferidos para
uma gaiola separada e posteriormente reintegrados a gaiola compartilhada com a mae apds o
periodo de privagdo. Os animais que ndo passaram por essa privagdo constituiram o grupo
controle sem estresse, permanecendo sem interrupgdes na gaiola original com a mae. Ao
completarem 21 dias de vida, tanto os filhotes privados quanto os ndo privados foram
desmamados e transferidos permanentemente para outras gaiolas, mantidos em grupos de
cinco animais por gaiola e separados por sexo (Abeleira; Réus; Quevedo, 2013). No dia 50,
iniciou-se o protocolo de IS, no qual cada animal foi alojado individualmente por um periodo
de 30 dias (DJORDIJEVIC et al., 2012). Apos o periodo de isolamento, foi iniciado o
tratamento farmacoldgico especifico durante os 14 dias subsequentes, conforme o grupo
experimental designado. Os animais que nao foram isolados foram mantidos em grupos de
cinco por gaiola durante todo o experimento. O detalhamento do desenho experimental foi

descrito na figura 4.

4.5 PROTOCOLO DE TRATAMENTO

Os quarenta animais (N= 40) foram divididos em 4 grupos (N= 10 cada grupo). O
grupo controle sem estresse foi tratado com veiculo salina (soro fisiologico 0,9%). O grupo

estresse + tratamento controle também foi tratado com salina. O grupo estresse + tratamento
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controle positivo foi tratado com escitalopram 10 mg/kg. Enquanto que o grupo estresse +

oleo de espectro completo de Cannabis sativa recebeu 1 mg/kg.

Figura 4 - Desenho experimental
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Fonte: Elaborag@o Propria.

4.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes comportamentais foram conduzidos por um observador cego aos
grupos experimentais, durante o periodo da manha (8:00 - 12:00) e foram iniciados 60

minutos apos cada tratamento.
4.6.1 Teste de campo aberto

A avaliagdo da atividade locomotora dos animais foi conduzida no teste de campo
aberto, utilizando uma caixa de dimensdes 40 x 60 cm cercada por trés paredes de madeira,
uma parede frontal de vidro e assoalho dividido em 9 retangulos iguais por linhas pretas. Cada
rato foi posicionado no centro da caixa e pode explorar liviemente o ambiente por 5 minutos.
Durante este periodo, foi registrado o numero de cruzamentos das linhas pretas e a frequéncia
com que o rato se ergueu nas patas traseiras para explorar o ambiente (levantamentos). O
teste de campo aberto foi utilizado para avaliar a resposta exploratoria e locomotora do animal

frente as intervengdes farmacoldgicas, fitoterapicas e estressoras (Vuralli et al., 2019).
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4.6.2 Teste de nado forcado

O teste de nado forcado (TNF), desenvolvido por Porsolt em 1977, é um protocolo
comportamental amplamente usado para testar a eficacia de novos antidepressivos. Este teste
envolve a colocacdo de roedores, geralmente ratos, em um cilindro de dgua do qual ndo
podem escapar. Durante a primeira exposi¢do ao teste, os animais nadam vigorosamente e
tentam escalar as paredes do cilindro. Apos essa fase inicial de esforco, os ratos entram em
um estado de imobilidade, onde realizam apenas os movimentos necessarios para manter a
cabega acima da dgua. Este comportamento de imobilidade ¢ interpretado como um sinal de
desespero comportamental, sugerindo que o animal reconhece a impossibilidade de escapar da
situagdo estressante (Porsolt; Le Pichon; Jalfre, 1977). A eficacia dos antidepressivos ¢
medida pela capacidade desses farmacos de reduzir o tempo de imobilidade. Antidepressivos
eficazes tendem a diminuir significativamente a dura¢ao da imobilidade, indicando uma agao
tipo antidepressiva. Além disso, o teste permite a comparacgao direta dos efeitos de diferentes
compostos e tratamentos dentro de um ambiente controlado (Castagné; Porsolt; Moser, 2009).
Para a realizacdo do teste, cada animal foi colocado individualmente em um cilindro de dgua
mantido a 23 £ 2°C, com agua suficiente para impedir que apoiassem as patas no fundo. O
teste foi conduzido em dois dias: no 13° dia de tratamento, os ratos nadaram por 15 minutos
como pré-teste, ¢ no 14° dia, nadaram por 5 minutos. Foram avaliados parametros de
imobilidade, como imobilidade completa ou movimento apenas para manter a cabeca fora da
agua sem intencdo de escapar. Parametros de locomog¢do, como o tempo que os animais
passaram nadando e escalando as paredes do cilindro na tentativa de escapar, também foram

analisados.

4.7 COLETA DE SANGUE E TECIDOS

Apobs o ultimo teste comportamental, os animais foram submetidos a eutandsia por
decapitagdo. O sangue foi coletado do tronco do corpo do animal. As amostras de cada animal
foram acondicionadas em eppendorfs individuais e armazenadas em ultra-freezer -800C para

posterior analise dos parametros bioquimicos.
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4.8 ANALISES BIOQUIMICAS
4.8.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitiurico (TBARS)

