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RESUMO

O Canabidiol (CBD) é um composto da Cannabis sativa com efeitos imunomoduladores e
potencial terapéutico em diversas doencas do SNC. Uma vez que a autofagia foi eleita como
um mecanismo importante para o controle das fungGes microgliais, incluindo respostas
inflamatdrias, o objetivo deste estudo foi investigar o papel da (macro)-autofagia nos efeitos do
CBD em micréglia humanas ativadas. Para isso, no protocolo in vitro, células microgliais
humanas HMC3 foram tratadas com CBD (1, 10, 50 e 100 uM) e 24h depois foram estimuladas
com lipopolissacarideo (LPS) por mais 24h (prevencdo ou pré-tratamento). Além disso, outro
grupo de celulas foi primeiramente exposto ao LPS por 24 horas, depois tratado com CBD
(reversdo ou poOs-tratamento). Hidroxicloroguina (HCQ-10 uM) e privacdo de soro (STV por
2h) foram usados como inibidor e indutor de autofagia, respectivamente. A viabilidade celular
foi avaliada através dos ensaios de MTT e LDH. A formacdo de organelas vesiculares acidas
(AVOS) foi determinada por meio do ensaio de laranha de acridina por citometria de fluxo. A
expressao génica das proteinas relacionadas a autofagia (ATGs) ATG5, ATG12, BECLIN-1 e
p62/SQSTML1 foi determinada por real time-PCR. A expresséo proteica das LC3B-1 e LC3B-
I1, e p62/SQSTM1 foi determinada por western blott. Os sobrenadantes foram coletados para
determinacdo de nitrito, TNFa, IL-1B, IFNy, IL-4 e TGF-B, BDNF e atividade da arginase
(Arg). A expressdo da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e Argl foi determinada por
imunofluorescéncia. Atividade fagocitica foi medida através da deteccdo intracelular de esferas
marcadas com fluoresceina; a migracdo celular foi avaliada através do ensaio de arranh&o
(scratch assay). No protocolo in vivo, camundongos Swiss machos foram tratados com HCQ
(60 mg/kg, IP.) diariamente por 03 dias. No segundo dia, os animais receberam LPS (0.5 mg/kg,
IP) ou salina (SAL), e no terceiro dia, foram tratados com CBD (10 mg/kg, IP), S-cetamina (10
mg/kg, IP) ou SAL. Foram realizados ensaios comportamentais para efeito tipo-antidepressivo,
e as areas cerebrais cortex pre-frontal (PFC) e hipocampo (HC) foram dissecadas. No protocolo
in vitro, o CBD aumentou a % de células AVOS+ no protocolo de reversdo em comparagédo
com o LPS, o que foi bloqueado pelo co-tratamento com HCQ. STV aumentou 0 % de células
AVOS+ em ambos os protocolos em comparagao com os controles. O CBD aumentou os niveis
de RNAm de ATG5 e p62/SQSTML1 no protocolo de prevencdo, e ATG12 e p62/SQSTML1 no
protocolo de reversdo, em comparagdo com o LPS. O CBD no protocolo de reversdo diminuiu
significativamente os niveis de p62/SQSTM1 em comparagdo com 0s grupos controle e LPS.
O CBD (10 pM) atenuou o aumento induzido por LPS nos niveis de nitrito, TNF-a e IL-1 em

ambos os protocolos. O CBD aumentou os niveis de IL-4 e BDNF em ambos 0s protocolos,



enquanto a atividade da arginase e TGF- aumentaram apenas no protocolo de reversédo. O STV
em ambos os protocolos aumentou os niveis de mediadores anti-inflamatérios, e o co-
tratamento com HCQ atenuou os efeitos do CBD na expressao desses marcadores. O CBD
aumentou a atividade fagocitaria e a migracdo celular em comparagdo com o grupo LPS. Esses
efeitos foram igualmente bloqueados pela HCQ. No protocolo in vivo, 0 CBD parcialmente
reverteu 0 comportamento tipo-depressivo induzido pelo LPS, restaurando o comportamento
de autocuidado e reduzindo a laténcia no teste de alimentacdo suprimida pela novidade, o que
foi atenuado pelo co-tratamento com HCQ. O CBD aumentou a expressdo de LC3B-I1 no PFC,
enquanto a S-cetamina aumentou essa proteina no HC em relagdo ao grupo LPS. Apenas a S-
cetamina foi capaz de reduzir as concentragdes de TNFa no HC dos animais desafiados com
LPS. Em conjunto, nossos dados demonstram o efeito do CBD de promover inducédo de
autofagia sobretudo nos estagios finais de degradacdo lisossomal em microglia humanas
desafiadas com LPS, o que parece ser fundamental para suas a¢gdes imunomoduladoras nessas
células. Finalmente, agentes indutores de autofagia, como o CBD, podem ser ferramentas
promissoras para o tratamento de doencgas do SNC relacionados a neuroinflamacéo e disfuncéo

microglial, como a depresséo.

Palavras-Chaves: Microglia; Autofagia; Canabidiol; Neuroinflamacéo; Depressao.



AUTOPHAGY AS UNDERLYING MECHANISM FOR THE
IMMUNOMODULATORY EFFECT OF CANNABIDIOL IN HUMAN MICROGLIA:
RELEVANCE FOR ITS ANTIDEPRESSANT-LIKE EFFECT

ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) is a non-psychostimulant compound from Cannabis sativa with
immunoregulatory effects and therapeutic potential in several brain disorders. Since autophagy
has been elected as an important mechanism for the control of microglial functions, including
inflammatory responses, the aim of this study was to investigate the role of (macro)-autophagy
in the CBD effects in pro-inflammatory activated human microglia. To do this, human
microglia cells (HMC3 lineage) were treated with CBD (1, 10, 50 and 100 uM) and 24h later
they were stimulated with lipopolysaccharide (LPS) for more 24h (prevention protocol or
pretreatment). Also, other batch of cells were firstly exposed to LPS for 24 h, and 24h later
treated with CBD (reversal protocol or post-treatment). Hydroxychloroguine (HCQ-10 uM)
and starvation (STV) (2h) were used as autophagy inhibitor and inducer, respectively. Cell
viability was evaluated through MTT and LDH assays. The formation of acidic vesicular
organelles (AVOS) was determined through acridine-orange flow cytometry. Autophagy-
related proteins (ATGS) gene expression (ATG5, ATG12, BECLIN-1 and p62/SQSTM1) was
determined through RT-PCR. The protein expression of the isoforms LC3B-I and LC3B-II, an
index of maturation of autophagossomes, and p62/SQSTM1, an index of degradation of the
autophagic cargo, were determined through western blott. Supernatants were collected for
determination of nitrite, TNFa, IL-1, IFNy, IL-4 and TGF-p, brain-derived neurotrophic levels
(BDNF) and arginase activity. Also, the expression of the enzymes inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and Arginasel (Argl) was determined through immunofluorescence and their
colocalization was evaluated. Phagocytosis was evaluated through fluorescein-labeled beads
intracellular detection; migration-mobility was evaluated through scratch assay. In the in vivo
protocol, adult Swiss mice were treated with HCQ (60 mg/kg, IP.), daily, for three days. On the
second day, the animals were injected with LPS (0.5 mg/kg, IP) or saline (SAL), and on the
third day, they were treated with CBD (10 mg/kg, IP), S-ketamine (10 mg/kg, IP) or SAL.
Several behavioral assays were performed to evaluate the CBD’s antidepressant-like effect, and
the mouse brain areas: prefrontal cortex (PFC) and hippocampus (HC) were collected. CBD
increased the % of AVOS+ cells just in the reversal protocol compared to LPS, which was
blocked by HCQ. STV increased AVOS+ cells in both protocols compared to controls. CBD
increased some ATGs mRNA levels: ATG5 and p62/SQSTML in the prevention, and ATG12



and p62/SQSTML in the reversal protocol, compared to LPS. Additionally, CBD in the reversal
protocol did not significantly increase the LC3B-I or 1l protein expression, but it significantly
decreased the p62/SQSTML1 levels compared to control and LPS groups. CBD (10 puM)
attenuated LPS-induced increase in nitrite levels, TNF-a and IL-1f in both protocols. CBD
increased IL-4 and BDNF levels in both protocols, while arginase activity and TGF-B were
increased only in the reversal one. STV in both protocols similarly increased the levels of anti-
inflammatory mediators: IL-4, arginase activity and TGF-f compared to the LPS group. HCQ
co-treatment attenuated CBD effects in the reversal protocol on nitrite and TNF-a levels, and
significantly reduced the rise in IL-4, BDNF and arginase activity. CBD increased phagocytic
activity in the reversal protocol, and increased cell migration in both protocols compared to
LPS group. These effects were equally blocked by HCQ in the reversal protocol. In the in vivo
protocol, CBD partially reversed LPS-induced depressive-like behavior, which was attenuated
by co-treatment with HCQ. CBD increased the expression of LC3B-II in the PFC, while S-
ketamine increased this protein in the HC compared to the LPS group. Only one S-ketamine
was able to reduce TNFa concentrations in the HC of LPS-challenged animals. Therefore, this
study contributes to a better understanding of the effects of CBD in microglia by providing
evidence of the participation of autophagy-related mechanism to its immunoregulatory/anti-
inflammatory actions. Finally, autophagy-inducer agents, possibly CBD, can be promising tools

for microglia-related neuroinflammatory disorders, such as depression.

Keywords: Microglia; Autophagy; Cannabidiol; Neuroinflammation; Depression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais e epidemioldgicos da Depressédo

Os transtornos mentais sao um problema importante de satde publica ao redor do mundo.
Aproximadamente 1 em cada 4 pessoas ira experenciar um episodio severo de algum
transtorno mental durante seu tempo de vida. O potencial de morbidade dessas doencas é
enorme, sendo responsavel por cerca de 19.5% da carga global de doenca, medido pelos
anos ajustados de vida com disfuncao (do inglés disability adjusted life years, DALYS).
Isso se reflete em um grande custo socioeconémico da ordem de pelo menos 348 milhdes
de dolares nos Estados Unidos (EUA) ao ano, e um grande impacto nos setores produtivos
da sociedade por afetarem sobretudo uma faixa etéria de individuos economicamente
ativos. Em muitos paises, 0s transtornos neuropsiquiatricos sdo a principal causa de
absenteismo e presenteismo no trabalho, além de outros custos diretos e indiretos
associados ao servico de salde (GREENBERG et al., 2021).

Nesse contexto, a depressédo maior (do inglés major depressive disorder ou MDD), aqui
referida simplesmente como depressdo, € o transtorno de humor mais prevalente no
mundo, e estima-se que mais de 280 milhdes de pessoas no mundo sejam afetadas por
essa doenga (SANTOMAURO et al., 2021). Segundo a organizagdo mundial de salde
(OMS), o numero estimado de pessoas com depressdo aumentou em 18,4% entre 0s anos
de 2005 a 2018 (WHO | DEPRESSION, 2018). Esse transtorno é caracterizado por
diversos grupos de sintomas, como humor deprimido, perda de interesse, sentimento de
culpa, distarbios do sono ou do apetite, capacidade reduzida de concentragdo, baixa
energia e deficiéncias cognitivas (KENNEDY, 2008). Embora a auséncia de informagéo
direta sobre a prevaléncia da depressdo em muitos paises dificulte a realizagdo de um
panorama mundial preciso, dados epidemioldgicos mostram uma grande variabilidade
nas taxas de prevaléncia: de 2.2% no Japdo a 10.4% no Brasil (BROMET et al., 2011).
De fato, no Brasil, a doenga atinge cerca 11,5 milhGes de pessoas, embora com
estimativas ainda pouco precisas. E a maior prevaléncia da América Latina e a segunda
maior do continente americano, ficando atrds dos Estados Unidos (WHO |
DEPRESSION, 2018).
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Com a pandemia de SARS-CoV2, a incidéncia de depressdao e outros transtornos
psiquiatricos foi consideravelmente aumentada (COVID-19 MENTAL DISORDERS
COLLABORATORS, 2021; ROBINSON et al., 2022). De fato, estudos de meta-analise
dos primeiros anos pandémicos 2021-2022 demonstraram um aumento global da
incidéncia de depressao da ordem de 27.6% em relacéo as estimativas pré-pandémicas, o
que representam um aumento de pelo menos 53.2 milhdes de casos da doenca. Dois
fatores aparentaram impactar de forma mais significativa nessas estimativas: i) as taxas
de infeccdo aguda por SARS-CoV?2; ii) a reducdo de mobilidade humana e isolamento
social representado pela pandemia (COVID-19 MENTAL DISORDERS
COLLABORATORS, 2021). Pessoas do sexo feminino e jovens (<60 anos) foram mais
afetados do que outros grupos de pacientes (ROBINSON et al., 2022). Ademais, é
importante ressaltar que altas taxas de sintomas depressivos e comorbidades psiquiatricas
estdo presentes em pacientes com sindrome pds-COVID19 (cerca de 35% dos pacientes).
Entre esses sintomas se destacam fadiga anormal, comprometimento cognitivo,
dificuldades de sono, e prejuizo de funcionalidade global, os quais foram identificados
em avaliacdes até 02 anos apos resolucdo da infec¢do aguda por SARS-CoV2 (MAZZA
et al., 2022). Portanto, a pandemia agravou ainda mais um problema urgente e reforgou

a necessidade de estratégias de saude eficazes para promocao de salde mental.

A década de 1950 foi considerada a "década de ouro" da psicofarmacologia, devido a
introducdo de muitas drogas psicoativas utilizadas atualmente. Os primeiros avancos na
farmacoterapia da depressdo com a descoberta das propriedades antidepressivas de
iproniazida, como um inibidor da enzima monoamina-oxidase, datam desse periodo. Em
sequéncia, a imipramina, o protétipo dos antidepressivos triciclicos, foi desenvolvido
baseado na estrutura das fenotiazidas com propriedades antipsicOticas e sedativas
(ALAMO; LOPEZ-MUNOZ, 2009). No final da década de 1980, a fluoxetina foi
introduzida na pratica clinica, abrindo perspectivas para o desenvolvimento de uma nova
classe de antidepressivos chamados inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina
(ISRS)(LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009). Estes antidepressivos trouxeram dois
grandes contribuicdes para o campo da psiquiatria: i) forneceram uma ferramenta
terapéutica util e relativamente segura para o tratamento de pacientes com depressa; ii)
deram origem a primeira hipotese fisiopatoldgica da depressao, a teoria monoaminérgica
(CHOCKALINGAM; GOTT; CONWAY, 2019).
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Apesar do entusiasmo inicial, nos ultimos anos, a eficicia dos antidepressivos
monoaminérgicos tem sido intensamente questionada. Em 2006, um dos maiores ensaios
clinicos multicéntricos testou a eficacia de diversos antidepressivos orais na pratica
clinica. Esse ensaio foi conduzido pelo Instituto Nacional de Saude Mental (NIMH) dos
EUA, e recebeu 0 nome de estudo STAR * D(Alternativas de Tratamento Sequencial para
Aliviar a Depressdo) (FAVA et al., 2003). Esse grande ensaio clinico, incluindo mais de
2500 pacientes de 41 centros clinicos dos Estados Unidos, trouxe resultados
surpreendentes: i) menos de um ter¢o dos pacientes (27%) alcancaram remissdo dos
sintomas depressivos no prazo de 12 semanas de tratamento ap0s inicio do tratamento
com antidepressivos, e cerca de 33% dos pacientes ndo atingiram remissdo, apesar de
tentativas com até quatro esquemas diferentes de antidepressivos. Além disso, no
subgrupo de doentes que responderam ao tratamento, o tempo médio para a remissao foi
de 7 semanas, com pouca diferenca entre 0s regimes de monoterapia ou com
medicamentos adjuvantes (PIGOTT, 2015; RUSH et al., 2006). Outros estudos
evidenciaram a eficacia limitada dos farmacos antidepressivos monoaminérgicos e seu
tempo de laténcia prolongado (CIPRIANI et al., 2018; MACHADO-VIEIRA et al.,
2010). Portanto, tendo em vista o impacto global da depressao, o qual foi acentuado apds
a pandemia, ha uma grande necessidade por novas alternativas terapéuticas mais eficazes

e rapidas para os pacientes com esta doenca.

Ademais, no comego dos anos 2000, um grupo de pesquisadores clinicos liderados pelos
Dr. Dennis Charney e Dr. Jhon Krystal demonstraram em um ensaio clinico preliminar
envolvendo apenas 7 pacientes com depressao, a eficacia surpreendente do anélogo a
fenciclidina, a cetamina (BERMAN et al., 2000). Essas droga até entdo utilizada como
anestésico central por suas propriedades analgésicas e hipnoéticas, demonstrou um efeito
antidepressivo surpreendente, emergindo em horas, sendo capaz de reduzir em cerca de
50% dos sintomas depressivos apos 2 horas de sua infusdo. Ademais, nesse estudo inicial,
o efeito antidepressivo da cetamina foi demonstrado ser sustentado, garantido uma
remissdo dos sintomas depressivos, até 07 dias ap6s uma Unica infusdo (BERMAN et al.,
2000). Esse estudo foi seguido por ensaios clinicos randomizados e controlados que
comprovaram a eficacia da cetamina em doses subanestésicas (0.5-1.0 mg/kg) como
antidepressivo de acdo rapida, sendo capaz de induzir remissdo mesmo em grupos de
pacientes de dificil manejo clinico, como pacientes com depressao-resistente e ideacdo
suicida (GALVEZ et al., 2014; HOCHSCHILD; GRUNEBAUM; MANN, 2021). Em
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conjunto, essas evidéncias contribuiram para a aprovacdo pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 2019 da primeira formulagéo intranasal de S-cetamina, um dos
enantibmeros da cetamina, para o tratamento dos pacientes com depressao resistente.
Apesar do grande potencial da cetamina de superar as limitacGes associadas aos
antidepressivos monoaminergicos, efeitos colaterais severos agudo, como efeito
dissociativo e halucinatério (DEL SANT et al, 2022), e cronicos, como
comprometimento cognitivo e potencial de abuso (LIU et al., 2016; MORGAN et al.,
2014), trazem preocupacdes acerca do uso amplo dessa droga como estratégia

antidepressiva.

1.2. Teoria Neuroimune da Depressao

A primeira teoria bioldgica da depressdo, foi chamada de teoria monoaminérgica. Ela
propunha que um déficit no conteudo cerebral de monoaminas neurotransmissoras
(serotonina, dopamina e noradrenalina) e alteracdes de seus receptores e sistema de
recaptacdo seria responsavel pelo desenvolvimento da depressdo. Essa teoria foi
reforcada pelo achado de que as primeiras drogas com efeito antidepressivo clinicamente
apreciavel tinham como alvos de seu mecanimos a transmissdo monoaminérgica: 0s
inibidores da enzima MAO (iMAO). Nas décadas subsequentes, outras classes de drogas
cujo mecanismo ainda envolvia alvos monoaminérgicos foram desenvolvidas, como
antidepressivos triciclicos (ATC), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS)
e antidepressivos duais (ELHWUEGI, 2004). Porém, na ultima década, grandes
limitagdes associadas a terapéutica com essas drogas tem se tornado evidente, bem como
0 esvaziamento de novos alvos terapéuticos eficazes na neurotransmisséo
monoaminérgica (PIGOTT, 2015).

Considerando novos achados clinicos e pré-clinicos, novas teorias neurobioldgicas tem
sido propostas para a fisiopatologia da depressédo (CHAVES-FILHO et al., 2019; WANG
et al., 2020). Desde o inicio da década de 1990, evidéncias acerca do papel da inflamagéo
na fisiopatologia da depressao tém sido propostas. De fato, uma das primeiras evidéncias
clinicas veio do estudo de Maes et al., 1991 que demonstrou uma hiper-resposta pro-
inflamatoria de linfécitos periféricos extraidos do sangue de pacientes deprimidos,
indicada pelos niveis elevados de IL-1 e de receptores de IL-2 (MAES et al., 1991). A
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fim de contextualizagdo, a imunidade classicamente € uma resposta complexa do
organismo dividida em: repostas celulares (tipo Thl), humorais ou mediadas por
anticorpos (tipo Th2) e inatas mediadas por celulas monociticas e polimorfonucleares.
Em relacdo a resposta tipo Thl ela é orquestrada pela interacdo entre os linfdcitos T e 0s
mondcitos e macrdéfagos, importante brago da resposta tipo-inata (CHAVES FILHO et
al., 2018). Assim, o primeiro passo das respostas celulares é a apresentacdo do
microorganismo invasor ou antigenos pelas células monociticas ou apresentadoras de
antigenos (APCs) a linfocitos T, T auxiliadores (CD4+) e T citotdxicos (CD8+), com a
produgdo de citocinas por essas Ultimas células, como as IFN-y and IL-2. Essas citocinas
por sua vez agem nas células da resposta inata, induzindo a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias pleiotropicas, como IL-1pB, IL-6, IL-12 e TNFa, que subsequentemente
podem ativar os proprios mondcitos/macréfagos (em uma alca autocrina/paracrina) como
também retroestimular os linfécitos T, garantindo uma coordenagdo fina entre as
respostas de defesa inata e adaptativas (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015;
CANAS-GONZALEZ et al., 2020)

Em pacientes com depressao, diversas evidéncias apontam para uma suprarregulacéo de
marcadores de resposta Thl e da resposta inata. De fato, comparado com individuos
saudaveis, pacientes com depressao apresentam niveis aumentados de IFN-y e altas taxas
de IFN-y/IL-4 e IFN-y/TGF-B (indicativo do balango Th-1/Th2) (FELGER; LOTRICH,
2013; MAES, 1999, 2011). Esses pacientes também apresentam niveis elevados de
marcadores de ativacdo de células T, como aumento da contagem de células CD25+ e do
receptor sollvel de IL-2, e marcadores de ativacdo macrofagica, como neopterin e IL-12
(CAPURON et al., 2009; MAES et al., 1995). Ademais, niveis séricos elevados de
citocinas pré-inflamatorias pleiotropicas e associadas com a resposta imune inata, como
IL-1B, IL-6, e TNF-0. Além de niveis basais elevados de citocinas pro-inflamatorias,
pacientes com depressdo tambem respondem a eventos estressores (principais fatores
associados a agudizacdo e piora dos sintomas) com aumento desses marcadores
(HAAPAKOSKI et al., 2016).

De fato, foi demonstrado que individuos com depressdo quando expostos a um evento
estressor psicoldgico, como se apresentar publicamente, demonstram aumento dos niveis
séricos de IL-6 e da sinalizagdo do fator nlclear kappa B (NFkB) em mondcitos
circulantes (PACE et al., 2006). Na mesma direcdo, pacientes deprimidos demonstram

niveis aumentados de citocinas pro-inflamatdrias apos um teste de entrevista, bem como
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uma resposta inibida aos glucocorticdides (PACE; HU; MILLER, 2007). Por fim, niveis
de IL-6 séricos constantemente altos em adolescentes é capaz de predizer a emergéncia
de sintomas depressivos nos 6 meses subsequentes (MILLER, G. E.; COLE, 2012).

Outra linha de evidéncias que reforca a associagdo entre depressdo e inflamacéo advém
de estudos em pacientes expostos a citocinas exdgenas ou voluntarios saudaveis expostos
a agentes imunogénicos, como microorganismos e citocinas exogenas (CHAVES-FILHO
et al., 2019). Nesse interim, a condi¢do mais bem documentada se refere ao uso de IFNa.
para o tratamento de alguns tipo de neoplasia e infecgdes virais(CHIU et al., 2017;
LOTRICH, 2009). De fato, pacientes tratados com essa citocinas comumente apresentam
um espectro de sintomas que mimetiza a depressao idiopatica, como fatiga, anedonia,
ansiedade, alteragdes de sono e de apetite (LOTRICH, 2009; RUSSELL et al., 2019).
Ademais, o tratamento com IFNa causa aumento dos niveis séricos de IL-10, IL-6, e
TNFo, a0 mesmo tempo que aumenta os niveis de IL-6 e proteina quimiotética de
monocitos-1 (MCP1) no liquido cefaloraquidiano (LCR) (LOTRICH, 2009).

Outros estudos tem demonstrado que voluntarios saudaveis expostos a endotoxina
bacteriana lipopolissacarideo (LPS) apresentam em poucas horas apds a infusdo o
desenvolvimento de sintomas depressivos e ansiosos, e a severidade desses sintomas se
correlaciona positivamente com a elevacdo sérica de citocinas pré-inflamatorias (VAN
EEDEN et al., 2020). Também, individuos saudaveis expostos a vacinagdo contra
Salmonella typhi, um potente imunogeno, desenvolvem sintomas que relembram
depressao idiopatica ap6s administracdo aguda (BAKEER et al., 2019). Portanto, em
conjunto, essas evidéncias advogam para o importante papel de um estado alterado pro-
inflamat6rio para a emergéncia de sintomas depressivos. A seguir, discutiremos a
participacdo das celulas microgliais na fisiopatologia da depressdo e os achados de

alteracdes nessas células com relevancia para a depressao.

1.3. Comportamento de doenca e depressdo: interface entre inflamacao,

microglia e comportamento

Os seres humanos estdo constantemente sendo agredidos por estimulos infecciosos e pro-
inflamatdrios, como toxinas e traumas estéreis. A interacdo entre respostas imuno-

mediadas e expressdo fenotipica de transtornos psiquiatricos foi inicialmente discutida
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em 1890, quando Emil Kraepelin, um dos fundadores da psiquiatria moderna, descreveu
durante uma epidemia de influenza 11 casos de transtornos psiquiatricos com sintomas
mistos, como como humor deprimido, sindrome paranoica e alucinatdria, movimentos
involuntarios e deterioracdo cognitiva (Ebert e Bér, 2010). Kraepelin postulou neste
ensaio programatico que os sintomas psiquiatricos induzidos pela inflamacao constituem
uma resposta de adaptacdo contra fatores exdgenos, como infec¢des (Munjal et al., 2017).
Quase no mesmo periodo, William Osler prop6s o conceito de que a inflamagéo sistémica
pode modificar o comportamento, como por exemplo durante infecgOes bacterianas
graves. Osler propds a apatia como critério diagndstico de "septicemia progressiva"
(Lasselin et al., 2021). Mais de vinte anos depois, Benjamin Hart primeiramente
descreveu que o animal febril é mais sonolento, inativo e menos propenso a gastos

metabolicos adicionais (Hart, 1988).

Existem também inimeros outros relatos de condi¢des psiquiatricas, como alteragdes de
humor, sintomas cognitivos e psicose, induzidos durante e apds infeccbes virais,
bacterianas e fungicas agudas (Brown et al., 2009; Miiller, 2015; Munjal et al., 2017).
Nos diagndsticos modernos, sintomas psiquiatricos coexistindo com infecgdes graves sdo
diagnosticados como “transtornos mentais devido a uma condi¢do médica geral”. Os
fatores que influenciam a apresentacdo psiquiatrica das infecgfes sdo objeto de intensa
pesquisa e podem incluir o patégeno, o histoérico médico do individuo, sobretudo outras
comorbidades neuropsiquiatricas, e o local da infecgdo (Mdller, 2015). Por questdes
nitidas de infeccdo-inflamagéo local, as infec¢es do SNC, como meningites e encefalites,
estdo mais comumente associadas a sintomas psiquiatricos do que em 0s Orgaos
periféricos, embora infec¢bes periféricas também possam cursar com sintomas

psiquiatricos (Munjal et al., 2017).

Um exemplo interessante dessa associacdo vem de um estudo dinamarqués prospectivo
de base populacional envolvendo mais de 3,6 milhGes de pessoas (Benros et al., 2013).
Esses participantes foram acompanhados de 1977 a 2010, e todas as pessoas foram
rastreadas para diagnostico de transtornos afetivos (transtornos de humor e ansiedade) de
acordo com a Classificacdo Internacional de Doencas 10* Revisdo (CID-10), bem como
namero de infeccdes e internacBes devido a sintomas psiquiatricos. Nessa populacéo,
esses pesquisadores descobriram que a hospitalizagdo por qualquer infeccdo aumentou
significativamente o risco de transtorno de humor posterior em 63% [taxa de taxa de

incidéncia (IRR) 1,63] e a hospitalizagdo por doenca autoimune aumentou
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significativamente o risco de depressao em 45% [IRR 1,45] (Benros et al ., 2013). Ambos
os fatores de risco interagiram e foram associados a um risco 2,35 maior de ter um
transtorno afetivo grave. Curiosamente, o risco de um episédio de humor com
necessidade de hospitalizagdo aumentou com a proximidade do tempo da infeccdo, com
0 maior risco no primeiro ano [IRR 2,70] (BENROS et al., 2013).

Como mencionado, um conceito muito bem relacionado a infeccéo-inflamacéo induzindo
sintomas psiquiatricos € o comportamento tipo-doenca (DANTZER, 2001). Esculpido
por Dantzer, 2001, este modelo baseia-se na observacdo de que niveis sistémicos
aumentados de mediadores pré-inflamatérios, como IL-6 e TNFa, estdo associados ao
surgimento de uma gama de sintomas com relevancia translacional para alguns
transtornos afetivos e de humor, como a depressdao (DANTZER, 2001). Esses sintomas
incluem anergia, mal-estar, sonoléncia, retardo psicomotor, anedonia, déficits cognitivos
e perda da libido, e podem ser interpretados no sentido de limitar o gasto energético e o
metabolismo cerebral para direcionar energia e recursos para combater a ameaca
primaria, como infec¢Bes (DANTZER; KELLEY, 2007).

Consistentemente, a administracdo experimental em roedores e humanos de
inflamatdrios, como a endotoxina bacteriana LPS, Bacillus Calmette-Guerin (BCG) ou
Salmonella typhi, induz uma gama de sintomas neuropsiquiatricos, genericamente
compreendidos como “comportamento doentio”, que tém sido relacionados a esses
capacidade de estimulos para ativar uma resposta pré-inflamatoria sistémica e promover
a transformacdo pro-inflamatoria da microglia (LASSELIN, 2021). Nesse contexto, a
administracdo periférica de LPS é o modelo experimental mais amplamente utilizado de
comportamento doentio induzido por inflamagdo, tanto em animais quanto em humanos
(LASSELIN et al., 2021). A administracdo periférica de LPS imita aspectos importantes
de infeccbes bacterianas Gram-negativas, como a ativacdo do mesmo receptor de
reconhecimento de padrdo (ou seja, receptor Toll-like 4) (RADULOVIC et al., 2018).
Além disso, uma das respostas mais confidveis do hospedeiro a infeccao bacteriana Gram-
negativa, ou seja, 0 aumento nos niveis circulantes das proteinas de fase aguda, proteina
C-reativa e citocinas pré-inflamatorias, € imitado com sucesso pela injecdo periférica de
LPS em animais e humanos(LASSELIN, 2021; NORDGREEN et al., 2018).
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Em roedores e em humanos, injec¢des intravenosas (iv) ou intraperitoneais (ip) de LPS
induzem um aumento precoce na concentracdo plasmatica do fator de necrose tumoral
(TNF)-a, que atinge o pico em cerca de 2 h, seguido de perto por um pico de IL-6
(EGGESB® et al., 1996; RAMIREZ et al., 2019). Em humanos, o aumento da gravidade
dos sintomas da doenca foi observado no mesmo periodo de tempo, caracterizado por um
pico claro de fadiga, reducdo do apetite e reducéo do interesse social, geralmente 2 a 3
horas apoés a injecdo de LPS. Além disso, sintomas negativos de humor e ansiedade foram
claramente apresentados por participantes saudaveis injetados por via intravenosa com
LPS horas ap6s a injegdo (GRIGOLEIT et al., 2011). Portanto, esses estudos apresentam
coletivamente evidéncias convincentes que demonstram a capacidade dos mediadores
inflamatdrios de potencializar emogdes negativas. Mais recentemente, estudos de imagem
em humanos e roedores descreveram alteracdes induzidas por citocinas e LPS na
conectividade cerebral (HARRISON et al., 2016) e mostraram sobreposicao substancial
com as regides cerebrais ativadas apos a administracdo de LPS em animais (FRITZ et al.,
2020).

Experimentos em modelos animais fornecem evidéncias mais diretas para um papel da
micréglia no comportamento tipo-doenca induzido por LPS e outras alteracOes
comportamentais relevantes para depressdo (WANG et al., 2022a). E digno de nota que
ha evidéncias convincentes mostrando a capacidade do desafio sistémico de LPS em
camundongos e ratos induz uma transformacdo pro-inflamatoria da micréglia, com um
aumento no numero, taxas de proliferacdo e alteracdes morfologicas em direcdo a um
fenotipo amebdide (LIVELY; SCHLICHTER, 2018; YE et al., 2020). Além disso, 0
desafio com LPS é capaz de induzir programas transcricionais microgliais, como fator
nuclear kappa B (NFkB) e familia de receptores semelhantes a NOD, via do inflamassoma
contendo dominio de pirina 3 (NLRP3), aumentando expressdao microglia de citocinas
pro-inflamatorias (como I1L-6, IL1B, IL-18 e TNFa), espécies reativas de oxigénio
(EROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) e 6xido nitrico (NO) (KANG et al., 2019,
p. 20).

Evidéncias adicionais que sustentam o envolvimento da micréglia no comportamento
tipo- doenca induzido por LPS com relevancia para depresséo, sdo: (i) sintomas do tipo-
depressivo induzidos por LPS podem ser atenuados pelo tratamento com o inibidor
microglial minociclina (HENRY et al., 2008); (ii) a ativacdo da enzima indoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO) na microglia é essencial para o desenvolvimento de comportamento
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do tipo depressivo e ativacdo microglial induzida por LPS (O’CONNOR et al., 2009); e
(iif) camundongos com hiper-reatividade pro-inflamatoria microglial, induzida por uma
mutacéo especifica da microglia (deficiéncia do receptor fracktalkine, CX3CR1) exibem

sintomas do tipo-depressivo induzidos por LPS exacerbados (CORONA et al., 2013).

Como os macréfagos na periferia respondendo a estimulos pro-inflamatérios, a microglia
atua como a primeira linha de defesa no sistema nervoso central (SNC). Além de detectar
sinais de microorganismos, ao identificar sinais de lesdo celular, como aumentos
extracelulares de calcio e liberacdo de adenosina trifosfato (ATP) de células vizinhas, a
microglia move rapidamente seus prolongamentos em direcdo ao local da lesdo e
promove uma resposta pré-inflamatoria (WANG et al., 2022). Em varias infeccOes
bacterianas e virais, patdgenos induzem secre¢cdo aumentada de citocinas pro-
inflamatorias na periferia, cujos niveis plasméticos estdo correlacionados com a
gravidade dos sintomas neuropsiquiatricos (FEKETE et al., 2018; MEINHARDT et al.,
2021). Neste contexto, a infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH) esta
associada a uma elevada prevaléncia de depressado e outros sintomas afetivos e cognitivos
(SAYLOR et al., 2016). A neuroinflamagdo induzida pela microglia pode ser
particularmente responsavel por esta condi¢do psiquiatrica, uma vez que 0 Virus
rapidamente ganha acesso ao cérebro onde infecta principalmente a micréglia (mas nao
0s neurdnios) e induz sua ativagdo. Estudos em infectados pelo HIV mostram que o virus
libera duas proteinas especificas, gp120 (glicoproteina 120 kDa) e Tat (transativador de
transcricdo), que induzem ativacdo microglial acentuada (WALLET et al., 2019). Neste
contexto, a microglia anormalmente reativa tem sido associada a uma variedade de
consequéncias neurodegenerativas e neuroinflamatorias, juntamente com o surgimento

de anormalidades cognitivas e sintomas depressivos (VARNUM; IKEZU, 2012).

N&o apenas microrganismos ou padr6es moleculares associados a patdgenos derivados
(PAMPs) sdo capazes de promover sintomas neuropsiquiatricos importantes, mas
também evidéncias translacionais apontam que o tratamento com citocinas pro-
inflamatorias exdgenas pode induzir um espectro semelhante de anormalidades
neuroimunes (DANTZER E KELLEY, 2007). . Digno de nota, os IFNs sdo uma
superfamilia de citocinas pro-inflamatdrias que desempenham um papel nos mecanismos
de defesa do hospedeiro. Essas citocinas sao usadas no tratamento de uma variedade de
condigdes clinicas, como doencas autoimunes (por exemplo, esclerose multipla), virais

(por exemplo, hepatite B e C cronica) e neoplasias (por exemplo, melanoma maligno,
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leucemia de células pilosas) (PESTKA; KRAUSE; WALTER, 2004). No entanto, 0s
sintomas adversos neuropsiquiatricos sdo um efeito problematico comum e grave desta
terapia. Neste contexto, uma porcdo significativa de pacientes apresentam sintomas
agudos significativos da doenca, como fadiga, mal-estar, mialgia, artralgia, anorexia,
apatia e alteragdes cognitivas. Uma propor¢ao menor, mas ainda significativa, desenvolve

transtornos psiquiatricos graves, principalmente depressdao (LOTRICH, 2009)

Nesse sentido, a prevaléncia de depressdo induzida por IFNa pode chegar a 70% em
algumas populacdes clinicas. O pico dos sintomas depressivos é comumente Vvisto no
inicio da terapia, entre 4 e 16 semanas de exposi¢do (LOTRICH, 2009). No entanto, ha
relatos de recorréncia de depressdo e pensamentos suicidas mesmo 6 meses apos O
término do tratamento antiviral (HORIKAWA et al., 2003). Além disso, um estudo
prospectivo de base populacional em Taiwan estabeleceu uma ligagdo associativa entre a
depressao induzida por IFN-a ¢ o aumento do risco de depressdo recorrente ao longo de
12 anos de acompanhamento (CHIU et al., 2017). No entanto, nem todos os pacientes
desenvolvem depressdo ou outras condi¢des psiquiatricas importantes. Tem sido sugerido
que alguns fatores clinicos aumentam o risco de depressao apds exposicao ao IFN, quais
sejam: (i) historia prévia de depressao antes da terapia; (ii) aumento dos niveis de IL-6,
IL-10 e receptor soltvel de IL-2 (sIL-2R) ap6s exposicdo ao IFN; (iii) resposta exagerada
do eixo hipotalamo-hipofise adrenal (HHA) apds a primeira dose de IFNa, medida pelos
niveis reativos de corticosterona plasmatica, e (iv) alguns polimorfismos associados a
inflamacdo, como o polimorfismo AG do gene da ciclo-oxigenase 2 (COX2) (rs4648308);
polimorfismo GG do gene da fosfolipase A2 (PLA2) (rs10798052); e polimorfismo CC
na regido promotora do gene que codifica indoleamina-2,3-dioxigenase 1 (IDO1)
(rs9657182) (PINTO; ANDRADE, 2016).

Além disso, em estudos experimentais, ha evidéncias de suporte para a ativacdo pro-
inflamatdria da microglia induzida por IFN como um fator subjacente para o espectro de
sintomas neuropsiquiatricos associados (KANEKO; NAKAMURA; SAWAMOTO,
2020; ZHENG et al., 2014). De fato, os camundongos tratados com IFNa (durante 4
semanas) mostraram comportamento semelhante a depressao que foi emparelhado por
supressdao acentuada da proliferagdo de células-tronco neurais (NSC) e diferenciacdo
reduzida em neurénios recém-nascidos na zona neurogénica ventricular (ZHENG et al.,
2014). Mais recentemente, 0 mesmo grupo de pesquisa demonstrou que os efeitos deste

IFNa sdo dependentes da inducdo da produgéo enddgena da mesma citocina na microglia,
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juntamente com o desenvolvimento de um fen6tipo pro-inflamatorio. Por sua vez, o IFNa
derivado da micrdglia agindo via receptor de IFN tipo 1 (IFNAR) expresso em NSC
suprimiu sua proliferacdo e induziu um comportamento semelhante a depresséo.
Curiosamente, ambas as anormalidades celulares e comportamentais induzidas por [FNa
foram inibidas pelo tratamento supressor da microglia com minociclina (ZHENG;
KANEKO; SAWAMOTO, 2015).

Portanto, desafios inflamatorios periféricos e centrais podem afetar o comportamento e
levar ao desenvolvimento de sintomas relacionados a depressao. Infecges, citocinas pro-
inflamatorias, padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e padrBes
moleculares associados ao dano (DAMPs) podem provocar respostas inflamatorias
sistémicas, por meio da estimulacdo de células imunes periféricas e secrecdo de
mediadores inflamatdrios, que por sua vez transmitem esses sinais sobre o estado
imunolégico sistémico a microglia por meio de vias humorais e neurais (DANTZER E
KELLEY, 2007). Em condi¢Ges normais, as interacdes entre as células imunes periféricas
e a microglia sdo reguladas pelo plexo coroide e pela barreira-hematoencefalica. Sob
condic@es patoldgicas (por exemplo, infecgdo, exposi¢do a citocinas, trauma), as fungdes
de barreira ficam comprometidas e as celulas imunes da periferia podem entrar no
parénquima cerebral e modular a resposta inflamatoria de células residentes (WANG et
al., 2022). Independentemente da sua origem, se de origem infecciosa, PAMPs e/ou
DAMPs, bem como os mediadores inflamatorios e neurotransmissores, esses estimulos
atuam diretamente na microglia via receptores especificos, promovendo a secrecdo de
mediadores inflamatdrios adicionais que, por sua vez, resultam em maior ativacao
microglial e possivelmente no desenvolvimento de sintomatologia neuropsiquiatrica
relacionada (LASSELIN, 2021).

1.4. Microglia e Patogénese da Depressdo: Um paradigma complexo

Como mencionado anteriormente, nos ultimos cinguenta anos, a desregulacdo da
neurotransmissdo monoaminérgica, incluindo serotonina e dopamina, foi uma teoria
amplamente aceita para explicar a patofisiologia da depresséo. Ela foi baseado na
observacao fortuita de que a maioria das drogas antidepressivas atuais agem aumentando

a biodisponibilidade sinaptica de monoaminas (por exemplo, inibidores de
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transportadores de recaptacao, inibidores de enzimas degradantes) (ELHWUEGI, 2004).
No entanto, o aumento da percepcao da ineficacia e o tempo de laténcia prolongado para
inicio da acdo dos antidepressivos monoaminérgicos, juntamente com oS progressos mais
recentes na compreensao dos correlatos moleculares e celulares da depressao, levaram ao
desenvolvimento de outras hipoGteses para explicar a complexa neurobiologia dessa
doenca. (TROUBAT et al., 2021). Esse é o caso da hipo6tese neuroinflamatéria da
depressao, na qual a microglia tem papel central. Conceitualmente, a neuroinflamacéo
refere-se aos processos inflamatorios adaptativos que ocorrem no SNC para neutralizar a
infeccéo, eliminar detritos celulares e geralmente proteger a integridade do SNC. Como
um componente essencial do repertério imunolégico inato do SNC, a microglia como
células imunes residentes do cérebro desempenham um papel importante na orquestracdo
das respostas inflamatorias cerebrais (TROUBAT et al., 2021).

No cérebro adulto, a microglia estd envolvida em varias atividades neurais e funcdes
imunoldgicas. Sob condicdes fisiologicas, a microglia permanece no fenotipo quiescente,
mas altamente ativo e esta envolvida em varias funcdes de suporte de sinapses, como a
secrecao de fatores neurotréficos, fagocitose ativa de restos celulares e poda de sinapses
disfuncionais.Curiosamente, a interacdo microglia-sinapse é particularmente sensivel aos
niveis de atividade neuronal, como estimulacdo/privacdo sensorial e tarefas especificas
de aprendizado e meméria (TREMBLAY; LOWERY; MAJEWSKA, 2010; WAKE et
al., 2009). No entanto, quando o cérebro sofre injdria e a homeostase do microambiente
neural € perturbada, a microglia muda sua estrutura e funcédo para fendtipos reativos e
secreta mediadores pro-inflamatdrios/anti-inflamatérios, como citocinas, quimiocinas,
EROS e NO (Varnum & lkezu, 2012). No6s ultimos anos, tem ficado evidente que a
reatividade microglial ndo ¢ um processo “tudo ou nada”; ou seja, a microglia pode sofrer
maltiplas alteracbes ou engajar em programas funcionais diversos, que conferem
adaptacdo especifica para o enfrentamento de diversas condi¢des patologicas no CNS
(TREMBLAY, 2021).

Apos as primeira proposigdes da associacdo entre inflamagdo anormal e depresséo
(MAES et al., 1991, p. 199; SMITH, 1991), vérias linhas de pesquisa tem apontado o
envolvimento de uma resposta pro-inflamatéria anormal ou inflamagéo anormal de baixo
grau nessa doenca. Resumidamente, essas evidéncias compreendem: i) evidéncias diretas
e meta-analise mostrando niveis aumentados de citocinas pro-inflamatdrias no sangue e
no soro de pacientes deprimidos, como TNF-a e IL-6(DOWLATI et al., 2010; LIU et al.,



35

2020); ii) a associacdo direta entre os niveis periféricos de marcadores pro-inflamatérios
e a gravidade dos sintomas depressivos e outros resultados clinicos relevantes (por
exemplo, tempo de doenca, perfil de resposta a antidepressivos e risco de depressao pos-
parto) (LIU et al., 2020); iii) aumento da incidéncia de depressao e sintomas relacionados
em condicBes inflamatdrias cronicas, como doenca arterial coronariana, artrite
reumatoide e obesidade (ZHANG, 2021), e iv) a capacidade de agentes pré-inflamatdrios
exogenos citocinas e inflamatorios, como LPS, para imitar sintomas semelhantes aos da
depressao e aumentar o risco de depressao e episodios recorrentes (no caso da terapia com
IFN-a), conforme discutido anteriormente (FRITZ et al., 2020; LASSELIN, 2021).

Durante décadas, foi amplamente aceito que o envolvimento microglial na depressédo era
unicamente baseado numa resposta pro-inflamatéria anormalmente aumentada. Embora
essa hipdtese tenha encontrado evidéncias que a suportem e podem explicar pelo menos
parcialmente a base neuroimune de alguns subconjuntos clinicos de depressédo, o cenario
proposto mais recentemente parece ser mais complexo (YIRMIYA; RIMMERMAN,;
RESHEF, 2015). De fato, hd evidéncias emergentes de que algumas condicGes
patoldgicas crénicas, como infecgdes crbnicas, doencas neurodegenerativas ou mesmo
apos estresse cronico, podem induzir um estado de disfuncdo microglial, marcado por
declinio e senescéncia, chamado de estado “distrofico” (SHAHIDEHPOUR et al., 2021;
YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF, 2015). Esse estado microglial, que pode coexistir
com estados microgliais pré-inflamatdrios, pode impactar no comportamento, cognicao
e humor e pode ser duradouro. Nesse contexto, uma condi¢do patologica na qual a
estrutura e funcdo microglial aberrante € o principal desencadeador dos sintomas e
progressdo da doenca é considerada uma “microgliopatia” (BIANCHIN; SNOW, 2022).
Portanto, foi levantada a hipétese de que a depressdo pode ser interpretada como uma
microgliopatia em que o “ganho de fungdo” pro-inflamatorio excessivo € inicialmente
induzido apds o estresse ambiental e outros eventos neuroimunes, como infecgdes e
outros tipos de inflamacéo estéril, como estresse agudo, e ao longo da exposi¢édo crénica
a esses eventos adversos da vida, ocorrem estados distroficos e disfuncionais,
caracterizados por “perda de fung¢dao” microglial, que juntos resultam em uma grande
variedade de sintomas neurocomportamentais que caracterizam essa doenca (YIRMIYA;
RIMMERMAN; RESHEF, 2015).

Nesse contexto, o estado microglial em pacientes com depressao maior sem uma condicéo

médica comorbida foi avaliado em amostras de cérebro humano post-mortem e usando
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estudos de imagem PET (DUNLOP; MAYBERG, 2017). Em geral, varios estudos post-
mortem obtiveram resultados negativos ou inconclusivos quando relacionados a
marcadores de ativacdo microglial, provavelmente porque a depressdo pode estar
associada tanto a reatividade microglial quanto a distrofia e, portanto, a média do estado
microglial em amostras inteiras pode levar a resultados inconclusivos (YIRMIYA,
RIMMERMAN; RESHEF, 2015). Além disso, nivel importante de evidéncias ja
demonstraram grande heterogeneidade microglial na morfologia e funcdes entre regides
do cérebro, e considerando que diferentes regies do cérebro podem estar
diferenciadamente envolvidas na resposta ao estresse cronico e na apresentacdo de
diferentes sintomas de humor, isso também pode contribuir para a heterogeneidade dos
achados relacionados aos estados microgliais obtidos de pacientes com depressdo
(HEALY; ZIA; PLEMEL, 2022).

