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Resumo:

A isquemia cerebral global e transitoria (ICGT) é um resultado imediato e
grave da parada cardiaca reversivel. Os pacientes isquémicos que sobrevivem a
parada cardiaca podem desenvolver uma sindrome neuropsicologica que consiste
em disfuncédo cognitiva e executiva, aléem de impedimentos sensoriais e motores.
Canabidiol (CBD), um dos componentes nao-psicotomiméticos da Cannabis sativa,
exerce efeitos neuroprotetores em uma gama de desordens neuropsiquiatricas.
CBD atenua a neurodegeneracdo em condicdes isquémicas, e também apresenta
efeitos antidepressivos e antipsicoticos em animais. Além disso, o CBD estimula a
plasticidade sinaptica e facilita o processo da neurogénese hipocampal. O presente
estudo teve por objetivo avaliar a expressdo de proteinas relacionadas a
proliferacdo celular e neurogénese adulta no encéfalo de ratos submetidos a ICGT
e tratados durante 14 dias com CBD. Foram realizados ensaios de
imunohistoquimica para deteccdo de imunoreatividade para os marcadores de
proliferacdo celular e neurogénese (NeuN, BDNF, Sinaptofisina e PSD-95) no
hipocampo. Apds a quantificacdo e analise dos resultados foi observado que o CBD
atenou a morte neuronal e restaurou os niveis da PSD-95 no hipocampo de ratos
com ICGT.

Introducao

A maior parte dos efeitos cognitivos e comportamentais, decorrentes do uso da
maconha, ocorre por acdes de compostos ativos encontrados na planta,
denominados fitocanabindides (Mechoulam et al., 2002). O CBD, constitui um
fitocanabindide ndo psicotomimetico presente grande quantidade na Cannabis sativa
(Mukhopadhyay et al., 2011). Do ponto de vista terapéutico, o CBD apresentou
apresenta propriedades anticonvulsivantes tanto em animais como em humanos
com epilepsia (Mechoulan et al., 2002). CBD age também como agente
neuroprotetor capaz de retardar a progressdo de sintomas tipicos da doenca de
Huntington em um modelo que simula esta doenca em ratos (Sagredo et al., 2011).
Além disso, o CBD tem potencial terapéutico em uma ampla gama de distUrbios
psiquiatricos, como a ansiedade, a depressao e a psicose.

A isquemia cerebral caracteriza-se pela reducdo aguda ou cronica do fluxo
sanguineo cerebral (FSC), ocorrendo mediante dois mecanismos principais: oclusédo
de uma artéria cerebral (stroke ou acidente vascular cerebral - AVC), que leva a
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reducdo do FSC em uma especifica regido cerebral e, parada cardiaca, com
reducdo global do FSC. Em ambas as situac¢des, disfungBes neuropsicolédgicas e
déficits de memoaria, sdo as principais consequéncias observadas no paciente, o que
leva a incapacitacdo, dificuldade de reintegracdo psicossocial/vocacional e
necessidade de maiores cuidados em saude (Fernandes et al., 2008). Um numero
consideravel de estudos pré-clinicos demonstraram que o CBD pode fornecer
neuroprotecao contra danos cerebrais agudos ou crénicos decorrentes da isquemia
cerebral. No entanto, os mecanismos celulares e moleculares da acéo
neuroprotetora do CBD ainda n&do sdo conhecidos.

Esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do tratamento com o CBD sobre a
expressao de diferentes proteinas cerebrais relacionadas a plasticidade sinaptica,
apos a inducdo da ICGT em ratos e também observar se a administracao de 14 dias
de CBD em ratos isquémicos aumenta a expressado de neurénios maduros na ZSG
do GD. Utilizou-se a imunohistoquimica para a deteccdo de Neuronal Especific
Protein (NeuN), brain-derived neurotrophic factor (BDNF) e post synaptic density-95
protein (PSD-95) no hipocampo de ratos isquémicos. NeuN consiste em uma
proteina nuclear sollvel que esta localizada no nucleo da célula e no citoplasma de
neurénios poés-mitdticos. No cérebro adulto, NeuN, pode ser utilizado na analise de
diferenciacao celular para identificacdo de neurdnios maduros (Lind et al., 2005),
uma vez que células ndo-neuronais ndo se coram com esse marcador. O brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) por sua vez, atua como fator tréfico que estimula
a neurogénese e plasticidade sinaptica, e esta relacionado com a diferenciacao e
crescimento neuronal, além de fortalecimento das sinapses. A sinaptofisina é uma
glicoproteina integral da membrana de vesiculas pré-sinapticas que esta presente
em células neuroenddcrinas e nos neurbnios do cérebro e medula espinhal, nos
terminais pré-sinapticos e indica a integridade destes terminais. A Post synaptic
density-95 protein (PSD-95) esta localizado poés-sinapticamente nas sinapses
excitatérias e estd relacionado a promocdo da estabilidade nas sinapses,
principalmente em neurdnios jovens. A PSD-95 pode estar associada a aceleracao
da maturacdo sinaptica por meio da regulacdo coordenada de receptores de
glutamato pos-sinapticos do tipo AMPA.