A quantificagdo dos niveis de TBARS nas amostras foi realizada conforme a
metodologia de Jentzsch (Jentzsch et al., 1996), que se destina a medir a formacao de
malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacao lipidica. Esse processo ocorre quando
espécies reativas de oxigénio interagem com lipidios de membrana, levando a alteracdes na
membrana, como permeabilidade comprometida, perda de seletividade e perturbagdo dos
componentes da matriz extracelular. A peroxidagao lipidica ¢ avaliada pela reagcdo entre o
malondialdeido e o acido tiobarbitarico (ATB), formando um complexo de coloragdo rosada
que pode ser quantificado com um espectrofotometro a 532 nm (Choi et al., 2012; Noh et al.,
2015). A curva padrao foi estabelecida usando uma solugdo de MDA a 0,03 mM. As
amostras, compostas por plasma, foram analisadas em triplicata. Em cada tubo, foram
pipetados 55 pL de 4dgua destilada, 100 pL de 4cido ortofosférico 1%, 25 uL de TBA 0,1 M e
20 pL da amostra. Apds o preparo, as amostras foram incubadas por 45 minutos a 90°C e,
posteriormente, medidas no espectrofotdometro de microplacas com absorbancia a 532 nm.
Para o calculo dos resultados, as médias das absorbancias foram multiplicadas pelo fator de
correcao (FC), divididas pelo volume da amostra e expressas em nmol de MDA/mL (Choi et

al., 2012; Noh et al., 2015).

4.8.2 Mieloperoxidase (MPO)

Os parametros de mieloperoxidase (MPO) foram analisados no plasma. O plasma foi
coletado em um tubo contendo heparina. O tubo passou por processo de centrifugacao através
de uma centrifuga modelo Sigma 3-16L durante 15 minutos a 3.500 rpm (rotagdes por
minuto) para separagdo do sangue total. A MPO ¢ uma heme peroxidase produzida por
mediadores inflamatdrios e liberada pelos leucocitos em locais de lesdo. Reflete o nivel de
ativacao de leucdcitos e neutrofilos durante infecgdes ou estados oxidativos. Na presenca de
perdxido de hidrogénio (H202), a MPO catalisa a reagdo de ions de cloreto com o H202,
produzindo o acido hipocloroso (HOCI), um potente oxidante no combate as bactérias, que
compreende ERO com alta capacidade reativa para formagao de oxigénio singleto e do radical
hidroxil. Esta técnica foi realizada na presenca de H202 como agente oxidante, no qual a

MPO catalisou o acoplamento oxidativo de fenol e da aminoantipirina (AAP), produzindo um
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produto de cor rosa, a quinoneimina, com uma absorbancia que pode ser lida em 492 nm no
espectrofotometro (Choi et al., 2012; Noh et al., 2015). As leituras espectrofotométricas
foram efetuadas em espectrofotometro de microplacas MultiskanTM GO, da Thermo Fischer
Scientific. Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Na placa, pipetou-se 12 pL de
amostra, 148 puL de 2,5 mM de AAP e 170 uL de H202 1,7 mM. Em seguida, a placa foi
incubada por 30 min a 37°C antes da leitura. Para o célculo, multiplicou-se a média das
absorbancias pelo fator de corre¢dao (FC), tendo, por fim, resultados expressos em mM de

quinoneimina formada em 30 minutos (Choi et al., 2012; Noh et al., 2015).

4.8.3 Enzimas do sistema purinérgico

4.8.3.1 Normalizagdo das proteinas

Para realizar as andlises do sistema purinérgico, a quantidade de proteinas nas
amostras de linfocitos foi normalizada em concentragdes de 0,1-0,2 mg/mL. Mediante
dilui¢do em solugdo salina para obter a concentragdo desejada. A quantificagdo de proteinas
foi realizada utilizando a técnica de Bradford (Bradford et al., 1976), que normaliza as
proteinas através de uma curva padrao usando a corre¢ao do Comassie, com albumina bovina
(0,1 mg/mL) como padrdo de referéncia. Em cada pogo, foram adicionados 250 pL de solugdo
filtrada de Azul de Comassie e 5 pL. da amostra. Para calcular a concentracdo de proteinas,
utilizou-se a seguinte férmula: (Absorbancia da amostra - Absorbancia do branco) x FC) /

0,05 (5 uL).

4.8.3.2 Avaliagdo das enzimas que hidrolisam nucleotideos e nucleosideo de adenina

As atividades das enzimas purinérgicas foram avaliadas utilizando amostras de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de ratos dos respectivos grupos experimentais.
Para investigar as alteracdes nas atividades das enzimas do sistema purinérgico, foram
analisadas as hidrolises de nucleotideos como ATP e ADP (NTPDasel, CD39) e AMP (E-5'-
nucleotidase, CD73). Inicialmente, as amostras de PBMCs foram ajustadas quanto a
concentragdo proteica. Em seguida, 20 pl. de cada amostra foi adicionada a misturas
reacionais especificas para cada enzima e pré-incubadas a 37°C por 10 minutos. A reacao
enzimatica foi iniciada com a adi¢cdo dos substratos especificos: ATP e ADP para CD39 e

AMP para CD73. Apos 70 minutos de incubacdo a 37°C, as reagdes foram interrompidas pela
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adi¢do de acido tricloroacético a 10%. O fosfato inorganico liberado pela hidrélise dos
nucleotideos ATP, ADP e AMP foi quantificado utilizando o reagente colorimétrico verde
malaquita. Para assegurar a precisdo das medigdes, foi elaborada uma curva padrdo com
KH:PO4 (fosfato monopotassico) e controles foram realizados para corrigir qualquer hidrolise
ndo enzimatica. A absorbancia das amostras foi medida a 630 nm, e as atividades especificas
das enzimas foram expressas em nanomoles de fosfato inorganico liberado por minuto por

miligramas de proteina (nmol Pi/min/mg de proteina) (Lunkes et al., 2003).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Na andlise estatistica do comportamento foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-
willk. Apos, foi realizada ANOVA one-way com multiplas comparagdes, seguido do teste
post-hoc de Tukey. Para a andlise estatistica de elementos do sistema purinérgico e
parametros oxidativos, foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-willk. Apds, 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

sao expressos por média + desvio padrao da média (M +£ DPM)
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S RESULTADOS