Especificamente, um estudo post-mortem demonstrou a presenca de fenotipos de
micrdglia reativa, definida pela marcacdo do antigeno leucocitario humano — isotipo DR
(HLA-DR), em um dos seis pacientes com transtorno afetivo avaliados (Bayer et al.,
1999), enquanto trés estudos adicionais ndo relataram nenhum diferengas nas
caracteristicas microgliais analisadas (densidade e morfologia das células marcadas com
Ibal e co-imunoreatividade para CD68) no cortex cingulado anterior dorsal (ACC) e no
cortex pré-frontal de pacientes deprimidos e controles (FOSTER et al., 2006;
SCHNIEDER et al., 2014; TORRES-PLATAS et al., 2014). Portanto, a depressao
associada ao suicidio tem sido mais fortemente associada a marcadores aumentados de
reatividade microglial pro-inflamatéria, definidos pela morfologia amebdide de células
marcadas com Ibal e aumento da co-imunoexpressdo de CD68, bem como densidade
elevada de macréfagos perivasculares, definidos pela alta expressdo do marcador CD45
e da proteina quimioatraente de mondcitos quimiocina 1 (MCP-1), ao redor dos vasos
sanguineos (SCHNIEDER et al., 2014). Curiosamente, uma analise post-mortem de
cérebros de pacientes deprimidos unipolares revelou um aumento significativo no nimero
de microglia expressando acido quinolinico (QUIN), uma neurotoxina derivada do
triptofano. Esse aumento foi particularmente evidente no giro cingulado anterior
subgenual e no ACC meédio anterior, que contém uma alta densidade de receptores
glutamatérgicos, além de receptores NMDA e AMPA, que podem estar envolvidos na
neurotoxicidade mediada por QUIN (STEINER et al., 2011).
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Curiosamente, QUIN é um potente agonista dos receptores NMDA, com efeitos
neurotoxicos marcantes, que envolvem receptores pré-sinapticos, disfuncdo energética,
aumento do estresse oxidativo e interrupcéo da morte celular apoptotica. Ao longo da via
da quinurenina, sob a acdo sequencial das enzimas quinurenina-3-monooxigenase
(KMO), quinureninase (KYNU) e &cido 3-hidroxiantrandlico dioxigenase (3-HAO), os
metabdlitos, 3-hidroxiquinurenina (3-HK), O acido 3-hidroxi antranilico (3-HANA) e
QUIN so produzidos posteriormente (LUGO-HUITRON et al., 2013). Sob a acéo de
citocinas pré-inflamatorias, como IFNy e IL-6, é induzida uma mudanca no metabolismo
do triptofano da sintese de serotonina para a via da quinurenina. A microglia pro-
inflamatoria reativa e os macréfagos produzem preferencialmente QUIN, através da
superexpressdo de KMO, enguanto os astrdcitos, principalmente, superexpressam as
quinureninas aminotransferases (KATs I-1V), produzindo o acido quinurénico
antagonista do receptor NMDA, que pode ter propriedades neuroprotetoras em algumas
doencas do CNS (GUILLEMIN et al., 2001, 2005). Portanto, esses achados de sintese de
QUIN especifica de regido aumentada, juntamente com co-localizacdo aumentada com
micréglia no ACC de pacientes suicidas deprimidos, destacam a hipotese de uma
producdo aumentada de QUIN pela microglia nesta regido que tem uma suscetibilidade
especifica ao débito anormal de glutamato, e conectaria a lacuna entre o desbalango
neuroquimico e patologia imuno-mediada na depressdo, sobretudo com caracteristicas
suicidas (GONCALVES DE ANDRADE; GONZALEZ IBANEZ; TREMBLAY, 2022).

Em relacdo aos estudos de neuroimagem, um estudo pioneiro TSPO PET, usando o
ligante [11C]PK-11195, ndo revelou diferenca entre grupos deprimidos e controles em
qualquer regido do cérebro (HANNESTAD et al., 2013), enquanto um estudo
subsequente, usando o PET ligando [18F]-FEPPA, relataram elevacgdes significativas
associadas a depressdo na distribuicdo do volume TSPO no PFC, insula e cOrtex
cingulado anterior (ACC) que se correlacionaram positivamente com a gravidade da
depressao (SETIAWAN et al., 2015). Além disso, a ligacdo elevada de [11C] PK-11195
foi encontrada no hipocampo direito de pacientes eutimicos com transtorno bipolar, em
comparacdo com controles saudaveis, com tendéncias para aumento da ligagdo no
hipocampo esquerdo e diminuicdo da ligacdo no PFC dorsolateral esquerdo (HAARMAN
et al., 2014). Um estudo adicional também relatou uma ligacdo elevada de [11C]PK-
11195 no hipocampo de pacientes com esclerose multipla que se correlacionou com
sintomatologia depressiva (COLASANTI et al., 2016).
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De fato, o estresse cronico € um fator de risco bem reconhecido para transtornos do
humor, principalmente depresséo. Nesse contexto, os modelos de estresse cronico podem
recapitular varias caracteristicas centrais desse transtorno. Entre esses modelos, o estresse
moderado imprevisivel crénico (CUMS) e o estresse de derrota social possuem uma forte
validade translacional, devido a seus aspectos de construto, face e validade preditiva
(NOLLET; LE GUISQUET; BELZUNG, 2013). Como mencionado acima, o eixo HPA
é o principal sistema neuroenddcrino interrompido em condicbes de estresse cronico.
Embora os glicocorticoides sejam normalmente anti-inflamatdrios, eles se tornam pro-
inflamatorios em condicBes especiais, particularmente no cérebro(SUGAMA,;
KAKINUMA, 2020). Especificamente, ap6s a exposicdo a estresse repetido, 0s
glicocorticoides induzem um estado de ativagdo microglial com uma resposta exacerbada
a desafios imunoldgicos subsequentes, como leséo, estresse ou infeccdo (SUGAMA;
KAKINUMA, 2020). O papel dos glicocorticéides é evidenciado por achados de que o
estresse psicolégico crénico e a administracdo exdgena de corticosterona aumentam o
namero microglial e a expressdo de marcadores pro-inflamatérios, como IL-1f, IL-6 e
inibidor de NFkB o fosforilacdo, enquanto a inibi¢ao da producao de corticosterona por
adrenalectomia ou o bloqueio das ac¢Ges de seus receptores por meio do antagonista do
receptor GR RU486 aboliu a proliferacdo microglial induzida por estresse agudo ou
crénico e as respostas pro-inflamatérias (CHEIRAN PEREIRA et al., 2022; DELPECH
et al., 2015). O estresse cronico também suprime a expressao microglial de genes
envolvidos em fungdes anti-inflamatorias e neuroprotetoras dos glicocorticoides, como o
ziper de leucina induzido por glicocorticéides (GILZ) e a proteina de ligagdo FK506-51
(FKBP51), o que contribui para o aumento do reatividade ao estresse do eixo HPA,

medida pelos niveis séricos de corticosterona (SCHMIDT et al., 2015).

Além das influéncias diretas na reatividade do HPA, foi demonstrado que o estresse
crénico é capaz de aumentar a liberagdo deDAMPs, também denominados alarminas, nas
areas cerebrais responsivas ao estresse, como o hipocampo e o hipotdlamo. Essas
moléculas podem sinalizar via microglial Toll-like receptor 4 (TLR4) na microglia e
traduzir sinais de inflamacdo relacionados ao estresse para microglia e consequéncias
neurodegenerativas(DELPECH et al., 2015). Especificamente, o estresse crénico induz a
secrecdo do DAMP Hmgb1 pelas células danificadas, o que € necessério e suficiente para
induzir estados pré-inflamatérios da microglia. Essas moléculas estimulam a microglia

para a secrecao de citocinas inflamatorias por meio da ativacéo do inflamassoma NRPL3
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e causam disfuncdo das vias metabolicas da mitocondria, como a mitofagia (XU et al.,
2020). Além disso, a forma madura da IL-1p, resultante da clivagem através da caspase-
1 apos a ativacdo de NRPL3, é produzida no cérebro durante a exposi¢cdo a muitos tipos
de estressores agudos e crénicos, desempenha um papel importante no desenvolvimento
do comportamento tipo-depressdo induzida por estresse cronico (XU et al., 2020).
Camundongos geneticamente deficientes de receptores de IL-1 (IL-1R) sdo resistentes a
ativacdo microglial induzida por estresse cronico e alteracbes comportamentais tipo-
depressdo (LOTRICH et al., 2014).

A ativacdo do sistema noradrenérgico também foi proposta para mediar a ativacao
microglial induzida por estresse psicologico, principalmente porque todos os estressores
psicossociais induzem a liberacdo de catecolaminas, que sinalizam em muitos tipos de
celulas imunes, bem como na microglia via receptores p-adrenérgicos(EIDEN, 2013).
Papel dessa sinalizacdo nas alteragcbes microgliais induzidas pelo estresse foi
demonstrado por descobertas de que 0s antagonistas dos receptores p-adrenérgicos, como
o propranolol, podem bloquear os efeitos do estresse cronico repetido na reatividade pro-
inflamatoria microglial, indicado pela morfologia amebdide de células marcadas para
Ibal e a expressdo de marcadores de superficie, como CD14, CD86 e TLR4(WOHLEB
etal., 2011).

Além disso, a comunicacdo bidirecional compreendida pelo eixo intestino-cérebro é outro
sistema altamente envolvido nas respostas da microglia induzidas pelo estresse. Em geral,
sabe-se que a microbiota intestinal influencia a estrutura, a migracéo e as fungdes de
varios subconjuntos de células imunes. Consistentemente, a microbiota intestinal
demonstrou controlar a maturagéo e o funcionamento da microglia em condigdes normais
de estado estacionario (DESBONNET et al., 2014). Consequentemente, disturbios nas
bactérias intestinais podem resultar em alteracdes neurais, hormonais e comportamentais.
Por exemplo, animais germ-free adultos séo hiper-responsivos ao estresse, mostrando
respostas HPA exageradas a conten¢do ou novos estressores ambientais, porém, ao
mesmo tempo, eles mostraram um fenotipo microglial marcado por imaturidade
imunoldgica e incapacidade de responder adequadamente a pro-inflamatorios estimulos
imunolégicos, como LPS, reforcando o importante papel da microbiota intestinal para a
homeostase da microglia no cérebro adulto (ERNY et al., 2015, p. 2). Além disso, o
tratamento com probidticos demonstrou reverter os sintomas tipo-depressao induzidos

pelo estresse psicoldgico crénico em ratos (CHEVALIER et al., 2020). As vias de
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comunicacdo entre o intestino e a microglia do cérebro ainda ndo estdo totalmente
elucidadas, mas sob certas condi¢Oes, a exposicao ao estresse aumenta a permeabilidade
intestinal, permitindo que bactérias intestinais ou seus produtos (por exemplo, LPS)
transloquem pela mucosa intestinal, estimulem o mecanismos imunes ao cérebro
mencionados acima, e resultem em uma resposta microglial pré-inflamatdria de forma
conjunta com alteragfes comportamentais, como sintomas do tipo-depresséo (ALMAND
etal., 2022).

Embora os estudos discutidos acima fornecam fortes evidéncias para o envolvimento de
estados pré-inflamatdrios da microglia na depressdo, outros estudos apontam que estados
da microglia distréfica especialmente em regides cerebrais associadas a neurogénese no
adulto seriam achados-chave para a fisiopatologia da depressdo(YIRMIYA;
RIMMERMAN; RESHEF, 2015). Nesse sentido, embora em muitos estudos tenha sido
associado a aumentos significativos nos niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias
e outros marcadores inflamatorios, como a PCR, outros estudos pacientes deprimidos
apresentaram niveis normais ou mesmo reduzidos de tais marcadores inflamatorios e
supressao imunolégica (LUNING PRAK et al., 2022; OSIMO et al., 2020).

Como mencionado acima, estudos post-mortem e de PET comparando numeros
microgliais e estados de reatividade em individuos deprimidos versus individuos de
controle relataram resultados mistos ou negativos. Evidéncias para o status microglial
suprimido em alguns pacientes deprimidos também foram fornecidas pela demonstragédo
de reducBes no nuamero de células gliais (mas ndo nos neurdnios) no cingulo anterior
subgenual (COTTER et al., 2001),bem como uma tendéncia a reatividade microglial
reduzida ( detectado por imagens de PET com o ligante TSPO [11C]PBR28) em muitas
areas do cérebro em pacientes deprimidos (HANNESTAD et al., 2013). Além disso, 0
declinio microglial e a senescéncia, em humanos e em animais experimentais, foram
encontrados em vérias condi¢Ges neurodegenerativas, incluindo o envelhecimento, que
estdo associadas ao aumento da prevaléncia de depressdo (SHAHIDEHPOUR et al.,
2021).

Em modelos animais, também héa evidéncias de apoio para o envolvimento de fen6tipos
distroficos da microglia na depressdo. No modelo genético de depressdo em ratos
(linhagem de ratos Flinders sensiveis), os niveis de PCR foram significativamente mais
baixos do que em animais de controle, juntamente com neurogénese prejudicada e

disfuncdo mitocondrial no hipocampo (CARBONI et al., 2010). Além disso, evidéncias
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seminais fornecidas por Kreisel et al, 2015 demonstraram o curso das alteragdes da
microglia em camundongos submetidos a um modelo CUMS. Esses autores mostraram
que, apds exposicdo curta e imprevisivel ao estresse (2-5 dias), a microglia mostra sinais
de reatividade pré-inflamatoria e proliferacdo no hipocampo, especialmente no nicho
neurogénico do giro denteado. No entanto, com a exposigdo cronica (5 semanas), 0
modelo de estresse induz um fenotipo de micréglia distréfica, marcado por reducdo do
numero de microglia, reducdo de ramificacdes e arborizacdo da microglia e aumento de
marcadores pré-apoptoticos, que € seguido por neurogénese prejudicada e

comportamento do tipo-depressédo (KREISEL et al., 2014).

Esses achados foram confirmados por evidéncias subsequentes demonstrando que
diferentes paradigmas de estresse crénico, como estresse de derrota social repetido (por
20 dias), estresse cronico imprevisivel (por 6 semanas) e estresse de contencao repetido
(por 4 semanas), todos comumente resultaram em redugdes no nimero de microglia, bem
como reducdo do comprimento de seus processos, area de soma e marcadores de ativacdo
microglial no hipocampo, mas ndo no cértex (TONG et al., 2017). Curiosamente, em
todos esses modelos de estresse cronico, depois de estabelecidas as caracteristicas
distroficas da microglia, apenas agentes imunoestimulantes, como LPS, fator estimulador
de coldnias de macrofagos granuldcitos (GM-CSF) ou fator estimulante de col6nias de
macrofagos (M-CSF), poderiam restaurar as caracteristicas da microglia e recuperar a
neurogénese do hipocampo e o comportamento tipo-depressdo(KREISEL et al., 2014;
TONG et al., 2017).

Nesse contexto, a importante contribuicdo da microglia para 0s processos de
neuroplasticidade, como alteragdes na estrutura e funcionamento das sinapses,
neurogénese e suporte neurotrofico, pode explicar o envolvimento fundamental da
supressdo dessas funcbes homeostaticas na génese da depressdo apOs exposi¢do ao
estresse cronico. Digno de nota, o funcionamento normal da micrdglia é uma
caracteristica fundamental para a neurogénese normal no cérebro adulto. Algumas
descobertas que suportam esta afirmacéao sdo: (i) o nivel basal de proliferacdo microglial
na regido neurogénica da zona subventricular (SVZ) é muito maior do que nas areas
vizinhas do prosencéfalo (GOINGS; KOZLOWSKI; SZELE, 2006); (ii) a microglia é
crucial para a rapida depuracdo de neur6nios recém-nascidos apoptéticos por meio da
fagocitose, e a inibicdo dessa depuracdo é prejudicial para a neurogénese (LU et al.,

2011); (iii) em condicGes particulares, a microglia secreta citocinas pro-neurogénicas e
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fator neurotrofico, como o BDNF, que induzem a proliferacdo, diferenciacdo,
manutencdo e migracdo de neurdnios recem-nascidos (PARKHURST et al., 2013); (iv)
enriquecimento ambiental e até terapia eletroconvulsiva, que confere resiliéncia ao
estresse e exerce efeitos antidepressivos sustentados e de acao rapida, respectivamente,
ndo apenas aumenta a neurogénese, mas também induz a proliferacdo e reatividade leve
da microglia, representada pela morfologia amebdide das células marcadas com
Ibal(GOLDFARB et al., 2021; NIKOLAKOPOULOU et al., 2013); (v) o tratamento
farmacologico de acdo rapida recentemente aprovado para a depressdo, o antagonista
NMDA, cetamina, também promove um fen6tipo microglial reativo que aumenta 0s
contatos da microglia e a remodelacdo da matriz extracelular juntamente com a
restauracdo da neuroplasticidade juvenil no cérebro adulto, porém esse ndo foi
acompanhado de fenotipo pré-inflamatério (VENTURINO et al., 2021).

Portanto, tomadas em conjunto, as evidéncias clinicas e pré-clinicas defendem um
importante envolvimento de anormalidades da microglia na fisiopatologia da depressao,
a ponto de pelo menos algumas formas de depressdo poderem ser consideradas
microgliopatias. Nesse sentido, desvios nas fungdes homeostaticas da microglia, nos
quais estados pro-inflamatérios anormais de “ganho toxico de fun¢dao”, bem como
supressdo ou declinio da microglia, estados de “perda patologica de fun¢do” podem estar
subjacentes a fisiopatologia da depressao . A restauracdo da homeostase da micrdglia em
ambos os estados patologicos, em vez da visdo simplista da supressdo anti-inflamatoria
da microglia, deve ser buscada como uma estratégia terapéutica para a
depressao(YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF, 2015). Além disso, apesar de
promissoras, a maioria das evidéncias clinicas sdo baseadas na ligacdo TSPO-PET ou
estudos post-mortem inconsistentes, portanto, estudos adicionais devem estabelecer a
relacdo entre os subtipos depressivos clinicos e o estado microglial/inflamatério
correspondente, auxiliando na implementacdo da modulacdo da microglia entre as

abordagens antidepressivas.

1.5. Efeito anti-inflamatorio e modulador microglial de drogas antidepressivas

Vérias evidéncias indicam que os antidepressivos atualmente aprovados, além de seus

alvos monoaminérgicos, também tém efeitos anti-inflamatdrios e imunomoduladores
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marcantes. Nesse contexto, Tynan et al.,, 2012 trouxeram evidéncias importantes
comparando os efeitos de diferentes inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina
(ISRS), incluindo fluoxetina, sertralina, paroxetina, fluvoxamina e citalopram) e um
inibidor da recaptacdo da serotonina e da noradrenalina (IRSN) venlafaxina em células
microglia (linha de camundongo BV2) desafiadas por LPS. Os ISRSs inibiram mais
potentemente a producdo microglial de TNF-o e NO 4 e 24h ap6s a exposicao ao LPS.
Além disso, esse efeito foi associado a capacidade dos ISRS de aumentar a producéo
intracelular de CAMP e a ativacdo de PKA, uma vez que essa inibicdo da quinase
blogueou a agdo desses antidepressivos nas culturas de microglia (Tynan et al., 2012).
Em concordancia, também foi demonstrado que diferentes classes de monoamina AD,
com destaque para o ISRS fluvoxamina, o SNRI reboxetina ou o inibidor ndo seletivo
monoaminérgico da recaptacdo imipramina, inibiram significativamente a producao de
IL-6 e NO de maneira dose-dependente na microglia murina estimulado com IFN-y
(Hashioka et al., 2007). Além disso, a amitriptilina e seu metabdlito nortriptilina em
concentracfes que podem ser alcancadas no plasma e nas estruturas cerebrais durante o
tratamento inibiram significativamente a secrecdo de IL-1p e TNF-a em culturas mistas
de células gliais e microgliais primarias de ratos desafiadas com LPS (Obuchowicz et al.,
2006). Curiosamente, uma meta-analise recente de estudos pré-clinicos compilou 24
estudos in vitro analisando ISRS, antidepressivos triciclicos (TCA), SNRI e inibidores da
monoamina oxidase em diferentes modelos de cultura (microglia priméaria de
camundongo ou rato e linhas celulares) expostos a diferentes estimulos inflamatérios,
como como LPS, IFN-y e TNF-a. Em conjunto, sua analise revelou uma reducdo nos
marcadores pro-inflamatérios da microglia (IL-6, TNF-a, IL-1p ou iNOS) principalmente
para SSRIs e TCAs, mas ndo para SNRIs. Além disso, para fluoxetina, citalopram,
clomipramina, paroxetina e sertralina, foi observado um efeito significativo relacionado
a concentracdo, com doses mais altas associadas a maior redugdo nos marcadores
inflamatdrios especificos da microglia, notadamente TNF-a, IL-1 e iNOS ( Nicolai,
Nettesheim, Witte, et al., 2023).

Em modelos in vivo, 0 mesmo cenério foi replicado. Os antidepressivos classicos, em
especial os ISRS, demonstraram sua capacidade de neutralizar a reatividade da microglia
em varios modelos associados a neuroinflamacdo, incluindo acidente vascular cerebral
isquémico, esclerose multipla, epilepsia, hemorragia subaracnoide e lesdo cerebral

traumatica (Lim et al., 2009; Nicolai, Nettesheim, Witte , e outros, 2023). Em modelos
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de estresse, as agdes modulatorias da microglia de antidepressivos monoaminérgicos
foram testadas em diferentes paradigmas de estresse, como CRS, CUMS e CUS. Nesse
contexto, a fluoxetina mostrou capacidade de inibir o aumento induzido por CUMS do
marcador microglia (Ibal) e das citocinas pro-inflamatdrias IL-13, IFN-y e TNF-o no giro
denteado do hipocampo (DG) (Nieto-Quero et al ., 2021). Achados semelhantes de
inibicdo de estados pré-inflamatdrios microgliais foram relatados para outros SSRI
sertralina no modelo CUMS (Y. Lu et al., 2019). Além disso, os antidepressivos TCA,
notadamente a imipramina, mostraram capacidade de neutralizar alteracbes morfologicas
da microglia, como transformacao ameboide, e aumento da expresséo de marcadores pro-
inflamatorios, como IL-1p, IL-6 e TNF-a, induzidos por DSR (Ramirez et al., 2015) e
CUMS (Kreisel et al., 2014). Finalmente, em células isoladas da microglia do hipocampo
em condigcdes de estresse, a fluoxetina promoveu um aumento na expressdo de
marcadores anti-inflamatorios (ARG1, YM1, TGF-B, SOCS3, IL-10, IL-1RA, FIZZ1)
(Alboni et al., 2016 ). Por outro lado, também ha evidéncias relatando efeitos negativos
ou inconclusivos do antidepressivo monoaminérgico nas fun¢des da microglia no modelo
de estresse cronico, que trazem complexidade ao campo e levantam questdes sobre a
especificidade desse efeito relacionado ao agente antidepressivo e ao modelo de estresse
( Nicolai, Nettesheim, de Witte, et al., 2023).

Por fim, alguns estudos clinicos tém demonstrado a associagdo entre a resposta
terapéutica a antidepressivos classicos e alteracfes neuroimunes. Nesse contexto,
Strawbridge e colaboradores (2015) conduziram uma meta-analise com 35 ensaios
clinicos e reportaram que 0s pacientes que responderam a terapia antidepressiva (reducéo
de 50% de escores de sintomas depressivos) apresentaram redugdo sérica significativa de
IL-6 ¢ TNFa (STRAWBRIDGE et al.,, 2015). Outra meta-anélise conduzida por
Hannestad e colaboradores demonstrou que o tratamento com ATC, ISRS e inibidores
duais foram capazes de reduzir significativamente os niveis séricos de IL-1p, enquanto
apenas o0s ISRS reduziram os niveis de IL-6 (HANNESTAD; DELLAGIOIA; BLOCH,
2011). Ademais, o estudo de Dahl e colaboradores tracou um perfil multiplex de citocinas
periféricas apds 12 semanas de tratamento com ISRS e demonstrou uma reducdo
significativa dos niveis de IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, G-CSF e IFN-y. Interessantemente,
apenas 0s pacientes que apresentaram resposta clinica apresentaram reducdo sérica das

citocinas pré-inflamatorias (Dahl et al., 2014).
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Portanto, linhas de pesquisa convergentes tém sugerido que as classes atuais de
antidepressivos, notadamente os ISRS, apresentam acentuada capacidade de suprimir a
micrdglia e inibir a reatividade pré-inflamatoria causada por estimulos pro-inflamatdérios
diretos, como PAMPs e citocinas exdgenas, mas também associada ao estresse cronico
exposi¢do em modelos animais (Troubat et al., 2021). Apesar desse nivel de evidéncia,
os alvos moleculares diretos para o efeito desses antidepressivos na microglia e suas
possiveis interacfes com suas acdes em sistemas monoaminérgicos e outros sistemas de

neurotransmissdo devem ser esclarecidos por pesquisas futuras.

1.6. Drogas anti-inflamatorias com efeito antidepressivo

Em relacdo ao reposicionamento de farmacos anti-inflamatorios e imunomoduladores
para depressdo, 0 caso mais bem documentado é o dos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINESs) (Eyre et al., 2015). Neste contexto, uma metandlise elegante de 36 ensaios
clinicos randomizados (RCTs) de estratégias anti-inflamatorias para depressao, incluindo
13 ensaios de AINEs (N = 4214), 9 de inibidores de citocinas (N = 3345), sete de estatinas
(N =1576), 3 de minociclina (N = 151), 2 de pioglitazona (N = 77) e 2 de glicocorticoides
(N = 59) (Kohler-Forsberg et al.,, 2019). Em geral, os agentes anti-inflamatorios
melhoraram o0s sintomas depressivos em comparagdo ao placebo, tanto como
complemento em pacientes com TDM (SMD = -0,64; 95%-CI = -0,88, -0,40; 12 = 51%j;
N =597) quanto como monoterapia (SMD = -0,41; 95%-CI = -0,60, -0,22; 12 = 93%, N
=8825). Os resultados mais impressionantes foram alcancados para a estratégia de adicao
de antiinflamatérios, melhorando tanto a taxa de resposta (RR = 1,76; 95%-CI = 1,44-
2,16; 12 = 16%; N = 341) quanto a remissao (RR = 2,14; 95%- IC = 1,03-4,48; 12 = 57%;
N = 270) (Kohler-Forsberg et al., 2019).

A maioria dos estudos relatando efeitos antidepressivos significativos dos AINEs utilizou
o0 inibidor da ciclooxigenase 2 (COX-2) celecoxibe. Em geral, varios desses estudos
foram conduzidos no contexto de uma comorbidade medica fisica (por exemplo,
osteoartrite ou psoriase), sugerindo que a depressdo associada a condi¢fes médicas pode
ser particularmente afetada por medicamentos anti-inflamatérios (Kéhler-Forsberg et al.,
2017 ). No entanto, estudos mais recentes foram realizados na populacéo de pacientes

com MDD sem comorbidades médicas significativas com resultados mistos (Baune et al.,
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2021; Z. Wang et al., 2022). No entanto, um estudo recente relatou a eficacia do
tratamento adicional com celecoxibe para melhorar o perfil de resposta aos
antidepressivos classicos (Simon et al.,, 2021). Apesar do potencial promissor do
celecoxibe como terapia adjuvante para TDM, outros inibidores da COX (n&o seletivos),
particularmente a aspirina, mostraram efeitos antidepressivos menos significativos ou
inexistentes (Kohler et al., 2014; Kohler-Forsberg et al., 2019). Os resultados altamente
heterogéneos com AINEs como antidepressivos sugerem que sua eficacia depende da
condicdo e das caracteristicas dos pacientes, bem como dos medicamentos testados e da
especificidade relacionada (COX-1/COX-2) (Eyre et al., 2015).

Outro caso de destaque de reaproveitamento de anti-inflamatorios para a psiquiatria € a
minociclina. A minociclina é uma tetraciclina de segunda geracdo com propriedades
neuroprotetoras demonstradas em varias condi¢Ges neurodegenerativas, como Parkinson,
Huntington e Alzheimer (Askari Rizvi, 2018; Markulin et al., 2022). No cenério clinico
da depressao, existem 2 RCT avaliando a eficacia antidepressiva da minociclina como
tratamento adjuvante para pacientes com TDM, incluindo pacientes com depressédo
resistente (Dean et al., 2017; Husain et al., 2015) e um RCT avaliando a minociclina como
monoterapia para depressdo leve -depressdo moderada em pessoas vivendo com HIV
(Emadi-Kouchak et al., 2016). Para todos esses estudos, a minociclina mostrou
capacidade de melhorar moderadamente os sintomas de depressdo, mas o0s resultados
mais significativos foram associados a melhorias na funcionalidade geral e na impressao
clinica global (Dean et al., 2017; Emadi-Kouchak et al., 2016; Husain et al. ., 2017).

Com relagcdo aos estudos em animais, evidéncias consistentes mostraram efeito
antidepressivo da minociclina em varios modelos e propuseram mecanismos relacionados
ao sistema imunoldgico para suas agdes. De fato, no teste de nado forcado, a
administracdo aguda de minociclina (sistémica ou diretamente no nucleo accumbens)
reduziu a imobilidade e aumentou os efeitos antidepressivos da desipramina e dos
antagonistas dos receptores glutamatérgicos (Molina-Hernandez, Tellez-Alcantara, et al.,
2008; Molina-Hernandez, Téllez-Alcantara, et al., 2008). No modelo de comportamento
semelhante a depressdo induzida por LPS, a minociclina impediu completamente o
desenvolvimento de sintomas semelhantes a depressdo, bem como a reatividade da
microglia induzida por LPS e neuroinflamacgdo (Henry et al., 2008; Kobayashi et al.,
2013). Em outro modelo de depresséo induzida por inflamacéo induzida por IFN-a, a

minociclina também preveniu o comportamento semelhante a depressdo e restaurou a



47

neurogénese (Zheng et al., 2015). Uma tetraciclina congénere da minociclina, a
doxiciclina, também se mostrou promissora como antidepressiva e capaz de neutralizar
as principais alteracdes pré-inflamatorias da microglia induzidas pelo desafio sistémico
de LPS em camundongos, como aumento da producédo de nitrito e expressao de IL-1 e
TNFa (Mello et al. , 2013, 2021). Vale ressaltar que na maioria desses estudos a
minociclina e as tetraciclinas congéneres foram administradas principalmente como
estratégia preventiva antes ou em conjunto com a exposi¢cdo a estimulos indutores de

neuroinflamacao.

Em relacdo ao modelo de estresse, existem estudos que mostram a capacidade da
minociclina tanto para prevenir quanto para reverter o estresse crénico (estresse de
contencdo repetido) anormalidades comportamentais, como comportamento semelhante
a ansiedade e aumento da vulnerabilidade ao vicio em cocaina, com ambos os efeitos
relacionados a capacidade dessa droga de neutralizar o estresse -transformacdo pro-
inflamatdria da microglia induzida em regiGes discretas do cérebro, como o hipocampo e
0 nucleo accumbens (Avalos et al., 2022; H.-Y. Liu et al., 2018). Além disso, no modelo
de desamparo aprendido, ratos deprimidos mostraram recuperagdo do comportamento de
fuga normal e anormalidades de monoamina apds uma Unica administracdo
intracerebroventricular de minociclina (Arakawa et al., 2012). Portanto, em conjunto, a
minociclina mostrou evidéncias clinicas e pré-clinicas promissoras de eficacia
antidepressiva, principalmente como agente adjuvante, e mecanismos neuroimunes,
envolvendo principalmente a modulagdo da microglia, séo o fator subjacente putativo

para esse efeito.

Nos Gltimos anos, a visdo atual da medicina personalizada propds a estratificacdo de
subgrupos de pacientes com distarbios multifatoriais complexos com base em
biomarcadores selecionados para receber terapias direcionadas especificas que serdo mais
adequadas a base patobioldgica de cada grupo de individuos (Hamdani et al ., 2013). O
mesmo cenario tem sido aplicado para a depressdo, e existem alguns ensaios para
estratificar pacientes com depressdo de acordo com os niveis de alguns biomarcadores
pro-inflamatorios, como PCR, IL-6 e TNF-a, e gerando grupos de pacientes com “alta
fenotipo de inflamagdo” e “fendtipo de baixa inflamacao” (Subramaniapillai et al., 2017).
Para aqueles com alta inflamacdo, foi proposto que os agentes anti-inflamatorios e
imunossupressores teriam os maiores beneficios. Existem alguns estudos preliminares

interessantes de agentes anti-citocinas, como o anticorpo monoclonal anti-TNF-a
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infliximabe, mostrando efeitos antidepressivos mais promissores para pacientes com
fendtipo de inflamac&o elevada (representado pelos niveis de PCR) (Raison et al., 2013;
Weinberger e outros, 2015). Os futuros esforcos de pesquisa no campo devem determinar
por meio de estudos de neuroimagem (usando rastreadores de PET melhores e mais
seletivos) se esses perfis inflamatdrios correspondem a perfis semelhantes de reatividade
da micrdglia e se os beneficios das estratégias anti-inflamatdrias seriam melhor

direcionados para microglia especificas subgrupos de reatividade

1.7. Canabidiol: perfil farmacocinético e farmacodinamico

Nos altimos 50 anos, varios estudos tem se dedicado a caracterizar as bases biologicas e
moleculares dos efeitos terapéuticos da planta Cannabis sativa e seus derivados. Até o
momento foram identificados mais de 120 fitocanabindides no extrato de varias partes da
planta (folha, caule, raizes), sendo os mais abundantes: D9-trans-tetrahydrocannabinol
(THC), cannabigerol, cannabicromeno, cannabidiol (CBD), cannabinodiol,
cannabielsoin, cannabicyclol, cannabinol e cannabitriol, além de outros identificados em
menores propor¢des (TURNER et al., 2017). O composto majoritario, entretanto, é o
THC, caracterizado por Gaoni and Mechoulam in 1964 . O Canabidiol (CBD) € o segundo
composto majoritario no extrato da Cannabis sativa, sendo isolado primeiramente por
Adam e colaboradores em 1940, mas tendo sua estrutura quimica totalmente resolvida
em 1963 pelo grupo de Mechoulam. CBD e THC séo isdmeros constitutivos, o que
significa que possuem a mesma formula quimica, porem possuem caracteristicas estericas
e Opticas distintas, bem como perfis de propriedades farmacoldgicas muito diferentes
(SAMPSON, 2021).

O THC possui uma estrutura planar com uma longa cadeia alifatica que favorece seu
perfil de interacdo e agonismo com o receptor CB1r. Em contraste, 0 CBD tem uma
estrutura angular, que produz um impedimento estérico que dificulta sua capacidade de
se ligar a esse receptor (Figura 1). Como consequéncia, 0 THC tem uma afinidade mais
de 100 vezes maior pelos receptores CB1r e CB2r que o CBD, respectivamente 5-39.5
nM (THC) versus 211-4900 nM (CBD) para o CB1r, e 3-75 nM (THC) versus 96-2860
nM (CBD) para o CB2r. Isso, parcialmente, explica a auséncia de efeitos psico-
estimulantes e euféricos do CBD em relagdo ao THC. Bem como, estudos animais
demonstraram auséncia de propriedades aditivas do CBD em diferentes modelos usados
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para avaliar potencial de abuso, como preferéncia de lugar condicionada, auto-
administracdo e retirada espontanea. Por outro lado, o THC mantém potencial aditivo,
embora com evidéncias conflitantes (DEVINSKY et al., 2014).
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Figura 1. Estrutura quimica e distribuigdo 2D-3D do CBD e delta-9-THC. Na figura estéo
representados os nomes, férmulas quimicas, estruturas molecular 2D e 3D dos dois
fitocanabindides mais abundantes no extrato de Cannabis sativa. Figura criada pelo autor
com Biorender.com.

Em relacdo as propriedades farmacologicas do CBD, principal objeto de estudo desse
trabalho, durante os ultimos anos, varios estudos tem demonstrado propriedades
antimicrobianas, antitumorais, anti-inflamatorias, anticonvulsivantes, além de efeitos
antidepressivos e anxioliticos, os quais serdo melhor discutidos adiante (BILBAO;
SPANAGEL, 2022; DEVINSKY etal., 2014). Nesse contexto, mais recentemente, alguns
usos clinicos do CBD foram aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA), como
para o tratamento de espasticidade em pacientes com esclerose multipla na formulacéo
Sativex (THC 27 mg/mL + CBD 25 mg/mL, apresentacdo oral spray), e para o tratamento
de epilepsias congénitas, como as sindromes de Lennox-Gastaut e Dravet em criancas

maiores de dois anos de idade. Ademais, o CBD e suas formulagbes tem potencial
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terapéutico promissor para outras condi¢cdes neuroldgicas e neuropsiquiatricas (para
revisdo no tema, ver (CRIPPA et al., 2018).

Em relacdo a farmacocinética do CBD, esse composto possui alta lipossolubilidade,
entretanto sua biodisponibilidade ap6s administracdo oral é reduzida (apenas cerca de 6-
19% da dose administrada via oral), devida a um intenso metabolismo de primeira
passagem hepético. Nesse sentido, outras vias de administracdo tem sido exploradas,
como inalacao e mucosal oral-sublingual, por permitirem melhores concentragdes séricas
e mais rapidamente. Por sua alta lipossolubilidade, o CBD tem boa distribuicdo entre
diferentes tecidos, com maior acumulagdo no cérebro e tecido adiposo. Como
mencionado, esse composto € predominantemente metabolizado pelo figado por
diferentes reac6es, como oxidacdo, hidroxilacdo, glucoronidacao e epoxidacédo, alem de
ser eliminado predominantemente por via urinaria na forma intacta ou conjugada ao
glucoronideo (LUCAS; GALETTIS; SCHNEIDER, 2018). Em relacdo a seus
metabdlitos, os mais abundates no plasma sdo os derivados hidroxilados 7-COOH do
CBD, que semelhantemente sdo excretados intactos ou conjugados ao glucoronideo
(UIVARY; HANUS, 2016).

Quadro 1. Caracteristicas farmacocinéticas do CBD em humanos.

Parametro Valores Referéncia
Coeficiente de particdo 6-7 (WANG et al.,
agua-oleo 2022b)
Biodisponibilidade oral 6-19% (HUESTIS,
2007)
Cmax 3+3.1ug/L (TAYLOR et al.,
2018)
Tmax 28+1.3h (TAYLOR et al.,
2018)
Volume de distribuicédo 32 L/kg (TAYLOR et al.,
2018)
Tempo de meia-via (T1/2) 1.4-10.9 h (via oromucosal agudo) (TAYLOR et al.,
2-5h (oral crénico) 2018)
24h (intravenoso)
31h (inalatoria)
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Taxa de depuragdo plasma  960-1500 mL/min (HUESTIS,
2007)

Adaptado pelo autor de (LUCAS; GALETTIS; SCHNEIDER, 2018). Abreviac0es:
Cmax: concentragdo maxima; Tméax: tempo maximo; T1/2: tempo de meia-vida.

Nesse contexto, os primeiros metabolitos do CBD identificados foram isolados do
homogenato de figado de ratos Wistar e suas estruturas foram determinadas como um
alcool primério derivado da reacdo de oxidacdo no grupo metil C-7 alilico na porcéo
ciclohexeno (7-OH-CBD) e um alcool secundario resultante da reacdo de oxidacdo do
grupo metileno central (C-3") da cadeia lateral pentila (3"-OH-CBD). Desde entéo,
estudos de biotransformacdo em mamiferos, incluindo humanos, usando varios tipos de
vias de administragdo do CBD indicaram considerdvel variabilidade inter-espécies
(UIVARY; HANUS, 2016). Ademais, a maioria dos estudos in vivo tém sido restritos a
caracterizacdo de metabdlitos urinarios de CBD. Sendo um bom substrato das oxidases
do complexo CYP450, o CBD sofre extensa hidroxilagdo em varios locais de sua estrutura
quimica, e ao todo, cerca de 100 metabdlitos foram identificados em varios organismos
ao longo de sua etapas de metabolizacdo. Conforme mencionado, os metabdlitos mais
abundantes no plasma e na urina sdo derivados do acido CBD-7-6ico (7-COOH-CBD)
posteriormente oxidado na cadeia lateral do CBD (HARVEY; MECHOULAM, 1990).
Interessantemente, a inspec¢do das estruturas quimicas desses derivados 7-COOH-CBD,
revelou a cadeia alquila ramificada do acido (2E)-2-propilpent-2-endico (A2(E)-
valproato) incorporado na porcao de &cido ciclo-hexenocarboxilico de tais metabolitos do
CBD(HARVEY; MECHOULAM, 1990; YEUNG et al., 2023). O A2(E)-valproato é o
principal metabolito ativo do &cido valprdico e, ao contrario do &cido saturado original,
possui propriedades anticonvulsivantes e ndo possui hepatotoxicidade e teratogenicidade
associados ao é&cido valpréico em humanos(GHODKE-PURANIK et al., 2013).
Entretanto, se os metabolitos 7-COOH-CBD com estrutura tipo A2(E)-valproato em sua
cadeia alquila possuem propriedades anticonvulsivantes ou outras propriedades
farmacologicas promissoras, isso precisa ser melhor esclarecido em estudos futuros.

Em relacdo a farmacodindmica do CBD, esse compostos tem a particularidade de possuir
pelo menos 65 alvos de ligacdo, incluindo o receptor 1A da serotonina (5-HT1A), os
receptores relacionados a canabinodides CB1r e CB2r, receptor 55 acoplado a proteina G
(GPR55), receptor transiente potencial vaniléide 1 (TRPV1), transportador de
nucleosideo equilibrado tipo 1 (ETN1), ligacdo de &cidos graxos proteina (FABP), célcio
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tipo T ativado por voltagem canais, receptores de adenosina e glicina, receptores opidides
mu e delta e canais dependentes de voltagem de anions 1 (VDAC1), entre outros (DE
ALMEIDA; DEVI, 2020). Nesse contexto, estudos pioneiros revelaram que o CBD em
concentragfes micromolares atua como antagonista ou agonista inverso dos receptores
CB1r e CB2r. Entretanto, estudos subsequentes demonstraram um perfil mais préximo de
um modulador alostérico negativo desses receptores (PERTWEE, 2008).Ademais, alguns
estudos indicaram que o CBD inibe a recaptacdo da anandamida (AEA) e pode reduzir
sua metabolizacdo pela enzima amida-hidrolase de acidos graxos (FAAH), aumentando
0 tbnus canabindide enddgeno, podendo por esse mecanismo exercer efeito de ativacao
nos receptores CB1r e CB2r (DEUTSCH, 2016).

Além disso, o CBD também atua como um antagonista de receptores relacionados a
canabinoides como o GPR55 considerado um dos principais alvos pelos quais o CBD
pode exercer suas propriedades no sistema nervoso central (SNC) (LAUCKNER et al.,
2008). Alvos adicionais, incluindo receptores opioides, dopaminérgicos, glutamatérgicos
e serotoninérgicos tém sido associados as a¢des centrais do CBD. O CBD também inibe
a recaptacao de dopamina e glutamato in vitro. Além disso, 0 CBD € agonista parcial dos
receptores D2 da dopamina, o que pode contribuir parcialmente para seus efeitos
anxioliticos e antipsicoticos reforcando seu potencial (SEEMAN, 2016). Por sua
farmacologia complexa, entendimento pleno de seus alvos moleculares e vias de
sinalizacdo seletivas ativadas pelo CBD esta longe de ser completamente esclarecido, e
potencialmente esse perfil multi-alvos represente propriedade essencial para seus efeitos

terapéuticos promissores no SNC.
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Figura 2. Alvos moleculares envolvidos nos efeitos farmacodindmicos do CBD. O CBD
possui uma farmacologia complexa envolvido maltiplos alvos, incluindo FAAH e efeito
indireto agonista em CB1r e CB2r, agonismo de canais TRPV1 e 2 e receptores 5-HT1A,
além de outros. A seta com ponta em flecha indica agonismo, a seta com ponta em trago
indica antagonismo. A seta tracejada com ponta em fecha indica modulacdo alostérica
positiva, a seta tracejada com ponta em traco indica modulacdo alostérica negativa.
AbreviagOes: FAAH: fatty acid amide hydroxylase; CB1R: cannabinoid receptor 1;
CB2R: cannabinoid receptor 2; GPR55: G-protein receptor 55; TRPV1/2: vanilloid
receptor type 1 and 2; PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma; BDNF:
brain-derived neurotrophic factor; TrkB: tyrosine protein kinase B. Figura criado com
Biorender.com.

1.8. Canabidiol: potencialidade como novo agente antidepressivo

Como é bem sabido, os antidepressivos orais disponiveis, genericamente denominados
antidepressivos monoaminérgicos, possuem limitagdes significativas, como consideravel
tempo de laténcia para inicio de seus efeitos (8-12 semanas), e eficacia limitada
(aproximadamente 33.3% dos pacientes permanecem nao-responsivos mesmo apos 4
tentativas com diferentes estratégias de antidepressivos) (PIGOTT, 2015). Essas

limitacGes, além de efeitos adversos importantes, tem motivado a busca de novos
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compostos com mecanismo de acao diferente dos alvos monoaminérgicos previamente
explorados, e que possam superar as limitagcdes desse grupo anterior de drogas.

Nesse sentido, por seu perfil multi-alvos e auséncias dos efeitos psicotropicos associados
ao THC, o CBD tem sido apontado como alvo promissor para o tratamento de varios
transtornos neuropsiquiatricos, sobretudo transtornos de humor e de ansiedade
especificos (DEVINSKY et al., 2014). A seguir, vamos discutir as principais evidéncias
relacionadas ao efeito antidepressivo e anxiolitico do CBD em modelos pré-clinicos e as
evidéncias clinicas disponiveis, embora ainda escassas, de sua aplicacdo para esses

transtornos.

1.8.1. Evidéncias em modelos animais e modelos in vitro

Um potencial efeito antidepressivo do CBD foi relatado pela primeira vez por
ZANELATI et al., (2010) em camundongos Swiss adultos saudaveis, iniciando uma nova
area de investigacao sobre o potencial terapéutico dessa droga na depressdo (ZANELATI
et al., 2010). Embora os estudos gque investigam os efeitos do CBD em modelos animais
de depresséo sejam surpreendentemente poucos, as evidéncias analisadas aqui sugerem
que o CBD pode ter potencial para ser uma nova opcao de tratamento da depresséo.

O mecanismo de acdo subjacente aos efeitos do CBD é complexo e envolve multiplos
alvos como mencionado acima. Curiosamente, muitos dos alvos farmacologicos
conhecidos por serem modulados pelo CBD também sé&o alvos descritos por contribuir
para A neurobiologia da depressdo e/ou o efeito comportamental/terapéutico de drogas
antidepressivas (SILOTE et al., 2019).

Por exemplo, o CBD modula o sistema endocanabindide. Brevemente, o sistema
endocanabingide consiste nos receptores canabindides CB1r e CB2r, os ligantes
enddgenos, sobretudo anandamida (AEA) e 2-araquidonoil glicerol (2-AG) e etapas
enzimaticas relacionadas a biossintese, absorcao celular e metabolismo desses ligantes.
Estudos in vitro mostram que, apesar de ter baixa afinidade pelos receptores canabindides,
0 CBD pode atuar como um modulador alostérico negativo dos receptores CB1r e CB2r
em concentragdes submicromolares (LAPRAIRIE et al., 2015; MARTINEZ-PINILLA et
al., 2017)

Por outro lado, 0 CBD inibe a degradagéo enzimatica e a absor¢do de AEA, facilitando
assim a sinalizacdo endocanabinoide desse ligante através dos receptores CB1r e CB2r
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(BISOGNO et al., 2001). De fato, 0 aumento dos niveis de AEA parece mediar alguns
dos efeitos centrais do CBD (LEWEKE et al., 2012), e 0 aumento dos niveis de AEA
produz efeitos semelhantes aos observados apos a administracdo de CBD (GOBBI et al.,
2005). Além disso, foi relatado que o CBD ativa diretamente os receptores TRPV1, e
parte de sua agdo pode ser bloqueada por antagonistas seletivos do TRPV1 (CAMPQOS;
GUIMARAES, 2009).

Além do sistema endocanabinoide e endovaniloide, o0 CBD também atua no sistema
serotoninérgico. Estudos pré-clinicos mostram que o CBD pode facilitar a
neurotransmissdo mediada por 5-HT1A (RUSSO et al.,, 2005), e varios efeitos
comportamentais do CBD parecem ser mediados por receptores 5-HT1A (FOGACA et
al., 2014; SARTIM et al., 2021). Além do sistema serotoninérgico, 0 CBD também pode
modular varios outros sistemas transmissores, como dopaminérgico e glutamatérgico, e
alvos diferentes [para maiores detalhes, ver revisdo (IBEAS BIH et al., 2015)]

Nesse contexto, 0 aumento dos niveis de AEA por meio da inibi¢do de sua absor¢éo ou
metabolismo, bem como o agonismo direto dos receptores CB1r e CB2r,tem sido
associados a efeitos tipo-antidepressivo e ansioliticos em diferentes modelos de depressédo
estudos pré-clinicos (GORZALKA; HILL, 2011; HILLARD; LIU, 2014). Entre o0s varios
achados de alvos serotonérgicos, a disfuncao da sinalizacdo 5-HT1 A ¢ consistentemente
observada em animais cronicamente estressados [(revisado por (KAUFMAN et al.,
2016))]. Ademais, a ativacdo dos receptores 5-HT1 A é um mecanismo amplamente
proposto envolvido no efeito comportamental de drogas antidepressivas (KAUFMAN et
al., 2016). Portanto, essas evidéncias farmacoldgicas em conjunto apoiam a suposi¢do do
potencial efeito antidepressivo do CBD.

