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TRATAMENTO COM CANABIDIOL DA INFANCIA A ADOLESCENCIA ATENUA
ALTERACOES NEURODESENVOLVIMENTAIS INDUZIDAS PELA EXPOSICAO
NEONATAL DE CAMUNDONGOS A LIPOPOLISSACARIDEO

RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) é uma deficiéncia do desenvolvimento definida como a
ocorréncia de prejuizos persistentes na preferéncia social, comunicacdo e a presenca de padrées
restritivos, repetitivos relacionados a comportamentos, interesses ou atividades. A
fisiopatologia do TEA ainda é elusiva, mas podemos destacar a disfungdo imune inata e
inflamacdo. Nesse contexto, o lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina que ativa a produ¢do
de citocinas pro-inflamatdrias levando a uma inflamacédo sistémica de baixo grau. O sistema
endocanabindide representa uma rede neuromoduladora e seus receptores sdo encontrados nos
sistemas nervoso e imunoldgico, representando alvos farmacoldgicos para o tratamento de
transtorno do neurodesenvolvimento, sendo o canabidiol (CBD) uma droga moduladora da
transmissdo canabinodide, sem efeitos psicomiméticos, que apresenta importante efeito
antioxidante e anti-inflamatério. Diante disso, realizamos estudo em camundongos Swiss
machos e fémeas desafiados com LPS nos dias p6s-natais (PNs) 3 (10ug/kg, ip.), 5e 7 (50ug/kg,
ip.), e posteriormente tratados com CBD (1 mg/kg, ip.) da infancia a adolescéncia (PN 25 a 40),
com o objetivo determinar o efeito do tratamento com CBD no comportamento e em alteracdes
neuroinflamatdrias. Os testes comportamentais realizados foram: enterrar esferas, preferéncia
social, campo aberto e memoria operacional (labirinto em Y) nos dias PN 25 e PN45. Ap6s 0s
testes comportamentais, foram realizadas analises de marcadores anti- e pré-inflamatorios, tais
como atividade da arginase, niveis de nitrito, interleucina — 6 (IL-6) e TNF nas areas cerebrais,
cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e cerebelo (CE). No teste de enterrar esferas que
avalia comportamento tipo repetitivo, animais de ambos 0s sexos apresentaram aumento neste
comportamento que foi revertido pelo CBD. No teste de preferéncia social, as fémeas
apresentaram déficits, porém o CBD nao foi capaz de reverter esse quadro. Ja os resultados
neuroguimicos mostraram que a exposicdo ao LPS em machos foi capaz de aumentar a
atividade hipocampal de arginase, o que foi revertido pelo CBD. Ja no hipocampo de fémeas
observamos reducdo dos niveis de nitrito que foi revertida pelo CBD. Os niveis de IL-6
apresentaram-se aumentados no hipocampo dos machos expostos ao LPS e tratados com CBD,
bem como na mesma area cerebral as fémeas expostas ao LPS apresentaram reducao de TNF,
Os resultados mostram que o tratamento com CBD entre a infancia e adolescéncia é capaz de
atenuar comportamentos relacionados ao autismo em animais machos e fémeas, cujo
mecanismo envolve principalmente modular vias anti-inflamatorias que parecem estar
potencializadas nos animais submetidos a este modelo animal de autismo.

Palavras — chave: Transtorno do Espectro Autista. Lipopolissacarideos. Transtornos do
Neurodesenvolvimento. Canabidiol.



TREATMENT WITH CANNABIDIOL FROM CHILDHOOD TO ADOLESCENCE
ATTENUATES NEURODEVELOPMENTAL CHANGES INDUCED BY NEONATAL
EXPOSURE OF MICE TO LIPOPOLYSACCHARIDE

ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a developmental disability defined as persistent
impairments in social interaction, communication and the presence of restrictive, repetitive
patterns related to behaviors, interests, or activities. The pathophysiology of ASD is still
elusive, but we can highlight innate immune dysfunction and inflammation. In this context,
lipopolysaccharide (LPS) is an endotoxin that activates the production of pro-inflammatory
cytokines leading to low-grade systemic inflammation. The endocannabinoid system represents
a neuromodulatory network, and its receptors are found in the nervous and immune systems,
representing pharmacological targets for treating neurodevelopmental disorders. antioxidant
and anti-inflammatory. Therefore, we conducted a study in male and female Swiss mice
challenged with LPS on postnatal days (PNs) 3 (10ug/kg, IP.), 5 and 7 (50ug/kg, IP.), and
subsequently treated with CBD (1 mg/kg, IP.) from childhood to adolescence (PN 25 to 40), to
determine the effect of CBD treatment on behavior and neuroinflammatory changes. The
behavioral tests performed were burying spheres, social interaction, open field, and working
memory (Y maze) on days PN 25 and PN45. After behavioral tests, analyses of anti- and pro-
inflammatory markers were performed, such as arginase activity, nitrite, interleukin-6 (IL-6),
and TNF levels in brain areas, prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HC), and cerebellum
(CE). In the burying spheres test that evaluates repetitive behavior, animals of both sexes
showed an increase in this behavior, which was reversed by CBD. Females showed deficits in
the social interaction test, but CBD could not reverse this. The neurochemical results showed
that exposure to LPS in males increased hippocampal arginase activity, which was reversed by
CBD. In the hippocampus of females, we observed a reduction in nitrite levels that was reversed
by CBD. IL-6 levels were increased in the hippocampus of males exposed to LPS and treated
with CBD, as well as in the same brain area, females exposed to LPS showed a reduction in
TNF. The results show that CBD treatment between childhood and adolescence can mitigate
autism-related behaviors in male and female animals, whose mechanism mainly involves
modulating anti-inflammatory pathways that seem to be potentiated in animals subjected to this
animal model of autism.

Keywords: Autistic Spectrum Disorder. Lipopolysaccharides. Neurodevelopmental Disorders.
Cannabidiol.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos do Transtorno do Espectro Autista (TEA)

O transtorno do espectro autista (TEA) é uma deficiéncia do desenvolvimento que pode
levar a uma série de desafios no que diz respeito a interacdo social, comunicacdo e
comportamento. O DSM, Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais, tem sido
elementar no estabelecimento de critérios para o diagndstico de transtornos mentais e
comportamentais. Este manual em sua 5% edicdo (DSM-5) define TEA como a ocorréncia de
prejuizos persistentes na interacdo social e a presenca de padrbes restritivos, repetitivos
relacionados a comportamentos, interesses ou atividades (APA, 2013).

Individuos com TEA podem ter comportamentos diferentes, ndo havendo um padrao de
alteracdo do desenvolvimento. Ndo ha diferencas na aparéncia fisica dessas pessoas, mas sim
mudancas sobre 0 modo de se comportar, na fala, comunicacéo, interacdo com outras pessoas
e processo de aprendizagem, sendo varidvel de um ser para o outro essas inabilidades. A
variacdo de tais habilidades, podem tornar os individuos com TEA, adolescentes e adultos com
dificuldade de socializacdo e de se fazerem entender. Somado a isso, essas pessoas tém maiores
facilidades de desenvolver condi¢des psiquiatricas como depressao, ansiedade, transtorno do
déficit de atencdo e hiperatividade (CDC, 2022).

O TEA esta relacionado a fatores genéticos complexos e a uma diversidade etiologica
de fatores ambientais que envolvem desde aspectos pré-natais a perinatais e pds-natais
(KOGAN et al., 2009). Os sintomas podem aparecer ja nos primeiros meses de vida, sendo
encontrados registros de aparecimento antes mesmo de um ano de idade. Porém, ndo ha regras,
ja que em alguns casos aparecem ap0s o segundo ano de vida ou mais. Comumente o0s sintomas
surgem até os 3 anos de idade perdurando por toda a vida, podendo haver melhora com o passar
dos anos (CDC, 2022).

Durante os primeiros meses de vida j& podem ser observadas manifestaces de sintomas
como: ndo responder quando chamado pelo nome ou ndo demonstrar expressoes faciais como
alegria, tristeza ou raiva (até 9 meses de idade); ndo conseguir apontar para objetos de interesse
(até os 15 meses); ndo conseguir imitar personagens (até 48 meses); evitar ou ndo manter
contato visual, entre outras caracteristicas. Em relagdo a sinais que envolvem comportamentos
repetitivos ou restritivos ha por exemplo: ordenar brinquedos ou objetos e se incomodar quando

a ordem € alterada, repetir palavras, focar em partes de objetos, interessar-se obsessivamente,
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bater as méos, balangar o corpo ou girar em circulos repetidamente ou ter rea¢fes incomuns a
cheiros, gostos ou tato. Outras caracteristicas relacionadas a TEA envolvem habilidades
linguisticas, de movimento e cognitivas/aprendizados atrasadas, comportamento hiperativo ou
desatento, humor ou reacdes emocionais incomuns, ansiedade, estresse ou preocupacao
excessiva, alteracdes exacerbadas ou diminuidas de medo até problemas gastrointestinais, como
constipagéo (CDC, 2022).

O diagnostico de TEA baseia-se em avaliagbes comportamentais e dos marcos do
desenvolvimento da crianca, j& que ndo existe, ainda, nenhum teste laboratorial especifico,
como 0s exames sanguineos. Diante disso, o diagnéstico pode ser complexo, visto que 0s
sintomas comportamentais podem ser inespecificos, alguns deles compartilhados em diversas
outras doencas. Um diagnostico confiavel é possivel ocorrer aos 24 meses de vida, entretanto,
quando feito por profissional experiente, é provavel detectad-lo por volta 18 meses de vida
(LORD et al., 2006). Quanto mais demorado esse diagnéstico, postergado até mesmo a vida
adulta, mais improvavel que o tratamento seja iniciado o mais precoce possivel (HYMAN;
LEVEY; MYERS, 2020).

Diante da complexidade do TEA e a falta de um marcador diagndstico definitivo
estabelecido, o diagndstico baseia-se em tracos comportamentais fenotipicos (KOGAN et al.,
2009). No DSM-5, os critérios diagnosticos definem os sintomas principais, categorizados em
2 dominios: 1. comunicacao social e interagdo social; 2. padrGes de comportamento restritivos
e repetitivos. O preenchimento dos critérios diagndsticos para TEA incluem estar presentes
todos os 3 sintomas referentes ao dominio 1 (diferenca afetiva social) e pelo menos 2 sintomas
referentes ao dominio 2 (MANDY,; CHARMAN; SKUSE, 2012). Esses dominios sao

mostrados no quadro a seguir (Quadro 1).



Quadro 1 — Critérios do DSM — 5 para diagnostico de TEA

Dominios

Critérios: Déficits

Exemplos

A, Déficits persistentes na comunicachio
social & interacio social em miltiplos
contextos, manifestados pelo seguinte,
astualmente ou pels histdria; dave tar
todos os 3 sintomas neste dominio

1. Reciprocidade
socloemocional

Abordagem social anormal e falha na
corversa mormal de val-eswem;
compartilhamento reduzido de interesses,
emocies ou aferos; falha em iniciar ou

respondsr a inoeragdes socials

2. Comporcamentos
comunicativas nio verbais
usados pars interaqdo social

Comunicagio verbal & ndo verbal mal
integrada; anormalidades no contato visual
& na linguagem corporal ou déficits na
compresnsio & uso de gestos; tozal fala de
exprassdes facisis & comunicagio nbo
verbal

3. Desenvolver, manter &
compresnder relacionamentos

Dificuldades em ajustar o comportamento
para se adeguar a warios contextos sociais;
dificuldades em compartilhar brincadeiras
imaginativas ou em fazer amigos; falta de
interesse pelos colegas

B. Padrdes de comparaments,
intaresses ou atividades restrites &
repetitivas, manifestados por pelo
menos 2 dos seguintes, stualmente ou
por histirico; deve ter 2 dos 4 sintomas

1. Movimentos motones
SSTEre0TiPAdos OU repetitivos,
uso de objetos ou fala

Estereotipias motoras simples, alinhands
brinquados ou langands objetos, ecolalia,
frases idiossincraticas

2. Insisténcia na mesmice,
adesdo inflexivel a rotinas ou
padrdes rivualizados ou
comportamento verbal ndo
verbal

Extrama anglistia em pequenas mudancas,
dificuldades com transicies, padrdes rigidos
de pensaments, ritudis de saudago,
necessidade de seguir o mesmo caminho ou
comer wedos o5 dias

3. Imeresses shamente
rastrivos & focos que sBo
anarmais em intensidade gu
fogo

Forte apego ou preccupacho com objetos
incomung, interesse excessivameane

circunscrivo ouw perseyeranie

4. Hiper ou hiparreazividade 8
estimulos sensorials ou
interesses incomuns em
aspectos sansoriais do

ambiente

Aparente indiferenga & dorftemperatura,
resposta adversa a sons ou TExXTUras
especificas, cheiro ou toque excessiva de
objetos, fascinio visual por luzes ou

mMoImeEnio

Fonte: APA, 2013.
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Ainda de acordo com o0 DSM-5, os sintomas devem estar presentes no periodo inicial
do desenvolvimento e acabam por causar prejuizos clinicamente significativos no
funcionamento social, ocupacional ou em outras areas importantes do funcionamento do
individuo. O TEA pode ocorrer concomitantemente a deficiéncia intelectual, e para haver
diagndstico de TEA e deficiéncia intelectual, a comunicacdo social deve estar abaixo do
esperado para o nivel geral de desenvolvimento. As andlises sobre a linguagem, as habilidades
cognitivas e adaptativas e o estado sensorial sdo segmentos importantes do processo diagnostico
(APA, 2013).

