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RESUMO

Ha décadas o abuso de drogas vem gerando complicacdes de impacto mundial para
o setor de saude publica. E fato que o uso de crack afeta a cogni¢do, porém nao
esta totalmente claro como o principal produto da droga, o metil-éster de
anidroecgonina (MEAE), afeta a fung&o cerebral. Dentro deste contexto, destaca-se
0 uso terapéutico dos fitocanabindides, entre eles o canabidiol (CBD), para manejo
de sindromes de abuso. Considerando os eventos criticos da neurotransmissao, 0s
astrocitos (células da glia) vém sendo consideradas possiveis alvos do crack, ja que
desempenham um papel fundamental na fung¢éo sinaptica. Diante disso, o presente
estudo investigou os efeitos do tratamento in vitro com CBD sobre indicadores da
funcao de astrocitos hipocampais expostos a MEAE. Para tanto, foram estabelecidas
culturas primarias de astrécitos a partir do hipocampo fresco coletado de ratos
neonatos. As células foram pré-tratadas ou ndo com CBD, e expostas ao metabdlito
MEAE. Os resultados de viabilidade celular, avaliada pelo método MTT,
demonstraram que a incubacdo com MEAE em trés diferentes concentracdes (0,1,
0,01 e 0,001 mM) reduziu significativamente a viabilidade celular em comparacéo ao
grupo controle. O pré-tratamento com CBD (10 pM) reverteu este efeito,
particularmente no grupo exposto a MEAE 0,1 mM. A exposicdo a MEAE também
aumentou a expressao de GFAP, indicando aumento da area celular. A incubacéo
com CBD, por si s6, aumentou a expressao de GFAP, a concentracdo citosélica de
célcio e a concentracdo extracelular de lactato, sendo que a exposicado concomitante
com MEAE inibiu somente os dois Ultimos efeitos. Portanto, os dados obtidos até o
momento demonstram que o CBD tem acéo glioprotetora na presenca de MEAE,
porém esta acao parece ndo estar relacionada com altos niveis de célcio intracelular
ou liberacdo aumentada de lactato. Além disso, os resultados indicam que a
astrogliose pode estar relacionada nédo apenas a exposicdo aos MEAE, mas também

aos potenciais efeitos benéficos do CBD.

Palavras-chave: hipocampo; sinapse; calcio; lactato; GFAP.



ABSTRACT

For decades, drug abuse has been causing complications with a global impact on
public health. It has already been evidenced that crack use affects cognition, but it is
not entirely clear how the drug's main product, anhydroecgonine methyl ester
(MEAE), affects brain function. In this context, the therapeutic use of
phytocannabinoids, including cannabidiol (CBD), stands out for the management of
abuse syndromes. Considering the critical events of neurotransmission, astrocytes
(glial cells) have been considered possible targets of crack, since they play a
fundamental role in synaptic function. Within this context, the present study
investigated the effects of in vitro treatment with CBD on functional indicators of
hippocampal astrocytes exposed to MEAE. In order to achieve this goal, primary
astrocyte cell cultures were established from fresh hippocampus collected from
neonatal rats. The cells were pretreated or not with CBD and exposed to the
metabolite MEAE. The results of cell viability, assessed by the MTT method,
demonstrated that incubation with MEAE at three different concentrations (0.1, 0.01
and 0.001 mM) significantly reduced cell viability compared to the control group.
Pretreatment with CBD (10 uM) reversed this effect, particularly in the group exposed
to 0.1 mM MEAE. Exposure to MEAE also increased GFAP expression, indicating an
increase in cell area. Incubation with CBD alone increased GFAP expression,
cytosolic calcium concentrations and extracellular lactate levels, whereas
concomitant exposure with MEAE reversed only the last two effects. Therefore, the
data obtained to date demonstrate that CBD has a glioprotective action in the
presence of MEAE, but this action does not appear to be related to high levels of
intracellular calcium or increased lactate release. Furthermore, the results indicate
that astrogliosis may be related not only to MEAE exposure, but also to the potential

beneficial effects of CBD.

Keywords: hippocampus; synapse; calcium,; lactate; GFAP.
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1 INTRODUCAO

Ha décadas, as drogas de abuso constituem um problema de saude publica
no Brasil, sem mencionar o impacto deste consumo em nivel mundial. Dentre todas
as drogas de abuso, o crack tem ganhado destaque, particularmente nos paises em
desenvolvimento, tendo em vista seu relativo baixo custo em relagéo a outros tipos.
O crack apresenta como principio psicoativo a cocaina, porém contém uma mistura
de compostos, o que permite disponibilizd-lo com valor mais acessivel. Devido a
iSSO, 0 Seu consumo € maior em grupos economicamente menos favorecidos
(Bittencourt et al., 2021).

Segundo Castro et al. (2015), para se produzir o crack € necessario realizar a
extragcdo da cocaina, a partir da planta Erythroxylum coca, pelo processo de
maceracdo das folhas com solventes, até que se obtenha a pasta de coca.
Posteriormente, a pasta € tratada com acido cloridrico, dando origem ao cloridrato
de cocaina. Nesse processo, ja € obtida a cocaina pura, o p6, o qual € inalado pelos
usuarios. Apos essa etapa, o cloridrato de cocaina € transformado em crack quando
diluido em agua, acrescido de amoénia ou bicarbonato de sodio e aquecido, dando
origem a pedra de crack. Para se fazer uso da pedra, é necessario fuma-la por um
cachimbo ou outro dispositivo improvisado.

O crack sempre dara origem a dois principais produtos: benzoilecgonina e
metil-éster de anidroecgnonina (MEAE), os quais sdo extremamente toxicos. De
acordo com Bittencourt et al. (2021), o mecanismo da neurotoxicidade desses
produtos ainda é desconhecido. Contudo, estudos de ressonancia magnética
realizados em usuarios de crack mostraram anormalidades importantes no sistema
nervoso central (SNC), especificamente, na substancia cinzenta.

De fato, a neurotoxicidade das drogas de abuso geralmente esta associada
ao estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial, levando a morte celular por
apoptose e/ou necrose. Conforme descrito por Bradley et al. (2003), a toxicidade de
MEAE em cultura neural pode estar relacionada a ativacdo dos receptores
colinérgicos muscarinicos do subtipo M1, acoplados a proteina G1. Essa ativacao
resulta em um aumento dos niveis intracelulares de calcio, o que ativa vias de
caspases, levando a morte por apoptose. Nesse contexto, Garcia et al. (2012)
evidenciaram, em seu estudo, que a exposicao a MEAE pode induzir apoptose por

meio do aumento da atividade da caspase-3, sendo possivel, portanto, sugerir que
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essa via pode mediar a morte celular induzida por MEAE.

Apesar de seu reconhecido efeito toxico sobre o SNC, o mecanismo da
neurotoxicidade induzida pelo crack ndo esta completamente esclarecido. A
principio, a maior parte das alteracbes seria decorrente de déficits na
neurotransmissao. Nesse sentido, as células gliais, ou também denominadas
neuroglia, surgem na literatura como importantes alvos para o controle da
neurotransmisséo, uma vez que fazem parte do novo modelo de sinapse tripartite
(Gomes et al., 2013). Segundo Moreira et al. (2022), os astrocitos poderiam ser
alvos em potencial para o crack, ndo somente por serem as células da glia mais
abundantes, mas também por exercerem uma série de func¢des primordiais para a
homeostase do SNC. Em vista destas evidéncias, especula-se, portanto, que uma
disfuncdo dos astrocitos poderia, a0 menos, mediar parte da injaria neuronal
decorrente da exposicao a cocaina/crack.