Em relacdo ao efeito do CBD em modelos animais relacionados a resposta emocional ao
estresse, foi inicialmente demonstrado o promissor efeito ansiolitico desse composto.
Nesse contexto, Campos e Guimaraes, (2009), demonstraram o efeito ansiolitico do CBD
quando administrado por injecdo intracerebroventricular na regido cinzenta dorsolateral
periaquedutal (dIPAG) nos testes do labirinto em cruz elevada (LCE) e teste de conflito
de Vogel. Adicionalmente, esse efeito foi bloqueado pelo co-administracdo do
antagonista dos receptores 5-HT1A WAY100635 e antagonista dos receptores CB1r
AM251(CAMPOS; GUIMARAES, 2008, 2009). Também, Resstel et al., (2009)
demonstrou o efeito ansiolitico do CBD injetado intraperitonealmente em ratos Wistar
expostos a estresse por contencao e avaliados no LCE. Similarmente, os efeitos do CBD
foram bloqueados pelo pré-tratamento com WAY 100635 (RESSTEL et al., 2009).
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Baseado nessas evidéncias, foi hipotetizado que o CBD seriam capaz de promover
mecanismos de enfrentamento ou adaptacao (em inglés coping), de forma semelhante a
administracdo cronica de antidepressivos classicos. De forma simples, os mecanismos de
enfrentamento ou adaptacdo ao estresse pode ser definido como os esforcos
comportamentais e fisiolégicos desenvolvidos pelo animal com o objetivo de reduzir os
efeitos deletérios produzidos pelo estresse e, assim, promover a adaptacdo (COMMONS
et al., 2017; SILOTE et al., 2019). Estratégias de enfrentamento prejudicadas tém sido
associadas ao desenvolvimento de doencas psiquiatricas, incluindo depressdo (Commons
etal., 2017).

Com base nessas descobertas iniciais, foi demonstrado o efeito da administracdo
intraperitoneal do CBD no teste do nado forcado (do inglés forced swimming test ou FST),
um teste preditivo amplamente utilizado para avaliar o efeito de drogas antidepressivas
(NESTLER; HYMAN, 2010). Nesse contexto, o estudo de ZANELATI et al.(2010)
pioneiramente testou diferentes doses do CBD (3,10,30 e 100 mg/kg) em camundongos
Swiss machos e revelou que o CBD induz efeitos do tipo-antidepressivo dependentes da
dose (com a dose efetiva de 30 mg/kg), e que foram bloqueados pela administragdo prévia
do antagonista 5-HT1 A WAY 100635 (ZANELATI etal., 2010). Um estudo subsequente
de EL-ALFY et al. (2010) corroborou esses achados, mostrando que uma unica
administragdo intraperitoneal de CBD teve um efeito antidepressivo em camundongos
Swiss submetidos tanto ao FST quanto ao teste de suspensdo da cauda (outro teste
preditivo de efeito tipo-antidepressivo), embora em doses muito mais altas (200 mg/kg)
(EL-ALFY etal., 2010).

Ademais, SCHIAVON et al. (2016) demonstrou que o CBD apresentou efeito
antidepressivo no teste de suspensdo da cauda quando administrado tanto agudamente
quanto durante 15 dias (3 e 30 mg/kg, intraperitoneal) em camundongos Swiss machos
(SCHIAVON et al., 2016). Resultados semelhantes foram reportados por Réus et al.
(2011), que demonstrou gque o tratamento tanto agudo quanto crénico por 14 dias com
CBD (30 mg/kg) em ratos Wistar machos reduziu o tempo de imobilidade e aumentou o
tempo de natacio no FST (REUS et al., 2011). Adicionalmente, Sales et al. (2018)
reportou que a administracdo combinada de CBD com antipressivos classicos
serotonérgicos em subdoses, como a fluoxetina (5 mg/kg), resultou em efeito aditivo e
consideravel efeito antidepressivo no FST. Efeito aditivo semelhante ndo foi observado

com a combinacdo com o antidepressivo noradrenérgico desipramina em subdoses (2,5
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mg/kg). Além disso, a deplecdo dos niveis de serotonina pelo tratamento com PCPA,
inibidor da sintese de serotonina, mas ndo de noradrenalina pelo tratamento com DSP-4
(toxina noradrenérgica), foi capaz de abolir os efeitos aditivos do CBD (SALES et al.,
2018).

Entretanto, embora esses achados sejam promissores, eles sdo limitados pelos modelos
em que foram demonstrados, tendo em vista de se tratar de modelos com validade
predominante preditiva e questionavel validade de construto para depressdo (NOLLET;
LE GUISQUET; BELZUNG, 2013). Nesse interim, os efeitos do CBD foram testados no
modelo ambiental de desamparo aprendido em ratos Wistar e no modelo genético de ratos
espontaneamente deprimidos, do inglés Flinders sensitive lineage (FSL) e sua respectiva
linhagem controle , do inglés Flinders resistant lineage (FRL). Interessantemente, ambos
0s modelos ndo sdo responsivos ao efeito da administracdo aguda de antidepressivos
monoaminérgicos, exceto aos efeitos antidepressivos rapidos da ketamina. Nesse estudo,
uma administracéo unica intraperitoneal de CBD (30 mg/kg) reduziu o nimero de falhas
ao escapar no modelo de desamparo aprendido e reduziu o tempo de imobilidade no FST
de ratos FSL. Impressionantemente, os efeitos de uma unica administragdo de CBD foram
sustentados 7 dias ap6s em ambos 0os modelos descritos (SALES et al., 2019). Nesse
contexto, LINGE et al., (2016) também demonstrou o efeito antidepressivos do
tratamento agudo e crénico CBD (50 mg/kg) no modelo de depressdo induzido por
bulbectomia olfatoria. CBD em ambos 0s esquemas de tratamento foi capaz de reverter a
hiperlocomocéo no teste do campo aberto e fenétipo aneddnico no teste de preferéncia
por sacarose. Adicionalmente, o CBD induziu um aumento agudo dos niveis
extracelulares de serotonina e glutamato no cortex pré-frontal ventro-medial, enquanto o
tratamento cronico induziu aumento apenas dos niveis de glutamato e normalizou a
disfuncdo dos receptores 5-HT1A observado no nucleo dorsal da rafe, amigdala e
hipocampo dos animais submetidos ao modelo de depresséo (LINGE et al., 2016).

O modelo de estresse cronico imprevisivel tem validade translacional robusta para
depressao, por ser capaz de mimetizar ndo apenas os aspectos fenotipicos da doenca, bem
como mimetizar a exposicdo a eventos estressores maltiplos em natureza e intensidade
que se assemelham os eventos estressores adversos observados na vida humana moderna
(NOLLET; LE GUISQUET; BELZUNG, 2013). Nesse modelo, Campos et al. (2013),
demonstrou que o tratamento com CBD (30 mg/kg, diariamente, 2 horas antes de casa
evento estressor) foi capaz de atenuar as consequéncias comportamentais, sobretudo

comportamento tipo-ansioso, e os déficits de neurogénese induzidos pelo estresse cronico
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por 14 dias. Interessantemente, o CBD foi capaz de aumentar os niveis hipocampais de
AEA, e seus efeitos protetores foram bloqueados pela administracdo do antagonista CB1r
AM251 (CAMPOS et al., 2013). Esse estudo, portanto, destacou a participacdo do
aumento do tbnus endocanabindide endogeno e sinalizacdo CB1r para os efeitos
protetores do CBD em relagdo as consequéncias deletérias do estresse cronico.

E importante ainda destacar que parte das evidéncias mencionadas advogam para um
perfil de efeito antidepressivo rapido do CBD semelhante ao da ketamina. De fato, 0s
resultados de Linge et al. (2016) ressaltam a capacidade do CBD de potencializar a
neurotramissdo glutamatérgica apds administracdo Unica e de forma pareado com efeito
antidepressivo rapido (LINGE et al., 2016), enquanto Sales et al., (2019) reportou a
habilidade do CBD de induzir efeito antidepressivos em ratos e camundongos 30 minutos
apos dose Unica, e que foi sustentado apds 7 dias do tratamento no FST. Adicionalmente,
dose Unica de CBD aumentou o0s niveis de expressdo de BDNF e das proteinas sinapticas
sinaptofisina e PSD95, bem como da densidade de espinhas dendriticas no cortex pré-
frontal de camundongos 30 minutos apds administracdo Unica (SALES et al., 2019).
Portanto, conjuntamente, esses achados reforcam o potencial do CBD de atuar como
antidepressivo com efeitos rapidos e sustentados semelhantemente a ketamina.

Interessantemente, nesse contexto, foi ainda demonstrado que o tratamento combinado
CBD com S-ketamina pode representar uma estratégia promissora para manter os efeitos
antidepressivos rapidos da ultima droga, porém sem os efeitos psico-estimulantes
indesejados. De fato, Sartim et al., (2021) realizou o tratamento combinado ou
isoladamente de S-cetamina (2.5, 3, 5, 10, 30 mg/kg) e CBD (3, 10, 30 mg/kg) e
demonstrou que o CBD sozinho, como esperado, induziu efeito tipo-antidepressivo no
teste FST de forma dose-progressiva, e que combinado com S-cetamina, o CBD atenuou
a hiperlocomocdo induzida por essa droga, sem afetar seu efeito antidepressivo.
Interessantemente, o efeito antidepressivo de ambas as drogas foi bloqueado pela
administracdo do antagonista dos receptores AMPA NBQX (SARTIM et al., 2021).
Portanto, esses resultados destacam também o potencial promissor da associacdo CBD e
S-ketamina para inducéo de remisséo rapida dos sintomas depressivos com menos efeitos

adversos associados a infusao de cetamina.

1.8.2. Evidéncias Clinicas
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Os primeiros ensaios clinicos avaliando as propriedades ansioliticas do CBD foram
conduzidos em 1974 e 1982, demonstrando o potencial do CBD de atenuar os efeitos
ansiogénicos associados ao uso de THC por voluntarios saudaveis (KARNIOL et al.,
1974; ZUARDI et al., 1982). Posteriormente, ensaios clinicos mais robustos duplo-cegos
e randomizados, avaliaram os efeitos ansioliticos do CBD em voluntarios saudaveis. De
nota, o CBD foi capaz de diminuir a ansiedade e respostas simpaticas fisioldgicas
induzidas em voluntarios saudaveis pela simulacéo de falar em publico. Em outro estudo
foi reportado que o CBD reduziu significativamente os escores de ansiedade generalizada
de sujeitos ndo-diagnosticados com transtornos mentais especificos e avaliados pela
Escala Visual Analdgica de Humor (VAMS). Esse efeito também foi associado a um
aumento da sedacdo mental e menor fluxo de sangue cerebral medido por cintilografia de
perfusdo cerebral na regido temporal medial (complexo amigdala-hipocampo esquerdo,
estendendo-se para o hipotalamo) e o giro cingulado posterior esquerdo (CRIPPA et al.,
2004).

Ademais, a eficacia do CBD também foi avaliada em ensaios clinicos em subgrupos de
pacientes com transtornos de ansiedade especificos. De nota, Crippa et al., (2011)
demonstrou a eficacia do CBD (400 mg, dose oral Unica) de reduzir os escores de
ansiedade subjetiva de pacientes com transtorno de ansiedade social generalizada, assim
como, sua capacidade de reduzir o fluxo sanguineo nas regides do giro parahipocampal
esquerdo, hipocampo e giro temporal inferior, a0 mesmo tempo que aumentou esse
parametro no giro cingulado posterior direito (CRIPPA et al., 2011). Posteriormente, esse
mesmo grupo demonstrou a eficacia do CBD (600 mg, dose Unica oral) de
significativamente reduzir a ansiedade subjetiva, desconforto ao falar, comprometimento
cognitivo e sinais periféricos de alerta, como aumento da pressdo arterial, frequéncia
cardiaca e condutdncia da pele, em individuos com transtorno de ansiedade social
expostos a simulacéo de falar em publico (BERGAMASCHI et al., 2011).
Adicionalmente, uma avaliacdo retrospectiva de 103 casos clinicos em clinica
psiquiatrica envolvendo o uso adjuntivo de CBD para sintomas de ansiedade e problemas
de sono, também reportaram resultados promissores para 0 CBD. De fato, esses
pesquisadores relataram que os escores de ansiedade diminuiram no primeiro més de
tratamento combinado em 67 pacientes e permaneceram diminuidos durante toda a
duracdo do estudo. Os escores de sono melhoraram no primeiro més em 48 pacientes,

mas flutuaram ao longo do tempo. Ademais, o CBD foi bem tolerado em todos o0s
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pacientes, exceto 3 individuos que apresentaram efeitos gastrointestinais e sedativos mais
severos (SHANNON et al., 2019).

Evidéncias adicionais do efeito do CBD para sintomas ansiosos vem de ensaios clinicos
sugerindo que os nabiximdis, como o Sativex, que contém THC (2,7 mg) e CBD (2,5
mg) e é usado para tratar espasticidade em pacientes com esclerose multipla, promoveu
melhora importante de ansiedade reduzida (ALESSANDRIA et al., 2020) e em pacientes
com transtorno de abuso de cannabis, reduziu os sintomas de abstinéncia, ansiedade e
dissociacdo (ALLSOP et al., 2014; HINDOCHA et al., 2015). Além disso, a vaporizagdo
aguda do CBD melhorou o processamento emocional e preveniu o comprometimento de
emocdes baseados em reconhecimento facial induzido pelo THC (HINDOCHA et al.,
2015). Da mesma forma, em um estudo duplo-cego, randomizado e controlado por
placebo em usuarios de heroina, o tratamento com CBD reduziu a ansiedade e
comportamento de busca ap6s sua administracdo aguda, com efeitos que permaneceram
estaveis mesmo apos 7 dias (HURD et al., 2019).

Em relacéo as evidéncias do efeito antidepressivo do CBD em coortes clinicos, os estudos
sd0 mais escassos. Em um ensaio clinico realizado em pacientes com dor crénica
neoplasica refrataria a opidides, altas doses de nabiximols reduziram significativamente
o0s sintomas depressivos, associado com a melhora dos sintomas algicos e qualidade de
sono (PORTENOQY et al., 2012). Também, o uso de nabiximols para o tratamento de
pacientes em abstinéncia de cannabis demonstrou efeito mais promissor para a reducao
dos sintomas depressivos, irritabilidade e de busca pela droga em relagdo ao placebo,
porém sem diferenca significativa no tempo total sem relapso do uso de cannabis
(ALLSOP et al., 2014). Nesse mesmo contexto, o tratamento com CBD oral diminuiu
significativamente 0s sintomas depressivos e psicéticos em usuarios de cannabis, bem
como foi capaz de restaurar a reducdo de volume das regides subincular esquerda e cornu
ammonis 1 (CA1) do hipocampo de usuérios crénicos de cannabis (BEALE et al., 2018).
Resultados semelhantes foram observados em usuarios frequentes de cannabis nos quais
0 CBD oral reduziu sintomas depressivos e promoveu melhora de varios dominios
cognitivos, como atengdo, aprendizado verbal e memdria (SOLOWIJ et al., 2018).

Em 2018, um grande estudo transversal recrutou mais de 2.409 usuérios de CBD por meio
de uma pesquisa online projetada para caracterizar quem, como e por que os individuos
estdo usando o CBD. Por meio de questionarios andnimos, esse estudo identificou que
aproximadamente 62% dos usuérios de CBD relataram o uso para tratar alguma condicao
médica, principalmente dor cronica, ansiedade e depressdo. Aproximadamente 36% dos
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entrevistados relataram melhora importante de suas condi¢des médicas com o uso do
CBD, enquanto apenas 4,3% relataram efeitos insuficientes. Um em cada trés usuérios
relatou um efeito adverso ndo muito grave. Ademais, as chances de usar o CBD para
tratar uma condicdo médica foram 1,44 vezes maiores entre usuarios ndo regulares de
cannabis do que entre usuarios regulares (CORROON; PHILLIPS, 2018).

Mais recentemente, um estudo exploratério incluindo 90 usuarios de CBD como auto-
medicacdo para tratamento de sintomas depressivos, relevou que a maioria dos sujeitos
envolvidos (53%) relataram um melhora importante dos sintomas depressivos, e 88% dos
sujeitos responderam estarem mais susceptiveis a tomar o CBD do que drogas prescritas
por psiquiatras (WIECKIEWICZ et al., 2022). Além disso, um ensaio prospectivo
randomizado monocéntrico avaliou a eficacia do CBD no tratamento de sintomas de
exaustdo emocional (do inglés burnout) em 120 profissionais de salde que atuaram
ativamente nos cuidados de pacientes durante a pandemia de COVID-19. Esses
pesquisadores identificaram que o CBD (150 mg oral, duas vezes ao dia, por 28 dias) foi
capaz de reduzir significativamente os sintomas de exaustdo emocional nos dias 14 e 28
de tratamento em relacdo ao placebo. Em geral, o CBD foi bem tolerado, induzindo
efeitos colaterais severos em apenas 4 pacientes, sobretudo hepatotoxicidade e
farmacodermia (Crippa et al., 2021).

Portanto, até 0 momento, embora escassos, 0s resultados apresentados apontam que o
CBD desempenha um papel significativo na regulacdo da ansiedade e sintomas
relacionados a depressdo, sobretudo em condi¢fes de abstinéncia de cannabis ou de
transtornos de dor crénica. No entanto, é necessario desenvolver mais ensaios clinicos
(duplo-cegos, randomizados, controlados) para caracterizar definitivamente a seguranga
e eficacia do CBD para o tratamento desses transtornos psiquiatricos especificos. Alguns
estudos duplo-cegos em andamento propondo o uso do CBD para tratamento de depresséo
unipolar e bipolar, com conclusdo prevista para os proximos anos, trardo informacdes

fundamentais para esse cenario e para o uso racional do CBD para essas doencas.

1.9. Efeitos neuroimunes do Canabidiol: foco na micréglia

Nas ultimas décadas, o potencial terapéutico do CBD foi investigado em alguns ensaios
clinicos para o tratamento de doencas do CNS, incluindo esclerose multipla (Filippini et
al., 2022), transtornos afetivos (Crippa et al., 2021 ; Rapin et al., 2021), esquizofrenia
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(Thiele et al., 2021), epilepsias (O'Brien et al., 2022; Thiele et al., 2021), sintomas pds-
AVC (Marinelli et al., 2017, 2022) e sintomas de doenca de Alzheimer (ClinicalTrials
NCT04436081). O mecanismo subjacente a esses amplos efeitos neuroprotetores do CBD
ndo é totalmente compreendido, mas algumas evidéncias sugerem que ele surge da
capacidade do CBD de restringir ou modular as respostas pré-inflamatorias mediadas

pelas células imunes do cérebro, em especial, a micrdglia residente (Yousaf et al., 2022).

1.9.1. Estudos pré-clinicos in vitro

Nesse contexto, varios estudos mostraram a capacidade in vitro do CBD de neutralizar a
reatividade microglial induzida por imundgenos, como a endotoxina bacteriana LPS e
discutiram possiveis mecanismos relacionados a esse efeito (Dos-Santos-Pereira et al.,
2020; Suryavanshi et al., 2022; Yeisley et al., 2021b). Nesse contexto, um elegante estudo
realizado por Dos-Santos-Pereira et al. (2020) demonstraram que o CBD (1-10 uM)
inibiu a liberagédo do fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1p e glutamato
em células microgliais priméria murinas expostas ao LPS. Esses pesquisadores
mostraram que o CBD possui propriedades intrinsecas de eliminacéo de radicais livres.
Essas propriedades quimicas impediram a producdo de ROS causada pelo aumento na
captacdo de glicose e na sintese derivada de glicose de NADPH induzida por LPS, o que
causaria a ativacdo da sinalizacdo pré-inflamatoria associada ao NFkB. Portanto, esses
pesquisadores demonstraram uma ligacdo direta entre as agdes antioxidantes e anti-
inflamatdrias do CBD (Dos-Santos-Pereira et al., 2020).

Relacionado a esses achados, foi demonstrado que o CBD também pode modular
diretamente a expresséo de alvos da sinalizagdo de NFkB. Verificou-se que o CBD (1, 5
ou 10 uM) reverte parcialmente a degradacdo da quinase intermediaria IRAK-1, que
reverte a degradacgdo de 1xB e reduz a fosforilagdo da subunidade NFxBp65 em células
BV2-microgliais ativadas por LPS. Esses pesquisadores também mostraram que, ap6s 0
desafio com LPS, o CBD reduziu de forma concentracdo-dependente a ativagdo do fator
STATL1 pro-inflamatério e fortaleceu a ativacdo do fator STAT3 anti-inflamatorio,

aumentando a expressao de citocinas anti-inflamatorias (Kozela et al., 2010).

Além disso, esses achados foram fortalecidos por evidéncias recentes que também

mostram a capacidade do CBD de reduzir a expressdo de marcadores pro-inflamatérios,
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como TNF-a, IL-1pB, e aumentar a expresséo de anti-inflamatorios, como IL-10 e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) em macréfagos humanos diferenciados
derivados de células THP-1 ativados com lipopolissacarideo (LPS). Curiosamente, esses
pesquisadores observaram uma reducdo simultanea nos niveis de mTOR, sugerindo o
envolvimento de vias pré-autofagicas na capacidade anti-inflamatéria do CBD em células
macrofégicas (Yeisley et al., 2021a).

1.9.2. Estudos pré-clinicos in vivo

Em relacéo a pesquisa in vivo, estudos anteriores associaram as agdes neuroprotetoras do
CBD a sua capacidade de reduzir a neuroinflamacdo e controlar a reatividade da micréglia
em varios modelos de doencgas do SNC (Yousaf et al., 2022). Em primeiro lugar, em
relacdo aos modelos de epilepsia, em convulsdes excitotdxicas induzidas por acido
kainico, o CBD inibiu os sinais de reatividade amebdide microglial e acimulo de
mediadores pro-inflamatdrios secretados pelas micréglia, além da reducdo da expressao
induzivel de 6xido nitrico sintase (iNOS) e diminui¢do do nimero de neurdnios ectopicos
(Victor et al., 2022). Esses achados também foram replicados no modelo bilateral de
convulsdes induzidas por pilocarpina intra-hipocampal, onde o CBD preveniu
neurodegeneragdo, microgliose e astrocitose de maneira dependente de PI3Ky (Lima et
al., 2020).

No entanto, a associacdo mais direta entre as acdes do CBD e as agOes supressoras da
micréglia foi dada em modelos murinos de esclerose multipla. De fato, Kozela et al.
demonstrou a capacidade do CBD de atenuar a progressdo da doenga no modelo
experimental de encefalomielite autoimune (EAE), o que foi seguido por redugdo dos
sinais de reatividade microglial e recrutamento de células T periféricas na medula
espinhal (Kozela et al., 2011). Além disso, no modelo de desmielinizacdo induzido por
cuprizona, o CBD reduziu o acimulo de microglia e aumento dos marcadores de estresse
oxidativo nas lesdes desmielinizantes ativas (catalase, superoxido dismutases e
glutationa) (Sajjadian et al., 2017). Finalmente, no modelo de camundongos fémeas
susceptiveis a doenca desmielinizante induzida pelo virus da encefalomielite murina de
theiler (TMEV-IDD) [32], o CBD reduziu o aumento progressivo de citocinas e

quimiocinas pré-inflamatorias, inibiu a ativacdo microglial e baixou a expressdo da



64

molécula-1 de adesdo celular vascular, quimiocina (motivo C-C) ligante (CCL)2 e CCL5
(Mecha et al., 2013).

Em relacdo aos transtornos psiquiatricos, apesar de haver evidéncias convincentes
mostrando efeitos antidepressivos e ansioliticos/panicoliticos promissores do CBD (Sales
et al., 2019; Sartim et al., 2016; Soares & Campos, 2017), poucos estudos abordaram a
contribuicdo de sua acdo imunorreguladora para esses efeitos. Até o0 momento, apenas
dois estudos investigaram o perfil dos efeitos comportamentais e neuroimunes do CBD
em modelos de depressdo baseados em inflamacdo (Florensa-Zanuy et al., 2021; Tito et
al., 2021). Como mencionado, o comportamento tipo-doenca é um espectro de respostas
neurocomportamentais a ameacas imunologicas que imitam alguns aspectos da depressao
e podem ser induzidas em roedores por injecdo sistémica de LPS (Dantzer et al., 2008).
No entanto, esse espectro de alteragbes comportamentais varia de acordo com o tempo
apos os estimulos imunes. As reacdes de fase aguda, como hipotonia, febre e hipofagia
sdo predominantes algumas horas apds o desafio imunologico, o que caracteriza o
comportamento doentio. Mais tarde, apos o desafio imunologico (12-24h), as reagdes
agudas diminuem, mas os sintomas relacionados ao humor ainda estdo presentes, o que

caracteriza o comportamento do tipo-depressdo (Custodio et al., 2013).

Nesse contexto, Tito et al., 2021 demonstraram que uma inje¢do Unica de CBD (30
mg/kg) preveniu o comportamento tipo-doenga induzido pelo LPS no teste de nado
forcado (FST). Além disso, o CBD reduziu o aumento da IL-6 e o aumentou o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e do fator de crescimento neural (NGF)
causado pelo LPS no hipocampo e hipotalamo de camundongos (Tito et al., 2021). Outra
evidéncia interessante fornecida por Florensa-Zanuy e colaboradores, 2021, mostrou que
0 CBD (30 mg/kg) preveniu o comportamento do tipo-depressdo induzido por LPS no
FST e no teste de preferéncia por sacarose (12h apds o desafio). Alem disso, o CBD
diminuiu a ativacdo do NFkB, e preveniu o aumento dos niveis de IL-6 no plasma e no
cérebro, bem como o aumento das taxas de KYN/TRP e KYN/5-HT no hipocampo e

cortex no modelo de injecéo sistémica de LPS (Florensa-Zanuy et al., 2021).

Em relacdo aos modelos de esquizofrenia e toxicidade induzida por antipsicoticos, Gomes
et al. demonstraram que o CBD né&o apenas melhorou os sintomas comportamentais do
tipo-esquizofrenia, mas também reduziu os marcadores de ativacao glial, Ibal e GFAP,
em varias regides cerebrais em camundongos expostos ao antagonista glutamatérgico

MK-801 (Gomes et al., 2015). Além disso, no modelo animal de esquizofrenia induzido
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por ativacao imune pré-natal por acido poliinosinico:policitidilico (poli I:C), o tratamento
com CBD na periadolescéncia (30-60 dias pds-natal) protegeu contra o surgimento de
sintomas tipo-esquizofrenia em adultos (Peres et al., 2016). Além disso, Sonego et al,
2018 relataram que o tratamento diario com CBD preveniu a discinesia orofacial induzida
por haloperidol em camundongos. O CBD reverteu os sinais de ativagdo da microglial,
citocinas pré-inflamatérias e marcadores ROS no corpo estriado de camundongos.
Descobertas semelhantes foram replicadas com células microgliais primarias tratadas
com CBD e ativadas por LPS. Em ambas as condicdes, os efeitos do CBD foram
bloqueados pela coadministracdo de um antagonista PPARY seletivo GW9662 (Sonego
etal., 2018).

1.9.3. Estudos clinicos

Em relacdo aos estudos clinicos, ndo ha nenhum ensaio clinico concluido avaliando a
eficacia do CBD para transtornos psiquiatricos e sua relacdo com desfechos imunolégicos
e inflamatorios. Semelhante a evidéncia pré-clinica, a maioria dos ensaios clinicos que
avaliaram essa associacdo foram conduzidos com coortes de pacientes com esclerose
maultipla. Até onde sabemos, existem cinco estudos realizados com pacientes com essa
doenca que examinaram o perfil imunolégico periférico de pacientes tratados com varias

preparagdes de canabinoides, ndo apenas CBD (Filippini et al., 2022).

Trés desses estudos foram realizados em individuos tratados com nabiximols (um extrato
especifico de Cannabis aprovado em 2010 como medicamento botanico com o nome
comercial de Sativex que contém 2,7 mg de A9-THC e 2,5 mg de CBD por puff). Todos
0s trés estudos foram observacionais, 0s nabiximois foram administrados diariamente por
4 a 6 semanas (Centonze et al., 2009; Santoro et al., 2017; Sorosina et al., 2018). No
entanto, nenhum desses estudos relatou qualquer efeito significativo na imunidade
periférica e, em particular, Centonze et al. (2009) incluiu resultados detalhados sobre o
perfil imunologico dos 20 pacientes recrutados, mostrando nenhuma modificacdo da
frequéncia de células CD3+, CD14+, CD19+, CD56+, CD4+ ou CD8+ no sangue

periférico (Centonze et al., 2009).

Os dois estudos restantes sdo, ao contrario, ensaios clinicos destinados a avaliar os efeitos

dos canabindides nos sintomas de esclerose multipla. Nenhum dos estudos empregou



66

CBD puro como droga de teste, no entanto, eles foram incluidos na anélise, pois ambos
empregaram preparagdes contendo quantidades significativas de CBD e relataram dados
sobre as fungdes imunologicas periféricas dos pacientes. No primeiro (Killestein et al.,
2003), os pacientes receberam durante 4 semanas dronabinol, extrato padronizado de
planta inteira de C. sativa (contendo 2,5 mg de THC e 20-30% de CBD) e placebo. Todos
os tratamentos ndo tiveram efeitos na frequéncia de células T e B circulantes, mondcitos
e células NK, nem nos niveis plasmaticos de TNF-a, 1L-12p40, I1L-12p70 e IL-10, nem
na proliferacdo ex vivo de células T (Killestein et al., 2003). O segundo (Katona et al.,
2012) relatou dados de 100 pacientes com esclerose multipla, mostrando nenhum efeito
nos niveis séricos de IFN-y, IL-10, IL-12 ou PCR, ou em frequéncia de células T CD3+
que expressam IFN-y circulantes apds tratamento com essas drogas (Katona et al., 2012).
No entanto, nenhum deles avaliou o perfil de marcadores imunoldgicos no liquor ou por
meio de estudos de neuroimagem relacionadas a neuroinflamagdo, como usando
tragadores radioativos para a proteina translocadora 18 kDa (TSPO) ou marcadores
derivados, levantando a questdo se o CBD poderia estar impactando as respostas

inflamatdrias no SNC.

Portanto, em conjunto, as evidéncias pré-clinicas atuais apoiam o uso promissor do CBD
para condicdes relacionadas a neuroinflamacéo e sugerem um mecanismo relacionado ao
controle da reatividade pro-inflamatdria da microglia. No entanto, ndo ha evidéncias
clinicas suficientes que suportem essa afirmacdo, especialmente para transtornos
psiquiatricos. Além disso, quais alvos podem estar potencialmente envolvidos nessa agéo
do CBD na micrdglia e nas respostas imunes cerebrais, como os receptores CB1R, CB2R,
adenosina ou vaniloides, bem como quais vias metabdlicas e celulares, como a inducéo
da autofagia, também ndo sdo compreendidos. Essas e outras questdes representam alvos

interessantes para pesquisas futuras no campo de estudo CBD e canabindides.

1.10. Autofagia: Conceito e Relevancia para Homeostasia do Sistema

Nervoso Central

Em eucariontes, a autofagia € um mecanismo evolutivamente conservado, considerado
como o principal sistema de degradacdo intracelular, onde os diversos componentes

citoplasmaticos danificados sdo destinados a degradacdo lisossdmica. Ademais, esses
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componentes e seus derivados podem ser utilizados pela maquinaria celular para geragéo
de energia ou como substrato para sintese de novas moléculas orgénicas ou organelas
(AMAN et al., 2021). Varios estimulos extracelulares e intracelulares promovem
autofagia, representando um mecanismo essencial pelo qual as células podem se adaptar
a mudangas nas condi¢cBes ambientais. No entanto, niveis basais de autofagia estdo
presentes em todas as células e compBem mecanismo essencial a manutencdo da
homeostase (DIKIC; ELAZAR, 2018).

A depender de como o material citoplasmético destinado a autofagia € entregue aos
lisossomos, a autofagia pode ser classificada em trés subtipos principais: macroautofagia,
microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (AMAN et al., 2021). De forma
suscinta, na macroautofagia, aqui referida genericamente como autofagia, por constituir
o principal sistema de degradacdo e renovagdo celular no SNC, uma porcdo do
citoplasma, incluindo agregados proteicos e organelas danificadas é envolvido por uma
vesicula de membrana dupla, chamada de autofagossomo, que passa por uma série de
processos de maturacdo até sua fusdo com os lisossomos, originando o
autofagolisossomo. Nesse Ultimo, a lise enzimatica dos contelidos citoplasmaticos
acontecera. A microautofagia, por sua vez, se refere ao engolfamento de pequenas
porcdes citoplasmaticas pela membrana dos lisossomos, sendo semelhantemente
degradadas. Por fim, a autofagia mediada por chaperonas é um tipo particular de autofagia
em que proteinas especificas sdo destinadas a degradacdo lisossomal por meio de sua
ligacdo e transporte por meio de proteinas reconhecedoras e adaptadoras chamadas
chaperonas. Nas células de mamiferos esse tipo de autofagia € predominantemente
realizado pela chaperona chamada proteina cognata do choque térmico de 70 kDa, do
inglés heat shock-cognate protein 70 KDa (HSP70)(TEDESCO et al., 2023).

Na autofagia (ou macroautofagia), varias proteinas chamadas de proteinas relacionadas a
autofagia, produto dos genes ATGs, sdo recrutadas em diferentes etapas, incluindo para
formacgédo do autofagossomo, maturacdo, fusdo do autofagossomo com o lisossomo e
degradacéo da carga, seguida pela liberacao de produtos de decomposic¢éo no citosol (Para
uma visdo geral das etapas da autofagia, ver Fig.2). As proteinas ATGs contribuem para
essas etapas e muitas delas sdo essenciais para uma funcdo adequada de autofagia. A
formacdo do autofagossomo inicia-se nos locais de montagem do fagéforo (do inglés
phagophore associated sites, ou PAS), onde uma elongacdo de membrana de dupla

camada em formato de copo se forma englobando parte do citoplasma, formando o
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fagoféro, e quando completamente selada, se torna um autofagossomo. Diferentes
organelas sdo consideradas como fontes de membrana para formag&o do fagéforo, como
reticulo endoplasmatico (ER), mitocondrias e complexo de Golgi, onde mdltiplos PAS
podem surgir (CODOGNO; MEHRPOUR; PROIKAS-CEZANNE, 2012)

A formacdo de fago6foros inicia ap6s a ativacdo de quinase ULK-1 na superficie dessas
membranas, que por sua vez tem como alvo o complexo fosfatidilinositol 3-quinase de
classe I11, o qual recruta maltiplas ATGs, como VPS34, BECN1, ATG14 e VPS15, para
originar o fagoféro. Apds isso, o alongamento da membrana do fagoforo e seu selamento
em uma vesicula é regulado por duas reacdes. Na primeira reacdo, ATG12 ¢é ativado por
ATG7 (ou E1 enzima ubiquitina-ativadora) e transferido para ATG10 (E2 enzima
ubiquitina-ativadora); ap6s essas duas reacOes subsequentes, o ATG12 é ligado
covalentemente ao ATG5 para formar o conjugado ATG12-ATG5. Este complexo
interage com ATG16L1 resultando em um complexo ternario ATG12-ATG5-ATG16L1,
que se localiza na membrana do fagoforo e é essencial para o seu alongamento. Este
complexo se dissocia quando o autofagossomo esté totalmente formado (AMAN et al.,
2021; CODOGNO; MEHRPOUR; PROIKAS-CEZANNE, 2012). A segunda reagéo
envolve a conjugacgéo da familia ATG8, que inclui a cadeia leve 3 da proteina associada
aos microtubulos (MAP-LC3/ATG8/LC3B), proteina associada ao receptor do acido vy-
amino-butirico (GABARAP) e Golgi- intensificador de ATPase associado de 16 kDa
(GATE-16), a fosfatidiletanolamina (FE). LC3B, o membro ATG8 melhor caracterizado,
é clivado por ATG4B para produzir a forma citosélica LC3B-I. LC3-1 é conjugado a FE
na membrana do autofagossomo por meio da reacdo envolvendo ATG7 (semelhante a
E1l) e ATG3 (semelhante a E2), para formar sua isoforma LC3B-11 associado a membrana
do autofagossomo completamente formado. O complexo ATG12-ATG5-ATG16L
também pode contribuir para conjugacdo de LC3B-I a FE, originando LC3B-II, atuando
como uma enzima semelhante & ATG3. O LC3B-II esta associado a ambos os lados da
membrana do autofagossomo, interna- e externamente, e regula seu tamanho devido a sua
capacidade de determinar a curvatura da membrana (CODOGNO; MEHRPOUR,;
PROIKAS-CEZANNE, 2012).
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Figura 3. Etapas da (macro)-autofagia. A autofagia se inicia com a formacdo de uma
estrutura membranar em formato de copo, chamado fagoforo, o qual pela acdo de
diferentes proteinas ATG, como ATG3, ATG5, ATG7, ATG12 e LC3BI-II, se elonga
envolvendo um conteudo (cargo citoplasmatico) e se fechando ao redor de si mesma,
formando uma vesicula de dupla-membrana selada. Esse vesiculo o autofagossomo é
transportado para regides perinucleares onde se fundem com os lisossomos, formando os
autofagolisossomos. Por fim, o conteldo dessas vesiculas é degradado pelas enzimas
liticas lisossomais, e 0 material originado, como aminoacidos, &cidos ndcleicos e lipideos,
pode ser reutilizado em diferentes processos metabdlicos pela célula. Figura criado com
Biorender.com.

Os autofagossomos séo, entdo, mobilizados em dire¢do aos lisossomos ao longo dos
microtUbulos por meio do transporte dependente de dineina; entdo, a membrana externa
do autofagossomo se funde com o lisossomo para formar um autolisossomo, um processo
que requer a proteina de membrana lisossdmica LAMP-2 e a GTPase Rab7. Logo apds a
fusdo, LC3B-II ligado & membrana externa é removido pela ATG4B e é reciclado a sua
forma LC3B-1 que pode ser reutilizada nos estagios inicia do fluxo autofagico(SIL;
MUSE; MARTINEZ, 2018) . A funcdo adequada e a integridade dos lisossomos sao
essenciais para que ocorra uma fusdo bem-sucedida. A degradacdo da membrana interna
e do contetdo do autofagossomo, incluindo LC3B-I1, depende de hidrolases lisossémicas,
como as catepsinas B, D e L. O contetdo degradado do autolisossomo ¢ liberado no
citosol para sintese de proteinas, geracdo de energia pela sintese de ATP e manutencéo
da homeostase celular (CASTOLDI; PIETROCOLA, 2021).
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Um inibidor central da autofagia ¢ 0 mTOR, uma proteina quinase Ser/Thr originalmente
reconhecida como um alvo da rapamicina, que esta envolvida em Varios processos
celulares, como sintese proteica, crescimento, deteccdo de alteragbes nutricionais,
ambientais e autofagia. O mTOR integra varios sinais celulares que controlam a atividade
autofagica. Sob condigdes ricas em nutrientes, a ativacdo do mTOR pelo excesso de
aminoacidos, sobretudo triptofano, regula negativamente a autofagia através da inibicao
do complexo ULK-1 e proteinas associadas, como ATG13, FIP200 e ATG101. Em
contraste, ap6s privacao de nutrientes (do inglés, starvation) ou inibicao pela rapamicina,
a inativacdo do mTOR leva a uma forma estavel do complexo ULK-1 ativado, localizado
na superficie do fago6foro, induzindo as etapas iniciais do fluxo autofagico (CODOGNO;
MEHRPOUR; PROIKAS-CEZANNE, 2012).

Além disso, foram descobertas vias ndo-canonicas de autofagia, nas quais a formacéo de
autofagossomos ocorre na auséncia de algumas proteinas-chave da autofagia, como
ATG7, ATG5, LC3 e BECLINL1. Essas vias ndo candnicas foram identificadas em certas
circunstancias celulares e seu papel na homeostase celular ndo é completamente
esclarecido. De nota, a autofagia independente de LC3B e BECLINL1 e por vias néo-
candnicas contribui para a apoptose, ou apoptose induzida por autofagia, em neurénios
corticais expostos ao agente pré-apoptotico estaurosporina (SIL; MUSE; MARTINEZ,
2018). Por outro lado, fibroblastos embrionarios de camundongos knockout para ATG5
ou ATG7 podem ter autofagia induzida mesmo na auséncia dessas proteinas-chave
quando expostos a certos estressores, como estaurosporina e privacdo de nutrientes.
Curiosamente, nessas condicOes, a lipidacdo de LC3B-I para LC3B-Il ndo ocorre,
sugerindo que as proteinas LC3B e as semelhantes a ubiquitina, de nota ATG3, ATG7 e
0 complexo ATG12-ATG5-ATG16L, ndo sdo necessarias para essa via de autofagia
alternativa. No entanto, algumas proteinas convencionais relacionadas a autofagia,
incluindo ULK-1 e o complexo VPS34, se mostraram necessarias para a autofagia
alternativa(LIANG, 2019; STAVOE; HOLZBAUR, 2019). Esses achados sugerem que,
sob certas condigdes de estresse, pode ocorrer uma via de autofagia alternativa, entretanto
as vias de autofagia convencionais ou canbnicas sdo necessarias para a depuracdo de

agregados proteicos e organelas defeituosas nos neurdnios em situacao de homeostase.
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Figura 4. Via candnica da autofagia. Visao esquematica da via "candnica" e das principais
proteinas reguladores relacionados a autofagia (ATGs). A imagem mostra as quatro
etapas e ATGs envolvidas, a partir da formacao do fagéforo, alongamento e maturagédo
do autofagossomo, até a fusdo autofagossomo-lisossomo. Para detalhes, consulte o texto.
ATG: autophagy-related protein; mTOR: mammalian target of rapamycin; AMPK: AMP-
activated protein kinase; PI3K: phosphoinositide-3-kinase; MAPK: Mitogen-activated
protein kinases; ERK: Extracellular signal-regulated kinase; FE: fosfoetanolamina.
Figura criada pelo autor com Biorender.com.

Ademais, a autofagia pode ser seletiva ou ndo seletiva. A seletividade é mediada por
receptores de autofagia que reconhecem tanto as cargas marcadas com sinais de
degradacdo quanto a membrana do autofagossomo atraveés da regido de interacdo com
LC3B-11 (TEDESCO et al., 2023). A proteina de ligacdo a ubiquitina p62/SQSTML1 € o
receptor de autofagia mais bem caracterizado e sua degradagéo no autofagolisossomo tem
sido amplamente utilizada como medida do fluxo autofagico e seu acumulo corresponde
aum acumulo do cargo autofagico e potencialmente comprometimento nos estagios finais
de fusdo autofagossomo com lisossomos ou da maquinaria enzimatica lisossomal
(KUMAR; MILLS; LAPIERRE, 2022).

No cérebro adulto de mamiferos, a neurogénese € limitada a sobretudo duas regifes: o
giro denteado do hipocampo e a zona subventricular. Assim, como células altamente

diferenciadas, ndo ha substancial rotatividade de neurbénios no cérebro adulto e eles
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devem sobreviver por grande parte da vida do individuo. Como células pos-mitéticas, 0s
neurbnios dependem da autofagia e de outro sistema de qualidade de proteinas para a
manutencdo da homeostase intracelular, e, portanto, da viabilidade neuronal. A relevancia
da autofagia como um mecanismo de controle de qualidade e eficiéncia celular no SNC
é evidenciada em modelos animais onde os genes ATGs sdo deletados geneticamente
(STAVOE; HOLZBAUR, 2019). Camundongos knockout para ATG5, ATG7 e FIP200,
especificamente no SNC, apresentam defeitos neuroldgicos e comportamentais,
sobretudo déficits desenvolvimentais, incluindo reflexos anormais de aperto de membros,
ataxia locomotora, déficits na coordenacdo motora e comprometimento cognitivo, o que
resulta em morte precoce(DANA et al., 2020; TANG et al., 2014). A deficiéncia desses
genes relacionados a autofagia causa o acimulo de proteinas poli-ubiquitinadas em quase
todas as regides do cérebro, formando corpos de inclusdo que aumentam de tamanho e
namero com a idade do animal. Além disso, 0s animais apresentam degeneracdo axonal
e morte neuronal precoce no cortex cerebral e cerebelar (DENG et al., 2021). Esses
achados destacam a importancia de uma depuracdo continua de proteinas citosolicas por
meio da autofagia basal, a fim de evitar o acimulo de proteinas anormais, que podem
prejudicar a fungédo neuronal, bem como seu papel de destaque para um desenvolvimento

normal.

A autofagia também desempenha um papel importante na degradacdo de proteinas
propensas a formacao de agregados neuropatogénicos, como a huntingtina (relacionada a
doenga de Huntington) e a a-sinucleina (relacionada a Doenca de Parkinson). Em
concordancia, a disfuncdo da autofagia, levando ao acimulo de proteinas patogénicas e
vacuolos de autofagia, tem sido relatada em diversos distdrbios neurodegenerativos
(GUO et al., 2018). Por outro lado, a estimulagdo da autofagia reduz o acimulo de HTT
e a-sinucleina em diferentes areas cerebrais, como hipocampo e substancia nigra, reduz
as alteracbes comportamentais caracteristicas dessas doencas em diferentes modelos
animais, e se apresenta como um mecanismo adaptativo potencial contra essas alteracdes
neuropatogénicas. Além de um papel de degradacdo e reciclagem de componentes
celulares, a autofagia funciona como uma resposta adaptativa exercendo agoes
citoprotetoras e anti-inflamatorias (CHANG, 2020). A inibicdo farmacologica ou
genética da autofagia diminui a capacidade neuronal de responder a insultos nutricionais,
fisicos e quimicos, sugerindo um papel adaptativo que contribui para restabelecer as
condicdes fisiologicas. Em contraste, também héa evidéncias de que a autofagia pode levar
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a morte celular, denominada morte celular autofagica, inclusive em neur6nios, sob certas
condicBes, como privacdo de nutrientes e hipdxia/isquemia. Assim, a autofagia pode
exercer uma agao citotoxica em vez de citoprotetora em algumas circunstancias (JUNG;
JEONG; YU, 2020). O papel diferencial da autofagia como uma resposta adaptativa ou
um mecanismo que contribui para a morte celular esta relacionado com a intensidade e a
duracdo do estimulo estressor, da etapa desenvolvimental e do tipo celular envolvido
(células mitdticas versus pos-mitoticas) (JUNG; JEONG; YU, 2020).

As sinapses sd0 componentes neuronais criticos para a funcdo cerebral. A atividade
sinaptica requer a participacao de uma grande quantidade de proteinas, que sao altamente
susceptiveis a danos que levam ao seu acumulo e prejuizo de funcdo. A reciclagem de
proteinas relacionada a autofagia desempenha um papel crucial na remocao de proteinas
danificadas e na manutencdo da homeostase nas sinapses. Além disso, a autofagia regula
a estrutura e a funcdo pré-sinaptica (LIANG, 2019). Foi relatado que a deficiéncia de
autofagia em neurénios dopaminérgicos resulta em secrecdo aumentada de dopamina em
resposta a estimulacdo elétrica e recaptacdo pré-sinaptica acelerada devido a falta de
renovacgdo das vesiculas de neurotransmissores. Por outro lado, a autofagia aumentada
induzida pela rapamicina diminuiu a densidade das vesiculas sinapticas dopaminérgicas
por uma liberacdo excessiva desse neurotransmissor (DECRESSAC et al., 2013;
VIDYADHARA et al., 2023). Isso sugere que a autofagia regula a neurotransmissao por
meio da degradagdo das vesiculas sinépticas, alterando o volume do terminal sinéptico e
a liberacdo de alguns neurotransmissores. Além disso, a autofagia esta envolvida na
plasticidade sinaptica. Ap6s o fenémeno de depressdo de longa duracdo, processo de
plasticidade usualmente associado com a extingdo de memorias e dele¢do de algumas
sinapses, autofagossomos se acumulam nos dendritos e espinhos dendriticas das sinapses
afetadas e contribuem parcialmente para a degradacédo do receptor AMPA de glutamato
(COMPANS et al., 2021). Nessas condigdes, 0 knockout de ATG7 e consequente inibicao
da autofagia canbnica recuperou parcialmente os niveis do receptor AMPA na superficie
sinaptica, sugerindo também o envolvimento de outros sistemas de degradacdo
(COMPANS et al., 2021).

Além disso, devido as suas altas exigéncias demanda energética e taxa de consumo de
oxigénio, o cérebro é altamente propenso a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e particularmente vulneravel ao dano ou estresse oxidativo. A capacidade

antioxidante endogena do cérebro para neutralizar EROS também € limitada em
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comparagao com outros 6rgaos(SALIM, 2017). Além disso, o cérebro contém altos niveis
de &cidos graxos poli-insaturados, que sdo alvos da peroxidacéo lipidica pelos EROS, e
podem gerar metabdlitos lipidicos, como eicosandides e leucotrienos, que atuam como
mediadores pré-oxidantes e pré-inflamatérios(AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).
O estresse oxidativo tem sido implicado na patogénese de distarbios neurodegenerativos
e neuropsiquiatricos, que sdo caracterizados por altos niveis de EROS. Nessas
circunstancias, a autofagia tem sido relacionada a reducdo do dano oxidativo e dos niveis
de EROS por meio da remocdo de agregados de proteinas pro-oxidantes e organelas
danificadas (FILOMENI; DE Z10; CECCONI, 2015).