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

Os efeitos da PM + IS e dos tratamentos com oleo de C. sativa de espectro completo
(1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos pardmetros avaliados no teste de natagao forcada
estdo ilustrados na figura 5. No protocolo de natagdo forcada a ANOVA de uma via revelou
uma interacdo significativa no tempo de imobilidade entre os grupos sem estresse € 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 natacao forgada e os tratamentos com 6leo de C. sativa
de espectro completo (p < 0,01) e escitalopram (p < 0,05) reverteram o efeito da PM + IS. Em
relagdo ao tempo de nado, observou-se na ANOVA de uma via uma interacao significativa
entre 0s grupos sem estresse € os grupos privados maternalmente e isolados socialmente e
entre os tratamentos (F= 5,622; p = 0,0030). O teste de Post hoc de Tukey revelou que a PM +
IS apresentou menor tempo de natagdo em comparagdo ao grupo sem estresse (p < 0,01) e em
relagdo ao grupo tratado com 6leo de C. sativa de espectro completo (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 teste
Post hoc de Tukey revelou que o estresse reduziu significativamente a escalada e os

tratamentos reverteram este comportamento ( p < 0,05).
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Figura 5 - Teste de Natacao For¢cada
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Figura 5 - Avaliacdo da mobilidade no teste de natagdo forgada. Efeitos do estresse de PM + IS e dos tratamentos
com o6leo de C. sativa de espectro completo (1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) sobre a os parametros de
mobilidade no teste de natacdo forgada em machos. Os dados sdo apresentados 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.

5.2 EFEITOS PM + IS E TRATAMENTOS NO TESTE DE CAMPO ABERTO

Os efeitos da PM + IS e dos tratamentos com o6leo de C. sativa de espectro completo
(1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros avaliados no teste de campo aberto
estdo ilustrados na figura 6. No teste de campo aberto, a ANOVA de uma via ndo revelou
interagdo significativa entre os grupos sem estresse € os grupos estressados. Tanto os
protocolos de PM + IS quanto os tratamentos ndo induziram altera¢des significativas na
atividade locomotora, avaliada através dos nimeros de cruzamentos (F = 1,145; p =0,3398) ¢

levantamentos (F = 1,596; p = 0,2015) no teste do campo aberto.
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Figura 6 - Teste de Campo Aberto
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Figura 6 - Atividade locomotora no teste de campo aberto. Efeitos do estresse de PM + IS e dos tratamentos com
oleo de C. sativa de espectro completo (1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) sobre a atividade motora
exploratéria em machos. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.

5.3 ANALISE DO SISTEMA PURINERGICO

5.3.1 Quantificacdo de ATP Extracelular

Os efeitos do estresse e dos tratamentos com 6leo de CBD (1 mg/kg) e escitalopram
(10 mg/kg) nos niveis de ATP extracelular no plasma estdo ilustrados na figura 7. 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 7 - Quantificagdo de ATP Extracelular — Plasma
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Figura 7 : Efeitos do estresse de PM + IS e dos tratamentos com 6leo de Cannabis sativa de espectro completo
(1 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg) nos niveis de ATP extracelular em plasma de ratos Wistar. Os dados sdo
apresentados como média =+ erro padrdo da média (SEM).

5.3.2 Hidrolise de ATP, ADP e AMP - PBMC

Os efeitos da PM + IS e dos tratamentos com 6leo de C. sativa de espectro completo
(1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos parametros de hidrélise de ATP, ADP e AMP em
PBMCs estao ilustrados na Figura 8. A ANOVA de uma via revelou interagdo significativa
nos niveis de hidrélise de ATP, ADP e AMP entre os diferentes grupos experimentais. A
analise mostrou diferencas significativas na hidrolise de ATP entre os grupos (F = 17,35; p <
0,0001). O teste Holm-sidak revelou que o grupo tratado com 6leo de C. sativa de espectro
completo apresentou um aumento significativo na hidrolise de ATP quando comparado ao
grupo estresse salina (p < 0,0001). Similarmente, para a hidrolise de ADP, a ANOVA indicou
uma interacao significativa (F = 31,59; p < 0,0001). O grupo tratado com 6leo de C. sativa de

espectro completo também mostrou um aumento significativo na hidrolise de ADP em
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comparagdo ao grupo estresse salina (p < 0,0001). No caso da hidrolise de AMP, a ANOVA
revelou uma interacao significativa entre os grupos (F = 10,82; p < 0,0001). O teste Holm-
sidak revelou que o grupo tratado com 6leo de C. sativa de espectro completo apresentou um
aumento significativo na hidrolise de AMP comparado ao grupo estresse salina (p < 0,001).
Esses resultados sugerem que o tratamento com Oleo de C. sativa de espectro completo,
aumenta significativamente a atividade das ectonucleotidases, em hidrélise de ATP, ADP e
AMP em PBMCs de ratos, indicando um efeito modulador potencialmente benéfico do

conjunto CBD e THC em condigdes de estresse.

Figura 8 - Hidrolise de ATP, ADP e AMP - PBMCs
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Figura 8 - Hidrolise de ATP, ADP e AMP em PBMCs de ratos machos submetidos a estresse de PM + IS e dos
tratamentos com oleo de C. sativa de espectro completo (1 mg/kg) e escitalopram (10 mg/kg). A atividade da E-
NTPDasel foi medida pela hidrolise de ATP e ADP, enquanto a hidrolise de AMP mediu 5'-NT. Os dados sdo
apresentados como média = SEM. Analise 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 6leo de C. sativa de espectro completo em comparagio
ao grupo estresse salina. A significancia estatistica foi ****p < (0,0001. B: Observa-se um aumento significativo
na hidrolise de ADP nas PBMCs dos ratos tratados com 6leo de C. sativa de espectro completo em comparagio
ao grupo estresse salina. A significancia estatistica foi ****p < 0,0001. C: A hidrolise de AMP nas PBMCs foi
significativamente maior nos ratos tratados com Oleo EC C sativa em comparagdo ao grupo estresse salina. A
significancia estatistica foi ***p < 0,001.