Infelizmente, até 0 momento ndo ha farmacoterapia totalmente eficaz e isenta
de efeitos adversos para o tratamento do abuso de drogas, assim como para manejo
das complicacfes associadas. Nesse contexto, surgem os fitocanabinoides, os quais
sdo empregados para manejo de diversas condi¢des clinicas, incluindo algumas
sindromes de abuso, principalmente a etanol e opidides (Fraguas-Sanchez et al.,
2018). O canabidiol (CBD), um potente fitocanabinoide, exibe propriedades anti-
inflamatorias e neuroprotetoras, sendo eficaz no tratamento pré-clinico e clinico de
doencas que afetam o SNC. No entanto, os mecanismos pelos quais o CBD
desempenha um papel anti-inflamatério e neuroprotetor nos astrocitos ainda nao

foram totalmente elucidados (Wu et al., 2021).

1.1 JUSTIFICATIVA

Como argumentado anteriormente, até o momento ndo ha farmacoterapia
proposta que seja totalmente eficaz para o tratamento da dependéncia de drogas de
abuso, assim como para os danos decorrentes do seu uso. Apesar de a literatura
fornecer importantes evidéncias do papel do CBD e dos astrécitos na fisiologia
sinaptica, também nado existem trabalhos que relacionem todos esses fatores,
considerando o contexto do abuso de crack. Diante disso, o foco do presente estudo
foi investigar, in vitro, os efeitos da exposicdo de astrécitos a MEAE, bem como

analisar se o tratamento destas células com CBD seria capaz de reverter essas
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potenciais alteracbes. Desta forma, esperamos que 0s presentes resultados
contribuam para elucidar os efeitos danosos desta droga de abuso sobre o SNC,
com foco particular para o impacto deste resultado sobre a diminuicdo da incidéncia
de problemas cognitivos e de desenvolvimento na prole de mées expostas. ISso
porque o presente projeto faz parte de uma rede colaborativa contemplada com
fomento do CNPq (Processo: 406727/2021-0; Chamada CNPg/MCTI/FNDCT N°
18/2021), cujo objetivo central é investigar os efeitos do CBD e do sistema
endocanabinoide sobre as alteracdes neurotoxicas relacionadas a doencas
neuropsicofarmacoldgicas e neurodegenerativas. Desta forma, os dados obtidos no
presente projeto subsidiardo experimentos in vivo cujo foco esta na transmisséo

vertical (pela gestagéo) dos potenciais maleficios do abuso do crack.

1.2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente projeto foi avaliar os efeitos do tratamento com
CBD sobre as respostas morfolégicas e de funcionamento celular induzidas pela
exposicao in vitro de astrocitos hipocampais a metil-éster de anidroecgonina (MEAE,

subproduto do crack/cocaina).

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Especificamente, o presente estudo se prop6s a avaliar, em cultura celular
primaria de astrocitos hipocampais expostos a MEAE, os efeitos do pré-tratamento

com CBD, sobre:

a) a viabilidade celular, pelo método do MTT,

b) a morfologia celular, por meio da analise qualitativa e
guantitativa da expressao de GFAP;

c) a concentracdo citosolica de calcio;

d) aliberacéo in vitro de lactato.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 DESENVOLVIMENTO DE DEPENDENCIA

Sabe-se que, em condicbes fisiolégicas, as sensacdes agradaveis
vivenciadas pelos seres humanos ativam determinadas areas cerebrais, levando ao
aumento da sinalizacdo de dopamina. Segundo Serafini et al. (2020), o sistema de
recompensa é 0 conjunto das estruturas cerebrais responsaveis por evocar a
sensacao de prazer ou de satisfacéo, ilustradas da figura Figura 1. Hoflich et al.
(2019) detalham que o sistema de recompensa é composto pela area tegmental
ventral (VTA) e o nucleo accumbens (NAc), assim como também compreende o
hipotdlamo e algumas estruturas do sistema limbico, tais como amigdala e

hipocampo.

Figura 1 - Representacdo de um corte sagital médio do encéfalo humano com
a marcacao das principais areas do sistema de recompensa.

cortex
pré-frontal

nucleo
accumbens

area tegmentar
ventral

Fonte: NUTE-UFSC (2016).

Segundo a literatura, o sentimento de prazer pode estar associado a habitos
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compulsivos, como, por exemplo, o abuso de drogas. Portanto, cada vez que uma
substancia psicoativa € utilizada pelo individuo, ocorre, no circuito de recompensa, a
liberacdo exacerbada de dopamina, gerando a sensacéo de prazer. Em longo prazo,
a exposicdo aumentada a dopamina regularia para baixo a producdo enddgena
deste neurotransmissor, podendo gerar transtornos de humor e vulnerabilidade ao
vicio (Serafini et al., 2020).

Corroborando essa ideia, Hetea et al. (2019) evidenciaram que o0
desenvolvimento da dependéncia ocorre porque o SNC se adapta ao aumento de
dopamina a partir do estimulo exogeno (crack), produzindo quantidades
progressivamente menores de dopamina enddgena. Além do mais, ocorre também a
diminuicdo do numero de receptores de dopamina no circuito de recompensa. Por
consequéncia, para que 0S usuarios possam sentir prazer com o0 uso da droga, é
necessario utilizar doses cada vez maiores de droga, pois somente assim irdo
conseguir superar o déficit de dopamina endoégena e manter o alto nivel exdégeno

desse neurotransmissor, relacionado a ultima dose utilizada.

2.2 O USO DO CRACK DURANTE A GRAVIDEZ

Um fator ainda mais alarmante é que, nos ultimos anos, tem sido observado o
uso crescente de crack em gestantes em situacbes de rua e marginalizacéo,
gerando ndo somente riscos para a saude materna quanto também contribuindo
para o aumento da taxa de mortalidade infantil (Bittencourt et al., 2021). Segundo
Benveniste et al. (2010), o uso de drogas de abuso tornou-se uma ocorréncia
comum para obstetras e neonatologistas. Em concordancia, Barrys et al. (2021)
demonstraram que € crescente o impacto do abuso de substancias psicoativas na
gestante e no feto.

De acordo com o levantamento de Hetea et al. (2019), a incidéncia de casos
de consumo de drogas durante a gravidez vem aumentando globalmente, com taxas
variando entre 0,4% a 27% da populacdo. Como essas drogas levam a
dependéncia, as usuarias utilizam doses cada vez maiores, resultando em danos,
muitas vezes irreversiveis, a saude da gestante e do feto.

O abuso de crack durante a gravidez pode afetar diretamente o feto por meio
da transferéncia placentaria. Apdés fumar a pedra de crack, a substancia psicoativa é

absorvida pela pequena circulacdo, através dos capilares pulmonares, até chegar a
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grande circulacdo. E importante mencionar que por ndo se ligar as proteinas
plasmaticas, durante o processo de distribui¢cdo, a quantidade encontrada no sangue
corresponde fielmente a quantidade exposta aos receptores. Ademais devido a sua
alta lipossolubilidade, o crack atravessa tanto a barreira placentaria como a barreira
hematoencefalica. A sua metabolizac&o se inicia na corrente sanguinea, por meio da
acdo da colinesterase plasmatica, sendo finalizada no figado, pela colinesterase
hepética, produzindo, assim, seus produtos principais, a benzoilecgonina e a metil-
éster de ecgnonina (Barry et al., 2021).

