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RESUMO

DETONI, V.L. Efeitos do canabidiol e escitalopram sobre as diferentes etapas do
processo neurogénico hipocampal adulto em camundongos cronicamente estressados.
2018. Dissertacéo (Mestrado). Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto- Universidade de S&o
Paulo, Ribeiréo Preto, 2018.

O conhecimento atual sugere que a neurogénese adulta € um mecanismo de plasticidade
importante para a manutencdo da homeostasia cerebral e conservado no cérebro de
mamiferos. A neurogénese adulta pode ser modulada negativamente por exposicao
prolongada ao estresse e positivamente por farmacos antidepressivos. Nesse sentido,
utilizamos o0 modelo de estresse cronico imprevisivel (CUS) para mimetizar em animais o
impacto da exposi¢do cronica ao estresse sobre o comportamento e sobre a neurogénese
adulta. A administracdo cronica de antidepressivos pode atenuar 0 aparecimento de respostas
comportamentais em animais submetidos ao CUS, embora exista uma consideravel laténcia
para o surgimento desses efeitos. Recentemente, o canabidiol (CBD) emergiu como um novo
farmaco com potencial terapéutico para tratamento de transtornos psiquiatricos, como a
ansiedade e capaz de reduzir a laténcia para inicio dos efeitos em relacdo aos antidepressivos
classicos, sendo os mecanismos até entdo pouco compreendidos. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi investigar se o tratamento com CBD ou escitalopram (ESC) durante 7 ou 14 dias
é capaz de atenuar respostas comportamentais do tipo ansiogénica em animais submetidos ao
CUS e observar se esse efeito poderia correlacionar-se a diferentes mecanismos relacionados
a neurogénese adulta. Para isso, camundongos C57BL/6 machos foram divididos em 6
grupos. Os animais de cada grupo receberam somente um tratamento: CBD (30mg/Kg), ESC
(20mg/Kg) ou veiculo diariamente durante 7 (n=9-10=grupo) ou 14 dias (n=6-10/grupo) de
maneira independente e foram submetidos ou ndo ao CUS durante 0 mesmo periodo. Um dia
apos o ultimo tratamento, os animais foram submetidos ao teste do Novelty Supressed
Feeding (NSF). Além disso, foram realizadas analises de proliferacdo celular (Ki67), da
sobrevivéncia celular (BrdU) e de marcadores associados a distintos tipos celulares (Sox2 e
DCX). Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o CBD é capaz de prevenir 0s
efeitos do estresse crénico em protocolos de 7 e 14 dias de tratamento, enquanto que o
antidepressivo escitalopram previne os efeitos do estresse apenas no protocolo de 14 dias.
Além disso, o estresse ndo alterou significativamente a taxa de sobrevivéncia celular em
ambos protocolos, mas promoveu reducdo da proliferacdo celular em 7 dias. Além disso,
observou-se uma reducdo do nimero de células DCX" no grupo dos animais
estressados/veiculo em relacdo ao grupo de animais controle/veiculo no protocolo de 7 dias,
diferenca esta ndo encontrada no protocolo de 14 dias. Com relacéo ao efeito dos tratamentos,
encontramos que o CBD ou ESC ndo previnem a reducdo da proliferacdo celular mediada
pelo estresse, mas previnem a reducdo de células DCX™ no protocolo de 7 dias. Os resultados
encontrados no presente trabalho sugerem que o CBD pode prevenir os efeitos do estresse em
um menor periodo de tempo quando comparado ao ESC. Porém, o presente trabalho néo
demonstrou alteracdo significativa nos pardmetros relacionados a neurogénese, tampouco
modulacéo diferencial entre os farmacos.

Palavras-chave: neurogénese, canabidiol, antidepressivo, laténcia.
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ABSTRACT

Effects of Cannabidiol and escitalopram in different stages of adult hippocampal
neurogenesis in n chronically stressed mice. 2018. Master Thesis. Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto- Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2018

Current knowledge suggests that adult neurogenesis is an important plasticity mechanism for
the maintenance of cerebral homeostasis and conserved in the mammalian brain. Adult
neurogenesis can be modulated negatively by prolonged exposure to stress and positively by
antidepressant drugs. In the present study, we expose mice to the unpredictable chronic stress
paradigm (CUS) and evaluated the impact of chronic exposure to stress on behavior. Chronic
administration of antidepressants attenuate CUS-induced behavioral abnormalities in animals,
although there is a considerable latency for the appearance of the effects of these drugs.
Recently, cannabidiol (CBD) has emerged as a putative new drug with for the treatment of
psychiatric disorders, such as anxiety. Therefore, the objective of this study was to investigate
whether the treatment with CBD or escitalopram (ESC) for 7 or 14 days is able to attenuate
CUS-induced anxiogenic response in mice and, if its effects are correlated with mechanism
involving adul type in animals submitted to the CUS and to observe if this effect could
correlate to different related mechanisms to adult neurogenesis. Male C57BL6 mice were
divided in 6 groups. Each animal of every experimental group received: CBD (30mg / kg),
ESC (20mg / kg) or vehicle daily for 7 (n = 9-10 = group) or 14 days (n = 6-10 / group) and
were submitted or not to the CUS during the same period. One day after the last treatment,
animals were submitted to the Novelty Supressed Feeding (NSF) test. In addition, analyzes of
cell proliferation (Ki67), cell survival (BrdU) and markers associated with different cell types
(Sox2 and DCX) were performed. The results obtained in the present work suggest that CBD
is able to prevent the effects of chronic stress in protocols of 7 and 14 days of treatment,
whereas the antidepressant escitalopram prevents the effects of stress only in the protocol of
14 days. In addition, stress did not significantly alter the rate of cell survival in both protocols,
but promoted reduction of cell proliferation in 7 days. In addition, a reduction in the number
of DCX + cells in the group of stressed animals / vehicle was observed in relation to the group
of control / vehicle animals in the 7-day protocol, a difference not found in the 14-day
protocol. Regarding the effect of treatments, we found that CBD or ESC did not prevent the
reduction of cell proliferation mediated by stress, but prevented the reduction of DCX + cells
in the 7-day protocol. The results found in the present study suggest that CBD can prevent the
effects of stress in a shorter window when compared to ESC. These effects however seem not
to be related to adult hippocampal neurogenesis.

Key- words: neurogenesis, canabidiol, escitalopram, anxiety.
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1. Introdugéo

“Nos centros adultos, os caminhos nervosos sao algo fixo, terminado, imutavel. Tudo
pode morrer, nada pode ser regenerado. E para a ciéncia do futuro mudar, se possivel, este
severo decreto.” (Ramon e Cajal, 1928). Esta frase do grande neurocientista Santiago Ramoén
e Cajal contida em sua pioneira obra “Degeneracdo e regeneracdo do Sistema Nervoso
Central”, explicitou o entendimento a época acerca da capacidade mutavel do Sistema
Nervoso Central. Embora o autor propusesse que seria necessaria uma populacdo fixa de
células neuronais no cérebro adulto para manter a estabilidade funcional da circuitaria
cerebral adulta, Cajal, concomitantemente, demonstrava sua inquietude em relacdo a este
paradigma vigente na época, de que o cérebro adulto seria algo imutavel, incapaz de ser
alterado. Coube a ciéncia do futuro, como referido pelo visionario e célebre neurocientista,
alterar este severo decreto. Nas Ultimas deécadas, evidéncias crescentes nos levaram a
“redescobrir” o cérebro e a admirar a sua grande capacidade dindmica e plastica. Dentre os
processos plasticos que ocorrem no cérebro adulto, a neurogénese, evidenciada pelos
trabalhos de Joseph Altman, na década de 60 do século anterior, ofereceu uma nova
perspectiva ao demonstrar experimentalmente que novos neurdnios poderiam ser
incorporados no cérebro adulto de ratos (Altman e Das, 1965). O pioneirismo de Altman
possibilitou o estudo deste fendmeno, de sua dindmica e de suas fun¢Bes no cérebro adulto,

alterando, de forma instigante os rumos da neurociéncia.

1.1.Neurogénese adulta

Historicamente, os primeiros relatos de que a neurogénese poderia ser um evento
conservado em cérebros adultos foram divulgados por Altman (1963). O pesquisador
demonstrou por meio da técnica de autorradiografia, a existéncia de células marcadas com
timidina H-* (marcador que acopla-se durante a replicacio do DNA de células em
proliferacdo) no neocdrtex e em células granulares do hipocampo de ratos de 4 meses de idade
e em gatos de idade desconhecida. Porém, somente em 1965, o mesmo pesquisador publicou
seus resultados demonstrando evidéncias que sugeriam a existéncia de neurogénese pos-natal
no hipocampo de ratos de 1, 4, 6 e 8 meses de idade (Altman e Das, 1965). Kaplan e Hinds
em 1977, também reportaram gque novos neurdnios seriam formados no bulbo olfatério e giro
denteado de ratos adultos (4 meses de idade), através da analise da incorporacdo do mesmo

marcador utilizado por Altman. Porém, a utilizacdo de micrografia eletronica para anélise
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permitiu, segundo os autores, distinguir as células neurogliais de outras populagdes celulares.
As descobertas de Altman e de Kaplan e Hinds, embora revolucionarias, permaneceram como
fonte de debate por varios anos, em grande parte, em virtude da limitacdo de técnicas
disponiveis na época que comprovassem a existéncia de neurogénese adulta (Rakic, 1985).
Além disso, ndo era possivel determinar o papel desses novos neurénios no cérebro adulto ou
se 0s mesmos integrariam-se funcionalmente no sistema nervoso central (SNC). Nesse
sentido, Paton e Notebohm (1984) foram pioneiros em demonstrar que estes novos neurénios
em aves canoras eram capazes de se integrar a rede sinaptica pré-existente. Outro trabalho
relevante para os rumos do entendimento da neurogénese como um evento conservado no
cérebro adulto foi desenvolvido por Cameron e colaboradores (1993). Os autores
demonstraram que ap6s duas semanas de administracdo de timidina H® em ratos adultos,
muitas células haviam incorporado esse marcador e que muitas delas foram imunorreativas
para NSE (neuron specific enolase), que é um marcador especifico da linhagem neuronal.
Além disso, os autores, a partir do estudo de time points determinados (1 h, 1, 2, 3 e 4
semanas), conseguiram determinar a posicdo destas células no giro denteado do hipocampo e
sugerir que muitos dos neurénios recém-formados migravam durante o seu desenvolvimento
para a camada granular do giro denteado.

O crescente avancgo de técnicas moleculares como a microscopia confocal e de novos
marcadores celulares, tais como o analogo da timidina 5-bromo-2"-deoxiuridina (BrdU), que
se incorpora ao DNA das células que estdo na fase S do ciclo celular, permitiram um grande
avanco no entendimento deste evento. Tais evolucdes, possibilitaram sequencialmente a
descoberta da neurogénese adulta em primatas (Gould et al., 1997) e a existéncia da
neurogénese adulta humana, evidenciada pelo trabalho de Eriksson e colaboradores (1998). A
partir de analises post mortem no cérebro de pacientes que haviam recebido BrdU como um
marcador para diagnostico de tumores, 0s autores observaram que, através da técnica de
imunofluorescéncia para marcacgdo especifica de populacfes neuronais (NeuN, calbindina ou
NSE) que haviam sido coexpressos com BrdU, novos neurbnios eram gerados no giro
denteado do hipocampo de seres humanos adultos. Atualmente observa-se um grande
interesse pelo estudo da neurogénese adulta em seres humanos. Embora fonte de debates,
diversos autores consideram a existéncia deste processo em seres humanos adultos
(Kempermann et al., 2018; Ernst et al., 2014; Spalding et al., 2013; Bergmann et al., 2015).
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1.2.Conceito e nichos neurogénicos

Segundo defini¢bes de Gage (2000) e Kempermann et al. (2015) a neurogénese adulta
ndo pode ser descrita como meramente um evento e sim um processo altamente dinamico,
sujeito a regulacdo por varios estimulos fisioldgicos, patoldgicos e farmacoldgicos que
culmina com o surgimento de novos neur6nios no cérebro adulto, a partir de células tronco
progenitoras, localizados em nichos bem definidos (Gage, 2000; Kempermann et al., 2015). O
conhecimento atual reconhece a existéncia de 2 nichos neurogénicos sob condigdes
fisioldgicas no cérebro de mamiferos, a zona subventricular dos ventriculos laterais (SVZ) e a
zona subgranular (SGZ) do giro denteado da formacdo hipocampal (Ming e Song, 2011)
(Figura 1).
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Figura 1- Bétiz et al., 2016. Nichos neurogénicos no cérebro adulto de mamiferos em corte
coronal. A SVZ e SGZ sdo atualmente definidos como nichos neurogénicos no cérebro adulto de
mamiferos. Em destaque é representada a zona subgranular (SGZ) do giro denteado (DG). Legenda:
OB: bulbo olfatério; RMS: cadeia migratéria rostral; Str: estriado; SVZ: zona subventricular; LV:
ventriculo lateral; Cx: cortex; Hip: Hipocampo. Copyright © 2016 Bétiz, Castro, Burgos, Velasquez,
Mufioz, Lafourcade, Troncoso-Escudero and Wyneken.

Além da presenca de células tronco progenitoras dotadas de capacidades de auto-
renovacdo e multipoténcia, fundamentalmente, os nichos possuem um microambiente
favoravel a ocorréncia do processo, como uma populacdo de células gliais (astrocitos e
micrdglia), contatos especificos entre diferentes tipos celulares, a presenca de células
endoteliais e uma complexa matriz extracelular (Doetsch, 2003; Conover e Notti, 2008). A
neurogénese adulta, embora seja caracterizada por um processo complexo compreendido por
varios passos e que sofre a regulacdo de diversos fatores, pode ser dividida genericamente em

4 etapas principais: fase de proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e maturagéo. Inicialmente,
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células precursoras com propriedades gliais (Tipol-GD; ou tipo B1-SVZ) podem sofrer
divisdes simétricas, gerando duas células filhas semelhantes ou sofrer divisdes assimétricas,
originando uma celula filha, que pode ser um progenitor amplificado transitério (Tipo 2a-GD;
ou tipo C-SVZ) e uma célula semelhante a ela. Ap0s esta fase proliferativa, as células podem
migrar longas distancias, através da cadeia migratoria rostral (SVZ) ou curtas distancias
através da camada granular (GD), nos quais diferenciam-se em neuroblastos (Tipo 2b e Tipo 3
GD; Tipo A-SVZ) (Kempermann et al., 2015).

Importante enfatizar que essas populacdes celulares podem assumir determinada
heterogeneidade em seus respectivos nichos durante todo o processo de neurogénese,
possivelmente possuindo fungdes especificas (Alvarez-Buylla et al., 2008). Caso sobrevivam
a todo esse processo, podem gerar novos neurbnios imaturos e integrar-se as sinapses pré-
existentes na camada granular do giro denteado ou no bulbo olfatério (em roedores), onde
assumem a forma de células granulares glutamatérgicas, no GD, ou interneurénios
GABAergicos, no bulbo olfatério. Nesta fase, ocorre a maturacdo de espinhos dendriticos e
aumento da plasticidade sinaptica (Kempermann et al., 2015). Ressalta-se, no entanto, que
todos os condicionantes deste processo ndo estdo ainda completamente elucidados, embora
possivelmente, a sinalizagdo presente no nicho neurogénico mediada por fatores de
crescimento e neurotransmissores permitam uma complexa regulacdo, por exemplo, entre
quiescéncia/proliferacdo de células tronco progenitoras e diferenciacdo entre
neurdnios/células gliais (Conover e Notti, 2008).

