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RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é uma condigao psiquiatrica multifatorial e
altamente prevalente, associada a importante impacto na qualidade de vida e na
saude publica. Entre os fatores de risco mais relevantes para o desenvolvimento de
transtornos depressivos destaca-se a exposi¢ao a estressores em periodos criticos
do desenvolvimento, como a infancia e a adolescéncia, capazes de promover
alteragcdes neurobioldgicas persistentes. Evidéncias indicam que processos
neuroinflamatdrios, incluindo a participacdo de citocinas pro-inflamatérias como a
interleucina 6 (IL-6), podem estar envolvidos na fisiopatologia dessas alteragdes.
Nesse contexto, compostos derivados de Cannabis sativa, como o canabidiol (CBD),
tém despertado interesse devido ao seu potencial terapéutico, especialmente por suas
propriedades antidepressivas e imunomoduladoras. Dessa forma, este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da exposi¢cao sequencial a privagao maternal (PM)
nos primeiros dias de vida e ao isolamento social (IS) na adolescéncia sobre o
comportamento do tipo depressivo e os niveis de IL-6 na amigdala de ratos machos
Wistar adultos, bem como investigar os efeitos do tratamento com éleo de CBD,
comparativamente ao escitalopram. O comportamento do tipo depressivo foi avaliado
por meio do teste de borrifacao de sacarose no dorso (splash test), enquanto os niveis
de IL-6 foram determinados por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados
indicaram que a exposicdo ao protocolo de estresse precoce reduziu
significativamente o tempo de lambidas (grooming), indicando alteragdes
comportamentais compativeis com comportamento do tipo depressivo. Os
tratamentos com CBD e escitalopram promoveram melhora significativa desse
comportamento. Em relagdo a analise neuroinflamatéria, ndo foram observadas
diferengas significativas nos niveis de IL-6 entre os grupos controle e estresse.
Entretanto, o tratamento com CBD promoveu reducao significativa dessa citocina na
amigdala, efeito ndo observado com escitalopram. Os achados sugerem que a
exposicao sequencial a PM e ao IS induz modificagdes comportamentais associadas
a fendtipos depressivos em ratos machos Wistar adultos. Além disso, o CBD
demonstrou potencial efeito terapéutico, promovendo melhora comportamental e
modulagdo de marcador inflamatdrio, sugerindo possivel agdo imunomoduladora em

modelos experimentais relacionados ao estresse precoce.
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ABSTRACT

Major Depressive Disorder is a multifactorial and highly prevalent psychiatric condition
associated with significant impacts on quality of life and public health. Among the most
relevant risk factors for the development of depressive disorders is exposure to
stressors during critical periods of development, such as childhood and adolescence,
which can promote persistent neurobiological alterations. Evidence indicates that
neuroinflammatory processes, including the involvement of pro-inflammatory cytokines
such as interleukin-6 (IL-6), may contribute to the pathophysiology of these alterations.
In this context, compounds derived from Cannabis sativa, such as cannabidiol (CBD),
have attracted growing interest due to their therapeutic potential, particularly because
of their antidepressant-like and immunomodulatory properties. Thus, this study aimed
to evaluate the effects of sequential exposure to maternal deprivation during the early
postnatal period and social isolation during adolescence on depressive-like behavior
and IL-6 levels in the amygdala of adult male Wistar rats, as well as the effects of
treatment with CBD oil compared with escitalopram. Depressive-like behavior was
assessed using the splash test, while IL-6 levels were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). The results demonstrated that exposure to the early-
life stress protocol significantly reduced grooming time, indicating behavioral
alterations compatible with depressive-like behavior. Treatment with both CBD and
escitalopram significantly improved this behavior. Regarding neuroinflammatory
analysis, no significant differences in IL-6 levels were observed between the control
and stress groups. However, CBD treatment significantly reduced IL-6 levels in the
amygdala, an effect not observed with escitalopram. These findings suggest that
sequential exposure to maternal deprivation and social isolation induces behavioral
alterations associated with depressive-like phenotypes in adult male Wistar rats. In
addition, CBD demonstrated potential therapeutic effects by improving behavior and
modulating an inflammatory marker, suggesting possible immunomodulatory action in

experimental models related to early-life stress.

Keywords: Major Depressive Disorder. Early-life stress. Cannabidiol.
Neuroinflammation. Amygdala.
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1 INTRODUGAO

Experiéncias adversas durante a infancia, como negligéncia, abandono e
exposicao a situagdes estressoras, sdo amplamente reconhecidas como importantes
fatores de risco para o desenvolvimento de transtornos mentais ao longo da vida,
especialmente transtornos do humor, com destaque para o Transtorno Depressivo
Maior (TDM) (Abate et al., 2025).

Durante periodos criticos do neurodesenvolvimento, incluindo os primeiros mil
dias de vida, a pré-adolescéncia e a adolescéncia inicial, o cérebro encontra-se
particularmente suscetivel a estimulos ambientais negativos, que podem
comprometer circuitos neurais envolvidos na regulagdo emocional, na resposta ao
estresse e na plasticidade sinaptica (Anda et al., 2006; Green et al., 2010; Heim et al.,
2008; McGowan; Kato, 2008; Maercker et al., 2022; Vitalis; Verney, 2026). A
exposicao prolongada ao estresse nesses periodos pode desencadear alteragbes
persistentes na expressao génica e na regulacao de sistemas neuroenddcrinos, como
o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), predispondo ao desenvolvimento de
transtornos depressivos na vida adulta (Mayer et al., 2020; Merkulov; Merkulova;
Bondar, 2017).

A persisténcia dessa desregulagdo neuroendocrina pode comprometer os
mecanismos fisioldgicos de retroalimentacdo negativa do eixo HHA, resultando em
um estado de hiperatividade sustentada e maior exposi¢do aos glicocorticoides,
especialmente o cortisol (Heim et al., 2008; Pariante; Lightman, 2008). Além dos
efeitos enddcrinos, essa desregulagao também repercute sobre a comunicacgao entre
os sistemas nervoso, enddécrino e imunoldgico, favorecendo a ativagao de vias
inflamatorias centrais e periféricas (Miller; Raison, 2016; Troubat et al., 2021). Nesse
contexto, evidéncias crescentes apontam a neuroinflamagédo como um importante
mecanismo envolvido na fisiopatologia dos transtornos depressivos, com destaque
para o aumento de citocinas proé-inflamatérias, como a interleucina-6 (IL-6),
frequentemente encontrada em niveis elevados em individuos com TDM (Kdhler et
al., 2017).

No sistema nervoso central (SNC), os efeitos da neuroinflamagédo podem
comprometer regides cerebrais envolvidas na regulagao emocional e na resposta ao
estresse, entre elas, a amigdala, estrutura central no processamento de emogdes

aversivas e na integracdo de respostas fisioldgicas e comportamentais frente a
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estimulos estressores (Janak; Tye, 2015; Ressler, 2010). Alteracbes funcionais e
estruturais nessa regiao tém sido associadas a fisiopatologia dos transtornos
depressivos, incluindo maior reatividade a estimulos emocionalmente negativos
(Drevets; Price; Furey, 2008; Hamilton et al., 2012). Nesse sentido, citocinas pré-
inflamatorias, como a IL-6, podem modular a atividade neuronal e interferir em
circuitos envolvidos no controle emocional, contribuindo para modificagbes
comportamentais compativeis com o fendtipo depressivo (Miller; Raison, 2016;
Troubat et al., 2021). Dessa forma, a investigagdo dos niveis de IL-6 na amigdala
representa uma abordagem relevante para compreender mecanismos
neurobioldgicos associados aos efeitos do estresse sobre o comportamento
depressivo.

Para a investigacao translacional das bases neurobiologicas envolvidas na
relacdo entre estresse e transtornos depressivos, modelos animais tém sido
amplamente utilizados. A privagdo maternal (PM) em roedores neonatos, seguida de
isolamento social (IS) na adolescéncia, constitui um protocolo validado de estresse
precoce capaz de reproduzir aspectos comportamentais e neurobiolégicos
observados em humanos expostos a adversidades precoces (Ignacio et al., 2017;
Djordjevic et al., 2012).