Jéa foi demonstrado, no cérebro fetal de primatas ndo humanos, que a cocaina
impacta com a mesma equivaléncia o SNC da gestante e do feto (Benveniste et al.,
2010). Contudo, Barry et al. (2021) pontuam que os efeitos psicoativos da droga sao
influenciados pela gestacéo, visto que o metabolismo do crack depende da acao da
enzima colinesterase, a qual se encontra fisiologicamente diminuida durante a
gravidez. Somando-se a isso, durante a gravidez também ocorrem alteracbes na
hemodinamica renal, 6rgao responsavel por pelo menos 95% da excrecao do crack.
Por conta destes fatores, a exposicao fetal a droga parece ser aumentada.

Como destacado anteriormente, o uso do crack por gestantes afeta duas
geracbes conjuntamente. As complicagcbes maternas sao relatadas na literatura
como problemas cardiovasculares, como por exemplo, hipertensdo, infarto do
miocérdio, arritmia, ruptura da aorta descendente e morte subita. Além disso, ha
relatos de complicacdes neurolégicas, como hemorragia intracerebral pos-parto,
convulsdes e ruptura intracerebral pés-parto. Ademais, as usuarias também podem
apresentar infeccbes sexualmente transmissiveis, visto que a maior parte das
gestantes usuarias de crack encontra-se em situacdo de marginalizacéo. E por fim,
podem surgir também complicacdes obstétricas, tais como parto prematuro, morte
fetal e descolamento prematuro da placenta (Barry et al., 2021).

JA no feto, podem ser observadas alteracbes teratogénicas, como
malformacBes, microcefalia, restricdo de crescimento intrauterino e hemorragias
cerebrais. Além disso, o crack pode ainda induzir complicacdes no periodo neonatal,
assim como ao longo do desenvolvimento, como, por exemplo, sindrome de
abstinéncia neonatal, atraso no desenvolvimento da linguagem e problemas
cognitivos relacionados a memoria e aprendizagem (Moreira et al., 2022). Nesse
sentido, Barry et al. (2021) relataram que a sindrome de abstinéncia neonatal, que

ocorre em decorréncia da descontinuacdo da exposicdo a algumas substancias
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psicoativas, pode ocorrer até 48h apds o parto. Além disso, foi demonstrado que
criangcas expostas no periodo pré-natal a cocaina apresentaram maior
vulnerabilidade para apresentar déficits cognitivos. Diante do exposto, € possivel
inferir que a toxicidade induzida pela exposicdo a MEAE leva a danos tanto no SNC

adulto quanto no fetal (em desenvolvimento).

2.3 AS CELULAS GLIAIS COMO ALVOS EM POTENCIAL DA COCAINA/CRACK
NO SNC

Mesmo sabendo que a maior parte das complicacdes decorrentes do uso do
crack é decorrente de danos ao SNC, ainda ndo esta completamente clara na
literatura a forma como os principais produtos do crack afeta a funcéo cerebral. A
principio, a maior parte das alteragbes seria decorrente de déficits na
neurotransmissao.

Nesse sentido, sabe-se que, para que ocorra a manutencdo e o
desenvolvimento cerebral normal, é necessaria a producao de fatores neurotroficos,
0S quais sdo essenciais para a formacdo das sinapses. Segundo Mardini et al.
(2017), a diminuicdo da producdo de fatores neurotroficos poderia ser um dos
mecanismos pelos quais o crack gera os danos ao SNC, além do aumento local do
estresse oxidativo.

Além do mais, atualmente jA se sabe que 0s neurdnios ndo sdo as unicas
células responsaveis pela formacdo e eficacia das sinapses. As células gliais ou
também denominadas neuroglia, descritas ha mais de 150 anos, estdo surgindo na
literatura como importantes alvos para controle da neurotransmissdo, uma vez que
fazem parte do novo modelo de sinapse tripartite.

Segundo Gomes et al. (2013), a neuroglia foi considerada, até pouco tempo
atras, como células passivas, que exerciam apenas a funcdo de suporte aos
neurdnios. Porém, nas ultimas décadas, tém sido reveladas diversas funcbes para
as células gliais, incluindo a sua participacdo na modulacdo da sinapse e na
liberacdo de fatores tréficos, tornando-as protagonistas em muitos achados
neuropatolégicos antes atribuidos somente a disfungéo neuronal.

A neuroglia pode ser classificada em dois grupos, de acordo com diferencas
em sua morfologia e funcdo: a microglia e a macroglia, apresentadas na Figura 2. A

microglia exerce funcdo de defesa do SNC, sendo recrutadas normalmente apoés
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acometimento por infeccdes, lesdes ou doencas degenerativas. J& a macroglia é
dividida em subclasses: 1) oligodendroglia, 2) ependimoglia e 3) astroglia (astrocitos,
glia de Bergmann, glia de Miuller, tanicitos e pituicitos), as quais exercem Varias
funcbes, como mielinizacdo dos axdnios, revestimento de cavidades (ventriculos
cerebrais), producdo do liquido cefalorraquidiano, dentre outras (Gomes et al.,
2013).

Figura 2 — Células Neurogliais, sendo os oligodendrdcitos (OL)
e 0s astrécitos pertencentes a macroglia.

Oligodendrocyte Astrocyte

oL I Astrocyte
o

Microglia

Microglia

Fonte: ELSEVIER (2020).

No presente trabalho, demos especial atencdo a funcao dos astrocitos. Estas
células exercem uma série de funcdes primordiais para a homeostase do SNC,
como por exemplo, a producdo e secrecdo de fatores neurotroficos, bem como
participacdo na formacdo da BHE e na captacdo e liberagcdo de diversos
neurotransmissores (em especial, glutamato). Nesse sentido, Gomes et al. (2013)
destacam ainda a funcdo dos astrocitos em fornecer o suprimento energético
necessario para o funcionamento neuronal normal, além da participacdo destas
células na defesa do SNC frente ao estresse oxidativo.

No que tange a sua estrutura, os astrécitos possuem em sua superficie as

fibrilas gliais, as quais sdo constituidas de alguns componentes, sendo o principal a
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Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) (Cardoso et al., 2019). De acordo com Kasimu
et al. (2022), a proteina GFAP contribui para que os astrocitos mantenham a forca
mecanica, além de assegurar estrutura ao seu citoesqueleto. Segundo 0s mesmos
autores, uma lesao no SNC induz uma resposta dos astrocitos, processo o qual é
denominado reatividade astrocitaria. Essa resposta é responsavel por realizar
alteracdes funcionais e morfoldgicas nos astrocitos, além de resultar no aumento da
expressdo da GFAP, o qual é considerado o principal marcador molecular dessa
célula.

Em vista destas recentes evidéncias, especula-se, portanto, que uma
disfuncdo dos astrdcitos poderia, ao menos, mediar parte da injdria neuronal

decorrente da exposicéo a cocaina/crack.

2.4 O CANABIDIOL COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA PARA TRATAMENTO
DA DEPENDENCIA

Infelizmente, até o momento ndo ha farmacoterapia totalmente eficaz e isenta
de efeitos adversos para o tratamento do vicio de drogas de abuso, assim como
para manejo das complicacdes decorrentes do seu uso, seja no organismo materno
ou fetal.

Em se tratando de efeitos sobre o SNC, observou-se, nas ultimas décadas,
um aumento significativo do uso terapéutico dos fitocanabindides (Fraguas-Sanchez
et al., 2018). Esses compostos sao originarios da planta Cannabis, a qual possui trés
diferentes tipos: Cannabis sativa, Cannabis indica e Cannabis ruderalis. Contudo, a
Cannabis sativa é a planta mais utilizada para uso medicinal. Ela contém mais de
400 compostos, dos quais 80 se classificam na categoria de canabindides. O tetra-
hidrocarbinol (THC) é conhecido como o principal fitocanabinoide entre os 80
presentes na planta, que possui propriedade psicotropica. JA o Canabidiol (CBD),
outro canabindide oriundo da planta, tem sido relatado como um potente principio
ativo que interrompe ou diminui as alteracdes no SNC (Devinsky et al., 2014).