Dados apontam que 1 em cada 44 criancas, em média, foi caracterizada com transtorno
do espectro autista (TEA) aos 8 anos de idade, segundo estimativas da Rede de Monitoramento
de Deficiéncias de Desenvolvimento e Autismo (ADDM) do CDC, em estudo realizado em 11
estados norte-americanos. Estima-se que é mais comum mais de 4 vezes entre 0s meninos do
que entre as meninas. N&o ha predominancia sobre grupos populacionais, ocorrendo em todos
0S grupos étnicos, raciais e socioeconémicos (MAENNER; SHAW; BAKIAN, 2021).

Estudo realizado no intervalo de 2009 a 2017, buscou caracterizar com que frequéncia
as deficiéncias de desenvolvimento foram diagnosticadas entre criangas nos Estados Unidos e
as tendéncias ao longo do tempo. Os resultados mostraram que cerca de 1 em cada 6 (17%)
criancas de 3 a 17 anos foi diagnosticada com deficiéncia de desenvolvimento, conforme
declarado pelos pais. As doencas estudadas incluiram autismo e outras. Esse estudo mostrou
ainda que essa porcentagem aumentou ao longo dos anos. Para o autismo, mais especificamente,
os diagndsticos aumentaram de 1,1% a 2,5%, quando avaliados em 2009 e 2017,
respectivamente (ZABLOTSKY, et al. 2019).

O tratamento de criangas com TEA objetiva, principalmente, diminuir déficits centrais
(comportamentos relacionados & comunicagdo e interacdo social, e interesses restritos ou
repetitivos) (DSM-5, 2013), assim como deficiéncias associadas concomitantes (AMEIS, et al.
2018; LYRA, et al. 2017). Além disso, h& interesse em fortalecer a independéncia funcional
que facilitem o aprendizado e a incorporacao de habilidades adaptativas; e finalmente, prevenir,
minimizar ou eliminar comportamentos controversos que possam interferir em habilidades
funcionais (SCHREIBMAN, et al. 2015; WONG, et al. 2015; MYERS; JOHNSON, 2007).

Os tratamentos atuais existentes consistem em tratar os sintomas, de forma a atenua-los,

buscando uma melhoria na qualidade de vida. O TEA afeta os individuos em proporcdes e
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intensidades diferentes, portanto cada pessoa tem desafios Unicos a serem enfrentados assim
como, eventualmente, necessidades diferentes de tratamento. Estes, quando disponiveis,
envolvem mais de uma abordagem, como as do tipo comportamental; do desenvolvimento;
educacional; socio-relacional; psicoldgicas; farmacoldgicas e terapias integrativas,
complementares e alternativas. Caso as intervengfes comportamentais sejam insuficientes para
enfrentar os desafios ou estejam indisponiveis no momento, o tratamento medicamentoso é
considerado, sendo os medicamentos Uteis na terapéutica de sintomas e/ou dos distarbios que
podem aparecer concomitantemente (HYMAN; LEVEY; MYERS, 2020).

Em casos de prescricdes medicamentosas para intervengfes comportamentais, oS
profissionais médicos devem ponderar cuidadosamente 0s riscos e beneficios potenciais antes
de prescrevé-los. A utilizacdo de medicamentos psicotrépicos contribui como parte de uma
abordagem de tratamento mais abrangente (MYERS; JOHNSON, 2007). A utilizacdo de
medicamentos aumentou significativamente desde a publicacdo dos relatérios clinicos da AAP
(Academia Americana de Pediatria), em 2007. Os medicamentos sdo utilizados principalmente
para sintomas comportamentais e psiquiatricos em criangas e jovens com TEA (JOBSKI K;
HOFFMANN; BACHMANN, 2017; SCHUBART; CAMACHO; LESLIE, 2014). Os estudos
indicam que os antipsicoticos atipicos estdo sendo bem prescritos (RIDDLE, 2016; RETTEW,
et al. 2015).

As taxas de prescricdo psicofarmacoldgica para pacientes com TEA, estdo em média
entre 56% e 65% (SCHUBART; CAMACHO; LESLIE, 2014; SPENCER, et al. 2013;
MANDELL, et al. 2008). As estimativas indicam gue um ou mais medicamentos psicotropicos
sdo prescritos para 1% das criancas com TEA menores de 3 anos, para 10% a 11% das crianc¢as
de 3 a 5 anos, para 38% a 46% das criancas de 6 a 11 anos e para 64 % a 67% de adolescentes
de 12 a 17 anos (COURY, et al. 2012; ROSENBERG, et al. 2010). Esses dados refletem que
0s percentuais de uso de medicamentos psicotropicos se elevam com o aumento da idade, com
a menor capacidade cognitiva e/ou presenca de deficiéncia intelectual e com maiores
prevaléncias de comportamentos adversos ou diagnosticos psiquiatricos coexistentes
(SPENCER, et al. 2013; MANDELL, et al. 2008; WITWER; LECAVALIER, 2005).

Sintomas gastrointestinais e problemas de alimentagéo, sdo mais usualmente relatados
em criancas e adolescentes com TEA do que naqueles com desenvolvimento tipico ou atraso
no desenvolvimento (BUIE; CAMPBELL; FUCHS, 2010; IBRAHIM, et al. 2009). A
alimentacdo seletiva é frequente em criancas com TEA (CHAIDEZ; HANSEN; HERTZ-
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PICCIOTTO, 2014) e uma dieta restrita pode influenciar os sintomas gastrointestinais, como a
alteracdo da microbiota intestinal (HYMAN; LEVY; MYERS, 2020).

A fisiopatologia de TEA envolve diversos fatores causais, sendo um deles a disfuncao
imune inata e inflamagdo (ASHWOOD, et al. 2009; JYONOUCHI, et al. 2008; PARDO;
VARGAS, 2005). A producéo de citocinas pro — inflamatorias pode ser identificada em excesso
nos pacientes com o transtorno, verificada apds desafio com endotoxina bacteriana
(JYONOUCHI; SUN; ITOKAZU, 2002).

1.2 Correlagéo entre neurodesenvolvimento de humanos e roedores

A compreensdo das psicopatologias em geral, em relacdo a surgimento, curso e
gravidade, envolvem desvendar os mecanismos sobre o desenvolvimento cerebral incluindo as
janelas de oportunidade em que ha brechas a vulnerabilidade
(LIGHTMAN; INSEL; INGRAM, 2002).

O desenvolvimento encefalico ocorre em varios estagios, ilustrado em ordem
cronolégica por uma linha do tempo, como observado na figura a seguir (Figura 1)
(ANDERSEN, 2003). As regides do cortex, hipocampo e cerebelo, desenvolvem-se
tardiamente, conferindo diferentes periodos de vulnerabilidade (GOLDMAN-RAKIC;
BROWN, 1982; JACOBSON, 1991; KALSBEEK et al., 1988).
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Figura 1 - Etapas de desenvolvimento encefélico e diferentes janelas de vulnerabilidade.

Embrionaria Pos-natal

Sem:0 6 12 18 24 30 36| Més:0 6 12 18 24 30 I Anoc4 B 12 16 20 24

Nascimento Celular -
Migracio - == |aipria dos Neurdnios
o . - - — - W Gni j i '
| Crescimento AxonalDentriico - Menos Neurdnios, principalmente no Cortex

|Morte Celular Programada
I | Produgéo Sinaptica

-
I | Miginizacdo
- - -
I | Eiminacéo/Poda Sinaptica
| - - - =
Padries de Inervacio Afteracies Funcionais
Migra a‘o e Conectivida dE. Adaptativa - Compensatoria

S8o exibidas as fases do neurodesenvolvimento (parte em cima) e as diferentes janelas de
vulnerabilidade (embaixo). Os danos que ocorrem no inicio da vida serdo incorporados em padrées
de inervacdo, enquanto aquelas ocorridas apds o periodo pré-puberal levardo a mudangas
funcionais com maior capacidade adaptativa. Fonte: Adaptado de ANDERSEN, 2003.

Durante o desenvolvimento cerebral pré-natal, mediante completa inervacgao inicial,
ocorre apoptose (morte celular programada) de aproximadamente 50% dos neurdnios,
decorrendo essa eliminacdo na fase imediatamente anterior ao nascimento (JACOBSON, 1973;
LANDMESSER, 1980). Ao longo desse periodo, ocorrem rearranjos morfoldgicos criticos
provavelmente para aumentar a eficiéncia da transmissédo sinaptica (CHANGEAUX;
DANCHIN, 1976; INNOCENTI, 1981; PURVES; LICHTMAN, 1980). Em um segundo
momento, na periadolescéncia, novamente h4 uma superproducdo e eliminagdo neuronal
(ANDERSEN, 2003).

Por outro lado, durante o desenvolvimento cerebral pds-natal, mais especificamente na
periadolescéncia, momento em que pela segunda vez acontecem 0s rearranjos neuronais, ha um
excesso acentuado de sinapses e receptores seguidos por uma poda (pruning) ou eliminagéo
competitiva (ANDERSEN, 2001).
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A fase chamada de periadolescéncia, em roedores corresponde aos dias,
aproximadamente, 35 a 50 ap6s o nascimento (SPEAR, 2000). Mudancgas neuroanatémicas,
neuroguimicas e comportamentais, que decorrem durante este intervalo de tempo em roedores

sdo similares aquelas vistas em humanos adolescentes (ADRIANI et al., 2003).

A figura a seguir, exibe a comparacdo de idades e estagios de periodos de

desenvolvimento humano versus ratos.

Figura 2 - Comparacdo relativa de idades e estagios de desenvolvimento humano versus rato.
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Apo6s uma superproducdo de sinapses e receptores na periadolescéncia, segue-se com eliminagdo ou poda
que diminui com o passar do tempo até idade adulta. Fonte: Adaptado de ANDERSEN, 2001.

Durante a fase da adolescéncia, o remodelamento sindptico ou a conectividade
aprimorada relacionam-se diretamente com a maturagdo do comportamento motor, cognigéo e
afeto (ANDERSEN, 2003).

Modelos animais que utilizam infecgdes pré-natais ou neonatais objetivam simular
infeccdes virais e bacterianas que ocorrem durante a gestacdo ou logo ap6s o nascimento, por
meio da exposicdo a LPS, virus influenza e &cido poliinosinico-policitidilico (Polyl:C),
administrados por vias intravenosa, subcutanea, intraperitoneal e intranasal em roedores
(BOKSA, 2010).

O fator genético e programacao inicial do sistema imune ainda no Utero e logo apos o

nascimento sdo capazes de determinar a quantidade de insultos ambientais competentes em
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proteger a vida do individuo. Tendo em vista que essa protecdo é importante para a saude em
geral e ao processamento neural, a comunicagéo difusa e dindmica que ocorre entre 0s sistemas
imunologico e nervoso é a responsavel por essa defesa. Assim, o0 sistema imunologico tem
capacidade de exercer impactos profundos no desenvolvimento e cognicdo cerebral, e
mudangas na sinalizacdo imunoldgica podem, em diferentes contextos, proporcionar efeitos
homeostaticos, benéficos e prejudiciais (ESTES; MCALLISTER, 2015).

1.3 Lipopolissacarideo (LPS) e ativacdo imune

O lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina bacteriana, corresponde a parte da parede
celular externa de bactérias do tipo gram-negativas (PARRACHO, et al. 2005). O LPS constitui
o maior fator de viruléncia dessas bactérias e é capaz de desencadear uma série de reacoes
sistémicas que envolvem desde respostas neuroenddcrinas e metabdlicas a comportamentais,
devido a ativacdo imunoldgica inata (BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009).