Estudos demonstram que animais submetidos a esse modelo apresentam
alteracbes comportamentais compativeis com fendtipo depressivo, além de
modificagdes neuroenddocrinas e epigenéticas semelhantes as observadas nos
quadros de TDM. Entre essas, destacam-se prejuizos em comportamentos
relacionados a motivacédo e ao autocuidado, os quais podem ser avaliados por meio
de testes comportamentais, como o teste de borrifagdo de sacarose no dorso (splash
test), amplamente empregado na investigacdo de comportamentos do tipo
depressivos em roedores (Talty; Murphy; Vandevord, 2025).

Considerando a complexidade dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos na
relacdo entre estresse e transtornos depressivos, mostra-se pertinente a busca por
alternativas farmacoldgicas com potencial para modular altera¢gdées neuroenddcrinas,
inflamatérias e comportamentais. Nesse contexto, o canabidiol (CBD), um dos
principais fitocanabinoides nao psicoativos derivados de Cannabis sativa, tem
despertado crescente interesse cientifico devido ao seu potencial terapéutico em

transtornos neuropsiquiatricos (Campos et al., 2016).
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Embora seus mecanismos de acgdo ainda nao estejam completamente
elucidados, evidéncias experimentais in vifro e in vivo sugerem propriedades
ansioliticas, antidepressivas, neuroprotetoras e anti-inflamatorias, além de interagao
com multiplos alvos moleculares envolvidos na modulacédo da resposta ao estresse,
da neurotransmissao e da regulagao emocional (Manzoni; Manduca; Trezza, 2025).
Essas caracteristicas tornam o CBD um composto promissor no contexto de
alteragdes comportamentais e neuroinflamatorias associadas a exposicdo ao
estresse.

Diante da evidéncia de que estressores em periodos criticos do
desenvolvimento podem induzir alteragbes neurobiologicas persistentes relacionadas
a fisiopatologia dos transtornos depressivos, torna-se relevante avaliar intervengdes
capazes de atenuar esses processos. Nesse sentido, o presente estudo avaliou, em
ratos machos adultos submetidos a PM no periodo neonatal e ao IS na adolescéncia,
o comportamento do tipo depressivo por meio do splash test e os niveis de IL-6 na
amigdala, bem como os efeitos do tratamento com o6leo de CBD sobre essas

alteracdes.
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2 JUSTIFICATIVA

O TDM é uma das condi¢des psiquiatricas mais prevalentes e incapacitantes
em todo o mundo, com impacto significativo na saude publica, produtividade e
qualidade de vida (World Health Organization, 2017; Malhi; Mann, 2018). Entre os
fatores associados a maior vulnerabilidade para transtornos depressivos, destaca-se
a exposicao a estressores em periodos criticos do desenvolvimento, amplamente
relacionada a alteragdes neurobioldgicas persistentes e maior risco para desfechos
psiquiatricos na vida adulta (Anda et al., 2006; Heim et al., 2008). Evidéncias indicam
que esses efeitos envolvem mecanismos complexos, incluindo a desregulagao do eixo
HHA e a ativagao de vias neuroinflamatdrias, com participacdo de mediadores pro-
inflamatdrios, como a IL-6, relacionados a alteragdes comportamentais do tipo
depressivo (Pariante; Lightman, 2008; Miller; Raison, 2016; Kohler et al., 2017).

Embora o CBD venha sendo amplamente investigado por seu potencial
terapéutico em transtornos neuropsiquiatricos, especialmente devido as suas
propriedades neuroprotetoras e anti-inflamatorias (Campos et al., 2016; Atalay;
Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2020), ainda sao limitadas as investigacbes que
avaliem, de forma integrada, seus efeitos sobre alteragcbes comportamentais e
marcadores neuroinflamatérios em modelos experimentais de exposi¢cao sequencial a
estressores durante o desenvolvimento. Dessa forma, este estudo justifica-se por
contribuir para a compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos vinculados a
exposicao ao estresse em fases criticas do desenvolvimento, bem como por investigar
o potencial modulador do 6leo de CBD sobre alteragdes comportamentais do tipo
depressivo e niveis de IL-6 na amigdala, ampliando o conhecimento sobre possiveis
estratégias terapéuticas para alteragées associadas ao estresse e aos transtornos

depressivos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com o6leo de canabidiol (CBD) sobre o
comportamento tipo depressivo e os niveis de interleucina-6 (IL-6) na amigdala de
ratos machos adultos submetidos a um modelo de estresse precoce induzido por

privagdo materna no periodo neonatal e isolamento social na adolescéncia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o comportamento do tipo depressivo em ratos machos adultos
submetidos a PM no periodo neonatal e ao IS na adolescéncia, por meio do splash
test;

- Determinar os niveis de IL-6 na amigdala de ratos machos adultos submetidos
a PM no periodo neonatal e ao IS na adolescéncia, por meio da técnica de ensaio
imunoenzimatico (ELISA);

- Investigar os efeitos do tratamento com 6leo de CBD sobre o comportamento
do tipo depressivo;

- Analisar os niveis de IL-6 induzidos pela exposi¢cdo sequencial a estressores

em diferentes fases do desenvolvimento.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 DEFINICAO E FISIOPATOLOGIA DO TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

O TDM corresponde a uma condicao psiquiatrica caracterizada por um conjunto
de alteragdes emocionais, cognitivas e fisicas que comprometem significativamente o
funcionamento do individuo. Entre suas manifestagdes centrais, destacam-se o humor
persistentemente deprimido e a redugao acentuada do interesse ou do prazer por
atividades previamente consideradas agradaveis (Marx et al., 2023). De acordo com
o DSM-5-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5% edigéo, texto
revisado), o diagnéstico de TDM é definido pela presenga de pelo menos cinco
sintomas concomitantes durante um periodo minimo de duas semanas, sendo
obrigatéria a presenca de humor deprimido ou anedonia, associados a sofrimento
clinicamente significativo ou prejuizo funcional, na auséncia de episodios atuais ou
prévios de mania ou hipomania (American Psychiatric Association, 2022). As
manifestagdes clinicas do TDM sao heterogéneas e podem incluir, ainda, fadiga,
prejuizos na concentragao, alteragdes do sono e do apetite, sentimentos de inutilidade
ou culpa excessiva, lentificagdo ou agitagdo psicomotora, além de pensamentos
recorrentes de morte (American Psychiatric Association, 2022; Marx et al., 2023).

Para além da sua complexidade sintomatoldgica, o TDM apresenta elevada
morbidade, frequentemente coexistindo com outras condigdes médicas e
psiquiatricas, além de contribuir para desfechos clinicos desfavoraveis, configurando-
se como uma condigado de importante carga clinica (Lam et al., 2024). Esse impacto
extrapola o ambito individual, refletindo-se significativamente na saude global. Dados
do Global Burden of Disease Study 2021 indicam que os transtornos depressivos
figuram entre as principais causas de incapacidade no mundo, ocupando a segunda
posicao em anos vividos com incapacidade em 2021, com aumento de 36,5% em
relagao a 2010 (The Lancet Psychiatry, 2024).

A etiologia do TDM é reconhecidamente multifatorial, resultante da interagcéo
entre fatores genéticos, bioldgicos, psicoldégicos e ambientais, que atuam de forma
integrada ao longo da vida do individuo. Entre os fatores de risco descritos, incluem-
se tanto elementos relativamente estaveis, como histérico familiar de depressao,
quanto fatores dindmicos, incluindo condigbes clinicas e psiquiatricas, adversidades
psicossociais e exposicao a estressores ao longo do ciclo da vida (Marx et al., 2023).
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Embora multiplos mecanismos estejam implicados na fisiopatologia do TDM, as
principais teorias incluem a hipétese monoaminérgica, que enfatiza a disfungcédo dos
sistemas serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico (Hirschfeld, 2000); a
hipétese neurotréfica, que destaca o papel do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) e da neuroplasticidade (Duman; Monteggia, 2006); e a hipotese
neuroenddcrina, centrada na desregulacao do eixo HHA (Pariante; Lightman, 2008).
Nas ultimas décadas, evidéncias crescentes apontam a disfungcdo neuroimune e a
neuroinflamagdo como componentes relevantes na fisiopatologia do transtorno
(Troubat et al., 2021; Miller; Raison, 2016), integrando-se as teorias anteriores.