Os fitocanabindides ja sdo empregados para manejo de diversas condicdes
clinicas, como por exemplo, nauseas e vomitos relacionados a quimioterapia,
anorexia, assim como para a dor oncoldgica, e também ha registro de seu uso como
tratamentos alternativo ou coadjuvante em algumas sindromes de abuso,

principalmente a etanol e opidides (Fraguas-Sanchez et al., 2018). Segundo Wu et
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al. (2021) o CBD exibe propriedades anti-inflamatorias e neuroprotetoras e €
sugerido como eficaz no tratamento pré-clinico e clinico de doencas do sistema
nervoso central (SNC). Nesse sentido, Smith et al. (2021) sugeriram o CBD como
uma estratégia para atenuar os sintomas de abstinéncia, impedindo o surgimento de
sintomas, tanto agudamente quanto de maneira mais prolongada.

Para entender como os fitocanabindides atuam no organismo, € necessario
primeiramente entender o sistema endocanabindide. De acordo com Castillo et al.
(2012), o sistema de sinalizacdo endocanabinoide é constituido por agonistas,
Anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG), pelas enzimas responsaveis pela
biossintese e degradacdo destes compostos, e também por duas isoformas de
receptores aos quais se ligam essas substancias, denominados CB1 e CB2.

Segundo Devinsky et al. (2014), os receptores CB1 sdo encontrados
majoritariamente no SNC e sdo ricamente expressos no hipocampo, nucleos da
base, cerebelo e cortex cerebral. Ja os receptores CB2 sao encontrados
principalmente em células imunes e hematopoiéticas. Ja vem sendo demonstrado na
literatura que o sistema canabindide endogeno atua em varios processos fisioldgicos
como balanco energético, modulacédo da dor, formacdo de memaria, aprendizagem e
resposta imune.

Aléem do mais, esse sistema €& considerado um modulador chave da
neurotransmisséo. Segundo Castillo et al. (2012), os endocanabinoides regulariam a
funcao sinaptica de 3 formas, as quais estéo ilustradas na Figura 3: A) por meio de
sinalizacdo retrégrada, B) de maneira convencional (ndo retrograda) e C) via
astrocitos, modulando indiretamente a funcdo pré-sinaptica ou pdés-sinaptica. Na
sinalizacdo retrograda, o endocanabinoide liberado pelo neurénio pdés-sinaptico se
movimenta de forma reversa, ou seja, em dire¢cdo ao neurdnio pré-sinaptico, para se
ligar ao receptor CB1, interferindo com a liberacdo de neurotransmissores. Por meio
da sinalizacdo de maneira ndo retrograda ou convencional, por sua vez, 0
endocanabinoide liberado pelo neurdnio pré-sinaptico se liga a um receptor vaniléide

de potencial transiente tipo 1 (TRPV1) ou ao receptor CB1 pds-sinapticos.
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Figura 3 - Sinalizagdo endocanabinoide nas sinapses.
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Fonte: NEURON (2012).

Nesse sentido, também ja foi relatado que os astrdcitos estimulam a liberacao
do neurotransmissor glutamato em neurbnios pré-sinapticos hipocampais,
demonstrado na Figura 4 (Castillo et al., 2012). Portanto, esses achados sugerem
um potencial para essas ceélulas em mediar, a0 menos em parte, as respostas

induzidas pelos endocanabinoides e fitocanabindides na neurotransmissao.

Figura 4 - Sinalizacdo endocanabinoide no hipocampo, com destaque para a
participacdo dos astrocitos

Hippocampus

Postsynaptic NMDAR

Activity

Fonte: NEURON (2012)

Legenda: A atividade neuronal pos-sinaptica leva a liberagdo de endocanabinoides, 0os quais
visam os receptores G 11 CB 1 localizados nos astrocitos. A atividade da fosfolipase
C (PLC) facilita a liberagéo de Ca?*, com consequente liberacdo de glutamato pelos
astrécitos. O glutamato liberado pelo astrdcito ativa os receptores mGIluR1 pré

sinapticos para potencializar a liberacdo de glutamato por neurdnios, além de ativar
receptores NMDA pés sinapticos.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Para a realizagao dos experimentos, foram utilizados 52 ratos Wistar, machos
ou fémeas, neonatos, obtidos diretamente a partir do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas-MG. Os filhotes foram eutanasiados por
decapitacdo e os encéfalos foram utilizados para obtencdo do hipocampo.

Todos os procedimentos foram realizados no periodo compreendido entre
7h00 e 12h00 e conduzidos em acordo ao “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (NIH Publicacdo N° 85-23, revisado 1996) e aos principios éticos da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL; acessado de
http://www.cobea.org.br em 26/11/2013). Todos os protocolos foram submetidos a

avaliagdo em Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNIFAL/MG, sendo o parecer

posteriormente anexado ao presente projeto.

3.2 CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS HIPOCAMPAIS

A cultura primaria de astrécitos foi realizada a partir do hipocampo fresco
coletado de ratos neonatos (2 a 4 dias de vida). As amostras de tecido foram entéo
dissociadas com tripsina 0,05% e as células foram cultivadas em solucdo de DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — High Glucose, Sigma®, coédigo D5648)
contendo soro fetal bovino (10%) e 1% de solucdo de penicilina (10,000 1U/ml)-
streptomicina (10,000 ug/ml) (PS; Mediatech) por um periodo de 7 a 15 dias. Em
seguida, as células foram submetidas a agitacdo (200 rpm) por um periodo de 2h a
37°C, a fim de separar os diferentes tipos celulares. As células em suspenséao foram
desprezadas e as células aderidas ao frasco (astrocitos) foram novamente
tripsinizadas e cultivadas em placas de 12 ou 96 pocos (1 x 10° células/poco), a

depender do protocolo experimental.

3.3 PRE-INCUBACAO E ESTIMULACAO

No dia do experimento, 0 meio de cultura convencional foi substituido por

meio fresco contendo ou nédo Canabidiol (CBD, 10 uM, Wu et al., 2021). As placas
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de cultura foram, entdo, mantidas nesta solucédo a 37° C por 30 minutos, sendo em
seguida submetidas a estimulagdo com metil-éster de anidroecgonina (MEAE, 0,1
mM, Sigma Aldrich) (Garcia et al., 2012 e 2019) por um periodo adicional de 2h, na
presenca ou ndo de CBD). Desta forma, foram originados os grupos experimentais

expressos no quadro:

Quadro 1 - Grupos experimentais

Grupo Pré-incubagio Estimulagao
experimental (30 min) (2h)
1 el de cltura

Mleio de cultura | convencional

2 conven cional WE=The] de cultura
convencional + MEAE

3 hleio de cuUltura

Melo de cultura | convencional

4 convencional + CED Meio da cultura

convencional + MEAE

Fonte: da Autora

3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DE MTT

Para se avaliar a viabilidade celular apdés a exposicdo aos diferentes
tratamentos, os astrocitos hipocampais foram cultivados em placa 96 pocos (1 x 105
células/poco), conforme descrito anteriormente, e submetidos ao periodo de pré-
incubacdo por 30 minutos e estimulacdo por 2h. O presente ensaio € baseado na
metabolizacdo do brometo de tetrazolio (MTT, 5 mg/mL, Sigma®), realizada somente
por células metabolicamente viaveis, as quais reduzem o MTT a sal de formazan,
gue € insolavel e apresenta coloracdo roxa. Para que esta reacdo aconteca, é
necessaria a atividade de uma enzima mitocondrial (da cadeia respiratéria). Assim, o
formazan solubilizado em DMSO (Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo) pode ser
guantificado espectrofotometricamente (540 nm) e possui correlacdo direta com o
namero de células viaveis. Para este ensaio, foi realizado um controle positivo para
morte celular (incubacdo pelo mesmo periodo de tempo com DMSO 50%, que tem

funcéo detergente sobre membranas lipidicas).
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3.5 IMUNOFLUORESCENCIA PARA GFAP