A estrutura quimica do LPS é dividida em por¢bes que compreendem o lipideo A, o
antigeno O e o nucleo carbdnico. Ao lipideo A ¢é atribuida atividade endotoxica e propriedades
pré — inflamatérias, enquanto o nucleo carbbnico € a parte capaz de ser identificada pelos
anticorpos (STEIMLE; AUTENRIETH; FRICK, 2016; CAROFF et al., 2002).

Quando a ativacdo imune induzida por LPS acontece no inicio de vida dos seres ha
interferéncia na programacéo do desenvolvimento cerebral, influenciando, consequentemente,
0 comportamento destes durante a vida adulta. Ademais, a importancia disso consiste em que 0
sistema imunoldgico interfere de forma significativa no desenvolvimento cerebral (YANG et
al., 2016).

No momento em que é administrado de forma sistémica nos seres vivos o LPS se liga a
receptores proprios do tipo receptor toll-like 4 (TLR4), que reconhecem infec¢des microbianas
primariamente. Logo apos, inicia-se a cascata de ativacdo de vias de sinalizacéo intracelular até
finalmente a resposta pro-inflamatoria ser estabelecida. Algumas moleculas participam como
mediadoras nesse processo, sao elas a proteina sérica ligadora de LPS (LBP), proteina CD14 e
a proteina mieldide diferenciadora 2 (MD-2) (LAIRD et al., 2009). Essas moléculas participam
como co-ativadoras, mediando a transferéncia do LPS ao receptor TLR4 (CRUZ-MACHADO,
2010).
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Através desses mecanismos de ativa¢do imune por intermédio de TLR4, o LPS é capaz
de induzir a sintese e secrecdo de uma ampla gama de citocinas pré-inflamatorias, como TNFa,
IL-1B, IL-6 e oxido nitrico (NO), assim como radicais livres (WATTS, 2008).

A exposi¢do aguda & endotoxina apontou ser fator causador de neuroinflamacéo crénica,
funcionando como ativador inflamatério sisttmico (QIN, et al. 2007). Indicios na literatura
apontam para uma endotoxemia sutil, porem definitiva, de baixo grau em pacientes com
autismo grave. Os achados sugerem a endotoxina bacteriana como potencial ativador pro —
inflamatorio sistémico neste distirbio do neurodesenvolvimento, muito embora, esses autores
citem que seja necessaria cautela nas interpretaces, ja que elas foram baseadas apenas em

medic¢des dos niveis séricos dos pacientes estudados (EMANUELE, et al. 2010).

Tem sido demonstrado ainda que a dishiose intestinal estd relacionada ao
autismo (PARRACHO, et al. 2005) e que pessoas com autismo grave apresentam niveis séricos
de endotoxina significativamente maiores do que pessoas saudaveis (EMANUELE, et al. 2010).
A translocacdo bacteriana, onde bactérias migram do intestino para a circulagdo periférica,
caracteriza a principal fonte de endotoxina sérica em humanos (ERRIDGE, et al. 2007), fazendo
com que a exposicao de roedores ao LPS também simule a situacéo de disbiose intestinal.

1.4 Desafio imune neonatal e repercussdes imunoldgicas

A exposicdo aos patdgenos leva a ativacdo do sistema imune, mostrando que, no
cérebro, ha estimulo de astrocitos e micrdglia, niveis elevados de citocinas pré-inflamatdrias e
expressdo modificada de genes de suscetibilidade ao TEA, somado a expressao desregulada de
genes associados ao sistema imune (inflamagdo e ativacdo glial) (CUSTODIO et al., 2017;
VARGAS et al., 2005).

No cérebro, as citocinas exercem papel relevante no desenvolvimento sinaptico, e os
componentes comuns do sistema imune, como proteinas do complemento e complexos de
histocompatibilidade (MHC), sdo cruciais para a poda sinaptica, a plasticidade neuronal e a
padronizacdo de circuitos neurais em cérebros normais (GARAY; MCALLISTER, 2010)

O dia neonatal em que os animais sdo expostos ao LPS pode ser decisivo no

desenvolvimento das alteracdes previstas no modelo, tendo em vista que correspondem a
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periodos neurodesenvolvimentais distintos. O estabelecimento da barreira hematoencefalica e
o0 desenvolvimento do sistema imune ainda esta ocorrendo até o PN 3, ao passo que nos dias
seguintes, PNs 5-10, o sistema imunoldgico ja esta se fundamentando, promovendo incremento
da densidade axonal e dendritica (ANDERSEN, 2003; RAMENGHI; FUMAGALLI,
SUPRAMANIAM, 2018; SEMPLE et al., 2013).

Algumas células do sistema nervoso podem atuar como efetoras antimicrobianas e
imunorreguladoras, as quais sao chamadas células microgliais. A microglia é caracterizada por
uma populacédo celular de diferentes feno6tipos que produzem diversas moléculas efetoras em
resposta a estimulos externos, com o objetivo de defesa conta agentes microbianos,
comunicacdo celular e modulacdo da resposta inflamatéria. Desta forma, a micréglia pode
desempenhar efeitos benéficos ou prejudiciais (GRAEBER; STREIT, 2010; MURRAY;
WYNN, 2011; RATH et al., 2014).

Uma vez ativadas, as células da microglia, podem exibir fendtipos dos tipos perfil M1
ou M2, os quais desempenham funcdes significativas no controle entre promocao ou supressao
da inflamagcdo (HERBOMEL; THISSE; THISSE, 1999; PERDIGUERO; GEISSMANN,
2016). O perfil M1 quando ativado € capaz de originar citocinas pré-inflamatorias, espécies
reativas de oxigénio (EROS) e déxido nitrico (NO) que podem ser responsaveis por alteracdes
na rede neural no SNC. Por outro lado, o perfil M2 mais ativo expressa citocinas e receptores
envolvidos em ac¢des anti-inflamatorias na tentativa de restauragdo da homeostase (SANJO;
GLASS, 2011).

O estado classico de reatividade inicial, M1, de caracteristica pr6 — inflamatoria e
consequéncias neurodegenerativas (HAROON; MILLER; SANACORA, 2017) pode ser
ativado por PAMPs, como o LPS, fazendo com que citocinas como IL-1p, TNF, IL-6, IL-12,
IFN-y e ROS sejam liberadas, onde hd inicio da resposta inflamatoria através desses
mediadores (BAL-PRICE; BROWN, 2001; HAROON; MILLER; SANACORA, 2017). O
perfil M2, diferentemente, por reatividade alternativa esta implicado com a atenuacdo da
inflamacéo e tentativa de reparo tecidual através da liberacdo de citocinas como IL-4, IL-10
(CHERRY; OLSCHOWKA; O’ BANION, 2014; RANSOHOFF, 2016) e arginase 1, sendo essa
ultima capaz de reduzir niveis de NO e consequentemente oxidacao e inflamacdo (RATH et al.,
2014). Considerando a natureza dindmica da microglia é possivel considerar esses estados de
reatividade microglial oscilantes a depender do contexto (HAROON; MILLER; SANACORA,
2017).
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A identificacdo de qual perfil microglial estd mais exacerbado assim como o0s possiveis
fatores influenciadores pode auxiliar na elucidacdo da fisiopatologia de algumas doencas,
eventuais prevencdes e tratamentos. A figura a seguir (Figura 3) mostra uma ilustracdo de como

a micrdglia pode ser influenciada e alternar-se entre os dois perfis.

Citocinas dao pistas sobre a gravidade de TEA e podem ser apontadas como possiveis
biomarcadores e seus niveis plasmaticos correlacionados, supostamente, com a magnitude dos
sintomas (de acordo com o teste CARS — Childhood Autism Rating Scale ou Escala de
classificacdo infantil de autismo), podendo conferir carater preditivo de diferentes fenétipos de
TEA (XIE et al., 2017; INGA JACOME et al., 2016).

Figura 3 - Representacdo esquematica da mudanca de fen6tipo da micréglia modulada por diferentes
moléculas.
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Ap6s ativacdo microglial ha liberacdo de citocinas diferentes a depender do perfil, 0 que acarreta mecanismos
fisiolégicos proprios. Fonte: BRAGA; CARDOSO; TOKADA, 2019

A micrdglia fagocita detritos e patdgenos, proporciona funcbes essenciais para a
homeostase do SNC (LENZ; NELSON, 2018; BUTOVSKY; WEINER, 2018; SAIJO; GLASS,
2011) e regula conexdes neuronais englobando estruturas sindpticas excessivas através da
classica cascata do complemento (STEVENS et al., 2007). As conexdes cerebrais iniciais

requerem um controle rigido desses processos e, portanto, a micréglia interfere fortemente no
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desenvolvimento do SNC (SHIGEMOTO-MOGAMI et al., 2014; BIALAS; STEVENS,
2013; PAOLICELLI et al., 2011).

Alteracdes de densidade sinaptica ja foram identificadas em tecido cerebral post-
mortem (HUTSLER; ZHANG, 2010) de individuos e em modelos de camundongos com TEA
(WANG etal., 2017; TANG et al., 2014; COMERY etal., 1997). Infere-se que essas alteracdes
sdo presumivelmente devidas a déficits na poda sinaptica microgial durante o desenvolvimento
cerebral (HANSEL, 2019). De fato, postula-se que a micrdglia provavelmente interfira na
progressao do TEA por meio da desregulacdo da poda sinaptica (LENZ; NELSON, 2018; DI
MARCO et al., 2016).

1.5 Avaliacdo comportamental de Modelos Animais de TEA

Investigacdes a fim de levantar hip6teses sobre como a exposicao pré-natal a danos de
natureza toxicoldgica ou imunoldgica podem influenciar no aparecimento de transtornos do
neurodesenvolvimento sdo feitas com animais, como ratos, camundongos e macacos (HEO et
al., 2011; MALKOVA etal., 2010; BAUMAN et al., 2008). Através de modelos experimentais
animais que empregam ensaios comportamentais para sintomas especificos é possivel
dimensionar quais 0os mecanismos bioldgicos subjacentes as principais caracteristicas do
transtorno do espectro autista, sendo excelentes ferramentas de pesquisa translacional
(CRAWLEY, 2012).

Partindo do pressuposto que o diagndstico de TEA leva em consideracdo o perfil
comportamental, ensaios que avaliem interacdo social e comportamentos repetitivos em
camundongos, sdo Uteis para testar hipdteses sobre as causas do autismo (CRAWLEY, 2012).
Manifestacdes comportamentais podem ser observadas em animais como abordagem social,
comunicacdo olfativa, interacfes sociais reciprocas, estereotipias motoras como andar em
circulos e saltos verticais, vocalizagdes ultrassénicas, comportamentos repetitivos como
autolimpeza e escavagdo, sendo estas utilizadas frequentemente para fenotipagem de modelos
de ratos e camundongos para TEA e outros transtornos do neurodesenvolvimento (CRAWLEY,
2007).

Testes animais que expressam comportamentos relevantes para sintomas associados ao

TEA foram adaptados da literatura de neurociéncia comportamental, envolvendo habilidades
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cognitivas, disfun¢Ges motoras, hiperatividade, marcos do neurodesenvolvimento e tendéncias
do tipo ansiedade, por exemplo (CRAWLEY, 2007).

A elucidacdo da etiologia e patogénese de qualquer doenca humana é de extrema
importancia e a busca de alternativas que contemplem esse objetivo elevam os modelos animais
experimentais ao patamar empirico para o delineamento desses elementos ainda
incompreendidos. Os varios testes neurocomportamentais validados na literatura servem para
demonstrar que nos modelos animais ha reprodutibilidade de padrdes comportamentais que
simulam os comportamentos de criangas com TEA (ERGAZ; WEINSTEIN-FUDIM; ORNOY,
2016).

Como dito anteriormente, a literatura contempla como testes comportamentais mais
confidveis os que sdo realizados em ratos e camundongos, independente de serem modelos
genéticos ou ndo de TEA. Entretanto esses testes ndo garantem a reproducéo fidedigna de um
transtorno restrito a humanos, como o TEA (ERGAZ; WEINSTEIN-FUDIM; ORNOQY, 2016).
Diante disso, ainda néo é factivel dizer que um modelo animal é capaz de predizer com absoluta
confiabilidade as caracteristicas do TEA (RICCERI; MICHETTI; SCATTONI, 2016).