Uma estratégia utilizada para se ter um indicio do estagio da neurogénese em que a
célula se encontra é 0 uso de marcadores neurais que sao expressos em distintas populacdes
celulares. Por exemplo, células precursoras amplificadas nas regiGes neurogénicas sao
negativas para GFAP, portanto a dupla marcacdo de SOX2/GFAP pode ser utilizada para
diferenciacédo entre células progenitoras e precursoras amplificadas (Suh et al., 2007). Apds a
fase proliferativa, as células se diferenciam e caso sobrevivam, expressam, dentre outros
marcadores, doublecortin (DCX), proteina associada a microtibulos que é expressa somente
na linhagem neuronal e que esta intimamente relacionada ao processo de migracdo e de
iniciacdo da diferenciacdo neuronal (células 2b e 3). No caso da neurogénese adulta que
ocorre no hipocampo, ap6s sofrer integragdo sinaptica na camada granular do giro denteado,
0s neurdnios expressam calbindina correspondendo a fase de maturagdo pos-mitotica tardia. A
expressao destes marcadores pode ser avaliada, portanto, por técnicas moleculares,
ferramentas de particular importancia para o presente estudo. Sinteticamente, a expressao de

alguns marcadores celulares e de caracteristicas que compreendem as distintas fases do
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processo de neurogénese adulta sdo exibidos esquematicamente abaixo (Figura 2). Em

seguida, na tabela 1 séo atribuidas fungdes para marcadores de fundamental interesse ao nosso

estudo e sua expressao celular.
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Figura 2. Modificado de Kempermann et al., 2015. Etapas da neurogénese hipocampal adulta
com respectivos marcadores que caracterizam determinado tipo celular e caracteristicas de cada

fase.
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Expresséao Referéncias
celular
durante a
neurogénese
adulta no SGZ
Células radiais

gliais ( Tipo 1)

Kriegstein e
Gotz (2003)

Suh et
2007

Células tronco
progenitoras
(Tipo 1) e
células
progenitoras
amplificadas
(Tipo 2 a)

al.,

Células tipo 2b Brown et al.,
e celulas do 2003

tipo 3
(neuroblastos).

Tabela 1- Biomarcadores moleculares na neurogénese adulta, suas fungdes e expresséo celular
em tipos celulares durante a neurogénese adulta na SGZ do giro denteado.

1.3.Neurogénese Adulta: Participacdo na manutencao de importantes fungoes
cerebrais e evidéncias de fatores que podem exercer influéncia positiva ou

negativa.

A neurogénese adulta é um processo regulador da homeostasia cerebral em eventos

fundamentais, tais como memdria e aprendizado e processos emocionais (Sahay et al., 2008).
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E bem descrito que fatores como o enriquecimento ambiental, atividade fisica voluntaria
(Sakalem et al., 2017), bem como algumas classes de farmacos, como os antidepressivos
(Mallberg et al., 2000) exercem efeitos pro-neurogénicos, enquanto que fatores como
envelhecimento e exposicdo ao estresse podem promover um prejuizo sobre a neurogénese
adulta (Duman et al; 2006). Além disso, sua disfuncdo € um dos possiveis fatores relacionado
com a neurobiologia dos transtornos psiquiatricos, tais como depressdo maior e ansiedade
(Schoenfeld e Cameron, 2015).

Neste sentido, trabalhos pioneiros desenvolvidos por Gould e colaboradores (1992),
demonstraram que a administracdo de glicocorticoides promove uma redugdo de células
granulares precursoras no hipocampo de ratos adultos. Posteriormente, 0 mesmo grupo
demonstrou que a exposicdo de um primata ndo humano a um estresse social (animal intruso)
promoveu uma reducdo da proliferacdo de células granulares no hipocampo adulto destes
animais (Gould et al., 1998).

Outro importante estudo demonstrou que o aumento da neurogénese hipocampal
adulta per se, através da delecdo do gene pro-apototico Bax de células tronco progenitoras e
sua progénie no cérebro adulto, é suficiente para reduzir comportamentos relacionados a
ansiedade e depressdo em animais tratados cronicamente com corticosterona, um modelo bem
delineado de estresse (Hill et al., 2015).

Algumas classes de farmacos, também possuem papel facilitador sobre a neurogénese
adulta. Neste sentido, Mallberg e colaboradores (2000) foram pioneiros em demonstrar que o
tratamento cronico, mas nao agudo, com antidepressivos aumentou significativamente o
namero de células marcadas com BrdU no giro denteado do hipocampo de ratos adultos. Este
aumento da proliferacdo evidenciado com BrdU, somado a evidéncias de colocalizagdo com
marcadores especificos da linhagem neuronial, indicou um efeito pro- neurogénico. Outro
ponto importante destacado, refere-se a laténcia encontrada para o inicio dos efeitos sobre a
neurogenese adulta: somente o tratamento crénico com AD foi capaz de gerar os efeitos
positivos sobre a proliferacdo celular. Este achado era condizente com o tempo necessario
para a acdo terapéutica clinica observada para os antidepressivos, evidenciando o possivel
papel de processos plasticos, como a neurogénese adulta para o efeito desta classe de
farmacos (Mallberg et al., 2000).

A participacdo da neurogénese hipocampal para o efeito comportamental observado
em animais ap6s a utilizacdo crénica de farmacos antidepressivos foi sugerida
experimentalmente no estudo de Santarelli e colaboradores (2003). Foi observado, que apés a

inducdo da morte de células progenitoras no hipocampo por meio da irradiacdo com raios-X,
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o efeito comportamental observado apds o tratamento de 28 dias com fluoxetina ou
imipramina era abolido (Santarelli et al., 2003). Porém, como o préprio autor enfatizou,
apesar do fortalecimento da hipotese neurogénica para a agdo dos AD, ndo se poderia excluir
a hipdtese que outras consequéncias da irradiacdo do hipocampo com raios X poderiam ter
contribuido para a perda de acdo dos AD. Existem, portanto, fatores extrinsecos que
influenciam o processo neurogénico de forma negativa, como 0 estresse ou de maneira
positiva como, por exemplo, os farmacos antidepressivos (Encinas et al., 2006), os quais seréo

enfatizados em nossa investigacao.

1.4. Estresse, transtornos psiquiatricos, antidepressivos e neurogénese adulta

Evidéncias atuais indicam a importante participacdo do estresse sobre a neurogénese
hipocampal adulta. Porém, apesar da atual compreensdo, em uma perspectiva historica, o
estudo do estresse, de seus efeitos sobre o corpo e das respostas adaptativas geradas para
contraposicdo de seus efeitos sdo seculares e sofreram ao longo do tempo modificacdes que
permitiram o aprimoramento de sua compreensdo. Portanto, é necessario destacar duas
importantes teorias que lancaram bases fundamentais do entendimento de como o organismo
responderia quando desafiado por um estressor (Jackson, 2014).

A primeira, desenvolvida por Walter Cannon indicou que quando o organismo sofria
determinada exposicdo a um insulto, mecanismos de retroalimentacdo seriam ativados
visando a manutencdo da estabilidade do meio interno, o que definiu como homeostasia.
Como exemplo, quando exposto a uma situacdo potencialmente perigosa, o corpo responderia
através da ativacdo da glandula adrenal, que ao liberar adrenalina, geraria respostas
fisioldgicas necessarias para a reacdo de luta ou fuga. Essa resposta, portanto, visaria ao
reestabelecimento da homeostasia, fundamental para a sobrevivéncia (de | Brito, 2017). Outra
teoria foi desenvolvida por Hans Selye, responsavel pela popularizacdo do conceito de
estresse. Segundo o mesmo, quando o corpo é exposto a um determinado estressor,
desenvolve-se uma resposta fisiologica ndo especifica a este insulto, dentre elas a ativacdo do
eixo hipotaldmico-hipofisario-adrenal (eixo HPA) e a consequentemente liberagéo de cortisol.
Esta resposta por sua vez, seria estabelecida através de um padrao trifasico compreendido por
uma fase inicial de alarme, seguido por uma fase de resisténcia ou adaptacao, podendo levar
eventualmente a exaustdo ou morte (Szabo et al., 2017). O estresse, portanto, poderia ser
definido como uma resposta adaptativa necessaria a sobrevivéncia, porém, a partir de uma

exposicdo prolongada, doencas fisicas e transtornos mentais poderiam ser desenvolvidos (Mc
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Ewen, 2000).

Teorias mais contemporaneas sobre o conceito de estresse consideram que a resposta
ao estresse pode ter determinado padrédo de especificidade, sendo condicionada pelo tipo de
estressor, sua duracao, a percepcao do organismo ao insulto e a habilidade para enfretamento.
As alteracdes naturais dentro de determinados parametros, que culminam com a estabilidade
das respostas fisiologicas nesse contexto, sdo atualmente definidas como alostase.
Cronicamente, exposicdo a estressores pode prejudicar a coordenacdo entre respostas
neuroendocrinas e comportamentais, gerando uma sobrecarga alostatica que pode levar ao
desenvolvimento de respostas mal adaptativas e, consequentemente, a transtornos
psiquiatricos (Mc Ewen, 2000).

O importante papel do hipocampo, além das ja referidas estruturas hipotalamicas sobre
a regulacdo deste processo, ja sdo estudadas desde a década de 60. Neste periodo, estudos
utilizando perda de funcéo indicaram que lesbes hipocampais levavam a um aumento nos
niveis basais de glicocorticoides (GC) (Fendler et al., 1961; Knigge, 1961), indicando que
estas regides eram importantes para a regulacdo basal da liberacdo de GC. Além deste tipo de
regulacdo, foi evidenciado que a lesdo do subiculum ventral, principal fonte de eferéncias
hipocampais no nucleo paraventricular, prejudicava a regulacdo do eixo HPA, gerando
hipersecrecdo de GC e aumento da biossintese do horménio liberador de corticotropina
(Herman et al., 1998). Estes efeitos foram também acompanhados por alteracdes
comportamentais nos animais mediante a exposicdo ao estresse agudo, fortalecendo o papel
importante do hipocampo na modulacdo da resposta frente ao estresse (Herman et al., 1998).
O estresse crénico, somado as condi¢Bes citadas acima podem, portanto, prejudicar o
feedback negativo exercido pelo hipocampo sobre o eixo HPA (Mizoguchi et al., 2003).

Embora o papel do hipocampo sobre a regulacdo do estresse tenha sido extensamente
estudado, o papel da neurogénese hipocampal adulta sobre a modulacdo desta resposta foi
elucidado apenas recentemente. Estudo de Snyder e colaboradores (2011) sugeriu que em
animais transgénicos com capacidade neurogénica reduzida, o estresse agudo promovia uma
resposta mais acentuada em relacdo a secre¢do de corticosterona quando comparado a animais
controle, indicando que mecanismos de feedback negativos sobre o eixo HPA poderiam estar
comprometidos. Evidenciando ainda o importante papel da neurogénese na atenuacdo dos
efeitos do estresse cronico, recente estudo demonstrou que o aumento da neurogénese
induzido por meio da ablacdo do gene pré-apoptético ibax sobre um promotor de nestina, era
capaz de reverter o déficit induzido pelo estresse sobre a neurogénese adulta (Culig et al.,
2017).
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Figura 3. Estresse mecanismos de adaptacdo. Eventos estressantes sdo acompanhados de respostas
adaptativas visando o reestabelecimento da homeostase. Porém, de acordo com o tempo e a intensidade
de exposicdo a estes eventos, podem ser geradas respostas mal adaptativas que podem culminar no
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos. O hipocampo é uma estrutura importante na regulacgao
destes processos e pode ser afetado negativamente pela exposicdo repetida ao estresse.
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Experimentalmente, em animais, os efeitos do estresse podem ser estudados sobre
diversas perspectivas, dentre elas, o efeito da exposicdo a eventos estressantes sobre
manifestacdes comportamentais, bem como sobre eventos fisioldgicos, por exemplo,
relacionados a plasticidade cerebral. Neste sentido, a aplicacdo do modelo de estresse crénico
imprevisivel, traducdo do inglés de chronic unpredictable stress (CUS) é capaz de gerar uma
diversidade de efeitos comportamentais e alterac@es fisiologicas que sdo paralelos a sintomas
de depressdo. Essa exposicdo mimetiza o que ocorre em seres humanos, suportando a boa
validade de face do modelo (Willner et al., 2017). Além disso, a utilizagdo do CUS justifica-
se por sua boa validade preditiva, ou seja, 0s animais sdo responsivos ao tratamento com
farmacos como, por exemplo, ao tratamento cronico com farmacos antidepressivos (Santarelli
et al., 2003).

Os efeitos negativos do estresse sobre a neurogénese hipocampal adulta, podem em
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parte ser prevenidos ou revertidos com a utilizacdo de farmacos antidepressivos. Estudo de
Morais e colaboradores (2014) evidenciaram que a aplica¢do do estresse cronico imprevisivel
por 7 semanas promoveu uma reducdo no nuimero de células BrdU colocalizadas com o
marcador de neuroblastos PSA-NCAM. Este efeito foi acompanhado por um comportamento
do tipo pré-depressivo nestes animais. O tratamento com fluoxetina, por sua vez, administrada
durante as ultimas 3 semanas do periodo de aplicacdo do estresse, foi capaz de atenuar este
efeito comportamental e reverter o déficit sobre a neurogénese adulta. Analogamente, outro
estudo demonstrou que a fluoxetina (10mg/Kg) administrada por 5 semanas é capaz de
promover uma atenuacdo dos efeitos do CUS em camundongos no splash test e Novelty
Supressed Feeding. Os efeitos comportamentais foram acompanhados por um aumento no
numero de células BrdU®, o que neste trabalho indicou um aumento de proliferacdo celular
(Surget et al., 2011). Seguindo a mesma compreensdo, dados indicaram que a administracéo
do antidepressivo escitalopram (5 ou 10mg/Kg) por 4 semanas em ratos foi capaz de reverter
a reducéo de proliferacdo celular no giro denteado destes animais e o sintoma de anedonia
apos a aplicacdo do estresse cronico variado aplicado inicialmente por 2 semanas e,
posteriormente por 4 semanas em combinacdo com o tratamento. (Jayatissa et al., 2006).

Embora diversos estudos demonstrem o efeito pré-neurogénico do tratamento crénico
com AD, dados séo ainda escassos em relacdo a influencia dos AD em determinadas etapas da
neurogénese adulta. Nesse sentido, dados indicam que o tratamento crénico com fluoxetina
estimula a maturacdo e plasticidade sindptica de células granulares hipocampais e aumenta a
arborizacdo dendritica de células DCX" (Wang et al., 2008; Wang et al., 2013). A fim de
determinar o periodo critico no qual a fluoxetina induziria a maturacdo, Amellem e
colaboradores (2017) encontraram que o tratamento crénico com fluoxetina (28 dias) acelera
a maturacdo de novos neurénios em camundongos da linhagem C57BL6 quando comparado
ao tratamento com veiculo, promovendo a maturacdo de células DCX" (neurdnios jovens)
para células calbindina® (neurdnios maduros) em um tempo anterior. Embora pertencente a
mesma classe da fluoxetina (inibidores seletivos da receptacdo de serotonina), o escitalopram
possui algumas diferencas em termos farmacodindmicos (Pastoor et al., 2014), o que pode
condicionar respostas comportamentais e moleculares diferentes ainda pouco elucidadas.