5.4 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO
5.4.1 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Os efeitos da PM + IS e dos tratamentos com oleo de C. sativa de espectro completo

(1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos niveis séricos de MPO sdo ilustrados na Figura 9.
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A ANOVA de uma via revelou interagdes significativas nos niveis de MPO entre os
diferentes grupos experimentais (F=14,36; p< 0,0001). O teste Holm-sidak revelou que o
grupo estresse salina apresentou aumento significativo da atividade da MPO no plasma em
comparagdo ao grupo controle (p < 0,001), inferindo em maior atividade da MPO frente ao
estresse de PM+IS. Enquanto que o grupo estressado por PM+IS que recebeu tratamento com
oleo de C. sativa de espectro completo (p < 0,0001) foi capaz de reverter o efeito estressor da

PM+IS sobre a atividade da MPO.

Figura 9 - Atividade da MPO
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Figura 9 - Atividade da MPO no plasma. Efeitos do estresse de PM + IS e dos tratamentos com 6leo de Cannabis
sativa de espectro completo (1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos niveis séricos de mieloperoxidase (MPO).
Os dados sdo apresentados 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.

5.4.2 Atividade de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Os efeitos da PM + IS e dos tratamentos com 6leo de C. sativa de espectro completo
(1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) nos niveis plasmaticos de TBARS sao ilustrados na
Figura 10. A ANOVA de uma via revelou interagdes significativas nos niveis de TBARS
entre os diferentes grupos experimentais. O teste Holm-sidak revelou que o grupo tratado
com 6leo de C. sativa de espectro completo apresentou diminui¢do significativa nos niveis de
TBARS quando comparado ao grupo estresse salina (F=4,197; p < 0,01). Assim, o grupo
estressado que recebeu tratamento com Oleo de C. sativa parece ter revertido o efeito da

PM+IS no estresse oxidativo.
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Figura 10 - Atividade de TBARS
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Figura 10 - Atividade de TBARS no plasma. Efeitos do estresse de PM + IS e dos tratamentos com 6leo de C.
sativa de espectro completo (1 mg/kg), e escitalopram (10 mg/kg) sobre os niveis de substincias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) no plasma. Os dados sdo apresentados 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.
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6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito do estresse na infancia sobre comportamentos
depressivos na vida adulta e marcadores do estresse oxidativo e sistema purinérgico no
plasma de ratos adultos jovens, assim como o efeito do tratamento do 6leo de C. sativa de
espectro completo sobre os comportamentos tipo depressivos e marcadores oxidativos e

sistema purinérgico.

6.1 COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO E PRIVACAO MATERNAL E
ISOLAMENTO SOCIAL

Evidéncias sugerem que a exposicdo a eventos estressantes durante os estagios
iniciais da vida tem impactos profundos e duradouros no desenvolvimento cerebral e no
comportamento, elevando o risco de desenvolver transtornos de humor, como o (TDM)
(Anacker et al., 2014; Heim et al., 2010; Kessler et al., 2010; Lupien et al., 2009; Norman et
al., 2012). Em modelos animais, a privagdo maternal (PM) é capaz de simular o estresse
cronico precoce, semelhante ao vivido em situagdes de abandono, abuso e negligéncia (Nishi,
2020). Nesse contexto, os achados atuais indicam que a PM pode induzir comportamentos

semelhantes aos depressivos em ratos machos adultos (Marais ef al., 2008; Vetulani, 2013).

Em roedores, a auséncia de interagdo social, especialmente durante periodos criticos
do desenvolvimento, pode resultar em alteragdes comportamentais e neurobioldgicas que se
assemelham aos sintomas do TDM em humanos. Ratos privados de interagdo social exibem
uma resposta exacerbada ao estresse, incluindo niveis elevados de corticosterona, o
equivalente ao cortisol humano. Isso sugere uma hiperatividade do eixo HPA, que ¢

frequentemente associado ao TDM (Lukkes, 2009).

Os resultados obtidos corroboram com pesquisas anteriores que demonstraram que a
privacao maternal (PM) e o isolamento social (IS) induzem comportamentos semelhantes aos
do TDM em animais submetidos a essas condic¢des. Isso ¢ evidenciado pelo aumento do

tempo de imobilidade no teste de natagdo forgada (TNF) em comparagdo com os animais
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controle. O aumento no tempo de imobilidade no TNF reflete uma falha na persisténcia do
comportamento de fuga, uma alteragdo frequentemente associada a fisiopatologia do TDM
(Cryan; Holmes, 2005; Cryan; Markou; Lucki, 2002). Este aumento do tempo de imobilidade
no TNF ja foi descrito em estudos anteriores que avaliaram ratos machos submetidos a PM e

IS (Aisa et al., 2007; El Khoury et al., 2006; Lambas-Seiias et al., 2009).