Os EROS, por sua vez, também atuam como moléculas sinalizadoras e modulam varias
vias, incluindo a autofagia, por meio da regulacdo redox de proteinas. O aumento de
EROS normalmente leva a ativagdo da autofagia e ao acimulo de autofagossomos em
diferentes tipos celulares, como neurdnios e células gliais (FILOMENI; DE ZIO;
CECCONI, 2015). Por exemplo, o0 aumento de EROS mitocondriais, principalmente O2-:-
, Induz autofagia mediada pela ativagdo da AMPK durante a privacdo de nutrientes
(TRIPATHI et al., 2013). Da mesma forma, em células de glioblastoma U87, os
inibidores dos complexos mitocondriais I e Il induzem a autofagia mediada por EROS, e
a super-expressao da enzima antioxidante SOD2 reduz acentuadamente a formacéo de
autofagossomos (CHEN; AZAD; GIBSON, 2009). A inibicdo da autofagia reduz a
toxicidade dos inibidores da cadeia de transporte de elétrons mitocondriais, sugerindo que
a autofagia contribui para a morte celular nessas condi¢ées. Em cultura de astrocitos
primarios de camundongo, a inibicdo dos complexos mitocondriais leva falha na cadeia
de transporte de elétrons e liberagdo de EROS mitocondriais e inducdo da autofagia
(KULKARNI et al., 2020). Em contraste, em células de neuroblastoma humano
diferenciadas SH-SY5Y, o tratamento com a neurotoxina rotenona (inibidor do complexo
mitocondrial 1) inibe o fluxo autofagico e leva a morte celular, enquanto o tratamento
com resveratrol, um conhecido indutor de autofagia, previne parcialmente a toxicidade
induzida pela rotenona nessas células (LIN et al., 2014; ZHANG et al., 2018).

Em modelos animais de injaria no SNC como a lesdo cerebral traumatica,
isquemia/reperfusdo e hipoxia, a producao excessiva de EROS estimula o estresse celular
e a inducdo da autofagia. A producédo excessiva de EROS provenientes da nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH oxidase) desempenham um papel importante na

morte neuronal induzida por hipoxia-isquemia e isquemia/reperfusdo in vitro e in vivo
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(ZHANG; WANG, 2018). Porém, embora induzido por esse estimulo, ndo se sabe se 0
aumento do fluxo autofagico evidenciado é uma consequéncia patolégica em cascata ou
um mecanismo adaptativo de compensacdo a esse estresse celular (WU; LIPINSKI,
2019). Nesse contexto, foi demonstrado que o tratamento com o inibidor de autofagia 3-
metiladenina (3-MA), que inibe o complexo PI3K de classe Ill, efetivamente reduz a
abundancia de marcadores de autofagia e a morte neuronal induzida por autofagia. Além
disso, a inibicdo da NADPH oxidase diminuiu a autofagia em um modelo de hipoxia e
privacdo de glicose, sugerindo que a autofagia dependente de estresse oxidativo, contribui
para a lesdo cerebral nessas condi¢fes (XIAO et al., 2021). Também, durante condi¢des
de hipoxia, a autofagia também pode ser regulada pelo fator induzivel por hipoxia-1
(HIF1), um elemento-chave na resposta celular a hipoxia. O HIF é estabilizado por EROS
e pode ativa genes-alvo pro-inflamatdrios, como os elementos de resposta transcricional
ao NFkB, como IL-6 e TNFa (WANG et al., 2017).

Como mencionado, os neurbnios sdo particularmente vulneraveis ao acumulo de
proteinas mal dobradas e organelas danificadas; devido a sua natureza pos-mitética
altamente diferenciada, os agregados proteicos ndo sao dissipados pela diviséo celular
nessas celulas. Além disso, o declinio dos sistemas de degradacgéo e controle de qualidade
de proteinas com o envelhecimento contribui ainda mais para a vulnerabilidade neuronal
aos efeitos patogénicos desses agregados toxicos. Para dar um exemplo ilustrativo,
aproximadamente 30% das proteinas recentemente traduzidas sdo mal dobradas e estdo
propensas a formar agregados intracelulares(STAVOE; HOLZBAUR, 2019). Portanto,
os sistemas de eficiéncia e controle celular operam continuamente para garantir o fluxo e
degradacdo de proteinas mal dobradas e manter a proteostase (homeostasia de proteinas).
Esta maquinaria envolve o sistema de redobramento, composto por chaperones, e de
degradacdo e reciclagem, composto pelo sistema de autofagia e ubiquitina-
proteassoma(LIANG, 2019).

O sistema ubiquitina-proteassoma (UPS) representa a primeira linha de defesa contra
proteinas mal-dobradas. No entanto, agregados ou formas oligoméricas de proteinas mal
dobradas normalmente ndo séo eficientemente degradadas pelo sistema UPS. Além disso,
acumulo adicional de proteinas mal dobradas, em uma alca de retroalimentacéo positiva
patoldgica (TURKER; COOK; MARGOLIS, 2021). Por outro lado, a autofagia pode

degradar grandes complexos proteicos, agregados e organelas danificadas. Apés a
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inibicdo do UPS, a atividade de autofagia aumenta como um mecanismo compensatério
para aliviar o estresse proteotoxico subsequente. A autofagia neuronal basal é critica para
evitar o acumulo de proteinas ubiquitinadas e corpos de inclusdo neuropatogénicos
(LOTTES; COX, 2020). Assim, manipulacbes genéticas ou farmacoldgicas que
aumentem ou reduzam a autofagia basal podem impactar fortemente na depuracgéo de uma
variedade de proteinas propensas a formar agregados intracelulares com consequéncias

neuropatogeénicas.

Como mencionamos anteriormente, 0 p62/SQSTML1 é o receptor de autofagia mais bem
caracterizado, exercendo papel importante na degradacdo via autofagia de proteinas
ubiquitinidas, agregados proteicos e organelas disfuncionais. Ademais, alteracGes na
expressao e modificacBes pos-translacionais da p62/SQSTML1 é um achado comum entre
varias doencas neurodenegerativas e neuropsiquiatricas(KUMAR; MILLS; LAPIERRE,
2022, p. 62). Por exemplo, a fosforilagcdo de p62/SQSTM1 na serina 403 pela caseina
quinase 2 (CSK2) aumenta a afinidade de p62/SQSTM1 para proteinas poli-ubiquitinadas
e a subsequente degradacdo mediada por autofagia. Por exemplo, a super-expresséo de
CSK2 reduz a formagdo de grandes inclusdes de HTT, reduzindo a neurotoxicidade
desses agregados (MATSUMOTO et al., 2011) . Ademais, a super-expressdo de HTT
induz um aumento concomitante na expressao de p62/SQSTML, sugerindo que p62
desempenha um papel importante de resposta adaptativa a proteo-toxicidade em modelos
de doencas de Huntginton (RUE et al., 2013). Da mesma forma, o estresse proteotoxico
induzido pela inibicdo do sistema UPS causa fosforilagdo dependente de ULK1 da
p62/SQSTM1 na Serina 409. Essa fosforilacdo aumenta a afinidade de ligacdo da p62 as
proteinas ubiquitinadas e aumenta a eficiéncia da degradacéo do cargo autofagico. Em
contraste, a fosforilagdo de p62/SQSTM1 por ULK1 ndo ocorre sob privagdo de
nutrientes, sugerindo que a ativacdo da sinalizacdo ULK1-p62/SQSTML1 esté envolvida
na deteccéo de estresse celular e ndo relacionada a condicdes de privagdo de aminoacidos
e glicose (LIM et al., 2015).

Outra proteina envolvida na interacdo entre proteassoma e autofagia é a histona
desacetilase 6 (HDACS6), uma desacetilase associada a microtibulos que interage com
proteinas poli-ubiquitinadas. Em moscas Drosophila, a atividade de HDACS6 ¢ critica
para garantir o fluxo autofagico basal. Além disso, a expressdo ectopica de HDACG6 é
suficiente para prevenir a degeneracgéo causada pela inibicdo do proteassoma e toxicidade

por agregados ubiquitinados (LEE et al., 2010). Além disso, 0o HDACS6 controla a fusao
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do autofagossomo com os lisossomos nesse organismo sendo fundamental para a
degradacdo dos agregados proteicos.Curiosamente, 0 HDAC6 ndo é necessaria para a
autofagia induzida pela privacao de nutrientes (ZHAN et al., 2020).

Essas duas proteinas de ligagdo a cargos intracelulares ubiquitinados, p62/SQSTML1 e
HDACSG, conferem especificidade ao controle de qualidade da autofagia e distinguem
agregados proteicos aberrantes e organelas danificadas. p62/SQSTM1 e HDAC6 ligam-
se preferencialmente a proteinas ubiquitinadas associadas a lisina 63 (K63). A delecédo de
p62/SQSTM1 ou HDACS6 induz um acumulo robusto de cadeias de ubiquitina ligadas a
K63 no cérebro de camundongos e causa alteracdes neurodegenerativas. 1sso sugere que
0 tipo especifico de cadeias de ubiquitina adicionadas a proteinas mal dobradas determina

a qual via de degradacéo elas sédo entregues (YAN et al., 2013).

Além dos agregados proteicos, organelas danificadas, como as mitocdndrias, podem ser
marcadas com ubiquitina e desencadear a autofagia seletiva, chamada de mitofagia. Apos
o0 dano mitocondrial por diferentes fatores, como estresse oxidativo, a ubiquitina quinase
PINK1 é translocada para a membrana externa da mitocondria e ativa a ubiquitina ligase
Parkin, que constroi cadeias de ubiquitina para recrutar receptores de autofagia. Apos,
isso as protéinas ligases responsaveis pela formacdo do fagdéforo, como ULK-1, e
posteriormente, a maquinaria de maturacgdo das vesiculas autofagicas se formam ao redor
da mitocondria danificada(JETTO; NAMBIAR; MANJITHAYA, 2022). Nessas
condigdes, PINK1 recruta os receptores de autofagia NDP52 e optineurina, e nédo
p62/SQSTM1(GELMETTI et al., 2017). Nos Gltimos anos, evidéncias crescentes tem
apontado o papel da mitofagia e sua disfuncdo na génese de varios transtornos
neurodegenerativos e neuropsiquiatricos. Entretanto, esse ndo é foco principal desse

trabalho, para revisdes no tema, por favor, consulte (WANG; LIU; LU, 2019).

Por fim, com essas evidéncias, fica claro que a autofagia € um mecanismo fundamental
para a 0 homeostasia do SNC. Esse processo de auto-degradacao esta presente em todas
as células de mamiferos e tecidos, tendo papel importante no SNC, sobretudo em
neurdnios por sua natureza altamente diferenciada. Portanto, esse processo garante a essas
células um mecanismo direcionado a degradacdo de materiais intracelulares
desnecessarios ou danificados e contribui para a reclicagem basal e qualidade das proteins
e complexos intracelulares produzidos. Por outro lado, situacdes de estresse celular, como
privacdo de nutrientes e morte celular, podem desencadear uma resposta que pode ser

citoprotetora ou citotdxica a depender da intensidade, durac¢éo do estimulo e tipo celular.
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Entretanto, parece ser consenso, de que um fluxo basal adequado de vesiculas autofagicas
e sua degradacdo é mecanismo fundamental para a sobrevivéncia neuronal e

funcionamento 6timo do SNC.

1.11. Autofagia e regulacéo das fungdes de Microglia e Macroéfagos

Embora muitos estudos tenham focado no papel da autofagia em neurénios no contexto
de homeostasia e patologia do SNC. Mais recentemente o papel da autofagia também tem
sido destacado para o controle das fun¢Bes microgliais. As microglia sdo os principais
orquestradores do sistema imune inato no cérebro, e portanto das respostas inflamatérias
nesse 6rgdo. Semelhantemente, evidéncias crescentes indicam que a autofagia regula
finamente as respostas imunes inatas e adaptativas periféricas, influenciando ativamente
a secrecdo de mediadores pro-inflamatérios, fagocitose e apresentacdo de antigenos, em
macrofagos e outras células monociticas periféricas, o que também parece ser verdade
para a microglia (PLAZA-ZABALA; SIERRA-TORRE; SIERRA, 2017; SIL; MUSE;
MARTINEZ, 2018).

De fato, as microglia sdo os fagdcitos profissionais do cérebro, capazes de englobar e
degradar micro-organismos, bem como células apoptdéticas, fragmentos de mielina, restos
axonais, depositos de proteinas e sinapses. A fagocitose € um mecanismo evolutivamente
conservado pelo qual uma célula reconhece, engloba e degrada componentes
extracelulares nos lisossomos utilizando uma maquinaria celular que, até certo ponto, é
semelhante a da autofagia (BROWN; NEHER, 2014). Certamente, autofagia e fagocitose
compartilham semelhangas morfoldgicas e mecanisticas marcantes, uma vez que ambos
0s processos dependem da formacdo de estruturas vesiculares transitorias
(autofagossomos e fagossomos, respectivamente) que engolfam e entregam carga
englobada aos lisossomos para lise. Além disso, autofagia e fagocitose sdo formas
primitivas de aquisicdo de nutrientes, e ambos 0s processos desempenham funcdes
essenciais na manutencdo da homeostase celular e tecidual através da degradacdo de
material de contetdos intra- e extracelulares. Entretanto, ao contrario da autofagia, que
pode ser encontrado em praticamente todos o0s tipos celulares e tecidos em mamiferos, a
fagocitose é uma atividade especializada de um conjunto de células imunes, incluindo
macrofagos e microglia, células dendriticas e neutrofilos. Curiosamente, evidéncias

recentes indicam uma interagédo funcional importante entre autofagia e fagocitose durante
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a resposta imune inata em macrofagos periféricos, bem como na micréglia. A potencial
acao reguladora da autofagia sobre a fagocitose pode ocorrer em diferentes etapas da a
cascata fagocitica, incluindo engolfamento de carga, maturacdo de fagossomos e sua
fusdo (PLAZA-ZABALA; SIERRA-TORRE; SIERRA, 2017).

Nesse contexto, um exemplo ilustrativo da relacdo entre autofagia e fagocitose é a
participacdo de proteinas ATGs em mecanismos de fagocitose, em especial a fagocitose
mediada pela proteina LC3B. De fato, durante esse Ultimo processo, a maquinaria de
proteinas relacionadas a LC3B é direcionada para os fagossomos recém-englobados para
promover um adequado transporte e fusdo com os lisossomos (MUNZ, 2016; ROMAO
et al., 2013). Nesse contexto, a fagocitose mediada por LC3B tem papel importante nas
respostas desencadeadas por apresentacdo de antigenos extracelulares e regulacdo do
processo inflamatdrio apds ativacdo de receptores do tipo Toll (do inglés, toll-like
receptors ou TLRs), ou por células apoptéticas. Em todas essas condicdes, a proteina
LC3B é recrutada para o fagossomo de membrana Unica, dependendo da atividade de
outras proteinas autofagicas, como BECLIN-1, ATG-5 e ATG-7, porém independente do
recrutamento da enzima ULK-1(MARTINEZ et al., 2011). Como consequéncia, LC3B
associa-se a fagossomos de membrana Unica, sugerindo indugéo de fagocitose na auséncia
de uma resposta autofagica (MUNZ, 2016). Portanto, durante a fagocitose mediada por
LC3B, o recrutamento da maquinaria de autofagia promove a degradacao eficiente da
carga extracelular por fagocitose. No entanto, ndo esta claro se a translocacdo dessas
proteinas ATGs para fagossomos é um evento essencial para a conclusao da fagocitose,
uma vez que foi demonstrado que macrofagos periféricos derivados de camundongos
knockout para ATG-5 e ATG-7 ndo exibem um atraso na maturacdo de fagossomos
contendo particulas opsonizadas e sua degradacdo em fagolisossomas (SANJUAN et al.,
2007). Isso sugere que as proteinas ATGs podem nao ser necessarias para todos 0s tipos
de fagocitose.

Além disso, a autofagia foi sugerida como um mecanismo importante para a fagocitose
de corpos apoptoticos mediada por microglia e macrofagos. De fato, o tratamento com o
inibidor autofagico 3-MA, que bloqueia a ativacdo do complexo PI3K de classe Il
induzidos pela ULK-1, foi capaz de reduzir a fungdo fagocitica e impactar negativamente
a viabilidade de macrofagos murinos em cultura, indicando um possivel efeito
citoprotetor da autofagia para essas células (ZHOU et al., 2016). Também, o tratamento
com o 3-MA foi capaz de inibir a fagocitose basal mediada por LC3B em macréfagos,
entretanto, nao foi esclarecido em quais etapas celulares o 3-MA de fato estaria inibindo
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para impactar nos mecanismos de fagocitose, uma vez que a fagocitose dependente de
LC3B seria independente da funcdo da ULK-1 (ROMAO et al., 2013).

Por outro lado, foi demonstrado que eventos indutores de autofagia, como privacao de
nutrientes ou o inibidor do complexo mTOR rapamicina diminuem de forma reversivel a
atividade fagocitica de macrdfagos periféricos em cultivo celular, sugerindo que a
inducdo de autofagia também pode diminuir a capacidade fagocitica de macréfagos. No
entanto, esse estudo ndo demonstrou de forma conclusiva se o fluxo de autofagia foi
induzido por falta de nutrientes e rapamicina, nem qual etapa da fagocitose foi impedida
por esse processo, como reconhecimento, internalizagéo, ou a degradagdo de substratos
fagociticos (LIMA et al., 2011). Em alinhamento com as evidéncias anteriores acerca da
participacdo da autofagia como regular positivo da fagocitose, outro estudo demostrou
que a privacdo de nutrientes, com consequente aumento do fluxo autofagico em
macrofagos periféricos, regulou positivamente a fagocitose de bactérias. No entanto, esse
estudo também reportou que o aumento da atividade fagocitaria ndo dependeu da inducéo
de vias can6nicas autofagicas, uma vez que o knockdown do gene de ATG-7 ndo impactou
nessa resposta (MARTINET et al., 2009). Em concluséo, mais estudos sdo necessarios
esclarecer as consequéncias da ativacdo da autofagia na resposta fagocitaria de
macrdfagos. Estudos semelhantes também precisam ser conduzidos para linhagens e

ceélulas microgliais primarias.

No SNC, a remocao de células apoptoticas pelas microglia € um mecanismo crucial para
prevenir o extravasamento de substratos tdxicos e pré-inflamatdrios para o parénquima
cerebral, conhecidos genericamente como padrées moleculares associados ao dano (do
inglés, damage associated molecular patterns ou DAMPS). Isso evita 0 desencadeamento
de mecanismos de autoimunidade contra epitopos do SNC e inflamacdo crénica
(MARQUEZ-ROPERO et al., 2020). Nesse contexto, manipulacdes genéticas de
proteinas relacionadas a fagocitose em moscas Drosophila demonstraram o impacto da
fagocitose de células apoptoticas para a prevencdo da neurodegeneracdo associada ao
envelhecimento. Por exemplo, a dele¢do do receptor fagocitico Draper nessas moscas
levou ao acimulo de neurénios apoptoticos, que persistem ndo degradados, ao longo da
vida e induzem a neurodegeneracdo precoce(ETCHEGARAY et al., 2016). Analise dos
receptores fagociticos relacionados ao englobamento e/ou degradacéo indicou que 0s
defeitos na fagocitose mediada sobretudo por microglia, estavam relacionados sobretudo
a disfuncdes da maturacdo do fagossoma, nas quais proteinas ATGs, como LC3B tem
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papel importante. Também foi demonstrado que a fagocitose por células gliais de
Drosophila depende da ativacdo do complexo TORC1 (proteina homéloga a MTORC1
de mamiferos) e inibicdo de ATG1 (uma proteina homologa a ULK-1 de mamiferos),
uma vez que a delecdo genética ou inibicdo desses fatores, além de inibir o fluxo
autofagico, previne o acimulo de corpos apoptéticos e neurodegeneracdo relacionada
(ETCHEGARAY etal., 2016). Portanto, é possivel hipotetizar que a inibicdo da autofagia
pode permitir a translocacdo da maquinaria de formacdo de autofagossomos para a
fagocitose de corpos apoptoticos. Portanto, é possivel especular que mecanismos
semelhantes ocorram durante a fagocitose de células apoptoticas pela microglia no
cérebro de mamiferos, porém mais estudos precisam ser conduzidos.

Ainda em relacdo a autofagia e fagocitose em micréglia, foi demonstrado que os
emaranhados neurofibrilares de proteina tau, outra alteracdo neuropatoldgica da Doenca
de Alzheimer, podem ser degradadas pela microglia por mecanismos envolvendo
autofagia. De fato, a micrdglia pode internalizar essas fibrilas intracelulares por
mecanismos ndao completamente esclarecidos e sdo degradadas pela formacdo de
vesiculas de membrana dupla que lembram autofagossomos e de forma dependente de
ATG-7 e LC3B (CHO et al., 2014). Esse estudo, porém, ndo esclareceu se esses
emaranhados s&o internalizados, por exemplo, por endocitose, fagocitose ou outros
mecanismos, e ndo e possivel descarta a possibilidade de depuracao desses filamentos por
fagocitose mediada por LC3B, como mencionado para macrofagos periféricos.

A microglia adulta também pode desempenhar um papel fundamental na homeostasia
sinaptica no cérebro adulto e durante o desenvolvimento(TAY et al., 2018). De fato,
diversas evidéncias apontam a participacao de um remodelamento sinaptico disfuncional
microglial e fagocitose excessiva de elementos sinapticos em diferentes doencas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas . Muitas vezes, a perda anormal de sinapses é
um elemento precoce na histéria natural da doenca e precede o surgimento de alteracdes
neuropatologicas mais marcantes, como os depdsitos de beta-amildide, e a perda
cognitiva generalizada na Doenca de Alzheimer (TAY et al., 2018). Estudos avaliando o
papel da poda sinaptica microglial em doencas neurodegenerativas apontam o possivel
envolvimento da autofagia no refinamento das sinapses pela microglia. Ademais, foi
reportado que os genes relacionados a autofagia ATGs podem desempenhar um papel no
desenvolvimento de transtornos desenvolvimentais, como o transtorno do espectro do
autista (TEA) (DENG et al., 2021). De fato, a delecdo condicional de ATG-7 de células

de origem mieloide, incluindo micréglia, provocam alteragdes na eficiéncia da poda
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sinaptica, levando a um numero aberrante de sinapses e prejuizo da conectividade
funcional entre regiGes cerebrais, bem como o aparecimento de anormalidades
comportamentais caracteristicas do TEA, incluindo defeitos sociais e comportamentos
estereotipados (KIM et al., 2017).

Além da fagocitose e suas consequéncias para a homeostasia no SNC, como poda
sinaptica e degradacdo de corpos apoptéticos, a autofagia também desempenha papel
importante na modulacédo das respostas inflamatdrias microgliais. De fato, as microglia
sdo os efetores imunes do cérebro e respondem a modificagcbes no ambiente externo e
interno do SNC(JULG; STROHM; BEHRENDS, 2021). Usualmente, em resposta a
injaria (morte celular) ou infe¢des, a micrdglia assume um estado pré-inflamatério, que
é iniciado com o objetivo de neutralizar a ameaca existente e promover reparo tecidual.
Porém, a ativacdo sustentada ou anormal dessa resposta pré-inflamatoria pode cursar com
consequéncias neurotdxicas e doencas do SNC (TAY et al., 2018).

Nesse contexto, a resposta imune inata pode ser regulada em diferentes niveis celulares,
como ligagdo a receptores de membrana, transcrigdo, modificagcdes pos-translacionais e
epigenética, cujo desfecho final serd descrito no balanco entre citocinas e outros
mediadores pro- e anti-inflamatorios. Nos Gltimos, tem sido dado destaque no papel dos
sistemas de degradacdo proteolitica para controle da resposta imune inata. Evidéncias
prévias ja reportaram o papel do sistema UPS na regulacdo da inflamagdo em macrofagos
e microglia(DERETIC; SAITOH; AKIRA, 2013). Interessantemente, alguns estudos
também destacam o papel da autofagia no controle da resposta imune dessas células (SU
etal., 2016). Nesse contexto, inflamosomas sdo complexos macromoleculares citosélicos
que sdo formados apos o estimulo de DAMPs e ou moléculas derivadas de
microorganismos a receptores associados a padrdes (do inglés, pattern recognition
receptors, PRR) e ativando respostas imunes especificas. Diversos tipos de inflamosomas
foram identificados e eles regulam diferentemente proteases inflamatorias, da familia das
caspases. Ademais, os inflamosomas possuem uma proteina sensor de ligante e
adaptadora, chamada de proteina speck associada a apoptose (do inglés apoptosis-
associated Speck-like protein, ASC). Essa ultima leva a conversdo da caspase-1 para sua
forma ativada e clivagem das citocinas pro-inflamatérias pro-I1L-1p e pro-1L-18 em suas
formas maduras (GUO; CALLAWAY; TING, 2015).

Nos ultimos anos, estudos tem demonstrado que a inducao de autofagia suprimi a ativacao
do inflamasoma chamado de dominio piridina 3 da familia NLR (NRPL3)(PLAZA-
ZABALA; SIERRA-TORRE; SIERRA, 2017). Por outro lado, a inibicdo do fluxo
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autofagico por ferramentas farmacoldgicas ou genéticas, como knockout de ATG7 e
ATG13 aumenta a secrecdo das formas maturas de IL-1p e IL-18, dependentes do
inflamassoma, em modelos murinos de inflamacéo periférica, como de Doenca de Crohn
e doencas cardiovasculares (MURTHY et al., 2014; RAZANI et al., 2012).
Adicionalmente, o tratamento com compostos que ativam o fluxo autofagico, como o
antioxidante polifendlico resveratrol, foi capaz de diminuir a atividade do inflammasoma
NRLP3 e a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias relacionadas. Os mecanismos pelos
quais a autofagia pode inativar o inflamassoma incluem a degradacéo proteolitica de sua
proteina adaptadora ASC e ou das formas precursoras pro-1L-1p e pro-1L18, e por meio
da reciclagem de organelas danificadas, como as mitocondrias por meio de
mitofagia(CHANG et al., 2015). Em modelos de doencas neuroinflamatorias, como o
modelo de encefalomielite aguda induzida, indutores de autofagia, como rapamicina e
drogas experimentais, como o ativador de autofagia AZD8055, foram capazes de regular
negativamente a atividade do inflamassoma com melhora consequente nos déficits
comportamentais e motores associados a esse modelo (HE et al., 2021a).

Por outro lado, nesse mesmo modelo, a inibi¢do da autofagia por 3-MA por 10 dias, ndo
apenas comprometeu a progressdao do fluxo autofagico, representado pela expressdo
reduzida de LC3B-11 e BECLIN1, como também promoveu aumento da infiltracdo de
monocitos periféricos ativados, microgliose (aumento da densidade microglial), e
aumento do nimero de neurdnios apoptoticos, o que foi seguido por piora dos deficits
motores e comportamentais associados ao modelo. A indugdo de autofagia com
tratamento com rapamicina foi capaz de reverter as alteracdes relacionados ao fluxo
autofagico reduzido, e parcialmente atenuou os deficits clinicos relacionados ao modelo
(FENG et al., 2017).

Como mencionado, h& evidéncias robustas de que a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios pela micrdglia impacta substancialmente no desenvolvimento e progresséo
de diferentes doencas neurologicas e neuropsiquiatricas. Além disso, a resposta
inflamatdria microglial contribui para a infiltracdo de células efetoras imunologicas
periféricas, que contribuem ainda mais para a liberagdo de mediadores
inflamatorios(TAY et al., 2018; WANG et al., 2022a). Nesse contexto, a micréglia de
camundongos idosos (mais do que 10 meses de vida) exibe niveis basais aumentados de
diferentes mediadores inflamatorios, como TNFa, IL-1p e IL-6. Interessantemente, essas
mesmas microglia também demonstram sinais de acumulo de componentes intracelulares

(grénulos de lipofuscina, glicogénio, aglomerados de proteinas e organelas danificadas),
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sugerindo que o envelhecimento pode estar relacionado ao comprometimento de
mecanismos de depuracéo lisossémica e autofagia nessas células (FRANCESCHI et al.,
2017). Esses achados tem sido reforcados por outro estudo demonstrando que a
deficiéncia de genes relacionados a autofagia ATGs esta positivamente associada ao
aparecimento de fenétipo pro-inflamatério em macréfagos periféricos. Assim, 0s
macro6fagos knockout para ATG-7 exibem aumento da atividade do inflamassoma NRLP3
e aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias IL-1p, I1L-6, fator estimulador de
coldnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF) e TNF-o em niveis basais e apos
exposicdo a toxina bacteriana LPS. Esses resultados indicam que a delecdo de ATG-7
induz um perfil pro-inflamatério em macréfagos (STRANKS et al., 2015).

A resposta inflamatdria microglial também € decisiva para a inflamacdo no SNC apds
eventos isquémico e hipdxia e a autofagia também parece desempenhar papel modulador
importante nessas respostas (GUO et al., 2018). De fato, a isquemia cerebral provoca
agudamente um fendtipo microglial pro-inflamatério que pode cursar com consequéncias
neurotoxicas e morte neuronal aumentada, entretanto, esse estado deve ser posteriormente
substituido por estagios microgliais relacionados a uma resposta anti-inflamatoria e de
reparagdo tecidual (HICKMAN et al., 2018). Curiosamente, relatorios recentes indicam
que a autofagia pode modular a inflamag&o microglial em modelos de isquemia cerebral
em roedores. Assim, camundongos submetidos ao modelo de oclusdo permanente da
artéria cerebral medial exibem consistentemente um aumento tempo-dependente da
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-1p e IL-6 no cortex cerebral,
bem como aumento da densidade de microglia e mudanga para um fenotipo reativo
ameboide(YANG et al., 2015). Este fendmeno parece ser fortemente influenciado pela
autofagia, pois o tratamento com o inibidor de autofagia 3-MA diminui essa resposta
aguda pro-inflamatéria e microglial. Por outro lado, o tratamento com rapamicina
aumenta os niveis corticais desses mediadores e ativacdo microglial, embora os efeitos da
rapamicina no fluxo de autofagia microglial ndo tenham sido diretamente avaliados nesse
estudo (YANG et al., 2015).

A inflamacdo crbnica também é caracteristica comum entre varias doencas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas(FRANCESCHI et al., 2017). Achados recentes
também sugerem que a autofagia pode desempenhar um papel na modulacdo do resposta
inflamatdéria microglial no contexto de inflamacdo cronica associada a doencas
neurodegenerativas, como Doenca de Alzheimer e de Parkinson. Na doenca de
Alzheimer, a autofagia parece regular a ativacdo do inflamassoma mediada por
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aglomerados beta-amildide na microglia. Nesse contexto, knockout de LC3B ou ATG-7
em células microgliais murinas em cultura promove a ativa¢do do inflamassoma (NLRP3)
e aumenta a secrecdo de IL-1p3 em apds exposicdo a proteina amildide (CHO et al., 2014).
Em contraste, o knockout de LC3B ndo afetou os niveis secretados de TNF-o apds
exposicao a proteina amildide, sugerindo que a maquinaria da autofagia pode influenciar
seletivamente o inflamassoma NLRP3(CHO et al., 2014). Além disso, o meio
condicionado de micrdglia knockout para LC3B e expostas a proteina amiloide foi capaz
acentuar o dano neuronal em comparagdo com o meio de micréglia sem delecdo de LC3B,
indicado pela expressdo de marcadores pro-apoptéticos e reducdo de viabilidade celular
de neurdnios invitro (CHO et al., 2014; PLAZA-ZABALA; SIERRA-TORRE; SIERRA,
2017).

Em relacdo a Doenca de Parkinson, estudos recentes também apontam que a autofagia
pode regular as funcdes micrdglia nesse contexto. Por exemplo, a infuséo intra-substancia
negra da toxina 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) em ratos aumenta a atividade da caspase-
1 e secrecdo de IL-1B na micrdglia dessa regido cerebral. Curiosamente, o flavonoide
fenolico anti-inflamatério, baicaleina, é capaz de atenuar a inflamacdo microglial e
concomitantemente, aumentar os niveis de expressao da isoforma LC3-11 no SN de ratos
injetados com MPP+( HUNG et al., 2016). Porém, esse estudo ndo determinou se 0s
aumentos induzidos por MPP+ nos niveis de LC3-11 estavam associados a ativagéo ou
blogqueio do fluxo autofagico diretamente e, portanto, foi é inconclusivo sobre a possivel
contribuicdo da autofagia para inflamacdo microglial. Outro estudo recente também
mostrou que a metformina, uma droga antidiabética e inibidora do complexo MTORC1,
pode induzir aumento do fluxo autofagico na substancia negra de camundongos expostos
a injecdo intracerebral da toxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina/probenecida
(MPTPp), outro modelo de Doenca de Parkinson (LU et al., 2016). Apesar desses achados
promissores, estudos adicionais sdo necessarios para desvendar o potencial envolvimento
da autofagia na neuroinflamacdo microglial relacionada a essas condicgdes
neurodegenerativas.

Por fim, Jin et al. (2018) adicionou uma importante evidéncia ao campo, ao demonstrar
que em células microgliais murinas BV2, o tratamento com a citocina pro-inflamatéria
TNFa causou um comprometimento do fluxo autofagico evidenciado pela taxa de
conversdo LC3B-I para LC3B-11, bem como aumentou a expressao de outros marcadores
pro-inflamatorios, como 6xido nitrico, IL-1p e IL-6. Por outro lado, indugdo de autofagia
por meio da privacdo de nutrientes (privacdo de soro) ou farmacologicamente (via
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tratamento com rapamicina ou resveratrol) suprimiram o aumento de marcadores pro-
inflamatorios e induziram a expressao de mediadores anti-inflamatérios, como
Arginasel, Ym1/2, and IL-10. Inibicdo da autofagia por meio do tratamento com 3-MA
ou do knockdown de ATG5 mimetizaram o fendtipo pro-inflamatério causado pelo TNFa,
(JIN etal., 2018, p. 20). Adicionalmente, Li et al. (2018) demonstrou 0 microRNA mir223
tem papel importante para o controle da autofagia microglial em condi¢bes proé-
inflamatdrias, como no modelo de EAE e exposicdo ao LPS. De fato, a deficiéncia de
mir233 significativamente reduziu a expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
desmielinizagdo e sintomas clinicos no modelo de EAE, ao mesmo tempo que aumentou
a abundancia do fen6tipo homeostatico microglial e autofagia nessas células. Esse efeito
foi dependente do aumento da expressdo de ATG16L1 e LC3B-II, o que foi revertido
pelo co-tratamento com 3-MA e super-expressdo de mir233. Portanto, esse microRNA
parece ser um alvo promissor para a regulacdo da autofagia em células microgliais em
contextos de inflamacdo no SNC (L1 et al., 2018).

Portanto, considerando conjuntamente, essas evidéncias apontam que a autofagia € um
processo fundamental para a regulacdo das fun¢des microgliais tanto em situacdes de
patologia quanto homeostasia no SNC. De nota, a autofagia parece regular a resposta
inflamatoria da micrdglia frente a eventos agudos e crénicos no SNC, porém mais estudos
sd0 necessarios para entender a dindmica tempo-dependente entre o fluxo autofagico e
outros processos celulares, como fagocitose, mas também como a modulagédo da autofagia

pode representar ganhos terapéuticos para patologias do SNC.

1.12. Autofagia e Depresséo: Interface com Sistema Imune

Como mencionado, a depressdo € um transtorno mental severo e incapacitante que afeta
milhGes de pessoas ao redor do mundo. Ademais, as grandes limitacGes no tratamento
atual da depressdo, pelo menos considerando as drogas de primeira-linhas, como
inibidores de recaptacdo de serotonina, acentuam ainda mais o impacto negativo dessa
doenca como problema de salde publica. Embora a depressdo seja uma condicéo
multifatorial em que fatores de risco genético e ambientais interajam para a determinacao
da doenca, esta cada vez mais evidente o papel da neuroinflamacéo e respostas anormais
microgliais para a génese desse transtorno (WANG et al., 2022a). Nesse contexto, a

autofagia é um processo ubiquo evolutivamente conservado em todas as celulas de
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mamiferos e que parece ser essencial ndo apenas para a homeostasia do SNC, mas
também para a adaptacao a eventos estressores celulares(SU et al., 2016).

Os inflamassomas, incluindo o complexo NRLP3, funcionam como sensores para uma
ampla gama de estimulos e sinais celulares neuroimunes, como DAMPs e PAMPs.
Diversas evidéncias tem apontado o papel do inflamassoma como mediador importante
da neuroinflamacao associada a transtornos neuropsiquiatricos, como depressdo (GUO;
CALLAWAY:; TING, 2015). Nesse contexto, expressao génica aumentada de NRLP3 e
de caspase 1 foi demonstrado em células mononucleares periféricas de pacientes com
MDD, bem como aumento concomitante dos niveis séricos de IL-1B e IL-18
(ALCOCER-GOMEZ et al., 2014). Eventos estressores psicossociais sao fator de risco
estabelecido para MDD. Nesse contexto, ampla gama de evidéncias clinicas e preclinicas
advogam para o potencial de eventos estressores ambientais de estimular uma resposta
pré-inflamatoria sistémica e cerebral via ativacdo do inflamassoma (LU; ZHANG;
YANG, 2022).

Interessantemente, camundongos knockout para NLRP3 se mostraram resistentes aos
efeitos do estresse cronico de inducéo de elevacdo de IL-1p e transformacgédo microglial
para estados pro-inflamatérios no hipocampo, bem como para comportamentos tipo-
depressivos(SU et al., 2017). Ademais, inibidores seletivos do inflamassoma como VX-
765 podem prevenir a ativagdo do NLRP3 e resposta pro-inflamatdria microglial no
hipocampo e aliviar o comportamento do tipo-depressivo de camundongos submetidos
ao modelo de estresse cronico imprevisivel (ZHANG et al., 2015). Esses achados
sugerem que ativacdo do complexo inflamassoma NRLP3 e a consequente producéo
exacerbada de citocinas pro-inflamatorias, em especial IL-1B, € um mecanismo
fundamental para o desenvolvimento das consequéncias comportamentais e neuroimunes

relacionadas ao estresse cronico.

De fato, tem sido hipotetizado que autofagia tenha evoluido como um importante
mecanismo de adaptacdo e sobrevivéncia para organismos unicelulares lidarem com
condi¢des adversas, mas também para organismos multicelulares frente a diferentes
estressores ambientais(DERETIC; SAITOH; AKIRA, 2013). Essas hipoteses sdo
sobretudo relevantes no contexto da plasticidade das respostas imunes, inclusive no
ceérebro, frente a diferentes eventos estressores. Como mencionado anteriormente, a
atividade do inflamassoma, capacidade fagocitica e producdo de citocinas pro-

inflamatdérias em mondcitos, macrofagos e micréglia é fortemente modulada pela
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autofagia, e diferentes estratégias que diminuem o fluxo autofagico ou a eficiéncia do
sistema de protedlise, cursa com um estado anormal hiper-inflamado dessas células(LU;
ZHANG; YANG, 2022).

De fato, como um mecanismo regulador negativo do inflamassoma, a inducdo de
autofagia é capaz de direcionar as formas precursoras pro-IL-1p e pré-1L18 para os
autofagossomos para degradacdo em resposta a estimulacdo inflamatdéria. Em
macrofagos, a pro-1L-1f foi especificamente sequestrada em autofagossomos apos
estimulacdo de receptores TLR4 por LPS, enquanto a ativacao adicional da autofagia com
rapamicina induziu maior degradacao da pro-1L-1p e bloqueou a secre¢do subsequente da
citocina madura mesmo apds estimulo imune com a endotoxina [(HARRIS et al., 2011).
Resultados semelhantes de que indutores de autofagia, como rapamicina, blogueou o
aumento da secrecdo serica de IL-1p em resposta ao desafio com LPS também foram
observados em camundongos in vivo apds desafio sisttmico com essa endotoxina (1
mg/kg)(JIA et al., 2019). Em células microgliais BV2, a secrecdo de IL-1p desencadeada
por LPS depende da inibicdo do complexo ULK-1 via ativacdo da proteina quinase
ativada por mitégeno p38a (p38 MAPK). Por outro lado, a inibi¢cdo de ULK-1 sozinha
pelo inibidor farmacologico especifico SB203580 foi capaz de induzir a transformagéo
pré-inflamatoria microglial e secrecdo aumentada de IL-1B, sem estimulos imunes
adicionais (HE et al., 2017).

A neuroinflamacdo € um componente fisiopatologico chave compartilnado pelos
transtornos neurodegenerativos e neuropsiquiatricos. Nesse interim, a disfuncdo da
autofagia é proposto como um fator contribuinte para a patofisiologia da depressdo. Nesse
interim, foi demonstrado que a neurotrofina BDNF, fundamental para os mecanismos de
plasticidade sinaptica alterados na MDD e alvo para o efeito de multiplas drogas
antidepressivas, foi capaz de induzir autofagia, aumento da conversdo de LC3B-1 em
LC3B-II e formacéo de autofagossomos em neurdnios hipocampais primarios de ratos.
Ademais, por meio desse efeito, 0 BDNF protegeu os neurbnios contra os efeitos
citotoxicos da exposicdo a hipoxia (CHEN et al., 2013). Ademais, foi demonstrado uma
reducdo do fluxo autofagico (representado pela expressao de LC3B-1l e BECLIN-1) no
hipocampo de camundongos expostos & administragdo cronica de corticosterona ou
estresse cronico imprevisivel (CUS), ambos modelos animais bem estabelecidos de
depressao (CHOI et al., 2021; XIAO et al., 2018).
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Diversos antidepressivos parecem ter efeito importante no fluxo autofagico. De fato,
HWANG et al. (2021) reportaram que o antidepressivo sertralina ativou o fluxo
autofagico via modulagéo da sinalizagdo AMPK-mTOR em células umbilicais endoteliais
humanas (HWANG et al., 2021). Adicionalmente, outro estudo que avaliou o tratamento
com nove antidepressivos (fluoxetina, paroxetina, mianserina, mirtazapina, venlafaxina,
desvenlafaxina, amitriptilina, imipramina e agomelatina), mostrou um aumento da
formacéo de vesiculas autofagicas e dos niveis de expressdo de mMRNA de BECLIN-1 e
LC3B em células mononucleares sanguineos de pacientes deprimidos(ALCOCER-
GOMEZ et al., 2017). Em astrocitos e neurdnios primarios de camundongos, os
antidepressivos amitriptilina e citalopram significativamente aumentaram a expressao de
marcadores de autofagia, como LC3B-IIl e BECLIN-1, de forma parcialmente
dependentes da inibicdo da via PISBK-AKT-mTOR (ZSCHOCKE et al., 2011). E
importante ressaltar que ha evidéncias de um modelo de estresse social cronico revelador
de que os efeitos antidepressivos da paroxetina dependem da proteina de ligacdo FK506
51 (FKBP51), uma co-chaperona Hsp90 e reguladora do receptor de glicocorticoide, que
pode interagir com a proteina ATG BECLIN-1, alterando sua fosforilacdo e
desencadeando vias autofagicas (GASSEN et al., 2014). Esses resultados juntos destacam
como potencial efeito comum de diferentes drogas antidepressivas a ativacdo de vias pro-

autofagicas.

Entre estratégias nao-farmacoldgicas antidepressivas, foi demonstrado que um modelo de
eletroconvulsoterapia induzido por estimulos convulsivos em ratos foi capaz de aumentar
o fluxo autoféagico no hipocampo representado pelo aumento da expressdo do complexo
conjugado ATG5-ATG12 e da isoforma LC3B-1I (OTABE et al., 2014). O
enriguecimento ambiental é outra estratégia com efeito antidepressivo e capacidade de
aumentar a neurogénese e a sinaptogénese, exercendo efeitos antidepressivos e
ansioliticos em varios modelos animais [143]. Interessantemente, o enriquecimento
ambiental foi capaz de aumentar a conversdo de LC3B-I para LC3B-I1 no hipocampo de
ratos (TAKAHASHI et al., 2014). Semelhantemente, o exercicio fisico tem inimeros
beneficios para a salde mental e é usado como uma estratégia comportamental de
tratamento para MDD [145]. O treinamento fisico de camundongos executados em uma
esteira foi capaz de aumentar a conversao de LC3B-I para LC3B-Il e a degradacédo de
SQSTM1/p62 no cértex cerebral (HE; SUMPTER; LEVINE, 2012). Também foi

demonstrado que o exercicio fisico em esteira por 2 semanas em camundongos foi capaz
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de induzir autofagia no hipocampo desses animais e aumento da expressdo hipocampal
de BDNF. Adicionalmente, o exercicio causou melhora do aprendizado espacial e
retencdo de memdrias, de forma dependente da inducdo de autofagia, uma vez que co-
tratamento com o inibidor autofagico hidroxicloroquina, bloqueou os efeitos benéficos
do exercicio fisico (KHOURY et al., 2023).

E importante ressaltar ainda que o CBD cujos efeitos antidepressivos, inclusive efeito
antidepressivo rapido, tem sido demonstrado em diferentes modelos animais, também
parece ser um importante regulador da autofagia em células do SNC. De fato, Vrechi et
al. (2021) reportou que o CBD foi capaz de induzir aumento do fluxo autofagico em
células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y e astrocitos murinos. Esse efeito foi
parcialmente dependente da ativagédo dos receptores CB1r, CB2r e TRPV1, uma vez que
o0 tratamento com antagonistas especificos desses alvos, parcialmente bloquearam o efeito
do CBD na autofagia. Adicionalmente, 0 CBD induziu autofagia de forma dependente da
enzima iniciadora de ULK-1, mas independente de mTORC1, sugerindo a inducdo de

uma via ndo-candnica de autofagia (VRECHI et al., 2021).

Nesse contexto, é importante ressaltar que uma associacdo promissora tem sido
estabelecida entre o efeito antidepressivo e anti-inflamatério de drogas antidepressivas
classicas e novos agentes, por meio da autofagia. De fato, foi demonstrado em
camundongos C57BL/6J submetidos a estresse cronico de contencdo (30 dias) e em
células de fibroblastos embrionarios humanos que diferentes antidepressivos (fluoxetina,
paroxetina, mianserina, mirtazapina, venlafaxina, desvenlafaxina, amitriptilina,
imipramina e agomelatina) foi capaz de inibir a ativacdo do inflamassoma NRLP3 de
forma dependente da autofagia, uma vez que o knockdown de ATG5 bloqueiou esse efeito
(ALCOCER-GOMEZ et al., 2017). Ademais, o é4cido salviandlico B (SalB), um
composto natural que contém propriedades anti-inflamatorias e antidepressivas, atenuou
0 comportamento tipo-depressivo induzido pela injecdo sistémica de LPS (0.5 mg/ kg)
em camundongos, inibiu a ativagdo do inflamassoma NRLP3 e produc&o de citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-1, no hipocampo, bem como restaurou o comprometimento do
fluxo autofagico induzido por LPS nessa mesma regido cerebral (JJANG et al., 2017).
Portanto, é importante considerar a regulacdo do fluxo autofdgico como um importante
mecanismo subjacente aos efeitos anti-inflamatorios e neuroimunes de diferentes drogas
com efeito antidepressivo, entretanto maior conhecimento é necessario sobre quais etapas

do fluxo autofagico sdo especificamente afetadas pelos antidepressivos, bem como quais
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tipos celulares no SNC sdo impactados por esse efeito, e as consequéncias para suas
fungdes. Nesse contexto, a modulacéo da autofagia na micrédglia desponta como um alvo
promissor para a convergéncia desses efeitos, considerando o importante papel dessas
células para orquestrar as respostas imunes no SNC, sobretudo em situacfes de estresse

fisioldgico.
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2. JUSTIFICATIVA

A depressdo ou MDD constitui umas das principais causas de morbidade e perda de anos
produtivos de vida no mundo, além de ser uma doenca altamente prevalente com
estimativas de afetar mais de 300 milhdes de individuos ao redor do mundo por ano. A
depressdo também é associada a um enorme custo socioecondémico da ordem de pelo
menos 340 milhdes de dolares/ano nos EUA. Estatisticas precisas ndo estdo disponiveis
para o Brasil. Apesar disso, o tratamento farmacoldgico de primeira linha para depressao
apresenta limitacOes consideraveis, em especial: eficicia reduzida (apenas cerca de 1/3
dos pacientes respondem ou apresentam melhora de 50% na severidade dos sintomas
depressivos), e grande tempo de laténcia para inicio de seus efeitos (pelo menos 8
semanas conforme alguns estudos). Ademais, é importante ressaltar que parcela
consideravel de pacientes permanece refratéria a diversas estratégias terapéuticas com
diferentes drogas, em alguns estudos esses pacientes compdem até 33% da amostragem

de pacientes com MDD.