Em termos estruturais, o escitalopram é uma formulacdo que contém apenas o
enantibmero S- do citalopram. Em um estudo pioneiro, foi demonstrado que tanto o
escitalopram, quanto o citalopram eram efetivos em reverter o fendtipo pré-depressivo em
ratos, apos a aplicacdo do estresse crénico imprevisivel (CUS). Porém, aparentemente o

escitalopram possuia um inicio mais rapido de acdo. Neste mesmo estudo, essa hipotese foi
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confirmada clinicamente, tendo o escitalopram eficicia comprovada no tratamento da
depressdo e um efeito mais rdpido que o citalopram (Montgomery et al., 2001). Foi
demonstrado também que o escitalopram possui uma alta afinidade pelo transportador de
serotonina, o que também poderia contribuir para o seu melhor perfil na clinica (Owens et al.,
2001). Além disso, testes clinicos posteriores confirmaram seu potencial no tratamento de
manifestacbes de ansiedade (Spadone, 2002). Cipriani e colabadoradores (2009, 2018)
demonstraram, através de um estudo de revisdo sistematica com metanalise que o
escitalopram possui melhores perfis de aceitabilidade e alta taxa de responsividade na pratica
clinica.

Embora recentes avangos no manejo de transtornos de ansiedade e de transtornos de
depressdo tenham sido feitos com a incorporacdo de novos antidepressivos com melhores
perfis de eficacia e aceitabilidade e com menores incidéncias de efeitos adversos (Cipriani et
al., 2018), clinicamente ainda sdo observadas algumas limitaces inerentes a essa classe de
farmacos. Algumas das mais importantes referem-se a alta taxa de refratariedade ao
tratamento (Pierz e Thase, 2014) e a laténcia observada para o inicio dos efeitos clinicos
(Frazer e Bemansour, 2002; Cipriani et al., 2018). Esta laténcia, por sua vez, pode estar
relacionada a capacidade de modulacdo de eventos neuroplasticos, como a neurogénese adulta
em diferentes etapas e tempos.

Sustenta-se, portanto, a necessidade de se estudar alternativas vidveis para o
tratamento destes transtornos. Evidéncias indicam que a manipulacdo do sistema
endocanabinoide, através de farmacos sintéticos ou através de fitocanabinoides como o
canabidiol (CBD) em testes pré-clinicos, é igualmente capaz de modular -efeitos
comportamentais relacionados a ansiedade e a depressdo (Zanelatti et al., 2010, Campos et al.,
2013) e seu mecanismo parece estar relacionado a regulacdo da neurogénese hipocampal
adulta (Wolf et al., 2010; Campos et al., 2013). Porém, de maneira semelhante aos AD,
estudos de como os farmacos canabinoides atuam sobre etapas especificas da neurogénese
hipocampal adulta sdo escassos e, portanto, de interesse para o presente estudo.

1.5. Canabinoides- Breve histdrico, atuagédo sobre o sistema endocanabinoide

Os primeiros registros da utilizacdo da Cannabis datam aproximadamente do século |1
a.c, em uma passagem da importante obra da Cultura Antiga Chinesa, intitulada Livro dos
Ritos. Nesta obra, é relatado o importante papel que a fibra do canhamo, extraida da
Cannabis, possuia na fabricacdo de roupas e sapatos, reduzindo a dependéncia do homem na
utilizacdo de peles de animais para o vestuario (Abel, 1980). A utilizacdo das fibras do
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canhamo também impulsionou a descoberta do papel que de fato se configurou como um
objeto fundamental de desenvolvimento da sociedade moderna. Embora possivelmente
utilizada com finalidades meédicas durante um periodo mais antigo, o primeiro relato concreto
do uso da Cannabis esta contido no manual padrdo chinés sobre drogas, conhecido como Pen
Ts’ao. As indicagdes eram para fadiga menstrual, gota, reumatismo, malaria, béri-béri,
constipacéo e distragdo, doengas que segundo a medicina chinesa, estavam associados a uma
perda do yin corporal. O vasto conhecimento a época ja acumulado sobre a maconha, fez com
que os chineses fossem os primeiros a conhecer as suas propriedades psicoativas, seguido de
outras culturas como os povos que habitavam a india. Relatos em sanscrito, atribuida aos
indianos, incluso, referem-se a preparagdes com Cannabis realizadas com proporgdes bem
definidas destinadas para o uso em guerras, a fim de fortalecer a mente e abolir o panico
provocado pela batalha (Abel, 1980)

Embora as fibras do canhamo j& fossem utilizadas pelos povos europeus, africanos e
posteriormente pelos americanos levadas pelos conquistadores europeus, a introducdo da
maconha na Medicina Ocidental somente aconteceu no SEC XIX, sendo atribuida ao médico
irlandés William O’Shaughnessy, pioneiro nos estudos sobre as propriedades medicinais da
Cannabis. O marco ocorreu em 1843, quando o médico publicou um resumo de seus estudos
sobre a droga em diversas afecgdes como reumatismo e epilepsia, despertando a atencdo de
médicos europeus interessados em adotar o tratamento em suas praticas médicas. Porém,
dada a variabilidade de efeitos promovidos pela maconha, muitos médicos a época receberam
com cautela esses estudos, levando grupos de quimicos a tentar isolar e identificar os
componentes ativos da planta.

Em 1890, um grupo de quimicos da Universidade de Cambridge conseguiu isolar um
extrato relativamente puro que denominaram canabinol. Impulso importante, no entanto, foi
dado somente aproximadamente 70 anos depois com os trabalhos dos israelistas Gaoni e
Mechoulam, que identificaram estruturalmente os dois principais componentes da Cannabis
sativa, 0 canabidiol (CBD), isolado inicialmente em 1940 por Adams et al., (1940)
(Mechoulam e Shvo, 1963) e 0 1- delta-9 trans- tetrahidrocanabinol (A9-THC), principal
componente psicoativo presente na planta (Gaoni e Mechoulam, 1965; Gaoni e Mechoulam,
1967). Outras substancias, alem das mais conhecidas A9-THC e CBD foram também
extraidas, identificadas e denominadas conjuntamente de fitocanabinoides. A elucidacdo das
novas substancias, somado ao conhecimento milenar do uso terapéutico da Cannabis
impulsionaram a investigacdo de mecanismos relacionados a sua acgdo, culminando na

descoberta do Sistema Endocanabinoide em meados da década de 80.
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A descoberta do sistema endocanabinoide, embora relativamente recente, foi baseada
em um acumulo de evidéncias que apontaram para a existéncia de um conjunto de receptores
(CB1 e CB2) (Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993) e de enzimas de sintese e degradacédo
de neuromoduladores que seriam produzidos endogenamente sob demanda. O impulso inicial
para a pesquisa deste sistema foi dado pela tentativa de se elucidar os mecanismos pelos quais
a Cannabis sativa elicitava seus efeitos no sistema nervoso central. A descoberta e elucidagéo
estrutural do THC, possibilitou que as pesquisas avangassem consideravelmente, com a
sintese de analogos sintéticos que possibilitaram o estudo do sistema até entdo desconhecido.

A busca pela elucidacdo da “neurotransmissdo canabinoide” rompeu paradigmas ao
indicar que a neurotransmissdo do novo sistema ndo se daria da maneira classica, mas por
meio da modulacao da liberacdo de outros neurotransmissores (Cadogan, et al. 1997; Gifford
e Ashby 1996).

Embora o sistema endocanabinoide atue sob demanda regulando a atividade de outros
sistemas através da sintese e liberacdo dos eCB mencionados, 0s receptores e enzimas do
sistema endocanabinoide também podem ser alvo para 0s canabinoides sintéticos e
fitocanabinoides extraidos da planta Cannabis sativa. Apesar de por muito tempo, grande
parte da atencdo cientifica tenha sido dispensada ao A9-tetrahidrocanabinol, principal
componente psicotomimético da C. sativa, o canabidiol (CBD) emergiu ao longo dos ultimos
anos, tendo seu estudo grande enfoque atualmente, como uma droga promissora para 0

tratamento de transtornos psiquiatricos.
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Figura 4. de Oliveira RW et al. (2018). Esquema simplificado ilustrando a sinalizago endocanabinoide. O
sistema endocanabinoide é composto pelos endocanabinoides 2-AG e AEA, biossentetizados nesta
representacdo a partir de aumento de Ca 2* intracelular; pelas enzimas de sintese dos eCB: DAGL
(diacilglicerol lipase), NAPE (N-araquidonoil PE); enzimas de degradacdo dos eCB: FAAH e MAGL e
receptores CB1 e CB2. Além disso, os astrocitos e a microglia podem exercer essa comunicacgdo biredicional
neste sistema.

1.6. Canabidiol (CBD)

1.6.1. Quimica do CBD

O CBD é um dos mais abundantes compostos naturalmente produzidos pela planta do
género Cannabis. Quimicamente € classificado como um composto terpernofendlico formado
por descarboxilacdo do precursor &cido canabididlico sob influéncia do calor. Naturalmente, é
produzido como enantidmero (-)CBD, sendo os seus niveis de producdo influenciados por
condi¢cdes ambientais como temperatura do solo, indice de precipitagdo e temperatura
ambiental (Sikora et al., 2011). Rotas sintéticas também foram desenvolvidas em laboratérios
de sintese organica (Mechoulam et al., 2002), gerando diferentes fontes de disponibilidade
para o CBD. Em condi¢es laboratoriais, por exemplo, sob condic@es acidas, o CBD pode ser
convertido a A9-THC (Mechoulam et al.,, 2002) ao passo que espontaneamente essa

conversao parece nao ocorrer.
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Canabidiol {CBD)

Figura 5. Estrutura quimica do canabidiol

1.6.2. Efeitos clinicos do CBD

Historicamente, a utilizacdo da Cannabis com propdsitos clinicos data de séculos. O
impulso dado com o isolamento e elucidacdo estrutural do CBD e dada a necessidade de se
encontrar tratamentos alternativos a diversas doencas e transtornos mentais, fizeram com que
0 estudo pormenorizado do CBD ganhasse bastante enfoque durante a segunda metade do
século XX. Um dos primeiros estudos clinicos realizados com esse composto foi
desenvolvido pelo grupo brasileiro liderado pelo professor Elisaldo Carlini da Universidade
de Sdo Paulo que administrou CBD (66-67% pureza) nas doses de 200-300mg (v.0) a
pacientes com epilepsia generalizada secundaria por um periodo de 4-5 meses. Dos 8
pacientes que receberam CBD, 4 demonstraram melhora clinica significativa, efeito que ndo
ocorreu em pacientes que ja estavam recebendo medicacOes antiepiléticas, mas que nao
haviam recebido CBD (Cunha et al., 1980). Outros estudos com enfoque da a¢do do CBD sob
manifestacBes da epilepsia foram publicados demonstrando o potencial do CBD isolado na
reducdo da frequéncia mensal de convulsdes motoras por 12 semanas em criancas e adultos
jovens com epilepsia severa (Devinsky et al., 2016), mantendo-se com taxas semelhantes ao
longo de 96 semanas de tratamento (Szaflarski et al., 2018). Estudos também foram
conduzidos através da administracdo de extratos de Cannabis com alta propor¢do de CBD,
obtendo resultados promissores em relacdo a reducdo de manifestaces da epilepsia em
criancas e adolescentes (Gedde e Maa, 2013; Tzadok et al., 2016).

Estudos com o CBD como potencial droga ansiolitica também foram realizados
clinicamente. O primeiro deles, também foi realizado por um grupo de pesquisa brasileiro, no
qual foi demonstrado que o CBD diminuia alguns dos efeitos ansiogénicos gerados pela
administragdo de altas doses de A9-THC (Karniol et al., 1974). Outro estudo confirmou os
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resultados previamente obtidos e demonstrou que a administracdo concomitante de CBD
(Img/Kg) era capaz de atenuar alguns dos efeitos relacionados a ingestdo de altas doses de
A9-THC (0,5mg/Kg), dentre eles o efeito ansiogénico (Zuardi et al., 1982). Em 1993, o
mesmo grupo demonstrou que a administracdo de CBD (300mg) reduzia a ansiedade de
voluntarios submetidos ao teste simulado de falar em publico, sugerindo que o CBD possuia
propriedades ansioliticas em individuos submetidos a situacdes de estresse (Zuardi et al.,
1993). A fim de determinar como os efeitos do CBD eram mediados em nivel central, Crippa
e colaboradores (2004) valendo-se de técnica de neuroimagem demonstraram que o CBD
além de diminuir a ansiedade subjetiva promovida pela propria aplicacdo do teste, exercia
seus efeitos atraveés da acdo em areas cerebrais limbicas e pre-limbicas. Posteriormente,
Bergamaschi e colaboradores (2011) demonstraram que o CBD na dose de 600mg era capaz
de reduzir manifestacdes relacionadas a ansiedade em pacientes com Transtorno de Ansiedade
Social Generalizada, que, todavia, nunca haviam recebido tratamento para a condigdo. As
pesquisas relatadas acima denotam o potencial do CBD para o tratamento de transtornos
relacionados a ansiedade.

Estudos clinicos com o CBD também foram conduzidos em transtornos psicéticos.
Embora os resultados encontrados sejam conflitantes (McGuire et al., 2018; Boggs et al.,
2018), alguns estudos evidenciaram que o canabinoide administrado durante 4-6 semanas
poderia ser efetivo para o tratamento da esquizofrenia, através da melhora dos sintomas
psicoticos, somado a uma baixa incidéncia de efeitos adversos (Leweke et al., 2012; McGuire
et al., 2018). No estudo de Leweke e colaboradores, (2012) este efeito correlacionou-se
clinicamente a um aumento dos niveis de anandamida (AEA) (Leweke et al., 2012).

Atualmente o CBD é comercializado em combinagdo com o THC (1:1) na forma de
spray de administracdo oral em uma formulacdo farmacéutica de spray (Sativex®) para o
tratamento da espasticidade refrataria moderada a severa em pacientes com esclerose
maltipla, proporcionando melhora clinicamente relevante. (Markova et al., 2018; Keating,
2017).

Além das aplicacdes mencionadas, o0 CBD vem sendo estudado para o tratamento da
sindrome de retirada a drogas de abuso como Cannabis (Crippa et al., 2013; Trigo et al.,
2018) e nicotina (Morgan et al., 2013). Todos estes estudos sinalizam a uma grande tendéncia
para o estudo dos canabinoides nas mais diversas condi¢des clinicas. Dados da literatura
(Bergamaschi et al., 2011) endossam ainda que o CBD € seguro e bem tolerado nas doses
testadas, mesmo em voluntarios saudaveis (Martin-Santos et al., 2012), ndo tendo sido

demonstrados efeitos adversos significativos em pacientes administrados com dose de até
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1500mg/Kg por via oral (Zuardi et al., 1995). Porém, dada a multiplicidade de efeitos, faz-se
necessario estudar os mecanismos pelos quais 0 CBD e outros canabinoides exercem seus

efeitos.

1.6.3. Farmacodinamica e farmacocinética do CBD

Atualmente, sabe-se que 0 CBD pode produzir a¢6es farmacoldgicas multiplas, dada a
sua capacidade de atuar em diversos receptores presentes em distintas estruturas do sistema
nervoso central e dado o seu efeito dose dependente (Campos et al., 2012) . Em relagédo ao
sistema endocanabinoide, dados experimentais obtidos a partir de estudos de binding
demonstram que o CBD possui baixa afinidade pelos receptores CB1 e CB2 (Showalter et al.,
1996; Bisogno et al., 2001).

Estudo recente indicou que o CBD pode atuar como um modulador alostérico negativo
sobre os receptores CB1 (Lapraire et al., 2015; Tham et al., 2018). De maneira intrigante, no
entanto, diversos resultados indicaram que os efeitos do CBD eram revertidos por agonistas
inversos do receptor CB1 e que eram ausentes em animais knockouts para o receptor CB1
(Casarotto et al., 2010; Campos et al., 2013). Dado esse fato, Bisogno e colaboradores (2001)
observaram que o CBD possuia a capacidade de inibir a enzima de degradacdo da
anandamida, a FAAH, aumentando, portanto, a sinalizacdo mediada pelo endocanabinoide,
por exemplo, em CB1. Outros alvos para o CBD ja foram elucidados, como o receptor 5-
HT1A, através de estudos de binding (Russo et al., 2005) e a partir de evidéncias obtidas de
experimentos comportamentais (Zanelati et al., 2010; Sonego et al., 2016; Campos et al.,
2013), o receptor orfao GPR55 (Ryberg et al., 2007), os receptores [ e @ opidides, noS quais
atua como modulador alostérico (Kathmann et al., 2006), receptor vaniléide TRPV1, o qual
parece ser estimulado e dessensibilizado pelo CBD (Bisogno et al., 2001; lanotti et al., 2014;
De Petrocellis et al, 2011) e receptores PPARy (Esposito et al, 2011).

