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Resumo

O sistema nervoso € muito sensivel a lesdes e sua capacidade regenerativa € limitada. Assim, na
maioria dos casos, o reparo tecidual ndo ocorre ou ocorre de forma incompleta, causando danos
irreversiveis. Embora o sistema nervoso do neonato apresente maior capacidade regenerativa do que o
adulto, a regeneracdo também € um processo complexo e limitado.

Para melhor compreensdao dos mecanismos e limitagdes da regeneracdo do SNC, tanto na fase
neonatal como na fase adulta, diversos modelos de lesdo tém sido propostos por vdrios autores,
inclusive transecc@o de nervo periférico. Através desses estudos experimentais, diferentes modalidades
terapéuticas foram sugeridas, com intuito de evitar as alteracdes que levam a morte neuronal, seja na
fase neonatal ou adulta. Para isso, muitas substancias, com propriedades neuroprotetoras, tém sido
testadas no processo de regeneracdo, plasticidade sindptica e para evitar a morte neuronal apds lesdo do
sistema nervoso. Dentre a grande variedade de substancias com potencial neuroprotetor, estao alguns
derivados da planta Cannabis sativa. Um deles, o canabidiol (CBD), é o principal componente nao-
psicotrépico produzido nas glandulas encontradas na superficie das folhas da planta. O presente
trabalho teve como objetivo investigar o potencial neuroprotetor do canabidiol e, para isso, foram
utilizados ratos neonatos da linhagem Wistar, divididos nos seguintes grupos experimentais: grupo
submetido a axotomia do nervo isquidtico e tratamento com o canabidiol (grupo CBD), grupo
submetido a axotomia e tratamento veiculo (grupo PB) e grupo controle, com axotomia sem tratamento
(grupo sem tratamento). Assim, cortes histologicos utilizando coloracdo de Nissl mostraram que 0s
grupos tratados com canabidiol (15 e 30mg/kg) mostraram maior sobrevivéncia (21%; p<0.0001) de
motoneurdnios medulares, quando comparados aos grupos que nao foram tratados com canabidiol ou
tratados com canabidiol (5mg/kg).

A anélise imunohitoquimica, empregando o anticorpo anti-sinaptofisina revelou, no grupo tratado

com canabidiol, preservacdo de imunoreatividade, refletindo preservacdo de circuitos sindpticos
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medulares. Tal manutencdo de terminais foi 30% superior nos grupos tratados com canabidiol,
comparativamente aos grupos controle (p=0,0003). A imunoistoquimica para os anticorpos anti-GFAP
(astrécito) e anti-IBA 1(migroglia) revelou uma menor imunomarcacdo para o grupo tratado com
canabidiol, quando comparado aos grupos ndo tratados. Tal fato demonstra que o canabidiol reduz
astrogliose (anti-GFAP) em 30% (p=0,0149) e reacdo microglial em 27% (p=0,0086). A andlise para
deteccdo de células apoptoticas, através reacao de TUNEL (teminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)
dUTP nick end labeling), mostrou que o tratamento com canabidiol foi neuroprotetor, quando
comparado ao grupo axotomia sem tratamento (p=0,0063). Em conjunto, os presentes resultados
mostram que o canabidiol apresenta promissora propriedade neuroprotetora, devendo ser melhor

investigado, com vistas ao seu emprego clinico futuro.
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Abstract