Embora grandes avancos tenham sido feitos em relagdo ao entendimento de potenciais
mecanismos neurobiologicos envolvidos na doenca, seu completo entendimento esta
longe de ser alcancado. Entretanto, nas Gltimas décadas, evidéncias robustas apontam
para o envolvimento da inflamacéo no SNC e da resposta anormal das células imunes
residentes do cérebro, as microglia, na génese e progressdo desse transtorno. De fato,
essas células frente a diferentes eventos neuroimunes ambientais, como estresse,
infeccbes ou trauma, assumem estados reativos pro-inflamatérios que cursa com a
secrecdo abundante de mediadores pro-inflamatorios (citocinas, quimiocinas, oxido
nitrico e EROS), que podem induzir consequéncias neurodegenerativas. Em especial, na
depressao, essa resposta microglial parece ser anormalmente exacerbada e cronica e ndo

sucedida de uma resposta adaptativa anti-inflamatoria e reparativa.

Nesse contexto, € bem demonstrado que diferentes antidepressivos classicos sao capazes
de modular as respostas microgliais, usualmente atenuando as respostas pro-inflamatorias
e promovendo um fenotipo neuroprotetor e anti-inflamatdrio. Ademais, drogas com
efeitos imunoduladores e anti-inflamatorios tem mostrado efeito tipo-antidepressivo em
diversos modelos animais de depressdo, e algumas tém comprovado eficacia em alguns
subgrupos de pacientes com MDD. Nesse interim, a autofagia tem sido elencada como

um mecanismo basal e adaptativo de controle das respostas inflamatorias, sobretudo em
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macrofagos e microglia. Interessantemente, drogas antidepressivas classicas
compartilham a habilidade comum de induzir aumento do fluxo autofagico em diferentes
células do SNC. Porem, o entendimento dos mecanismos de autofagia na microglia e sua
modulacdo para atingir finalidades terapéuticas para depressdo ainda permanece muito

pouco explorado.

Ademais, nos ultimos anos, ha um crescimento exponencial de evidéncias apontando o
uso terapéutico do CBD para diferentes transtornos neurodegenerativos e
neuropsiquidtricos. A farmacologia do CBD e complexa, envolvendo muitos alvos e vias
de sinalizacdo intracelular, e esta longe ser completamente entendida. Entretanto,
evidéncias consistentes apontam que o CBD ndo sO apresenta promissor efeito tipo-
antidepressivo em diferentes modelos animais, e eficacia para reducdo de sintomas
depressivos e ansiosos em alguns ensaios clinicos menos controlados, como também
abilidade de atenuar a resposta inflamatéria microglial e induzir um fenétipo anti-
inflamatdrio nessas células. Também, recentemente, foi demonstrado que o CBD € capaz
de induzir aumento do fluxo autofagico em células neuronais e astrocitos em cultura,

porém esse efeito ndo foi investigado em micréglia.

Portanto, considerando: i) o grande potencial do CBD como ferramenta farmacoldgica
para o tratamento da depressao; ii) seus efeitos neuroimunes e de modulagdo microglial
ja demonstrados, e iii) sua capacidade de induzir autofagia em outras células do SNC,
esse estudo visa investigar a participacdo de mecanismos autofagicos na micrdglia para
mediacdo dos efeitos imunomoduladores e antidepressivos do CBD. Esse trabalho é
inédito e almeja responder a importantes lacunas na literatura, o que contribui
significativamente para o avanco do conhecimento basico sobre os mecanismos de acéo
do CBD em células microglia. Também, esse estudo é dotado de relevancia social uma
vez que o melhor entendimento dos mecanismos associados a um potencial novo agente
promissor para o tratamento da depressdo pode ndo s6 fornecer novas e mais eficazes
alternativas terapéuticas, considerando as limitacGes dos agentes antidepressivos atuais,

mas também contribuir para diminuir a morbidade e dano social da depresséo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Investigar a participacdo de mecanismos relacionados a autofagia nos efeitos
imunomodulador do CBD em linhagem de micréglia humana HMC3 desafiada com LPS
e em camundongos adultos submetidos ao modelo de comportamento tipo-depresséo

induzido por LPS.

3.2. Objetivos Especificos:

* Determinar o efeito do CBD em ensaios de citotoxicidade em microglia humanas HMC3

desafiadas com LPS.

* Determinar o efeito do CBD em marcadores dos estagios precoces e tardios do fluxo

autofagico em microglia humanas HMC3 desafiadas com LPS.

* Determinar o efeito do CBD na expressdo de genes relacionados a autofagia (ATGs) em

micréglia humanas HMC3 desafiadas com LPS.

* Caracterizar o efeito do CBD no perfil de expressdao de marcadores de superficie de

polarizacdo pré- ou anti-inflamatoria em microglia humanas HMC3 desafiadas com LPS

* Caracterizar o efeito do CBD na expressdo de marcadores pro- e anti-inflamatorios
secretados em micréglia humanas HMC3 desafiadas com LPS, e o efeito do co-

tratamento com o inibidor inespecifico de autofagia HCQ.

* Caracterizar o efeito do CBD na produgao de espécies reativas de oxigénio intracelulares
em microglia humanas HMC3 desafiadas com LPS, e o efeito do co-tratamento com o

inibidor inespecifico de autofagia HCQ.

* Investigar o efeito do CBD na atividade fagocitica de microglia humanas HMC3
desafiadas com LPS, e o efeito do co-tratamento com o inibidor inespecifico de autofagia
HCQ.

* Investigar o efeito do CBD na motilidade/migracdo celular de micréglia humanas
HMC3 desafiadas com LPS, e o efeito do co-tratamento com o inibidor inespecifico de
autofagia HCQ.
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* Investigar o efeito do CBD na reversdo do comportamento tipo-depressivo induzido por

LPS, e influéncia da combinagdo com o inibidor de autofagia HCQ.

* Determinar o nivel de expressao das isoformas LC3B-I e LC3B-Il, como marcador do
fluxo autofagico, e de citocinas pré-inflamatdrias no cérebro de camundongos tratados

com CBD no modelo de depresséo induzido por LPS.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1. Drogas

Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, cepa 055:B5 (SigmaAldrich Corp., St
Louis, USA) foi utilizado. Cannabidiol (CBD) com alto grau de pureza (>98%)
(THCPharm, Frankfurt, Germany) foi utilizado. Os estoques de CBD foram preparados
para concentracdo-mae de 5 mM em 5% Tween 80 em agua destilada. As concentracfes
finais de CBD em Tween 80 foi rediluidas em meio de cultura para concentragdes iguais
ou menores que 0.01% de Tween 80. Sulfato de Hidroxicloroquina (HCQ) com alto grau
de pureza (>98%) (Sigma-Aldrich, Ref#H0915) foi utilizada. Os estoques de HCQ foram
preparados para a concentracdo-mde de 5 mM em meio de cultura e diluidos para
concentracéo final no dia de uso. Ambos CBD e HCQ foram preparados e armazenados
protegidos da luz e a temperatura de -20°C. Todos os demais reagentes utilizados nesse

trabalho foram de grau analitico e preparados no dia de uso.

4.2. Linhagem celular e Cultivo de Células

A linhagem microglial humana HMC3 (ATCC-CRL-3304™) foi gentilmente doada
pelos professores Dr. Thiago Mattar Cunha (FMRP-USP) e Dr. Daniel Martins-de-Souza
(UNICAMP). Essa linhagem foi transformada a partir de imortalizacdo com vetor viral
SV40 em cultura priméria fetal de micréglia humanas e retém propriedades e reatividade
semelhante a micréglia primarias em estado quiescente (ndo-estimulado). Essas células
foram recebidas em passagem (P)5, repicadas para construcao do banco local de células

e utilizadas em experimento no maximo até a P21.

As células foram manuseadas em camaras de fluxo laminar vertical (ESCO, modelo
Airstream classe 11-B2; VECO, modelo Biosafe 12 classe Il) e mantidas em incubadoras
de CO2 a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. Elas foram cultivadas em garrafas de
plastico para cultura T75 (75 cm2, volume de 250 mL, KASVI, alta-adesdo) crescendo
em meio completo composto de: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco,
Ref#10564011), com alta concentracdo de glucose 25 mM e 1% de glutamina
(GlutaMAX™, Gibco), suplementado com 10 % de soro bovino fetal (FBS, Gibco,
Ref#26140079) e 1% de antibiotico (estreptomicina e penicilina 10,000 U/mL, Gibco,
Ref#15140122).
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O crescimento das culturas foi acompanhado diariamente com auxilio de microscopio
Optico invertido (modelo) e o repique para meio de cultura novo foi feito usualmente a
cada 48 horas quando as células atingiram confluéncia proxima a 70-80% em garrafas
T75. Para o desprendimento das células aderidas utilizou-se uma solucédo de tripsina-
EDTA 0,5% (Gibco) diluida 10X em tampdo fosfato salino (PBS) (phosphate buffered
saline). Para as diferentes condicdes experimentais, as células foram semeadas com as
respectivas concentragdes: 2,5 x 10* células/pogo para placas de 96 pogos; 1 x 10°
células/pogo para placas de 24 pocgos, e 2 x 10° células/pogo para placas de 12 pogos.
Apo6s um periodo de 24 horas do plaqueamento, o meio das células foi trocado por meio
sem suplementacdo de FBS e foram feitos os experimentos.

4.3. Protocolo experimental in vitro

Para esse estudo foram realizados dois protocolos de tratamento das células em cultivo:
pré- e pos-tratamento. Para ambas as condic¢Ges, em todos os experimentos, as células
tiveram sua viabilidade (>90%) e confluéncia (70-80%) conferidas. Primeiramente, para
0 protocolo de pré-tratamento, as células foram tratadas com CBD (10uM, em meio
DMEM com 0.01% de Tween 80) com ou sem adigdo simultanea do inibidor inespecifico
da acidificacdo lisossomal HCQ (10uM, em meio DMEM). Apds 24 horas, as células
tiveram metade do meio removido e acrescentado LPS (concentragéo final de 100 ng/mL
em meio DMEM). Ap6s mais 24 horas, 0 meio sobrenadante ou amostras de células foram
colhidas para os diferentes ensaios envolvidos nesse estudo. Para o protocolo de pos-
tratamento, as células foram primeiro estimuladas com LPS (concentracédo final de 100
ng/mL em meio DMEM), e ap0s, 24 horas, tratadas com CBD (10puM, em meio DMEM
com 0.01% de Tween 80) com ou sem adicdo simultanea do inibidor inespecifico da
acidificacdo lisossomal HCQ (10puM, em meio DMEM). Apds mais 24 horas, 0 meio
sobrenadante ou amostras de células foram colhidas para os diferentes ensaios envolvidos
nesse estudo. Em ambas as condigdes, foram incluidos grupos controle negativo (CTL)
de células apenas tratadas com veiculo em que foi diluido o CBD (meio DMEM com
0.01% de Tween 80), e grupo STV (do inglés starvation), como controle positivo para
inducdo de autofagia, por meio da adicdo de solucdo balanceada de Hank (Hank's

balanced salt solution, HBSS, sem fenol) por 2 horas.
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Excepcionalmente, para os ensaios de viabilidade celular/citotoxicidade, os protocolos
acima foram aplicados, porém diferentes concentracbes de CBD em curva crescente
(1,10, 50 e 100 uM) foram testadas a fim selecionar a concentracdo mais segura para
continua¢do nos ensaios subsequentes. Também, para o ensaio de western blott,
considerando os resultados mais promissores obtidos no protocolo de pds-tratamento para
0s outros ensaios relacionados a inducdo de autofagia com CBD, apenas esse protocolo
foi incluido nesse experimento. Baseado em estudos anteriores nos quais o fluxo
autofagico foi semelhantemente determinado pela expressao das isoformas LC3Bl e Il e
do receptor de autofagia p62/SQSTML, 0s grupos experimentais foram expostos as duas
condigBes: com e sem o inibidor de acidificagéo intracelular, cloreto de aménio (NH4Cl)
por 2 horas (KLIONSKY et al., 2021). Nesse experimento, nao foi realizado o co-
tratamento com HCQ como inibidor da acidificacdo de lisossomas, uma vez que NH4Cl
foi utilizado para esse fim. As concentracdes, diluicdo e tempo de exposicdo de CBD
(DOS-SANTOS-PEREIRA et al., 2020), HCQ (HSU et al., 2020) e NH4CI(VRECHI et
al., 2021) foram baseados em estudos prévios in vitro com finalidades relacionadas a

autofagia.

4.4. Ensaios de Citotoxicidade

4.4.1. Ensaio de MTT

Nesse ensaio, a avaliacdo de citotoxicidade foi feita através do teste do MTT. Este
consiste em uma analise colorimétrica que quantifica o nimero de células viaveis, onde
0 anel tetrazdlio do sal de coloracdo amarela, brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetraz6lio (MTT), é clivado pelas desidrogenenases mitocondriais e
citoplasmaticas presentes em células metabolicamente ativas, transformando-se em um
composto de coloragdo parpura chamado de nome E, Z-1-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-1,3-
difenilformazan (Formazan), tendo este o formato de cristais insoliveis em agua. A
auséncia da reducdo do MTT reflete o estudo funcional da cadeia celular respiratoria,
sendo sua diminuicdo indicativo da alteracdo da atividade metabdlica, ou seja, reducéao
da viabilidade celular (MOSMANN, 1983). As células foram cultivadas a uma densidade
de 1 x 10* células/pogo em placas de 96 pogos, apds os tratamentos descritos acima,

metade do meio foi retirado (100uL) e foi adicionada 10uL de solugdo de MTT na



99

concentracdo de 5 mg/mL em cada um dos pogos, e incubadas por 90 minutos a 37°C e
5% COz2. Decorrido este tempo, o sobrenadante foi descartado e para lise das células e
solubilizacédo do sal de formazan foi adicionado 50 pL de dimetilsulféxido (DMSO) puro
por 30 minutos. Utilizando-se de agitador de placas orbital, a placa foi agitada por mais
15 minutos e a absorbancia medida em leitor de microplaca a 570 nm. O resultado foi
expresso em % de viabilidade em relag&o ao grupo controle.

4.4.2. Ensaio de LDH

A enzima lactato desidrogenase (LDH) catalisa a conversdo do piruvato a lactato na
presenca de NADH. O decréscimo da absorbancia em 340 nm devido a oxidacdo da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH para NAD™) é proporcional a atividade da
LDH na amostra. Para esse ensaio foi usado kit de deteccdo da atividade da LDH
colorimétrico (LDH Liquiform, Labtest, Ref#86). Brevemente, amostras de sobrenadante
dos cultivos foram colhidas (20 pL). Foi imediatamente preparado o reagente de trabalho,
conforme orientacgdes do fabricante, utilizando a proporcao de 4 volumes do Reagente 1
e 1 volume do Reagente 2. Adicionar 200 pL do reagente de trabalho ao volume das
amostras (20 pL), homogeinizar e transferir o conteudo total de cada reagdo para cada
poc¢o de uma placa de 96 pocos. Apds 1 min, prosseguir com a leitura a 340 nm em leitor
de placa (instante Ao). Ap06s 2 minutos, repetir a leitura no mesmo comprimento de onda

(instante A1). O célculo da atividade da LDH é feito pela seguinte equagé&o:

Atividade da Desidrogenase Léactica (U/L) = (Ao — A1)/2 x Fator de absortividade do
NADH

Conforme orienta¢des do fabricante para condigdes padrdes do Kit, esse fator é igual a
8095. Os resultados do ensaio foram expressos em (U de LDH/mL de meio).

4.5. Ensaio de Determinacdo de Vesiculas Acidas (AVOS) por Citometria de

Fluxo

Laranja de acridina (acridine orange, AO) € um corante lisotropico que em sua forma sem
carga é capaz de atravessar livremente os compartimentos celulares e acumular-se em

vesiculas acidas de forma dependente do pH. Em pH préximo a 7.0, esse corante emite
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fluorescéncia com espectro de aproximadamente 519 nm, fluorescendo na cor verde. Em
locais com pH < 5.0, como em organelas de vesiculas &cidas (AVOs, do inglés acidic
vacuolar organelles), a AO encontra-se em sua forma protonada, cuja permeabilidade
pelas membranes é minima, ficando retida e atingindo concentracdo pelo menos 250
vezes maior que em compartimentos de pH neutro. Nessas condi¢des, a AO forma
dimeros e emite fluorescéncia no espectro de aproximadamente 680 nm, fluorescendo na
cor avermelhada. Com a analise combinada da relacé@o entre as fluorescéncias emitidas
em verde e vermelho (red/green ou R/G), € possivel medir a deteccao de vesiculas acidas,
como autofagolisossomos e lisossomos maduros, que aumentam na ocorréncia de
autofagia (THOME et al., 2016). Para esse ensaio, as células foram tratadas com CBD
(10 uM) nos protocolos de pré- e pds-tratamento com LPS, sozinho ou em combinacao
com o inibidor da acidificacao lisossomal HCQ (10 pM). Como controle positivo indutor
de autofagia, as células foram expostas a solucdo balanceada de Hank (HBSS, Hank's
balanced salt solution) por 2 horas. Ap6s o tratamento das células, o meio foi
completamente retirado e elas foram incubadas com solucéo de tripsina-EDTA 0,5%
diluida 10X em tampdo PBS a 37°C por 10 minutos. Apds isso, a solucéo de tripsina foi
inativada com FBS, e o volume total de cada poco colhido para centrifugacdo (500 rpm,
08 min, 4°C). O pellet obtido foi ressuspendido em 300 pL. de uma solugdo de AO a 1
pg/mL diluido em PBS. Apo6s 15 minutos de incubagao no escuro, a 37°C, as amostras
foram lavadas com PBS para retirar o excesso de AQO, ressuspendidas em solucao de
FACS (1% de albumina bovina sérica em PBS) e analisadas em citbmetro de fluxo
(Attune NXT Flow Cytometer, ThermoFisher). A intensidade de emisséo de fluorescéncia
em escala linear dos espectros verde e vermelho foi obtida conforme estratégia de gates
descrita no Quadro 2. Os dados obtidos foram analisados no software prioritario do
citbmetro Attune NXT Flow Cytometer e transferidos para analise estatistica no software

GraphPad Prism.
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Quadro 2. Estratégia de gates para determinacdo de Vesiculas Acidas (AVOS) por
citometria de fluxo

A B C
All events All cells Single cells
; e 200
1000 RITEITTIO 1000 R5: 16.017%
o 150
—_ <
o®™ o
< =
g : 100
T 9 R2:91.210% o
O <
! fa
w so
4
0.0 5 5
0.001 500 1000 1000 o 10 0
FSC-A (1073) SSC-A (1073) GREEN - AO-A (1073)

Inicialmente, foi definido o gate all cells (A), a partir desse gate foi definido o gate single
cells (B). Desse ultimo foi criado um gate para verificar as células que apresentavam o
aumento de AVOs a partir da relagéo da fluorescéncia vermelha pela fluorescéncia verde
emitidas pela Acridina laranja. As células que apresentam alteracdo de fluorescéncia e
ficaram dentro do espaco do gate de AVOs (triangulo superior, C) foram consideradas
como formadoras de vesiculas autofagicas. Os valores das quantidades de células que
estavam dentro do gate de AVOs foram analisados no Prism para a comparagdo de
diferencas entre os grupos. Ref: (THOME et al., 2016).

4.6. Expressdo proteica das isoformas LC3BI e LC3BII e p62/SQSTM1 por
Western Blott

Apos os tratamentos, 0 meio sobrenadante dos cultivos foi completamente retirado e
foram acrescentados em cada pogo 300 ul de tampao RIPA gelado (25 mM Tris-HCI pH
7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA,; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de sddio;
0,1% SDS) com inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease:
100uL de RIPA). As células foram, entdo, incubadas por 15 minutos a -20°C (temperatura
de freezer). Depois disso, com auxilio de um raspador estéril de plastico (Cell Scraper,
KASVI), as células foram raspadas do fundo dos pogos e colhidas em microtubos de 2
ml. Os lisados foram entdo centrifugados 12.000 rpm por 20 min a 4 °C, e 0s
sobrenadantes (lisado com as proteinas em suspensédo) coletados em novos tubos para as
etapas subsequentes. A concentracdo de proteinas totais nas amostras foi determinada
pelo método de Bradford, usando reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye
Reagent Concentrate - BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). Brevemente, apds
ligacdo a proteina a absorbancia da solucdo &cida Coomassie Brilliant Blue G-250,

presente no reagente de Bradford, muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados 10 pL de
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amostra e 200 pL de solugdo de Bradford diluida em tampao PBS (1:4 volumes) em placas
de 96 pocos. A leitura foi feita por espectrofotdometro (595 nm), utilizando-se uma curva

de calibracdo de albumina bovina sérica (BSA) de 0,1 a 2,0 mg/ mL.

Para 0 ensaio de western blot, 150 ug de proteina de cada amostra foi adicionada a tampéo
de carregamento (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS;
0,01% azul de bromofenol) com B-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10
segundos, aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4°C,
30s). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 10% a 60 V nos primeiros 15 min para deposic¢éo das
amostras no fundo do pogo e 120 V para o restante da corrida. Apos a corrida, efetuou-se
a transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de PVDF (BioRad, EUA,
Fluoreto de polivinilideno) por meio de eletrotransferéncia semi-seco com o aparelho
(Power Blotter—Semi-dry Transfer System, ThermoFisher) por 50 minutos com limite
maximo de corrente em 1.0 A, usando tampéo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM
glicina; 20% metanol). Ap0s esta etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora
em agitacdo constante com solucdo de BSA 5% (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em
tampéo salina Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150
mM NaCl; 0,1% Tween20). Em seguida, as diferentes membranas foram incubadas,
overnight a 4°C sob agitacdo constante, com o0s anticorpos primérios: anti-LC3B IgG
policlonal produzido em coelho (1:1000, ThermoFisher, USA), anti-p62/SQSTM1 1gG
policlonal produzido em coelho (1:2000, Abcam, USA, ab91526) e anti-B-actina 19G
monoclonal produzido em camundongo (1:4000; Sigma, USA), ambos diluidos em 1%
de BSA em TBS-T. ApGs esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com
TBS-T. As membranas. foram incubadas com os anticorpos secundarios HRP-goat anti-
rabbit 1gG (1:2000; Invitrogen, USA) ou HRP-goat anti-mouse 1gG (1:3000; Sigma,
USA) por uma hora em temperatura ambiente sob agitacdo constante. As membranas
foram lavadas 3 vezes, duracdo de 10 min cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o
reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate)
e as membranas foram agitadas por 5 min, protegidas da luz. As imagens das membranas
foram obtidas em modo de deteccdo automatico pelo sistema de fotodocumentagédo
iBright CL750 Imaging System (ThermoFisher, EUA). As bandas referentes as isoformas
LC3B | e Il foram diferenciadas baseadas em seu peso molecular, respectivamente 12-
13kDa e 15 kDa. As bandas referentes a p62/SQSTM1 foram identificadas pelo seu peso
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molecular de aproximadamente 55-62 kDa. A densidade das bandas foi mensurada por
meio do software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA) e normalizada pela expressao relativa

de B-actina.

4.7. Real-time PCR para Genes relacionados a Autofagia

Apdbs os tratamentos, 0 meio sobrenadante dos cultivos em placas de 12 pogos (pelo
menos 3 pogos por condigcdo experimental) foi completamente retirado, as células foram
lavadas uma vez com 300 pL de tampao PBS em cada pogo, e posteriormente
acrescentado mais 300 uL de tampao PBS por pogo. Depois disso, com auxilio de um
raspador esteril de plastico (Cell Scraper, KASVI), as células foram raspadas do fundo
dos pocos e colhidas em microtubos de 2 mL. As células foram centrifugadas (500 rpm,
08 min, 4°C) e o pellet obtido ressuspendido em 500 pL de Trizol gelado (TRIzol™
Reagent, ThermoFisher, Ref# 15596026). As células foram homogeinizadas por
movimentos de up-down usando pipeta automatica de 1000 pL e incubadas por 15
minutos no gelo. Apds isso, foram adicionados 100 pL de cloroférmio (P.A., alta pureza),
e as amostras agitadas vigorosamente em vértex por 1 minuto, seguido de incubagdo em
gelo por 3 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 12.000 rpm por 20 minutos
a 4°C. A fase aquosa (incolor) foi transferida para novos microtubos (livres de RNAse e
endotoxinas), com cuidado para ndo tocar na interface com a fase organica. Foram, entéao,
adicionados 250uL de alcool isopropilico (P.A., alta pureza) a cada microtubo. Agitar no
vortex por 1 minuto. Incubar no gelo por 10 minutos e centrifugar a a 12.000 rpm por 30
minutos a 4°C. Foi desprezado o sobrenadante, com muito cuidado, para ndo desfazer o
pellet formado no fundo do tubo do tubo. Adicionar 500uL de alcool etilico 75%. Agitar
no vortex por 1 minuto, e centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos, 4°C. Repetir mais uma
vez essa etapa. Foi removido o sobrenadante e deixado o pellet secar, a temperatura
ambiente, em fluxo laminar estéril, por cerca de 10 minutos. Apds isso, o pellet final foi
dissolvido em 40 pL de 4gua tratada com DEPC autoclavada (UltraPure™ DEPC-
Treated, Invitrogen, Ref# 750023).

Apos a extracdo do RNA de cada amostra, efetuou-se a sua quantificagdo, com 1uL de
RNA de cada amostra utilizando Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, EUA).

Concomitante a dosagem em ng/uL, realizou-se a avaliacdo da qualidade do RNA
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extraido, a qual foi obtida por meio da relacdo 260/280. Foram utilizadas para as etapas
subsequentes apenas as amostras com relacdo 260/280 entre 1.8 e 2.0, uma vez que a
avaliacdo da quantidade de RNA presente em cada amostra e sua pureza sao de extrema
importancia para 0 sucesso da proxima etapa, a saber: sintese do éacido
desoxirribonucleico complementar (cDNA). O cDNA foi sintetizado usando com o kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied biosystems, USA,
Ref#4368814). O volume final de cada amostra foi de 20uL: 2 pLL do reagente 10x tampéo
da enzima; 0,8 pL de oligonucleotideos; 2 pL de primer provido no kit; 1 uL da enzima
transcriptase reversa; 500 ng de RNA, onde o volume utilizado em pL foi dependente da
concentracao inicial extraida; H20 livre de RNAse e DNAse para completar 20 pL. O
protocolo da reacdo foi realizado a 25° C por 10 min, 37° C por 120 min, 85° C por 5
min. O cDNA foi armazenado em freezer a -20° C até a sua utilizacdo no gPCR. A
expressao génica foi avaliada por meio do sistema de PCR em tempo real (Light cycler
96, Roche), utilizando kit de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies,
Ref# A46012).0 gene de referéncia utilizado foi a -actina. Todos os primers utilizados
estdo apresentadas no quadro 3. A sequéncia dos oligonucleotideos usados como primers
foram desenhadas usando o servidor web aberto PrimerBLAST (NIH, USA). Os ensaios
foram selecionados baseados em amplificacdo de todas as isoformas/variantes dos genes
alvos. Os valores de Threshold cycle (Cq ou Ct) dos genes avaliados foram obtidos pelo
software do equipamento (Light cycler 96, Roche), e os niveis relativos de RNAm foram
calculados de acordo com a metodologia descrita por (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Quadro 3. Sequéncia dos alvos génicos e primers utilizados para a técnica de gPCR.

Gene Primer Forward Primer Reverse

ATG5 AAGCAAACTCTGGATGGGATTG | TCCTAGTGTGTGCAACTGTCC

ATG12 GGAGGGGAAGGACTTACGGA TTCGCTCTACTGCCCACTTC

BECLIN1 | TCCCGAGGTGAAGAGCATCG GCCTGGGCTGTGGTAAGTAA

P62 GAGATTCGCCGCTTCAGCTT GGAAAAGGCAACCAAGTCCC

B-ACTIN | AGAGCTACGAGCTGCCTGAC CACCTTCACCGTTCCAGTTT

Fonte: Primers elaborados pelo autor utilizando o servidor online PrimerBlast (em
18/06/2019)
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4.8. Ensaio de Griess para determinagéo dos niveis de Nitrito

Para determinagdo da producdo de oOxido nitrico as células foram cultivadas a uma
densidade de 1 x 10* células/poco em placas de 96 pogos; A determinagao do 6xido nitrico
se da de forma indireta, através da mensuracéo do nitrito, que € um dos produtos primarios
do NO, onde esse ao reagir com a sulfanilamida e o N-1-naftiletilenodiamina (NEED)
origina, em condigdes &cidas, o diazonium, composto este de coloragdo rdsea. Apos as 2
horas de adigdo das substancias, foram coletados 100 pLL do sobrenadante de cada um dos
pocos e transferidos para outra placa e a cada poco desta foi adicionado 100 pL do
reagente de Griess (proporcdo 1:1 de sulfanilamida 1% diluida em H3PO4 5% e, NEED
0,1% diluido em agua destilada). Para o branco, foi adicionado 100 pL do reagente e 100
pL de meio de cultura celular. A absorbancia foi medida utilizando um leitor de placa a
540 nm. A curva padrdo utilizada para a determinacdo da concentracdo de nitrito nas
amostras foi feita utilizando-se nitrito de s6dio (100 uM - 5 uM) (GREEN et al., 1981).

4.9. Ensaio de determinacgéo da Atividade da enzima Arginase

Para 0 ensaio da atividade da arginase, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos
na densidade de 1.10° células /pogo. Apos isso, as células foram submetidas ao protocolo
de tratamento descrito acima. Ao final desse protocolo, as placas foram centrifugadas por
5 minutos a 300 g. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e precipitado foi
resuspendido em 250 pL de tampao de lise (0,2% Triton X-100) em agitagdo suave.
Posteriormente foram retirados 100 pL para a dosagem de proteinas e 150 pL restantes
para o ensaio de arginase. Ao final, foi utilizado 50 pg de proteina/poco para a dosagem
da atividade da enzima arginase conforme descrito anteriormente (CORRALIZA et al.,

1994). O resultado foi expresso em pg de uréia/ ug de proteina.

4.10. Determinacdo de Mediadores Pro- e Anti-inflamatérios e BDNF por ELISA
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Para esses ensaios, as células foram plaqueadas em pogos de 96 pocos na densidade de
3.10°/pogo. Apods isso, as células foram submetidas ao protocolo de tratamento descrito
acima. Ao final desse protocolo, as placas foram centrifugadas 5 minutos a 300 g e foi
retirado 100 pl do sobrenadante de cada pogo. A dosagem das citocinas foi realizada por
ensaio imunoenzimaticos para TNFo, IL-1pB, IFNy, IL-4, TGF-B (Kits ELISA TMB
Human Preprotech, USA) e BDNF (R&D, DuoSet BNDF Human-Mouse Kit), conforme

descrito anteriormente. O resultado foi expresso em pg/ml de meio sobrenadante.

4.10. Imunofluorescéncia para iNOS/Argl/DAPI

As células foram semeadas (2 x 10* células/poco) em placas de 12 pogos contendo
laminulas estéreis de vidro. Apds os respectivos tratamentos, 0 meio foi completamente
retirado, as células lavadas com 300 pL. de tampao PBS por pocgo, e fixadas com solucao
de paraformaldeido a 4% (pH 7.4) em PBS por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos
isso, as células foram lavadas com 300 puL tampao PBS, trés vezes, sucessivamente. As
células foram entdo submetidas ao protocolo de recuperacdo antigénica usando tampéo
citrato (Tampéo Citrato de Sodio 10mM, 0.05% Tween 20, pH 6.0) aquecido a 90° C por
10 minutos. Apos isso, as células foram deixadas esfriar a temperatura ambiente por 20
minutos, e posteriormente lavadas trés vezes com tampao PBS. A seguir, foi adicionado
300 pL de tampao de permeabilizacdo (0.1% de Triton X-100, 1 % de ABS em PBS) por
15 minutos, e as células foram novamente lavadas uma vez com tampé&o PBS. Ap0s isso,
foi acrescentado 500 puL. de tampao de bloqueio (3% ABS, 50mM de glicina, em PBS)
por poco por 50 minutos a temperatura ambiente. Entdo, as células foram incubadas
overnight a 4 °© C com os anticorpos primarios: anti-iNOS IgG monoclonal produzido em
camundongo (1:150, SantaCruz Biotechnology, Ref# Sc-7271) e anti-Argl IgG
policlonal produzido em coelho (1:400, ThermoFisher, Ref# PAb5-29645).
Posteriormente, as células foram incubadas com anticorpos secundarios: Alexa Fluor 594
anti-lgG de camundongo (1: 400, Invitrogen) e Alexa Fluor 488 anti-IgG de coelho (1:
400, Invitrogen). Por fim, foi adicionado 1 pg/mL de 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para marcacao nuclear por 10 minutos. As laminulas
foram, entdo retiradas dos pogos, lavadas em PBS, e montadas em laminas de vidro para

microscopia usando o meio de montagem anti-desbotamento (Prolong Gold Antifade



107

Mountant, ThermoFisher Scientific, Ref# P36930). As laminas foram fotografadas
usando um leitor de slides Cytation 3 (Carl Zeiss, White Plains, NY, EUA) nas objetivas
de 10 e 20x, com exposicdo, ganho e deslocamento constantes. De cada poco, foram
fotografados pelo menos 4 campos randémicos e para cada grupo foram analisados pelo
menos 4 pocos em cada experimento. A analise da intensidade de fluorescéncia foi
semiquantitativa, usando o pacote de software aberto Fiji/lmageJ (NIH, Bethesda, EUA),
usando as variaveis intensidade média de fluorescéncia e area marcada (%). A analise de
colocalizacédo foi realizada usando o plugin Coloc2 (ImageJ, NIH, EUA), e obtido
coeficiente de colocalizacdo por meio do coeficiente de Pearson ajustado de cada

sobreposicao.

4.11. Ensaio de Imunofenotipagem para marcadores de superficie por

Citometria de Fluxo

Alguns marcadores externalizados na superficie de células fagociticas, como micréglia,
ajudam a entender o perfil de polarizagdo pro- ou anti-inflamatério dessas células. Nesse
contexto, a classica distingdo entre perfil classicamente ativado “M1” e alternativamente
ativado “M2”, apesar de didatica, ¢ supra-simplificada e ndo consegue capturar a
diversidade de estados que essas células podem assumir, e, portanto, serdo evitados.
Apesar disso, alguns marcadores de superficie estdo supra-regulados em condicdes proé-
inflamatdrias, como CD86 and iNOS, enquando outros como CD200R e Argl, estdo
usualmente supra-regulados em condi¢des anti-inflamatdrias. Nesse estudo, nés
identificamos na superficie das células microgliais 0 marcador constitutivo CD11b, além
dos marcadores de polarizacdo pro- e anti-inflamatéria, CD86 e CD206, respectivamente
(Park et al., 2016).(ZHOU et al., 2017).

Para esse ensaio, as células foram semeadas em placas de 12 poc¢os na concentracao de 2
x 10° células/pogo, e, apds os tratamentos, foram fixadas em paraformaldeido 0,25% por
5 minutos, e lavadas com PBS. Apos isso, foram centrifugadas (500 rpm, 08 min, 4°C),
e o pellet de cada poco ressuspendido em 300uL tampdo de FACS. Apds isso, as células
foram incubadas com o mix de anticorpos com fluoréforos conjugados (3 pL de cada
anticorpo por microtubo) para os referentes alvos: anti-lgG monoclonal CD11b-FITC
(1:100, ThermoFisher, Ref#11-0112-41), anti-lgG monoclonal CD86-PE-Cy7 (1:100,
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ThermoFisher, Ref#25-0862-82), e anti-lgG monoclonal CD200R-PerCP-eFluor™ 710
(1:100, ThermoFisher, Ref## 46-5201-82), por 45 minutos, no escuro e em gelo.
Posteriormente, essas células foram novamente lavadas com tampéao de FACS, entdo,
foram centrifugadas (500 rpm, 08 min, 4°C) e ressuspendidas em tampao FACs (300 pL)
para aquisicao por citometria de fluxo. As células foram entéo analisadas em citdmetro
de fluxo (Attune NXT Flow Cytometer, ThermoFisher), conforme estratégia de gates
descrita no Quadro 4. Os dados obtidos foram analisados no software prioritario do
citbmetro Attune NXT Flow Cytometer e transferidos para analise estatistica no software

GraphPad Prism.

Quadro 4. Estratégia de gates para a imunofenotipagem por marcadores de superficie
(CD11b, CD86 e CD200R) por citometria de fluxo.
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Inicialmente, foi definido o gate all cells (A), a partir desse gate foi definido o gate single
cells (B). A partir do gate de single cells, foram montados histogramas para a distribuicdo
da intensidade média de fluorescéncia (ou MFI) das células para CD11b (C), CD86 (D)
e CD200R (E). Em cada um desses graficos, foi definido um gate em colchete para a
populagdo de células + (MFI > 1x10°%). A partir do gate de single cells, foram também
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montados graficos de dot plot para as diferentes marcagdes, respectivamente, CD86(eixo
y)/CD11lb(eixo x) (F), CD200R(eixo y)/CD1llb(eixo x) (G), e CD86 (eixo
y)/CD200R(eixo x) (H). Nesses ultimos, foram definidos gates em quadrantes para
identificacdo das populacdes duplamente com alta e baixa expressdo dos referidos
marcadores de superficie. Os valores das quantidades de células que estavam dentro do
gates selecionados foram analisados no Prism para a comparacédo de diferencas entre 0s
grupos. Ref: (ZHOU et al., 2017).

4.12. Ensaios de Formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

Intracelulares

4.12.1. Ensaio de NBT

A formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) intracelular pode ser medida por
meio da reacdo da solucdo de nitroblue tetrazolium (NBT) com os anions superdxido
gerados pelo sistema xantina oxidase. Nesse contexto, essa reacao geram um produto roxo
que se precipita no fundo da placa (cristais de formazan) que possuem absorbancia étima
no espectro de 630 nm. Brevemente, as células foram semeadas em placas de 96 pogos
na concentracdo de 1x10% e apds os tratamentos, tiveram o meio completamente
removido. Foi adicionado em cada po¢o 100uL de solucdo de NBT (1 mg/mL de NBT
em PBS), ap06s o qual, as células foram incubadas a 37°C por 90 minutos. Apos isso,
foram acrescentados 50 pL de solu¢do de dimetilsulféoxido (DMSO) (P.A., Sigma-
Aldrich) por poco, e as placas foram colocadas em agitagcdo suave por 30 minutos a
temperatura ambiente e protegidas da luz. Ao final, a absorbancia foi medida em leitor de
placas a 630nm. Como controle positivo interno pro-oxidativo para esse ensaio, pelo
menos uma coluna de células distintas (8 pocos) em cada placa foi tratada com PMA (1
pg/mL, Sigma Aldrich) por 1 hora a 37°C para induzir um estresse mitocondrial
respiratorio e entdo submetidas as demais etapas do protocolo (JAVVAII et al., 2020;
TUNC; THOMPSON; TREMELLEN, 2010)

4.12.2. Ensaio de DCFDA

A deteccdo de EROS intracelulares pode também ser mensurada pela reacdo da probe
fluorescente 2',7'-dichlorodihydrofluoresceina diacetato (H2DCFDA), a qual por suas

propriedades acidas fica retida dentro dos compartimentos intracelulares (NG; OOl,
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2021). Entdo, por reacdo de desacetilagdo induzida por esterases intracelulares,
H2DCFDA é oxidada gerando o derivado fluorescente verde DCF. Brevemente, para esse
ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 pogos na concentragdo de 1x10% e
apos os tratamentos, tiveram o0 meio completamente removido. Foi adicionado em cada
po¢o 100 uL de solugao de H2DCFDA 20 uM (Thermo Fisher Scientific, Ref#D399) pré-
aquecida a 37°C. Entdo, as placas foram incubadas a 37°C por 30 minutos, protegidas da
luz. Apds isso, a fluorescéncia resultante foi lida em leitor de placas Cytation 3 (Carl
Zeiss, White Plains, NY, EUA) com os comprimentos de onda: excitacdo 494 nm/emisséo
522 nm. Como controle positivo interno pro-oxidativo para esse ensaio, pelo menos uma
coluna de células distintas (8 pocos) em cada placa foi tratada com solugédo de peroxido
de hidrogénio (10% diluido em PBS) por 1 hora, e entdo submetidas as demais etapas do
protocolo (NG; OOl, 2021).

4.13. Ensaio de Atividade Fagocitica com Beads-FITC conjugadas

Para esse ensaio foi usado o kit comercial Vybrant-Phagocytosis Assay Kit
(ThermoFisher, Ref#V-6694). Esse kit prové um modelo para avaliar o efeito de drogas
e outras condi¢Ges ambientais na atividade fagocitica de células em cultura. O Kit se vale
da fluorescéncia emitidas por particulas (beads) internalizadas por células fagociticas,
como também da mitigacdo da fluorescéncia externa, ou seja, de particulas néo-
internalizadas (ndo-fagocitadas), pelo corante intravital azul de tripan.1,2. As particulas
fluorescentes contidas no kit sdo conjugadas com fluoresceina (BioParticles®,
ThermoFisher), fluorescendo no espectro verde (Absorbanciua/Emissdo: 494/518 nm).
Para esse ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 pocos na concentragdo de 1
x 10° células/pogo (> 90% de viabilidade), conforme recomendado pelo fabricante, e, ap6s
0s tratamentos, tiveram o meio completamente colhido e reposto por 100 pL de meio
DMEM novo. Apos isso, foi acrescentado 100 pL de solucdo com as particulas
fluorescentes (1 mg/mL, diluida em solugdo de HBSS), e as células retornaram para
incubadora por 2 horas (37°C, 5% de CO3). A solucdo de azul de tripan foi preparada
nesse intervalo, diluindo-a 10x em agua bidestilada estéril, e, entdo foi acrescentado 50
pL em cada poco e incubado por 1 minuto a temperatura ambiente, protegido da luz. Apds

isso, foi retirado todo o meio sobrenadante, e as células foram lavadas uma vez com
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solugéo de HBSS (200 pL/pogo). Imediatamente, a fluorescéncia das placas foi lida em
leitor de placas Cytation 3 (Carl Zeiss, White Plains, NY, EUA) com os comprimentos
de onda: excitacdo 480 nm e emissdo 520 nm. Controles negativos, contendo apenas
meio, sem células foram utilizados, e os resultados foram expressos como % da
intensidade média de fluorescéncia em relacéo ao controle (células ndo-tratadas). Apos a
leitura, pelo menos 3 campos aleatérios de cada poco foram fotografados com a objetiva
de 20x no leitor de placas Cytation 3 (Carl Zeiss, White Plains, NY, EUA) para confirmar

a eficiéncia do ensaio.

414, Ensaio de Scratch de Motilidade Celular

O ensaio de scratch (arranhdo) € um ensaio simples e de baixo custo que envolve a criacdo
de um rompimento em uma camada de células aderentes e capturar imagens em tempos
regulares durante a migracdo dessas células em direcdo a borda de ruptura para
determinar, assim, a taxa de migracdo celular (LIANG; PARK; GUAN, 2007).
Brevemente, nesse ensaio, as células foram semeadas em placas de 24 pogos na
concentracdo de 1 x 10° células/pogo (70-80% de confluéncia). Apos isso, o meio foi
completamente removido, e com auxilio de uma ponteira P200 estéril, foi realizado um
arranhdo vertical reto no fundo de cada pogo. O meio foi novamente retirado, as células
lavadas uma vez com tampdo PBS e novo meio foi acrescentado (500 pL/poco). Nesse
estagio, foram acrescentadas as drogas testes em diferentes condigdes experimentais (pré-
e pds-tratamento). As células voltaram para a incubadora por mais 48 horas. Ap6s isso,
elas foram lavadas uma vez com PBS, e fixadas com solu¢do de PFA 4.0% por 10
minutos. Com auxilio de um microscépio invertido em contraste de fase pelo menos 4
campos aleatérios contendo a regido do arranhdo de cada poc¢o foi fotografado nas
objetivas de 10x e 20x por um observador cegado das condi¢des de tratamento. As fotos
foram avaliadas no software ImageJ, com auxilio da ferramenta region of interest (ROI)
para definir a regido e bordas do arranhdo, e entdo, foi quantificado o nimero de células

migrantes e 0 % da area do arranhdo ocupado.

4.15. Animais
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Camundongos swiss machos adultos (70 dias de vida, 25-30 gramas) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara foram usados. Os animais foram
alocados em caixas de policarbonato de dimensfes padrdo (42x20.5%x20 cm/4
animais/caixa) e mantidos em sala com temperatura e umidade controlada (23 = 1° C;
umidade 60% = 5), racdo e agua ad libitum e ciclos claro/escuro de 12/12 horas. O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEUA-UFC) sob nimero
7839060721 e os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas
internacionais de uso de animais em experimentacdo. Todos os esforgos foram feitos para

minimizar o nimero e o sofrimento dos animais envolvidos nas etapas de experimentacao

4.16. Delineamento experimental - Protocolo in vivo

Camundongos machos foram randomicamente alocados em suas caixas-moradia (5
animais/caixa) e habituados por 7 dias antes do inicio do protocolo experimental. Apds
isso, iniciando no dia 1 de protocolo até o dia 3 de protocolo, os animais foram tratados
com sulfato de HCQ (60 mg/kg, IP.) ou salina 0.9% (SAL). No dia 2 de protocolo, 0s
animais receberam LPS (0.5 mg/kg, IP.) ou SAL, e 24 horas ap6s foram tratados com
CBD (10 mg/kg, IP.), S-cetamina (10 m/kg, IP.) ou SAL. Duas horas apds esse ultimo
tratamento, os animais foram avaliados para testes comportamentais relacionados a
comportamento tipo-depressdo: campo aberto, teste da alimentacdo suprimida pela
novidade, teste do splash e teste do nado forcado. Imediatamente apOs os testes, 0s
animais foram eutanasiados por decaptacdo e tiveram as areas cerebrais dissecadas:
cortex pré-frontal (PFC) e hipocampo (HC) para analises moleculares posteriores. As

amostras foram armazenadas em freezer -70°C até realizacdo dos ensaios moleculares.

Os comportamentos foram organizados em ordem de potencial estressor (menor para o
maior potencial estressor). A dose de LPS, via de administracdo e tempo de avaliacdo
foram baseados em trabalhos previamente publicados na literatura (MELLO et al., 2018;
TOMAZ, V. de S. et al., 2020), bem como as doses usadas de S-cetamina (YANG, C. et
al., 2015; ZHANG, J. C.; LI; HASHIMOTO, 2014), CBD (SALES et al., 2019) e sulfato
de HCQ (RUIZ et al., 2016) (ver Quadro 5).
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Quadro 5. Delineamento experimental do protocolo in vivo. Figura elaborada pelo autor
com auxilio Biorender.com. Abrevia¢des: CBD: Canabidiol; LPS: lipopolissacarideo;
HCQ: hidroxicloroquina; HC: hipocampo; PFC: pré-frontal cortex.

4.17. Teste do Campo Aberto

Com a finalidade de analisar a atividade locomotora, os animais foram avaliados no teste
do campo aberto. A arena para o teste é feita de acrilico (30 x 30 x 15 cm) com o chéo
dividido em nove quadrados iguais. A atividade exploratoria do animal foi registada
durante 6 minutos, sendo 1 minuto de habituacdo e 5 minutos de teste (ARCHER, 1973).
Os parametros avaliados foram: o nimero de quadrados s parametros avaliados foram: o
namero de quadrados atravessados pelo animal (nimero de cruzamentos), numero de
entradas e tempo no quadrante central (em segundos). Os experimentos foram realizados
em uma sala de som atenuado, sob baixa intensidade de luz vermelha, por dois

observadores treinados.

4.18. Teste da alimentacdo suprimida pela novidade (Novel Suppressed
Feeding Test)
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O teste da alimentagdo suprimida pela novidade foi realizado como descrito
anteriormente (WARNER-SCHMIDT & DUMAN, 2007). Antes do teste, os animais
foram privados de alimentos durante a noite (12 horas). No dia do teste, os animais foram
colocados em uma arena de acrilico (30 x 30 x 15 cm) rodeado por paredes escuras, com
um pequeno pellet de pasta de amendoim (Pagoquita, Brasil) no centro. O teste teve
duracdo total de 8 min. Nesse periodo, os animais exploraram toda a arena. Foi registrado
a laténcia de cada animal para alimentar-se, ou seja, 0 tempo que o animal levou para dar
a primeira mordida no alimento, bem como a diferenca de peso inicial e ao final do teste

do pellet de comida (parametro de apetite do animal).

4.19. Teste do Splash

O teste de Splash avalia o comportamento auto-motivacional ou de auto-cuidado do
animal (YALCIN; AKSU; BELZUNG, 2005). Para isso, no dia anterior ao teste, 0s
animais foram separados em caixas individuais por um periodo de 12 horas a fim de
diminuir o componente ansioso referente a exposicdo a um novo ambiente. No dia do
teste, foi esguichado um jato de solucdo de sacarose a 10% no dorso do animal em sua
gaiola. Devido a sua viscosidade, a solucdo de sacarose adere a pele e o animal estimla o
comportamento de limpeza. Apds a aplicagdo da solucdo de sacarose, foi registrado a
laténcia, o tempo para inicio do camportamento de auto-limpeza (grooming) e a duragéo
total desse comportamento por um periodo de 5 minutos (ISINGRINI et al., 2010).