Em relacdo aos parametros farmacocinéticos do CBD, sabe-se que possui baixa
solubilidade em &gua e absorcdo erratica pelo trato gastrointestinal. Além disso, sofre
significativo metabolismo de primeira passagem no figado, o que reduz sua
biodisponibilidade a partir da administracdo oral (Devinsky et al., 2014). Em camundongos,
apos a administracédo i.p, 0 Tmax foi atingido apo6s 1 hora no cérebro e 2 horas no plasma. O
tempo de meia vida ty, aparente no plasma e no cérebro ndo sofreram varia¢Ges significativas
e foram de aproximadamente 4,5 a 5 horas (Deiana et al., 2012). Como outros canabinoides, o

CBD é metabolizado pelo figado por enzimas do CYP450 (Ujvary e Hanus, 2016).
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Importante mencionar que variagOes interindividuais na expressdo e funcdo de enzimas do

CYP450 podem afetar a farmacocinética do CBD e seus metabdlitos (Ujvary e Hanus, 2016).

1.6.4. Efeitos pré-clinicos observados com o CBD

Estudos pré-clinicos também confirmam o potencial do CBD, tendo sido
demonstrados efeitos do tipo antipsicético (Moreira e Guimardes, 2005; Long et al., 2006),
efeitos anticonvulsivantes (Vilela et al., 2017) e do tipo ansiolitico em modelos como
labirinto em cruz elevado (Onaivi et al., 1990; Guimarées et al., 1990), teste de conflito de
Vogel (Campos et al., 2008; Moreira et al., 2006) e novelty supressed feeding (Campos et al.,
2013).

Recentemente, foi demonstrado que a administracdo cronica de CBD por 14 dias
(3mg/Kg) reduziu o tempo de imobilidade no tail suspension test em relagdo ao grupo
controle, indicando um comportamento do tipo antidepressivo (Schiavon et al., 2016). Outro
estudo indicou que o efeito do tipo antidepressivo promovido pelo CBD em camundongos
Swiss machos (7-8 semanas de idade) no teste do nado forcado modula a via de sinalizacdo
mTOR (Sartim et al., 2018) e dependente dos niveis cerebrais de serotonina (Sales et al.,
2018).

Outro aspecto importante diz respeito a possivel capacidade do CBD em exercer
efeitos comportamentais rapidos. Com relacéo a este fator, estudo de Linge e colaboradores
(2016) demonstrou que o CBD administrado por 7 dias é capaz de induzir um efeito répido e
sustentado do tipo antidepressivo via aumento da sinalizacdo cortical de serotonina e
glutamato. No entanto, os mecanismos pelos quais 0 CBD pode promover seus efeitos e
possivelmente acelerar as manifestacdes comportamentais, permanecem como fonte de
investigacdo. Embora grande nimero de informagdes tenham sido geradas, devido o grande
potencial que pode advir deste composto, estudos adicionais sdo necessarios para se investigar
outros mecanismos que podem estar associados aos efeitos pré-clinicos do CBD, dado o seu
comprovado efeito pleiotrépico. Pesquisas recentes demonstraram que o CBD, assim como 0s
AD também atua sobre processos neuroplasticos, dentre eles a neurogénese hipocampal
adulta. Os mecanismos pelos quais o CBD interfere sobre a neurogénese adulta, no entanto,
permanecem sob investigacdo. Um dos estudos realizados identificou que o CBD exerce
efeitos pré-neurogénicos através do envolvimento do receptor PPARy (Esposito et al., 2011).

Além disso, promove o aumento da sobrevivéncia neuronial e de outros estagios da
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neurogénese adulta (Esposito et al., 2011, Wolf et al., 2010), através de um mecanismo
dependente da sinalizacéo via receptor CB1.

No estudo citado de Wolf et al., 2010 foi demonstrado que o CBD administrado a
camundongos por meio da dieta por 6 semanas, € capaz de promover um aumento de céelulas
Brdu/NeuN positivas 7 dias apds a injecdo de BrdU, indicando que o CBD pode acelerar a
maturacdo neuronal. Estes efeitos neurogénicos mediados por CBD foram dependentes da
sinalizacdo via receptor CB1. Na auséncia deste receptor, no entanto, o0 CBD promovia um
aumento da proliferacdo celular, mas a capacidade de diferenciacdo neuronal era reduzida.

Em outro recente estudo, foi demonstrado que o tratamento repetido com CBD (14
dias) foi capaz de atenuar os efeitos da aplicagdo do estresse cronico imprevisivel no teste do
Novelty Supressed Feeding e concomitantemente, reverter o déficit neurogénico apos a
aplicacdo do mesmo. Os autores demonstraram que este efeito do tipo ansiolitico foi
dependente da sinalizacdo mediada pelos receptores CB1 e CB2 e que o efeito pro-
neurogénico foi mediado através da sinalizagdo via CB2. Além disso, foi observado que o
CBD ¢ capaz de agir em outros processos neuroplasticos, como no aumento da expressdo de
proteinas sinapticas em relacdo aos animais submetidos ao estresse e aumento do
remodelamento dendritico (Fogaca et al.,, 2018). Campos e colaboradores (2013)
demonstraram que o tratamento crénico com CBD por 14 dias é capaz de prevenir o
comportamento do tipo ansiogénico em animais submetidos ao modelo de estresse cronico
imprevisivel no modelo de labirinto em cruz elevado e no paradigma do Novelty suspressed
feeding (NSF) (Campos et al., 2013). N&do obstante, os autores demonstraram ainda que 0s
efeitos ansioliticos do CBD em camundongos cronicamente estressados sao ausentes em
animais transgénicos com capacidade neurogénica adulta nula ou bastante reduzida (Campos
etal., 2013).

Embora os autores ndo tenham comparados os efeitos do CBD com os antidepressivos
classicos, o efeito em 14 dias poderia indicar uma possivel reducdo de laténcia em relacéo ao
tratamento com imipramina e fluoxetina (geralmente ap6s 21 dias- Santarelli et al., 2003). O
presente trabalho consiste, portanto, em testar a hipdtese de que o CBD ¢é capaz de produzir
efeitos comportamentais em animais cronicamente estressados em uma laténcia menor do que
0 antidepressivo escitalopram. Além disso, objetiva-se analisar se a reducdo da laténcia
observada possui relacdo com mecanismos da neurogénese hipocampal adulta, analisando-se

as etapas e marcadores celulares relacionados a neurogénese.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Analisar o papel do CBD em comparacdo direta ao antidepressivo escitalopram sobre os
efeitos ansioliticos do CBD em animais cronicamente estressados, bem como 0s mecanismos

pré-neurogénicos possivelmente associados.

2.2.0bjetivos especificos

. Analisar o efeito ansiolitico do tratamento repetido (7 dias) com CBD ou escitalopram em

animais submetidos ou ndo ao protocolo de estresse cronico durante 0 mesmo periodo.

Analisar o efeito do estresse e dos tratamentos sobre a sobrevivéncia celular, testado pela

incorporacdo de BrdU no time point de 7 dias.

. Identificar por meio da analise de DCX (doblecortin) o efeito dos tratamentos em diferentes
condicBes sobre o nimero de células (Tipo 2b e Tipo 3) comprometidas com o fen6tipo

neuronial no time points de 7 dias.

. Identificar por meio da analise de células Ki67" o efeito do estresse e dos tratamentos sobre

a proliferacdo celular.

. Analisar o efeito ansiolitico do tratamento repetido (14 dias) com CBD ou escitalopram em

animais submetidos ou ndo ao protocolo de estresse cronico durante 0 mesmo periodo.

. Analisar a expressdo de células BrdU" no time point de 14 dias. Essa analise permite
identificar células que sobreviveram durante o time point (14 dias) testado pela incorporacéao
de BrdU.

. Identificar a expressdo de células SOX2" no time point de 14 dias. Essa analise permite

identificar células precursoras amplificadas (Tipo 2 a) neste time point.
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. Identificar por meio da analise de DCX (doblecortin) o efeito dos tratamentos em diferentes
condicBes sobre o numero de células (Tipo 2b e Tipo 3) comprometidas com o fen6tipo

neuronial no time points de 14 dias.

MATERIAL E METODOS
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3. Material e métodos

3.1.Animais

Os experimentos foram conduzidos com camundongos machos selvagens C57BL/6
(n=120), originados do biotério central da Universidade de S&o Paulo (USP)/ Campus de
Ribeirdo Preto/SP com aproximadamente 6 semanas e utilizados no inicio do protocolo
experimental com aproximadamente 9-12 semanas de idade. Apds a chegada, 0s
camundongos foram alocados randomicamente em caixas de acrilico (30, 20, 13 cm) em 5
animais/grupo com acesso ad libitum a agua e comida e viveram em um ciclo 12X12 horas
claro/escuro. A cama dos animais consistiu em aproximadamente 2 cm de maravalha, trocada
uma vez na semana. Além disso, foram mantidos em biotério com temperatura controlada
(aproximadamente 23°C). Os protocolos experimentais foram previamente submetidos a
anlise da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade local e aprovados
(Protocolo n° 56/2017).

3.2.Drogas

Foram utilizados escitalopram (Prati Donaduzzi®) (20mg/Kg) dissolvido em salina
0,9% (Dong et al., 2016) e canabidiol (BSPG®) (30mg/Kg) dissolvido em 2% de Tween 80 e
salina 0,9% (Campos et al., 2013). As drogas foram preparadas imediatamente antes da
utilizacdo em ambiente estéril e os animais foram tratados por via intraperitoneal (10ml/Kg)
de acordo com o grupo experimental uma vez ao dia durante todo o protocolo experimental,
preferencialmente, 2 horas ap6s o estressor diario (Campos et al., 2013). O grupo controle
recebeu veiculo (2% Tween 80 e salina 0,9%). Além dos tratamentos citados, os animais
receberam injecdo de BrdU (200mg/Kg) em dose Unica no primeiro dia de protocolo

experimental.

3.3.Procedimento de estresse

Os animais de cada grupo experimental foram submetidos ao regime de estresse crénico
imprevisivel, defini¢do traduzida do inglés de Chronic Unpredictable Stress (CUS), modelo
modificado proposto por Katz e Hersch et al., 1981. Os animais foram expostos a diferentes
estressores de maneira randomizada, sendo que apenas 1 estressor didrio foi utilizado. Os

estressores aplicados foram: 15 minutos de natacdo forcada a 25°C, maravalha molhada (24
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horas), inversédo do ciclo claro/escuro, inclinagéo da caixa (overnight), intervalos inconstantes
de inversdo de ciclo durante o dia (24 horas), estresse de restricdo em tubo falcon por 2 horas
e privacdo de comida por 24 horas, sendo este 0 estressor utilizado em comum para 0s grupos
controle e estressado, de maneira a ser necessario para a aplicacdo do teste comportamental.

Durante o protocolo de estresse, foram registrados 0s pesos dos animais.

3.4.Teste comportamental

No 8° ou 15° dia de protocolo experimental, os animais foram submetidos ao
paradigma da Supressdo da Alimentacdo pela Novidade, ou do inglés, Novelty Supressed
Feeding (NSF). O modelo em questdo, desenvolvido por Bodnoff e colaboradores (1988)
baseia-se na privacdo de alimento do animal durante 24 horas. Decorrido este periodo, 0
animal é exposto a uma caixa transparente de acrilico (50x50x20 cm), contendo serragem
cobrindo o fundo da caixa, localizada em uma sala aos quais nunca havia sido exposto. Nesta
caixa foi introduzido no seu centro um pellet de racdo sobre um suporte de plastico, focados
por uma luz incidente e a caixa colocada em ambiente ausente de qualquer outra fonte de
luminosidade. Os animais previamente habituados por cerca de 2 horas em sala diferente da
de aplicacdo do procedimento, foram introduzidos individualmente em uma das extremidades
da caixa e foi medida a laténcia para que o animal iniciasse o consumo do alimento dentro de
um tempo limite de 10 minutos. Este modelo cria, portanto, um conflito entre uma tendéncia
natural para comer apds a privacdo de comida e aversdo etolégica ao novo, a luz incidente e
ao ambiente desprotegido conferido pelo centro da caixa de teste (Campos et al., 2013). Logo
em seguida, os animais foram colocados individualmente em sua home cage e foi avaliada a
laténcia para que o camundongo comesse, bem como 0 consumo total de ragéo dentro de um
periodo de 5 minutos. Todos os testes comportamentais foram registrados por meio de

filmagem.

3.5.Perfuséo e preservacao da amostra

No dia seguinte ao teste comportamental, os animais previamente anestesiados com
um volume de 10ml/Kg de ketamina (150mg/Kg) e xilazina (8mg/Kg) foram perfundidos por
via transcardiaca com salina tamponada em tampé&o fosfato (30mL) seguidos pela infusdo de
paraformaldeido (PFA) 4% previamente filtrado (30mL). Os animais foram decapitados e 0s

encéfalos removidos. Posteriormente, os encéfalos foram pés-fixados overnight em PFA 4% e
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crioprotegidos em solucdo de sacarose 30% por aproximadamente 4 dias. ApOs estes
procedimentos, a sacarose foi removida e os encéfalos congelados em isopentana/vapor de
gelo seco (-30°C) por aproximadamente 30 segundos e armazenados em freezer -80°C até o
momento dos cortes em criostato (Leica, Alemanha). Os animais foram escolhidos
aleatoriamente e, posteriormente é realizada a andlise correlacional obtido entre os dados

comportamentais e 0s resultados das técnicas moleculares.

3.6.Delineamento experimental

No inicio do protocolo experimental (dia 1), todos os animais receberam uma injecédo
i.p Unica de BrdU 200mg/Kg e foram ou ndo submetidos ao protocolo de estresse cronico
imprevisivel durante 7 ou 14 dias. Durante 0 mesmo periodo os animais receberam tratamento
i.p com veiculo, CBD 30mg/Kg ou Escitalopram 20mg/Kg. No 8° ou 15° dia de protocolo, 0s
animais foram submetidos ao teste comportamental (NSF) e perfundidos no dia seguinte para

a remocao dos encéfalos para analises moleculares (Figura 5 e Figura 6).