Materiais e métodos

O tecido utilizado provém do trabalho de doutorado em andamento da aluna
Erika Meyer. Foram utilizados ratos, e esses animais submetidos ao modelo de
ICGT e tratados durante 14 dias com CBD. Este experimento foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal, da Universidade Estadual de Maringa.

Os encéfalos foram divididos em trés grupos experimentais:

(i) grupo sham (controle, falso operado) tratado com veiculo — sham+vei

(i) grupo isquémico tratado com veiculo — isg+vei

(iii) grupo isquémico tratado com CBD 10 mg/Kg — isq+CBD

Para a avaliacdo da proliferacédo, neurogénese e neurodegeneracao utilizamos a
deteccdo imunohistoquimica de NeuN, apés a técnica foram quantificadas de 7-8
seccOes por animal. O numero de células NeuN-positivas foi normalizado pela area
(em pm?) da regido quantificada. Também foi realizado Western Blotting para BDNF,
Sinaptofisina e PSD-95 e as bandas foram visualizadas com auxilio do Chemi-doc
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA), e posteriormente quantificadas por
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densidade optica integrada (DOI) usando o software Image J (NIH, Bethesda, MD,
USA).

Resultados e Discusséo

Conforme figura 1, células NeuN-imunorreativas (IR) foram quantificadas na
regido CA1 do hipocampo, 15 dias apos a ICGT. A ANOVA detectou uma diferenca
entre os grupos (Fz15= 4,983, p = 0,02). O grupo isquémico+veiculo apresentou
diminuicdo da DOI da NeuN-IR em relagdo ao grupo Sham (p<0,05). Embora tenha
ocorrido um aparente aumento na quantidade de células NeuN-IR, o grupo isq+CBD
ndo atingiu valores estatisticamente significantes. Quanto aos niveis de BDNF
(figura 2), a ANOVA ndo mostrou diferenca significativa entre 0s grupos
experimentais (F214= 2,19, p=0,16). Os niveis de Sinaptofisina no hipocampo
também néo foram diferentes entre os grupos, conforme mostrado pela ANOVA
(F214=2,94, p= 0,09). Como mostrado na figura 3, a ANOVA evidenciou diferenca
significativa entre os grupos experimentais em relacdo aos niveis de PSD-95 no
hipocampo de ratos (F2,14= 6,49, p= 0,012). O grupo sham+veiculo foi diferente do
grupo isg+veiculo (p<0,05)
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Figura 1 — Tratamento repetido (14 dias) com o CBD 10 mg/kg, atenua a neurodegeneracao hipocampal
causada pela TGCI em ratos. O grafico mostra os resultados da densidade 6ptica integrada obtida em
animais sham e isquémicos (Isq). As colunas representam as médias e as barras os erros padrées das
médias (EPM), dos grupos experimentais. (A-C) Células NeuN-IR na regido CA1 do hipocampo de ratos.
Fotomicrografias representativas de células NeuN-positivas. Isq+vei=Isquémico tratado com veiculo,
Isg+CBD = Isquémico tratado com canabidiol. *p<0.05 (ANOVA seguida do teste de Tukey).
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Figura 2 — Tratamento repetido com CBD n&o alterou os BDNF ou Sinaptofisina no hipocampo dos
animais isquémicos. As colunas representam as médias e as barras os erros padrées das médias (EPM),
dos grupos experimentais.
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Figura 3 — Tratamento repetido com CBD restaura os niveis de PSD95 em animais com isquemia

cerebral. As colunas representam as médias e as barras os erros padrées das médias (EPM), dos grupos
experimentais. *p<0.05 (ANOVA seguida do teste de Tukey).

PSD95 / Beta actina

Conclusbes
O CBD promoveu atenuagdo da morte neuronal e restaurou os niveis da
PSD-95 no hipocampo de ratos com ICGT.
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