Nesse contexto, individuos com TDM frequentemente apresentam alteragdes
inflamatorias periféricas e centrais, incluindo aumento de citocinas pré-inflamatérias
como IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1 beta (IL-13), capazes
de modular a neurotransmissao, a plasticidade sinaptica e a atividade de circuitos
cerebrais relacionados ao comportamento emocional (Koéhler et al., 2017; Felger;
Lotrich, 2013). Além disso, a interagao entre ativagéo inflamatdria, responsividade ao
estresse e desregulacdo do eixo HHA parece contribuir para a persisténcia das
alteragdes comportamentais e neurobioldgicas observadas no TDM (Troubat et al.,
2021; Marx et al., 2023).

4.2 ESTRESSE PRECOCE COMO FATOR DE RISCO PARA TRANSTORNO
DEPRESSIVO MAIOR

Experiéncias adversas nas fases iniciais da vida constituem importantes fatores
de risco para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos na vida adulta, incluindo
o TDM (Heim et al., 2008). O conceito de estresse precoce engloba exposi¢cdes
adversas ocorridas durante periodos criticos do desenvolvimento, como negligéncia,
abuso, separagao parental, privagcao de cuidados e outras formas de adversidades
ambientais, capazes de produzir impactos duradouros sobre a saude mental e o
funcionamento neurobiolégico do individuo (Nelson et al., 2020; Marx et al., 2023).

Ainfancia e a adolescéncia representam periodos particularmente sensiveis do
neurodesenvolvimento, caracterizados por elevada plasticidade cerebral e intensa
reorganizacao estrutural e funcional de circuitos neurais envolvidos na regulagao
emocional, na cogni¢cdo e na resposta ao estresse (Lupien et al.,, 2009; Teicher;

Samson, 2016). Adicionalmente, a exposi¢ao a eventos adversos pode interferir na
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maturacao adequada dessas redes neurais, promovendo alteragdes persistentes em
regides cerebrais como hipocampo, cértex pré-frontal e amigdala, estruturas
diretamente implicadas na fisiopatologia dos transtornos do humor (Cohodes et al.,
2021).

Além disso, Danese e McEwen (2012) descrevem que os efeitos do estresse
precoce nao se restringem ao periodo da exposi¢cado, podendo persistir ao longo da
vida por meio de um processo de incorporagéo bioldgica (biological embedding), no
qual experiéncias adversas modulam de forma duradoura sistemas fisioldgicos
centrais a adaptacgao ao estresse. Entre as principais alteragdes descritas, destacam-
se a hiperativacdo do HHA, alteragbes na sinalizagdo monoaminérgica,
comprometimento da neuroplasticidade, modificagbes epigenéticas incluindo
metilagdo do Acido Desoxirribonucleico (DNA) e alteragcdes em histonas (Takahashi;
Shelton, 2025), ativagao de vias neuroinflamatérias com aumento de citocinas pro-
inflamatoérias como IL-6 e proteina C-reativa (PCR) (Baumeister et al.,, 2016) e
modificagdes estruturais e funcionais em circuitos neurais envolvidos no
processamento emocional (Danese; McEwen, 2012; Bertollo et al., 2024). Essas
alteragdes neurobiolégicas podem aumentar a sensibilidade individual frente a
estressores subsequentes, reduzindo a capacidade adaptativa do organismo e
favorecendo maior vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos,
especialmente o TDM (Akil; Nestler, 2023).

Corroborando com essa perspectiva, a associagao entre trauma infantil e maior
risco para desenvolvimento de depressdo na vida adulta tem sido amplamente
descrita, com evidéncias de relagdo dose-resposta entre numero de adversidades e
gravidade do transtorno, sugerindo que experiéncias adversas precoces atuam néo
apenas como fatores precipitantes, mas também como moduladores duradouros da
suscetibilidade biolégica ao transtorno (Chapman et al., 2004; Malhi; Mann, 2018;
Teicher; Samson, 2016).

Embora evidéncias clinicas sustentem a associagcdo entre adversidades
precoces e maior vulnerabilidade ao TDM, limitagdes metodoldgicas inerentes aos
estudos em humanos dificultam a investigacdo causal dos mecanismos bioldgicos
subjacentes. Dessa forma, modelos animais constituem ferramentas fundamentais
para a investigacdo experimental dos efeitos do estresse precoce sobre alteragdes

comportamentais e neurobioldgicas associadas ao transtorno.
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4.3 MODELOS ANIMAIS DE COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO E SUA
RELEVANCIA TRANSLACIONAL

Em estudos pré-clinicos, o termo “comportamento do tipo depressivo” é mais
apropriado do que “depressao” para descrever os fenotipos observados em modelos
animais. Isso se deve ao fato de que, embora tais modelos permitam avaliar
dimensdes comportamentais e neurobioldgicas relevantes para o TDM, como
anedonia, desamparo comportamental e alteracbes na responsividade a estimulos
recompensadores, eles ndo reproduzem integralmente a complexidade clinica do
transtorno em humanos, nem permitem acesso a componentes subjetivos centrais,
como desesperanga e ideagdao suicida. Assim, esses modelos devem ser
compreendidos como ferramentas experimentais voltadas a investigacdo de dominios
especificos da fisiopatologia depressiva, e ndo como equivalentes diretos do
transtorno em humanos (Krishnan; Nestler, 2008; Willner, 2017).

Apesar dessas limitagdes, modelos animais desempenham papel fundamental
na investigacdo dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos no TDM, uma vez que
permitem o controle rigoroso de variaveis ambientais e bioldgicas, bem como a analise
integrada de alteragbes comportamentais, moleculares e neuroanatdmicas em
contextos experimentalmente reproduziveis (Nestler; Hyman, 2010). Nesse sentido,
alteragbes observadas em modelos experimentais de estresse precoce apresentam
paralelos com achados clinicos descritos em humanos expostos a adversidades
precoces, apontando para processos fisiopatolégicos convergentes envolvidos no
aumento da vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos,
incluindo a depressao (Heim; Nemeroff, 2002).

Entre os paradigmas experimentais utilizados para reproduzir experiéncias
adversas durante periodos criticos do neurodesenvolvimento, destacam-se a PM e o
IS, modelos baseados na interrupgao ou restricdo de estimulos ambientais essenciais
a organizagao adequada de circuitos neurais envolvidos na resposta ao estresse, no
processamento afetivo e no comportamento adaptativo (Weiss; Wagner, 1998).

A PM consiste em um modelo amplamente empregado em protocolos de
estresse precoce. Esse paradigma busca reproduzir, em termos experimentais, a
privagao do cuidado materno durante um periodo critico do neurodesenvolvimento,
sendo considerado um estressor relevante com paralelos em situacbées humanas de

negligéncia, abandono ou exposicdo a ambientes adversos (Ignacio et al., 2017).
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Evidéncias indicam que a PM pode induzir alteragbes neurobiologicas persistentes,
incluindo modificagdes epigenéticas, comprometimento da neurogénese, prejuizos na
diferenciagcdo neuronal e reorganizagdo dos padrdes de conectividade sinaptica
(Bertollo, 2024; Stenz et al., 2018). Tais alteragbes podem favorecer a desregulagéo
de sistemas envolvidos na resposta ao estresse e na neuroinflamagao, mecanismos
reconhecidamente relacionados a fisiopatologia do transtorno depressivo (Calcia et
al., 2016; Troubat et al., 2021).

Outro protocolo amplamente utilizado € o IS, empregado para modelar o
estresse psicossocial decorrente da privagdo de interagdo social, fator
reconhecidamente relevante para a saude mental em humanos. A exposicao ao IS,
especialmente quando iniciada em fases precoces do desenvolvimento, tem sido
associada a alteragcdes comportamentais compativeis com fendtipos ansiosos e
depressivos, além de modificagdes neurobioldgicas envolvendo comprometimento da
plasticidade neuronal e ativagcao de vias inflamatérias relacionadas ao estresse (leraci;
Mallei; Popoli, 2016; Calcia et al., 2016).

De forma particularmente relevante, evidéncias sugerem que a exposi¢cao
combinada a multiplos estressores ao longo do desenvolvimento, como a associagao
entre PM e IS em ratos Wistar, pode potencializar os efeitos observados isoladamente,
resultando em maior comprometimento comportamental e maior desregulacdo de
sistemas fisioldgicos envolvidos na resposta ao estresse (Vargas et al., 2016).