3.6.1. Delineamento experimental

No experimento de 7 dias, os animais foram divididos randomicamente de forma
aleatoria entre 6 grupos; animais ndo estressados (NS) tratados com veiculo, CBD 30mg/Kg
ou Escitalopram 20m/Kg e animais submetidos ao protocolo de estresse crénico imprevisivel
tratados com veiculo, CBD 30mg/Kg ou Escitalopram 20mg/Kg. Inicialmente, todos os
grupos experimentais foram constituidos por um n=10 por grupo. Porém, reducdes neste
ndmero ocorreram durante o experimento e sdao explicitados nos resultados. Os experimentos

foram conduzidos de maneira independente

Tratamento Veiculo CBD 30mg/Kg Escitalopram
(20mg/Kg)
Condicéo
NS NS/Vei (n=9) NS/CBD (n=10) NS/ESC (n=10)
CuUsS CUS/Vei (n=10) CUS/CBD (n=9) CUS/ESC (n=10)

Tabela 2. Grupos experimentais. Protocolo de 7 dias. Todos os experimentos foram conduzidos de
forma independente com n=9/grupo NS/Vei e CUS/CBD e n=10 demais grupos em um total de 6
grupos experimentais.
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No experimento de 14 dias, os animais foram divididos randomicamente de forma aleatoria
entre 6 grupos; animais nao estressados (NS) tratados com veiculo, CBD 30mg/Kg ou
Escitalopram 20m/Kg e animais submetidos ao protocolo de estresse crdnico imprevisivel
tratados com veiculo, CBD 30mg/Kg ou Escitalopram 20mg/Kg. Inicialmente, todos o0s
grupos experimentais foram constituidos por um n=10 por grupo. Porém, reducBes neste
numero ocorreram durante o experimento e sdo explicitados nos resultados. Os experimentos

foram conduzidos de maneira independente

Tratamento Veiculo CBD 30mg/Kg Escitalopram
(20mg/Kg)
Condicéo
NS NS/Vei (n=10) NS/CBD (n=10) NS/ESC (n=10)
CUS CUS/Vei (n=6) CUS/CBD (n=10) [ CUS/ESC (n=10)

Tabela 3. Grupos experimentais. Protocolo de 14 dias. Todos os experimentos foram conduzidos de
forma independente com n=6/grupo CUS/Vei e n=10 demais grupos em um total de 6 grupos
experimentais.

3.6.2. Protocolo experimental

No inicio do protocolo experimental (dia 1), todos os animais receberam uma injecdo i.p
Unica de BrdU 200mg/Kg e foram ou ndo submetidos ao protocolo de estresse crénico
imprevisivel durante 7 ou 14 dias. Durante 0 mesmo periodo de aplicacdo do estresse, 0s
animais receberam tratamento diério Unico i.p com veiculo, CBD 30mg/Kg ou Escitalopram
20mg/Kg. No 8° ou 15° dia de protocolo, os animais foram submetidos ao teste
comportamental (NSF) e perfundidos no dia seguinte para a remocdo dos encéfalos para

analises moleculares (Figura 6 e Figura 7).
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Figura 6. Delineamento experimental. Protocolo de 7 dias
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Figura 7. Delineamento experimental. Protocolo de 14 dias

3.7.Preparacao dos tecidos para a técnica de imunohistoquimica

Previamente os cérebros foram cortados em criostato (-25°C) em secBGes de 30um
(bregma 1,34mm- 2,7mm- Paxinos e Franklin, 2012) de maneira a se ter representatividade
antero-posterior do hipocampo. Os cortes foram colocados em placas de 24 pogos (8 pocos
por animal contendo aproximadamente 8 cortes em cada um) contendo solucéo anticongelante
e armazenados em freezer -20°C até o momento do protocolo. Os cortes para
imunohistoquimica foram selecionados em placa de Petri de acordo com a estrutura desejada

(hipocampo) e colocados em poco de placa de 24 pogos.

3.7.1. Determinacéao de células doblecortin (DCX) positivas por imunohistoquimica

Os cortes foram lavados por 3 vezes em solucdo de TBS 50mM por 15 minutos e em
seguida foi realizada a recuperacao antigénica com tampéo citrato (10mM, pH=6) em estufa a
70°C por 30 minutos. Foi realizada novamente a lavagem do tecido, porém utilizou-se TBS *
(TBS 50mM + 0.1% soro albumina bovina- BSA + Triton 100X 0.125%) como solugéo de
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lavagem para permeabilizagédo do tecido. O bloqueio foi realizado por 2 horas com solugéo de
bloqueio (TBS 50mM + 1% BSA + Triton 100X 0.25%) para em seguida, 0s cortes serem
incubados com o anticorpo primario anti-Doblecortin 1:200 (Goat- Santa Cruz®) diluido em
solucdo de TBS *. A incubacdo foi realizada por 16 horas em agitador orbital a uma
temperatura de 18°C. Posteriormente, os cortes foram lavados em solucdo de TBS+ e o
anticorpo secundario anti-Goat 1:1000 incubado por 1 hora (Vector Labs). Procedeu-se nova
lavagem e posterior incubacdo do complexo avidina-biotina por 1 hora (1:1000). Ap6s nova
lavagem, os cortes foram incubados em solugdo de 3,3’ diaminobenzidina DAB por
aproximadamente 20 minutos. Os cortes foram, por fim, lavados com TBS para posterior
montagem das laminas (minimo de 6 cortes por ldmina) e diafanizacdo. Ao término dos
procedimentos, os cortes foram montados em lamina/laminula com auxilio do meio de
montagem Permount e as analises foram realizadas por microscopia de luz convencional
(Olympus) (Campos et al. 2013). Foram quantificados 16 giros denteados em 8 cortes de
hipocampo, localizados entre as seguintes coordenadas: -1.22 a -2.26mm (baseadas do atlas
Paxinos e Franklin). As células DCX positivas foram quantificadas utilizando-se a objetiva de
40X. Além do namero total de células, células que tivesse seu corpo celular localizado na
cama granular do giro denteado foram consideradas em estado de migracéo. O total de células
foi expresso através da quantidade total de células positivas/ mm2 de giro denteado (Fogagca et
al., 2018).

3.7.2. Determinacao de células BrdU positivas por imunohistoquimica

O protocolo foi realizado como descrito anteriormente, excetuando-se o processo de
recuperacdo antigénica, no qual foi utilizado HCI (2M) em estufa a 37°C por 30 minutos para
procedimentos de desnaturacdo do DNA, resfriamento imediato a 10°C por 10 minutos, com
posterior lavagem dos cortes com solu¢do de acido Bérico (1M- pH= 8.9). A incubacdo do
anticorpo primario, foi realizada com anti-BrdU 1:100 (Mouse- Hybridoma Bank, lowa
University diluido em solucio de TBS * e o anticorpo secundario utilizado foi o anti-Mouse
1:500 por 1 hora (Vector Labs). Durante a montagem das laminas, além da diafanizacdo, os
cortes foram tratados por 1 minuto com hematoxilina de Mayer. As células BrdU positivas
foram quantificadas utilizando-se a objetiva de 20X e o total de células foi expresso atraves da

quantidade total de células positivas/ mm2 de giro denteado (Fogaca et al., 2018).
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3.7.3. Determinacao de células Ki67 positivas para imunohistoquimica

O protocolo foi realizado de maneira semelhante ao protocolo para determinacéo de
células DCX". No entanto, a incubacdo de anticorpo primario, foi realizada com anti-Ki67
1:100 (Rabbit) diluido em solugdo de TBS * e o anticorpo secundario utilizado foi anti-rabbit
(1:500) incubado por 1 hora (Vector Labs). Durante a montagem das laminas, além da
diafanizacgdo, os cortes foram tratados por 1 minuto com hematoxilina de Mayer. As células
Ki67 positivas foram quantificadas utilizando-se a objetiva de 20X e o total de células foi

expresso atraves da quantidade total de células positivas/0,1 mm2 de giro denteado.

3.8.Imunofluorescéncia para deteccédo de BrdU/SOX2

O processo foi realizado de maneira semelhante ao protocolo para imunohistoquimica
para deteccdo de BrdU. Porém, os anticorpos primarios utilizados foram anti-SOX2 1:500
(Rabbit-Millipore) e anti-BrdU (rat- Abcam) 1:100 preparados na mesma solucdo de
incubagdo de TBS®. Os anticorpos secundarios utilizados foram Alexa 594 (anti-rat-
Invitrogen) e Alexa 647 (anti-rabbit- Invitrogen). Os cortes foram montados em laminas no
mesmo dia em ambiente escuro em meio Fluormalte (Eletron Microscopy) e selados com
esmalte para posterior analise. As células BrdU™ foram contadas em objetiva de 20X e o total
de células expresso através do nimero total de células/0,1mm?. As células SOX2*, por sua

vez foram determinadas através do programa ImageJ® (NCBI) em objetiva de 10X.

3.9.Analise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade (teste Kolmorov-Smirnov) e a
homogeneidade de variancias (teste de Levene). No caso de cumprimento destes pré-
requisitos, a analise dos resultados do teste comportamental foi realizada por two-way
ANOVA (tratamento x condicdo) seguida de teste post hoc de Duncan. Foi adotado um valor
de a de 0,05 como nivel de significancia estatistico. Nos testes moleculares procedeu-se a
mesma andlise estatistica anteriormente descrita, a fim de identificar possivel interacdo entre
os fatores condicdo (Controle x CUS) e tratamento (Veiculo, CBD 30mg/Kg, Escitalopram
20mg/Kg). Foi realizado posteriormente analise de one-way ANOVA, seguido de post hoc de
Duncan para identificagdo de qual (is) dos grupos experimentais eram diferentes

estatisticamente entre si.
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4. Resultados

4.1. Protocolo experimental de 7 dias

No protocolo comportamental de 7 dias apresentado, a anélise de two-way ANOVA
revelou diferenca significativa no fator tratamento (CBD 30mg/Kg/ ESC 20mg/Kg/ veiculo, F
(2,58)=5,896, p<0,05) e embora bastante proxima da significancia estatistica, ndo foi
encontrado diferenca significativa no fator condicdo (controle vs estresse F= (1,58) = 3,577,
p=0,06). Além disso, as andlises indicaram que houve interagdo entre condi¢do (animais
submetidos ao protocolo de estresse crénico imprevisivel ou animais ndo estressados) e
tratamento (F (2,58) = 3,733, p<0,05). Anélises post hoc indicaram que os animais do grupo
controle tratados com escitalopram 20mg/Kg apresentaram significativamente uma menor
laténcia para comer no novo ambiente em relagdo aos animais controle tratados com veiculo.
Além disso, no grupo estressado cronicamente, a administragdo repetida de canabidiol
(30mg/Kg/ 7 dias), mas ndo de escitalopram, reduziu a laténcia para comer no novo ambiente
guando comparado ao grupo veiculo. Nenhum efeito foi observado no consumo de alimento
na home cage, indicando que o estresse, tampouco nenhum dos tratamentos alterou a ingesta
alimentar dos animais. Neste protocolo, um animal do grupo NS/Veiculo foi excluido da
analise por ter encontrado ragdo na maravalha durante o teste no novo ambiente,

prejudicando a geracdo de conflito no animal e, portanto, inviabilizando sua utilizacéo.
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Figura 8. Efeitos comportamentais do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle
ou estressados e submetidos ao paradigma do Novelty Supressed Feeding. Time point: 7 dias A) Laténcia em
segundos (s) que os animais gastam para se alimentarem em um novo ambiente. Tempo de corte do teste: 10
minutos. Dados sdo expressos como médiatSEM. n=9- grupo NS/Veiculo ou n=10- demais grupos. p<0,05 em
relacdo ao grupo Controle/Veiculo; # p<0,05 em relagdo ao grupo CUS/Veiculo. (ANOVA de duas vias; ANOVA
de uma via seguido de post hoc de Duncan).

B) Consumo na home cage apds o tratamento repetido com o CBD ou escitalopram em animais controle ou
estressados e submetidos ao paradigma do Novelty Supressed Feeding. Consumo de alimento em gramas (g)
durante 5 minutos. Time point de 7 dias. Dados sdo expressos como médiatSEM. n=9 - grupo NS/Veiculo e
grupo CUS/CBD; ou n=10 - demais grupos.
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4.1.1. Efeito do tratamento repetido com CBD ou escitalopram (7 dias) sobre a taxa de
sobrevivéncia celular, em animais controle e cronicamente estressados

A taxa de sobrevivéncia celular foi determinada neste protocolo a partir da analise da
quantidade de células BrdU* por 0,1mm? de 4rea no giro denteado dos animais submetidos ao
tratamento repetido com CBD ou escitalopram, submetidos ou ndo ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel. A administracdo de BrdU, que incorpora-se ao DNA de células que
estdo na fase S do ciclo celular, no primeiro dia de protocolo, permite a analise da
sobrevivéncia celular decorridos os 7 dias de protocolo, permitindo observar se algum dos
tratamentos ou a aplicacdo do estresse modulam a taxa de sobrevivéncia celular.

A andlise estatistica por two-way ANOVA ndo indicou efeito significativo do fator
tratamento ou condicdo. Além disso, ndo foi observada interacdo entre os fatores tratamento e
condicdo. Mediante os efeitos comportamentais encontrados neste time point explorados no
topico anterior, realizamos analises de correlacdo de Pearson entre a laténcia dos animais para
se alimentarem no novo ambiente e o respectivo efeito sobre o nimero de células BrdU™.
Realizamos a analise entre todos os animais, sem distin¢do entre 0s grupos, visando obter a
informacdo se o comportamento do animal é diretamente relacionado a um efeito sobre a taxa
de sobrevivéncia celular. Também realizamos as mesmas analises correlacionais distinguindo
0s grupos pelo fator condicdo (controle x submetidos ao estresse) e pelo fator tratamento
(véiculo, CBD, escitalopram). N&o encontramos, todavia, nenhum efeito correlacional pela
analise global (Figura 10) ou pela distin¢do entre os grupos sugerida acima (ANEXO B)
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Figura 9. Efeitos do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle ou estressados
sobre a sobrevivéncia de células BrdU */0,1mm’ de giro denteado do hipocampo. Time point: 7 dias. Dados
sdo expressos como média+SEM. n=4 grupo CUS/Escitalopram ou n=5 demais grupos.
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Figura 10. Analise correlacional entre o efeito comportamental obtido no NSF e o numero de células
BrdU"/O,lmm2 de giro denteado. Time point: 7 dias. Foi realizada analise por correlagdo de Pearson entre o
efeito observado no comportamento para cada animal, independentemente do grupo experimental e o

respectivo efeito molecular. n=28 animais.
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4.1.2. Efeito do tratamento repetido com CBD ou escitalopram (7 dias) sobre a taxa de
proliferacéo celular, em animais controle e cronicamente estressados

A proliferacdo celular foi determinada neste protocolo a partir da analise da
quantidade de células Ki67" por 0,1mm2 de &rea no giro denteado dos animais submetidos ao
tratamento repetido com CBD ou escitalopram, submetidos ou ndo ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel. O Ki67 é um antigeno nuclear expresso durante todos os estagios do
ciclo celular, exceto na fase Go, ou seja, é expresso durante todas as fases proliferativas do
ciclo celular (Fisher et al., 2002).

A andlise por two way ANOVA indicou diferenca estatisticamente significativa no
fator condicgéo F (1,17)=30,43, p<0,05) e no fator tratamento F(2,17)= 3,69, p=0,05, mas nédo
indicou interacdo entre condicdo e tratamento. O teste post hoc de Duncan, aplicado apds o
teste de one way ANOVA, demonstrou diferenca significativa entre o grupo NS/Veiculo e
CUS/Veiculo, no qual o estresse reduziu a taxa de proliferacdo celular. Em contrapartida,
nenhum dos tratamentos empregados (CBD ou Escitalopram), foram capazes de reverter a
reducdo da proliferacdo celular promovida pelo estresse cronico. Além disso, ndo alteraram a

taxa de proliferacdo celular nos animais controle.
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Figura 11. Efeitos do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle ou estressados
sobre a proliferagao celular no giro denteado do hipocampo. Células Ki67*/0,1mm?>. Time point: 7 dias. Dados
sdo expressos como média+SEM. n=4 grupo CUS/Escitalopram ou n=5 demais grupos.
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4.1.3. Efeito do tratamento repetido com CBD ou Escitalopram (7 dias) sobre a
expressdo de células DCX”

Ap0s o0s testes comportamentais, os animais foram anestesiados e perfundidos para a
remocao dos encéfalos para a posterior realizacdo de técnicas de imunohistoquimica. A DCX
* é um marcador expresso somente em tipos celulares ja comprometidos com o fendtipo
neuronial (células 2b e tipo 3). A andlise de células que expressam este marcador permite
inferir se o estresse ou algum dos tratamentos influenciam sobre a etapa da neurogénese
relacionada a diferenciacéo neuronial.

