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RESUMO

A isquemia cerebral global e transitoria (ICGT) é uma condi¢do caracterizada pela
reducao do fluxo sanguineo cerebral, comprometendo o suprimento tecidual. Dentre
todas as regides encefalicas, o hipocampo (subregides CA1, CA3 e Hillus/CA4)
€ uma das mais vulneraveis aos eventos isquémicos. Nesse sentido, o canabigerol
(CBG) recebe destaque devido as suas propriedades neuroprotetoras. Sendo assim,
o0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do CBG sobre a neurodegeneracao
hipocampal causada pela ocluséo bilateral das artérias car6tidas comuns (OBACC).
Camundongos machos adultos foram submetidos a OBACC e eutanasiados 24 h, 3,
5 e 7 dias apds o procedimento para determinar o pico de maior neurodegeneracao
pela técnica de FluorodJadeC (FJC). Apés a identificacdo do pico que ocorreu apos
24h e 3 dias, novos grupos foram tratados com CBG (1 ou 5 mg/kg, i.p.). Diferencas
significativas foram encontradas entre os grupos. Na subregidao CA1, os periodos de
maior morte neuronal ocorreram em 24 horas e 3 dias. Ja na subregido CA3, o pico
foi aos 3 dias, enquanto na regidao CA4/Hilus o pico ocorreu as 24. Em relacao ao
tratamento com CBG, as doses de 1 e 5 mg/kg atenuaram significativamente a
neurodegeneracao na subregiao CA1, tanto 24 h quanto 3 dias ap6s a OBACC. Ja
na subregido CA3, observou-se efeito da dose de CBG 5 mg/kg apenas 3 dias apo6s
a OBACC. Estes resultados indicam diferencas temporais de vulnerabilidade a morte
neuronal nas diferentes subregides hipocampais e efeito neuroprotetor do CBG ap6s
a OBACC.

INTRODUCAO

A isquemia cerebral global e transitéria (ICGT) ocorre como resultado de uma
série de eventos que levam a privacdo do fluxo sanguineo cerebral, como parada
cardiaca reversivel, cardiomiopatias, ruptura aértica e choque circulatério.

O hipocampo é uma das regides encefdlicas mais sensiveis a essa condicao,
especialmente os neur6nios piramidais das subregides CA1, CA3 e Hillus/CA4,
ocorrendo morte celular tanto por necrose como por apoptose (Haglund et al., 2019).
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A perda destes neurdnios culmina em prejuizos cognitivos € emocionais duradouros,
como na aprendizagem e na memoéria. (Geri et al., 2014).

Nesse sentido, o canabigerol (CBG), fitocanabindide nao psicotomimético
derivado da Cannabis sativa, se destaca como um composto com propriedades
anti-inflamatérias e neuroprotetoras ja& demonstradas em estudos anteriores
(Nachnani et al., 2021).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi determinar o pico de
neurodegeneracao hipocampal, usando a histoquimica para FluoroJade-C (FJC), em
camundongos submetidos a isquemia cerebral e determinar, a partir disto, avaliar o
efeito do CBG nas doses de 1 e 5 mg/kg nesta condicéo.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos jovens submetidos a
isquemia cerebral global transitéria pela técnica de oclusdo bilateral das artérias
cardtidas comuns (OBACC). Ap6s a eutanasia, os cérebros foram extraidos,
processados e corados pela técnica histolégica do FJC, a fim de detectar neurdnios
em degeneracgao. Todos os procedimentos foram aprovados pelo CEUA sob numero
4320080223.

Para a realizacdo deste estudo, foram delineados dois experimentos, cujas
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste paramétrico ANOVA,
considerando uma significancia estatistica para um valor de p < 0,05.

EXPERIMENTO 1: Determinag&o da neurodegeneragéo apos a isquemia cerebral

Para o experimento 1, foi definido o dia 0 para a realizacdo da OBACC.
Neste dia os animais foram divididos em 4 grupos experimentais de acordo com o
dia em que foram eutanasiados apds a OBACC. Dessa forma, os do grupo 1 (G1, n
= 6) foram eutanasiados um dia apés, os do grupo 2 (G2, n = 6) no terceiro dia, 0s
do grupo 3 (G3, n = 6) no quinto, enquanto os do grupo 4 (G4, n = 5) foram
eutanasiados no sétimo dia apds a isquemia. Este experimento visou estabelecer o
periodo apdés a isquemia em que se visualiza maior nimero de neurbnios em
neurodegeneracao.