Considerando a crescente evidéncia do envolvimento da neuroinflamacéo na
fisiopatologia do TDM, esses modelos apresentam importante relevancia
translacional, ao possibilitar a investigagdo de mecanismos neurobioldgicos
implicados no transtorno depressivo, incluindo alteragdes inflamatorias vinculadas a
circuitos neurais envolvidos na regulagdo emocional (Troubat et al., 2021). Nesse
contexto, a investigacao de biomarcadores como a IL-6 mostra-se particularmente
relevante para a compreensdo dos mecanismos subjacentes ao transtorno e para a

avaliagao pré-clinica de potenciais estratégias terapéuticas.

4.4 NEUROINFLAMAGCAO, INTERLEUCINA-6 E DISFUNGCAO DA AMIGDALA NA
FISIOPATOLOGIA DO TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

Nas ultimas décadas, a neuroinflamagdo emergiu como um componente

relevante na fisiopatologia do TDM. Evidéncias indicam aumento de marcadores
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inflamatorios periféricos e centrais, sugerindo a participagdo de mecanismos
imunoinflamatdrios na génese e manutengdo das alteragbes comportamentais e
neurobioldgicas observadas no TDM (Troubat et al., 2021; Marx et al., 2023).

Entre os mediadores inflamatérios implicados na fisiopatologia da depressao,
destaca-se a IL-6, uma citocina pleiotrépica com papel crucial na modulagdo da
resposta imune e inflamatéria. Além de suas fungdes periféricas classicas, a IL-6
participa ativamente da comunicagéo entre o sistema imune e o SNC (Dantzer et al.,
2008), podendo influenciar o cérebro por diferentes vias, incluindo transporte atraves
da barreira hematoencefalica (Felger; Lotrich, 2013; Haroon; Raison; Miller, 2012),
ativacao de aferéncias neurais periféricas (Dantzer et al., 2008) e indugado de redes
inflamatdrias centrais (Felger; Lotrich, 2013). Uma vez no SNC, esses sinais
inflamatorios podem modular sistemas neurotransmissores, plasticidade sinaptica e
circuitos neurais envolvidos no comportamento emocional (Dantzer et al., 2008;
Felger; Lotrich, 2013; Haroon; Raison; Miller, 2012; Ting; Yang; Tsai, 2020).

Estudos clinicos e pré-clinicos indicam que niveis elevados de IL-6 estédo
consistentemente associados ao TDM e a fendtipos comportamentais compativeis
com depressao em modelos animais (Felger; Lotrich, 2013; Ting; Yang; Tsai, 2020).
O aumento da atividade dessa citocina tem sido relacionado a hiperativagao do eixo
HHA, a desregulagdo da neurotransmissdo monoaminérgica e a alteragcbes em
mecanismos de neuroplasticidade, processos amplamente implicados na
fisiopatologia da depressao (Felger; Lotrich, 2013; Troubat et al., 2021; Ting; Yang;
Tsai, 2020). A inflamacdo parece modular dominios sintomaticos parcialmente
distintos por meio de seus efeitos sobre circuitos neurais especificos. Alteracbes em
redes relacionadas a saliéncia e a dor afetiva, como o cortex cingulado anterior e a
insula, bem como em circuitos de ameaga, especialmente a amigdala, estédo
associadas a sintomas de humor deprimido e ansiedade. Por sua vez, o
comprometimento hipocampal alinha-se com disfungdo cognitiva, enquanto vias
corticoestriatais de recompensa relacionam-se com anedonia e lentificagao
psicomotora (Akif; Kadir; Islam, 2026).

Além disso, a exposicao ao estresse, especialmente quando crdnica ou
ocorrida em periodos sensiveis do desenvolvimento, pode induzir aumento da
atividade inflamatdria sistémica e central. Niveis elevados de PCR, marcador
periférico de inflamacéao, tém sido associados a redug¢ao da conectividade funcional

entre a amigdala e o coértex pré-frontal em pacientes com TDM (Mehta et al., 2018).
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Paralelamente, o aumento da expressao de IL-6 reforga o papel da inflamagdo como
importante mediadora biolégica na interface entre estresse, neuroinflamagédo e
comportamento do tipo depressivo (Dantzer et al., 2008; Felger; Lotrich, 2013; Mehta
et al., 2018; Ting; Yang; Tsai, 2020; Troubat et al., 2021). Especificamente, a IL-6
exerce efeitos pleiotropicos no SNC por meio de mecanismos de sinalizagéo classica,
mediada pelo receptor de membrana IL-6R e de sinalizagao transsinal, mediada pelo
receptor soluvel sIL-6R. Ambas as vias convergem para a ativagao da cascata Janus
quinase/transdutores de sinal e ativadores de transcricao (JAK/STAT), resultando na
modulagao da transcricdo génica (Garcia-Juarez; Camacho-Morales, 2022). Embora
a sinalizacgao fisioldgica de IL-6 seja essencial para processos como neuroprotecao,
neurogénese e diferenciagdo neuronal, a ativagdo excessiva ou prolongada dessa via
pode favorecer desfechos pro-inflamatorios, a depender do contexto celular, da fonte
de producgao de IL-6, como micrdglias, astrocitos, neurénios ou células endoteliais, e
do equilibrio entre os mecanismos de ativacao e inibicao de seus receptores (Garcia-
Juarez; Camacho-Morales, 2022).

Entre as estruturas cerebrais envolvidas na fisiopatologia do TDM, a amigdala
ocupa posig¢ao central devido ao seu papel no processamento emocional, na resposta
ao estresse e na atribuigao de significado afetivo a estimulos ambientais. Trata-se de
uma estrutura limbica heterogénea composta por multiplos nucleos funcionalmente
distintos, com destaque para o complexo basolateral e o nucleo central. A amigdala
basolateral (BLA) desempenha papel fundamental na integracdo de informacdes
sensoriais e emocionais, participando do processamento de estimulos aversivos, da
aprendizagem emocional e da modulagao de comportamentos afetivos por meio de
extensas conexdes com o coértex pré-frontal e o hipocampo. Por sua vez, a amigdala
central (CeA) atua predominantemente como principal via de saida, coordenando
respostas autondmicas, neuroenddocrinas e comportamentais ao estresse, incluindo a
modulagao do eixo HHA (LeDoux, 2007; Herman et al., 2005; Drevets; Price; Furey,
2008; Janak; Tye, 2015).

Evidéncias clinicas e experimentais demonstram que mudancas estruturais e
funcionais na amigdala estao associadas ao TDM, incluindo hiperreatividade frente a
estimulos emocionais negativos e disfungdes em sua conectividade com regides
envolvidas no controle afetivo. Essas alteracbes podem contribuir para a persisténcia
de respostas emocionais disfuncionais caracteristicas do transtorno (Drevets; Price;
Furey, 2008; Ressler; Mayberg, 2007; Felger; Lotrich, 2013; Troubat et al., 2021).
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Nesse contexto, mecanismos neuroinflamatérios emergem como potenciais
moduladores dessas alteragdes. A ativagao inflamatdria central, particularmente por
meio do aumento da sinalizacdo mediada por IL-6, pode impactar circuitos limbicos
envolvidos na regulagdo emocional, modulando a responsividade da amigdala a
estimulos aversivos e contribuindo para a manutencdo de alteragdes afetivas
observadas no TDM (Felger; Lotrich, 2013; Troubat et al., 2021; Hakamata et al.,
2023).

Em nivel celular, a IL-6 pode comprometer a homeostase neuronal ao alterar a
neurotransmissdo glutamatérgica e GABAérgica por meio da interagdo entre
neurdnios e células gliais, promovendo desequilibrio entre excitagdo e inibicao
neuronal, condigdo que favorece a hiperreatividade amigdalar (Vezzani; Viviani, 2015;
Ting; Yang; Tsai, 2020; Hakamata et al., 2023). Além disso, a IL-6 liberada por
microglias ativadas tem sido implicada na indugé&o de apoptose astrocitaria por meio
da via IL-6/IL-6R, promovendo atrofia glial e comprometendo fungbes essenciais dos
astrocitos na homeostase sinaptica, como a recaptagao de glutamato e o suporte a
neurotransmissao inibitéria, resultando em prejuizo do equilibrio funcional dos
circuitos neurais (Shen et al., 2025; Vezzani; Viviani, 2015; Ting; Yang; Tsai, 2020).