4.20. Teste do Nado Forgado

Os animais foram colocados individualmente em um cilindro de acrilico (altura 35 cm;
didmetro 24 cm), contendo 13,5 cm de dgua mantida a 22-24 ° C. Apds 2 minutos de
habituacéo, o tempo de imobilidade (em segundos) dos animais foi avaliado durante 4
minutos, em um tempo total de 6 minutos no interior do cilindro. Considera se como
imobilidade quando o animal faz apenas 0os movimentos minimos para manter a cabeca

fora da 4gua. Ademais, os movimentos de nado lateral (swimming), nado vertical
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(climbing) e mergulho (diving) foram registrados conjuntamente como comportamento
de nado ativo (em segundos) (PORSOLT; LE PICHON; JAL FRE, 1977).

4.21. Determinacdo da expressao proteica das isoformas LC3B-1 e LC3B-I11

por Western Blott nos homogenatos cerebrais

Apds os tratamentos, as areas cerebrais (PFC e HC) foram homogeneizadas em 200uL de
tampéo RIPA gelado (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA,; 1% NP-
40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de sddio; 0,1% SDS) com inibidor de protease
(SigmaAldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease: 100uL de RIPA). Os lisados foram
entdo centrifugados 12.000 rpm por 20 min a 4 °C, e os sobrenadantes (lisado com as
proteinas em suspensdo) coletados em novos tubos para as etapas subsequentes. A
concentracdo de proteinas totais nas amostras foi determinada pelo método de Bradford,
usando reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate -
BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA), como descrito anteriormente. Para o ensaio
de western blot, 150 pg de proteina de cada amostra foi adicionada a tampdo de
carregamento (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS;
0,01% azul de bromofenol) com B-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10
segundos, aquecendo no banho maria (95°C, 5 min). Em seguida, realizou-se a
eletroforese vertical de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 10% a 60
V nos primeiros 15 min para deposi¢do das amostras no fundo do pogo e 120 V para o
restante da corrida. Apds a corrida, efetuou-se a transferéncia das proteinas do gel para
uma membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) por meio de
eletrotransferéncia semi-seco com o aparelho (Power Blotter—-Semi-dry Transfer System,
ThermoFisher) por 50 minutos com limite méaximo de corrente em 1.0 A, usando tampao
de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Apos esta etapa, as
membranas foram bloqueadas por uma hora em agitacdo constante com solucdo de BSA
5% (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampdo salina Tris-HCI suplementado com Tween
20 (TBST-20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,1% Tween20). Em seguida, as diferentes
membranas foram incubadas, overnight a 4°C sob agitacdo constante, com os anticorpos
primarios: anti-LC3B IgG policlonal produzido em coelho (1:1000, ThermoFisher, USA),
e anti-p-actina 1gG monoclonal produzido em camundongo (1:4000; Sigma, USA),
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ambos diluidos em 1% de BSA em TBS-T. Apds esta etapa, realizaram-se trés lavagens
de 10 min cada com TBS-T. As membranas. foram incubadas com os anticorpos
secundarios HRP-goat anti-rabbit 1gG (1:2000; Invitrogen, USA) ou HRP-goat anti-
mouse 1gG (1:3000; Sigma, USA) por uma hora em temperatura ambiente sob agitacao
constante. As membranas foram lavadas 3 vezes, duragéo de 10 min cada, com TBS-T.
Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western
ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5 min, protegidas da luz. As
imagens das membranas foram obtidas em modo de detec¢do automatico pelo sistema de
fotodocumentacdo iBright CL750 Imaging System (ThermoFisher, EUA). As bandas
referentes as isoformas LC3B | e Il foram diferenciadas baseadas em seu peso molecular,
respectivamente 12-14kDa e 15-16 kDa.. A densidade das bandas foi mensurada por meio
do software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA) e normalizada pela expressao relativa de f3-

actina.

4.22. Determinacdo de citocinas pro-inflamatorias IL-1p e TNF-a por
ELISA nos homogenatos cerebrais

Para esses ensaios, as areas cerebrais foram homogeneizadas em tampé&o PBS na diluigdo
1:9 vezes (titulo massa:volume). A dosagem das citocinas foi realizada por ensaio
imunoenzimaticos (Kits IL-1p ¢ TNF-a ELISA TMB Mouse Preprotech,USA) conforme
descrito anteriormente. A concentracao de proteina de cada amostra foi determinada pelo
ensaio de Bradford como descrito acima (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent
Concentrate - BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). Os resultados foram expressos

em pg/mg de proteina.

4.23. Andlise Estatistica

A anélise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism versdo 8.0 para
Windows, GraphPad Software Inc., San Diego Califérnia EUA Copyright ©. A
normalidade dos dados foi testada por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Quando paramétricos, os dados foram analisados pelo teste ANOVA de uma-via seguido

pelo teste de Tukey de comparacbes multiplas. Se ndo-parametricos, os dados foram
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analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn de comparagoes
maltiplas. Para o ensaio de imunofenotipagem microglial por citometria de fluxo, os
dados gerados foram analisados por ANOVA regular de duas-vias considerando 0s
fatores “tratamento” e “fenotipo celular”. Apds analise ANOVA, foi realizado o teste de
Tukey como teste de comparagdes multiplas. Os dados foram expressos como média +
EPM. Foi considerado nivel critico para rejeicao da hipétese de nulidade menor que 0,05
(p<0,05).

5. RESULTADOS

5.1. Efeito citotoxico e curva de concentraces do CBD ap06s 24 e 48 horas

Nos ensaios de MTT e LDH, foi testado o tratamento com concentracdes diferentes de
CBD (1-100uM) por 24 e 48 hrs, correspondendo respectivamente as duracdes de
tratamento dos protocolos de pos-tratamento e pré-tratamento, e comparados com as
condigdes controle com apenas meio de cultivo (CTL) e veiculo de diluicdo do CBD
(VEH). No ensaio de MTT, na analise de comparacfes multiplas, observamos uma
reducdo significativa da viabilidade celular da linhagem HMC3 nos grupos tratados com
CBD 50 uM [F (5, 72) = 5.695, P= 0.0185] e 100 pM [F (5, 72) = 5.695, P=0.0002]
comparado ao grupo CTL na avaliacdo de 24 hrs (Fig.5A). Na avaliacdo de 48hrs, por
outro lado, apenas o grupo tratado com CBD 100 uM manteve uma reducdo significativa
da viabilidade celular comparado ao grupo CTL [F (5, 72) = 3.790, P=0.0124] (Fig.5B).

No ensaio de LDH, foi observado um aumento significativo da atividade dessa enzima
no sobrenadante das células em cultivo tratadas com CBD 100 uM comparado ao grupo
CTL (Kruskal-Wallis: 24,98; P=0.0023) e grupo VEH (Kruskal-Wallis: 24,98; P=0.0015)
no intervalo de 24 hrs (Fig.5C). Nenhuma diferenca significativa foi observada no
intervalo de 48 hrs (Fig.5D).
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Figura 5. Curva de concentracdes do CBD nos ensaios de citotoxicidade por MTT e
atividade da enzima LDH em células microglias HMC3. (A) Efeito de diferentes
concentracfes do CBD (1-100uM) no ensaio de citotoxicidade por MTT apds 24 horas
de exposic¢éo (% do controle); (B) Efeito de diferentes concentragcdes do CBD (1-100uM)
no ensaio de citotoxicidade por MTT ap0s 48 horas de exposi¢do (% do controle); (C)
Efeito de diferentes concentragdes do CBD (1-100uM) no ensaio de citotoxicidade por
atividade da enzima LDH no sobrenadante dos cultivos ap6s 24 horas de exposicédo; (D)
Efeito de diferentes concentragdes do CBD (1-100uM) no ensaio de citotoxicidade por
atividade da enzima LDH no sobrenadante dos cultivos apds 48 horas de exposicdo. Os
dados séo expressos como media + EPM. N composto por trés replicatas experimentais
independentes com pelo menos 3 replicatas técnicas cada. Os dados foram analisados com
o0 teste ANOVA de uma via com teste de Tukey como teste de comparages multiplas.
***p< (0,001 ****P< (0,0001). Abreviacdes: CBD: cannabidiol; MTT: (3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazolio); LDH: lactato desidrogenase -
Lactate dehydrogenase.
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5.2. Efeito do CBD e HCQ nos ensaios de citotoxicidade nos protocolos de pré- e

pés-tratamento com LPS

Baseado nos dados acima, a maior concentracao testada que ndo afetou significativamente
a viabilidade celular em ambos os ensaios de MTT e LDH nos dois intervalos de tempo
selecionados foi a de 10 uM, sendo portanto a concentracdo escolhida para os ensaios

subsequentes.

No ensaio de MTT, em ambos os protocolos de pre- e pos-tratamento, nenhuma diferenca
significativa foi observada nos grupos tratados com CBD (10 uM) com ou sem HCQ (10

K1M) em relacdo ao grupo controle (Fig.6A-B).

No ensaio de LDH, semelhantemente, em ambos os protocolos de pré- e pos-tratamento,
nenhuma diferenca significativa foi observada nos grupos tratados com CBD (10 uM)
com ou sem HCQ (10 uM) em relacéo ao grupo controle. Entretanto, uma tendéncia néo-
significativa de aumento da atividade da LDH foi observada nos grupos tratados com
HCQ, LPS+CBD+HCQ (Kruskal-Wallis: 96,76; P=0.3916) e LPS+HCQ (Kruskal-
Wallis: 96,76; P=0.2733), no protocolo de pré-tratamento em relacdo ao grupo CTL
(Fig.6C-D).
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Figura 6. Efeito do CBD (10 uM) sozinho ou combinado com HCQ (10 uM) nos
protocolos de pré- e pds-tratamento com LPS em células microgliais HMC3. (A-B) Efeito
do CBD (10 uM) sozinho ou combinado com HCQ (10 M) no ensaio de citotoxicidade
por MTT (representado como % do controle) no protocol de pré-tratamento e pos-
tratamento respectivamente; (C-D) Efeito do CBD (10 puM) sozinho ou combinado com
HCQ (10 uM) no ensaio de citotoxicidade por atividade da enzima lactato desidrogenase
no protocol de pré-tratamento e pos-tratamento respectivamente. Os dados sao expressos
como média £ EPM. N composto por trés replicatas experimentais independentes com
pelo menos 3 replicatas técnicas cada. Os dados foram analisados com o teste ANOVA
de uma via com teste de Tukey como teste de compara¢fes multiplas. ***P< 0,001
****P< 0,0001). Abreviagbes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo; MTT: (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazdlio); LDH: lactato desidrogenase -
Lactate dehydrogenase.
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5.3. Efeito do CBD e combinag¢do com HCQ no ensaio de vesiculas &cidas (acidic
vesicular organelles, AVOS)

O ensaio de vesiculas &cidas (AVOS) por meio da quantificacdo da relacdo entre a
fluorescéncia vermelha e verde (red/green ou R/G) emitida pelo corante intra-vital laranja
de acridina (acridine orange, AO) é um marcador estabelecido do estagio tardio de
autofagia e da fusdo de autofagossomos maduros e lisossomos. No protocolo de pré-
tratamento, nesse ensaio, 0s grupos tratados com HCQ, como inibidor ndo especifico da
acidificacdo dos lisossomos, apresentaram reducdo significativa da relacdo
vermelho/verde em relacdo a populacgéo positiva para essas vesiculas (% gate) comparado
ao grupo LPS [vs LPS+CBD+HCQ), (Kruskal-Wallis: 96,76; P=0.0196); e vs LPS+HCQ,
(Kruskal-Wallis: 96,76; P=0.002)] e ao grupo CTL [vs LPS+HCQ, Kruskal-Wallis:
96,76; P=0.0301)]. O grupo STV, como esperado, apresentou aumento significativo em
ambos os parametros avaliados: relacdo vermelho/verde MFI (Kruskal-Wallis: 35,47;
P=0.0025) e relacdo vermelho/verde % gate (Kruskal-Wallis: 96,76; P= 0.0301), quando
comparado ao grupo CTL (Fig.7A-B, para representativos, ver Fig.8).

Em relacdo, ao protocolo de pos-tratamento, o grupo LPS+CBD apresentou um aumento
significativo da relacdo vermelho/verde em ambos os pardmetros MFI (Kruskal-Wallis:
26,68; P=0.0257) e % gate (Kruskal-Wallis: 39,06; P=0.0122) em relag&o ao grupo LPS.
O co-tratamento com HCQ (LPS+CBD+HCQ) significativamente reduziu essa relacdo
em ambos os parametros em relacdo ao grupo LPS+CBD: para MFI (Kruskal-Wallis:
26,68; P=0.0150) e para % gate (Kruskal-Wallis: 39,06; P=0.0017). O grupo STV,
semelhantemente, foi capaz de significativamente aumentar a relacdo vermelho/verde
tanto para o MFI (Kruskal-Wallis: 26,68; P=0.0027) quanto para 0 % gate (Kruskal-
Wallis: 26,68; P=0.0016) em relacédo ao grupo LPS. Por outro lado, o tratamento sozinho
com HCQ nesse protocolo ndo causou alteragdes significativas na relacdo vermelho/verde

(Fig.7C-D, para representativos, ver Fig.9).
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Figura 7. Avaliacdo quantitativa do ensaio de formacéo de vesiculas acidas (AVOS). (A-
B) Efeito do CBD (10 uM) sozinho ou combinado com HCQ (10 puM) no protocolo de
pré-tratamento nos parametros intensidade media de fluorescéncia R/G (A) e % células
na selecdo (gate) de células AVOS+ (B); (C-D) Efeito do CBD (10 uM) sozinho ou
combinado com HCQ (10 pM) no protocolo de pds-tratamento nos parametros
intensidade media de fluorescéncia R/G (C) e % ceélulas na selecdo (gate) de células
AVOS+ (D). Os dados séo expressos como média £ EPM. N composto por trés replicatas
experimentais independentes com pelo menos 3 replicatas técnicas cada. Os dados foram
analisados com o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn como teste de
comparag¢Bes multiplas. ***P< 0,001 ****P< 0,0001). Abreviagdes: CBD: cannabidiol;
LPS: lipopolissacarideo; HCQ: hidroxicloroquina; AO: acridina orange; AU: arbitrary
unity; STV: starvation.
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Figura 8. Representativos do ensaio de AVOS por citometria de fluxo do protocolo de
pré-tratamento. Efeito do CBD (10 pM) sozinho ou combinado com HCQ (10 uM) em
células microgliais desafiadas com LPS. STV usada como condi¢do experimental positive
para inducdo de autofagia. Gréaficos de histograma para intensidade media de
fluorescéncia (MFI) dos canais verde e vermelho representados em escala log com
selecio em feiche de células positivas (MFI>10%). A direita, grafico de dot plot
representado em escala linear da relacdo vermelho (red, eixo y) e verde (green, eixo Xx) e
selecdo do gate de células AVOS+. Ref: THOME. et al. Ratiometric analysis of acridine
Orange staining in the study of acidic organelles and autophagy. Journal of Cell Science,
v. 129, n. 24, p. 4622, 2016. Abreviagdes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo;
HCQ: hidroxicloroquina; AO: acridina orange; STV: starvation.
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Figura 9. Representativos do ensaio de AVOS por citometria de fluxo do protocolo de
pos-tratamento. Efeito do CBD (10 uM) sozinho ou combinado com HCQ (10 uM) em
células microgliais desafiadas com LPS. STV usada como condicdo experimental positive
para inducdo de autofagia. Gréaficos de histograma para intensidade media de
fluorescéncia (MFI) dos canais verde e vermelho representados em escala log com
selecio em feiche de células positivas (MFI>10%). A direita, grafico de dot plot
representado em escala linear da relacdo vermelho (red, eixo y) e verde (green, eixo Xx) e
selecdo do gate de células AVOS+. Ref: THOME. et al. Ratiometric analysis of Acridine
Orange staining in the study of acidic organelles and autophagy. Journal of Cell Science,
v. 129, n. 24, p. 4622, 2016. Abreviagdes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo;
HCQ: hidroxicloroquina; AO: acridina orange; STV: starvation.
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5.4. Efeito do CBD na expressao protéica das isoformas de LC3B (I e I1), taxa de
conversao LC3B-11/LC3B-I1 e expressdo da proteina p62/SQSTM1

Apenas a proteina microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3), um ort6logo da
proteina ATG8 em leveduras, se localiza em todos os tipos de vesiculas envolvidas no
fluxo autofagico, incluido fagoforo, autofagossomo e autolissosomo. Durante a formacéo
do autofagossomo, a isoforma LC3B-l € conjugada a um grupamento
fosfatidiletanolamina sendo convertida a isoforma LC3B-I1 pelos fatores ATG3 e ATG7.
Portanto, a conversao de LC3-1 para LC3-11 e a degradacdo lisossomal de LC3-11 refletem
a progressdao da autofagia, respectivamente os estagios iniciais (formacdo do
autofagossomo) e finais (degradacdo do cargo autofagico) (JIANG et al, 2015). Em
relacdo a expressao das isoformas LC3B-1 e LC3B-I1 e taxa de conversdo LC3B-11/LC3B-
I na anélise de comparagfes multiplas, nenhuma diferenga significativa foi observada
entre 0s grupos experimentais e controle. Nesse experimento, afim de avaliar a taxa de
degradacéo da isoforma LC3B-11 e os estagios finais do fluxo autofagico, nds replicamos
0S Mesmos grupos expostos ao LPS e CBD, com e sem o inibidor seletivo da acidificagio
de lisossomos, cloreto de aménio (NH4CI), como previamente descrito (VRECHI et al.,
2021).

Apesar disso, foi possivel observar algumas tendéncias dignas de nota em relacdo a
expressao dessas proteinas. Em relacdo a LC3B-11, em ambos os grupos expostos e néo-
expostos ao NH4CI, foi observado uma tendéncia a reducédo dessa isoforma no grupo LPS
em comparagdo ao grupo CTL [sem NH4CI, DM: 1.647 (correspondendo a reducgéo de
70.08%), P=0.9540; com NH4CI, DM: 1.538 (correspondendo a reducgdo de 37,47 %),
P=0.9680, ANOVA de uma via]. Também, uma tendéncia notavel ao aumento da
expressao de LC3B-II foi observado no grupo LPS+CBD em relacéo ao grupo LPS em
ambas as condig¢des sem e com NH4CI [sem NH4CI, DM: 2.684 (correspondendo ao
aumento de 79.24%), P=0.0587; com NH4C, DM: 2.715 (correspondendo ao aumento de
51,41 %), P=0.0689, ANOVA de uma-via] (Fig.10A-B).

Em relagdo a taxa de conversdo LC3B-11/LC3B-1, uma tendéncia de aumento dessa
relacdo foi observada na condicéo exposta ao NH4CI no grupo LPS+CBD em relagdo ao
grupo CTL [DM:2,619 (correspondente ao aumento de 56,45%), P=0.8960, ANOVA de
uma via] e ao grupo LPS [DM:1.801 (correspondente ao aumento de 38,82%), P=0.9582,
ANOVA de uma-via] (Fig.10C).
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Por fim, em relacdo a expressdo da proteina p62/SQSTML1, foi possivel observar nas
condigdes ndo expostas ao NH4CI, uma reducdo da expressdo de p62/SQSTM1 no grupo
LPS+CBD em comparacao ao grupo LPS (Kruskal-Wallis statistic: 15,70; P= 0.0079) e
ao grupo CTL (Kruskal-Wallis statistic: 15,70; P= 0.0317). Ademais, tendéncia néo-
significativa de aumento da expressdo dessa proteina foi evidenciado quando se
comparando o grupo LPS+CBD e o grupo LPS expostos ao NH4Cl [DM: 0.3193
(correspondente ao aumento de 25.64%), P=0.556, Kruskal-Wallis] (Fig.10D).
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Figura 10. Expressdo das proteinas LC3B isoformas | e Il, relacdo LC3BII/LC3BI e
p62/SQSTML1. Efeito do CBD (10 uM) no protocolo de pos-tratamento em condigdes
sem e com NH4Cl (inibidor da acidificagéo lisossomal). (A) expressdo relativa da proteina
LC3B isoforma | (normalizada pela B-actin); (B) expresséo relativa da proteina LC3B
isoforma Il (normalizada pela B-actina); (C) relacdo LC3B isoforma 11/ LC3B isoforma |
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em unidades arbitrérias; (D) expressdo relativa da proteina p62/SQSTMZ1(normalizada
pela B-actin). Os dados sdo expressos como média £ EPM. N composto por trés replicatas
experimentais independentes com pelo menos 2 replicatas técnicas cada. Os dados dos
painéis A, B e C foram analisados com o teste de ANOVA uma via seguido pelo teste de
TUKey. Os dados o painel D foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de Dunn como teste de comparacdes multiplas. ***P< 0,001 ****P< (,0001.
Abreviacbes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo; NH4Cl: cloreto de aménio;
AU: arbitrary unity.

5.5. Efeito do CBD na expressao (RNAmM) de genes relacionados a autofagia
(ATGs)

No protocolo de pré-tratamento, foi possivel observar um efeito mais pronunciado do
CBD na expresséo dos genes ATG5 e p62. Em relacdo ao primeiro gene (ATG5), a analise
de comparac¢des multiplas demonstrou um aumento significativo nos grupos tratados com
CBD, CTL+CBD [F (4, 20) = 8,404, P=0.0031] e LPS+CBD [F (4, 20) = 8,404,
P=0.0053], em relacdo ao grupo LPS. Também, o grupo LPS apresentou uma reducéo
significativa em relacdo ao grupo CTL [F (4, 20) = 8,404, P=0.0383]. O grupo STV, como
esperado, demonstrou um aumento significativo em relagdo ao grupo LPS [F (4, 20) =
8,404, P=0.002], e uma tendéncia de aumento em relacdo ao grupo CTL. Em relagdo a
expressao do gene ATG12, uma reducdo significativa foi observada no grupo LPS em
relacdo ao grupo CTL [F (4, 25) = 5,943; P=0.0121]. Semelhantemente, um aumento
significativo foi evidenciado no grupo STV em relagéo ao grupo LPS [F (4, 25) = 5,943;
P=0.0038]. Em relacdo a expressdo de BECLINL, foi possivel observar um aumento
significativo no grupo STV em relacdo ao grupo CTL [F (4, 25) = 5,021; P=0,0030].
Também uma tendéncia notavel, porém néo-significativa de aumento foi evidente no
grupo CBD+LPS em relagdo ao grupo CTL. Por fim, na expressdo do gene p62, um
aumento significativo foi evidenciado nos grupos LPS+CBD [F (4, 43) = 3,627;
P=0,0202] e STV [F (4, 43) = 3,627; P=0,0312] em relagdo ao grupo CTL (Fig.11.
A,C.E,G).

No protocolo de pos-tratamento, entre 0s genes avaliados, efeito mais significativo do
tratamento com CBD foi evidenciado na expressdo de ATG12 e p62. Primeiramente, em
relacdo a expressdo de ATGS, foi evidenciado um aumento significativo na expressao
desse gene no grupo STV em relagéo ao grupo LPS [F (4, 17) = 4,510; P=0,0390]. Uma
tendéncia de aumento da expressdo desse gene foi observada no grupo LPS+CBD em
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relacdo ao grupo LPS, porém ndo atingiu significancia estatistica. Em relacéo a expressdo
do gene ATG12, uma reducdo significativa foi evidenciada no grupo LPS em relagéo ao
grupo CTL [F (4, 15) =5,434; P=0,0258]. Ademais, um aumento significativo foi notavel
nos grupos LPS+CBD [F (4, 15) = 5,434; P=0,0097] e STV [F (4, 15) = 5,434; P=0,012]
em relagdo ao grupo LPS. Em relacdo ao gene BECLIN1, uma notdvel tendéncia de
aumento foi evidenciada nos grupos CTL-CBD, LPS+CBD e STV em relagédo ao grupo
LPS, porém nenhum atingiu diferenca estatisticamente significativa. Por fim, em relacao
a expressdo do gene p62, uma reducdo significativa foi evidenciada nos grupos LPS [F
(4, 39) = 12,59; P=0,0156] e CTL-CBD [F (4, 39) = 12,59; P=0,0165] em relacdo ao
grupo CTL. Ademais, um aumento significativo foi evidente nos grupos LPS+CBD [F
(4, 39) = 12,59; P=0,0183] e STV [F (4, 39) = 12,59; P<0.0001] em relag&o grupo LPS
(Fig.11. B,D,F,H).
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Figura 11. Efeito do CBD (10 pM) nos protocolos de pré- (graficos A,C,E,G) e pds-
tratamento (B,D,F,H) na expressdo relativa dos genes relacionados a autofagia (ATGSs)
RNAmM. Os dados sdo expressos como média £+ EPM. N composto por trés replicatas
experimentais independentes com pelo menos 2 replicatas técnicas cada. Os dados na
integra foram transformados para forma de logn € foram analisados com o teste ANOVA
de uma-via com teste de Tukey como teste de comparacdes multiplas. ***P< 0,001
****pP< (0,0001). Abreviacdes: Abreviacdes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo;
STV: starvation; RNAmM: RNA mensageiro; ATG: autophagy-related genes.

5.6. Efeito do CBD e combinagdo com HCQ nos marcadores de polarizacéo pro-

inflamatoria

Protocolo de Pré-tratamento

Primeiramente, no protocolo de pré-tratamento, em relacdo aos niveis de nitrito, foi
possivel observar um aumento significativo dos niveis de nitrito no sobrenadante das
micrdglia ativadas com LPS (grupo LPS) em relacdo ao grupo CTL (Kruskal-Wallis:
82,64; P<0.0001). Reducdo significativa foi observada nos niveis de nitrito em todos os
grupos tratados com CBD nesse protocolo, grupos: LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 82,64;
P=0.002), CTL+CBD (Kruskal-Wallis: 82,64; P<0.0001), LPS+CBD+HCQ (Kruskal-
Wallis: 82,64; P=0.001), em relacdo ao grupo LPS. O grupo STV também apresentou
reducdo significativa dos niveis de nitrito em relacdo ao grupo LPS (Kruskal-Wallis:
82,64; P<0.0001) (Fig.12A).

Em relagdo aos niveis de TNFa, aumento significativo foi observado no grupo LPS em
relagdo ao grupo CTL [F (6, 35) = 10,49; P<0,0001]. Redugé&o significativa foi induzida
nos grupos LPS+CBD [F (6, 35) = 10,49; P=0,0009] e LPS+CBD+HCQ [F (6, 35) =
10,49; P<0,0001] em relacéo ao grupo LPS. Ademais, aumento significativo dos niveis
de TNFa foi identificado no grupo LPS+HCQ em relacdo ao grupo LPS [F (6, 35) =
10,49; P<0,0001]. O grupo STV ndo alterou significativamente os niveis dessa citocina

em relagéo ao grupo CTL ou LPS (Fig.12C).

Em relacdo aos niveis de IL-1pB, foi evidente um aumento marcante dos niveis dessa
citocina nos grupos LPS (Kruskal-Wallis: 50,66; P=0.001) e LPS+CBD (Kruskal-Wallis:
50,66; P=0.0034) em relagéo ao grupo CTL. Por outro lado, os grupos tratados com HCQ,
LPS+CBD+HCQ (Kruskal-Wallis: 50,66; P= 0.0119) e LPS+HCQ (Kruskal-Wallis:
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50,66; P <0.0001), apresentaram reducdo significativa dos niveis desse marcador em

relacdo ao grupo LPS (Fig.12E).

Em relacdo aos niveis de IFNy, nenhuma diferenca significativa foi observada nesse
protocol (Fig.12G).

Protocolo de Pés-tratamento

Em relacdo aos niveis de nitrito, um aumento importante foi evidenciado nos grupos LPS
(Kruskal-Wallis: 168,3; P<0.0001), LPS+CBD+HCQ (Kruskal-Wallis: 168,3; P=0.002)
e LPS+HCQ (Kruskal-Wallis: 168,3; P<0.0001) em relacdo ao grupo CTL. Por outro
lado, os grupos LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 168,3; P<0.0001) e CTL-CBD (Kruskal-
Wallis: 168,3; P<0.0001) apresentaram reducdo significativa dos niveis de nitrito em

relacdo ao grupo LPS (Fig.12B).

Em relacdo aos niveis de TNFa, aumento significativo dessa citocina foi evidenciado nos

grupos LPS [F (6, 46) = 3,209; P=0,0202] e no grupo LPS+CBD+HCQ [F (6, 46) = 3,209;
P=0,0102], em relagéo ao grupo CTL. O grupo LPS+CBD, por outro lado, apresentou
reducdo significativa dos niveis dessa citocina em relacdo ao grupo LPS [F (6, 46) =
3,209; P=0,0443] (Fig.12D).

Em relacdo aos niveis de IL-1B, aumento significativo foi observado no grupo LPS
(Kruskal-Wallis: 77,36; P<0.0001) em relacdo ao grupo CTL. Apenas o tratamento com
HCQ, LPS+HCQ (Kruskal-Wallis: 77,36; P=0.004), foi capaz de significativamente
reduzir os niveis dessa citocina em relagdo ao grupo LPS. Apesar disso, uma tendéncia
notavel, porém ndo-significativa de reducdo dessa citocina foi observada nos grupos
tratados com CBD (LPS+CBD e LPS+CBD+HCQ) em relacdo ao grupo LPS (Fig.12F).

Em relagdo aos niveis de IFNy, uma reducéo significativa foi evidenciada nos grupos
CTL+CBD (Kruskal-Wallis: 21,44; P= 0,0014) e LPS+CBD+HCQ (Kruskal-Wallis:
21,44; P=0,0072) em relacdo ao grupo LPS. Tendéncia notavel, porém ndo-significativa
de aumento dos niveis de IFNy foi evidenciado no grupo LPS em relacéo ao grupo CTL.
Adicionalmente, outra tendéncia notavel de reducdo foi também identificada no grupo
LPS+CBD em relagdo ao grupo LPS (P=0.2566), porém ndo atingiu significancia
estatistica (Fig.12H).



132

>
w

Pré-tratamento Pés-tratamento
2.0+ e L
E wemtl KR g 4 I_
« 2 1.5+ : 2
=35 —
= 3]
e 238
o © 1.0 P
0 =0 2]
5 =9
ZE r— £2 L
o 0.5 5
E £ 11
0.0 O-j T - ll—l T ‘_T_
LPS100ngmL - + + - 4+ 4+ - STV LPS100ng/mL - + + - + + - STV
CBD 10 uM - - + + + - - CBD 10 M . + . . . .
HCQ10uMm - - - - + + + HCQ 10 uM - - - - + + +
C Pré-tratamento D Poés-tratamento
200+ 150 | 1 i
- e . . .
o 150 ° a
g T 100
s E s E
[} o
£ o 1004 L3
Fe £=
E E
E) o 50
& 504 2
0 o
LPS100ng/mL . + + . + + STV LPS100ng/mL . + + . + + STV
CBD10uM - - + + + - CBD1OWM - - + + % -
HCQ10uM = = = - + + HCQ10pM = - - - + 4+
E Pré-tratamento F Pés-tratamento
1500
15004 -
2 |: 3 1000+ L
g 1000+ - £
=% -0
@ " T
5 e a2
% =z
S 500
= 500 @
g g
0- 0 T H‘?‘-‘F—
LPS100ng/mL - + + - + + STV LPS100ng/mL . + + - + + STV
CBD 10 uM T T T T CBD 10 uM + + o+
HCQ 10 uM e HCQ 10 uM P
G Pré-tratamento H Pos-tratamento
600+ 500
) & 400
2 400+ ‘T
>0 .. E 300+
Z 3 >o
w_ £
-E, 200+ E 2004
o o
~ o
~ 100
o 0
LPS100ngiml - + + - + + STV -
CBD10uM - - + + + - LPS100ng/mL - + + - + + STV
HCQ1ouM - - - -+ # CBD10OWM - - + + + -
HcQ 1o - - - - + +

Figura 12. Efeito do CBD (10 pM) sozinho ou combinado com HCQ (10 pM) nos
protocolos de pré- (A,C,E,G) e pobs-tratamento (B,D,F,H) com LPS em células
microgliais HMC3 na expressdo de marcadores de polarizacdo pro-inflamatéria no
sobrenadante das células em cultivo. (A-B) niveis de nitrito (uUM); (C-D) niveis de TNFa
(pg/ml de meio); (E-F) niveis de IL-1p (pg/ml de meio); (G-H) niveis de IFNy (pg/ml de
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meio). Os dados sdo expressos como média + EPM. N composto por trés replicatas
experimentais independentes com pelo menos 3 replicatas técnicas cada. Os dados
paramétricos foram analisados com o teste ANOVA de uma-via seguido do teste de
Tukey como teste de comparacdes mdaltiplas, e apresentados como média £ EPM. Os
dados ndo-paramétricos foram analisados com o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de Dunn como teste de comparagdes multiplas, e apresentados como como mediana *
EPMD. . ***pP< 0,001 ****P< 0,0001) AbreviagOes: Abreviagdes: CBD: cannabidiol;
LPS: lipopolissacarideo; HCQ: hidroxicloroquina; STV: starvation; IL: interleucina;
TNF: tumor necrosis factor; IFN: interferon.

5.7. Efeito do CBD e combinagdo com HCQ nos marcadores de polarizagdo anti-

inflamatorios

Protocolo de pré-tratamento

Em relacdo a atividade da arginase, foi possivel observar apenas um aumento significativo
nesse parametro no grupo STV em relacdo aos grupos LPS [F(6,82) = 4,696; P=0.008)]
e CTL [F(6,82) = 4,696; P=0.0028)] (Fig.13A).

Em relagdo aos niveis de IL-4, aumento consideravel foi evidenciado nos grupos
LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 22,09 ; P=0.0057) e STV (Kruskal-Wallis: 22,09 ;
P=0.0064) em relacédo ao grupo LPS (Fig.13C).

Nos niveis de BDNF, os grupos LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 25,69; P=0.0468) e
CTL+CBD (Kruskal-Wallis: 25,69; P=0.003) apresentaram aumento significativo em
relacdo ao grupo CTL. Adicionalmente, o grupo LPS+CBD também apresentou um
aumento significativo desse marcador em relacdo ao grupo LPS (Kruskal-Wallis: 25,69;
P=0.0097) (Fig.13E).

Em relacdo aos niveis de TGF-B, apenas o grupo STV apresentou um aumento
significativo em relacdo ao grupo LPS (Kruskal-Wallis: 19,66; P=0.0056). Ademais, uma
tendéncia a reducdo dos niveis de TGF-f foi evidente no grupo LPS em relagdo ao grupo
CTL (Kruskal-Wallis: 19,66; MD: 14,01; P > 0.099) (Fig.13G).

Protocolo de Pos-tratamento

Em relagéo a atividade da enzima arginase, um aumento significativo foi evidenciado no
grupo LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 22,22; P = 0.0063) e STV (Kruskal-Wallis: 22,22; P
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= 0.0116) em relacdo ao grupo LPS. O grupo LPS+CBD também apresentou aumento
significativo desse parametro em relagcdo ao CTL (Kruskal-Wallis: 22,22; P = 0.0389).
Nenhuma diferenca significativa ou tendéncia digna de nota foi observada entre os demais
grupos (Fig.13B).

Em relagdo aos niveis de IL-4, aumento significativo foi observado no grupo LPS+CBD
[F(6,48) = 10,61; P=0.0080)] e STV [F(6,48) = 10,61; P<0.0001)] em relac&o ao grupo
LPS. Por outro lado, reducao significativa foi identificada no grupo LPS+CBD+HCQ em
relacdo ao grupo LPS+CBD [F(6,48) = 10,61; P=0.011)] (Fig.13D).

Em relacdo aos niveis de BDNF, aumento consideravel foi evidenciado no grupo
LPS+CBD em relagdo aos grupos CTL [F(6,48) = 7,855; P=0.0016)] e LPS [F(6,48) =
7,855; P=0.0038)]. Nenhuma diferencga significativa ou tendéncia digna de nota foi

observada entre 0s demais grupos (Fig.13F).

Em relacdo aos niveis de TGF-p, o grupo LPS+CBD apresentou aumento consideravel
em relagdo ao grupo CTL (Kruskal-Wallis: 23,12; P = 0.0315). O grupo STV, por sua
vez, também apresentou aumento significativo em relacdo aos grupos CTL (Kruskal-
Wallis: 23,12; P=0.0076) e LPS (Kruskal-Wallis: 23,12; P=0.0137) (Fig.13H).
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Figura 13. Efeito do CBD (10 uM) sozinho ou combinado com HCQ (10 uM) nos
protocolos de pré- (A,C,E,G) e pobs-tratamento (B,D,F,H) com LPS em células
microgliais HMC3 na expressdo de marcadores de polarizagdo anti-inflamatoria. (A-B)
atividade da enzima Arginase (ug de uréia/ug de protéina); (C-D) niveis de IL-4 (pg/ml
de meio); (E-F) niveis de BDNF (pg/ml de meio); (G-H) niveis de TGF-p (pg/ml de
meio). Os dados sdo expressos como média = EPM. N composto por trés replicatas
experimentais independentes com pelo menos 3 replicatas técnicas cada. Os dados
paramétricos foram analisados com o teste ANOVA de uma-via seguido do teste de
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Tukey como teste de comparagfes mdaltiplas, e apresentados como média £ EPM. Os
dados ndo-paramétricos foram analisados com o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de Dunn como teste de comparagdes multiplas, e apresentados como como mediana *
EPMD. . ***P< 0,001 ****P< 0,0001) Abreviactes: Abreviaces: CBD: cannabidiol;
LPS: lipopolissacarideo; HCQ: hidroxicloroquina; STV: starvation; IL: interleucina;
BDNF: brain-derived neurotrophic factor; TGF-p: fator de transformacéo do crescimento
beta.

5.8. Efeito do CBD na expressao e co-localizacdo de Arginasel (Argl) e INOS

Protocolo de Pré-tratamento

Em relacdo a expressao de iNOS, representada pela relacdo MFI/area marcada, ndo foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos experimentais e controle envolvidos
(Fig.14A).

Em relacdo a expressdo de Argl, representada pela relacdo MFI/area marcada relativa,
foi observado um aumento significativo nessa relagdo nos grupo LPS+CBD em relagéo
aos grupos CTL [F(3,38) = 5,580; P=0.0028)] e LPS [F(3,38) = 5,580; P=0.0155)]
(Fig.14C).

Por fim em relacdo a comarcacdo desses marcadores, representado pelo coeficiente de
sobreposicdo Argl sobre iNOS, foi identificado um aumento significativo desse
coeficiente nos grupos LPS+CBD [F(3,38) = 6,977; P=0.050)] e CTL+CBD [F(3,38) =
6,977; P<0.0001)] em relacdo ao grupo CTL (Fig.14E, para representativos, Quadro 6).

Protocolo de Pés-tratamento

Em relacdo a expressdo de iINOS, representada pela relacdo MFI/area marcada,
semelhantemente, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos

experimentais e controle envolvidos (Fig.14B).

Em relacdo a expressdo de Argl, representada pela relacdo MFI/area marcada relativa,
foi observado um aumento significativo apenas no grupo LPS+CBD em relagdo ao grupo
CTL (Kruskal-Wallis statistic: 7,138; P=0.0496) (Fig.14D).
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Por fim em relag&o a colocaliza¢do desses marcadores, representado pelo coeficiente de
sobreposicdo Argl sobre INOS, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os

grupos comparados (Fig.14F, para representativos ver Quadro 7).
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Figura 14. Efeito do CBD (10 uM) nos protocolos de pré- (A,C,E) e poOs-tratamento
(B,D,F) com LPS em células microgliais HMC3 na expressao de iNOS (A-B), Argl (C-
D), bem como coeficiente de correlacdo (E-F). N composto por trés replicatas
independentes com pelo menos 2 replicatas técnicas cada. Coeficiente de correlacdo
expresso como coeficiente Pearson da sobreposicdo da imunomarcacdo de Argl (verde)
sobre iINOS (vermelho). Os dados paramétricos foram analisados com o teste ANOVA
de uma-via seguido do teste de Tukey como teste de comparacdes multiplas, e
apresentados como média £ EPM. Os dados ndo-paramétricos foram analisados com o
teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn como teste de comparac¢Ges multiplas, e
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apresentados como como mediana £ EPMD. . ***P< 0,001 ****P< 0,0001) Abreviacoes:
CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo; EPMD: erro padrdo da mediana. iNOS:
oOxido nitrico sintetase induzida; Argl: arginase 1; MFI: mean fluorescence intensity.



Quadro 6. Fotomicrografias de imunoexpressao de iNOS (Vermelho), Argl (Verde), DAPI (Azul) e Merge (sobreposicao de todos os canais).
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Micréglia HMC3 tratadas com CBD 10uM com e sem LPS no protocol de pré-tratamento. Fotomicrografias de campos aleatérios com pelo menos 6 imagens

por condigdo experimental. Aumento: 200 x. Escala: 50 um. Abreviacgdes: CBD: canabidiol; LPS: LPS: lipopolissacarideo; iNOS: dxido nitrico sintetase induzida;
Argl: arginase 1.




Quadro 7. Fotomicrografias de imunoexpressao de iNOS (Vermelho), Argl (Verde), DAPI (Azul) e Merge (sobreposicéo de todos os canais).
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Micréglia HMC3 tratadas com CBD 10uM com e sem LPS no protocol de pds-tratamento. Fotomicrografias de campos aleatérios com pelo menos 6

imagens por condi¢do experimental. Aumento: 200 x. Escala: 50 um. Abreviagdes: CBD: canabidiol; LPS: LPS: lipopolissacarideo; iNOS: oxido nitrico
sintetase induzida; Argl: arginase 1.
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5.9. Efeito do CBD na expressdo de marcadores de superficie de polarizacéo pro-

e anti-inflamatéria

Protocolo de Pré-tratamento

Nesse protocolo, inicialmente, em relacdo a % de células CD11b+, foi evidenciado uma
reducéo significativa do % dessa populacdo no grupo LPS+CBD em relagdo ao grupo
CTL+CBD (Kruskal-Wallis: 11,73; P=0.0083). Nenhuma alteragcéo significativa foi
evidenciada no MFI para CD11b entre os grupos comparados (Fig. 15A-B).

Em relacdo ao % de células CD86+, foi possivel observar uma reducdo dessa populacao
nos grupos desafiados com LPS: LPS (Kruskal-Wallis: 24,11; P=0.0011) e LPS+CBD
(Kruskal-Wallis: 24,11; P=0.0002) em relagdo ao grupo CTL. Adicionalmente, uma
reducdo significativa foi também observada no grupo LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 24,11;
P=0.0170) em relacdo ao grupo CTL+CBD. Em relacéo a intensidade de MFI para CD86,
um aumento importante foi evidenciado no grupo LPS+CBD em relagdo ao grupo
CTL+CBD (Kruskal-Wallis: 13,57; P=0.0016) (Fig. 15C-D).

Em relacdo ao % de células CD200R+, um aumento importante do % dessa populagédo
foi observado no grupo LPS+CBD em relagdo aos grupos CTL (Kruskal-Wallis: 20,87,
P<0.0001), LPS (Kruskal-Wallis: 20,87; P=0.0459) e CTL+CBD (Kruskal-Wallis: 20,87;
P=0.0103). Em relacdo a MFI de CD200R, nenhuma diferenca significativa foi observada

entre os grupos comparados (Fig. 15E-F).
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Figura 15. Efeito do CBD (10 uM) no protocol de pré-tratamento na expresséao e deteccédo
de células marcadas para os receptors de superficie CD11b, CD86 e CD200R. (A-B) %
de células CD11b+ e intensidade média de fluorescéncia (MFI); (C-D) % de células
CD86+ e intensidade media de fluorescéncia (MFI); (E-F) % de células CD200R+ e
intensidade media de fluorescéncia (MFI). Os dados foram analisados com o teste
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn como teste de comparagcfes mdaltiplas. Dados
ndo-paramétricos foram expressos como mediana + EPMD. ***P< (0,001 ****P<
0,0001). Abreviacgdes: Abreviagbes: A.U.: unidade arbitraria; CBD: cannabidiol; LPS:
lipopolissacarideo; EPMD: erro padrdo da mediana. MFI: mean fluorescence intensity.
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Em relacdo as populagdes dos quadrantes de imuno-marcacéo para CD11b e CD86, foi
possivel observar, inicialmente em relagdo a populagdo CD11b3®CD86%, uma redugio
dessa populacdo no grupo LPS+CBD em relagdo ao grupo CTL [F(1.571,9.951) = 29,21;
P=0.002] e LPS [F(1.571,9.951) = 29,21; P=0.005]. Além disso, um aumento dessa
populacdo CD11b**CD86%% foi evidente no grupo CTL+CBD em relagio ao grupo CTL
CTL [F(1.571,9.951) = 29,21; P=0.0334]. Em relacdo a populacdo de ceélulas
CD11b"CD86"*2 um aumento significativo do % dessas células foi notavel no grupo
LPS+CBD [F(1.571,9.951) = 29,21; P=0.0049] e CTL+CBD [F(1.571,9.951) = 29,21;
P=0.0187] em relacdo ao grupo CTL. Por fim, em relacdo a populacdo de células
CD11b*™2CD86%? apenas uma reducdo significativa foi identificada no grupo
CTL+CBD em relacdo ao grupo CTL [F(1.571,9.951) = 29,21; P<0.0001] (Fig. 17A).

Em relacdo as populacBes dos quadrantes de imuno-marcagdo para CD11b e CD200R,
inicialmente para a populagio de células de CD11b¥**CD200R?", os grupos LPS+CBD
[F(1.571,9.951) = 21,26 ; P=0.0017] e CTL+CBD [F(1.571,9.951) = 21,26 ; P=0.0003]
apresentaram um aumento significativo do % dessas células em relagdo ao grupo CTL. O
aumento evidenciado desse populagio CD11b*®CD200R¥® no grupo LPS+CBD foi
também significativo em relacdo aos grupos LPS [F(1.571,9.951) = 21,26 ; P=0.0135] e
CTL+CBD [F(1.571,9.951) = 21,26 ; P=0.0127]. Em relacdo a populacdo de células
CD11b**CD200R™2 uma reducdo significativa foi evidenciada no grupo CBD+LPS
em relagdo CTL [F(1.571,9.951) = 21,26 ; P=0.0001] e LPS [F(1.571,9.951) = 21,26 ;
P=0.0039]. Por fim, em relagio & populagdo CD11b*2™2CD200R¥® um aumento
significativo foi notado no grupo LPS+CBD em relagdo ao grupo CTL+CBD
[F(1.571,9.951) = 21,26 ; P=0.0097] (Fig. 17C).

Em relacdo as populacdes dos quadrantes de imuno-marcacdo para CD86 e CD200R,
inicialmente, pode-se observar um aumento do % de células CD862*CD200R¥* no grupo
LPS+CBD em relagdo ao grupo CTL [F(2.50, 17.51) = 28,41 ; P=0.0173]. Em relacdo a
populacdo de células CD862"™CD200R™ uma reducio significativa foi evidente nos
grupos LPS+CBD [F(2.50, 17.51) = 28,41 ; P=0.0030] em relacdo ao grupo CTL. Em
relacio a populagdo de células CD86°™2CD200R¥ ™ um aumento significativo foi
identificado no grupo LPS+CBD em relagdo a todos os demais grupos: CTL [F(2.50,
17.51) = 28,41 ; P=0.0052], LPS [F(2.50, 17.51) = 28,41 ; P=0.0131] e CTL+CBD
[F(2.50, 17.51) = 28,41 ; P=0.0134]. Finalmente, em relacdo a populacdo de células
CD86”*2CD200R"¥* aumento no % dessas células foi observado no grupo LPS [F(2.50,
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17.51) = 28,41 ; P=0.0195] em relagéo ao grupo CTL, bem como um aumento dessa
populacédo foi evidente no grupo LPS+CBD [F(2.50, 17.51) = 28,41 ; P=0.0243] em
relacdo ao grupo LPS (Fig. 17E).

Protocolo de Pés-tratamento

Em relacdo a populacéo de células CD11b+, reducdo significativa foi evidente nos grupos
desafiados com LPS: LPS (Kruskal-Wallis: 20,65; P=0.0400) e LPS+CBD (Kruskal-
Wallis: 20,65; P=0.001) em relacdo ao grupo CTL. O grupo LPS+CBD também
apresentou reducéo significativa em relagao ao grupo CTL+CBD (Kruskal-Wallis: 20,65;
P=0.0133). Semelhantemente, em relacdo a MFI para CD11b, reducdo significativa foi
observada nos grupos LPS (Kruskal-Wallis: 24,38; P=0.0117) e LPS+CBD (Kruskal-
Wallis: 24,38; P<0.0001) em relacdo ao grupo CTL. Adicionalmente, uma reducéo
significativa foi também notavel comparando o grupo LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 24,38;
P=0.0128) com CTL+CBD (Fig.16A-B).