O TNF ¢ amplamente empregado para avaliar comportamentos tipo depressivos em
animais submetidos a estresse cronico e efeitos de farmacos e outras estratégias que possam
interferir nos comportamentos. Neste teste ¢ analisada a resposta comportamental dos animais
diante de uma situagdo extremamente estressante e inescapavel, observando se os animais
continuam tentando escapar ou adotam uma estratégia passiva de espera (Hoffman, 2016). No
contexto do TNF, os comportamentos de desamparo comportamental sdo similares a alguns
comportamentos que emergem da depressdo em humanos (Caspi et al., 2003; Doron et al.,
2014; Kaufman et al., 2006). Além disso, o tratamento farmacologico com antidepressivos,
especialmente os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs), tém demonstrado
eficacia na reducdo da imobilidade no TNF (Bogdanova et al., 2013; Cryan; Holmes, 2005;
Detke; Lucki, 1995; Révéréc; Bouvard; Stinus, 2002; Steiner et al., 2014). A diminuicao da
imobilidade apds tratamento agudo com antidepressivos apoia o uso do TNF como uma
ferramenta rapida para a triagem de compostos com potencial atividade antidepressiva

(Hoffman, 2016).

No teste de campo aberto, a atividade locomotora foi utilizada como um importante
indicador dos efeitos sedativos dos tratamentos, conforme descrito por Katz, Roth e Carroll
(1981). Os dados obtidos demonstram que os tratamentos farmacologicos ndo provocaram
modificagdes nos parametros de mobilidade durante o teste. Dessa forma, nao ha evidéncias
de que as drogas administradas tenham causado um efeito sedativo significativo capaz de

influenciar a mobilidade dos modelos animais.
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6.2 EFEITOS DO TRATAMENTO SOBRE O COMPORTAMENTO DO TIPO
DEPRESSIVO EM RATOS QUE SOFRERAM PRIVACAO MATERNAL E
ISOLAMENTO SOCIAL

Os tratamentos com oOleo de C. sativa de espectro completo e escitalopram
demonstraram significativa reducao no tempo de imobilidade no TNF em ratos submetidos a
PM+IS. Esses resultados indicam que tanto o 6leo de C. sativa de espectro completo quanto o
escitalopram sdo capazes de reverter o comportamento tipo depressivo induzido pela PM+IS.
O escitalopram foi utilizado como controle positivo, sendo um antidepressivo da classe dos
inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS) conhecido por atuar de maneira
positiva em diversos mecanismos biologicos relevantes para a prote¢do neuronal e redugdo da
inflamacdo. Este tratamento reverteu o comportamento tipo depressivo observado nos animais
submetidos a PM+IS no TNF, corroborando estudos anteriores (Dionisie et al., 2021; Seo;

Lee; Park, 2019).

No contexto do potencial terapéutico da C. sativa, o grupo tratado com o 6leo de
espectro completo também exibiu menor imobilidade no TNF. Esses resultados sao
condizentes com estudos anteriores que investigaram o canabidiol em modelos animais de
depressdo, nos quais o tratamento demonstrou redu¢do no tempo de imobilidade e aumento no

tempo de natacdo no TNF (Réus ef al., 2011).

A redugdo do tempo de imobilidade observada no TNF no grupo tratado com C.
sativa sugere que esta planta e seus canabindides possuem potencial efeito antidepressivo.
Estudos adicionais tém explorado os efeitos neuroprotetores e antidepressivos, bem como o
potencial aumento do desempenho cognitivo associado ao tratamento com o6leo de C. sativa,
tanto de espectro completo quanto com canabinoides isolados (Cryan; Markou; Lucki, 2002;

Bhunia et al., 2022).

Em relacdo ao tempo de escalada no TNF, os tratamentos com 6leo de C. sativa de
espectro completo e escitalopram demonstraram aumento significativo no tempo de escalada

no TNF em ratos submetidos a PM+IS. Pesquisas sugerem que o aumento do tempo de
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escalada esta associado a um efeito positivo no sistema noradrenérgico dos animais (Detke;
Johnson; Lucki, 1997). Para corroborar essa constatacdo, um estudo investigou o papel da
serotonina na mediagdo de comportamentos ativos no TNF apos o tratamento com dois
medicamentos antidepressivos, o inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina, a fluoxetina e
o inibidor seletivo da recaptacdo da norepinefrina, a desipramina. Os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina aumentaram o tempo de natagdo, enquanto as drogas que atuam
principalmente para aumentar os niveis extracelulares de norepinefrina ou dopamina
aumentaram o tempo de escalada (Page et al., 1999). Nesse sentido, os beneficios observados
da C. sativa no TNF podem ser atribuidos a sua potencial modulacdo positiva do sistema

noradrenérgico.

Outro resultado avaliado no TNF ¢ o tempo de natagdo. O grupo estresse salina
apresentou diminui¢do do tempo de natagdo em relagdo ao grupo controle. O grupo PM+IS
tratado com o6leo de C. sativa de espectro completo apresentou maior tempo de natacao
quando comparado ao grupo submetido a PM+IS. O aumento do tempo de natacdo e a
reducdo do tempo de imobilidade no teste de nado forgado estdo associados a ativagdo do
sistema serotoninérgico € ao aumento da concentragdo de serotonina na fenda sinaptica
(Abdul Aziz et al, 2020; Dias Elpo Zomkowski et al, 2004). De maneira semelhante,
tratamentos com antidepressivos classicos que modulam o sistema serotoninérgico tém sido
observados reduzindo o tempo de imobilidade e aumentando o tempo de natacdo (Detke;
Johnson; Lucki, 1997; Kriigel et al., 2013). Outros estudos apontam demais mecanismos que
aumentam a biodisponibilidade de serotonina na fenda sindptica, conforme descrevem
Khanzode et al., 2003, ao apontarem o papel de antioxidantes na diminui¢do da recaptagdo de
5-HT. Paralelamente, as propriedades antioxidantes da C. sativa tém sido extensivamente

estudadas.