Corroborando essa hipotese, evidéncias clinicas descritas por Hakamata et al.
(2023) indicam que alteragcdes no ritmo circadiano de secrecao da IL-6 também se
associam a disfungdes amigdalianas. Os autores demonstraram que a atenuagéo do
ritmo diurno da IL-6 esteve associada a hiporreatividade da BLA frente a estimulos de
medo e a presencga de sintomas depressivos, sendo essa relagdo modulada por
interacdes gene-estressor. Esses achados sugerem que nao apenas niveis elevados,
mas também alteragdes temporais na dindmica da IL-6 podem comprometer a funcéo
amigdalar e contribuir para a fisiopatologia do TDM.

Considerando que experiéncias adversas precoces podem promover
alteragbes persistentes em sistemas neuroenddcrinos e imunoinflamatorios, e que a
amigdala constitui uma estrutura central na integragéo entre a resposta ao estresse,
o0 processamento emocional e os circuitos neurais implicados na fisiopatologia do
TDM, a investigacao da expressao de |IL-6 nessa regido mostra-se pertinente para a
compreensao dos mecanismos neurobioldégicos que conectam o estresse precoce ao
desenvolvimento de comportamentos do tipo depressivo. Adicionalmente, a

identificacdo de compostos com propriedades anti-inflamatérias, neuroprotetoras e
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moduladoras de circuitos limbicos representa uma direcao terapéutica promissora

nesse contexto.

4.5 SISTEMA ENDOCANABINOIDE E CANABIDIOL NO TRANSTORNO
DEPRESSIVO MAIOR

O sistema endocanabinoide (SEC) consiste em um sistema neuromodulador
lipidico amplamente distribuido no organismo, composto principalmente pelos
receptores canabinoides tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2), seus ligantes endogenos -
anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) - e pelas enzimas responsaveis por
sua sintese e degradagao, com destaque para a hidrolase de amidas de acidos graxos
(FAAH) e a monoacilglicerol lipase (MAGL) (Hill et al., 2009; Morena et al., 2016;
Campos et al.,, 2016). No SNC, os receptores CB1 encontram-se amplamente
expressos, especialmente em regides envolvidas na regulagdo emocional e na
resposta ao estresse, como o coértex pré-frontal, o hipocampo, o hipotalamo e a
amigdala, onde modulam predominantemente a liberacdo pré-sinaptica de
neurotransmissores excitatorios e inibitérios. Os receptores CB2, embora
classicamente associados ao sistema imune periférico, também podem ser expressos
em células gliais e microgliais no SNC, particularmente em condigdes inflamatérias
(Hill et al., 2009; Morena et al., 2016). Em conjunto, o SEC desempenha um papel
fundamental na manutencdo da homeostase cerebral, participando da modulagao da
neurotransmissao, da plasticidade sinaptica, da neuroinflamacgao e do comportamento
emocional (Morena et al., 2016; Campos et al., 2016).

Além de sua participacdo na homeostase cerebral, evidéncias indicam que o
SEC desempenha um papel central na regulagéo da resposta fisioldgica ao estresse,
funcionando como importante modulador do eixo HHA (Hill et al., 2009; Morena et al.,
2016). Os endocanabindides sao sintetizados sob demanda em resposta a atividade
neuronal e atuam predominantemente como mensageiros retrogrados, ligando-se a
receptores CB1 localizados em terminais pré-sinapticos e reduzindo a liberagao de
neurotransmissores excitatérios e inibitérios. Por meio desse mecanismo, o SEC
modula a excitabilidade de circuitos neurais envolvidos no processamento do
estresse, incluindo o hipotalamo, a amigdala, o hipocampo e o cortex pré-frontal
(Morena et al., 2016; Hill et al., 2009).



29

Estudos demonstram que a reducado dos niveis de AEA esta associada a
ativacao inicial da resposta ao estresse e ao aumento da ansiedade, enquanto o
aumento da sinalizacdo mediada por 2-AG parece contribuir para o feedback
adaptativo e para a terminacdo da ativacdo do eixo HHA. Em contrapartida, a
exposi¢ao ao estresse cronico associa-se a reducéo da sinalizagdo endocanabindide
e a downregulation de receptores CB1 em diferentes regides cerebrais, favorecendo
maior vulnerabilidade a alteragbes emocionais persistentes (Morena et al., 2016; Hill
et al., 2009). Nesse viés, a modulagado farmacolégica do SEC emerge como uma
estratégia terapéutica potencialmente relevante.

Entre os fitocanabinoides derivados da C. sativa, destaca-se o CBD, um dos
principais compostos bioativos da planta, caracterizado pela auséncia de efeitos
psicotomiméticos e pelo crescente interesse cientifico em seu potencial terapéutico
em diferentes condi¢gdes neuropsiquiatricas (Campos et al., 2016; Atalay; Jarocka-
Karpowicz; Skrzydlewska, 2020). Estudos pré-clinicos e clinicos indicam que o CBD
apresenta amplo espectro farmacologico, incluindo propriedades ansioliticas,
antidepressivas, neuroprotetoras, imunomoduladoras e anti-inflamatdérias, atribuidas
a sua interacdo com multiplos alvos moleculares envolvidos na regulagdo da
neurotransmissao, da plasticidade sinaptica e da resposta inflamatéria (Campos et al.,
2016; Linge et al., 2016; Atalay; Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2020).

O CBD apresenta baixa afinidade direta pelos receptores canabindides
classicos CB1 e CB2, exercendo seus efeitos por mecanismos indiretos e
multifatoriais (Campos et al., 2016; Atalay; Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2020).
Entre esses mecanismos, destaca-se a modulagdo indireta do SEC por meio do
aumento da disponibilidade de AEA, possivelmente por interferéncia em sua
recaptagdo e/ou degradagdo mediada pela FAAH, favorecendo o aumento da
sinalizagdo endocanabinoide fisiolégica (Bisogno et al., 2001; Henson et al., 2021).
Além disso, evidéncias sugerem que o CBD pode atuar como modulador alostérico
negativo do receptor CB1, alterando sua responsividade a ativagdo por ligantes
endogenos ou exdgenos (Laprairie et al., 2015; Henson et al., 2021).

Para além de sua interacao com o SEC, o CBD apresenta perfil farmacoldgico
pleiotropico, interagindo com diferentes sistemas neurobioldgicos implicados na
regulacdo emocional e na resposta ao estresse. Entre esses alvos, destacam-se os
receptores de serotonina 1A (5-HT1A), associados a efeitos ansioliticos e

antidepressivos; os receptores de potencial transitério vaniloide 1 (TRPV1),
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relacionados a excitabilidade neuronal e a neuroplasticidade; e o receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y), envolvido em mecanismos anti-
inflamatorios e neuroprotetores (Campos et al., 2016; Linge et al.,, 2016; Atalay;
Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2020).

Evidéncias pré-clinicas tém demonstrado que o CBD apresenta efeitos
compativeis com perfil antidepressivo em diferentes modelos animais, incluindo
reversao de anedonia, reducdo de comportamentos de desamparo e melhora de
alteragdes comportamentais induzidas por estresse (Linge et al., 2016; Sales et al.,
2019; Campos et al., 2016). Esses efeitos parecem envolver multiplos mecanismos
neurobiolégicos, incluindo modulagdo da neurotransmissao serotoninérgica e
glutamatérgica, com participagado de 5-HT1A, além do favorecimento de processos
relacionados a neuroplasticidade, como aumento da sinalizagao do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) e da expressao de proteinas sinapticas (Linge et al.,
2016; Sales et al., 2018). Em conjunto, esses achados sugerem que o CBD pode
contribuir para a restauracao de altera¢des funcionais em circuitos neurais envolvidos
na regulagdo emocional, particularmente em regides limbicas e corticais
frequentemente implicadas na fisiopatologia do TDM.

Considerando a crescente evidéncia do envolvimento da neuroinflamacao,
particularmente de mediadores como a IL-6, na fisiopatologia do TDM, a capacidade
potencial do CBD de modular processos neurobiolégicos e inflamatorios, e a
relevancia da amigdala na regulagdo emocional e na resposta ao estresse, esse
composto desponta como potencial agente terapéutico no contexto do transtorno.
Nesse cenario, a investigacdo de seus efeitos sobre o comportamento do tipo
depressivo e sobre a expressdo de IL-6 na amigdala mostra-se relevante para a

compreensao de seus possiveis mecanismos de acao.
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5 METODOLOGIA

5.1 ASPECTOSETICOS

O presente estudo integra um projeto de pesquisa de maior abrangéncia,
previamente submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), sob o protocolo CEUA/UFFS n° 1974170225, em conformidade com as
normas vigentes para pesquisa com animais. O parecer de aprovagado encontra-se
apresentado no Anexo A.