The CNS is very sensitive to injury and their regenerative capacity is limited, so in most cases the
tissue repair does not occur or occurs incompletely, leading to irreversible damage. Although the
nervous system of neonatal rats presents a greater regenerative capacity than adults, the regenerative
process is still complex and limited. To better understand the mechanisms and limitations of CNS
regeneration, both in the neonatal and adulthood, various injury models have been proposed by several
authors, including peripheral nerve transection. Through these experimental studies several therapeutic
modalities have been proposed, in order to prevent the neuronal death caused by injuries and
pathological processes. For this reason, many substances with neuroprotective properties, have been
tested in the regeneration process, synaptic plasticity and to prevent neuronal death after nervous
system injury. Among the wide variety of substances with potential neuroprotective action, some are
derived from the Cannabis sativa. One, cannabidiol (CBD) is the major non-psychotropic component
produced by the glands found on the surface of plant leaves. The present study aimed to investigate the
neuroprotective potential of CBD. We used Wistar neonatal rats, that were divided into the following
experimental groups: sciatic nerve axotomy and CBD treatment (CBD group), axotomy and veiculo
treatment (PB group) and a control group, without treatment (no-treatment group). Thus, Nissl
stainning in spinal cord cross sections showed that the CBD groups (15 e 30mg/kg) had a higher
neuronal survival (21%, p <0,0001) when compared to the CBD 5mg/kg group, PLB and no treatment
groups. Immunohistochemical analysis, done by ipsi/contralateral ratio of integrated density of pixels
quantification, of anti-synaptophysin labeling showed that CBD groups had a greater immunostaining
pattern when compared to the other experimental groups (30%, p<0,0003) reflecting a higher
preservation of synapses after CBD treatment. Imunolabeling Anti-GFAP and anti-Iba 1 revealed a
lower immunostaining in CBD group, showing that CBD treatment decreases the astrocytosis process

in 30% (p = 0,0149) and reduce reactive microgliosis in 27% (p=0,0086), when compared to the others

14



experimental groups. Aimed to detect apoptotic cells, we used TUNEL reaction. Quantitative analysis
showed that the CBD treatment reduced the apoptotic nuclei detectable, when compared to other
experimental groups. These results show that CBD presents promising neuroprotective property and

should be better investigated aiming its future clinical use.
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1 - Introducao
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1.1 Organizacdo morfofuncional do Sistema Nervoso

O sistema nervoso, embora apresente, didaticamente, vdarios critérios de divisdo (dentre eles
anatdmico, embriolégico e funcional), funciona como uma unidade. (Machado, 1998).

O sistema nervoso consiste de uma por¢ao central (Sistema Nervoso Central — SNC) e uma periférica
(Sistema Nervoso Periférico — SNP). Funcionalmente, pode ser dividido em sistema nervoso soméatico
e sistema nervoso visceral (Noback, 1977). Suas funcdes envolvem o processamento de informagdes
sensoriais, controle motor, a mediacdo de respostas autondmicas, a elaboracdo de respostas emocionais,
aprendizagem e memoria. As células que compdem o SNC s@o os neurdnios, a macroglia (astrécitos e
oligodendrécitos), a microglia, os macréfagos perivasculares, que sdo as primeiras células a
apresentarem uma resposta imune no SNC e as células que formam as meninges, envoltérios do
Sistema nervoso (Kandel et al.,2000).

Os neur6nios sdo as células especializadas na condu¢do do impulso nervoso e constituem a unidade
fundamental do SNC. Essas células sdo altamente excitaveis, comunicam-se entre si € com outras
células efetuadoras através de atividade elétrica, que provoca modificacdes no seu potencial de
membrana (Machado, 1998). Um neurdnio tipico € constituido de um corpo (soma), dendritos e um
axonio. O corpo celular do neur6nio é considerado o centro metabdlico, sendo responsédvel pela sintese
de praticamente todas as proteinas neuronais, bem como pela degradacdo e renovagdo dos constituintes
celulares, incluindo os de membrana. Os dendritos, por sua vez, sdo especializados em receber e gerar
estimulos, sendo geralmente curtos e ramificados (Machado, 1998). O axdnio tem origem no corpo do
neurdnio em uma regido denominada cone de implanta¢ido. Possui comprimento varidvel podendo ter,
no humano, de poucos milimetros a mais de um metro, como € caso dos axonios dos neurdnios que
formam o nervo isquidtico. O axOnio gera alteracdo no potencial de acdo, sendo especializado na

conducao de impulso elétrico. A velocidade de conducdo varia de acordo com o didmetro e o grau de