Com base nos resultados do TNF, foi observado que o tratamento com o6leo de C.

sativa de espectro completo foi capaz de reverter comportamentos do tipo depressivo
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induzidos pela privagdo maternal e isolamento social em ratos adultos machos. Esses efeitos

podem estar relacionados ao potencial neuroprotetor do fitofarmaco administrado.

6.3 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL E ISOLAMENTO SOCIAL E
TRATAMENTO SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO

Os niveis de MPO aumentaram significativamente nos animais submetidos a PM+IS
em compara¢do com o grupo controle, indicando maior atividade da MPO em resposta ao
estresse cronico. O estresse oxidativo, associado a fisiopatologia do TDM, foi intensificado
nesses animais. Em apoio a esses resultados, o estudo de Bertollo ez al. (2024) evidenciou que
a exposi¢do a condi¢des de estresse cronico também leva a um aumento significativo nos
niveis de MPO e acentua a resposta inflamatéria, reforcando a conexdo entre estresse

oxidativo e disfun¢ao associada ao TDM.

No que se refere aos niveis de TBARS, embora ndo tenha sido encontrada uma
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo estresse salina e o grupo controle, foi
observada uma tendéncia de aumento nos niveis de TBARS no grupo estresse salina. Essa
tendéncia sugere que o estresse cronico pode contribuir para um aumento na peroxidacao
lipidica, ainda que a variabilidade individual ou o tamanho da amostra possam ter limitado a

capacidade de detectar uma diferenca estatisticamente significativa.

O tratamento com o6leo de C. sativa de espectro completo foi eficaz em reverter o
aumento da atividade da MPO induzido pelo estresse de PM e IS. Especificamente, o 6leo de
C. sativa normalizou os niveis de MPO (p < 0,0001). Além disso, esse tratamento resultou em
uma reducao estatisticamente significativa nos niveis de TBARS em comparacao com o grupo
estresse salina (p < 0,01), evidenciando uma diminui¢do na peroxidagdo lipidica e sugerindo

que o oleo de C. sativa pode mitigar os danos oxidativos associados ao estresse cronico.

E relevante notar que a literatura atual ndo apresenta estudos especificos sobre o
impacto do dleo de C. sativa ou seus canabinoides na atividade da MPO. Esta lacuna destaca

a originalidade dos nossos achados, que fornecem novas evidéncias sobre a modulagdo da
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atividade da MPO e a peroxidacdo lipidica pelo dleo de C. sativa de espectro completo.
Embora a literatura seja rica em informagdes sobre o potencial antioxidante dos canabinoides,
como CBD e THC, que tém sido associados a neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e a modulacdo da atividade de enzimas antioxidantes enddgenas como superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (Pagano ef al, 2023), nao ha dados
especificos sobre a interagao desses compostos com a MPO. Assim, nossos resultados nao
apenas corroboram a literatura existente sobre os efeitos antioxidantes dos canabinoides, mas
também introduzem novos dados que ampliam a compreensao do papel do 6leo de C. sativa

na protecdo contra o estresse oxidativo associado ao estresse cronico.

Estudos pré-clinicos utilizando modelos animais de estresse cronico, como a
privacdo maternal e o isolamento social, apoiam essas associagdes ao revelar modificagdes
significativas na funcdo do eixo HPA e na neuroinflamacdo. Esses estudos mostram um
aumento nos niveis de marcadores de estresse oxidativo e uma diminui¢do das defesas
antioxidantes, semelhantes as observadas em humanos com TDM (Bertollo et al, 2024).
Esses achados estdo alinhados com a metanalise de Palta et al. (2014) ja havia demonstrado
um aumento do estresse oxidativo e uma redugdo das defesas antioxidantes em pacientes com
TDM, refor¢ando a relagdo entre o estresse cronico e o aumento da peroxidagdo lipidica. De
forma congruente, nossos dados mostram uma tendéncia elevada nos niveis de TBARS,
sugerindo que o estresse cronico pode induzir um ambiente pré-oxidante. Esses achados
reforgam a ideia de que a disfun¢do oxidativa associada ao estresse cronico ¢ um fator

relevante na patogénese do TDM.

A acdo antioxidante dos compostos bioativos presentes na C. sativa pode ser
atribuida a multiplos mecanismos. Os canabinoides podem atuar como varredores de radicais
livres, neutralizando ROS e protegendo as células de danos oxidativos (Pagano ef al., 2023).
Além disso, modulam a atividade de enzimas antioxidantes enddgenas, aumentando a

capacidade das células de combater o estresse oxidativo. Isso ¢ particularmente relevante no
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contexto do TDM, onde o estresse oxidativo contribui para a patogénese e progressao da

doenca (Maes et al., 2011).

Os resultados deste estudo fornecem evidéncias convincentes sobre os efeitos
deletérios da privagdo maternal combinada com o isolamento social em modelos animais,
assim como os beneficios terapéuticos do dleo de C. sativa de espectro completo e do
escitalopram. O 6leo de C. sativa mostrou potencial terapéutico no tratamento de transtornos
depressivos relacionados ao estresse cronico, atenuando comportamentos tipo depressivo em
modelos animais. A capacidade de reverter o estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos

subjacentes ao efeito antidepressivo observado.

6.4 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNAL E ISOLAMENTO SOCIAL E
TRATAMENTO SOBRE O SISTEMA PURINERGICO

Este estudo também investigou os efeitos do estresse combinado com o tratamento
de 6leo de C. sativa de espectro completo e escitalopram nos niveis de ATP extracelular e na
hidrélise de nucleotideos em modelos animais submetidos a privagdo maternal (PM) e
isolamento social (IS). A andlise dos niveis de ATP extracelular no plasma nio revelou
diferenca estatistica entre os grupos experimentais. Apesar de uma tendéncia de aumento nos
niveis de ATP extracelular no grupo estresse salina em comparagdo com o controle, esta

alteracdo ndo foi suficiente para alcancar significancia estatistica.