Os astrocitos crescidos sobre laminulas pré-tratadas com poli-D-lisina e
submetidos aos procedimentos de pré-incubacdo e estimulacdo descritos
anteriormente, foram inicialmente fixados com metanol puro por 3 minutos. Em
seguida, os pocos foram incubados com Normal Donkey Serum 10% em PBS
(0,01M, Triton 0,1%, NaN3 0,04%) por 1 hora. ApOs esse periodo as células foram
incubadas (overnight) com o anticorpo primério anti-GFAP (rabbit, 1:1.000, Cell
Signaling Technology®). Apos periodo de incubagdo com os anticorpos primarios, as
células foram lavadas (3x) em PBS (0,01M) e na sequéncia foi realizada a incubacéo
com o0 anticorpo secundario Cy3 donkey anti-rabbit (1:250, Jackson
ImmunoResearch®) por um periodo de 2 horas. Apds incubagdo com os anticorpos
secundarios, as ceélulas foram lavadas (3x) com PBS (0,01M). Em seguida, as
laminulas contendo as células foram novamente lavadas e fixadas com meio de
montagem (Fluormount®) sobre uma lamina para visualizagdo em microscopio e
captura das imagens. As imagens foram adquiridas com o mesmo nivel de
exposi¢cao em todos os grupos. A quantificacdo do sinal fluorescente foi realizada por
meio do software Image J®, delimitando-se como parametros os valores RGB (red,
green, blue) encontrados em cada ensaio para a situagcédo controle (meio de cultura
convencional). Os resultados foram inicialmente determinados em pm?2, sendo
posteriormente normalizados em porcentagem (%) pela situacdo basal, ou seja, pelo
grupo exposto somente a meio de cultura convencional. Neste grupo, a area celular
média foi de 26864 um?, equivalente a 100%. O total de células analisadas foi de 75
para 0 grupo experimental 1, 77 para o grupo experimental 2, 79 para o grupo

experimental 3, e 88 para o grupo experimental 4.

3.6 DOSAGENS DE LACTATO E CALCIO

As concentracfes de lactato no meio de incubacdo e de calcio no meio
intracelular foram determinadas por método enzimatico colorimétrico (Labtest). Para
lactato, foram coletadas amostras apds 1 ou 2h de estimulagdo. Para calcio, as
dosagens foram realizadas somente para a coleta end-point (2h de estimulag&o). Em
resumo, 0s ensaios colorimétricos foram realizados por meio de uma mini reagdo em

placa de 96 pocos. Foram pipetados 3 pL (microlitros) de meio de incubagéo (para
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lactato) ou do homogenato de células (para calcio) mais 300 pL do reagente. As
amostras foram incubadas a 37° C e lidas em espectrofotometro, utilizando
comprimentos de onda especificos para cada ensaio, conforme instru¢cdes do
fabricante. O valor de absorbancia das amostras de meio foi inicialmente corrigido
pela absorbancia do padréo, e posteriormente normalizado pela massa de proteina
correspondente de cada amostra, determinada pelo método colorimétrico de
Bradford.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em meédias + erro padréo da média (EPM). A
analise foi realizada por meio do teste de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias,
seguido do pdés-teste de Sidak. Para a andlise de duas vias, foram utilizadas como
variaveis a incubagdo com MEAE e o tratamento com CBD. O nivel de significancia
adotado de 5% (p<0,05, bicaudal). Os valores de F e p para cada comparacao

encontram-se apresentados no Apéndice A.
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5 RESULTADOS

5.1 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular de astrocitos hipocampais expostos a MEAE e pré-
tratados com CBD esta apresentada na Figura 5. De acordo com os resultados, o
tratamento com DMSO 50% (controle positivo para morte celular) diminuiu
significativamente a viabilidade em comparagdo ao grupo Controle (65,46 + 3,36
versus 100,00 £ 3,51 %, p<0,001).

Também é possivel observar que a incubacdo com MEAE em trés diferentes
concentracgdes (0,1, 0,01 e 0,001 mM) reduziu significativamente a viabilidade celular
em comparacao ao grupo Controle (57,87 £ 0,69 /85,04 £ 1,99/ 78,60 *+ 2,12 versus
100,00 £ 3,51 %, p< 0,001, p<0,05, p<0,01, respectivamente). Além disso, o pré-
tratamento com CBD (10 uM) preveniu a queda da viabilidade celular induzida pela
exposicdo a MEAE 0,1 mM, quando comparado ao sem o pré-tratamento (96,77 +
3,46 versus 57,87 + 0,69 %, p< 0,001). Contudo, de maneira surpreendente, o pre-
tratamento com CBD intensificou a morte celular no grupo exposto a MEAE 0,01 mM
guando comparado ao sem o pré-tratamento (68,46 + 5,67 versus 85,04 = 1,99, p<
0,01).
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Figura 5 - Efeitos do pré-tratamento com canabidiol (CBD, 10 uM) sobre a
viabilidade celular (%) de astrécitos hipocampais expostos a
metiléster de anidroecgonina (MEAE) em diferentes concentracdes
(0,1, 0,01 e 0,001 mMm).
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Fonte: Autora

Legenda: Resultados expressos em médias + EPM. Andlise por teste One way ANOVA,
seguido do pés-teste de Sidak. * p<0,05, ** p<0,01 e **p<0,001 versus o0 grupo
Controle; ## p<0,01 e ### p<0,001 versus o respectivo grupo MEAE. DMSO:
Dimetilsulfoxido ou sulféxido de dimetilo.

5.2 EXPRESSAO DE GFAP

A expressao da GFAP de astrocitos hipocampais expostos a MEAE e pré-
tratados com CBD esta apresentada na Figura 6. De acordo com os resultados, a
exposicdo ao MEAE aumentou significativamente a expressdao da GFAP em
comparacao ao grupo Controle (164,70 = 14,15 versus 100,10 + 8,18 %, p<0,05). De
forma semelhante, o grupo tratado somente com CBD apresentou diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle, aumentando a expressdo da GFAP
(179,40 = 21,36 versus 100,10 + 8,18 %, p<0,01). lgualmente, o grupo pré-tratado

com CBD e posteriormente exposto ao MEAE também apresentou aumento da
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expressdo da GFAP em comparacdo ao grupo controle (187,40 + 21,75 versus
100,10 + 8,18 %, p<0,01).

Figura 6 - Efeitos do pré-tratamento com canabidiol (CBD, 10 uM) sobre a
expressdo de GFAP em astrécitos hipocampais expostos a
metiléster de anidroecgonina (MEAE, 0,1 mM).
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[ CBD
EE CBD + MEAE 0,1 mM
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Fonte: Autora
Legenda: Resultados expressos em médias + EPM. Andlise por teste Two way ANOVA,
seguido do pos-teste de Sidak. * p<0,05 e ** p<0,01.
Os resultados numéricos apresentados na Figura 6 podem ser visualizados
gualitativamente nas fotomicrografias apresentadas na Figura 7, que demonstra,
mais uma vez, que todos os tratamentos induziram aumentos significativos da area

celular, em comparacé&o ao grupo controle (DMEM).
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Figura 7 - Efeitos do pré-tratamento com canabidiol (CBD, 10 uM)
sobre a expressdo de GFAP em astrocitos hipocampais
expostos a metiléster de anidroecgonina (MEAE, 0,1 mM).