1.6 Sistema endocanabindide e Canabidiol (CBD)

Os endocanabindides (ECs) sdo substancias provenientes do acido aracddnico, sendo a
anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) os principais, com producéo a partir de
precurssores fosfolipidicos na membrana celular pds-sindptica, em circunstancias especificas.
Os endocanabindides passam a constituir o sistema endocanabindide (EC) quando associados
aos seus respectivos receptores e enzimas metabdlicas. O sistema endocanabindide representa
uma rede neuromoduladora de vias de sinalizacéo lipidica (DI MARZO; DE PETROCELLIS,
2015; DI MARZO; DE PETROCELLLIS, 2010)

Os principais efeitos dos ECs sdo exercidos por meio de interagdes destes a seus
receptores canabinoides, 0s quais sdo acoplados a proteina G dos tipos 1 e 2, CB1 e CB2,
respectivamente. Além desses receptores, os ECs s@o capazes de se ligar com outros receptores
que ndo dos tipos CB1 e CB2, como receptor de potencial transitdrio vaniloide tipo 1 (TRPV1)
(DI MARZO; DE PETROCELLIS, 2010), receptor ativado por proliferador de peroxissoma
(PPAR)-a ¢ PPAR-y (PISTIS; MELIS, 2010), bem como o receptor acoplado a proteina G
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GPR55 (MORICONI et al., 2010). Receptores dos canabinodides enddgenos sdo encontrados
nos sistemas nervoso e imunolégico, no tecido conjuntivo de 6rgdos internos, e nas glandulas
(MC PARTLAN et al., 2014).

O receptor canabinoide 1 (CB1) pode ser encontrado em células ndo neuronais, mas é
encontrado, sobretudo, no sistema nervoso central (SNC) e em elevadas concentragdes em
regibes como hipocampo, ganglios da base, amigdala basolateral, hipotadlamo e cerebelo, 0s
quais regulam funcdes importantes como supressao do medo, memoria, postura, apetite e
respostas motoras (ARAN et al., 2019 ; MC PARTLAN et al., 2014). J& o receptor canabindide
tipo 2 (CB2) aparece associado a alguns eventos imunoldgicos podendo desempenhar agdes
importantes no SNC (ARAN et al., 2019; BRIDGEMANAN; ABAZIA, 2017). Desta forma, o
sistema EC representa um elo entre o sistema imunologico e 0 SNC (CABRAL et al., 2015) e
0s receptores CB2 por estarem localizados principalmente nas células do sistema imune agem
como moduladores imunolégicos (CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009).

Evidéncias sugerem que modificaces na funcionalidade do sistema endocanabindide
contribuem para a patogénese de diversos distirbios neurolégicos e psiquiatricos IANNOTTI;
DI MARZO; PETROSINO, 2016; RUBINO; ZAMBERLETTI; PAROLARO, 2015;
PACHER; KUNOS, 2013). Os ECs sdo capazes de regular as transmissdes sinapticas e tais
achados sdo decorrentes do papel neuromodulador que esse sistema desempenha em aspectos
comportamentais (social e emocional), os quais tem relacdo direta e relevante com o TEA, como
por exemplo interacGes sociais, sensacdo de recompensa, funcdo cognitiva, motivacdo e
regulacao emocional (MECHOULAM; PARKER, 2013)

Congruente com o0 exposto anteriormente, analises post mortem de cérebros de
individuos com autismo mostraram expressdo reduzida de receptor CB1 (BARON-COHEN,
2004; PURCELL et al., 2001), fortalecendo a ideia entre a relacdo de TEA e possiveis

disfungdes no sistema EC.

Apesar de etiopatogenia do TEA ainda néo ter sido elucidada, os estudos corroboram
que fatores genéticos, perinatais e ambientais estdo implicados. Evidéncias sugerem que ha
envolvimento do sistema de neurotransmissédo endégeno (como o serotoninérgico e GABA) e
do sistema endocanabindide, o qual regula funcdes que estao tipicamente desequilibradas no

TEA, como questdes emocionais e interacdes sociais (FUSAR-POLI et al., 2020).
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O canabidiol (CBD) é um dos componentes mais estudados da planta Cannabis sativa
em razdo de ser um dos constituintes principais e exibir atividade que abrange diversos alvos,
como acgdes neuroprotetoras e antiinflamatorias, e outras como antipsicoticas, ansioliticas e
hipnoticas (ZUARDI, 2008). Pode ser administrado nos organismos sob a forma
medicamentosa e ligar-se aos receptores canabindides, portando-se como um ligante externo
(BLESSING et al., 2015; SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010).

Diferentes mecanismos de acdo ja foram citados como vias para os efeitos do CBD,
porém ainda ndo ha uma clara elucidacgao sobre esse tema. Varios grupos de estudos pelo mundo
tém buscado trazer clareza a respeito de como esses mecanismos acontecem repercutindo sobre
0 amplo espectro de acdo desse composto (PISANTI et al., 2017; ZUARDI, 2008).

Algumas vias ja foram referenciadas ao uso do CBD, como estimulante dos receptores
vaniléides (VR1) com acdo similar a capsaicina (agonista do VR1), dessensibilizando os
receptores VR1 e culminando em efeito analgésico e anti-inflamatério (BISOGNO et al., 2001);
antagonista dos agonistas CB1 e CB2 (THOMAS et al., 2007); atividade agonista nos
receptores 5-hidroxitriptamina 1 (5-HT1A) e bloqueador da recaptacdo de anandamida e
também inibidor de sua hidrolise enziméatica (RUSSO; BURNETT; HALL; PARKER, 2005),

conforme ilustrado na figura a seguir (Figura 4).
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Figura 4 — llustracdo dos possiveis mecanismos de a¢do do Canabidiol (CBD).
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FAAH, amida hidrolase de &cido graxo; CB, receptor canabindide; TRPV1, receptor de potencial transitério
vaniléide subfamilia 1; PPAR-y, receptor-gama ativado por proliferador de peroxissoma; GPR, receptor
acoplado & proteina G; GPR55, receptor 55 acoplado a proteina G; 5-HT 1a, receptor de serotonina
5HT; MC4R, receptor de melanocortina 4; ROS, espécies reativas de oxigénio. Fonte: Adaptado de BILGE;
EKICI, 2021.

Os registros sobre acgdes gerais do CBD incluem ainda atividade antioxidante, o que
sugere relacdo com provavel efeito neuroprotetor e menor recaptacdo de adenosina, o que pode

resultar na diminuicao da resposta inflamatéria (HAMPSON et al., 1998).

Recentemente, o uso do CBD ja foi aprovado para duas situacdes, a Sindrome de Dravet
e Sindrome de Lennox- Gastaut, que sdo sindromes epiléticas associadas ao TEA. O CBD com
altos niveis de purificagéo (aprovado em 2018 como Epidiolex® nos Estados Unidos e ha pouco
tempo também pela Agéncia Europeia de Medicamentos) exprimiu eficacia com um perfil de
seguranga aceitavel em pacientes com essas duas sindromes (DEVINSKY et al., 2019;
LATTANZI et al., 2018).

Apesar dos varios indicios na literatura sobre os beneficios dos ligantes canabindides e
seus resultados promissores, a real compreensdo do sistema endocanabinéide no TEA ainda é
incerta, e 0 uso de canabinoides, em especial o CBD para criancas e adolescentes com TEA
ainda permanece controverso (POLEG et al., 2019; BOU KHALIL, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Considerando que o transtorno do espectro autista tem como base os problemas sociais
e de comunicacdo e 0s comportamentos repetitivos e restritivos, que podem variar nos
individuos e acarretar niveis de gravidade diferentes, a necessidade iminente de melhorar a

qualidade de vida desses individuos implica em uma convivéncia em sociedade menos afetada.

A prevaléncia aumenta a cada ano, com maiores indices no sexo masculino, e
indicadores mostram que diagnosticos corretos aumentaram, assim como também estdo
acontecendo mais precocemente. Diante disso, ha uma serie de desafios que precisam ser
vencidos para melhorar o progndéstico desses individuos, e um dos grandes passos € iniciar 0
tratamento o mais breve possivel, o que, consequentemente depende também de um diagndstico

precoce. O acompanhamento terapéutico repercute em maior qualidade de vida.

A grande variabilidade de TEA entre criangcas com caracteristicas éticas, raciais e
geograficas distintas fortalece a ideia de que as causas exatas do transtorno ainda sdo
indefinidas. Portanto, um tratamento que venha a melhorar os aspectos do TEA pode ser bem-
vindo de maneira global. A medida que a neurobiologia do TEA é melhor compreendida novos
alvos farmacoldgicos tém sido reaproveitados de medicamentos ja utilizados para outros fins,

com a finalidade de controlar sintomas centrais e gerenciar melhor os sintomas concomitantes.

N&o existem ainda medicamentos especificos para 0 TEA e que tratem os principais
sintomas da maneira adequada, alguns medicamentos tratam os sintomas concomitantes que
podem ajudar esses individuos a viverem melhor. Pretende-se com o conhecimento do TEA o
desenvolvimento de novos agentes farmacologicos, que ndo tratem apenas 0s sintomas, mas
sim que modifiqguem e melhorem o curso da doenca e exprimam sucesso terapéutico. Busca-se
por alternativas mais robustas de tratamento, que evidenciem aplicabilidade em ambos os sexos,
0 que torna assim o sistema endocanabindide um sistema bioldgico de crescente interesse para
0 TEA, principalmente o CBD, por ser um composto ndo psicomimético que vem sendo mais

amplamente estudado nos ultimos anos e mostra-se promissor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do tratamento com canabidiol (CBD) da infancia a adolescéncia no

comportamento e em alteracdes neuroinflamatérias em camundongos machos e fémeas que

foram submetidos a desafio imune neonatal com lipopolissacarideo (LPS).

3.2 Especificos

- Identificar alteragbes comportamentais de camundongos machos e fémeas submetidos

ao desafio imune neonatal sob trés exposi¢cGes com LPS comparados a controles (desafiados

com salina) e tratados com CBD, através dos seguintes parametros:

v

v
v
v

Movimentos relacionados a estereotipias;
Capacidade de preferéncia social;
Memoria operacional,

Atividade locomotora e movimentos de grooming.

- Avaliar alteracdes anti-inflamatéria (atividade da Arginase), pro-oxidantes (Nitrito) e

pro-inflamatorias (TNF-a e I1L-6) nas areas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo)

de camundongos machos e fémeas adolescentes submetidos ou ndo a desafio imune neonatal

com LPS e posteriormente a CBD.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (pesando de 20 a 30 @)
provenientes do Biotério Central da UFC, onde foram mantidos durante todo periodo de testes.
Os animais foram submetidos ao acasalamento, sendo formados 4 casais que serviram de
matrizes para o fornecimento de filhotes que foram utilizados nos ensaios. Os casais foram
mantidos juntos por 15 dias em caixas de polipropileno condicionando um casal por caixa, para
obtencéo de filhotes. Apds esse prazo, as fémeas foram separadas dos machos e monitoradas
até o dia do parto, contando o dia do nascimento dos filhotes como dia pés-nascimento 0 (PNO).
Esse processo de procriacdo foi repetido cinco vezes, onde 0s animais progenitores eram
randomizados aleatoriamente a cada ninhada, a fim de fornecer a quantidade de filhotes para
compor a amostra total de animais a serem testados. Tendo em vista que muitas vezes havia

perda de filhotes por ninhada, houve a necessidade de repeticao da procriacao.

Apobs 0 nascimento, os filhotes permaneceram com as mées até o desmame, que se deu
com 21 dias de nascidos. Nesta idade os animais foram separados por sexo e colocados em
caixas com no maximo 04 animais. Durante todo o periodo experimental os animais foram
mantidos em temperatura controlada (22 £ 1° C), com alimentos e agua ad libitum em um ciclo

claro/escuro de 12/12 h.

O estudo foi aprovado pela Comissdo do Comité de Etica e Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) protocolado sob 0 CEUA n° 8263091118. Todos
0s principios éticos de pesquisa animal foram seguidos em conformidade com as diretrizes do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA.

4.2 Substancias

O LPS utilizado foi obtido por extracdo fenolica a partir da bactéria Escherichia coli,
sorotipo 055: B5 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A solucéo salina, usada tanto para fazer
a solucéo de LPS, como para o tratamento do grupo controle, foi a solugdo aquosa de NaCl a
0,9%. A dose de LPS administrada nos animais dos grupos experimentais foi de 10pg/kg animal
por via intraperitoneal (i.p) no dia PN3, enquanto nos dias subsequentes de administragdo (PN5
e PN7) a dose de LPS administrada foi de 50ug/kg animal (WALKER et al., 2009; MACRAE
et al., 2015; THISHKINA et al., 2016). A diferenca entre as doses administradas nos PN3 e
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PN5/7 foi necessaria para evitar a perda de filhotes no PN3 ap0ds exposi¢do ao LPS, portanto
optamos por adequar uma dose menor no primeiro dia de exposicdo. Diferentemente do que
apontam alguns estudos na literatura onde houve apenas 2 exposicdes ao LPS, optamos nesse
estudo por estender o periodo de exposicéo para 3 dias, a fim de verificar como o organismo
animal se comportaria assim como também simular uma exposi¢do humana gestacional materna
a uma infecgdo por bactéria gram-negativa, no qual a mesma normalmente perdura por 5 - 7

dias, em media. Os volumes de LPS e solucdo salina utilizados nos animais foram os mesmos.