As pesquisadoras envolvidas na execucgao deste estudo pré-clinico realizaram
um curso de capacitagdo em manejo de animais de laboratério, atendendo as
exigéncias para a realizagdo de pesquisas experimentais com modelos animais. Os
certificados de conclusdo encontram-se apresentados no Anexo B.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de modo a minimizar
o sofrimento dos animais, seguindo os principios dos 3Rs (Replacement, Reduction

and Refinement).

5.2 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério
Setorial da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapecd
(BIOCHUFFS). Os animais foram mantidos em ambiente controlado de temperatura
(22 £ 1 °C), umidade (55 + 5%) e ciclo claro-escuro de 12h, com acesso livre a agua
e racao padrao. Os animais foram alojados em grupos de 5 (cinco) animais por gaiola,
exceto aqueles submetidos ao protocolo de IS, que permaneceram individualizados

por 30 dias.

5.3 PROTOCOLO DE ESTRESSE PRECOCE

Para a inducdo de estresse precoce, foi utilizado um protocolo combinado de
PM e IS, previamente validado em modelos de depressdo em roedores (Ignacio et al.,
2017). Durante o periodo neonatal, nos 10 (dez) primeiros dias, os filhotes do grupo
experimental foram privados diariamente da mae por um periodo de 3 (trés) horas.

Durante esse tempo, os filhotes foram alocados em gaiolas termicamente controladas,
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sem contato com a mae ou outros estimulos externos. Os animais do grupo controle
nao foram submetidos a PM, permanecendo continuamente com suas maes na gaiola
original.

ApoOs esse periodo, o grupo experimental retornou ao convivio materno até o
21° (vigésimo primeiro) dia, quando ocorreu o desmame. A partir do 50°
(quinquagésimo) dia, foi aplicado o protocolo de IS, no qual os animais foram mantidos
em alojamento individual por 30 (trinta) dias consecutivos, a fim de simular auséncia
de suporte social durante a adolescéncia. Os animais do grupo controle ndo foram
submetidos a qualquer procedimento de estresse, permanecendo em alojamento

coletivo, em 5 (cinco) individuos por gaiola, durante todo o periodo experimental.
5.4 INTERVENCAO FARMACOLOGICA

Apos o término do IS, ou a partir do 80° dia no grupo controle, os animais foram
submetidos ao tratamento farmacoldgico crénico por 14 (catorze) dias consecutivos

(Figura 1). A administracao foi realizada por via oral, por gavagem, uma vez ao dia.

Figura 1 — Desenho experimental

Tratamentos farmacolégicos
e fitoterapicos

—
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Maternal Social Comportamentais

Fonte: Elaborado pelas autoras (2026).

Os animais foram distribuidos em grupos experimentais (n = 10 por grupo),

organizados de acordo com o histérico de estresse e o tipo de intervengao recebida.
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O tratamento consistiu na administragcao de 6leo de CBD. A dose utilizada foi
de 30 mg/kg, com base nos resultados da literatura cientifica (Shbiro et al., 2019).

Adicionalmente, foi incluido um grupo tratado com triglicerideos de cadeia
média (MCT), utilizado como veiculo e controle negativo do experimento, bem como
um grupo tratado com Escitalopram, um antidepressivo classico da classe dos
Inibidores Seletivos da Recaptagcdo de Serotonina (ISRS) (Patasz et al., 2016),
empregado como controle farmacolégico positivo, conforme descrito na literatura
(Farahbakhsh; Radahmadi, 2022; Firouzabadi et al., 2021; Grolli et al., 2023; Seo et
al., 2017).

5.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos em 4 (quatro) grupos experimentais, de
acordo com a exposicdo ao estresse precoce e o tratamento farmacologico
administrado (Tabela 1). S&o eles: sem estresse + MCT, utilizado como controle basal;
PM + IS + MCT (10 ml/kg), utilizado como controle negativo; PM + IS + escitalopram
(10 mg/kg), utilizado como controle positivo; PM + IS + CBD (30 mg/kg), utilizado como
grupo experimental. Todos os grupos foram compostos exclusivamente por ratos

machos, totalizando 10 animais por grupo, conforme o delineamento experimental.

Tabela 1 — Divisao dos grupos experimentais

Grupo PM+IS Papel no estudo Farmaco Dose
Sem estresse + nao controle basal MCT 10ml/kg
veiculo
Estresse + veiculo sim controle negativo MCT 10ml/kg
Estresse + sim controle positivo Escitalopram 10mg/kg

escitalopram

Estresse + CBD sim tratamento Oleo de CBD 30mg/kg
experimental

Fonte: Elaborado pelas autoras, 2026.

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA: TESTE DE CAMPO ABERTO

A atividade locomotora espontanea foi avaliada por meio do teste de campo

aberto, conforme descrito por Réus et al. (2013), com o objetivo de verificar possiveis
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alteragbes motoras induzidas pelos protocolos experimentais ou pelo tratamento com
CBD, que pudessem interferir na interpretagdo dos testes comportamentais
subsequentes. O teste foi realizado em aparato constituido por uma arena medindo
40 x 60 cm, delimitada por trés paredes de madeira e uma parede frontal de vidro,
com o assoalho dividido em nove retangulos iguais por linhas pretas. Cada animal foi
colocado individualmente no centro da arena e autorizado a explorar livremente o
ambiente por 5 minutos. Durante esse periodo, foram registrados os cruzamentos
entre os quadrantes, como parametro de atividade locomotora, e o numero de

levantamentos (rearing), como medida de atividade exploratoria.

5.7 AVALIACAO COMPORTAMENTAL: BORRIFAGCAO DE SACAROSE (SPLASH
TEST)

O splash test foi utilizado para avaliar alteracbes comportamentais relacionadas
ao autocuidado, grooming e motivacao, parametros frequentemente associados a
comportamento do tipo depressivo em modelos animais (Talty; Murphy; Vandevord,
2025). Trata-se de um teste amplamente empregado para investigar déficits
comportamentais decorrentes de estressores, sendo sensivel a acdo de farmacos
com potencial antidepressivo (Grolli et al., 2023).

Durante o teste, uma solugao de sacarose foi borrifada sobre a regidao dorsal
do animal, o que induziu comportamento de limpeza corporal (grooming). Apds a
aplicacao, os animais foram observados individualmente por 5 (cinco) minutos, sendo
registrado o tempo total despendido em grooming.

A redugao do tempo de grooming foi interpretada como indicativa de prejuizo
no autocuidado e na motivacao, refletindo alteragdes comportamentais compativeis
com fendtipo depressivo. Por outro lado, o aumento desse comportamento apds
intervengbes farmacoldgicas sugere um possivel efeito modulador sobre tais
alteragées (Grolli et al., 2023; Talty; Murphy; Vandevord, 2025).

5.8 ANALISE BIOQUIMICA: ELISA
Apés a eutanasia, as amostras de amigdala foram coletadas e armazenadas a

-80°C até o processamento. No dia anterior ao ensaio, as amostras foram
descongeladas e homogeneizadas em solugao salina tamponada com fosfato (PBS)
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gelada na proporgao de 1:9 (peso:volume), para obtengdo do homogenato tecidual.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos, sendo o
sobrenadante utilizado para as analises.

Posteriormente, a concentracio proteica total das amostras foi determinada em
duplicata pelo método do acido bicinconinico (BCA), utilizando o kit comercial BCA
Protein Concentration Determination Kit (ELK Biotechnology, catalogo BC016).
Considerando a faixa analitica do ensaio (125-2000 pg/mL), as amostras foram
previamente diluidas em PBS (1:8) para adequacao ao intervalo de leitura. A analise
foi realizada com solugao de trabalho preparada na proporg¢ao 50:1 entre as solugoes
A e B, conforme instrugdes do fabricante. Apds incubacédo das amostras e padrdes a
37°C por 30 minutos, a leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a
562 nm, permitindo a determinacdo da concentracdo proteica total por comparacao
com curva padrao.