CBD CBD + MEAE

Fonte: Autora
Legenda: Fotomicrografias representativas das diversas condi¢cdes experimentais. MEAE:
metil-éster de anidroecgonina; CBD: canabidiol.

5.3 CONCENTRACAO CITOSOLICA DE CALCIO

A concentracdo de calcio intracelular de astrocitos hipocampais expostos a
MEAE (0,1 mM) e pré-tratados ou ndo com CBD (10 uM) esta apresentada na Figura
8. De acordo com os resultados, o pré-tratamento com CBD aumentou, por si s6, as
concentragfes intracelulares de calcio nos astrdcitos, quando comparado ao grupo
controle (0,47 £ 0,05 versus 0,30 = 0,02 pg/ug de proteina, p<0,01). Embora a
exposicdo a MEAE nédo tenha produzido efeito significativo, o pré-tratamento com
CBD reduziu significativamente as concentragdes intracelulares de calcio no grupo
exposto a MEAE, quando comparado ao grupo controle pré-tratado apenas com
CBD (0,35 + 0,016 versus 0,47 + 0,05 pg/ug de proteina, p<0,05).
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Figura 8 - Efeitos do pré-tratamento com canabidiol (CBD, 10 uM) sobre a
concentragéo de calcio intracelular de astrocitos hipocampais
expostos a metil-éster de anidroecgonina (MEAE 0,1 mM).
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Fonte: Autora
Legenda: Resultados expressos em médias + EPM. Analise por teste Two way ANOVA,
seguido do poés-teste de Sidak. * p<0,05 e ** p<0,01.

5.4 CONCENTRACAO EXTRACELULAR DE LACTATO

A concentracao de lactato extracelular de astrécitos hipocampais expostos a
MEAE (0,1 mM) e pré-tratados ou ndo com CBD (10 uM) esta apresentada na Figura
9. De acordo com os resultados, ndo houve efeitos de nenhuma das manipulacdes
sobre a liberacao in vitro de lactato avaliada com 1h de estimulacdo. Por outro lado,
apos 2h, o pré-tratamento com CBD, por si sO, aumentou significativamente a
concentracdo extracelular de lactato quando comparado ao grupo controle (2,14 +
0,25 versus 1,45 + 0,10 ug/ug de proteina, p<0,01). Interessantemente, o efeito do
CBD foi revertido no grupo exposto a MEAE, em comparag¢ao ao grupo somente pré-
tratado com CBD (1,37 + 0,06 versus 2,14 + 0,25 pg/ug de proteina, p<0,001).
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Figura 9 - Efeitos do pré-tratamento com canabidiol (CBD, 10 uM) sobre a
concentragéo de lactato extracelular de astrocitos hipocampais
expostos a metil-éster de anidroecgonina (MEAE 0,1 mM).
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Fonte: Autora
Legenda: Resultados expressos em médias + EPM. Analise por teste Two way ANOVA,
seguido do poés-teste de Sidak. ** p<0,01 e *** p<0,001.
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6 DISCUSSAO

Considerando as evidéncias recentes, especula-se que uma disfuncédo dos
astrocitos possa, pelo menos em parte, mediar a lesdo neuronal resultante da
exposicdo a cocaina e ao crack. Os resultados apresentados demonstraram de
forma clara o impacto da exposi¢cdo a MEAE sobre a viabilidade celular de astrécitos
hipocampais, produzindo, em sua maior dose, efeitos de magnitude comparada ao
DMSO 50%.

Como se sabe, o DMSO é amplamente utilizado como controle positivo para
morte celular no ensaio de MTT. Segundo Horcharoensuk et al. (2022), utilizando
células tronco neurais de suinos, o DMSO induz alteragdes morfolégicas nas
células, alterando as propriedades da membrana celular e induzindo a morte celular,
como consequéncia dos estagios apoptoéticos iniciais. A toxicidade de DMSO é
dependente da concentragcéo, sendo que concentracdes maiores que 5% de DMSO
ja sédo capazes de induzir sinais claros de alta toxicidade ap6s 24h de exposicéo
(Gallardo-Villagran et al., 2022). Em nosso estudo, a exposi¢cao por 2h30 a DMSO
induziu cerca de 25% de reducéao na viabilidade celular.

Em relacdo a toxicidade induzida por MEAE e cocaina, Garcia et al. (2012,
2019) incubaram culturas neuronais com essas substancias por periodos de 24 e 48
horas e, também por meio do ensaio de MTT, demonstraram reducao significativa no
metabolismo mitocondrial, capaz de reduzir a viabilidade celular em 50% apoés a
exposi¢cao concomitante a MEAE 0,1 mM e cocaina 0,2 mM. Nesse contexto, h0Sso
estudo demonstrou que a exposicao ao MEAE em diferentes concentracdes reduziu
significativamente a viabilidade celular, indicando que astrdcitos podem ser afetados
pelos efeitos toxicos desta substancia, especialmente em concentracdes mais
elevadas (MEAE 0,1 mM). Porém, o perfil demonstrado em nosso estudo nao
caracteriza claramente um efeito dose-dependente.

De fato, a neurotoxicidade das drogas de abuso geralmente estd associada
ao estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial, levando a morte celular por
apoptose e/ou necrose. Em vista disso, Garcia et al. (2012) evidenciaram que o0
MEAE parece agir como um indutor de apoptose, pois a atividade da caspase-3 foi
aumentada pela exposicdo ao MEAE. Portanto, a indugdo da morte celular por
MEAE parece envolver apoptose mediada pela ativacdo da caspase-3, a partir da

sinalizac&o de célcio intracelular.
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Como intervencgdes para se evitar a neurotoxicidade, observou-se, nas ultimas
décadas, um aumento significativo do uso terapéutico dos fitocanabindides, como o
CBD, para inumeras patologias (Fraguas-Sanchez et al., 2018). Os resultados
obtidos em trés estudos distintos com camundongos indicaram um potencial
significativo do CBD na modulacdo dos efeitos adversos da administracdo de
cocaina. Um estudo realizou a administracdo de 30 mg/kg de CBD em
camundongos, 15-60 minutos antes da administracdo induzida por cocaina (40-80
mg/kg). Os resultados mostraram aumento da laténcia das convulsdes, ou seja, 0
CBD prolongou o intervalo entre as convulsdes, evidenciando sua agéo
neuroprotetora (Vilela et al., 2015). A administracdo Unica de CBD em doses
variando de 30 a 90 mg/kg, administrada 15 a 60 minutos antes da exposi¢cao a
cocaina também produziu uma reducdo notavel na duracdo das convulsdes. Este
achado também sugere que o CBD pode atuar como um agente neuroprotetor em
contexto de convulsdes induzidas por substancias estimulantes. Além disso, o
aumento da laténcia das crises observado com a dose de 30 mg/kg reforca a
hipétese de que o CBD pode ndo apenas reduzir a intensidade dos episodios
convulsivos, mas também retardar seu inicio, o que pode ter implicacdes clinicas
significativas na prevencado de crises epilépticas induzidas por drogas de abuso
(Daldegan-bueno et al., 2021).

Outro estudo, realizado por Zou et al. (2020) complementa esses achados ao
mostrar que doses de 10 e 30 mg/kg de CBD nao apenas diminuiram a laténcia das
convulsdes, mas também reduziram a duracéo e a gravidade das mesmas de forma
dose-dependente. Esta variabilidade na resposta sugere que o efeito protetor do
CBD pode ser maximizado em doses otimizadas, ressaltando a importancia de
ajustes terapéuticos avaliados de maneira individualizada.