A ativagdo dos receptores CB2 pelos canabinoides desempenha um papel crucial na
modulagdo da liberagdo de ATP durante processos inflamatorios e de estresse celular. Os
receptores CB2 sdo expressos em cé€lulas do sistema imunologico, como mondcitos,
macrdfagos e células T, onde sua ativagdo pode ocorrer em resposta a estimulos inflamatorios
(Simard et al, 2022). Durante estados inflamatdrios, as células imunes frequentemente
liberam ATP como um mediador de sinalizacao purinérgica. O ATP extracelular atua como
um sinal de perigo (DAMP), alertando outras células para a presenga de danos ou infecgao
(D1 Virgilio; Sarti; Coutinho-Silva, 2020). No entanto, a ativagdo dos receptores CB2 pelos

canabindides pode reduzir essa liberacdo de ATP (Haj-Mirzaian et al., 2019).
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Canabindides como o CBD, ao se ligarem aos receptores CB2, iniciam uma cascata de
sinalizagdo que inibe a exocitose de vesiculas contendo ATP. Isso ocorre, em parte, pela
inibicao da adenilato ciclase e pela ativagdo de canais de potdssio dependentes de célcio, que
regulam a secre¢do de ATP. Além da inibi¢do da adenilato ciclase, a ativagdo dos receptores
CB2 pode resultar na abertura de canais de potassio dependentes de céalcio na membrana
celular. Esses canais sdo sensiveis a concentragdo intracelular de célcio e regulam o fluxo de
potassio através da membrana. A abertura desses canais hiperpolariza a membrana celular e
reduz a excitabilidade da célula, além de influenciar a secre¢ao de ATP. Portanto, a ativagao
dos receptores CB2 pelos canabinodides nao apenas modula a resposta imunoldgica através da
regulacao direta da liberacdo de ATP, mas também representa um mecanismo potencial para o
controle da inflamagdo em condig¢des patologicas onde a resposta imune exacerbada pode

contribuir para o dano tecidual e a progressdo da doenga (Condie et al., 1996).

Em relacao a hidrolise de nucleotideos, o grupo tratado com o 6leo aumentou a
hidrélise significativamente comparado ao grupo estresse salina. Esses achados sugerem que
o 6leo de C. sativa de espectro completo pode aumentar a atividade das ectonucleotidases,
como NTPDasel/CD39 e CD73, que sdo responsaveis pela clivagem de nucleotideos e pela

modulagdo das respostas inflamatorias.

A sinalizag@o purinérgica, mediada pela hidrolise de nucleotideos, desempenha um
papel crucial na regulagdo das respostas inflamatoérias. A enzima NTPDasel/CD39 cliva o
ATP a ADP ¢ o ADP em AMP, enquanto a ecto-5'-nucleotidase CD73 converte AMP em
adenosina. A adenosina, por sua vez, exerce efeitos anti-inflamatorios ao se ligar aos
receptores P1, reduzindo a inflamacao (Antonioli et al., 2013). Em nosso estudo, observou-se
um aumento na hidrélise de ATP, ADP e AMP nos grupos tratados com 6leo de C. sativa de
espectro completo, sugerindo uma modulacao favoravel do ambiente inflamatdrio. Esse efeito
estd em consondncia com a literatura existente, que aponta que a adenosina pode exercer

efeitos antidepressivos ao reduzir a inflamagdo e melhorar a neuroquimica (Wang et al.,



57

2023). Portanto, os resultados indicam que o 6leo de C. sativa pode oferecer beneficios

terapéuticos significativos ao reduzir a inflamag¢ao e promover efeitos antidepressivos.

O efeito anti-inflamatéorio do CBD tem sido amplamente investigado,
proporcionando uma visdo detalhada sobre seu potencial terapéutico. Evidéncias demonstram
que o CBD pode influenciar a fung¢ao dos receptores A2A através de varios mecanismos. Um
dos modos de agdo propostos ¢ a capacidade do CBD de aumentar os niveis extracelulares de
adenosina ao inibir a enzima adenosina desaminase, que degrada a adenosina. Esse aumento
na concentragdo de adenosina pode levar a uma maior ativacdo dos receptores A2A,
amplificando seus efeitos anti-inflamatorios (Mecha et al., 2013).

A formacgdo de heterdmeros entre os receptores A2A e outros tipos de receptores,
como os canabinoides CB1 e CB2, pode ser modulada pela presenga do CBD. Heterdmeros
sdo complexos formados pela unido de dois ou mais tipos diferentes de receptores, que juntos
podem exibir propriedades farmacologicas unicas, diferentes das propriedades dos receptores
individuais. Por exemplo, a interacdo entre os receptores A2A e CB1 pode influenciar a
modulagdo da neurotransmissdo dopaminérgica, relevante em varias condi¢cdes neurologicas e

psiquiatricas (Aso et al., 2019).

A formagdo de heteromeros A2A-CB1 ou A2A-CB2 pode resultar em efeitos
sinérgicos ou antagdénicos na sinalizagcdo celular. A presenga do CBD pode favorecer a
formacao desses heteromeros, modificando a resposta celular aos estimulos inflamatérios. Por
exemplo, a ativagao conjunta dos receptores A2A ¢ CB2 em células imunoldgicas pode
potencializar a resposta anti-inflamatoria, promovendo a resolu¢do da inflama¢do de maneira

mais eficaz do que a ativagdo de cada receptor individualmente (Mecha et al., 2013).