A analise por two-way ANOVA ndo indicou diferenca estatisticamente significativa
entre nenhum dos fatores testados (condi¢cdo: Controle, CUS) ou (tratamento: Veiculo, CBD
30mg/Kg ou Escitalopram 20mg/Kg) sobre a quantidade de células DCX" localizadas no giro
denteado do hipocampo. Ademais, ndo houve interacdo entre os fatores condicdo e
tratamento.

A partir de uma andlise por teste t de amostras independentes, foi encontrado diferencga
estatisticamente significativa entre o grupo de animais controle tratados com veiculo e o
grupo de animais submetidos ao estresse cronico tratados com veiculo (teste t de amostras
independentes; tg= 2,273, p=0,05). A analise grafica indica, portanto, uma reducdo no
nimero de células DCX" no grupo submetido ao estresse tratado com veiculo em relagdo ao
grupo controle submetido ao mesmo tratamento (Figura 12).

Foi realizado teste de correlacdo de Pearson entre os dados comportamentais
individuais obtidos e os resultados obtidos nas analises moleculares correspondentes em
relagdo ao ndmero total de células DCX" expressas no giro denteado do hipocampo. Foi
realizada também andlise correlacional, somente entre 0 grupo de animais submetidos ou nao
ao estresse independentemente do tratamento e entre 0s animais submetidos aos diferentes
tratamentos independentemente da condicdo, a fim de observar se o comportamento
apresentado apds a exposicdo ao estresse ou a algum dos tratamentos influencia diretamente
no nimero de células DCX". Nenhuma das analises realizadas, no entanto, indicou correlagio
entre os dados (Figura 13) (ANEXO).

A analise por two- way ANOVA nao encontrou diferenga estatisticamente significativa
em nenhum dos fatores (Condicéo, Tratamento) ou interagdo entre estes fatores, em relacéo a

porcentagem de células DCX" em estagio de migragdo (Figura 14).
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Figura 12. Efeitos do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle ou estressados
sobre a quantidade de células DCX */0,1mm” no giro denteado do hipocampo. Time point: 7 dias. Dados sdo
expressos como média+SEM. n=4 grupo CUS/Escitalopram ou n=5 demais grupos. *p<0,05 em rela¢do ao grupo
Controle/Veiculo (teste t de amostras independentes).
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Figura 13. Analise correlacional entre o efeito comportamental obtido no NSF e o nimero de células
DCX'/0,1mm* de giro denteado. Time point: 7 dias. Foi realizada andlise por correlagdo de Pearson entre o
efeito observado no comportamento para cada animal, independentemente do grupo experimental e o
respectivo efeito molecular. n=28 animais.
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Figura 14. Efeitos do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle ou estressados
sobre a porcentagem de células DCX' em estagio de migragdo em relagdo ao niimero de células DCX" totais
no giro denteado do hipocampo. Time point: 7 dias. Dados sdo expressos como médiazSEM. n= 4/grupo
CUS/ESC; n=5/demais grupos.
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4.2 Protocolo experimental de 14 dias

No protocolo comportamental de 14 dias, a andlise por two way ANOVA indicou
haver interacdo entre os fatores condicdo x tratamento (F (2,55) = 4,778 , p<0,05). Neste
sentido, analises post hoc apontaram que os animais do grupo CUS tratados com veiculo
tiveram uma maior laténcia para se alimentar no novo ambiente em relagdo aos animais ndo
estressados tratados com veiculo, ou seja, 0 estresse cronico foi capaz de gerar uma resposta
do tipo ansiogénica neste teste.

A anélise nos indica também que os animais submetidos ao estresse cronico, poréem
tratados com CBD 30mg/Kg ou escitalopram 20mg/Kg, durante 14 dias, apresentaram uma
menor laténcia para se alimentar no novo ambiente em relagdo ao grupo estressado tratado
com veiculo. Este resultado indica, portanto, que neste time point, ambos tratamentos foram
ansioliticos (Figura 15A).

De maneira semelhante, nenhum efeito foi observado no consumo de alimento na
home cage, indicando que o estresse, tampouco nenhum dos tratamentos alterou a ingesta
alimentar dos animais, eliminando este viés das andlises (Figura 15B). Durante a aplicagdo
deste protocolo de estresse cronico, 4 animais do grupo CUS/ veiculo morreram apds a
aplicacdo do estresse de maravalha molhada. Apoés este estressor, foi observada consideravel
perda de peso nos animais o que pode ter justificado o ocorrido. Dessa maneira, este grupo €

apresentado com menor n experimental em relagéo aos demais grupos.
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Figura 15. Efeitos comportamentais do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle
ou estressados e submetidos ao paradigma do Novelty Supressed Feeding. Time point: 14 dias. A) Laténcia
em segundos (s) que os animais gastam para se alimentarem em um novo ambiente. Tempo de corte do teste:
10 minutos. Dados sdo expressos como médiatSEM. n=10/grupo ou n=6 CUS/Veiculo. * p<0,05 em relag¢do ao
grupo Controle/Veiculo; # p<0,05 em relagdo ao grupo CUS/Veiculo. (ANOVA de duas vias; ANOVA de uma via
seguido de post hoc de Duncan).

B) Consumo na home cage apods o tratamento repetido com o CBD ou escitalopram em animais controle ou
estressados e submetidos ao paradigma do Novelty Supressed Feeding. Consumo de alimento em gramas (g)
durante 5 minutos. Time point de 14 dias. Dados sdo expressos como médiatSEM. n=10/ grupo ou n=6
CUS/Veiculo.
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4.2.1 Efeito do tratamento repetido (14 d) sobre a expressdo de células BrdU”*

A fim de determinar se o tratamento repetido com CBD ou Escitalopram nas
condigdes testadas (Controle ou Veiculo) altera a sobrevivéncia celular, utilizamos a técnica
de incorporacdo por BrdU. Este composto foi administrado no primeiro dia de protocolo
experimental e acopla-se as células que se encontram na fase S do ciclo celular, permitindo a
analise da sobrevivéncia celular decorridos os 14 dias de protocolo.

Anélise por two way ANOVA ndo indicou diferenca estatisticamente significativa em
nenhum dos fatores testados (Condi¢do= Controle ou CUS; Tratamento= Veiculo, CBD ou
Escitalopram). Ademais, a mesma analise ndo indicou interacdo entre condicdo e tratamento.
Este resultado indica que neste experimento, a sobrevivéncia celular ndo foi alterada por
nenhuma das condicGes ou tratamentos testados (Figura 16).

A analise de correlacdo individual entre os valores comportamentais obtidos e os
dados moleculares do niimero de células BrdU™, ndo apontou nenhum tipo de correlago neste
protocolo (Figura 17). Foi realizada também andlise correlacional, somente entre o grupo de
animais submetidos ou ndo ao estresse independentemente do tratamento e entre os animais
submetidos aos diferentes tratamentos independentemente da condi¢éo, a fim de observar se o
comportamento apresentado apds a exposicdo ao estresse ou a algum dos tratamentos
influencia diretamente sobre a sobrevivéncia celular.
Nenhuma das analises, no entanto, indicaram correlacdo estatisticamente significativa
(ANEXO D).
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Figura 16. Efeitos do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle ou estressados

sobre a quantidade de células BrdU */0,1mm’ de giro denteado do hipocampo. Time point: 14 dias. Dados
sdo expressos como média+SEM. n=4 grupo Controle/CBD ou n=5 demais grupos.
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Figura 17. Andlise correlacional entre o efeito comportamental obtido no NSF e o nimero de células
BrdU*/0,1mm’ de giro denteado. Time point: 14 dias. Foi realizada analise por correlagdo de Pearson entre o

efeito observado no comportamento para cada animal, independentemente do grupo experimental e o
respectivo efeito molecular. n=29 animais.
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4.2.2 Efeito do tratamento repetido (14 d) sobre a expresséo de células DCX™ e sobre a
migracao celular.

Com relacdo & expressdo de células DCX/mm? de giro denteado, 14 dias de protocolo
experimental, foi encontrada diferenga estatisticamente significativa no fator condigcdo (F
(1,29) = 5,591 , p<0,05). Este resultado indica que o estresse promoveu uma reducdo do
numero de células DCX" em relagdo aos animais controle, independente do fator tratamento.
Analise de ANOVA one way seguida de teste post hoc de Duncan, ndo indicou diferenca
estatisticamente entre o grupo de animais estressados tratados com veiculo e entre 0s animais
controle submetidos ao mesmo tratamento. A analise indicou ainda que o tratamento repetido
com CBD nos animais controle por 14 dias, aumenta significativamente o nimero de células
DCX" no hipocampo de camundongos adultos. (Figura 18)

O tratamento com CBD 30mg/Kg ou Escitalopram 20mg/Kg, por sua vez, nos animais
estressados ndo altera a quantidade de células que expressam DCX' (Figura 18)

A andlise estatistica das células DCX" localizadas na camada granular do giro
denteado, 0 que sugere um estagio de célula em migracdo, ndo indicou diferenca entre
nenhum dos fatores testados (condi¢do ou tratamento) ou interagdo entre os mesmos (Figura
20).

Ndo foi observado neste experimento nenhuma correlacdo entre os dados
comportamentais obtidos no teste do NSF com os dados moleculares de expressio de DCX"
em nenhum dos grupos de tratamento ou em nenhuma das condicdes testadas (Figura 19)
(ANEXO C)
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Figura 18. Efeitos do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle ou estressados
sobre a quantidade de células DCX */0,1mm?* de giro denteado do hipocampo. Time point: 14 dias. Dados s3o

expressos como médiatSEM. n= 5/grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle/Veiculo (ANOVA one way
seguido de post hoc de Duncan)
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Figura 19. Analise correlacional entre o efeito comportamental obtido no NSF e o nimero de células
DCX'/0,1mm* de giro denteado. Time point: 14 dias. Foi realizada analise por correlagdo de Pearson entre o
efeito observado no comportamento para cada animal, independentemente do grupo experimental e o
respectivo efeito molecular (expressdo de células DCX'). n=30 animais.
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Figura 20. Efeitos do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle ou estressados
sobre a porcentagem de células DCX' em estagio de migragdo em relagdo ao niimero de células DCX" totais

no giro denteado do hipocampo. Time point: 14 dias. Dados sdo expressos como médiazSEM. n=5/grupo.
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4.2.3. Efeito do tratamento repetido (14 d) sobre a expressdo de células SOX2*

Analisamos a expressdo de células SOX 2 +/mm 2 de giro denteado, a fim de se
analisar o efeito do estresse e dos tratamentos administrados sobre a populacdo de célula
progenitora (Tipo 1 e Tipo 2a). Decorridos 14 dias de protocolo experimental, a anélise por
two-way ANOVA ndo indicou diferencas estatisticamente significativas entre nenhum dos
fatores testados (condicdo ou tratamento). Além disso, a mesma analise ndo demonstrou
interacdo entre os fatores condicdo e tratamento. Este resultado demonstra que o estresse ou
os tratamentos empregados ndo promovem alteragio no niimero de células SOX2* em relagéo

aos animais controle (Figura 21).
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Figura 21. Efeitos do tratamento repetido com o CBD e escitalopram em animais controle ou estressados
sobre a quantidade de células SOX2 * /mm?’ de giro denteado do hipocampo. Time point: 14 dias. Dados sdo
expressos como médiatzSEM. n= 4/grupo Controle/CBD e grupo Controle/Escitalopram.
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5. Discussao

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o CBD ¢é capaz de prevenir
os efeitos do estresse cronico em protocolos de 7 e 14 dias de tratamento, enquanto que o
antidepressivo escitalopram preveniu os efeitos do estresse apenas no protocolo de 14 dias.
Nossos resultados indicaram que o estresse ndo gerou alteracfes significativas na taxa de
sobrevivéncia celular, medida pela incorporacdo de BrdU decorridos 7 ou 14 dias de
protocolo experimental. No entanto, o estresse promoveu uma significativa reducdo do
numero de células Ki67" em 7 dias, o que se configura como uma reducéo da proliferagio
celular. Além disso, observou-se uma reducdo do nimero de células DCX" no grupo dos
animais estressados/veiculo em relacdo ao grupo de animais controle/veiculo no protocolo de
7 dias, diferenca esta ndo encontrada no protocolo de 14 dias. Por fim, o estresse nédo
promoveu alteracio significativa no nimero de células SOX 2" no protocolo de 14 dias. Com
relacdo ao efeito dos tratamentos, encontramos que o CBD ou o Escitalopram nédo previnem a
reducdo da proliferacdo celular mediada pelo estresse, mas previnem a reducdo de células
DCX" no protocolo de 7 dias.

Considerando os efeitos deletérios do estresse crdnico sobre a neurogénese adulta,
como mencionado na introducdo do presente estudo, utilizamos o modelo de estresse cronico
imprevisivel. Na medida em que os animais sdo expostos a diversos estressores de maneira
imprevisivel e com alta intensidade, podem ao longo do tempo, desenvolver alteracdes
comportamentais e fisioldgicas associadas com estados emocionais, mimetizando o que
ocorre em seres humanos, sendo, portanto, um modelo de boa validade de face (Willner,
2017). Além disso, a utilizacdo do CUS justifica-se por sua boa validade preditiva, ou seja, 0s
animais sdo responsivos ao tratamento crénico com farmacos, no caso em questdo, farmacos
antidepressivos (Surget et al., 2011) e o CBD (Campos et al., 2013; Fogaca et al., 2018).
Originalmente, a resultante comportamental apds a aplicacdo do CUS era determinada pelo
desenvolvimento de um sintoma conhecido como anedonia (Willner, 2017), no qual o animal
perdia o interesse por atividades outrora prazerosas como o consumo de solucdes adocicadas.
Porém, ao longo do tempo, observou-se que este modelo promovia uma diversidade de
alteracbes comportamentais, além do sintoma cléssico de anedonia, como o0 de provocar nos
animais comportamentos defensivos relacionados a “ansiedade”. (Papp et al., 2017; Surget et
al.,, 2008; Campos et al., 2013). Desta maneira, permitiu-se que novos testes fossem
associados ao CUS, visando a observacdo de outras alteragbes comportamentais que nao

somente 0 comportamento do tipo depressivo.
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Em nosso estudo, 0s animais experimentais foram expostos a estressores de diferentes
intensidades e natureza (fisicos, psicoldgicos) de forma independente durante 7 ou 14 dias e
receberam ou ndo tratamento (CBD 30mg/Kg ou Escitalopram 20mg/Kg) durante toda a
aplicacdo do protocolo. Para as analises comportamentais, no presente trabalho, optou-se pela
aplicacdo do Novelty Supressed Feeding, em virtude, igualmente de sua boa validade de face
e por permitir determinar temporalmente o efeito comportamental gerado apds a
administracdo de determinado farmaco (Campos et al., 2013). Experimentalmente, o NSF
evidencia respostas comportamentais somente ap6s o tratamento crénico com antidepressivos,
sendo possivel dissociar, portanto, de um efeito gerado apds a administracdo aguda (Bodnoff
et al., 1988). Foi demonstrado igualmente por nosso grupo, que o CBD induz alteragdes
comportamentais no NSF somente ap6s tratamento repetido, ndo induzindo efeitos agudos
(Campos, dados ndo publicados).