Esses dados coletivos posicionam o CBD como um forte neuroprotetor e
glioprotetor, tornando-o um candidato promissor para intervencdes terapéuticas em
contextos de intoxicacdo por drogas de abuso como a cocaina e o crack, visto que
ambas as drogas possuem 0 mesmo principio ativo. Neste contexto, Daldegan-
Bueno et al. (2021) evidenciaram alguns efeitos benéficos relacionados ao uso do
CBD para tratar o vicio em cocaina, dentre eles podemos citar: controle da alteracao
dopaminérgica induzida pela cocaina, ajudando assim a combater a dependéncia;
alivio de comorbidades, como, por exemplo, ansiedade gerada pelo uso

indiscriminado de cocaina, atuando no sistema neurotransmissor de serotonina, etc.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dopamine-receptor-stimulating-agent
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Tais evidéncias podem abrir caminho para o desenvolvimento de estratégias de
tratamento baseadas no CBD para usuérios de drogas de abuso, contribuindo para
um entendimento mais abrangente do seu potencial terapéutico.

Em concordancia, nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com
CBD resultou em um efeito protetor significativo contra a toxicidade induzida por
MEAE na concentracdo de 0,1 mM, com restauracdo dos niveis basais de
viabilidade celular. No entanto, o resultado discrepante observado no grupo pré-
tratado com CBD e exposto ao MEAE 0,01 mM levantou questbes sobre a
complexidade das interacdes entre esses compostos, uma vez que nao foi
caracterizado um efeito dose-dependente claro, particularmente quando CBD e
MEAE sé&o associados. Este efeito pode indicar que, em concentracfes mais baixas
do MEAE, o CBD pode néo exercer um efeito protetor, ou até mesmo potencializar
sua toxicidade. Em suma, enquanto o CBD mostra potencial como agente protetor
em certas condicbes, a Vvariabilidade observada em resposta a diferentes
concentragcfes do extrato MEAE, indica a necessidade de cautela em sua aplicacao
terapéutica.

O aumento da expressdo da GFAP é manifestado pelo aumento da area
celular. Nesse contexto, nossos resultados evidenciaram que o tratamento com
MEAE aumentou significativamente a area celular, um efeito conhecido como
reatividade astrocitaria, que esta subjacente ao quadro de astrogliose. A astrogliose
€ atualmente definida como um processo complexo pelo qual os astrocitos, em
resposta a uma injaria, podem promover mudancas como remodelacdo bioquimica,
morfoldgica, metabdlica e fisioldgica, que, em ultima analise, resultam no ganho ou
perda de novas func¢des. Ou seja, a principio, esse processo pode ser protetor ou
prejudicial (Linnerbaue e Rothhammer, 2020). De fato, a exposicao isolada ao CBD,
bem como sua associacdo com MEAE, promoveram efeitos muito semelhantes, ou
seja, também aumentaram significativamente a area celular, indiretamente avaliada
no presente estudo pela expressdo de GFAP. Contudo, ao associarmos esses
dados aos resultados de viabilidade celular, veremos que o aumento da reatividade
astrocitaria induzido pelo CBD ocorreu em paralelo a uma acao glioprotetora,
enquanto o mesmo efeito induzido pela MEAE na morfologia esteve associado a
uma resposta citotoxica.

Os achados quantitativos da morfologia podem ser facilmente visualizados na

Figura 7. Segundo Linnerbaue e Rothhammer (2020), o aumento da area celular em
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astrocitos produz uma barreira fisica que pode levar a prejuizos na sua resposta
imune, assim como na funcdo sinaptica. Em sentido inverso, Eraso-Pichot et al.
(2022) sugerem que os astrocitos reativos possam ndo somente mediar as respostas
anti-inflamatérias do CBD, mas também contribuir para a homeostase cerebral
produzindo e liberando endocanabinoides em resposta a determinados insultos.
Estes autores destacam que o aumento da atividade destas células em resposta a
canabindides reduz a liberacdo local de fatores como éxido nitrico e interleucinas,
bem como reduz a sintese cerebral de prostaglandinas, diminuindo a inflamacéo.

Assim, no que tange a analise da proteina GFAP, observamos efeitos dos
tratamentos tanto no padrdo quantitativo (Figura 6), quanto no perfil qualitativo
(Figura 7) de expressdo. Além de terem induzido um efeito claro de reatividade
astrocitaria, aumentando a area celular, conforme ja discutido, os tratamentos
alteraram o padréo de distribuicdo intracelular dos filamentos de GFAP. No grupo
controle, a expressdao desta proteina de citoesqueleto apresenta uma maior
densidade perinuclear, tendo uma expressdo mais discreta nas regides distais
(processos). Nos grupos tratados, por outro lado, a expressao de GFAP encontra-se
mais difusa, sendo também evidente a aparicdo de vacuolos citoplasmaticos, que
podem estar associados, eventualmente, a fendmenos intracelulares como
renovacdo de organelas. Nesse sentido, uma revisdo recente sugere que, na
verdade, o astrécito pode gerar diferentes isoformas de GFAP em resposta a
diversos estimulos, impactando na ancoragem de outras proteinas celulares e na
gualidade da interacdo astrécito-neurdnio. Estas isoformas podem, inclusive, serem
expressas ao mesmo tempo em diferentes subcompartimentos celulares,
participando em funcgdes distintas na saude e na doenca (Reus et al., 2024).

J4 € bem sabido que a funcdo dos astrécitos também estd intimamente
relacionada ao balanco de célcio nestas células. De acordo com Bindocci et al.
(2017), os astrécitos desempenham um papel fundamental na modulacdo da
atividade neural por meio da sinalizacdo intracelular de calcio. Essas células
transmitem sinais utilizando variaces nos niveis de célcio para gerar respostas
funcionais que influenciam varios processos fisioldgicos. A sinalizacédo de célcio nos
astrocitos permite que eles modifiquem a atividade das sinapses, impactando
diretamente em fungBes neurofisiolégicas, assim como na regulacdo da
hemodinamica cerebral.

Nesse contexto, os dados apresentados na Figura 8 revelam que o pré-
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tratamento com CBD, por si sO, aumentou as concentragdes intracelulares de calcio
em astrocitos hipocampais, enquanto estes valores foram reduzidos ao basal no
grupo exposto a MEAE 0,1 mM e pré-tratado com CBD. Além do reticulo
endoplasmatico, tem sido demonstrado que as mitocéndrias participam ativamente
da mobilizagéo do célcio intracelular em astrdcitos, contribuindo para a modelagem
da dindmica do célcio citosdlico. A absorcao de calcio pela mitocondria é geralmente
considerada um mecanismo passivo controlado pelos niveis de calcio citosélico,
embora evidéncias recentes sugiram que esse processo pode ser regulado
ativamente. De acordo com Serrat et al. (2021), os canabindides se ligam entre 0s
contatos mitocéndrias-reticulo endoplasmatico (MERCs) astrogliais, em particular,
nos receptores mtCB 1 em astrocitos e regula a dinamica do calcio celular astroglial,
mediando a transmissao sinaptica. Em outras palavras, a ligacdo de um canabindide
a receptores mtCB 1 pode ativar de maneira direta as respostas astrociticas
mediadas pela sinalizagédo de célcio.