Adicionalmente, diversos estudos tém demonstrado que o CBD pode inibir a
ativagdo do inflamassoma NLRP3, um complexo proteico envolvido em respostas
inflamatérias agudas e em varias doencgas crdnicas, incluindo transtornos neuropsiquiatricos

como a depressdo. A ativagdao do inflamassoma NLRP3 leva a liberacdo de citocinas pro-
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inflamatorias, como IL-1B e IL-18, que podem atravessar a barreira hematoencefélica e

desencadear processos neuroinflamatorios (Zhan et al., 2023).

Além disso, a adenosina exerce efeitos anti-inflamatérios através dos receptores
A2A, também podendo inibir a ativagdo do inflamassoma NLRP3 e modulando a resposta
inflamatéria. O aumento dos niveis de adenosina, mediado pela atividade das
ectonucleotidases que convertem ATP em adenosina, promove um ambiente anti-

inflamatorio, sinergizando com os efeitos do CBD (Hasko et al., 2008).

Assim, tanto o CBD quanto a adenosina atuam em vias complementares para
suprimir a ativagao do inflamassoma NLRP3 e, consequentemente, reduzir a inflamacao. Esta
interacao destaca o potencial terapéutico do CBD e da adenosina na modulacao de respostas
inflamatoérias exacerbadas, contribuindo para a prevencdo de danos teciduais e a progressao de

doengas inflamatdrias e a inflamagao subjacente a transtornos psiquiatricos.

Atualmente, a literatura cientifica carece de estudos especificos que investiguem
como Cannabis sativa e seus canabinoides, de forma geral, influenciam a atividade das
ectonucleotidases, como NTPDasel/CD39 e CD73, que sdo essenciais para a regulagdo do
sistema purinérgico. Essas ectonucleotidases desempenham papéis cruciais na hidrolise de
nucleotideos ¢ na modulacdo da resposta inflamatoria, afetando o equilibrio redox e a
homeostase celular em diversos contextos patologicos. A auséncia de investigacdes focadas
nessa interagdo sublinha a originalidade e a relevancia dos nossos achados. Este estudo
fornece novas evidéncias sobre como o 6leo de C. sativa de espectro completo pode impactar
a atividade das ectonucleotidases, promovendo uma regulacdo mais eficaz da resposta
inflamatoria e do estresse oxidativo. Ao demonstrar o efeito do o6leo de C. sativa na
modulagdo do sistema purinérgico, nossos resultados destacam o potencial dos canabinoides
como alvos terapéuticos inovadores. Esta descoberta abre novas possibilidades para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas a modulagdo do sistema purinérgico
em condig¢Oes inflamatorias e estressantes, reforcando a importancia do estudo continuo nesta

area para futuras aplicagoes clinicas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os achados deste estudo sugerem que o estresse decorrente da PM+IS nos primeiros
dias de vida induz comportamentos do tipo depressivo na vida adulta. Animais submetidos a
PM+IS sem tratamento apresentaram maiores tempos de imobilidade no TNF em comparagao
aos demais grupos, corroborando a hipdtese de que o estresse precoce tem um impacto
duradouro no comportamento. Esses animais também apresentaram um aumento significativo
na atividade dos biomarcadores de estresse oxidativo, como a MPO, em comparacdo com o

grupo controle.

Os tratamentos com 6leo de C. sativa de espectro completo e escitalopram induziram
uma reducdo significativa no tempo de imobilidade no TNF em ratos submetidos a PM+IS,
corroborando outros estudos que demonstraram o efeito desses compostos em reverter
comportamentos do tipo depressivo induzidos pelo estresse precoce. O escitalopram, um
antidepressivo da classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), atuou
como controle positivo e confirmou seu efeito na reversdo ou redugdo dos sintomas
depressivos. O 6leo de C. sativa de espectro completo mostrou-se igualmente eficaz, o que

pode ser atribuido as suas propriedades neuroprotetoras e antioxidantes.

O aumento da atividade da MPO observado nos animais submetidos a PM+IS indica
que o estresse precoce intensifica o estresse oxidativo. O tratamento com 6leo de C. sativa de
espectro completo foi eficaz em reverter esse aumento, normalizando os niveis de MPO. Isso
sugere que esse tratamento possui propriedades antioxidantes significativas, capazes de

modular o estresse oxidativo associado ao estresse precoce.

Em relagdo ao sistema purinérgico, a andlise dos niveis de ATP extracelular no
plasma ndo revelou diferenca estatistica entre os grupos experimentais, apesar de uma
tendéncia de aumento nos niveis de ATP extracelular no grupo estresse salina em comparacao
com o controle. Entretanto, o grupo tratado com 6leo de C. sativa demonstrou uma modulagdo
positiva da atividade das ectonucleotidases, como NTPDasel1/CD39 e CD73, sugerindo uma

potencial acdo anti-inflamatoria.
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Esses resultados fornecem evidéncias convincentes dos efeitos deletérios da privacao
maternal combinada com o isolamento social em modelos animais, bem como dos beneficios
terapéuticos do o6leo de C. sativa de espectro completo. O 6leo de C. sativa mostrou um
potencial terapéutico promissor no tratamento de transtornos depressivos relacionados ao
estresse cronico, atenuando comportamentos do tipo depressivo em modelos animais e

revertendo o estresse oxidativo.

Dessa forma, o 6leo de C. sativa de espectro completo emerge como uma alternativa
terapéutica potencialmente eficaz e segura para o tratamento de transtornos depressivos, com
efeitos benéficos que podem ser atribuidos as suas propriedades neuroprotetoras e
antioxidantes. Estudos futuros sdo necessdrios para elucidar os mecanismos subjacentes a

esses efeitos e para explorar seu potencial clinico em seres humanos.
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