EXPERIMENTO 2: Analise dos efeitos do CBG sob a neurodegeneracao hipocampal

No experimento 2, também foi definido o dia 0 para a realizagcdo da OBACC.
Neste dia, os animais foram divididos em cinco grupos : OBACC + Vei (n = 5),
OBACC + CBG 1 mg/kg (n = 4-6) de OBACC + CBG 5 mg/kg (n = 5) . O tratamento
com o veiculo ou CBG iniciou 1 hora ap6s a OBACC e foi realizado, uma vez ao dia,
até os periodos de maior neurodegeneracdo (que foram determinados pelo
Experimento 1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme demonstrado na figura 1, no experimento |, evidenciou-se que na
regiao CA1 (regido mais sensivel a isquemia), houve diferenca significativa em
relacdo ao grupo nao isquémico (sham) nos cérebros analisados apo6s 24h e 3 dias
da isquemia, sendo o ultimo o periodo que mais houve degeneragédo neuronal (p <
0.1). O mesmo padrao foi observado na regido CA3, em que o0 pico de
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neurodegeneracao estabeleceu-se apds 3 dias (p < 0,1). Ja na subregido CA4,
observou-se um pico de neurodegeneracdo mais precoce em relacdo as outras
subregides, isto é, 24h (p < 0,05). Esses dados apontam uma possivel janela
terapéutica para intervencdes, sejam elas farmacologicas ou nado, que sejam
capazes de frear ou diminuir a morte neuronal e, com isso, mitigar as provaveis
sequelas decorrentes da isquemia cerebral
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Figura 1: Decurso temporal de neurénios corados para Fluorojade C (FJC) nos subcampos CA1(A),
CA3 (B) e CA4 (C) de animais submetidos a ocluséo bilateral das artérias carétidas comuns
(OBACC+. # p < 0.1 comparado ao grupo Sham; @p < 0.05 comparado aos grupos sham e OBACC 5
dias.

Com base nos resultados obtidos no experimento |, optou-se pela analise dos
efeitos do CBG nas doses de 1mg/kg e 5 mg/kg nas diferentes sub-regides
hipocampais ap6s 24 h e 3 dias da OBACC, uma vez que esses foram os periodos
de maior neurodegeneragao. Dessa maneira, a subregido hipocampal em que mais
observou-se efeitos significativamente estatisticos do CBG em relacdo aos animais
tratados com o veiculo foi na subregido CA1. Nota-se efeito na dose de CBG 1
mg/kg tanto ap6s 24 h como 3 dias de isquemia. Além disso, também verificou-se
efeito positivo do composto na dose de 5 mg/kg ap6s 3 dias de isquemia (p< 0,1).
Ja na subregiao CAS3 observou-se efeito significativo (p<0,1) da dose de 5 mg/kg
apos 3 dias de isquemia. Por outro lado, ndo foram evidenciados efeitos do CBG
em nenhuma das doses na subregidao CA4.
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Figura 2: Efeitos do CBG nas doses de 1 mg/kg (CBG1) e 5 mg/kg (CGG 5) sobre a
neurodegeneragao hipocampal evidenciada pela coloracdo do FJC nos subcampos CA1 (A), CA3 (B)
e CA4 (C).” p <0.1 comparado com o veiculo (Vei)
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CONCLUSOES

O presente trabalho avaliou o decurso temporal da neurodegeneracao
hipocampal induzida pela OBACC em camundongos, bem como demonstrou efeitos
positivos do CBG doses de 1 mg/kg aos 24h e 3 dias ap6s a isquemia cerebral.
Estes resultados indicam uma possivel acdo neuroprotetora do CBG em regides
encefalicas criticas e altamente sensiveis a isquemia. Futuramente, o CBG podera
ser aplicado em situacgdes clinicas que envolvam a isquemia cerebral. Contudo, sao
necessarios mais estudos experimentais e clinicos com numero amostral e técnicas
experimentais complementares para se estabelecer possiveis efeitos
neuroprotetores do CBG.
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