A quantificacao dos niveis de IL-6 foi realizada em duplicata por meio da técnica
de ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
utilizando kit comercial especifico para IL-6 de rato (Rat IL6 ELISA Kit, ELK
Biotechnology, catalogo ELK1158), baseado no principio de imunoensaio sanduiche.

Para o ensaio, foram adicionados 100 yL de amostras ou padrées aos pogos
da microplaca previamente revestida com anticorpo especifico, seguidos de
incubagédo a 37°C por 80 minutos. Apds lavagem com tampé&o apropriado, foram
adicionados 100 uL de anticorpo biotinilado especifico, com incubagao a 37°C por 50
minutos, seguidos de nova etapa de lavagem e adigao de 100 pL de estreptavidina
conjugada a peroxidase (HRP), com incubacado por 50 minutos a 37°C. Apds nova
lavagem, foram adicionados 90 pL de substrato cromogénico tetrametilbenzidina
(TMB), com incubagdo de 20 minutos a 37°C, protegida da luz. A reacado foi
interrompida com 50 uL de solugao de parada, € a leitura da absorbancia foi realizada
imediatamente em leitor de microplacas a 450 nm.

A concentracao de IL-6 foi determinada a partir da curva padrao fornecida pelo
fabricante, com faixa de deteccdo entre 7,82 e 500 pg/mL. Os resultados foram

normalizados pela concentracio proteica total das amostras.

5.9 ANALISE ESTATISTICA
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Os dados foram analisados por meio de analise de variancia de uma via (one-
way ANOVA), seguida do teste post hoc de Tukey para comparagdes multiplas. As
analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism, versdo 9.3. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), sendo
considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05. Para representagao
p <

*kkk

dos niveis de significancia, adotou-se: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; e
0,0001.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO LOCOMOTORA NO TESTE DE CAMPO ABERTO

No teste de campo aberto, ndo foram observadas diferengas significativas entre
0S grupos experimentais quanto a atividade locomotora e exploratéria, avaliadas pelo
numero de cruzamentos e levantamentos, respectivamente. Esses achados sugerem
que os protocolos de estresse e o tratamento com CBD nao promoveram alteragdes

motoras capazes de interferir na interpretagcao dos demais testes comportamentais.

6.2 EFEITOS DO PROTOCOLO DE ESTRESSE PRECOCE NO SPLASH TEST

Os efeitos do estresse precoce e das intervengdes farmacoldgicas sobre o
comportamento do tipo depressivo foram avaliados por meio do splash test.

Observou-se redugao significativa do tempo de grooming nos animais
submetidos ao protocolo de estresse e tratados com MCT, quando comparados ao
grupo controle + MCT (***p < 0,001).

O tratamento com escitalopram promoveu aumento significativo no tempo de
grooming em relagcao ao grupo estresse + MCT (**p < 0,01). De forma semelhante, os
animais tratados com CBD também apresentaram aumento significativo no tempo de
grooming em comparag¢ao ao grupo estresse + MCT (*p < 0,05), equiparando-se ao
grupo controle sem estresse.

Os dados obtidos estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 — Tempo de grooming no splash test
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Fonte: Dados da pesquisa, 2026.
Nota: Efeitos do protocolo de estresse precoce e dos tratamentos com escitalopram e 6leo de CBD

sobre o tempo despendido em grooming durante o splash test. Os dados sdo apresentados como média
+ erro padrao da média e a significancia estatistica foi definida para valores de p de *p < 0,05; **p <

0,01; ***p < 0,001; e ****p < 0,0001.

6.3 EFEITOS DO ESTRESSE PRECOCE E DO TRATAMENTO SOBRE OS NIVEIS
DE INTERLEUCINA 6 NA AMIGDALA

Os efeitos do protocolo de estresse precoce e das intervencdes farmacoldgicas
sobre os niveis de IL-6 na amigdala foram avaliados por meio da técnica de ELISA.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos controle + MCT
e estresse + MCT, indicando que a exposi¢cao ao protocolo de estresse precoce
(PM+1S) nao alterou os niveis de IL-6 nessa regiao cerebral.

O tratamento com escitalopram também nao promoveu alteragdes significativas

em relagao ao grupo estresse + MCT.
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Em contraste, os animais tratados com CBD apresentaram reducgao significativa
dos niveis de IL-6 em comparagao aos grupos estresse + MCT (**p < 0,01), controle
+ MCT (**p < 0,01) e estresse + escitalopram (*p < 0,05).

Os resultados estédo apresentados na Figura 3.

Figura 3 — Niveis de |IL-6 na amigdala
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Fonte: Dados da pesquisa, 2026.

Nota: Efeitos do protocolo de estresse precoce e dos tratamentos com escitalopram e éleo de CBD
sobre os niveis de IL-6 na amigdala de ratos machos adultos. Os dados s&o apresentados como média

* erro padrdo da média, e a significancia estatistica foi definida para valores de *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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7 DISCUSSAO

O splash test € amplamente utilizado na avaliagdo de comportamentos
relacionados ao autocuidado em modelos experimentais de transtornos do humor,
sendo o comportamento de grooming considerado um indice de higiene e motivagéo
comportamental. A redug¢ao desse comportamento tem sido associada a fenétipos do
tipo depressivo, refletindo prejuizo em comportamentos espontaneos de autocuidado
(Yalcin et al., 2011).

Os tratamentos com CBD e escitalopram mostraram eficacia na atenuagao dos
efeitos comportamentais induzidos pela PM + IS. Esses achados corroboram
evidéncias da literatura que apontam o CBD como um potencial agente
antidepressivo, com efeitos do tipo antidepressivo ja demonstrados em modelos pré-
clinicos, incluindo reversédo de alteracbes comportamentais associadas a depressao
(Campos et al., 2016; Linge et al., 2016).

Estudos prévios sugerem que os efeitos antidepressivos do CBD envolvem a
modulag¢ao de multiplos sistemas neurobioldgicos relacionados a regulagdo emocional
e a resposta ao estresse. Entre os mecanismos propostos, destacam-se suas
propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras, com potencial para modular a
producado de citocinas pro-inflamatérias, incluindo a IL-6, e atenuar processos de
neuroinflamacado associados a exposicdo crbnica ao estresse (Atalay; Jarocka-
Karpowicz; Skrzydlewska, 2020).

Considerando o crescente reconhecimento da neuroinflamacdo na
fisiopatologia do TDM, esse mecanismo tem recebido atengao especial como possivel
via mediadora dos efeitos terapéuticos do CBD. Adicionalmente, o composto também
pode atuar sobre a neurotransmissdo serotoninérgica, especialmente por meio da
ativagdo de receptores 5-HT1A, mecanismo igualmente associado aos seus efeitos
antidepressivos em modelos experimentais (Zanelati et al., 2010). Em conjunto, esses
achados indicam que o CBD atua sobre multiplos alvos moleculares implicados na
resposta ao estresse e na regulagao neuroimune, o que pode contribuir para explicar
sua capacidade de influenciar citocinas mesmo em condi¢gdes nas quais o estressor
nao tenha produzido altera¢des detectaveis nesses marcadores.

A melhora observada no grupo tratado com escitalopram reforca a validade do
modelo experimental empregado, uma vez que esse farmaco € um antidepressivo

amplamente estabelecido na pratica clinica e frequentemente utilizado como controle
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positivo em modelos experimentais de depressdo. A reversao das alteragdes
comportamentais induzidas pelo estresse sugere que o protocolo utilizado foi sensivel
a deteccédo de respostas farmacoldgicas antidepressivas.

A auséncia de alteragdes significativas na atividade locomotora no teste de
campo aberto sugere que os efeitos observados nos demais testes comportamentais
nao podem ser atribuidos a alteragcbes motoras inespecificas induzidas pelos
protocolos de estresse ou pelo tratamento com CBD. Esse achado reforca a
interpretacdo de que as alteragdes comportamentais observadas refletem, de fato,
mudangas associadas ao fendétipo tipo depressivo.