Segundo Pulgar et al. (2022) o receptor canabinoide do tipo 1 (CB1R), um dos
principais alvos de acdo do CBD, e o receptor de deteccdo de célcio (CaSR)
estimulado por calcio extracelular podem exercer sinalizacdo celular conjunta para
modular os niveis de calcio intracelular. Assim, fitocanabinoides, endocanabinoides e
canabinoides sintéticos também podem regular a dinamica do calcio astrocitico por
meio da ativacdo do CB1R. Tadjan et al. (2022) também argumentam que os CB1R
participam diretamente dos efeitos neuroprotetores dos canabinoides, regulando a
liberacdo de glutamato, os niveis de célcio citosodlico e excitotoxicidade, bem como
exercendo efeitos antioxidantes diretos e indiretos, propriedades anti-inflamatorias e
a estimulacdo da neurogénese.

Além do mais, ha indicios também da atuacdo do CBD sobre os receptores
ionotrépicos do tipo TRPV1. Os receptores TRPV1, ao serem ativados pelo ligante,
abrem na membrana celular um canal permeével a céation, notadamente calcio. Apos
a ativacdo, o calcio se move preferencialmente através do poro, entra na célula e
estimula uma série de processos relacionados. Nesse contexto, Muller et al. (2017)
sugerem o CBD como o ligante canabindide mais potente testado atualmente para
os canais TRPV1. Independentemente do mecanismo envolvido na mobilizagdo de
calcio a partir do meio intra ou extracelular, é fato que essas flutuagbes consistem de
eventos bastante rdpidos. Portanto, entendemos que avaliagbes realizadas em

intervalos menores de tempo seriam essenciais para compreender de maneira
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decisiva essa dinamica. Contudo, devido ao tempo de duracdo dos experimentos, no
presente trabalho s6 pudemos obter as amostras de células no momento final das
estimulacdes (end-point de 2h), sendo uma limitacdo do estudo. Assim, € possivel
gue flutuagdes ocorridas em intervalos menores nao tenham sido corretamente
detectadas.

Uma das muitas respostas efetoras induzidas pelo aumento do célcio
intracelular em astrdcitos diz respeito a participacdo destas células no balanco
cerebral de lactato. De acordo com Bonvento e Bolafios (2021), os astrécitos
participam ativamente da regulacdo do metabolismo energético do SNC,
contribuindo para a manutencdo da funcao sindptica. Isso porque o lactato liberado
pelos astrociticos pode ser absorvido pelos neurbnios, os quais utilizam esse
metabolito como combustivel mitocondrial para obter energia para o transporte ativo,
essencial, por exemplo, para a manutencéo do funcionamento das bombas i6nicas e
também do transporte vesicular de neurotransmissores. Nesse contexto, Wu et al.
(2023) relataram que o lactato desempenha um papel fundamental em varios
processos fisiologicos, podendo exercer acdo como um substrato metabdlico, ou
também como uma molécula de sinalizacéo.

De acordo com nossos resultados, apresentados na Figura 9, o pré-
tratamento com CBD por 2h, por si sO, aumentou a liberacdo in vitro de lactato,
enquanto estes valores foram diminuidos significativamente no grupo pré-tratado
com CBD e exposto a MEAE. Os resultados obtidos recentemente por Fernandez-
Moncada et al. (2024) corroboram com os nossos achados e demonstram que a
ativacdo em curto prazo dos CBI1R resulta em um aumento transitério do lactato
intracelular, o que ndo é verificado apds ativacdo prolongada (24h), em que se
observa diminuicdo da producdo de lactato e aumento do estresse bioenergético
neuronal. Em nosso estudo, os resultados de viabilidade celular demonstraram que o
CBD tem acao glioprotetora na presenca de MEAE, porém esta acdo parece nao
estar relacionada com altos niveis de calcio intracelular ou liberacdo aumentada de
lactato. Visto que a incubacdo com CBD, por si sG, aumenta a concentracdo de
célcio, e que na presenca do MEAE esse efeito foi inibido, mesmo havendo
prevencao da morte celular, é possivel sugerir, a partir destes dados, que o CBD néo
exerce sua funcao glioprotetora por meio do aumento dos niveis intracelulares de
célcio ou da liberacao de lactato.

Por fim, Xu et al. (2022) demonstraram que o lactato liberado pelo astrécito
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desempenha um papel inibitério na resposta inflamatéria, o que também poderia
contribuir para a agédo neuroprotetora do CBD, uma vez que o aumento do status
inflamat6rio cerebral subsidia o desenvolvimento de muitas doencas
neurodegenerativas. Assim, € relevante investigar mais a fundo os mecanismos
moleculares por detras dessas observacfes. Estudos futuros devem se concentrar
em elucidar como o CBD influencia as vias de sinalizacdo que regulam a
homeostase do calcio e lactato, bem como explorar os efeitos em diferentes tipos
celulares em diferentes condigbes experimentais. O entendimento mais aprofundado
dessas interacdes podera abrir novas perspectivas para o uso do CBD em terapias
destinadas a proteger as células neurais e ndo neurais de condi¢des toxicas e,
potencialmente, fornecer uma base para a utilizacéo clinica do CBD em disturbios

relacionados ao estresse oxidativo e a neuroinflamagéo.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram de forma clara que a exposicdo ao
MEAE reduziu significativamente a viabilidade celular, principalmente na dose de 0,1
mM, assim como aumentou a reatividade astrocitaria, evidenciada pelo aumento da
expressao da proteina GFAP, mantendo inalterados os niveis de célcio intracelular e
a liberacdo de lactato. Nossos achados também proporcionaram importantes
evidéncias do papel glioprotetor do CBD, que também esteve associado a uma
maior expressdo de GFAP e a um aumento da concentragdo citosolica de calcio e da
liberacdo in vitro de lactato, contudo, os dois Ultimos efeitos foram revertidos na
presenca do MEAE. Ou seja, os dados obtidos nos permitem supor que o CBD
possui acao glioprotetora, protegendo os astrocitos hipocampais dos efeitos
citotoxicos do MEAE. Porém, com base nestes resultados, ndo é possivel tragar uma
correlacao clara de causa e efeito entre a funcéo glioprotetora do CBD e seus efeitos

sobre o balanco de calcio e lactato na presenca de MEAE.
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APENDICE A - Tabela dos Valores de F e p para cada comparacao

Variavel Fatores p
Viabilidade celular™ | Tratamento =) 001
Expresséo de Interacan L B3 =230 =013
GFAP ZBD F{1,63 =748 =001
MEAE F{1,63=378 =0 056
Interacan F{1, 39 =947 =) 0%
Calciointracelular | CED Fi{1,39) =752 =0 01
MEAE F{1,39) =138 =024
Interacao F {3 80) =310 =0 05
Lactato extracelular | CED F {1, 80)=23837 =) 001
MEAE F{3,800=439 =001

Legenada: CBD: Canabidiol; MEAE: metil-éster de anidroecgonina. ™ Analise por One-Yay
AMOWA ™ Andlise por Two-Yay ANDWA,
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

MINISTERIO DA EDUCAGAO
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG
Lei n® 11,154, de 29 de julho de 2005

Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada EFEITOS IN VITRO DO
TRATAMENTO COM CANABIDIOL (CBD) SOBRE A MORFOLOGIA E ATIVIDADE DE
ASTROCITOS EXPOSTOS A METIL-ESTER DE ANIDROECGONINA (SUBPRODUTO

DO CRACK/COCAINA), registrada com o n® 0032/2023, sob a responsabilidade de Silvia Graciela
Ruginsk Leitao, que envolve a produ¢ao, manuten¢ao ou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de
01/02/2024 a 31/01/2026, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

IEspécie/Ilnhagem/ragalTotal de animais|Total de machos|Total de fémeas Origem
[Rato / Wistar 52 26 26 Biotério central da unifalimg

Alfenas, 26 de Janeiro de 2024
Prof(a). Dr(a). Lisandra Brandino de Oliveira
Coordenador(a) do CEUA/UNIFAL - MG
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