O Canabidiol (CBD) utilizado foi o Pure Cannabidiol (STI-Pharm/THC-Pharm,
Frankfurt, Germany) obtido por doagdo pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
Translacional em Medicina (INCT-TM) com sede na Faculdade de Medicina da USP-RP, na
concentracdo de 99.6% puro. O CBD foi diluido em veiculo (TWEEN 80 1% + salina) para uma
dose de 1mg/kg de peso e administrado com um volume de 0,1ml/10g de peso por via
intraperitoneal (i.p). Conforme passados os dias de administragdo e a variagdo do peso do

animal, a dose administrada também era ajustada.

4.3 Protocolo Experimental

Nos dias pds — nascimento 3, 5 e 7 (PN3, PN5 e PN7 - correspondentes ao Gltimo

trimestre da gestacdo humana), os filhotes de camundongos foram tratados da seguinte forma:

e Grupos LPS: no PN3 foi usado 10pg/kg de LPS de E. coli, enquanto nos dias
PN5 e PN7 usamos 50 pg/kg de LPS de E. coli.
e Grupos controle: 20 ul/5 g de peso corporal via intraperitoneal (ip) de solugdo

salina nos dias PN3,5,7.

A separacdo materna para a manipulagéo dos filhotes foi muito breve, com duracéo de
no maximo 5 minutos. Imediatamente apos a administracdo, os filhotes foram devolvidos ao
contato materno, permanecendo juntos até o desmame, ou seja, até 21 dias de nascidos. Apds o
desmame, foram separados por sexo e distribuidos em 08 grupos (04 grupos de machos e 04

grupos de fémeas) e avaliados de forma comportamental entre os dias PN 23 e PN25.

No dia PN25 iniciou-se o tratamento com CBD (na dose de 1mg/kg de peso),
perdurando até o PN40. Novamente havia grupos tratados e grupos controles. Apés o fim do
tratamento (PN40), os grupos experimentais foram novamente submetidos a testes
comportamentais nos dias subsequentes (variando do PN43 a PN 44) e finalmente eutanasiados

por decapitacdo em guilhotina no PN45 para avaliacdo neuroquimica das areas cerebrais. Estas
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areas quando coletadas eram imediatamente armazenadas em eppendorfs sob baterias de gelo e
subsequentemente em freezer mantido sob temperatura de — 80°C até a realiza¢do dos ensaios

quimicos.
Figura 5 - Resumo do protocolo experimental de forma esquematica
NASCIMENTO - PNO

1 GRUPOS (02 GRUPOS)
DESAFIO COMLPS — -LPS
PN3,PN5,PN7 T _gSALINA

|

DESMAMIE - PN21
SEXAGEM

/N

GRUPO MACHOS (04 GRUPOS) GRUPO FEMEAS (04 GRUPOS)
- LPS + VEICULO (n=9) - LPS + VEICULO (n=9)
- LPS + CBD (n=7) - LPS + CBD (n=8)
- SALINA + CBD (0= 10) - SALINA + CBD (0= 10)
- SALINA + VEICULO (n= 10) - SALINA + VEICULO (n=9)

- TESTES COMPORTAMENTAIS
- INICTIO DO TRATAMENTO COM CBD (PN25)

|

FIM TRATAMENTO (PN40)

}

TESTES COMPORTAMENTAIS

|

- EUTANASIA (PN45)
- ANALISES NEUROQUIMICAS

PN, dia pds — nascimento; LPS, lipopolissacarideo; CBD, canabidiol; n, nimero de animais por grupo.
Considerado o dia do nascimento do animal como o PNO, e subsequentemente os intervalos de dias seguintes 3,
5 e 7, onde nesses ltimos houve a administracdo de LPS em um grupo e salina no grupo controle. Os animais
ficaram sob os cuidados maternos até o dia do desmame (PN21) em que foram distribuidos e agrupados. Os testes
comportamentais seguiram entre os PN23 e PN25, enquanto o inicio do tratamento com CBD deu-se no PN25,
perdurando até o PN40. Seguiu-se com o0s testes comportamentais nos PN43 e PN44, para finalmente serem
eutanasiados no PN45 e coletadas as areas cerebrais para andlises feitas posteriormente. Fonte: Proprio autor.
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4.4 Testes Comportamentais

- Teste de enterrar esferas

O teste de esconder esferas avalia movimentos repetitivos e foi realizado em uma caixa
de polietileno (40 X 34 X 16 cm), contendo o fundo coberto com uma camada de 5 cm de
maravalha. Nesta caixa foram distribuidas uniformemente na periferia, 20 esferas de vidro (15
mm de diametro). Para realizac&o do teste, os camundongos foram colocados individualmente
no centro da caixa, a grade de protecdo foi colocada na superficie para evitar a saida dos
animais. Apds 30 minutos o animal foi removido e o numero de esferas cobertas por maravalha
foi determinado. As esferas consideradas escondidas foram aquelas que estavam totalmente
cobertas ou aquelas que possuiam pelo menos 2/3 da sua superficie coberta por maravalha. As
caixas com maravalha foram trocadas a cada animal testado e as esferas lavadas com alcool
10%, para que ndo houvesse interferéncia do cheiro dos animais retirados anteriormente
(HAYASHI et al., 2010).

Figura 6 — Teste de enterrar esferas

Fonte: Préprio autor.

- Teste de Preferéncia Social
Esse teste avalia 0 tempo gasto em cada uma das camaras e o tempo que o animal
interage com o outro, desconhecido. O aparato do teste consiste em uma caixa de acrilico 60 x

40 cm dividida em 3 camaras através de pequenas aberturas (6 x 6 cm). Nas camaras das
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extremidades havia uma gaiola de ferro, uma com um animal desconhecido e do mesmo sexo
(cdmara social) e outra vazia (cdmara oposta). Os animais teste foram colocados na camara
central e tiveram seu comportamento avaliado por 5 minutos (KAIDANOVICH-BEILIN et al.,
2010). Foi avaliado o tempo gasto em cada uma das camaras e 0 tempo interagindo com o
animal desconhecido, e a preferéncia social foi definida como: (% o tempo gasto na camara
social) — (% o tempo gasto na cdmara oposta).

Figura 7— Teste de preferéncia social
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Fonte: MONTE, 2017

- Teste do labirinto em Y (Y maze)

O desempenho da memoria operacional imediata, ou seja, 0 comportamento cognitivo
exploratério dos animais foi avaliado atraves do comportamento de alternacdo espontanea dos
bracos enumerados (1, 2, 3) do labirinto em Y, durante uma Unica sessdo (HUGHES, 2004). O
labirinto consiste em 3 bracos idénticos de 30 cm de comprimento, 6 cm de largura e 20 cm de
altura). Cada camundongo foi colocado na extremidade de um braco e pdde se mover
livremente através do labirinto durante uma sessdo de 8 min. A sequéncia de entrada nos bragos
foi anotada e a percentagem de alternancia correta foi calculada da seguinte forma: total de
alternancias / (total de entradas nos bragos - 2) x 100, como previamente descrito (DALL’IGNA
et al., 2007).
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Figura 8 — Teste do labirinto em Y

v 8 minutos

Fonte: CRISTINO, 2019

- Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto tem como finalidade avaliar a atividade locomotora e
exploratéria dos animais e identificar comportamentos de ansiedade. A arena para este teste é
feita de acrilico (30 x 30 x 15 cm) com o chao dividido em nove quadrantes iguais. Os animais
foram cuidadosamente colocados no centro da arena e sua atividade exploratéria foi registrada
durante 5 minutos, apés 1 minuto de habituacdo (ARCHER, 1973). Os parametros avaliados
foram: o nimero de travessias, numero de self-groomings (comportamentos estereotipados) e

namero de rearings (atividade exploratdria vertical).

Figura 9 — Teste do campo aberto

Fonte: CUSTODIO, 2017
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4.5 Testes Neuroquimicos
O cértex pré-frontal, hipocampo e cerebelo foram retirados e imediatamente acondicionado

em temperatura a -80°C para realizacao das seguintes avaliagfes neurogquimicas ap6s o PN45.

- Atividade da enzima Arginase

A atividade da enzima arginase foi determinada conforme descrito por (CORRALIZA
et al., 1994). Para isso, as areas foram homogeinizados a 10% (w/v) em tampdo PBS com
inibidor de protease (5pL por ml de tamp&o). Os homogenatos foram incubados em tampé&o de
ativacdo enzimatica (10 mM MnC12, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5) por 10 min a 55 °C.
Posteriormente, foi incubado 50 uL do lisado ativado anteriormente com 50 ul de solu¢édo de
arginina (0.5 M arginine, pH 9.7) por 70 minutos a 37 °C em eppendorfs. A reacdo foi
interrompida com a adi¢do de 200 uL de tampé&o &cido (H2SO4, H3PO4 e H20 na propor¢do
1:3:7). Foi adicionado aos eppendorfs 25 uL de solucdo de ISPF 9% dissolvida em etanol
absoluto, e por fim agquecidos a 100 °C por 45 min no escuro. Foi pipetado 200 uL do produto
final da reacdo em placas de 96 pogos e ler absorbancia a 540 nm em leitor de microplacas. A
atividade da enzima arginase foi determinada pela concentracéo final de uréia produzida (ug) a

partir de uma curva padrao de uréia.

- Niveis de nitrito

Os homogenatos das areas cerebrais foram preparados a 10% (w/v) em solucdo de
cloreto de potéassio (KCI) 1,15%. Apds a centrifugacdo (800xg, 10 min) os sobrenadantes foram
coletados e o conteudo de nitrito foi determinado através da reagdo de Griess. Uma aliquota de
100 pl do sobrenadante foi incubada com 100 ul do reagente de Griess [sulfanilamida 1% em
H3PO4 1%/N- 53 (-1-naphthyl)- ethylenediamine 0,1%/H3P0O4 1%/diluido em agua (1:1:1:1)]
a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a
550nm. A concentragéo de nitrito (LM) foi determinada a partir de uma curva padréo de nitrito
de s6dio (NaNO3) (GREEN et al., 1982).

- Dosagem das citocinas IL-6 e TNF-a por ensaio imunoenzimético (ELISA)
As areas cerebrais dissecadas foram homogeneizadas em 8 volumes de tampéo PBS com

protease (EMD Biosciences), fosfatase (Sigma-Aldrich) e inibidores para posteriormente serem
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centrifugadas (10000 rpm, 5 min). O sobrenadante (50 uL de amostras) foi utilizado para
determinar os niveis das citocinas pré-inflamatorias 1L-6 e TNF-a por ELISA (R&D Systems
DuoSet DY406 e DY404 para camundongos, Minneapolis, MN, EUA) de acordo com o

protocolo do fabricante e expressa em pg / g de tecido.

- Analise Estatistica

Os dados foram analisados por anélise de variancia de dois fatores (two-way ANOVA)
considerando como fatores "LPS" (controle e LPS) vs. "Sexo" (macho e fémea) e de duas vias
considerando os fatores "LPS" (controle e LPS) vs. Tratamento com CBD (salina e CBD), bem
como de 3 vias considerando os fatores "LPS" (controle e LPS) vs. Tratamento com CBD
(salina e CBD) vs. Sexo (machos e fémeas). Em todas as situacOes o teste post hoc de Tukey
foi utilizado. O nivel de significancia foi estabelecido em P< 0,05. As analises foram realizadas

com o software GraphPad Prism (Versdo 9.00 para Windows).
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5 RESULTADOS

5.1 Testes Comportamentais

- Teste de Enterrar Esferas
Conforme visto na figura 10A, no teste de enterrar esferas, no PN25 verifica-se maiores
valores de bolas escondidas nos grupos LPS, em ambos os sexos. Através deste teste é possivel
avaliar comportamento do tipo repetitivo compulsivo, dessa forma, no grupo LPS ha
comportamentos do tipo repetitivo mais notdrios quando comparado ao grupo controle (SAL).
O mesmo tipo de comportamento é mantido no PN45 (Fig. 10B). Esse resultado evidencia o

funcionamento do modelo em gerar fendtipo autismo simile.
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PN 45
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Figura 10 - Comportamento de esconder esferas (Marble burying) em animais infantes (dia p6s-natal-PN
25 - A) e ao final da adolescéncia (PN 45 - B) expostos ou ndo ao LPS com 3, 5 e 7 dias p6s-natal. Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. *P< 0,05, **P< 0,01 para comparacdes entre 0s
grupos indicados pelos conectores. Os valores estdo representados como média £ EPM e considerando n =7 — 10
animais/grupo.