Além das alteragbes comportamentais, este estudo avaliou os niveis de IL-6 na
amigdala, considerando o papel dos processos neuroinflamatoérios na fisiopatologia
do TDM (Miller; Raison, 2016; Kohler et al., 2017). A amigdala foi selecionada como
regido de interesse em razdo de seu papel central na integracdo de respostas
emocionais e neuroenddcrinas ao estresse, bem como por sua reconhecida
participagdo em circuitos neurais implicados na fisiopatologia dos transtornos
depressivos (Drevets; Price; Furey, 2008; Roozendaal; McEwen; Chatterji, 2009).

Diferentemente do esperado, a exposicdo ao protocolo de PM+IS nao
promoveu alteragao significativa nos niveis de IL-6 em comparacgao ao grupo controle,
sugerindo que, nas condigdes experimentais adotadas, as alteragdes
comportamentais observadas podem nao estar diretamente associadas a
modifica¢des detectaveis desse marcador inflamatorio especifico na amigdala. Esse
achado pode estar relacionado ao carater dindmico e heterogéneo da resposta
neuroinflamatoéria ao estresse, a qual pode variar conforme o tipo e duragdo do
estressor, o tempo decorrido até a coleta das amostras e a regido cerebral analisada
(Calcia et al., 2016). A auséncia de alteragdes detectaveis de IL-6 na amigdala,
contudo, ndo exclui a participacédo da IL-6 em outras regides cerebrais ou de outros
mediadores inflamatoérios ou de alteragdes neuroimunes em outras regides cerebrais
potencialmente envolvidas na resposta ao estresse.

Apesar do protocolo de estresse nao ter promovido alteragdes significativas nos
niveis de IL-6, o tratamento com CBD promoveu reducao significativa dessa citocina
na amigdala, enquanto o escitalopram nao produziu efeito semelhante. Esse resultado
reforca evidéncias da literatura acerca das propriedades anti-inflamatorias e
imunomoduladoras do CBD, incluindo sua capacidade de modular mediadores pro-

inflamatorios (Campos et al., 2016; Atalay; Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2020).
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Os efeitos do escitalopram sobre marcadores inflamatérios apresentam resultados
heterogéneos na literatura, variando conforme o modelo experimental, regiao cerebral
analisada e estado inflamatorio basal. Alguns estudos demonstraram redu¢cao do RNA
mensageiro (MRNA) da IL-6 no hipotalamo de ratos submetidos ao modelo de déficit
de escape crénico apos tratamento com escitalopram (Benatti et al., 2018), enquanto
estudos em humanos reportam auséncia de alteragdes significativas na IL-6
plasmatica apds tratamento prolongado (Halaris et al., 2015), apesar da melhora
clinica. A auséncia de modulagéo de IL-6 na amigdala pelo escitalopram no presente
estudo pode também estar relacionada a especificidade regional da resposta anti-
inflamatoria desse farmaco. Considerando que ambos os tratamentos promoveram
melhora comportamental, mas apenas o CBD modulou significativamente os niveis de
IL-6, € plausivel que seus efeitos terapéuticos envolvam mecanismos neurobiologicos
parcialmente distintos, sugerindo que a acdo do CBD possa incluir um componente
imunomodulador adicional ndo observado com o escitalopram nas condigbes
experimentais deste estudo.

Esta pesquisa apresenta algumas limitagcbes que devem ser consideradas na
interpretacédo dos achados. Inicialmente, a utilizagao exclusiva do splash test restringe
a caracterizacdo do fendtipo comportamental, uma vez que outros paradigmas
experimentais poderiam complementar a avaliacdo de diferentes dimensdes
comportamentais associadas ao TDM, como desesperanca comportamental e
alteracbes locomotoras. Além disso, a avaliacdo da resposta neuroinflamatéria
concentrou-se exclusivamente na quantificagdo de IL-6 na amigdala. Embora essa
citocina seja amplamente implicada na fisiopatologia do TDM e na resposta ao
estresse, a neuroinflamagao constitui um processo complexo e multifatorial,
envolvendo diversos mediadores inflamatorios, vias de sinalizagdo e interagdes
celulares que nao foram contemplados neste estudo. Da mesma forma, a analise
restrita a amigdala limita uma compreensdo mais abrangente das alteragoes
neurobioldgicas associadas ao modelo experimental, considerando que outras
regides cerebrais diretamente envolvidas na fisiopatologia dos transtornos
depressivos, como o hipocampo e o cortex pré-frontal, também podem apresentar
alteragdes relevantes.

A auséncia de diferengas significativas nos niveis de IL-6 entre os grupos
controle e estresse levanta questionamentos acerca dos mecanismos biolégicos

subjacentes as alteracdes comportamentais observadas. E importante considerar que
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a resposta neuroinflamatéria ao estresse pode apresentar cinética temporal
especifica, com picos de expressao de citocinas que podem nao coincidir com o
momento da coleta das amostras. Além disso, alteragdes em outros mediadores
inflamatorios, como TNF-a e IL-13, ou em marcadores de ativagao microglial poderiam
estar presentes mesmo na auséncia de alteragbes detectaveis de IL-6.
Complementarmente, embora a neuroinflamagcdo represente um mecanismo
importante na resposta ao estresse, outros processos, como alteracdes
neuroendocrinas, modificagbes na neurotransmissdo e adaptagbes em circuitos
neurais relacionados a regulagao emocional, também podem estar envolvidos e
merecem investigagao em estudos futuros.

Por fim, os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos observados com o
CBD né&o foram diretamente investigados neste estudo, de modo que a interpretagao
de seu potencial efeito imunomodulador baseia-se na associagao entre os achados
experimentais e evidéncias previamente descritas na literatura. Embora existam
evidéncias pré-clinicas consistentes demonstrando efeitos antidepressivos do CBD
em modelos animais, ainda ndo ha ensaios clinicos controlados publicados
especificamente avaliando seu uso no TDM em humanos (Kirkland et al., 2022).
Reforgcando essa limitagdo translacional, uma revisdao recente concluiu que as
evidéncias ainda sao insuficientes para recomendar substancias derivadas da C.
sativa ou canabindides para tratamento de qualquer transtorno psiquiatrico (Hsu et al.,
2026). Apesar disso, achados pré-clinicos promissores sustentam a relevancia da
continuidade dessas investigacoes, incluindo efeitos antidepressivos de inicio rapido,
observados 30 (trinta) minutos apds administragdo unica em modelos animais (Linge
et al., 2016), bem como efeitos sustentados por até 7 (sete) dias apds dose unica
(Sales et al., 2019). Nesse contexto, a auséncia de evidéncias clinicas robustas nao
invalida o potencial terapéutico do CBD, mas evidencia a necessidade de ensaios
clinicos bem delineados, randomizados e controlados, capazes de estabelecer sua
eficacia e segurangca no TDM. Adicionalmente, estudos futuros poderdo se beneficiar
de multiplas regides cerebrais e da investigagdo mais aprofundada dos mecanismos

moleculares envolvidos na agdo do CBD em modelos de estresse precoce.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

A exposic¢ao sequencial a PM no periodo neonatal e ao IS na adolescéncia foi
capaz de induzir alteragées comportamentais compativeis com comportamento do tipo
depressivo em ratos machos Wistar adultos, evidenciadas pela redugcdo do
comportamento de grooming no splash test. Embora esse protocolo ndo tenha
promovido alteragdes significativas nos niveis de IL-6 na amigdala, os achados
comportamentais reforcam o impacto da exposig¢ao a estressores em fases criticas do
desenvolvimento sobre desfechos relacionados aos transtornos depressivos.

Os tratamentos com CBD e escitalopram demonstraram eficacia na reversao
dos comportamentos do tipo depressivo induzidos pelo protocolo experimental. No
entanto, apenas o tratamento com CBD promoveu redugao significativa dos niveis de
IL-6 na amigdala, sugerindo que seus efeitos terapéuticos possam envolver
mecanismos neurobiolégicos adicionais, incluindo possivel modulagao de processos
neuroinflamatorios.

Esses resultados contribuem para a compreensdo dos efeitos do estresse
precoce sobre alteragcdes comportamentais associadas aos transtornos depressivos e
reforcam o potencial terapéutico do CBD como estratégia promissora em modelos
experimentais relacionados ao estresse. Além disso, destacam a importancia da
investigacado de multiplos mecanismos bioldgicos envolvidos na resposta ao estresse
e na acgao de intervengdes farmacoldgicas, contribuindo para o desenvolvimento de

abordagens terapéuticas mais direcionadas e eficazes.
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