Nesse protocolo, em relacdo a populacdo de células CD86+, uma reducgdo significativa
do % dessas células foi observada no grupo LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 11,21 ;
P=0.0089) em relacdo ao grupo CTL. Em relacdo a MFI para CD86, um aumento
marcante foi evidente no grupo LPS (Kruskal-Wallis: 10,38; P=0.0478) e LPS+CBD
(Kruskal-Wallis: 10,38; P=0.0172) em relagdo ao grupo CTL. Nenhuma diferencga
significativa adicional foi observada em relacdo ao % ou MFI das células CD86+ entre

0s grupos testados (Fig.16C-D).

Em relacdo a populacéo de celulas CD200R+, foi observado um aumento do % dessa
populacdo no grupo LPS+CBD em relacdo ao grupo CTL (Kruskal-Wallis: 21,75;
P<0.0001) e CTL+CBD (Kruskal-Wallis: 21,75; P=0.0139). Para a MFI das células
CD200R+, apenas um aumento significativo foi evidenciado no grupo CTL+CBD em
relacdo ao grupo LPS (Kruskal-Wallis: 9,23; P=0.0202) (Fig.16E-F).
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Figura 16. Efeito do CBD (10 pM) no protocolo de poés-tratamento na expressdo e
deteccdo de células marcadas para os receptors de superficie CD11b, CD86 e CD200R.
(A-B) % de células CD11b+ e intensidade média de fluorescéncia (MFI); (C-D) % de
celulas CD86+ e intensidade media de fluorescéncia (MFI); (E-F) % de células CD200R+
e intensidade media de fluorescéncia (MFI). Os dados foram analisados com o teste
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn como teste de comparag¢6es multiplas. Dados
ndo-paramétricos foram expressos como mediana + EPMD. ***P< (0,001 ****P<
0,0001). Abreviacgdes: Abreviagbes: A.U.: unidade arbitraria; CBD: cannabidiol; LPS:
lipopolissacarideo; STV: starvation; EPMD: erro padrdo da mediana; MFI: mean
fluorescence intensity.
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Em relacdo as populagdes dos quadrantes de imuno-marcacdo para CD11b e CD86,
inicialmente foi possivel observar uma reducdo do % de células CD11b¥"*CD86" nos
grupos CBD+LPS [F(2.41, 14.90) = 69,45 ; P <0.0001] e LPS [F(2.41, 14.90) = 69,45 ;
P=0.0001] em relagdo ao grupo CTL.Em relacdo a populacdo de células
CD11b¥“CD86"> nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos
testados. Por fim, em relagio a populagdo de células CD11b*>3CD86%" um aumento
significativo foi observado nos grupos LPS [F(2.41, 14.90) = 69,45 ; P = 0.003] e
LPS+CBD [F(2.41, 14.90) = 69,45 ; P =0.0272] em relagéo ao grupo CTL (Fig.17B).

Em relacdo as populacGes dos quadrantes de imuno-marcacgédo para CD11b e CD200R,
inicialmente nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos comparados
na populagio de células CD11b?"™CD200R¥®. Em relagdo as células
CD11b¥“CD200R"¥*2 uma reducio significativa do % dessas células foi evidenciado nos
grupos LPS [F(2.41, 14.90) = 69,45 ; P <0.0001] e LPS+CBD [F(2.41, 14.90) = 69,45 ;
P <0.0001] em relacgéo ao grupo CTL. Adicionalmente, reducéo significativa foi evidente
no grupo LPS+CBD [F(2.41, 14.90) = 69,45 ; P <0.0001] quando comparado ao grupo
LPS. Por fim, em relacdo a populacio de células CD11b****CD200R¥®, um aumento
significativo foi observado nos grupos LPS [F(2.41, 14.90) = 69,45 ; P=0.0010] e
LPS+CBD [F(2.41, 14.90) = 69,45 ; P=0.0006] em relacdo ao grupo CTL.
Adicionalmente, quando comparado ao grupo LPS, um aumento significativo no %
dessas células foi também evidenciado no grupo LPS+CBD [F(2.41, 14.90) = 69,45 ;
P=0.0046] (Fig.17D).

Em relacdo as populagdes dos quadrantes de imuno-marcacdo para CD86 e CD200R,
inicialmente um aumento significativo foi observado no grupo LPS+CBD para 0 % de
células CD862®CD200R¥® em relacio aos grupos CTL [F(2.90, 18.41) = 69,45 ;
P=0.0008] e LPS [F(2.90, 18.41) = 69,45 ; P=0.0004]. Em relacdo ao % de células
CD86%“CD200R"@* apenas uma reducdo significativa foi evidenciada no grupo
LPS+CBD [F(2.90, 18.41) = 69,45; P=0.0008] em relacéo ao grupo CTL. Em relacdo ao
% de células CD86"2™2CD200R¥®?, aumento importante foi identificado no grupo
LPS+CBD em relacdo aos grupos CTL [F(2.90, 18.41) = 69,45; P=0.0005] e LPS [F(2.90,
18.41) = 69,45; P=0.0102]. Por fim, em relacio ao % de células CD86"»23CD200R>?,
aumento significativo dessa populagédo foi notado no grupo LPS [F(2.90, 18.41) = 69,45;
P=0.0020] em relacdo ao grupo CTL, enquanto reducdo significativa foi observada no
grupo LPS+CBD [F(2.90, 18.41) = 69,45; P<0.0001] em relacédo ao grupo LPS (Fig.17F).
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Figura 17. Efeito do CBD (10 uM) nos protocolos de pré- (A,C,E) e poOs-tratamento
(B,D,F) nos quadrantes de células duplamente marcadas com receptors de superficie
CD11b, CD86 e CD200R. (A-B) % de células no duplamente marcadas para
CD11b/CD86 divididas em quadrantes conforme nivel de expressdo: CD11b3®*CD86%®,
CD11bCD86"* CD11bP*CD86?; (C-D) % de células no duplamente marcadas

para CD11b/CD200R divididas em quadrantes conforme nivel

de expressdo:

CD11b¥®CD200R¥®?, CD11b**CD200R"¥*@ CD11b*»2CD200R¥®?; (E-F) % de células
no duplamente marcadas para CD86/CD200R divididas em quadrantes conforme nivel
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de expressdo: CD862®CD200R¥? CD86¥"“CD200R"*?  CD86"»2CD200R®?,
CD86"*2CD200R"2, Os dados s&o expressos como média + EPM. N composto por trés
replicatas experimentais independentes com pelo menos 3 replicatas técnicas cada. Os
dados na integra foram transformados para forma de logn e foram analisados com o teste
ANOVA de uma-via seguido do teste de Tukey como teste de comparagdes multiplas.
***pP< 0,001 ****P< 0,0001). AbreviacGes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo;
VEH: veiculo.
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Figura 18. Representativos do ensaio de imunofenotipagem por citometria de fluxo do
protocolo de pré-tratamento. Efeito do CBD (10 uM) em células microgliais desafiadas
com LPS. Graficos de histograma para intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos
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canais verde (FITC) e vermelho claro (PE-Cy7) e vermelho escuro (PerCP) representados
em escala log com selegdo em feixe de células positivas (MFI1>10%). Abaixo, graficos de
dot plot representado em escala log para diferentes combinagdes dos marcadores (CD11b,
CD86 e CD200R) e selecdo de gates em quadrantes para as células com alta e baxia
expressdo de cada marcador. Abreviacfes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo;
VEH: veiculo.



151

E e F
CO11b - FITC-A
= R1 - Ssmple(9)
(%) “Tcoiin T | UG
- |
3 =
s 1 .
g - -
g
© . i
|
] CO1b-F... JCOL1b-FL.. |
w o e o w o o
CO1b - FITC-A
R1 - Sample(S)
-
®
i
-
o~ AL i d
w w o w w o
m CD11b - FITC-A €486 - PECy7-A CD200R - PerCP-A
o
3 R1 - Sample(S) R1 - Sample(s) R1 - Sample(S)
“tcotinT COT1b-F1 200
"
T
S -l bl
g -
5 CO11b-F... JCO11b-FL... |
w e E W e W
CO1b - FITCA
R1 - Sample(8)
" -
-
-
=
8 8 §
- «
L
fea) T e W R W TEY W e e W
Q €O11b - FITCA <286 - PE-Cy7-A
-+
T R1 - Sample(8) R1 - Sample(8)
L
£
3
&
-e
LE ‘ §
»
o “ 20T R - i <
- CO11b - FITC-A <206 - PECyTA
-
) R1 - Sample(7) R1 - Sample(7)
8 D11k jco1a 1b-1

o5 - PECYTA

33 i |

CD11b - FITC-A

Figura 19. Representativos do ensaio de imunofenotipagem por citometria de fluxo do
protocolo de pés-tratamento. Efeito do CBD (10 uM) em células microgliais desafiadas
com LPS. Graficos de histograma para intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos
canais verde (FITC) e vermelho claro (PE-Cy7) e vermelho escuro (PerCP) representados
em escala log com selecdo em feixe de células positivas (MFI>10%). Abaixo, graficos de
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dot plot representado em escala log para diferentes combinagdes dos marcadores (CD11b,
CD86 e CD200R) e selecdo de gates em quadrantes para as células com alta e baxia
expressdo de cada marcador. Abreviagcdes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo;
VEH: veiculo.

5.10. Efeito do CBD e combina¢do com HCQ nos niveis de EROS intracelulares

Protocolo de Pré-tratamento

Inicialmente no ensaio de colorimétrico de NBT, como esperado o tratamento com PMA,
como controle pro-oxidativo positivo para células mieloides, induziu aumento importante
da presenca de EROS, indicado pela % em relacdo ao CTL (Kruskal-Wallis: 80,15;
P=0.0164). Adicionalmente, apenas uma reducdo significativa do % de EROS
intracelulares foi observado no grupo LPS+HCQ (Kruskal-Wallis: 9,23; P=0.0001) em
relacdo ao grupo LPS. No ensaio de fluorescéncia por DCFDA, semelhantemente, o
tratamento com H202, como controle positivo pro-oxidativo nesse ensaio induziu
aumento significativo da presenca de EROS intracelulares (expresséo relativa) em relagéo
ao grupo CTL (Kruskal-Wallis: 16,86; P=0.0348) (Fig.20 A-C).

Protocolo de Pos-tratamento

No ensaio de colorimétrico de NBT, como esperado o tratamento com PMA, induziu um
aumento significativo na presenca de EROS intracelulares em relagcdo ao grupo CTL
(Kruskal-Wallis: 47,87; P=0.0241). Entretanto, nenhuma diferenga significativa adicional
foi observada entre os grupos comparados. Por outro lado, no ensaio de fluorescéncia por
DCFDA, ndo apenas aumento significativo da presenga de EROS intracelulares foi
evidente com tratamento com H202, como controle positivo pro-oxidativo, em relagéo
ao grupo CTL (Kruskal-Wallis: 28,05; P=0.030). Também, tendéncia de reducdo néo-
significativa da presenca de EROS intracelulares foi observada nos grupos LPS+CBD e
CTL+CBD em relagéo ao grupo LPS (Fig.20 B-D).
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Figura 20. Efeito do CBD (10 puM) sozinho ou combinado com HCQ (10 pM) nos
protocolos de pré- (A,C) e pés-tratamento (B,D) em células microgliais HMC3 nos
ensaios de formacdo de EROS intracelulares por NBT e por DCFDA. (A-B) % de
absorbancia em relacdo ao controle (100%) no ensaio de formacdo de EROS
colorimétrico de NBT. PMA usado como controle positive pro-oxidante; (C-D)
fluorescéncia relativa em relacdo ao controle (normalizado = 1) no ensaio de formagé&o de
EROS fluorescente de DCFDA. H202 usado como controle positivo pro-oxidante. Os
dados sdo expressos como média + EPM. N composto por trés replicatas experimentais
independentes com pelo menos 3 replicatas técnicas cada. Os dados foram analisados com
o teste ANOVA de uma-via seguido do teste de Tukey como teste de comparacdes
maltiplas, e apresentados como média = EPM. ***P< (0,001 ****P< (,0001)
Abreviacbes: Abreviagdes: CBD: cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo; HCQ:
hidroxicloroquina; STV: starvation; PMA: phorbol-12-myristate-13-acetate; H202:
peroxido de hidrogénio; NBT: nitro-blue tetrazolium; DCFDA: 5(6)-Carboxy-2',7'-
dichlorofluorescein diacetate.
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5.11. Efeito do CBD e combinacdo com HCQ na atividade fagocitica no ensaio de
beads fluorescentes

Nesse ensaio, no protocolo de pré-tratamento, reducdo significativa da atividade
fagocitica, indicada pela intensidade relativa de fluorescéncia em relagédo ao controle, foi
evidente nos grupos CTL+CBD [F (uma via) = 5,801; P=0.0005], LPS+CBD [F (uma
via) = 5,801; P=0.0002] e LPS+HCQ [F (uma via) = 5,801; P=0.0167]. Adicionalmente,
tendéncia notavel porém ndo-significativa de reducdo da atividade fagocitica foi
observada no grupo LPS+CBD em relagdo ao grupo LPS, que apresentou tendéncia de

aumento desse parametro em relacdo ao CTL (Fig.21A).

Em relacdo ao protocolo de pds-tratamento, apenas uma reducdo significativa da
atividade fagocitica foi notavel no grupo LPS+CBD+HCQ em relacdo ao grupo
LPS+CBD (Fig.21B).

Em ambos os protocolos, o grupo STV apresentou tendéncia ndo-significativa de aumento

da atividade fagocitica em relacdo ao grupo CTL.
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Figura 21. Efeito do CBD (10 puM) sozinho ou combinado com HCQ (10 pM) nos
protocolos de pré- (A) e pds-tratamento (B) em células microgliais HMC3 no ensaio de
atividade fagocitica. (A-B) Atividade fagocitica representada pela intensidade media de
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fluorescéncia (verde 480/520 nm) de beads-FITC conjugadas (Vybrant™ Phagocytosis
Assay Kit, ThermoFisher, USA) normalizadas em relacdo ao controle (100%). (C)
Fotomicrografias representativas do ensaio capturadas de campos randémicos, com pelo
menos 6 imagens por condicdo experimental. Os dados sdo expressos como média +
EPM. N composto por trés replicatas experimentais independentes com pelo menos 3
replicatas técnicas cada. Os dados foram analisados com o teste ANOVA de uma-via
seguido do teste de Tukey como teste de comparacdes maltiplas, e apresentados como
média £ EPM. ***P< (0,001 ****P< (,0001) Abreviacbes: Abreviacbes: CBD:
cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo; HCQ: hidroxicloroquina; STV: starvation.

5.12. Efeito do CBD e combinagdo com HCQ na motilidade celular no ensaio de

Scratch

Protocolo de Pré-tratamento

Nesse ensaio, em relacdo a contagem de células ocupando o espaco referente ao arranhdo,
reducdo significativa foi observada no grupo LPS (Kruskal-Wallis: 29,17; P=0.0011) e
LPS+HCQ (Kruskal-Wallis: 29,17; P=0.0010) em relacéo ao grupo CTL. Por outro lado,
aumento significativo desse parametro foi observado nos grupos CTL+CBD (Kruskal-
Wallis: 29,17; P=0.0339) e LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 29,17; P=0.0316) em relacéo ao
grupo LPS. Em relagdo ao % de area ocupada do aranh&o por células migrantes, apenas
uma tendéncia de aumento néo-significativo foi observada no grupo LPS+CBD em
relacdo ao grupo LPS (Fig.22).

Protocolo de Pos-tratamento

Em relacdo a contagem de células ocupando o espaco referente ao aranhdo, reducao
significativa foi evidente no grupo LPS [F(one-way) = 5,801; P=0.0013)] e
LPS+CBD+HCQ [F(one-way) =5,801; P=0.0013)] em relacdo ao grupo CTL. Por outro
lado, aumento significativo desse parametro foi identificado no grupo LPS+CBD [F (one-
way) = 5,801; P=0.0097) em relacdo ao grupo LPS. Em relacdo ao % de area do arranhdo
ocupado por células migrantes, apenas um aumento significativo foi evidenciado no
grupo LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 12,53; P=0.0236) em relacdo ao grupo LPS, enquanto
reducdo significativa foi observada no grupo LPS+CBD+HCQ em relagdo ao grupo
LPS+CBD (Kruskal-Wallis: 12,53; P=0.0360) (Fig.23).
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Figura 22. Efeito do CBD (10 pM) sozinho ou combinado com HCQ (10 uM) no ensaio
scratch de motilidade cellular em células microgliais HMC3 (protocolo de pré-
tratamento). (A) Contagem de células (n) que ocuparam a area referente ao arranhdo; (B)
area do arranhdo ocupada pelas células migrantes excluindo-se as bordas; (C)
Fotomicrografias representativas do ensaio capturadas de campos randémicos, com pelo
menos 6 imagens por condi¢cdo experimental. Os dados sdo expressos como média +
EPM. N composto por trés replicatas experimentais independentes com pelo menos 3
replicatas técnicas cada. Os dados foram analisados com o teste ANOVA de uma-via
seguido do teste de Tukey como teste de comparacdes maltiplas, e apresentados como
média + EPM. ***P< (0,001 ****P< (,0001) Abreviacdes: Abreviacdes: CBD:
cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo; HCQ: hidroxicloroquina.
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Figura 23. Efeito do CBD (10 pM) sozinho ou combinado com HCQ (10 pM) no ensaio
scratch de motilidade cellular em células microgliais HMC3 (protocolo de pds-
tratamento).(A) Contagem de células (n) que ocuparam a area referente ao arranhdo; (B)
area do arranhdo ocupada pelas células migrantes excluindo-se as bordas; (C)
Fotomicrografias representativas do ensaio capturadas de campos randémicos, com pelo
menos 6 imagens por condigdo experimental. Os dados sdo expressos como média *
EPM. N composto por trés replicatas experimentais independentes com pelo menos 3
replicatas técnicas cada. Os dados foram analisados com o teste ANOVA de uma-via
seguido do teste de Tukey como teste de comparagdes multiplas, e apresentados como
média + EPM. ***P< 0,001 ****P< 0,0001) Abreviacdes: Abreviacdes: CBD:
cannabidiol; LPS: lipopolissacarideo; HCQ: hidroxicloroquina.
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5.13. Efeito do CBD na reversédo do comportamento tipo-depressivo induzido por

LPS e impacto do co-tratamento com HCQ

5.13.1. Teste do Campo Aberto

Nesse ensaio, no nimero de cruzamentos, os grupos LPS+CBD (P = 0.0269),
LPS+CBD+HCQ (P = 0.0022) e LPS+HCQ (P < 0.0001) apresentou uma redugéo desse
parametro em relacdo ao grupo CTL. Também, os grupos LPS+CBD+HCQ (P = 0.0199)
e LPS+HCQ (P = 0.0007) apresentaram reducdo nesse parametro em relagdo ao grupo
LPS. Em relacdo ao numero de entradas no centro (n), os grupos tratados com HCQ,
grupos LPS+CBD+HCQ (P = 0.009) e LPS+HCQ (P = 0.004), em comparagdo com 0
grupo CTL. Em relacdo ao tempo no centro (em segundos), nenhuma diferenca foi

observada entre 0s grupos experimentais (Fig. 24, A-C).
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Figura 24. Efeito do CBD nos animais expostos ao modelo induzido por LPS e co-tratados
com HCQ no teste do campo aberto e NSFT. No teste do campo aberto (ou open-field test
, OFT), os parametros avaliados foram (A) nimero de cruzamentos (n), (B) tempo no
centro (em s), (C) entradas no centro (n). No teste da alimentacdo suprimida pela novidade
(ou novel supressed feeding test, NSFT), os parametros avaliados foram: (D) laténcia para
alimentacédo (em s), e (E) indice de apetite (em mg). Os dados séo expressos como média
+ EPM. N = 8-12 animais/grupo. Os dados foram analisados com o teste ANOVA de
uma-via seguido do teste de Tukey como teste de comparag6es multiplas, e apresentados
como média + EPM. ***P< 0,001 ****P< 0,0001). Abreviacdes: CBD: Canabidiol; LPS:
lipopolissacarideo; S-KET: S-cetamina; HCQ: hidroxicloroquina.



160

5.13.2. Teste da Alimentac&o Suprimida pela Novidade

Em relacdo ao tempo de laténcia, o grupo LPS+CBD apresentou uma reducao
significativa em relagdo ao grupo LPS (P = 0.0338). Ademais, o grupo LPS+CBD+HCQ
apresentou um aumento significativo desse parametro em relagéo ao grupo LPS+CBD (P
=0.0429). Em relacdo a diferenca de peso do pellet de comida (indice de apetite), todos
0s grupos tratados com LPS: LPS (P = 0.0060), LPS+CBD+HCQ (P = 0.0335) e
LPS+HCQ (P = 0.0136), apresentaram uma reducdo significativa em relagdo ao grupo
CTL (Fig.24, D-E).

5.13.3. Teste do Splash

Em relacdo ao tempo de laténcia para inicio do comportamento de grooming, uma
reducdo significativa foi observada no grupo LPS+CBD em relagédo ao grupo LPS (P =
0.0374). Além disso, um aumento significativo desse parametro foi observado no grupo
LPS+CBD+HCQ em relacéo ao grupo LPS+CBD (P = 0.0243).Em relacdo a duracédo do
comportamento de grooming, reducdo significativa foi observada no grupo LPS em
relacdo ao grupo CTL (P < 0.0001). Além disso, um aumento significativo foi observado
no grupo LPS+CBD em relacdo ao grupo LPS (P = 0.0430). Os grupos tratados com
HCQ, LPS+CBD+HCQ (P<0.001) e LPS+HCQ (P = 0.0048), também apresentaram uma
reducdo significativa desse pardmetro em relagdo ao grupo CTL. Por fim, reducdo
significativa do tempo de grooming foi observado comparando o grupo LPS+CBD+HCQ
com o grupo LPS+CBD (P = 0.0307). Em relacdo ao numero de groomings, de forma
semelhante, o grupo LPS apresentou reducéo significativa em relacdo ao grupo CTL (P
= 0.0191). Além disso, o grupo LPS+CBD apresentou uma tendéncia de aumento em
relacdo ao grupo LPS (P=0.0886). Os grupos tratados com HCQ, LPS+CBD+HCQ (P =
0.0010) e LPS+HCQ (P =0.0023), também apresentaram uma reducéo significativa desse
parametro em relacdo ao grupo CTL. Por fim, uma reducdo do nimero de groomings foi
observada no grupo LPS+CBD+HCQ em relagdo ao grupo LPS+CBD (P = 0.0059)
(Fig.25 A-C).
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5.13.4. Teste do Nado Forc¢ado

Em relacdo ao tempo total de imobilidade (em s), o grupo LPS apresentou aumento
significativo em relacdo ao grupo CTL (P = 0.0017). Os grupos tratados com HCQ
LPS+CBD+HCQ (P = 0.0267) e LPS+HCQ (P = 0.0011), também apresentaram um
aumento significativo desse parametro em relacdo ao grupo CTL. Em relagcdo ao tempo
de comportamento ativo (em s), o grupo tratado com LPS apresentou reducdo
significativa desse parametro em relacdo ao grupo CTL (P<0.0001). Por fim, redugéo
significativa também foi evidenciada nos grupos tratados com LPS+CBD+HCQ
(P<0.0001) e LPS+HCQ (P = 0.0056) em relacéo ao grupo CTL. Tendéncia de aumento
desse comportamento foi observada no grupo LPS+S-KET em relag¢do ao grupo LPS (P
=0.2861) (Fig.25, D-E).
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Figura 25. Efeito do CBD nos animais expostos ao modelo induzido por LPS e co-tratados
com HCQ no teste do splash e no teste do FST. No teste do splash, os parametros
avaliados foram (A) tempo de laténcia (em s); (B) nimero de groomings (n), (C) tempo
total de grooming (em s). No teste do nado forcado (or forced swimming test, FST), os
parametros avaliados foram: (D) tempo total de imobilidade (em s), e (E) tempo total de
comportamento ativo (em s). Os dados sdo expressos como média + EPM. N = 8-12
animais/grupo. Os dados foram analisados com o teste ANOVA de uma-via seguido do
teste de Tukey como teste de comparag6es multiplas, e apresentados como média + EPM.
***P< 0,001 ****P< 0,0001). Abreviagdes: CBD: Canabidiol; LPS: lipopolissacarideo;
S-KET: S-cetamina; HCQ: hidroxicloroquina.
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5.14. Efeito do CBD e do co-tratamento com HCQ na expressdo das isoformas

LC3B-I e LC3B-11 nos homogenatos cerebrais

Em relacdo a expressdo relativa de LC3B-I, nenhuma diferenca significativa foi
observada entre 0s grupos experimentais nas duas areas avaliadas. Entretanto, uma
tendéncia de aumento foi observada no grupo LPS+CBD em relagéo ao grupo LPS no
PFC (DM: -4.00, P > 0.0999). No HC, de forma semelhante, tendéncia de aumento foi
observada no grupo LPS+S-KET em relacdo ao grupo LPS (DM: -0.5214, P = 0.7662).
(Fig. 26 A e D). Emrelacdo a expressdo relativa de LC3B-11, no PFC, apenas um aumento
significativo no grupo LPS+CBD em relacdo ao grupo LPS (P = 0.0500), enquanto que,
no HC, aumento significativo da expressao dessa isoforma foi apenas observado no grupo
LPS+S-KET em relacdo ao grupo LPS (P = 0.0411) (Fig. 26, B e E). Em relacédo a taxa
LC3B-II/LC3B-I, nenhuma diferenca significativa foi evidenciada entre os grupos

experimentais em quaisquer das areas cerebrais avaliadas (Fig. 26 C e F).
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Figura 26. Efeito do CBD e co-tratamento com HCQ na expressdo proteica das isoformas
LC3B-I e LC3B-II e relagdo entre elas no cérebro de animais expostos ao LPS. (A e D)
Expresséo relativa de LC3B-1/p-actina no PFC e HC respectivamente (B e E). Expressao
relativa de LC3B-I1/p-actina no PFC e HC respectivamente. (C e F) taxa LC3B-11/LC3B-
I no PFC e HC. Os dados sdo expressos como média £ EPM. N = 5-6 animais/grupo. Os
dados foram analisados com o teste ANOVA de uma-via seguido do teste de Tukey como
teste de comparagdes multiplas, e apresentados como meédia £ EPM. ***P< 0,001 ****pP<
0,0001). AbreviacGes: CBD: Canabidiol; LPS: lipopolissacarideo; S-KET: S-cetamina;
HCQ: hidroxicloroquina; HC: hipocampo; PFC: pré-frontal cortex.



165

5.15. Efeito do CBD e do co-tratamento com HCQ na expressédo de citocinas pro-

inflamatdrias nos homogenatos cerebrais.

Em relacdo ao PFC, nenhuma diferenca significativa foi observada nos niveis de TNFa
entre 0s grupos experimentais. Em relacdo aos niveis de IL-1pB, de forma semelhante,
nenhuma diferenca significativa foi evidenciada entre os grupos experimentais nessa area
cerebral (Fig.27 A-C). Em relagdo ao HC, aumento significativo dos niveis de TNFa
foram observados nos grupos LPS (P = 0.0359), LPS+CBD+HCQ (P = 0.0145) e
LPS+HCQ (P = 0.0343) em relacédo ao grupo CTL. Ademais, reducdo significativa foi
observado dessa citocina foi observado no grupo LPS+S-KET em relagcdo ao grupo
LPS+HCQ (P=0.0460). Reducao significativa foi também notavel comparando o grupo
LPS+S-KET com o grupo LPS (P = 0.0199). Em relacdo aos niveis de IL-1p, reducao
significativa foi observada no grupo LPS+S-KET em relacéo ao grupo LPS (P = 0.0368).
Adicionalmente, tendéncia de aumento ndo-significativo foi observada no grupo LPS em
relacdo ao grupo CTL (DM: 14.25; P = 0.0697) (Fig.27 B-D).
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Figura 27. Efeito do CBD e co-tratamento com HCQ na expresséo proteica das citocinas
pré-inflamatorias TNFa e IL-1p no PFC e HC de animais expostos ao LPS. (A-B)
representam as concentragdes de TNFa no PFC e HC respectivamente; (C-D)
representam as concentragdes de IL-1p no PFC e HC respectivamente. Os dados sdo
expressos como média £ EPM. N = 5-6 animais/grupo. Os dados foram analisados com
o teste ANOVA de uma-via seguido do teste de Tukey como teste de comparacgdes
maltiplas, e apresentados como média + EPM. ***P< (0,001 ****P< 0,0001).
Abreviacbes: CBD: Canabidiol; LPS: lipopolissacarideo; S-KET: S-cetamina; HCQ:
hidroxicloroquina; HC: hipocampo; PFC: pré-frontal cortex.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, n6s demonstramos pela primeira vez a habilidade do CBD de
induzir em células microgliais humanas, aumento do fluxo autofagico sobretudo indicado
pelo aumento da formacao de vesiculas &cidas e aumento da degradacédo do receptor de
cargo autofagico p62/SQSTM1. Ademais, o CBD foi capaz de reverter o estado pro-
inflamatorio induzido em micréglia humanas pelo estimulo com LPS, e direcionar a
polarizacdo microglial em direcdo a um fenotipo anti-inflamatério, marcado pela
expressao aumentada de marcadores de membrana, como CD200R, e de mediadores
secretados, como IL-4, TGF-, BDNF e expressao e atividade da enzima arginase 1. NOs
ainda demonstramos a dependéncia da autofagia para esses efeitos imunomoduladores e
anti-inflamat6rios do CBD em micrdglia, uma vez que a inibicdo da acidificacdo dos
lisossomas pelo hidroxicloroquina, bloqueou sobretudo a inducdo da expressdo de
mediadores anti-inflamatorios, como IL-4, TGF- e a atividade da arginase 1. Ademais,
0 CBD foi capaz de aumentar tanto a migracéo celular e a atividade fagocitica dessas
células frente ao desafio com LPS, o que foi também bloqueado pela inibi¢do da autofagia
pela hidroxicloroquina.

Originalmente descrita como uma resposta induzida pela privagdo de nutrientes e
restri¢do caldrica, nos Gltimos anos tem sido crescentemente aceito que a autofagia é um
processo ubiquo e basal fundamental para a promocdo de energia e homeostasia de
proteinas e organelas intracelulares (DERETIC; SAITOH; AKIRA, 2013). No SNC,
classicamente, a autofagia tem sido principalmente estudada em neurénios, considerando
a natureza pos-mitotica dessas células, e a importancia nos mecanismos de degradacéo e
reciclagem de proteinas e organelas defeituosas para manter a sobrevivéncia neuronal.
Como mencionado anteriormente, a delecéo especifica de proteinas ATGs, como ATG-7
e ATG-5, de diferentes linhagens neuronais induz a formacdo de inclusdes
citoplasmaticas e neurodegeneragdo em auséncia de outros  estimulos
patolégicos(STAVOE; HOLZBAUR, 2019). Adicionalmente, comprometimento do
fluxo autofagico e da degradacdo mediada pelos lisossomos tem sido demonstrados como
elementos comuns em diversas doengas neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer,
Parkinson e Huntington (GUO et al., 2018; LU; ZHANG; YANG, 2022; PLAZA-
ZABALA; SIERRA-TORRE; SIERRA, 2017), e mais recentemente também no contexto

de doencas neuropsiquiatricas, como depressdo (TANG et al., 2021).
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Evidéncias recentes tém apontado que a autofagia controla a funcédo de diversas outras
células do SNC, além de neurdnios, em especial microglia, as células imunes residentes
do cérebro. De fato, estudos demonstraram que a autofagia € um importante regular de
varios processos fisiologicos nessas células, como metabolismo, fagocitose, degradacédo
de aglomerados proteicos intra- e extracelulares, poda sinéptica e respostas imunes a
agentes enddgenos e exdgenos (JULG; STROHM; BEHRENDS, 2021; SU et al., 2016).
Nesse sentido, a autofagia em microglia tem despontado como um controlador
fundamental da resposta imune inata no cérebro e tem sido diretamente envolvido no

desenvolvimento e progressao de diversas doencas do SNC.

Entretanto, o monitoramento experimental do fluxo autofagico é complexo e com
varias dificuldades metodoldgicas, uma vez que sua realizacdo depende da formacao e
identificacdo de estruturas vesiculares transitorias, como o0s autofagossomos e
autofagolisossomos, os quais por fim sdo completamente degradados via maquinaria
lisossomal. Com isso, apenas a avaliacdo do numero e ou morfometria de vesiculas
autofagicas em um Unico ponto temporal ndo é um medida precisa do fluxo autofagico
(KLIONSKY et al., 2021). Em adicdo a isso, o uso de ferramentas genéticas ou
farmacologicas, que podem bloquear diferentes etapas do fluxo autofagico ou degradacéo
lisossémica, e a medicdo do acumulo de proteinas ATGs envolvidas nos estagios inicias
da autofagia ou de receptores de autofagia como p62/SQSTM1 pode fornecer evidéncias
importantes do status do fluxo autofagico. Nesse interim, procedimentos e orientacdes
padronizadas para a avaliacdo do fluxo autofagico tem sido publicadas desde 2008 e
recentemente atualizadas em 2021(KLIONSKY et al., 2021). Estas diretrizes, preparadas
pela comunidade internacional de pesquisa em autofagia, recomendam fortemente o uso
de técnicas experimentais combinadas, como uso de inibidores farmacoldgicos, uso de
proteinas fluorescentes e métodos de biologia molecular para medir proteinas, bem como
a expressao génica de ATGs e outras proteinas envolvidas no fluxo global autofagico
(KLIONSKY et al., 2021).

Uma limitacdo frequentemente apontada do uso de ferramentas farmacoldgicas que
afetam o fluxo autofagico, como 3-MA (inibidor de fosfatidil-inositol-3 quinase (PI3K),
que previne a formagdo de autofagossomos), bafilomicina-Al (inibidor vacuolar-
ATPase; aumenta o pH lisossémico bloqueando a degradacdo do cargo autofagico) e
hidroxicloroquina (que inibe a acidificagdo de lisosossomas), é a presenca de alvos

moleculares inespecificos, geralmente dependentes da dose, tempo de tratamento e tipo
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celular. Na tentativa de superar essas limitagdes, algumas abordagens genéticos, tem sido
propostas, como o silenciamento genético de proteinas autofagicas essenciais, como as
ATGs (KLIONSKY et al., 2021) No entanto, essas proteinas também tem papéis de
destaques em outros processos celulares, além da autofagia. Por exemplo, a proteina
ATG-5 transloca-se para a membrana externa mitocondrial e participa da inducdo da
apoptose (YOUSEFI et al., 2006). Da mesma forma, diversas ATGs, em células
fagociticas, como micrdglia, incluindo ATG-5, BECLIN-1 (ATG-6) e ATG-7 estdo
envolvidos na lipidacdo de LC3 (ATG-8) em fagossomos e outras vesiculas
macroendociticas (FLOREY; OVERHOLTZER, 2012). Finalmente, o uso de modelos
animais in vivo para estudo da autofagia também tem encontrado limitagdes, uma vez que
diversos knockout constitutivos para ATGs apresentam grandes distor¢cdes do
desenvolvimento embrionario e alta letalidade pés-natal (KLIONSKY et al., 2021). No
entanto, o desenvolvimento de knockout condicionais especificos de tecidos ou células
em roedores podem significativamente avangar nossa compreenséo do papel da autofagia
em processos fisioldgicos e patoldégicos no SNC(WEN et al., 2022) . Portanto, a
recomendacéo atual é o uso de diferentes abordagens combinadas e o esclarecimento das

limitagdes inerentes de cada método.

Nesse estudo, pela primeira vez, nés determinarmos o efeito do CBD no fluxo
autofagico e expressdo génica de diversas ATGs em células microgliais humanas
desafiadas com o estimulo pré-inflamatério LPS. De fato, o tratamento com CBD,
sobretudo em células ja desafiadas e com fenotipo pro-inflamatério desenvolvido, no
protocolo de reversdo, o tratamento com CBD foi capaz de significativamente aumentar
a formacdo de vesiculas &cidas, bem como a degradacdo do receptor de autofagia
p62/SQSTML1, indicando claramente um aumento da eficiéncia lisossomal de degradacao
do cargo autofagico. Em relacdo aos estagios inicias da autofagia, mesmo utilizando
inibidores da acidificacdo lisossomal, como o cloreto de amonio, para induzir acimulo
de LC3B e suas isoformas, o tratamento com CBD apenas demonstrou uma tendéncia de
aumento da taxa de conversdo de LC3B-1 em LC3B-II, indicativo da formacdo de
autofagossomos maduros (TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2008). Além disso, €é
interessante destacar que o tratamento com CBD em ambos os protocolos de prevencéo
e reversao apresentou efeito aumentando a expressdo génica de ATGs, de forma similar
ao estimulo pré-autofagico da privacdo de soro. Notavelmente, os niveis de mRNA para
ATG5, BECLIN-1 e p62 foram aumentados no protocolo de prevencédo, e de ATG12 e
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p62 no protocolo de reversdo apos tratamento com CBD. Considerando conjuntamente,
é notdrio que o CBD atuou sobretudo nas ultimas etapas do fluxo autofagico aumentando
a eficiéncia de degradacdo lisossomal e do cargo autofagico, em comparacdo com as
etapas inicias da autofagia. Ademais, o CBD parece ter um efeito intrinseco de aumentar
a expressdo génica de ATGs , em especial os niveis de mRNA p62, o que pode estd
relacionado a mecanismos transcricionais que acontecem de forma independente nos dois
protocolos de tratamento dos efeitos rapidos e ndo-gendmicos no fluxo autofagico.
Porém, ndo é possivel descartar uma interacdo entre esses mecanismos para mediar 0S
efeitos pré-autofagicos do CBD. Por exemplo, aumento da expressao génica de p62 como
uma resposta adaptativa a degradacdo aumentada do cargo autofagico marcado por essa

proteina.

Esses resultados dialogam com importantes evidéncias prévias na literatura. De fato,
VRECHI et al. (2021) demonstrou o efeito pré-autofagico do CBD em células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y e em astrocitos murinos. Esses pesquisadores
reportaram a habilidade do CBD sozinho de aumentar a taxa de converséo de LC3B-I
para LC3B-1I em condi¢bes de fluxo autofagico ndo-interrompido, e na presenca do
inibidor da acidificagéo de lisossomos cloreto de amonio, o efeito de CBD de induzir o
acimulo de LC3B-II nessas células. Além disso, o efeito do CBD foi dependente da
ativacéo dos receptores CB1r, CB2r e TRPV1 e sinalizagcdo dependente da fosforilagdo
de ERK1/2, porém independente de mTOR1(VRECHI et al., 2021). Esses pesquisadores
no entanto ndo avaliaram o efeito do CBD diretamente nos estagio finais do fluxo
autofagico e degradacdo do cargo autofagico pelos lisossomas. Portanto, é possivel
hipotetizar que o CBD tenha efeitos diferentes no fluxo autofagico a depender do tipo
celular, predominando o efeito estimulatério das etapas finais de degradacdo do cargo
autofagico em microglia em comparagdo com outros tipos celulares no SNC, mas isso

precisa ser melhor demonstrado.

Nesse contexto, também foi recentemente publicado o efeito do CBD de promover
aumento do fluxo autofagico em neurdnios do nematodeo C. elegans, neurdnios primarios
hipocampais de camundongos e células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (WANG et
al., 2022b). Esses pesquisadores demonstraram que o tratamento com CBD por 1 ou 5
dias em C. elegans aumentou o nimero de punctas vermelhos (fluorescéncia mCherry
indicativo de autofagossomas maduros) em neurbnios de animais transgénicos

expressando a proteina duplamente fluorescente mCherry-GFP-LGG-1 (LGG-1 é um
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ortol6go da proteina LC3B em mamiferos) (HENIS-KORENBLIT; MELENDEZ, 2019).
Interessantemente, 0 CBD aumentou a longevidade desses animais e reverteu as
alteragdes morfologicas e de sobrevivéncia neuronal associadas ao envelhecimento de
forma dependente da autofagia, uma vez que o knockdown de p62/SQSTM1 e BECLIN-
1 bloquearam esses efeitos do CBD. De forma semelhante, em neurénios hipocampais e
células de neuroblastoma, o tratamento com CBD (10 uM) aumentou a taxa de conversao
para LC3B-II, a expressdo de ATG5 e reduziu a expressao de p62/SQSTML1 apos 24 e 48
horas de tratamento. Em ambas as condi¢des, os efeitos do CBD no fluxo autofagico
foram Dbloqueados pelos inibidores da fusdo/formagdo dos autofagolisossomos ou
acidificacdo de lisossomos, cloroquina e bafilomicina A1 (WANG et al., 2022b). Esses
achados se relacionam fortemente com os resultados encontrados nesse estudo, uma vez
que os efeitos observados de inducdo de autofagia no presente estudo foram evidenciados
com 0 mesmo tempo de tratamento (24-48h) e mesma faixa de concentragdes, bem como
blogueados por inibidores do fluxo autofagico semelhantes, porém em modelos celulares

diferentes (microglia versus células neuronais).

Além disso, 0 CBD ¢é um droga cujos efeitos citoprotetores ou citotoxicos parecem
depender fortemente da curva de concentragdes testadas (CASTILLO-ARELLANO et
al., 2023). De fato, apesar de mdltiplos efeitos terapéuticos, sobretudo para doencas
neuroldgicas e neuropsiquidtricas, terem sido associados ao CBD, existem preocupacdes
em relacdo a sua seguranca clinica e faixa de doses especialmente com 0 uso
indiscriminado dessa droga. Por outro lado, a habilidade do CBD de inibir a proliferacao
celular, angiogénese e formacdo de metastases tem sido demonstrado em varios modelos
in vivo e in vitro de neoplasias, e levantando hipoteses sobre o potencial anticancer desse
composto (HEIDER et al., 2022; SELTZER et al., 2020).

Nesse contexto, um trabalho recente, testou diferentes concentracdes de CBD (0, 0.1,
0.5, 1, 5, 10, 15 uM) em diferentes linhagens de células de carcinoma epiteliais (FaDu,
SNU899, SCC15, Hep2) e comparou com ceélulas epiteliais normais (linhagem HOK)
(GO et al., 2020). Interessantemente, 0 CBD induziu um efeito citotoxico reduzindo a
viabilidade celular das linhagens neoplésicas em concentracdes muito inferiores as
capazes de causar efeito citotoxico nas células normais (50% de reducéo de viabilidade
foi observado nas células neoplédsicas na concentragdo de 5 pM, enquanto
aproximadamente 20% de reducéo da viabilidade foi observada a 10 uM na linhagem

normal apos 24 h de tratamento). Ademais, esses pesquisadores demonstraram que 0
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efeito citotoxico do CBD nas células neoplésicas dependeu da inducdo de autofagia, uma
vez que pareado ao aumento de células apoptéticas foi observado um aumento de
expressao génica e proteica de BECLIN-1 e LC3B, e o tratamento com cloroquina
bloqueou o efeito citotoxico do CBD, e aumentou consideravelmente a viabilidade celular
das linhagens neoplésicas (GO et al., 2020). Outros estudos tem confirmado a habilidade
do CBD e de outros canabindides, como THC, de induzirem morte celular por autofagia
em células neoplasicas de glioma e melanoma, por um mecanismo relacionado a inibigédo
de AKT e complexo mTOR1(ARMSTRONG et al., 2015; SALAZAR et al., 2009).
Portanto, no contexto de linhagens neoplésicas a indugdo de autofagia relacionado ao
CBD ndo é um mecanismo de protecdo celular, mas sim de citotoxicidade.

Nesse contexto, nos testamos diferentes concentracfes de CBD (1, 10, 50 e 100uM)
na linhagem microglial humana HMC3 e os efeitos na viabilidade celular foram avaliados
em dois ensaios distintos. No ensaio de MTT, foi possivel observar reducéo significativa
da viabilidade celular no corte temporal de 24 h a partir da concentracdo de 50uM,
entretanto apenas a concentracdao de 100 M manteve efeito citotoxico robusto no corte
de 48h. Em relagéo ao ensaio de atividade de LDH, impacto na sobrevivéncia celular foi
observado na concentragdo de 100pM de CBD no corte de 24h, entretanto, ap6s 48h, esse
efeito foi normalizado. Baseado nisso, a dose de 10 uM de CBD foi selecionado como a
maior dose testada ndo-citotoxica e eleita para os ensaios subsequentes nesse estudo.
Ademais, nossos resultados estdo de acordo com evidéncias prévias que mostram a
sensibilidade aumentada de linhagens neoplasicas aos efeitos citotoxicos do CBD,
enguanto linhagens ndo-neoplasicas apresentam efeitos de reducéo de viabilidade celular

mais aparente sobretudo em concentragdes maiores que 10 uM (GO et al., 2020).

Considerando o fenémeno de morte celular induzido por autofagia e a demonstracao
de sua importancia para os efeitos citotoxicos do CBD, sobretudo em células neoplasicas,
nos testamos o tratamento com CBD com ou sem inibidor de autofagia HCQ nos mesmos
ensaios de viabilidade celular anteriores e na concentracdo de 10 pM, a mesma capaz de
induzir aumento do fluxo autofagico (sobretudo dos estagios finais de autofagia e
formacdo de vesiculas acidas). Interessantemente, em nenhum dos cortes temporais
avaliados de exposicdo ao CBD, 24h (reversédo) e 48h (prevencgéo), o co-tratamento com
CBD e HCQ afetou de forma significativa a viabilidade celular dessa linhagem
microglial. Ao contrario, no ensaio de LDH, no coorte de 48h, os grupos tratados com

HCQ (com ou sem CBD) apresentaram tendéncia a aumento da atividade dessa enzima.
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Portanto, conjuntamente, nas nossas condi¢es experimentais e na linhagem estudada de
microglia, a inducdo de autofagia pelo CBD na concentracdo de 10uM ndo parece
contribuir para os mecanismos de morte celular, e sim, se tratar de um mecanismo de
protecdo celular e manutencdo da homeostasia. Entretanto, se a autofagia contribui para
os efeitos citotoxicos observados para concentra¢des maiores de CBD (> ou = 50 uM)
nessa linhagem, isso precisa ser demonstrado em estudos futuros, por nédo se tratar do

objetivo central desse trabalho.

Nos ultimos anos, tém se acumulado diversas evidéncias acerca dos efeitos
imunomoduladores e anti-inflamatérios do CBD. Em diferentes modelos de inflamacao
crénica, como asma alérgica, esteato-hepatite ndo-alcdolica e esclerose multipla, o CBD
tem mostrado eficacia em suprimir a atividade pré-inflamatoria de células T patogénicas
e de macrdfagos ativados. Em relacdo as evidéncias com micrdglia, estudos prévios
também demonstram o efeito anti-inflamatorio promissor do CBD nessas células.
Primeiramente, Martin-Moreno et al. (2011) demonstrou o efeito do CBD e outros
canabinoides, como o agonista CB1r /CB2r WIN 55,212-2 e o0 agonista seletivo CB2r
JWH-133, de inibirem o aumento intracelular de célcio induzido por ATP, e 0 aumento
dos niveis de nitrito da expressdo de citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a na
linhagem de micrdglia murinas N13 e micréglia primarias de ratos. Interessantemente,
para o0 CBD esses efeitos foram dependentes dos receptores CB1r, CB2r e adenosina A2A
(MARTIN-MORENO et al., 2011). Posteriormente, Dos-Santos-Pereira et al., (2020)
reportou que o CBD foi capaz de atenuar a secrecéo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-
a e IL-1PB) e glutamato de micrdglia BV2 e micréglia primarias de camundongos apds
estimulo com LPS na faixa de 1-10 uM, e esse efeito foi parcialmente dependente do
receptor CB2r. Esses pesquisadores também demonstraram que a inibicdo de EROS
mediada pela enzima NADPH oxidase e subsequente ativacdo do fator de transcrigcdo
NFKB seria um dos mecanismos subjacentes a esse efeito anti-inflamatorio do CBD
(DOS-SANTOS-PEREIRA et al., 2020).