Em seguida, analisou-se o efeito do tratamento com CBD sobre o comportamento
repetitivo compulsivo. Foi visto que no PN45, em relagdo aos machos (Fig. 11A), no grupo
LPS houve diminuicdo de valores em relacdo ao grupo tratado com CBD, indicando uma
possivel atenuacdo de sintomas repetitivo para essa populacgdo. Ja em relacdo ao grupo controle

(SAL) o tratamento com CBD ndo mostrou expresséo.

Quanto as fémeas (Fig. 11B), o tratamento com CBD mostrou atenuar o comportamento

tipo repetitivo/compulsivo relevante em ambos os grupos, LPS e controle (SAL), entretanto a
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reducdo foi mais expressiva no grupo LPS. Na fémea ndo houve efeito o CBD sozinho, 0 CBD

faz voltar a valores de controle.
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Figura 11 - Comportamento de esconder esferas (Marble burying) em animais adolescentes (avaliados no
dia pés-natal - PN 45) machos (A) e fémeas (B) expostos ou ndo ao LPS com 3, 5 e 7 dias p6s-natal e tratados com
canabidiol (CBD) entre os PNs 25 e 40. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por teste de
Tukey. *P< 0,05, ***P< 0,001 para comparagdes entre 0s grupos indicados pelos conectores. Os valores estéo
representados como média £ EPM e considerando n = 7 — 10 animais/grupo.

- Teste da preferéncia social

Analisando a preferéncia social, foi calculado o percentual dessa condigdo. Nesse teste

a avaliacdo incluiu o tempo que o animal ficou na camara social e quantas vezes interagiu com

o0 animal na gaiola. Como visualizado na figura 12 ndo houve diferenga entre os grupos relativo

a preferéncia social, em ambos 0s momentos (PN25 e PN45).
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Figura 12 — Pecentual de preferéncia social em animais infantes (dia pés-natal-PN 25 - A) e ao final da
adolescéncia (PN 45 - B) expostos ou ndo ao LPS com 3, 5 e 7 dias pés-natal. Os valores estdo representados
como média = EPM e considerando n = 7 — 10 animais/grupo.

No que diz respeito ao nimero de contatos com a gaiola contendo animal, no PN25 os

machos do grupo LPS interagiram mais com a gaiola em comparacdo com as fémeas (Fig. 13).
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Figura 13 — NUmero de contatos com a gaiola em animais infantes (dia pds-natal-PN 25). Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. *P< 0,05 para comparagfes entre 0s grupos
indicados pelos conectores. Os valores estdo representados como média + EPM e considerando n = 7 — 10
animais/grupo.

Em relacdo ao fator interacdo com o animal na gaiola no PN45 (fig. 14), na analise
ANOVA de duas vias observou-se que para o grupo LPS houve tendéncia a queda nos machos,
em torno de 21 %, contudo, ndo estatisticamente significativo, enquanto que para as fémeas do

mesmo grupo (LPS), houve diferenca significativa.
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Figura 14 - NUmero de contatos com a gaiola em animais adolescentes (dia pos-natal-PN 45). Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. *P< 0,05 para comparages entre 0s grupos
indicados pelos conectores. Os valores estdo representados como média + EPM e considerando n = 7 — 10
animais/grupo.

Como pode ser visto na figura 15, o tratamento com CBD néo foi capaz de reverter a

parte social dos animais, revelando a tendéncia em manter a reducdo que o LPS causou.
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Figura 15 - NUmero de contatos com a gaiola em animais adolescentes (dia pds-natal-PN 45) expostos ao
LPS nos dias p6s-natais 3, 5 e 7 e tratados com canabidiol (CBD) entre os PNs 25 e 40. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. *P< 0,05 para comparacdes entre 0s grupos indicados pelos
conectores. Os valores estdo representados como média + EPM e considerando n = 7 — 10 animais/grupo.

- Teste do Y-MAZE
Esse teste, tambhém conhecido como teste do labirinto em Y, foi utilizado com a

finalidade de investigar alteracfes da memoria operacional. A andlise pela ANOVA de duas
vias mostrou que houve ndo alteracbes comportamentais significativas, para ambos 0s

momentos PN25 e PN45, como visto na figura 16.
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Figura 16 — Avaliagdo da memdria operacional pelo teste do Y maze em animais infantes (dia p6s-natal-
PN 25 - A) e ao final da adolescéncia (PN 45 - B) expostos ou ndo ao LPS com 3, 5 e 7 dias pds-natal e e tratados
com canabidiol (CBD) entre os PNs 25 e 40 (C). Os valores estdo representados como média + EPM e considerando
n =7 — 10 animais/grupo.

- Teste do Campo Aberto

Para as avaliacbes de crossing (Fig. 17) e grooming (Fig. 18) ndo houve diferencas
significativas. Em relacdo ao crossing, por mais que ndo tenha aparecido alteracOes
significativas, observa-se que o tratamento com CBD néo foi capaz de causar interferéncias na
funcdo motora do animal, como deixa-lo letargico, por exemplo, sendo o animal preservado

com Seus movimentos normais.
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Figura 17 - Nimero de crossings em animais adolescentes (dia pés-natal-PN 45) expostos ao LPS nos
dias pos-natais 3, 5 e 7 e tratados com canabidiol (CBD) entre os PNs 25 e 45. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. Os valores estdo representados como média + EPM e
considerando n = 7 — 10 animais/grupo.
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Jé& para a avaliagdo de grooming, no PN45, observa-se que o tratamento com CBD ndo foi

capaz de atenuar os sinais de estereotipias que refletem o comportamento de grooming.
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Figura 18 - Numero de groomings em animais adolescentes (dia p6s-natal-PN 45) expostos ao LPS nos
dias pos-natais 3, 5 e 7 e tratados com canabidiol (CBD) entre os PNs 25 e 40. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. Os valores estdo representados como média + EPM e
considerando n =7 — 10 animais/grupo.

5.2 Testes Neuroquimicos

- Teste da Arginase
O teste da Arginase (Fig. 19) revelou resultados significativos para as areas do cortex

pré-frontal (CPF) e hipocampo, enquanto a area do cerebelo ndo mostrou significancia.

No CPF, CBD sozinho diminuiu a atividade da arginase em fémeas. Quando
comparados machos e fémeas desse grupo (salina + CBD) observa-se que a atividade da
arginase foi menor nas fémeas que nos machos. Além disso, fémeas tratadas com LPS e CBD

exibiram maior atividade da arginase que fémeas tratadas com salina e CBD.

No hipocampo, as fémeas também apresentaram reducédo da atividade da arginase quando
tratadas apenas com CBD. Os machos expostos ao LPS apresentaram aumento da atividade da
arginase, o que foi normalizado pela administracdo de CBD. Quando comparadas as fémeas
desafiadas ou ndo com LPS, observou-se que o CBD aumentou a atividade da arginase nas

fémeas desafiadas em comparacéo as nao expostas ao LPS.
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Figura 19 — Atividade da arginase no cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo de animais adolescentes
(dia pds-natal-PN 45) expostos ao LPS nos dias pds-natais 3, 5 e 7 e tratados com canabidiol (CBD) entre os PNs
25 e 40. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. **P< 0,01, ***P< 0,001,
****pP< (0.0001 para comparages entre os grupos indicados pelos conectores. Os valores estdo representados como
média £ EPM e considerando n = 7 — 10 animais/grupo.

- Avaliacao dos niveis de Nitrito
A avaliacdo dos niveis de nitrito (Figura 20) revelou na area do cortex pré-frontal

auséncia de alteracdes significativas, apenas nas areas de hipocampo e cerebelo.

Para a regido do hipocampo, as fémeas do grupo salina diminuiram a producdo de
nitritos pelo tratamento com CBD. As fémeas expostas ao LPS apresentaram reducédo
significativa nos niveis de nitrito, enquanto o tratamento com CBD aumentou 0s niveis de

nitrito em comparagdo com o0 grupo exposto ao LPS.
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Os resultados do cerebelo mostraram que, novamente, nas fémeas tratadas com LPS, o
CBD aumentou a producéo de nitritos. Comparando machos e fémeas, tratados com LPS e

CBD, as fémeas exibem maior producdo que 0os machos.
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Figura 20 — Niveis de nitrito no cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo de animais adolescentes (dia
pos-natal-PN 45) expostos ao LPS nos dias pds-natais 3, 5 e 7 e tratados com canabidiol (CBD) entre os PNs 25 e
40. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. *P< 0,05, **P< 0,01, ***P<
0,001, ****p< 0.0001 para comparacBes entre os grupos indicados pelos conectores. Os valores estdo
representados como média + EPM e considerando n = 7 — 10 animais/grupo.
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- Niveis de Citocinas: IL-6

Os niveis de IL-6 (Fig. 21) mostraram diferenca estatisticamente significante apenas
para a area do Hipocampo. Para os machos tratados com LPS e CBD houve aumento da

producdo de IL-6, ja para as fémeas desse mesmo grupo houve diminuicdo da producao.
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Figura 21 — Niveis de interleucina 6 no cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo de animais adolescentes
(dia pds-natal-PN 45) expostos ao LPS nos dias pés-natais 3, 5 e 7 e tratados com canabidiol (CBD) entre os PNs
25 e 40. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. *P< 0,05, **P< 0,01,

***P< (0,001, ****P< 0.0001 para comparacdes entre 0s grupos indicados pelos conectores. Os valores estdo
representados como média + EPM e considerando n = 7 — 10 animais/grupo.
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- Niveis de Citocinas: TNF-a
O teste do TNF-a (Fig. 22) revelou resultados estatisticamente significativos para as trés

areas cerebrais analisadas.

No cortex pré-frontal, os machos tratados com salina e CBD tiveram diminuicéo da

producdo de TNF-a.

Na area do hipocampo, as fémeas do grupo salina + CBD, apresentaram diminuicao da
producdo de TNF-a. Em relacdo aos demais grupos, de uma maneira geral, pode-se inferir que
as fémeas exibem tendéncia de maior producdo de TNF-a que 0os machos. As fémeas expostas
ao LPS apresentaram niveis reduzidos de TNF-o no hipocampo, 0 que permaneceu reduzido

pela administracdo do CBD.

Ja para o cerebelo, analisando o sexo feminino, CBD mostrou elevar a producdo de

TNF-o para fémeas tratadas e ndo tratadas com LPS.



54

Cortex Pré - Froatal
e
I o
E
m::: 200 FEEE -h[n I
= = T
= [Te _ = 150 = I
ﬂl E == ¥ T HI E
ﬁ ,E] 40 ﬁ ,E] 100 - - T
B 20 = 50
B B .
B o=
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
Sal LES Sal LP5
B VEH B VEH
CBD CBD
Cerebelo
sk
F ok
200 =
= |
= 150+ -
g o4 m 1 T o
Lo 100 7.1
2
= g
w
e
n—

Macho Fémea Macho Fémea
Sal LPS

B VEH
CBD

Figura 22 — Niveis de TNF-a no cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo de animais adolescentes (dia
po6s-natal-PN 45) expostos ao LPS nos dias pds-natais 3, 5 e 7 e tratados com canabidiol (CBD) entre os PNs 25 e
40. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por teste de Tukey. *P< 0,05, **P< 0,01, ***P<

0,001, ****p< 0.0001 para comparacOes entre os grupos indicados pelos conectores. Os valores estdo
representados como média + EPM e considerando n = 7 — 10 animais/grupo.

Os quadros abaixo demonstram o resumo dos resultados obtidos nesse estudo através
dos testes comportamentais (Quadro 2) e neuroquimicos (Quadro 3) realizados, segundo o0s

pardmetros analisados e a manifestacdo de acordo com o género:



Quadro 2 — Resumo dos resultados comportamentais obtidos no presente estudo (PN25/PN45)

Teste

PREFERENCIA
SOCIAL

Y MAZE

CAMPO ABERTO

rearing

crossing

grooming

MARBLE
BURING

Parametro

Preferéncia

social com

animal da gaiola

Alternancias

corretas

Fuga

Locomocéo

Autolimpeza

Comportamentos

repetitivos

obsessivos

PN

25

45

25

45

25
45
25

LPS macho

Né&o
significativo
Né&o

significativo

Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o

significativo

?

LPS fémea

v
v

Nao

significativo

Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o

significativo

T

LPS + CBD

macho

Né&o
significativo
Né&o

significativo

Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo

55

LPS + CBD

fémea

v
Nao

significativo

Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo



Quadro 3 — Resumo dos resultados neuroquimicos obtidos no presente estudo (PN45)

Teste

ARGINASE

NITRITO

TNF-a

Area

cerebral

CPF

HP

CER

CPF

HP

CER

CPF

HP

CER

CPF

HP

CER

Sal + CBD

fémeas

v
v

Né&o
significativo
Né&o

significativo

Néo
significativo
Néo
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o

significativo

v
?