A partir da analise comportamental no nosso protocolo de 7 dias, é possivel observar
que a aplicacdo do estresse durante este periodo ndo foi capaz de gerar efeito do tipo
ansiogénico no NSF, embora haja uma tendéncia clara para uma significancia estatistica do
fator condicdo (Controle x CUS). Observando o grafico (Figura 8A) é possivel constatar a alta
dispersdo dos dados entre o grupo de animais controle tratados com veiculo, atendo-se ao fato
de que aproximadamente 1/3 dos animais ndo comeram durante o tempo limite de teste (600
segundos). Esse fator pode ter comprometido a andlise do efeito do estresse, na medida em
que o teste é afetado pelas condicBes basais dos animais, refletindo a imensa complexidade
existente em analises comportamentais. Neste caso, portanto, consideramos baseados nos
testes estatisticos, ndo ser possivel afirmar que os animais ndao foram susceptiveis aos efeitos
da aplicagdo do estresse, mesmo com um periodo de aplicacdo relativamente curto (7 dias).

Clinicamente, o manejo de transtornos psiquiatricos como ansiedade e depresséo,
impde desafios complexos a profissionais de salude. Farmacos antidepressivos, por exemplo,
possuem limitacdes clinicas classicas como alta incidéncia de efeitos adversos, alta taxa de
refratariedade e uma alta laténcia para o inicio dos efeitos clinicos (Cipriani et al., 2018). No
nosso trabalho, utilizamos o escitalopram, pois segundo alguns autores, promove efeitos
clinicos em um tempo inferior a outros antidepressivos (Kasper et al., 2006), esta associado a
maiores taxas de aceitabilidade e por ser em alguns transtornos, mais eficaz na remissao dos
sintomas (Cipriani et al., 2018). Além disso, devido a seu relativo curto tempo de
comercializacdo em relacdo a outros antidepressivos, como a fluoxetina, julgamos ser
interessante a geragdo de mais dados pre-clinicos, visando a obtencdo de novas informagdes

quanto a seu mecanismo de acao.



74

Embora o escitalopram possa apresentar algumas vantagens em relacdo a outros
antidepressivos, o uso desta classe de farmacos ainda é associado a limitacdes como
refratariedade, incidéncia consideravel de eventos adversos e consideravel laténcia clinica
(Wade e Friis, 2006), prejudicando o tratamento de transtornos geradores de um alto grau de
inabilidade, como ansiedade e depressédo. Portanto, inicialmente nosso trabalho prestou-se a
investigar se os efeitos comportamentais gerados ap6s administracdo repetida do CBD,
surgiriam anteriormente aos antidepressivos. Ao retomar a analise comportamental de 7 dias
(Figura 8 a) , observamos que o CBD 30mg/Kg atenua significativamente os efeitos do
estresse, enquanto que no mesmo periodo, o antidepressivo escitalopram 20mg/Kg nédo é
capaz. Nossos achados sugerem, portanto, que o CBD pode prevenir os efeitos
comportamentais do estresse com uma laténcia ainda inferior ao testado por Campos et al.,
(2013) e Fogaca et al., (2018) (7 dias vs 14 dias). No caso do grupo de animais tratados com
escitalopram e submetidos ao estresse repetido (7 dias), nota-se a presenca de duas
populacbes distintas de resposta ao tratamento. Embora possa ser aventada a hipdtese da
limitacdo do modelo em gerar uma resposta a partir de um tratamento de 7 dias com
antidepressivos, pode ser observado que o escitalopram, na mesma dose, gerou um efeito do
tipo ansiolitico nos animais ndo estressados. Portanto, na nossa concepc¢do, trata-se de uma
resposta dependente da condigdo (Controle X CUS), ou seja, o escitalopram demanda um
maior periodo para exercer seu efeito quando os animais sdo submetidos a um desafio, no
caso o estresse, 0 que foi observado, posteriormente no protocolo de 14 dias (Figura 15 A).
Resultados ndo publicados de nosso grupo indicam que o Escitalopram na dose de 10mg/kg
administrado nos altimos 7 dias de protocolo em camundongos C57BL6 submetidos ao
estresse cronico imprevisivel ou no estresse cronico de derrota social (10 dias), também néo
foi capaz de gerar um efeito do tipo ansiolitico no teste do Novelty Supressed Feeding
(Scarante, 2018), embora a mesma dose seja ansiolitica apds 21 dias de tratamento (Aguiar et
al., dados ndo publicados). Assim como no presente trabalho, Scarante (2018) observou a
grande dispersdo dos dados dos grupos controle, o que corrobora com nossos achados.
Diferencas interindividuais dos animais no padrdo de resposta a antidepressivos também
podem explicar a ocorréncia de animais que respondem ao AD e que ndo respondem, o que
tambem se correlaciona a achados clinicos (Einarson, 2004).

No protocolo comportamental de 14 dias, observamos que a aplicacdo do estresse
crénico foi capaz de gerar um comportamento do tipo ansiogénico nos animais tratados com
veiculo, o que pode ser evidenciado pelo aumento da laténcia para comer no novo ambiente

quando comparado aos animais controle submetidos ao mesmo tratamento (Figura 15 A).
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Essa resposta indica que o estresse foi aplicado durante um tempo necessario, com a
intensidade suficiente e com a imprevisibilidade necessaria. Esse achado evidencia uma das
vantagens inerentes ao modelo do CUS sobre outros modelos de estresse, como por exemplo
os homotipicos, na medida em que reduzem a possibilidade de habituacdo ao estresse
(Willner, 2017). Neste mesmo experimento, observamos que tanto o CBD, quanto o
escitalopram, administrados repetidamente (14 dias) foram capazes de atenuar o efeito da
aplicacdo do estresse cronico, ou seja, promovem um efeito do tipo ansiolitico.
Diferentemente do observado durante o tratamento repetido por 7 dias, pode-se observar que a
administracdo do escitalopram estabeleceu nos animais um padrdo de comportamento
homogéneo (Figura 15 A), o que corrobora com a ideia de que este AD necessita de um maior
tempo de administracdo para promover alteracBes suficientes para contrapor a resposta
induzida pelo estresse, assim como observado para outros antidepressivos inibidores da
recaptacao de serotonina (Amellen et al., 2018). O CBD por sua vez, permaneceu sendo capaz
de atenuar a resposta ao estresse. Estes resultados comportamentais indicam, portanto, que
neste modelo, o CBD ¢ capaz de gerar uma resposta comportamental do tipo ansiolitica em
um tempo inferior ao antidepressivo escitalopram e de maneira sustentada.

Realizamos, analises moleculares em ambos protocolos (7 e 14 dias) a fim de
observar o padrdo de resposta molecular relacionado a sobrevivéncia celular e a diferenciagdo
neuronial frente a exposicdo ao estresse e aos tratamentos empregados. Além disso,
observamos se os efeitos comportamentais foram acompanhados de alteragdes moleculares,
através de analises correlacionais.

Estudos demonstram que somente cerca de 50% de novas células granulares
sobrevivem ap0s as primeiras semanas no giro denteado de roedores (Dayer et al., 2003),
porém fatores ambientais como exposicdo ao estresse e tratamentos farmacologicos podem
modular diferencialmente este processo (Schoenfeld e Gould, 2013). No entanto, através de
analises moleculares dos time points de 7 e 14 dias, ndo observamos efeitos do estresse ou
algum dos tratamentos sobre alteracfes na sobrevivéncia celular, medida pela incorporacdo de
BrdU administrado no primeiro dia de protocolo (Figuras 9 e 16).

Grande parte dos estudos examina o efeito do estresse sobre a proliferacdo celular.
Neste sentido, diversos trabalhos demonstram que a aplicacdo do estresse crénico em
diferentes espécies, promovem um impacto negativo sobre a taxa de proliferacdo celular, seja
pelo modelo de derrota social (Czeh et al., 2001; Czeh et al., 2002; Simon et al., 2005; Mitra
et al., 2006; Ferragud et al., 2010), modelo de estresse de restricdo (Veena et al., 2009; Pham

et al., 2003) ou estresse cronico imprevisivel (Xu et al., 2009). No entanto, na literatura, 0s
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efeitos do estresse sobre a sobrevivéncia celular sdo apresentados como passiveis de maior
variacdo e parecem ser dependentes de fatores como o tipo de estresse aplicado, o tempo de
exposicao ao (s) estressor (es), tipo de animal utilizado, linhagem, entre outros (Tanti et al.,
2013).

llustrando estas observagdes, estudo de Snyder e colaboradores (2009) demonstraram
que o estresse de restricdo aplicado por 14 dias em camundongos machos C57 adultos,
promove um aumento da sobrevivéncia celular em relacdo ao grupo controle. No entanto, o
mesmo efeito ndo foi observado apds 21 dias de aplicacdo do mesmo estressor, ndo sendo
observada diferenca significativa em relagdo ao controle (Snyder et al., 2009), efeito
encontrado também no estudo de Heine e colaboradores (2004) em ratos adultos. Em outro
protocolo, no entanto, foi demonstrado que a aplicacdo do CUS por 3 semanas em ratos
adultos, machos da linhagem Sprague-Dawley reduz a sobrevivéncia celular decorridos 14
dias de aplicacdo de BrdU (Koo e Duman, 2008). Resultados semelhantes indicaram que a
aplicagdo do mesmo protocolo anteriormente citado, por 4 semanas, promove uma reducdo da
sobrevivéncia celular em camundongos da linhagem Balb/cBYJ (Tanti et al., 2013), resultante
encontrada também por Fogaca e colaboradores (2018) em camundongos C57BL6 expostos
ao CUS por 14 dias. Visando investigar se diferentes linhagens de camundongos (C57BL6;
BALB/cJ e DBA/2J), responderiam de maneira diferente ao estresse em relagdo a taxa de
sobrevivéncia celular, um estudo encontrou que decorridas 2 semanas de aplicacdo do
protocolo do CUS, todas as linhagens estudas, tiveram uma reducdo da taxa de sobrevivéncia
celular (Mineur et al., 2007). Portanto, € interessante observar a grande variabilidade de
respostas relacionadas a modulacdo da sobrevivéncia celular, decorrentes da exposicdo ao
estresse cronico.

Até o momento, ndo ha registros de estudos que realizaram a aplicacdo do CUS por 7
dias e estudaram seus efeitos sobre a sobrevivéncia celular em camundongos da linhagem
utilizada em nosso estudo. No entanto, estudo de Mitra e colaboradores (2006) encontrou que
a aplicacdo do estresse de derrota social por 7 dias em camundongos machos adultos da
linhagem C57BL6, promove uma reducdo da proliferaco celular. E possivel, portanto, que o
CUS (7 dias) ndo promova efeito sobre a sobrevivéncia celular, como observado no nosso
trabalho, podendo, no entanto influenciar sobre os processos de proliferagdo celular. Portanto,
diante desta hipotese analisamos a expressao do marcador endogeno Ki67, expresso em todas
as fases do ciclo, excetuando-se G (. Neste sentido, encontramos que o CUS (7 dias) é capaz
de reduzir a proliferagdo celular (Figura 11). Esta reducdo foi encontrada por outros

pesquisadores utilizando este modelo de estresse, porém com um maior tempo de aplicacdo
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(Xu et al., 2009). Assim, esse resultado é inédito em mostrar que o CUS aplicado por 7 dias €
capaz de promover alteracbes moleculares sobre a taxa de proliferacdo celular em
camundongos C57BL6. A observacdo do numero de células progenitoras dotadas de alta
capacidade proliferativa, como as células do tipo 2a, positivas para SOX 2, neste time point,
permitira também inferir sobre os efeitos do estresse sobre este tipo celular.

Os efeitos do estresse cronico imprevisivel de 14 dias sobre a sobrevivéncia celular em
camundongos machos C57BL6, como anteriormente citado, sdo divergentes tendo um estudo
demonstrado um aumento deste fator (Snyder et al., 2009), enquanto outro demonstrou uma
reducdo da sobrevivéncia celular (Fogaca et al., 2018). No estudo de Snyder, no entanto, néo
foi realizada anélise de nenhuma resultante comportamental ou de algum parametro
fisioldgico apos a aplicacdo do CUS. Esse dado faz com que ndo seja possivel afirmar que o
estresse cronico aplicado tenha sido suficiente para gerar o fendtipo “estressado”. Nesse
sentido, nosso estudo e o estudo de Campos e colaboradores (2013), foram capazes de
identificar que o estresse cronico aplicado por 14 dias gera manifestagdes comportamentais
relacionadas a ansiedade. Entretanto, diferentemente de Campos et al. e Fogaca et al. (2018),
ndo encontramos nenhum efeito do estresse sob o parametro de sobrevivéncia celular.
Realizamos, portanto, analises correlacionais para identificar se 0 comportamento nos animais
experimentais estd relacionado diretamente ao efeito de sobrevivéncia celular. No entanto,
ndo foi observado nenhum tipo de correlacdo (Figura 17). Isso sugere que outros efeitos
relacionados a neurogénese adulta podem ter influenciado a resposta comportamental.

Nossos resultados indicam também que o efeito do tipo ansiolitico promovido pelo
CBD em ambos time points (7 e 14 dias) e pelo escitalopram no time point de 14 dias néo
possuem relacdo com a sobrevivéncia celular. Embora a anélise global da sobrevivéncia seja
fundamental, é importante mencionar que o estresse e o tratamento farmacoldgico podem
afetar diferencialmente a sobrevivéncia celular entre populac6es celulares distintas (Tanti et
al., 2013), condicionando o balanco entre morte e sobrevivéncia destas populacées (Wolf et
al., 2010). Ademais, os tratamentos podem alterar a dindmica da neurogénese adulta, por
exemplo, aumentando a sobrevivéncia de determinado tipo celular em relacdo a outro,
visando o reestabelecimento da homeostasia em animais submetidos ao estresse.

Para a investigacdo do exposto, utilizamos técnicas imunoistoquimicas, em ambos
time points. No time point de 7 dias realizamos analises de dupla marcagdo para GFAP/SOX2,
objetivando analisar a populagéo de células tronco progenitoras (tipo 1), que podem expressar
GFAP e SOX2 e células precursoras amplificadas (tipo 2a) que ndo expressam GFAP, mas

expressam SOX2 (Suh et al., 2007). Analisamos também, a populacéo de células expressando
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o marcador DCX™ intimamente relacionado ao fendtipo neuronial imaturo (tipo 2b e tipo 3).
No protocolo de 14 dias, realizamos a andlise da expressdo de células SOX2 positivas,
visando um enfoque sobre a populacdo de células precursoras e de células DCX positivas,
visando analisar o processo de diferenciagcdo neuronial.

Em relagdo ao nimero de células DCX", foi encontrado que a aplicacdo do estresse
durante 7 dias reduziu significativamente esta populacdo em relacdo ao grupo controle tratado
com veiculo (Figura 12) . Esse efeito pode estar relacionado & expressao diferencial de DCX *
em diferentes tipos celulares (célula 2b e célula tipo 3). Uma das possiveis hipdteses é a de
que o estresse possa ter impactado essa populacdo celular, que pode ser mais sensivel as
variacbes homeostaticas, uma vez que deixaram recentemente o0 nicho neurogénico.

Embora dados ja estabelecam o importante efeito do estresse sobre a taxa de
proliferacdo celular (Schoenfeld e Gould, 2003), estudos indicando quais populacGes séo
afetadas ainda séo escassos. Alguns trabalhos demonstram que o0 estresse cronico gera um
impacto negativo sobre a populagdo de células DCX*. Van Bokhoven e colaboradores (2011)
evidenciaram que o estresse de derrota social aplicado por 3 meses em ratos adultos, promove
uma reducdo na quantidade destas células. Analogamente, Oomen et al. (2007) e Dagyte et al.
(2011) demonstraram que o CUS de 21 dias e de 5 semanas, respectivamente, também
promovem uma reducdo de células com este fendtipo celular em ratos. Outro estudo
evidenciou que o CUS (14 dias) em camundongos machos C57BL6, reduz significativamente
0 nimero de células DCX", alterando também a complexidade dendritica destas células
(Fogaca et al., 2018).