De acordo com 0s nossos resultados, o CBD demonstrou um importante efeito
imunomodulador e anti-inflamat6rio em micrdglia humanas desafiadas com LPS. De fato,
nos observamos que o0 CBD em ambos os protocolos de prevencéo e reversdo, foi capaz
de atenuar o aumento dos niveis de nitrito, bem como das citocinas pré-inflamatorias
secretadas no meio de cultura (TNFa e IL-1pB) induzidos pelo LPS. Interessantemente,
sobretudo no protocolo de reversdo, ou seja em microglia primeiramente expostas ao LPS
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e com fendtipo pro-inflamatério ja estabelecido, o CBD foi capaz de aumentar
significativamente a secrecdo de mediadores anti-inflamatérios soltveis, como IL-4 e
TGF-B, e atividade e expressao da enzima arginase. Ademais, nds imunofenotipamos as
células microgliais tratadas com CBD nos dois protocolos de exposicdo ao LPS e achados
interessantes foram observados. De fato, nés identificamos que em ambos os protocolos
de tratamento o CBD reduziu a populacao de células com alta expressdo dos receptores
de superficie CD11b e CD86, enquanto aumentou na populacdo com alta expresséo de
CD200R foi observado. Adicionalmente, o tratamento com CBD aumentou a expressao
relativa de CD86 e reduziu a de CD11b, sobretudo no protocolo de reversdo, sem grandes
alteragbes na expressdo relativa de CD200R. Em relagdo as populagcbes com
colocalizacdo desses marcadores, em geral, o tratamento com CBD aumentou a
abundancia de populacbes com alta expressio de CD200R (incluindo
CD11b**CD200R¥®, CD11b***CD200R¥®?, CD86%"*CD200R®, CD86**CD200R"?,
Também, ambos os protocolos de tratamento, reduziram a populacdo de células
CD11h®CD86%"™ e CD11b*"®CD200R" >,

E bem conhecido que as microglia sdo células altamente pléasticas e que adotam
estados diversos de acordo com as condi¢es do microambiente e interacdo com outras
células(TREMBLAY, 2021). No cérebro adulto, a microglia homeostatica ou quiescente,
sdo células ramificada e altamente dinamicas, que patrulham as sinapses de forma
continua garantindo a eliminagdo de sinapses excitotoxicas e a manutencdo e maturacao
de sinapses em desenvolvimento. Entretanto, diferentes sinais e mediadores imunes,
como DAMPs e PAMPs, relacionados a infeccdo ou injuria, podem ser detectados por
essas células e induzir estados de reatividade, normalmente, pré-inflamatérios (TAY et
al., 2018). No cérebro adulto, esses estados sdo acompanhados por transformacoes
morfoldgicas da micrdglia que assume um formato amebdide com poucas e curtas
ramificagdes. Esses estados reativos normalmente cursam com uma maior sintese e
expressao de mediadores pro-inflamatérios sollveis, como IL-6, IL1-B e TNF-a, além da
maior producdo de EROS, o que pode ter consequéncias neurodegenerativas(HICKMAN
et al., 2018).

Entre os estimulos que classicamente induzem esses estados de polarizacdo pro-
inflamatoria, se destacam o LPS e a exposi¢do a citocinas exdgenas, como IFNy e TNF-
a. Esses estados pro-inflamatorios, no passado, foram denominados de fenétipos M1. Por

outro lado, os estados de polarizacdo anti-inflamatdria microglial, normalmente induzidos
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por citocinas anti-inflamatérias, como IL-4 e IL-10, e tratamento agudo com
glicocorticéides, foram denominados de fendtipos M2 (GUO; WANG; YIN, 2022).
Esses estados M1/M2 se originam por analogia com os estados de polarizagao assumidos
por células T auxiliadoras quando expostas a determinados estimulos, assumindo uma
polarizacéo cléssica Thl ou alternativa Th2. Fendmeno semelhante foi observado com
linhagens de macrofagos periféricos, que assumem um estado de polarizacdo pro-
inflamatdria ou M1, caracterizado pela producdo de mediadores, como IL-6, I1L-12, IL-
23 e TNF-a, apos exposicdo a agonistas de TLRs ou IFNs, enquanto um estado anti-
inflamatorio M2, é induzido pela exposi¢do a citocinas como IL-4 e IL-13 , sendo
caracterizado pela expressdo aumentada de IL-10 e de algumas enzimas, como Argl e
chitinase-simile 3 (Ym1) (YUNNA et al., 2020).

Essa classificacdo embora didatica, € muito simplicada ndo sendo capaz de abranger
amultiplicidade de estados que macrofagos e micrdglia podem assumir, sobretudo in vivo
(RANSOHOFF, 2016). Entretanto, ela pode ser util para indicar estados de polarizacao
opostos onde varios estados intermedidrios podem coexistir, especialmente para
condigdes in vitro, em que os estimulos, como PAMPs e citocinas exdgenas, podem ser
rigidamente controlados, o que ndo acontece in vivo, ambos na homeostasia ou em
resposta a situacbes de doenca. Apesar dessa discussdo, alguns marcadores tém sua
expressdo consistentemente associados a estados de polarizagdo microglial especificos.
Nesse contexto, estados prd-inflamatorios normalmente apresentam superexpressdo de
marcadores de superficie, como CD11b, CD16/32, CD86 e CD40, enquanto estados anti-
inflamatdrios microgliais normalmente apresentam superexpressao de CD2006, CD200R
e IL4R (ZHOU et al., 2017).

Interessantemente, estados de polarizacdo pro-inflamatérios em condicdes
fisioldgicas sdo usualmente seguidos por estados anti-inflamatérios que garatem a
reparacgdo e regeneracao tecidual. Nesse sentido, esses ultimos séo associados ndo apenas
ao aumento da secrecdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-4 e 1L-10, mas também
fatores de crescimento, como TGFp, fator de crescimento insulina-simile 1 (do inglés
insuline growth fator 1, IGF-1) e fator estimulante de colénias 1 (do inglés colony-
stimulating factor 1 CSF-1), além de neurotrofinas, como BDNF e e neurotrofina 4/5 (Nt
4/5) (HICKMAN et al., 2018; TREMBLAY, 2021). Portanto, o processo de inflamagéo
e resposta immune inata no SNC ¢ estritamente regulado pela micréglia homeostatica,

iniciando com uma reposta inflamatdria robusta que tem como objetivo combater uma
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ameaca e 0 retorno a homeostasia e reparacdo tecidual. Dessa maneira, grande
heterogeneidade de estados microgliais e gradientes entre os dois polos de polarizacéo
sdo assumidos em condigfes homeostaticas. Quando a resposta pro-inflamatoria €
exacerbada ou cronica, e ndo seguida de uma resposta microglial reparativa e

neurotrdéfica, estados de patologia do SNC podem emergir (TAY et al., 2018).

Nesse contexto, nos Ultimos anos, tém sido hipotetizado que apenas inibir estados
reativos pro-inflamato6rios anormais ndo seria suficiente para tratar efetivamente doencas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas associadas a inflamac&o crénica, mas ativamente
promover estados reparativos e neuroprotetores microgliais seria um alvo a ser buscado
(KUNTZEL; BAGNARD, 2022). Portanto, aqui, n6s demonstramos que o CBD foi capaz
ndo apenas de suprimir o aumento da expressdo e de populacdes com fendtipos pro-
inflamatorios demonstrados pelos marcadores de superficie CD11b e CD86, mas também
induziu aumento das populagdes com aumento de CD200R, tipicamente associado a uma
resposta anti-inflamatdria e de resolucéo da inflamacéo, o que foi pareado pelo aumento
da secrecdo de mediadores anti-inflamatorios e homeostaticos, como IL-4, TGF-B, e

neurotrofinas, como o BDNF.

A intrinseca interacao entre autofagia e resposta imune tem recebido grande atencéo.
Nesse contexto, foi demonstrado que a autofagia € um mecanismo central para as trés
principais funcbes das células monociticas: fagocitose, apresentacdo de antigenos e
producdo de citocinas e mediadores imunes (PLAZA-ZABALA; SIERRA-TORRE;
SIERRA, 2017). De fato, a apresentacdo de antigenos é uma funcdo especializada de
células dendriticas, enquanto macro6fagos, incluindo microglia, executam de forma basal
predominantemente as duas outras fungfes. Primeiramente, foi demonstrado que a
autofagia € um mecanismo essencial para a diferenciagdo de mondcitos murinos e
humanos a macrofagos maduros apds exposicao ao fator estimulador de colénia 1 (do
inglés by colony-stimulating factor-1, CSF-1) e ao GM-CSF (ZHANG et al., 2012). De
forma semelhante, o estimulo de CSF-1 é fundamental para manutencdo da populacéo
microglial e sua capacidade de renovacéo e proliferacdo. Antagonistas do receptor de
CSF-1 (CSF-1R) é uma abordagem bem conhecida de deplecdo da populacdo de
microglia residentes no cérebro(GREEN; CRAPSER; HOHSFIELD, 2020). Nesse
interim, foi demonstrado que em micréglia murinas primarias e em camundongos, 0
estimulo com CSF-1 é capaz de aumentar o fluxo autofagico, via ativacdo de AMPK1 e

fosforilacdo inibitéria do complexo mTOR(YANG et al., 2020). Entretanto, isso foi
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demonstrado em modelo de dor neuropatico, e ndo se sabe se 0 mesmo é valido para 0s

efeitos homeostaticos de manutencao do pool micréglia no cérebro adulto.

Especificamente, em relacdo a resposta imune, tem sido reportado que agentes
imunogénicos, como PAMPs, incluindo LPS, sdo capazes de recrutar adaptadores, como
o fator mieloide de diferenciacdo primaria 88 (Myd88) e adaptador contendo o dominio-
Toll/IL-1 (TIR) indutor de interferon g (TRIF), os quais se ligam a BECLIN-1 induzindo
autofagia em macrofagos RAW264.7. Adicionalmente, o receptor de TNF-o (TRAF6) é
responsavel ubiquitinagdo na Lys 63 na BECLIN-1, o que é essencial para indugdo de
autofagia mediada por LPS em macréfagos (SHI; KEHRL, 2008). De forma semelhante,
citocinas, como TNF-a, ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF , do inglés (TNF-
related apoptosis-inducing ligand, TRAIL), e interferon (IFN)-y também aumentam o
fluxo autofagico em macréfagos primarios de camundongos (CADWELL, 2016), ao
passo de que algumas citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e a ativacdo de seu
receptor inibem a inducao de autofagia nessas células por meio da ativacéo da sinalizacao
do complexo mTOR1 e inibi¢do do iniciador de autofagia ULK-1 (PARK et al., 2011).

Interessantemente, 0 mesmo ndo parece acontecer para microglia, uma vez que foi
demonstrado a exposicdo ao LPS em micrdglia priméarias murinas e células BV2 suprimiu
o fluxo autofagico, indicado pela conversdo de LC3B-I para LC3B-II, e a expressao de
varias ATGs, em contraste com seu efeito pro-autofagico em macréfagos RAW264.7.
Nas microglia, esse efeito foi mediado por uma redugéo na sintese de fosfatidilinositol e
sua forma fosforilada, o que diminui a translocacao nuclear do fator FOXO3 e a expressado
génica de ATGs. Adicionalmente, a atividade fagocitica microglial também foi
comprometida pela supressdo da autofagia mediada por LPS, o que ndo aconteceu em
macrofagos (LEE et al., 2018). Essas evidéncias também dialogam com os achados
prévios de Jin et al. (2018) de que o estimulo com TNFo em micréglia BV2 suprimiu o
fluxo autofagico ao mesmo passo que induziu aumento da expressdo de outros
mediadores pro-inflamatorios, como iNO, IL-6 e IL-1B (JIN et al., 2018).

Apesar dessas disparidades, parece consenso de que a autofagia € um regulador
negativo da resposta imune de macréfagos e microglia(JULG; STROHM; BEHRENDS,
2021). Em macro6fagos priméarios murino, o bloqueio de autofagia com 3-MA aumentou
a producdo de IL-1B; da mesma forma de que o knockdown de ATG16L1 e ATG7

promoveram um aumento da secrecdo de IL-1p e IL-18 e ativagdo do inflamassoma
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NRLP3 em macréfagos murinos desafiados com LPS e em modelos de endotoxemia,
como colite induzida por sulfato de dextrano (SAITOH et al.,, 2008) e sepse por
Pseudomonas aeruginosa (PU et al., 2017). A deplecdo de LC3B ou BECLIN-1 também
causou aumento da ativagdo da caspase-1 e secrecdo de IL-1p e IL-18 em macrofagos
periféricos. Além disso, a delecdo dessas proteinas aumentou o acimulo de mitocondrias
danificadas ou disfuncionais e a translocacéo citosolica do DNA mitocondrial (mtDNA)
em resposta ao tratamento com LPS e ATP. A liberacdo de mtDNA no citosol, por sua
vez, contribuiu para ativagdo do inflamassoma e secrecdo de IL-1p e IL-18 [43].
Posteriormente, foi demonstrado que a autofagia degrada os componentes do
inflamassoma em macrofagos primarios humanos e células THP-1 diferenciadas, por
meio da ubiquitinacdo da caspase-1 e pro-1L-1B com posterior degradacédo lisossémica
desses componentes (HARRIS et al., 2011; SHI et al., 2012).

Em micrdglia, foi recentemente demonstrado que compostos flavonoides naturais
indutores de autofagia, como thonningianin A, foram capazes de por meio do aumento do
fluxo autofagico em células BV2 induzir degradacdo de varios componentes do
inflamassoma, como NLRP3, ASC, e caspase-1, bem como reduzir a secre¢éo das formas
maduras de IL-1p e I1L-18 (ZHOU et al., 2022). E importante mencionar que entre 0s
efeitos pleiotropicos da IL-1p, como a secrecdo de IL-6 e TNFa pela microglia de forma
autocrina, essa citocina pode ativar a infiltracdo de células periféricas, como macrofagos
e células T efetoras. Por outro lado, a IL-18 causa um efeito de retroalimentagdo positiva
na microglia, aumentando a atividade e expressdo da caspase-1 e a producdo de
mediadores pro-inflamatoérios, como metaloproteinases de matrix (MMPs), citocinas e
EROS (GUO; CALLAWAY; TING, 2015). Nesse contexto, Jin et al. (2018) ainda
demonstrou que a inibicdo da autofagia em micrdglia murinas primarias e células BV2
pelo knockdown de ATGS5 e pelo inibidor 3-MA foi capaz de acentuar a polarizagao pro-
inflamatdria induzida por TNF-a nessas celulas. Ademais, o blogueio da autofagia nas
micrdglia por essas estratégias potencializou o efeito neurotdxico, via citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, TNF-a e IL-1B) do meio condicionado microglial em células de
neuroblastoma de rato MES23.5 (JIN et al., 2018).

No presente estudo, nés observamos que o efeito imunomodulador do CBD nas
microglia humanas desafiadas com LPS, foi em geral atenuado ou bloqueado pelo co-
tratamento com o inibidor de autofagia HCQ. No protocolo de reverséo, o co-tratamento

com HCQ atenuou a reducdo de nitrito e TNFo promovido pelo CBD nas microglia
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expostas ao LPS. N&o sé isso, o co-tratamento com HCQ bloqueou o aumento da
atividade ou expressdo de marcadores anti-inflamatdrios, como atividade da arginase,
niveis de IL-4, TGF-p e BDNF, induzido pelo CBD. Entretanto, esse efeito foi
evidenciado apenas no protocolo de pds-tratamento, ou seja, foi dependente de um estado
pré-inflamatorio ja existente nas células microgliais e, possivelmente reducdo do fluxo
autofagico,mediado pela inflamacdo. E interessante destacar que em consenso com a
literatura, condicGes estimuladoras de autofagia, como a privacao de soro, aqui utilizada
foi associada a um aumento basal de marcadores anti-inflamatorios, em especial atividade
da arginase, IL-4 e TGF-B, sugerindo que a inducdo de autofagia por si s6 é capaz de
promover uma resposta anti-inflamatoria desassociada de uma supressao de uma resposta
pré-inflamatoria concorrente. Em conjunto, nossos dados apontam que o efeito
imunomodulador e anti-inflamatério do CBD em micrdglia humanas foi mais
pronunciado nas células ja expostas ao LPS e com fendtipo pro-inflamatério
desenvolvido, e parcialmente dependente da inducdo do fluxo autofagico, uma vez que o
bloqueio da fusdo de autofagossomos com lisossomos pela HCQ, marcadamente atenuou
os efeitos do CBD.

Aqui, nés medimos a formacdo de EROS intracelulares por meio de duas
metodologias distintas com métodos de deteccdo baseados em deposicdo colorimétrica e
fluorescéncia. Nesse contexto, uma comunicacao importante entre a formagdo de EROS
e o0 estado redox celular e autofagia tem sido defendida por diferentes
estudos(FILOMENI; DE ZIO; CECCONI, 2015). Brevemente, todas as células vivas
estdo sujeitas aos potenciais efeitos citotoxicos de altas concentracGes de moléculas
oxidantes produzidas de forma exdgena ou enddgena. Esses radicais tem a habilidade
comum de retirar elétrons de biomoléculas, como proteinas, lipideos e DNA, gerando
dano celular, chamado de estresse oxidativo. Diferentes sistemas antioxidantes
enddgenos existem para compensar a producdo de EROS e prevenir o dano oxidativo.
Esses sistemas incluem: i) enzimas antioxidantes, como catalase, superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidases (GPx); ii) proteinas e peptideos antioxidantes, como
peroxiredoxinas, thioredoxinas (Trx) e glutaredoxinas (Grx); iii) antioxidantes de baixo
peso molecular, como GSH, tocoferol e ascorbato. Esses sistemas de defesa antioxidante
também sdo fundamentais para prevenir os dados relacionados a espécies reativas de
nitrogénio (RNS), como o peroxinitrito (ONOO-), formado pela reagdo do éxido nitrico
com EROS, sobretudo O2-(SALIM, 2017).
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Em conjunto EROS, tem sido reportados como indutores de autofagia em condigdes
de privacao de nutrientes (FILOMENI; DE ZIO; CECCONI, 2015). Entretanto, ndo é
completamente esclarecido como esses radicais desencadeiam o fluxo autofagico.
Entretanto, é sabido que os niveis de O2- intracelulares aumentam rapidamente apds
privagdo de nutrientes, e agentes antioxidantes podem bloquear a inducdo de autofagia
nessas condi¢es. Uma das hipéteses para essa interagdo entre EROS e autofagia parece
ser mediado pela acdo desses radicais em certas proteinas redox-sensiveis, como a
AMPK. De fato, a AMPK pode ser ativada apds exposi¢do ao H202, particularmente por
S-glutationilacdo de cisteinas reativas localizadas nas subunidades o e P dessa
quinase(SHE et al., 2014). Adicionalmente, a oxidagdo da ATG4 mediada por H202, foi
associada a uma inativacdo da sua atividade de hidrdlise da FE ligada a LC3B e portanto
favorecendo a elongacdo dos autofagossomos. Outras proteinas envolvidas na autofagia,
como ATG7, ATG3 e p62/SQSTM1 possuem cisteinas vulneraveis a modificacdes pos-
translacionais mediadas por EROS, mas o papel dessas interagdes na indugdo do fluxo
autofagico precisa ser melhor esclarecido(CHANG et al., 2022).

Como mencionado anteriormente, a autofagia se insere entre 0s principais sistema de
reparo e manutencdo da homeostasia intracelular, e nesse sentido evidéncias apontam que
sua inducdo apOs exposicdo a condicGes pro-oxidantes seria um mecanismo
compensatério para retornar a célula para estados homeostaticos e diminuir o dano
oxidativo (CHANG et al., 2022). Nesse contexto, foi descoberto que algumas proteinas
ATGs sdo capazes de induzir uma resposta antioxidante celular. Isso é especialmente
verdade para a proteina p62/SQSTM1. De fato, em situacdes de aumento do fluxo
autofagico, a ligacdo dessa proteina a varios aglomerados de macromoléculas
ubiquitilinadas aumenta sua afinidade pela proteina adaptadora Keapl (do inglés Kelch-
like ECH- associated protein 1), o que direciona a mesma para degradacdo nos
lisossomos. A proteina Keapl constitutivamente se liga ao fator de transcricdo fator
nuclear eritroide 2 (do inglés, nuclear erythroid-related factor 2, Nrf2), inibindo esse
fator e mantendo-o preso no citoplasma. Apos a degradacdo da Keapl, o fator Nrf2 pode
migrar para o nucleo, se ligando nos elementos de resposta antioxidante presente na
regido promotora de varios genes antioxidantes e detoxificantes, portanto aumento sua
expressao e promovendo uma resposta antioxidante celular (KATSURAGI; ICHIMURA;
KOMATSU, 2016).
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Em contraste, nos Gltimos anos, evidéncias crescentes apontam que o0 NO e RNS
executam um papel regulador negativo da autofagia. DE fato, o tratamento com doadores
de NO ou aumento da atividade da NOS, como induzida pela inflamagéo, promove a S-
nitrosilacdo e subsequente inibi¢do das proteinas c-Jun-N-terminal quinase 1 (JNK1) e
kB quinase B (IKKp), o que causa a inibicdo da AMPK e supressdo da inducdo de
autofagia via mTOR1(SARKAR et al., 2011). Além disso, 0 NO estimula a S-nitrosilacdo
do fator inibidor do complexo mTOR1 TSC2, o que promove sua degradacao e respectiva
desinibicdo do mTOR1, portanto suprimindo a autofagia (FILOMENI; DE ZIO;
CECCONI, 2015).

No presente estudo, n6s ndo detectamos marcantes alteracfes nos niveis de EROS
intracelulares apOs os tratamentos propostos, embora os controles indutores pré-
oxidantes, como PMA e H202, tenham de forma efetiva induzido & formacgdo desses
radicais em seus respectivos ensaios. Entretanto, uma reducéo interessante da formacao
de EROS intracelulares foi detectada nos grupos tratados com CBD (expostos e nédo-
expostos ao CBD) do protocolo de reversao. Duas hipdteses podem ser levantadas para
esse efeito: i) considerando o efeito indutor da autofagia de uma resposta antioxidante
celular, esse achado pode ser compativel com uma resposta compensativa mediada pelo
aumento de autofagia promovido pelo CBD (CHANG et al., 2022); ii) o CBD possui
propriedades antioxidantes intrinsecas relacionadas a seus grupamentos quimicos
doadores de hidrogénio; iii) o CBD é capaz de inibir a formacdo de EROS mediada pela
enzima NADPH oxidase, sobretudo em situacfes de alta demanda glicolitica como em
macrofagos e micrdglia em estados pré-inflamatorios (DOS-SANTOS-PEREIRA et al.,
2020). Entdo, considerando conjuntamente, multiplos mecanismos podem estar atuando
para esse possivel efeito antioxidante do CBD em microglia ativadas por LPS, e mais
estudos precisam ser conduzidos para melhor compreender a interacdo mutua entre esses

efeitos celulares distintos.

Em macrdéfagos e micrdglia, a fagocitose é outra funcdo fortemente influenciada pela
autofagia e proteinas ATGs. Primeiramente, a participacdo da autofagia e ATGs foi
demonstrada em macrdfagos sobretudo para os mecanismos de defesa a patdgenos
intracelulares(DERETIC; SAITOH; AKIRA, 2013). De fato, em macréfagos expostos ao
patdgeno intracelular M. tuberculosis, proteinas ATGs, em especial LC3B sdo recrutadas
para a membrana do fagossomo, posteriormente ativando outras ATGs, como ATG5,

BECLIN-1, ATG7 e atividade da PI3K, as quais mediam a fusdo rapida do fagossomo
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com os lisossomos. De fato, macréfagos com knockdown de ATG7 demonstram uma
captacdo aumentada, porém também acumulo de M. tuberculosis ou M. tuberculosis var.
bovis BCG ndo degradados. De fato, a estimulacao de autofagia por privagédo de nutrientes
ou farmacologicamente, com rapamicina, aumentou a colocalizacdo de LC3B em
fagossomos contendo patdgenos intracelulares e posterior degradacdo dos mesmos
(MARTINET et al., 2009; WU; LU, 2019). Achados semelhantes demonstrando a
dependéncia de proteinas ATGs para a eficiéncia de fagocitose e degradacdo de outros
patégenos intracelulares, como Listeria monocytogenes e Toxoplasma gondii em
macrdfagos humanos (GLUSCHKO et al., 2022; WU et al., 2020). Entretanto, evidéncias
discrepantes também apontam que estiulos que induzem autofagia podem reduzir a
capacidade fagocitica de macrofagos murinos primarios, o que parece ser mediado por
um desvio do pool de proteinas ATGs para a degradacdo de autofagossomos e ndo de
fagossomos (LIMA et al., 2011). Portanto, 0 que parece consenso € a importante
participacdo comum das proteinas ATGs, em especial LC3B, para a eficiéncia dos
processos de degradacdo do cargo, seja ele provenientes de vesiculas autofagicas ou

fagociticas, para o sistema de degradacéo lisossomal.

Em microglia, associacdo igualmente importante entre fagocitose, autofagia e
proteinas ATGs tem sido demonstrada. De fato, a capacidade fagocitica da micréglia é
essencial para manter a homeostase do SNC, por meio da fagocitose de sinapses
aberrantes e excitotoxicas, remocdo de corpos apoptéticos, agregados proteinas e
fragmentos de mielina(JULG; STROHM; BEHRENDS, 2021; SU et al., 2016). Tém sido
demonstrado que em condicdes de patologia do SNC, a funcéo fagococitica microglial
esta importantemente impactada. De fato, Berglund et al., (2020) demonstrou em modelo
de esclerose multipla por encefalite autoimune experimental que a capacidade das
microglia de fagocitar os debris de mielina é fundamental para a re-mielinizago e
recuperacdo do SNC. Nesse modelo, a delecéo especifica de ATG7 microglial levou a um
aumento progressivo de agregados intracelulares de mielina ndo-degradada e progressédo
rapida dos sintomas-tipo esclerose multipla. Essas microglia ainda demonstraram um
perfil transcricional, com supra-regulacdo de ApoE, TREM2 e CLEC7a, muito
semelgante ao observado em outras doencas neurodegenerativas e ao induzido pelo
envelhecimento. Interessantemente, o tratamento com o indutor de autofagia o

dissacarideo trehalose levou ao aumento da eficiéncia de fagocitose e degradacdo dos
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fragmentos de mielina pela microglia e melhora de parte dos sintomas relacionados ao
modelo (BERGLUND et al., 2020).

Adicionalmente, o acimulo de a-synucleina é capaz de induzir sintomas relacionados
a doenca de Parkinson em roedores, e de forma similar, a capacidade de recaptagdo e
degradacao desses aglomerados pela micrdglia é essencial para prevenir a progressao do
modelo (CHOI et al., 2020; PLAZA-ZABALA; SIERRA-TORRE; SIERRA, 2017).
Nesse interim, foi demonstrado que a a-synucleina é reconhecida pela microglia,
absorvida e envolvida em vesiculas autofagicas de forma dependente de varias ATGs,
como LC3B, ATG7, ATG14 e p62/SQTMSL, sendo posteriormente degradada. Esses
pesquisadores ainda demonstraram que a a-synucleina sinaliza via TLR4/NF«xB para uma
expressdo aumentada de p62/SQTMSL, que ubiquitina esses aglomerados e levam ao seu
reconhecimento pela maquinaria autofagica via LC3B. Além disso, eles demonstraram
que em micrdglia primarias de camundongs o bloqueio de autofagia pelo inibidor de
VPS34 SAR405, ou os inibidores da acidificacdo de lisossomas, bafilomicina Al e
cloroquina, levam ao aumento importante de agregados intracelulares de a-synucleina
(CHOl et al., 2020).

A fagocitose microglial é mediada por varios receptores de superficie, como
receptores Fc e receptores para fatores do sistema complemento, 0s quais reconhecem
elementos fagociticos diferentes, como sinaptossomas, corpos apoptoticos, elementos
opsonizados e patdgenos. Ademais, a capacidade microglial fagocitica muda conforme o
perfil de PAMPs e subgrupo de TLRs recrutados. De fato, evidéncias prévias
demonstraram que ambos LPS, agonista de TLR4, e a particula viral mimética poly I:C,
agonista de TLR3, aumentam a atividade fagocitica microglial contra fungos de forma
dependente de MyD88 e TRIF (JANDA; BOI; CARTA, 2018; MARQUEZ-ROPERO et al.,
2020). Entretanto, um trabalho recente testou a capacidade fagocpitica de micréglia
priméarias de camundongos quando expostas ao LPS (100 ng/ml) e poly I:C (10 pg/ml)
em relacéo a diferentes substratos para fagocitose, como sinaptossomas, E. coli e esferas
de latex opsonizadas (HE et al., 2021b). Interessantemente, eles observaram um perfil
diferente de fagocitose conforme o PAMP testado: as micrdglia expostas ao LPS
demonstraram aumento da fagocitose de sinaptossomas, nenhum mudanca significativa
da fagocitose de E.coli, e reducdo para esferas opsonizadas avaliadas 3-5 horas ap6s

estimulo imune. Poly I:C inibiu a fagocitose de todos esses elementos (HE et al., 2021b).
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No presente estudo, n6s avaliamos a atividade fagocitica de particulas E.coli conjugadas
a fluor6foro em microglia imortalizadas humanas HMC3 em dois pontos temporais 24h
(protocolo de prevencdo) e 48h (protocolo de reversdo) apos exposi¢do ao LPS (100
ng/ml). Interessantemente, nds observamos um aumento da atividade fagocitica embora
ndo-significativo em 24 h, que se normalizou ap6s 48h de exposicao ao LPS. Além disso,
em relacdo aos tratamentos moduladores de autofagia testados, o tratamento com CBD
mostrou um perfil diferente conforme o protocolo, induzindo um aumento da atividade
fagocitica no protocolo de reversao, de forma concomitante a inducdo de autofagia e
formacdo de vesiculas &cidas, enquanto no protocolo de prevencdo, o CBD demonstrou
uma tendéncia normalizante da atividade fagocitica em relacdo ao LPS. Nesse mesmo
ponto temporal, o CBD néo induziu de forma significativa aumento da formacéo de
vesiculas acidas. O tratamento com HCQ), inibidor da acidificacdo de lisossomas, inibiu
a atividade fagocitica em ambos os protocolos de forma semelhante, e a indugdo de
autofagia por privacdo de soro aumentou de forma marcante a atividade fagocitica em

ambos o0s cortes temporais de forma semelhante.

Portanto, em conjunto, nossos resultados estdo de acordo com a literatura prévia
de que a autofagia € um mecanismo intrinsicamente relacionado a funcéo fagocitica
microglial, e que estratégias indutoras de autofagia potencializam a atividade fagocitica
dessas células, enquanto inibidores da autofagia bloqueiam essa atividade(DERETIC;
SAITOH; AKIRA, 2013; SIL; MUSE; MARTINEZ, 2018). Possiveis discrepancias em
relacdo a achados prévios da literatura em relacdo aos efeitos do LPS, podem estar
associados ao tipo diferente de células testadas (microglia primarias versus micréglia
imortalizadas), espécie (camundongo versus humano) e tempo de exposic¢do ao LPS (3-5
h versus 24-48 h). Adicionalmente, nossos resultados dialogam com evidéncias prévias
que demonstram que o CBD (10uM) é capaz de aumentar a atividade fagocitica de
microglia BV2 de forma dependente da ativacdo do receptor TRPV1 e aumento das
concentracdes intracelulares de calcio (HASSAN et al., 2014). Também, foi recentemente
demonstrado que o CBD potencializa a fagocitose de p-amildide em microglia primarias
de camundongos de forma dependente de TRPV?2 e inducdo de autofagia (YANG et al.,
2022), sendo um mecanismo neuroprotetor in vivo da progressdo da neurodegeneracado

em modelo de deposigéo de B-amildide.

Micrdglia sdo células altamente moveis e dinamicas em condi¢fes homeostaticas,

entretanto sob condicdes de injuria ou inflamagdo, a mobilidade dessas células pode
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mudar consideravelmente de acordo com status pro- ou- anti-inflamatdrio e as funcdes
engajadas, respectivamente, eliminagdo da “ameaga” ou resolucdo e reparagdo tecidual
respectivamente (DAVALOS et al., 2005; DIBAJ et al., 2010). O teste do arranh&o (do
inglés scratch assay) é um ensaio de baixo custo e baixa complexidade capaz de avaliar
a migracdo de células aderentes, normalmente em monocamada. Esse ensaio tem
vantagens em relacdo a outros ensaios de migragdo celular por mimetizar a migracéo
celular em condicg6es de injuria celular, ser compativel com o imageamento de células
vivas e ndo requerer mudanca de superficie de cultivo ou modificacbes genéticas para
avaliar o comportamento migratorio das células em estudo (LIANG; PARK; GUAN,
2007).

Nesse contexto, LIVELY e SCHLICHTER, (2013) elegantemente demonstraram
que microglia primérias de ratos apresentam perfil de mobilidade diferente quando
expostas ao LPS (10 ng/ml) ou a citocina anti-inflamatéria 1L-4 (20 ng/ml). Quando
expostas ao LPS, essas células se mostraram com atividade migratdria muito reduzida,
em ambos o0s ensaios de scratch e de invasdo de uma matrix de Matrigel, em relacdo as
células ndo-tratadas ou expostas a IL-4. Adicionalmente, as células tratadas com IL-4
mostaram aumento consideravel das regides ricas em vinculin e F-actin em seus
prolongamentos, bem como aumento da expressao génica de diversas proteases de matrix,
como (cisteina proteases, catepsina S e K e heparanase (LIVELY; SCHLICHTER, 2013).
No presente estudo nds realizamos o teste de scratch conforme descrito por LIANG et al
(2007) e as celulas foram observadas em dois cortes temporais, respectivamente 24h
(prevencao) e 48h (reversédo) apos a exposicao ao LPS. De acordo com nossos resultados,
o tratamento com LPS nesses dois pontos temporais reduziu significativamente o nimero
de células e o percentual de area ocupada na superficie do arranhdo nesse ensaio. O
tratamento com CBD nas duas condicdes foi capaz de normalizar as alteragdes induzidas
pelo LPS na migracdo celular, entretanto apenas no protocolo de reversdo, o co-
tratamento com HCQ inibiu os efeitos do CBD. Nés hipotetizamos que o CBD foi capaz
de aumentar a mobilidade microglial nas duas condi¢bes, uma vez que em ambos 0s
protocolos induziu aumento importante de IL-4, entretanto o bloqueio da secrecdo de IL-
4 foi induzido pela HCQ apenas no protocolo de reversdo, de forma semelhante ao
observado nesse ensaio. Portanto, é possivel inferir que o efeito do CBD na migracéo
celular nesse ensaio seria dependente da indugéo de autofagia e da consequente promogéo
de uma resposta anti-inflamatdria relacionada a niveis aumentados de IL-4(LIVELY;
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SCHLICHTER, 2013). Em relacdo ao efeito do CBD no protocolo de prevengéo, nos
quais mecanismos pro-autofagicas parecem menos predominantes, outros alvos
moleculares e vias de sinalizacdo podem estar potencialmente envolvidos, como

receptores purinérgicos e canais TRPV1 e 2.

Nas ultimas décadas, tem sido crescentemente aceita a contribuicdo de anormalidades
neuroimunes para a neurobiologia da depressdo (TROUBAT et al., 2021). Multiplas
evidéncias tém apontado para a associacdo entre um estado pro-inflamatério e a
emergéncia de sintomas depressivos. Entre as evidéncias mais contundentes tem sido os
achados de citocinas e outros mediadores pro-inflamatorios no soro desses pacientes. De
fato, niveis aumentados das citocinas IL-6, TNFa, I1L-10, IL-13, IL-18, IL-12, IL-1B e
receptor soltvel 2 de TNF foram identificados aumentados no soro de pacientes com
depressdo em estudos de meta-analise (DOWLATI et al., 2010a; KOHLER, C. A. et al.,
2017). Ademais, niveis aumentados de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1pB, IL-6 e
TNFa, guardam relagdo significativa com variaveis clinicas, como resposta terapéutica,
severidade de sintomas e prognostico (KOHLER, et al., 2018). Também fortalecem essa
associacéo entre depressdo e inflamagéo, estudos que demonstram que a exposi¢ao aguda
ou cronica a citocinas ou a agentes imunogénicos, como LPS, é capaz de induzir
alteracdes comportamentais que mimetizam sintomas depressivos tanto em humanos
como em roedores, chamado de comportamento tipo-doenca (MILLER, A. H.;
MALETIC; RAISON, 2009; WRIGHT et al., 2005).

No campo pré-clinico, a exposi¢éo sistémica ao LPS é capaz de eficientemente induzir
alteracdes comportamentais em roedores com validade translacional para depressdo
(anedonia, comportamento tipo-desespero e alteracdes neurovegetativas) (DANTZER et
al., 2008). Em relacdo a esse modelo, estudos prévios apontam que o espectro de
alteracGes comportamentais induzidas ap6s administracdo Unica de LPS é tempo-
dependente: agudamente, cerca de 1-2 horas apos a injecdo de LPS, predominam nos
animais alteracGes que caracterizam o estado de comportamento tipo-doenca; mais
tardiamente, cerca de 24 horas ap6s a inoculagdo de LPS, os animais apresentam de forma
marcante a emergéncia do comportamento tipo-depressivo (CUSTODIO et al., 2013;
MELLO et al., 2018). Nesse contexto, importante evidéncia foi atribuida ao nosso grupo
de pesquisa que demonstrou que agudamente (1.5 horas p6s-LPS), aumento nos niveis de

IL-1B e TNF-a foram encontradas no soro e no cérebro de camundongos, enquanto que
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24 horas pés-LPS apenas alteracBes cerebrais dessas citocinas eram evidentes
(CUSTODIO et al., 2013).

De acordo com nossos resultados, o desafio com LPS foi capaz de forma consistente
de induzir fenétipo tipo-depressivo, marcado pelo aumento do comportamento tipo-
desespero, reducdo do comportamento de autocuidado, e comportamento tipo-ansioso.
Esses achados séo compativeis com evidéncias prévias na literatura proveniente do nosso
grupo e de outros a respeito da inducédo de comportamento tipo-depressivo 24 horas apds
a injecdo de LPS (O’CONNOR et al., 2009; TOMAZ et al., 2020). Entretanto, nos
observamos que o LPS foi capaz de reduzir de forma importante o indice de apetite dos
animais, o que pode ser um viés potencial para a interpretacdo da performance no teste
da alimentacdo suprimida pela novidade, e representar um resquicio do comportamento
tipo-doenca, caracteristico das primeiras horas ap6s desafio com esse PAMP(OGIMOTO;
HARRIS; WISSE, 2006).

Em relacdo ao tratamento com CBD, interessantemente, nesse modelo o CBD foi
capaz de eficientemente reverter as alteragdes de comportamento de auto-cuidado no teste
do splash, e de reduzir a laténcia para alimentagéo no teste da alimentagéo suprimida pela
novidade. O efeito do CBD neste ensaio é compativel com efeito antidepressivo-rapido,
uma vez que antidepressivos monoaminérgicos classicos normalmente demandam de
tratamento repetido (por 2 semanas) para apresentarem efeito de reducéo de laténcia nesse
teste, enquanto drogas antidepressivas rapidas, como a cetamina, sdo efetivas ap6s uma
unica administracdo (BLASCO-SERRA et al., 2017; CAMARGO et al., 2019).
Entretanto, no teste do nado forgado, n6s ndo evidenciamos efeito significativo do CBD
na reversdao do comportamento tipo-desespero induzido pelo LPS. A S-cetamina se
mostrou mais eficaz do que o CBD na reversdo desse comportamento. Nesse contexto,
ambas as drogas apresentaram efeito compativel com acéo antidepressiva rapida no teste
da alimentacdo suprimida pela novidade, porém o CBD se mostrou mais eficaz na
reversdo das alteracGes tipo-motivacionais, enquanto a S-cetamina no comportamento

tipo-desespero.

Esses achados vao de encontro com a literatura prévia que mostra a capacidade do
CBD de reduzir a imobilidade no teste do nado forcado em diferentes modelos de
depressao, como desamparo aprendido e modelo genético de depressao Flinders-sensitive
rats (SALES et al., 2019; SILOTE et al., 2019, 2021). Inclusive em camundongos
desafiados com LPS (injecéo sistémica intraperitoneal, 0.83 mg/kg), o CBD foi capaz de
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reduzir o tempo de imobilidade no teste do nado forgado (TITO et al., 2021) e no teste da
suspensdo da cauda (FLORENSA-ZANUY et al., 2021). No trabalho de FLORENSA-
ZANUY e colaboradores, 0 CBD ainda reduziu o comportamento tipo-aneddnico e tipo-
ansioso em camundongos desafiados com LPS (FLORENSA-ZANUY et al., 2021).
Entretanto, algumas diferengas importantes entre esses estudo e o presente trabalho
podem justificar a disparidade de resultados: protocolo de prevencgéo versus protocolo de
reversdo aplicado aqui; dose do CBD (30 mg/kg versus 10 mg/kg, aqui) e do LPS (0.83
mg/kg versus 0.5 mg/kg, aqui), tempo de avaliagdo do comportamento tipo-depressivo (6
horas ap6s LPS versus 24 horas ap6s LPS. Essas diferencas conjuntamente podem
explicar parcialmente os resultados aqui obtidos. Apesar disso, o tratamento com CBD
mostrou potencial como agente antidepressivo rapido capaz de reverter sobretudo
comportamentos apaticos, o que precisa ser melhor explorado em estudos futuros

utilizando outros modelos animais de depressao.

Aqui, n6s também utilizamos o co-tratamento com inibidor da acidificacdo de
lisossomas HCQ como ferramenta farmacoldgica para inibicdo do fluxo autofagico.
Estudos prévios demonstraram que o tratamento sistémico com HCQ por 03 - 05 dias é
capaz de inibir a autofagia em células saudaveis, incluindo macréfagos periféricos, e
células neoplasicas (COOK et al., 2014; RUIZ et al., 2016). Aqui, o tratamento com HCQ
foi capaz de atenuar o efeito do CBD em ambos os testes do splash, para comportamento
motivacional, e alimentacdo suprimida pela novidade para efeito antidepressivo rapido,
sugerindo também a participacéo de mecanismos de inducéo de autofagia para esse efeito.
Nesse contexto, nds identificamos niveis de expressdo aumentados da isoforma LC3B-II
no PFC dos animais tratados com CBD, indicando um possivel aumento da formac&o de
autofagossomas maduros e do fluxo autofagico nessa area cerebral. De forma semelhante,

a S-cetamina induziu expressao aumentada de LC3B-I1 no HC.

Interessantemente, evidéncias recentes tem apontado para a capacidade do CBD de
induzir autofagia no cérebro de roedores (FU et al., 2023; HAO; FENG, 2021). De fato,
HAO et al. (2021) demonstrou a habilidade do tratamento cronico com CBD (30 dias) de
induzir autofagia no HC de animais idosos em um modelo de DA. Esse efeito foi
acompanhado por um suprarregulacdo da expressdo génica de vias associadas a resposta
imune, sobre fagocitose, e reducao dos depositos de B-amildide (HAO; FENG, 2021).De
forma semelhante, WANG et al., 2022 relataram a capacidade do CBD de aumentar o

fluxo autofagico, indicado pela conversdo de LC3B-I em LC3B-IlI, em neurbnios
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primarios hipocampais e em neurénios de C. elegans (indicado pela proteina LGG-1
homoldga a LC3B), o que foi associado a efeito pro-longevidade dessa droga in vitro e in
vivo (WANG et al., 2022). Portanto, em conjunto, nossos resultados estdo de acordo com
a literatura prévia que apontam a capacidade do CBD de induzir autofagia em organismos
multicelulares, como nematddeos e roedores. Adicionalmente, nés demonstramos a
habilidade do CBD de induzir seletivamente esse efeito no PFC nesse modelo pro-

inflamatdrio de comportamento tipo-depressivo.

No presente estudo, n6s medimos as concentragBes das citocinas pro-inflamatorias
IL-1B e TNFa no PFC e HC de animais expostos ao modelo do LPS e tratados com CBD
com e sem HCQ. Inicialmente, nés detectamos que o modelo do LPS foi capaz de
aumentar a expressdo dessas duas citocinas apenas no HC, e ndo no PFC, no corte
temporal selecionado nesse estudo. Ademais, o tratamento com CBD, apesar de ter
demonstrado efeito tipo-antidepressivo ndo alterou significativamente a expressao dessas
citocinas, sobretudo no PFC, onde potencialmente induziu aumento do fluxo autofagico.
Por outro lado, a S-cetamina foi capaz de reverter o aumento tanto de TNFa como de IL-
1B no HC dos animais expostos ao LPS. Interessantemente, nessa mesma area cerebral, a
S-cetamina potencialmente induziu efeitos pro-autofagicos. Esses resultados se alinham
com um robusto corpo de evidéncias prévias que demonstram a capacidade da autofagia
de atuar como um regulador negativo da resposta pro-inflamatéria sistémica e no
cérebro(DERETIC; SAITOH; AKIRA, 2013; PLAZA-ZABALA; SIERRA-TORRE;
SIERRA, 2017). Isso pode envolver potencialmente mecanismos, como ubiquitinilagdo
de proteinas do NRLP3, como caspase 1 e pro-lIL-1B, com sua posterior degradagdo e
reducdo da forma secretada dessa citocina (SHI et al., 2012; WU; LU, 2019). Ademais,
nos hipotetizamos que auséncia de efeito do CBD na expressao dessas citocinas sobretudo
no PFC esteja relacionado a uma necessidade de uma suprarregulagéo transcricional das
mesmas, como induzido pelo LPS no HC. Ademais, aqui, apesar de n0s demonstrarmos
a expressdo de marcadores pro-inflamatorios, relacionados a resposta microglial, ndo é
possivel especificar que sua produgdo esteja seletivamente associada a essas células, e
outros tipos celulares, como neurénios, astrécitos e macrofagos periféricos possam estar
contribuindo para esse efeito. Da mesma forma, ndo é possivel associar 0 aumento da
expressao das proteinas relacionadas ao fluxo autofagico identificado aqui a um tipo
celular especifico, como a micrdglia, 0 que necessita de mais estudos para posterior

esclarecimento.
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O presente estudo apresenta algumas limitagdes importantes. Primeiramente, embora
nés tenhamos utilizado estratégias complementares para avaliar diferentes estagios do
fluxo autofagico, a participacdo de ATGs e outras proteinas especificas relacionadas a via
candnica ou nao-canbnica da autofagia ndo foi explorada. Adicionalmente, um dos
inibidores de acidificacdo lisossomal utilizados nesse estudo, a HCQ, apesar de forma
bem-estabelecida exercer efeito inibitério sobre autofagia, possui alguns alvos
inespecificos que podem acrescentam confundidores aos efeitos observados. Entretanto é
digno de nota que mesmo outros inibidores da acidificacdo lisossomal, como a
bafilomicina Al, possuem off-targets que também trazem vieses para a interpretacédo de
seus efeitos(KLIONSKY et al., 2021). Esse estudo foi desenvolvido em uma linhagem
imortalizada que apesar de ser uma linhagem humana e com comportamento semelhante
(transcricdo génica, reatividade a estimulos imunes e metabolismo) a microglia
primariasb(DELLO RUSSO et al., 2018) possui limitaces em relacdo a esse Ultimo
modelo celular. Também, o cultivo em monocamada de células unica, em detrimento a
estratégias de co-cultivo ou cultivo 3D ou de organoides, trazem uma limitacdo
metodologico ao presente estudo (CARROLL; FOLIAKI; HAIGH, 2021). Por fim,
embora a farmacologia do CBD seja extremamente complexa e mais de 60 alvos
potencialmente interajam com esse composto para mediacdo de seus efeitos
farmacologicos, o presente estudo ndo se debrucou sobre alvos moleculares especificos
que poderiam estar mediando os efeitos pro-autofagicos do CBD aqui pioneiramente

demonstrados em células microgliais.

Como perspectivas futuras, investigar a interacdo do efeito do CBD no fluxo
autofagico e alvos da sinalizacdo do inflammasoma NRLP3, como caspase-1 e pro-IL-
1B, bem como caracterizar da participagdo de alvos moleculares ja propostos estarem
envolvidos nos efeitos imunoreguladores do CBD, como o CB2r (DOS-SANTOS-
PEREIRA et al., 2020), no fluxo autofagico despontam como questdes promissoras para

estudos futuros.

7. CONCLUSOES

O presente estudo de forma pioneira demonstrou a habilidade do CBD de induzir

aumento do fluxo autofagico em microglia humanas, sobretudos das etapas finais da
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autofagia relacionadas & degradacdo do cargo autofagico e da formacdo de vesiculas
acidas (potencialmente autofagolisossomos e lisossomos). Ademais, nés demonstramos
que a inducéo de autofagia € um mecanismo fundamental para o efeito imunomodulador
e anti-inflamatorio do CBD nessa linhagem de micrdglia humana, sobretudo, em células
ja ativadas pelo agente pré-inflamatério LPS. Nesse contexto, o bloqueio da indugéo de
autofagia foi capaz de atenuar de forma marcante 0 aumento de mediadores anti-
inflamatdrios e supressao de mediadores pro-inflamatérios, além do aumento da atividade
fagocitica e de migracdo celular promovidos pelo CBD. Também, o CBD demonstrou
efeito antidepressivo-simile no modelo animal de depresséo induzido por LPS, o que foi
marcadamente atenuado pela inibicdo farmacoldgica da autofagia. Portanto, em conjunto,
nossos resultados acrescentam uma importante evidéncia a respeito dos mecanismos
celulares subjacentes aos efeitos imunomodulador e anti-inflamatério do CBD, e propde
a autofagia como alvo importante para os efeitos protetores e terapéuticos desse composto
em varias doencas neuropsiquiatricas, como a depressdo (para uma visdo integrada dos

resultados desse estudo, ver a Figura 28).
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Figura 28. Esquema integrativo dos resultados desse estudo. O CBD ¢é capaz de induzir
uma transicao para um fendtipo anti-inflamatério microglial por meio do aumento fluxo
autofagico, degradacao do cargo autofagico e aumento da expressao de algumas proteinas
relacionadas a autofagia (ATGs). Isso também é seguido por aumento da capacidade
fagocitica e motilidade celular. Figura criada pelo autor com Biorender.com.
Abreviagdes: CBD: canabidiol; EROS: espécies reativas de oxigénio.
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