Sal + CBD
machos
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o

significativo

Né&o
significativo
Né&o

significativo

LPS + CBD

fémeas

?
T

Né&o
significativo
Né&o

significativo

?
?

Néo
significativo
v
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Néo
significativo

?

56

LPS + CBD
machos
Néao

significativo

Né&o
significativo
Né&o
significativo
Né&o
significativo
Néo
significativo
Néo
significativo

T

Né&o
significativo

Né&o
significativo

Né&o
significativo

Né&o

significativo
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6 DISCUSSAO

Os resultados desse estudo revelaram que 0os comportamentos tipo repetitivos induzidos
pela exposicdo neonatal ao LPS em machos e fémeas, analisados através do teste de esconder
esferas, voltaram aos niveis de animais controle ap6s o tratamento com CBD, para ambos os
sexos quando avaliados na adolescéncia. Ja as fémeas submetidas ao LPS no periodo neonatal
mostraram menor capacidade de preferéncia social, mas o tratamento com CBD nao foi capaz
de reverter esse quadro. Em relacdo aos testes neuroquimicos, o aumento da atividade da
arginase foi observado nas areas cerebrais do cortex pré-frontal e hipocampo das fémeas,
enquanto para 0os machos a elevacdo da atividade da arginase foi revertida pelo CBD no
hipocampo. Quanto ao nitrito, o hipocampo das fémeas expostas ao LPS mostrou reducéo desse
indice, o que foi normalizado pelo tratamento com CBD. Os niveis de IL-6 apresentaram-se
aumentados no hipocampo dos machos expostos ao LPS e tratados com CBD, bem como na

mesma area cerebral as fémeas expostas ao LPS apresentaram reducdo de TNF-a.

Nas Ultimas décadas a exposicao pré-natal ao LPS vem sendo estudada como modelo
animal de TEA (BERNARDI; KIRSTEN; TRINDADE, 2012; CUSTODIO et al., 2017;
KIRSTEN; PALERMONETO; BERNARDI, 2012). Nos tltimos anos, nosso grupo de pesquisa
resolveu estudar as alteraces desenvolvimentais causadas pela exposicdo neonatal a esta
endotoxina (CUSTODIO et al., 2017; CRISTINO et al., 2022). O modelo animal de autismo
induzido por LPS tem o intuito de simular exposi¢des bacterianas em periodos cruciais do
desenvolvimento (pré-natal ou neonatal). Esses modelos servem para avaliar o impacto que a
vulnerabilidade dessa fase pode trazer como consequéncias a puberdade ou vida adulta em
relacdo aos transtornos do neurodesenvolvimento, como TEA ou esquizofrenia (BERNARDI;
KIRSTEN; TRINDADE, 2012; CUSTODIO et al., 2017; FORTIER; LUHESHI; BOKSA,
2007; HAVA et al., 2006; KIRSTEN; PALERMONETO; BERNARDI, 2012; PANG et al.,
2016; PATTERSON, 2009; SMITH; NAYLOR, 2014).

Como as principais manifestagdes sintomaticas do TEA j& aparecem em criancas na fase
de primeira infancia, optou-se por realizar os testes em animais infantes (PN25) como uma
forma de correlacdo a infancia. Enquanto os testes realizados com os animais no PN 45 simulam
a fase da puberdade (DUTTA; SENGUPTA, 2016). Tendo em vista que € possivel estabelecer
um paralelo entre as idades de roedores e humanos, ha uma correspondéncia de tempo que
determina que os PNs 1-3 de animais representam 23-32 semanas de gestacdo humana
(SEMPLE et al., 2013), enquanto os PNs 5 e 7 correspondem ao terceiro trimestre da gravidez,
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em torno da Ultima fase de uma gestacdo humana de 36-40 semanas (a termo) (ANDERSEN,
2003; SEMPLE et al. 2013).

No presente estudo, os animais foram expostos ao LPS em periodo neonatal que
corresponde a um desafio no final do terceiro trimestre de fase gestacional humana, e
posteriormente avaliados nos momentos PN25 e PN 45, que equivalem respectivamente, a
infancia e adolescéncia. O PN25 de roedores corresponde a fase de 4 a 5 anos no humano em
comparacdo etologica (SEMPLE et al., 2013). Ja o PN45 revela correspondéncia com a
adolescéncia humana, em torno de 12-15 anos do ser humano, inferido através da literatura que
traz que PN 33-36 faz alusdo a adolescéncia e PN 55-65 & idade adulta (TISHKINA et al.,
2016). As analises neuroquimicas realizadas no PN45, equivalem a fase de puberdade em

humanos.

Apesar da alta prevaléncia de TEA no sexo masculino, no presente estudo 0s testes
comportamentais com resultado significativo mostraram que as fémeas expostas ao LPS
tiveram prejuizo a preferéncia social e que nos machos essa circunstancia ndo foi observada,
corroborando resultado prévio publicado por nosso grupo de pesquisa (CRISTINO, 2019).
Diferentemente deste estudo citado, no presente trabalho optamos por ampliar o tempo de
exposicdo ao LPS em 1 dia, ou seja, iniciando no PN3 e testamos o efeito do tratamento com
CBD na tentativa de reversao do comportamento TEA-simile. O CBD foi capaz de reverter o
comportamento repetitivo observado em machos e fémeas, enquanto ndo houve efeito do CBD

no comportamento social.

Conforme acima mencionado, a respeito das andlises referentes ao comportamento do
tipo repetitivo compulsivo, através do teste de esconder esferas, constatamos que ambos 0s
sexos foram impactados. Estudos previos do nosso grupo de pesquisa mostraram que a
exposicdo neonatal ao LPS causa aumento de grooming no campo aberto, que também se
relaciona com comportamentos estereotipados. Portanto, a exposi¢do neonatal ao LPS induz
comportamento tipo-ansioso e repetitivo em machos (CRISTINO, 2019; CUSTODIO et al.,
2017).

Estudo de Cristino et al. (2019) aponta ainda que esse padrdo de comportamento tipo-
ansioso dos machos evidenciado em sua pesquisa, esta em consonancia com Custodio et al.
(2017) apenas para o periodo da adolescéncia (PN 35), pois este ultimo mostrou que na idade

adulta (PN 70), os animais exibiram uma normalizacgéo tanto do comportamento ansioso quanto
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no comportamento repetitivo-estereotipado no teste do campo aberto, sugerindo uma
diminuicdo dessas caracteristicas na vida adulta.

Ainda que parcialmente, resultados obtidos por Tishkina et al. (2016) corroboram com
0s nossos achados, uma vez que ratos Wistar machos que foram desafiados com LPS em
periodo neonatal (PN 3 e 5) e posteriormente avaliados na adolescéncia (PN 33-36) e idade
adulta (PN 101-107), apresentaram comportamento tipo-ansioso através da avaliacdo pelo

numero de entradas no centro da arena do campo aberto.

Além do teste do campo aberto, o teste de esconder esferas (NJUNG’E; HANDLEY,
1991) possibilita analise de comportamento tipo-ansioso, desempenho motor e tracos de
estereotipia por enterramento. E estabelecido que o burying (enterramento) ndo é despertado
por novidade, refletindo um comportamento de escavagdo tipo obsessivo-compulsivo
(THOMAS et al., 2009).

Estudiosos ja tém utilizado este teste amplamente para avaliar o comportamento
repetitivo/persistente relevante para transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) e TEA em
modelos de roedores (AMODEO et al. 2012 ; ANDERSEN et al. 2010 ; DEACON et al.
2006 ; MOY et al. 2014 ; SCATTONI et al. 2008 ; SILVERMAN et al. 2015 ; TAKEUCHI et
al. 2002). O aumento da escavagéo repetitiva foi observado no teste do enterramento de esferas
vitreas em varios modelos animais de TEA, como o camundongo BTBR T+ tf/J, camundongos
transgénicos elFAE (4E Tg), e no modelo de ativacdo imunoldgica materna (AMODEO et al.,
2012; SANTINI et al., 2013 ; CHOI et al., 2016 ).

O tratamento com CBD evidenciou diminuir o comportamento do tipo
repetitivo/persistente relevante, para machos e fémeas nesse estudo. Outros estudos também
exibiram resultados semelhantes, em que observaram efeito anticompulsivo através do teste de
esconder esferas quando testada essa droga em animais com sintomas do tipo ansioso
(CASAROTTO et al., 2010; NARDO et al., 2014).

Esses indicios sugerem que alguns comportamentos tendem a desaparecer com o
decorrer do tempo, ressaltando a importancia de avaliar os padrdes comportamentais em
diferentes momentos de vida. No presente estudo as idades estudadas equivalem a infancia e
adolescéncia, e 0 CBD mostrou-se como uma alternativa terapéutica aplicavel para essas faixas
etarias. Ao que parece na idade adulta os comportamentos repetitivos e estereotipados estdo

atenuados, ndo sendo um provavel foco de tratamento para o CBD.
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Os resultados encontrados sugerem que o sistema canabindide atua no controle de
comportamentos repetitivos, entretanto a explicacdo precisa desta interagdo ainda ndo foi
completamente esclarecida (NARDO et al., 2014), sendo, portanto, um indicativo de que

estudos mais robustos sejam orientados nessa direcéo.

Sintomas de TEA bem comuns envolvem déficits sociais e de comunicagdo, assim como
comportamento repetitivo, portanto através dos resultados expostos o desafio animal imune
neonatal por LPS permite simular esses sintomas, mostrando que a exposi¢do causa prejuizos
de habilidades sociais (em fémeas) e induz comportamento tipo-ansioso e repetitivo (em
machos e fémeas). Esse modelo possibilita 0 estudo de como os comportamentos relevantes
para 0 TEA em animais infantes e paberes podem ser beneficiados com o tratamento com CBD,

apontando a poténcia gque essa droga tem em ser objeto de estudos translacionais.

As analises cerebrais revelaram que quanto ao nitrito, o hipocampo das fémeas expostas
ao LPS mostrou reducdo desse indice, o que foi normalizado pelo tratamento com CBD.
Diferentemente para Custdédio (2017), o nitrito apresentou-se elevado nos machos adultos
(PN70), entretanto a idade testada foi diferente do nosso estudo, onde os animais foram
analisados na adolescéncia (PN45). Vale salientar também que esses estudos comparativos,
foram conduzidos com exposi¢do ao LPS neonatal em intervalos de tempo diferentes, sendo,

portanto, plausivel que os resultados possam diferir em alguns pontos.

Em relacdo aos niveis de IL-6, 0s mesmos apresentaram-se aumentados no hipocampo
dos machos expostos ao LPS e tratados com CBD. A IL-6, é uma citocina neuropoiética, pro-
inflamatdria, associada ao desenvolvimento neurolégico e a funcdo cerebral (STOLP; 2013).
Estudo de Custddio (2017), quando testou camundongos expostos ao LPS encontrou niveis de
IL-6 diminuidos para ambos o0s sexos, nas areas examinadas (cortex pré-frontal e hipocampo)
nos periodos correspondentes a adolescéncia (PN35) e idade adulta (PN70). No estudo atual o
tratamento com o CBD, mostrou que 0 mesmo é capaz de reverter esses indices, resgatando 0s

niveis de IL-6 no hipocampo de machos.

A desregulacdo imune caracterizada por niveis anormais de citocinas como a
interleucina IL-6, IL-4, IFN-y é observada no autismo (GOINES; ASHWOOD, 2013).

Ainda nessa pesquisa, 0s achados cerebrais mostraram que a exposic¢ao ao LPS elevou,
nas areas do cortex pré-frontal e hipocampo, a atividade da arginase em fémeas, ja para 0s
machos a elevacdo foi apenas no hipocampo. Entretanto, o tratamento com CBD mostrou

diminuir a atividade da arginase apenas nos machos (hipocampo). Na presenca de padrdes
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moleculares associados a patdgenos, como o LPS, micrdglias em estado vigilante de alerta
podem ser ativadas a um fenétipo tipo M2 liberando citocinas e levando a ativagdo de
macrofagos que expressam a enzima arginase-1 na superficie celular, com atividade anti-
inflamatoria, que auxiliam na eliminacdo da inflamacdo (QUIRIE et al., 2013; RATH et al.,
2014; MOSSER; EDWARDS, 2008).

Micréglia de fendtipos M1 representa um fenotipo reativo, pro-inflamatorio,
principalmente, no estagio inicial da resposta imune, enquanto o fendtipo M2 relaciona-se
principalmente a um perfil pouco reativo, anti-inflamatorio nos estagios intermediario e final
da resposta imune (LAFFER et al., 2019).