A observacgédo dos efeitos gerados pelo tratamento repetido com CBD em um curto
prazo (7 dias) em relagdo a neurogénese, também sdo inéditos. De maneira interessante, N0sso
trabalho demonstrou que o tratamento com CBD poderia atenuar os efeitos da aplicacdo do
CUS em 7 dias, porém o mecanismo pelo qual o CBD é capaz de gerar este efeito rapido,
permanece como fonte de debates. No nosso estudo, demonstramos que o0 CBD n&o promoveu
um aumento significativo do nimero de células DCX" em relagdo aos animais estressados
tratados com veiculo, mas preveniu a reducdo promovida pela aplicacdo do estresse (Figura
12). Ou seja, o CBD pode estar favorecendo a estabilizacdo das células neste fenotipo
especifico, mediante o insulto sofrido, a fim de garantir a manutencéo da homeostase.

Este efeito de manutencéo desta populacédo celular pode ter fundamental importancia,
ja que este tipo celular pode estar promovendo respostas importantes para “frear” a resposta
ao estresse. Os mecanismos pelos quais esse evento poderia ocorrer necessita de mais

investigaces, mas ja é demonstrado que os neurdnios jovens podem condicionar respostas
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eletrofisioldgicas diferentes das células granulares maduras, possuindo um menor limiar de
disparo e gerando uma resposta de LTP de maior amplitude (Piatti et al., 2011; Schmidt-
Hieber et al., 2004). Além disso, 0s neurénios recebem distintos padrdes de conectividade de
acordo com seu grau de desenvolvimento no giro denteado (gabaérgico x glutamatérgico)
(Esposito et al., 2005; Ge et al., 2006). Essas diferengas fazem com que os neuronios jovens
difiram em relagdo a diversas propriedades dos neurbnios maduros j& integrados a rede
sinaptica (Esposito et al., 2005; Piatti et al., 2011). Nesse sentido, pode ndo ser necessario que
um neurénio complete todo o processo de maturacdo para influenciar em respostas
importantes no giro denteado, na medida em que quando todo o seu processo de maturagdo é
completado e 0 mesmo se integra as redes sindpticas, ndo ha diferenca no padrdo de resposta
sinaptica em relacdo aos demais neur6nios maduros (Laplagne et al., 2006; Mongiat and
Schinder, 2011).

E importante destacar, no entanto, que a auséncia de marcaco por colocalizagdo com
BrdU, ndo nos permite distinguir células formadas ap6s o inicio do tratamento e células que ja
existiam anteriormente. Os dados apresentados acerca do efeito da administracdo repetida de
CBD por 7 dias sobre a neurogénese adulta, mediante condicdes de estresse, ainda ndo sao
explorados na literatura. Sua investigacdo posterior pode elucidar importantes mecanismos
relacionados a possivel agdo comportamental rapida observada.

No protocolo experimental de 14 dias, encontramos que o CBD promoveu um
aumento significativo no nimero de células DCX" nos animais n&o estressados (Figura 18),
efeito semelhante ao encontrado por Campos e colaboradores (2013). Este efeito, como
observado, ndo foi acompanhado de um aumento na sobrevivéncia celular. E interessante
observar, portanto, que embora este processo de diferenciacdo neuronial tenha sido
aumentado, o CBD nédo promoveu efeito comportamental nos animais ndo submetidos ao
estresse. Portanto, os efeitos de aumento de uma populacao celular per se pode, de fato, estar
dissociado de um efeito comportamental.

Neste protocolo ndo foi observada diferenca significativa quanto ao nimero de células
DCX" do grupo de animais estressados tratados com veiculo e de animais controle tratados
com veiculo (Figura 18). No entanto, foi observada significancia estatistica do fator condig&o.
Ou seja, 0 grupo de animais submetidos ao CUS possui menor quantidade dessas células em
relacdo aos animais controle. N&o foi observado, no entanto, efeito do tratamento com CBD
ou escitalopram nos animais estressados em relacdo a este parametro. E importante mencionar
gue a exposicao ao estresse e a administracdo de farmacos € capaz de gerar uma vasta gama

de respostas neuroplasticas, podendo influenciar na complexidade de espinhos dendriticos, na
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sinaptogénese, dentre outros fatores (Fogaca et al., 2018; Morais et al., 2014). Portanto,
embora o CBD ndo tenha promovido um efeito pré-neurogénico neste tipo celular especifico,
seu efeito do tipo ansiolitico, pode estar relacionado a uma multiplicidade de eventos que em
conjunto, foram habeis para prevenir os efeitos deletérios do estresse

Neste sentido, Fogaca e colaboradores (2018) demonstraram que o CBD na dose de
30mg/Kg em animais submetidos ao CUS, reverte a redugdo da densidade de espinhos
dendriticos no giro denteado do hipocampo e a reducdo no tamanho dos dendritos. Estes
efeitos sobre a complexidade sindptica podem ter contribuido, neste protocolo para o efeito
comportamental observado.

Outra andlise realizada no trabalho de Fogaca e colaboradores (2018) e testada no
presente trabalho, refere-se a analise da migracéo celular. As células DCX" sdo proteinas que
estdo associadas a microtubulos e que participam do processo de migracdo das células da
camada subgranular do giro denteado para a camada granular sobrejacente (Brown et al.,
2003). Portanto, analisamos a porcentagem de células DCX" localizadas na camada granular
do GD em relagdo ao numero total de células com este fendtipo (Figura 20). Nossos
resultados, no entanto, ndo indicaram nenhum efeito do estresse ou dos tratamentos
empregados sobre este parametro. Estes resultados sdo conflitantes ao encontrado por Fogaca
e colaboradores (2018), na medida em que os autores demonstraram que o CUS (14 dias),
promove uma reducdo do nimero de células em migracdo em relacdo ao controle e que o
CBD (30mg/Kg) é capaz de reverter este efeito. Essa abordagem, no entanto, ainda é pouco
utilizada e em termos funcionais, sem a devida analise morfologica, pode ndo ser possivel
distinguir entre diferentes tipos celulares que expressam DCX'. Portanto, é necessaria a
criacdo de mecanismos que permitam identificar diferentes tipos celulares neste estagio, na
medida em que sdo células que possivelmente estdo em uma fase mais posterior do processo
de neurogénese hipocampal adulta e que, portanto, podem possuir diferentes padrdes de
conectividade com outras regides do GD (Kempermann et al., 2015).

Outra hipotese € a de que o tratamento com os farmacos CBD e escitalopram durante
14 dias possa estar modulando os niveis de proteinas sinapticas em regiées como o cortex pré-
frontal e o hipocampo. Scarante (2018) abordou esta questdo e demonstrou que a combinagéo
de CBD e escitalopram em doses inefetivas quando administrados isoladamente, aumentam o
nivel da proteina sinaptofisina. Essa proteina & expressa na membrana vesicular e sua
presenca exclusiva em terminais pré-sinapticos, a configura como um importante marcador.

Visando ainda a observagdo de outras etapas da neurogénese adulta, realizamos a

analise da expressdao do marcador SOX 2 expresso em células ap6s 14 dias de protocolo
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experimental. Este marcador esta intimamente relacionado a células precursoras (Células do
tipo 1 e 2a). A auséncia de efeitos do estresse cronico sobre este tipo celular, sugere que o
mecanismo pelo qual o estresse promova os efeitos comportamentais deletérios, possa estar
dissociado de um efeito direto sobre a populacdo de células precursoras (Figura 21). Além
disso, nenhum dos tratamentos promoveu alteracdo significativa sobre este parametro, o que
nos faz inferir que a manutengéo deste pool celular, possa ser importante para a homeostasia
do giro denteado.

O antidepressivo escitalopram, assim como o CBD, foi capaz de atenuar os efeitos
comportamentais do estresse no protocolo de 14 dias. A administragdo deste AD ndo gerou
efeito estatisticamente significativo no nimero de células DCX" em relagdo ao grupo
estressado/veiculo, semelhante ao observado para o CBD (Figura 18). O escitalopram pode ter
promovido um acumulo de alteragfes neuroplasticas, cujo efeito, na presente investigacdo nao
foi necessariamente associado a um aumento propriamente dito da neurogénese adulta. Estudo
de Wang et al., 2008 demonstra o exposto. Os autores demonstraram que o tratamento cronico
(28 dias) com fluoxetina, um AD pertencente a mesma classe do escitalopram, gera um efeito
comportamental do tipo ansiolitico no NSF. Este efeito foi acompanhado por um aumento da
arborizacdo dendritica de neurbnios imaturos positivos para DCX. Em adi¢do, 0 mesmo
tratamento reduziu o nimero de células DCX" em relagdo ao controle, com um aumento
concomitante na expressdo de marcadores de neuronios maduros. Portanto, o efeito sobre a
quantidade de células DCX" ndo necessariamente esta relacionado a um efeito sobre sua
complexidade estrutural. O mesmo autor discute que a maturacdo neuronial promovida pela
fluoxetina, somado a efeitos sobre a propriedade de neur6nios jovens, podem ser necessarios
para os seus efeitos ansioliticos e contribuir para a laténcia para o inicio dos efeitos
comportamentais e clinicos (Wang et al., 2008), o que também pode ocorrer no caso do
escitalopram.

Outros autores demonstraram resultados semelhantes ao anteriormente citado. No
estudo de Amellen e colaboradores (2017) demonstrou-se que o tratamento crénico com
fluoxetina (28 dias) promovia uma aceleracdo da maturacdo neuronial em relacdo aos animais
controle. Sera fundamental para a complementacdo do presente trabalho que, posteriormente
seja observada a expressdo de marcadores mais relacionados a maturagdo neuronial, como,
por exemplo, NeuN e calbindina (Kempermann et al., 2015).

E possivel, portanto, que os mecanismos pelos quais 0 CBD e o escitalopram exercam
seus efeitos sobre a neurogénese adulta sejam diferentes. Porém, o uso de mais marcadores

celulares que permitam uma abordagem mais individualizada de cada etapa da neurogénese e
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abordagens mais sofisticadas, como a utilizagdo de animais transgénicos, por exemplo,
animais k.o para a proteina DCX", permitirdo uma melhor compreenséo sobre esta possivel
modulacéo diferencial. Sera possivel também, investigar se os efeitos destas drogas sobre o
comportamento estdo diretamente relacionados a algum tipo especifico de populagéo celular.

E fundamental, no entanto, mencionar que os efeitos neuroplasticos nio sio
independentes e podem ocorrer simultaneamente durante condigdes de estresse ou durante o
tratamento farmacoldgico. Portanto, € possivel que ndo exista uma dependéncia estrita de
mecanismos relacionados a neurogénese para o efeito comportamental de fArmacos como os
antidepressivos ou 0 CBD (David et al., 2009; Bessa et al., 2009). No estudo de Bessa et al.,
(2009), por exemplo, a acdo de antidepressivos foram independentes de um efeito direto sobre
a neurogénese adulta, porém, associados ao remodelamento dendritico.

Os estudos conduzidos através da retirada de populaces de células progenitoras,
como nos estudos de Santarelli et al. (2003) e Campos et al. (2013) evidenciam que a
neurogénese é importante para o efeito comportamental da fluoxetina e do CBD,
respectivamente. Porém, assumindo a existéncia de interdependéncia dos processos
neuroplasticos, essa abordagem pode ter alterado toda a complexidade dos processos
fisioldgicos do cérebro adulto, tornando o animal mais susceptivel ao efeito do estresse e
incapaz de reverté-lo pela administracdo farmacoldgica. Essa dificil andlise correlacional
entre comportamento e alteracdes neuroplésticas é explorada em uma frase do cientista Gerd
Kempermann (2015).
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6. Conclusao

Os resultados do presente estudo indicaram que em animais estressados, o canabidiol é
capaz de gerar efeito comportamental do tipo ansiolitico de maneira mais rapida que o
antidepressivo escitalopram (7 vs 14 dias). Essa resposta ndo foi acompanhada de uma
modulacdo sobre os parametros neurogénicos testados no presente estudo (proliferacao,
sobrevivéncia celular, modulagéo sobre a célula progenitora SOX2* ou migragdo celular). No
entanto, a prevencdo da reducdo de células DCX' promovida pelo estresse a partir do
tratamento por 7 dias com CBD e ESC podem fornecer indicios de que a manutencdo da
homeostase, seja um processo importante para a contraposi¢édo ao efeito deletério do estresse.

Portanto, neste estudo ndo encontramos indicios de que o efeito comportamental mais
rapido promovido pelo CBD esteja relacionado a uma modulagdo diferencial, quando
comparado ao escitalopram, sobre os parametros neurogénicos testados. Outras analises, no
entanto, devem ser realizadas, a fim de determinar temporalmente os efeitos do estresse e do
tratamento com CBD e antidepressivos sobre a neurogénese hipocampal adulta. Além disso,
permanece por ser testada a influéncia do estresse e destes tratamentos sobre outras fases que
compreendem a neurogénese hipocampal adulta como o balanco entre quiescéncia e ativacao

e 0 processo de maturacao neuronial.
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ANEXOS

ANEXO A) Analises correlacionais entre os valores de laténcia para comer no novo
ambiente no teste do NSF e o ntimero de células DCX*/0,1mm? no time point de 7 dias.
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Anélises de correlacdo de Pearson entre os valores de laténcia observados no NSF e as
respectivas quantidades de células DCX*/0,1 mm? no giro denteado do hipocampo apés 7 dias
de protocolo. Testamos neste experimento as seguintes correlacbes: A) somente entre 0s
animais ndo submetidos ao estresse; B) entre os animais submetidos ao estresse; C) Entre os
animais tratados com veiculo independentemente da condicéo; D) entre os animais tratados
com CBD independentemente da condicdo e E) entre os animais tratados com escitalopram

independente da condicéo.
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ANEXO B
C
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Andlises de correlacdo de Pearson entre os valores de laténcia observados no NSF e as
respectivas quantidades de células BrdU*/0,1 mm? no giro denteado do hipocampo apés 7
dias de protocolo. Testamos neste experimento as seguintes correlagdes: A) somente entre 0s
animais ndo submetidos ao estresse; B) entre os animais submetidos ao estresse; C) Entre os
animais tratados com veiculo independentemente da condicdo; D) entre os animais tratados
com CBD independentemente da condicdo e E) entre os animais tratados com escitalopram

independente da condigéo.
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ANEXO C) Analises correlacionais entre os valores de laténcia para comer no novo
ambiente no teste do NSF e o0 nimero de células DCX*/0,1mm? no time point de 14 dias.
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Anélises de correlacdo de Pearson entre os valores de laténcia observados no NSF e as
respectivas quantidades de células DCX*/0,1 mm? no giro denteado do hipocampo ap6s 14
dias de protocolo. Testamos neste experimento as seguintes correlagdes: A) somente entre 0s
animais ndo submetidos ao estresse; B) entre os animais submetidos ao estresse; C) Entre os
animais tratados com veiculo independentemente da condicdo; D) entre os animais tratados
com CBD independentemente da condicdo e E) entre os animais tratados com escitalopram

independente da condigéo.
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ANEXO D) Analises correlacionais entre os valores de laténcia para comer no novo
ambiente no teste do NSF e o0 nimero de células BrdU*/0,1mm? no time point de 14 dias.
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Andlises de correlacdo de Pearson entre os valores de laténcia observados no NSF e as
respectivas quantidades de células BrdU*/0,1 mm? no giro denteado do hipocampo apés 14
dias de protocolo. Testamos neste experimento as seguintes correlagdes: A) somente entre 0s
animais ndo submetidos ao estresse; B) entre os animais submetidos ao estresse; C) Entre os
animais tratados com veiculo independentemente da condicdo; D) entre os animais tratados
com CBD independentemente da condi¢édo e E) entre os animais tratados com escitalopram

independente da condicéo.