Durante o neurodesenvolvimento, a microglia elimina preferencialmente sinapses mais
fracas ou menos ativas em cérebros normais, promovendo assim a poda fina de espinhas
dendriticas, o que favorece sinapses mais fortes ou mais ativas (MALLYA et al., 2019).
Aproximadamente 90% das sinapses excitatdrias estdo presentes em espinhas dendriticas e
alteracdes na quantidade e morfologia acabam por interferir na regulacdo da transmissao
sindptica e plasticidade neuronal (LEFEBVRE et al., 2015), relacionando-se a comunicacao
cerebral atipica de individuos com TEA (MARTINEZ-CERDENO, 2017). Desta forma, a
homeostase microglial exerce papel fundamental no desenvolvimento e funcdo das sinapses, e
uma disfuncao microglial, levando a poda reduzida ou poda excessiva, pode estar associada a
patogénese do autismo (ANDOH; IKEGAYA; KOYAMA, 2019; LI et al., 2020).

A poda de sinapses e espinhas dendriticas por células microgliais (PAOLICELLI et al.,
2011) é criticamente dependente da autofagia intraneuronal (POULTNEY et al., 2013; TANG
et al., 2014). A autofagia microglial normal desempenha papel importante na manutencéo da
homeostase cerebral e estudos tém mostrado que esse processo esta intimamente relacionado a
ocorréncia de autismo e favorece a polarizagdo da microglia para o fenétipo M2 através da
regulacdo negativa da expressao de marcadores microgliais M1, abrangendo iNOS/NO, TNF-
a ¢ IL-6, e regulacdo positiva da expressdo de marcadores da microglia M2, compreendendo
arginase-1 e IL-10 (CHO et al., 2020).

A arginase é uma enzima caracteristica de microglia de fendtipo tipo M2, revelando-se
como marcador tipico para macrofagos polarizados M2A (KALKMAN; FEUERBACH, 2017).
Quando avaliada sua atividade pretende-se investigar se apés a inflamagdo houve mobilizacao
de células de defesas imunoldgicas a fim de reparar areas cerebrais numa tentativa de
reestabelecer a homeostase (CANDEIAS, 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/dendritic-spine
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Desta forma, aumento da atividade da arginase, leva a interpretacdo de que o perfil de
microglia esta mais inclinado ao fen6tipo M2, ap6s exposicao neonatal ao LPS, levando o
animal a apresentar alteragdes comportamentais. O tratamento com CBD mostrou ser uma
alternativa para reverter este fendtipo microglial, em machos na idade da adolescéncia com o

intuito de diminuir essa inclinagdo hipocampal ao perfil M2.

Em processos inflamatorios a disfuncdo microglial ocasiona uma reducdo na dimensao
de micrdglia e no numero de ramificacdes desde o periodo pds-natal precoce até a adolescéncia,
sendo, portanto, esse um periodo crucial para o estudo de novos alvos farmacolégicos. A
inflamacdo é capaz de regular a expressao de genes relacionados a fung¢do microglial, relaciona-
se a diminuicdo da fagocitose pelas células da microglia e esta envolvida na expressao
de proteinas lisossdmicas, resultando em poda sinapticas defeituosas, as quais sdo mediadas
pela microglia. Esse processo culmina em excesso de sinapses excitatorias no hipocampo e

comportamentos similares ao autismo (SAITOH et al., 2021).

Analises de cérebro post mortem de humanos com TEA para medicdes dos niveis de
citocinas e marcadores de micrdglia sugerem uma mistura de estados M1 e M2, fornecendo
evidéncias de que ainda ndo hd uma padronizacao factual a respeito da polarizagdo sobre 0 TEA
e que é possivel ainda que os diferentes subtipos de TEA refletem essas discrepancia de
resultados ou ainda em que fase da inflamacao os estudos foram realizados, se quando na fase
inicial da infeccdo onde ha primeiro uma resposta de defesa (M1) ou se na fase posterior onde
hé& reparo (M2) (KALKMAN; FEUERBACH, 2017).

Essas descobertas propdem que a micréglia pode ser determinante na patogénese do
autismo devido a diferentes funcdes fisioldgicas, mas seu papel e efeito precisos sobre a
inflamacéo no sistema nervoso na conjuntura do autismo ainda precisam ser profundamente
explorados (ZHANG et al., 2023).

O endocanabinoide anandamida (AEA), degradado principalmente pela enzima amida
hidrolase de acido graxo (FAAH) (LUTZ et al., 2015; ILYASOV et al., 2018) teve sua
atividade analisada em um estudo em ratos adultos que mostrou que a inibicdo de FAAH através
de drogas diminui a expressdo de marcadores de ativacdo microglial, a producéo de citocinas e
os déficits de plasticidade sinaptica no hipocampo (MURPHY et al., 2012 ). Desta forma,
destaca-se que um aumento da sinalizacdo de endocanabindides relaciona-se a fendtipos
antiiflamatorios e protetor de microglia (BENITO et al., 2008 ; STELLA, 2009 ; LISBOA et
al., 2016).
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Um estudo realizado com ratos onde houve administragdo de LPS, porém em um dia
pos-natal diferente do nosso estudo, revelou que a inflamag&o no inicio da vida induzida por
aplicacdo Unica de LPS no PN14 foi relevante de maneira a afetar o comportamento social de
machos e fémeas adolescentes (PN40). Alteracdes do sistema EC foram relatadas e foi sugerido
que os déficits sociais procederam da menor capacidade de ligacdo do receptor CB1, niveis
aumentados de AEA e aumento da atividade de FAAH na amigdala. Essas alteragdes sdo
atenuadas com a administracao de um inibidor da FAAH (DOENNI et al., 2016).

Nesse contexto, a pesquisa com CBD em diversos transtornos neuropsiquiatricos, como
esquizofrenia, revelou que o CBD aumenta os niveis séricos de AEA em individuos
esquizofrénicos por inibicdo da enzima FAAH (LEWEKE et al., 2012). Ainda na
esquizofrenia, em estudo pré — clinico em ratos 0 CBD mostrou melhorar disfuncées sociais
e cognitivas (OSBORNE et al., 2017 ), enquanto que acerca da sindrome de Dravet essa droga
trouxe beneficios sobre convulsdes e déficits sociais observados em modelo com camundongos
(KAPLAN et al., 2017 ).

Essas evidéncias somadas a outros estudos que exibiram resultados positivos pelo uso
do CBD em criangas com TEA (ARAN et al., 2019; BAR-LEV SCHLEIDER et al., 2019;
TARTAGLIA et al., 2019), conduziram os pesquisadores a considerarem que o CBD pode ser
uma boa alternativa para o tratamento de TEA, ja que inibe a acdo de FAAH e tende a
normalizar a deplecdo de AEA observada nesses pacientes (ARAN et al., 2019; KARHSON et
al., 2018). Alem disso, vale ressaltar a boa tolerabilidade que o CBD exibe em humanos
(DEVINSKY etal., 2014).

Outros autores tém buscado explorar como esse suposto aumento do ténus
endocanabinoide influencia positivamente sobre os sintomas de TEA de forma a atenua-los.
Diferentes compostos tém sido foco de pesquisa, como um outro inibidor de FAAH (URB597),
gue demonstrou aumentar os niveis de AEA e, portanto, exibiu potencial terapéutico em ratos
expostos no momento pré-natal ao Valproato (VPA), ou seja, a um modelo de TEA de cunho
ambiental (MELANCIA et al., 2018; SERVADIO et al., 2016; WU et al., 2020). Foi observado
através desse estudo que houve efeitos positivos sobre o comportamento socioemocional dos
animais testados (BARA et al., 2018; MANDUCA et al., 2016; TREZZA et al., 2012).

O CBD mostra-se capaz de bloquear a ativacdo microglial (MARTIN-MORENO et al.,
2011) e neuroinflamacdo (ELLIOTT et al., 2018 ; MAROON E BOST, 2018 ), e na microglia
o0 receptor do tipo CB2 é o mais abundante. Além disso, trés relatorios clinicos estabeleceram
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recentemente que o uso de CBD em criangas atenua alguns sintomas associados ao TEA, como
convulsdes, insdnia e ansiedade (BARCHEL et al., 2018 ; ARAN et al., 2019 ; BAR-LEV
SCHLEIDER et al., 2019).

Drogas anti-inflamatorias, como o CBD quando administradas em camundongos com
fendtipo de autismo induzem a reducdo da secrecdo de citocinas pré-inflamatérias_.como IL-
17A e IFN-y no cérebro, e evidenciaram beneficios significativos sobre os sintomas do autismo,
como disfuncédo cognitiva e comportamentos repetitivos (SHEIKH et al., 2018; COLIZZI et al.,
2021).

Por ser um constituinte abundante, porém ndo psicomimético da planta Cannabis sativa,
0 composto bioativo CBD desperta interesse como estratégia promissora para tratar inflamacéo
motivada por hiperatividade microgial (MARTIN-MORENO et al., 2011; MECHOULAM et
al., 2007; SAITO et al., 2012), assim como para atenuar estresse oxidativo em diferentes
modelos animais de doencas neuroinflamatérias (BOOZ, 2011; CASSOL et al., 2010;
LIGRESTI etal., 2016; MUKHOPADHYAY etal., 2011; RUIZ-VALDEPENAS et al., 2011),
conduzindo a novas possibilidades de terapéutica canabindide em disturbios neuronais no qual

estdo envolvidos imunidade e inflamagéo.

Interessantemente, as fémeas tratadas apenas com CBD apresentaram reducdo da
preferéncia social, reducdo da atividade da arginase e dos niveis de nitrito e TNF-a no
hipocampo, mostrando que a exposi¢do de cérebros controle ao CBD pode ocasionar alteracdes
compativeis com autismo. Finalmente, apds andlises dos resultados é importante considerar que
para alcancar resultados mais eficazes um maior nimero de estudos precisa ser realizado a fim
de determinar de que forma o CBD seja mais efetivo de modo a comtemplar a reversédo dos

danos ocasionados pelo TEA.

Embora os estudos mostrem um grande progresso no contexto do TEA, esse transtorno
do neurodesenvolvimento ainda se mostra insuficientemente elucidado. Inimeras teorias foram
concebidas, mas ainda faltam marcadores especificos, nos campos imunoldgicos,
neuroquimicos e genéticos, que auxiliem a fundamentacdo da patogénese e subgrupos de
TEA. Desta forma, 0 nosso estudo busca contribuir no que concerne a tentativa de esclarecer
conexdes entre marcadores e seus papéis fisiolégicos normais e assim fornecer conhecimento
sobre o curso patogénico do TEA que ofereca possibilidades de abordagem terapéutica factivel
para tratar os individuos o mais precocemente possivel, ainda na faixa de infancia e

adolescéncia.
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Vale salientar ainda que o estudo foi concebido e executado durante o periodo de
pandemia da COVID-19, o que limitou a operacionalizacdo de testes mais especificos que
viessem a esclarecer melhor as repercussdes do tratamento com o CBD. Além disso, a literatura
oferece resultados acerca de varias doses de utilizacdo da substancia canabidiol, entretanto
optamos por estudar apenas uma dose, 0 que pode impactar sobre os diversos efeitos

encontrados a respeito do CBD.

7 CONCLUSAO

A exposi¢do pré-natal ao LPS causou alguns comportamentos do tipo autista de maneira
distinta entre animais machos e fémeas. O comportamento obsessivo, avaliado pelo teste de
esconder esferas, foi observado em animais machos e fémeas avaliados na infancia (dia pos-
natal — PN 25) e no final da adolescéncia PN 45. O tratamento com CBD reverteu estas
alteracdes em ambos 0s sexos. As fémeas apresentaram comprometimento na preferéncia social
que ndo foi revertido pelo CBD. As altera¢des induzidas pelo LPS em animais machos foram
acompanhadas de aumento da atividade da arginase no hipocampo, o qual foi revertido pelo
CBD. No hipocampo das fémeas expostas ao LPS houve reducéo de nitrito, o que normalizou
pelo tratamento com CBD. Interessantemente, as fémeas tratadas apenas com CBD
apresentaram reducdo da preferéncia social, reducdo da atividade da arginase e dos niveis de
nitrito e TNF-a no hipocampo, mostrando que a exposicdo de cérebros controle ao CBD pode
ocasionar alteracGes compativeis com autismo. De forma geral, 0 modelo animal se mostra uma
ferramenta importante para o estudo do TEA, bem como os resultados apontam para beneficios

do CBD em animais expostos ao desafio com LPS, mas ndo em situacdes controle.
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