17



mielinizacdo da fibra (Machado, 1998; Kandel et al., 2000). A mielinizacdo das fibras no sistema
nervoso central € feita pelos oligodendrdcitos; j4 no sistema nervoso periférico esse papel é
desempenhado pelas células de Schwann. O processo de mielinizacdo dos axOnios ocorre durante a
ultima fase do desenvolvimento fetal e primeiros anos pds-natais (Machado, 1998; Kandel et al., 2000).
O axdnio, em seu segmento terminal, apresenta estruturas chamadas botdes sindpticos, que entraram
em contato com outros neurdnios ou células efetoras. Os ax6nios também sdo responsdveis pelo
transporte de substincias como as neurotrofinas e fatores de crescimento. Esse transporte se faz do
centro metabdlico (corpo) para os terminais do axonio e também dos terminais para o corpo celular,
sendo denominado fluxo axoplasmatico antérogrado e retrégrado, respectivamente (Machado, 1998).
A célula, como um todo, recebe terminais ou botdes sindpticos de outros neurénios, formando sinapses.

O SNC contém uma ampla variedade de neurdnios, com diferentes morfologias e fungdes. Dentre
esses, podemos citar 0os neurdnios sensitivos € os motoneuronios, que tém funcdo de conduzir impulsos
aferentes e eferentes, respectivamente. O SNP ¢é constituido pelos nervos e ganglios e sua funcao &
conectar o SNC as diversas partes do corpo (Kandel et al.,2000).

Macroscomicamente, o SNC pode ser dividido em substancia cinzenta, contendo corpos celulares de
neurdnios, fibras amielinicas e capilares sanguineos e substancia branca que contém fibras nervosas
mielizadas (Machado, 1998; Kandel et al., 2000). A distribuicao da substancia branca e cinzenta difere
conforme a regido do SNC. No encéfalo a substancia cinzenta localiza-se perifericamente, revestindo
um centro de substincia branca. J4 na medula espinal a distribuicdo se faz de forma contraria: a
substancia cinzenta ocupa uma posicdo central e a substancia branca estd disposta perifericamente
(Machado, 1998). A medula espinal esta situada dentro do canal vertebral, porém, sem ocupi-lo em
toda sua extensdo, ndo possui calibre uniforme, isso porque apresenta duas dilatacdes denominadas
intumescéncia cervical e intumescéncia lombar. Essas intumescéncias correspondem as dreas em que

fazem conexdo as grandes raizes nervosas que formam os plexos braquial e lombossacral, responsaveis
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pela inervacdo dos membros superiores e inferiores (Machado, 1998; Kandel et al., 2000). Na medula
espinal a substincia cinzenta, localizada internamente, apresenta a forma da letra H denominada H
medular. Nela reconhecemos, de cada lado, trés colunas ou cornos, sao as colunas anterior, lateral e
posterior. A substdncia branca, localizada perifericamente, é formada pelas fibras que ascendem e
descendem na medula, formando os funiculos anterior, lateral e posterior. Nas regides anterior e
posterior da medula fazem conexdes as raizes ventrais e dorsais dos nervos espinais. As duas raizes se
unem em um ponto distal ao ginglio espinal, presente na raiz dorsal, assim o nervo espinal € misto,
com um componente sensitivo e um motor (Machado, 1998).

A citoarquitetura da medula mostra que os neurOnios apresentam distribuicdes diferentes na
substancia cinzenta, podendo assim dividi-la em extratos ou laminas, chamadas de laminas de Rexed.
Essas laminas sdo numeradas de I a X no sentido dorsoventral: as laminas de I a IV correspondem as
raizes que penetram pela raiz dorsal da medula e sdo, portanto, sensitivas, as laminas V e VI ocupam
uma posicao intermedidria ocupadas, principalmente, por interneurdnios; ja nas laminas VII, VII e X,
estdo localizados os neurdnios internunciais que geram circuitos intramedulares e na lamina IX
localizam-se os corpos dos neurdnios motores, também denominados motoneuronios (Rexed, 1964). Os
corpos dos motoneurdnios destinados a inervacdo da musculatura axial ocupam uma posi¢ao
ventromedial na substincia cinzenta, j4 os corpos dos motoneurdnios destinados a inervagdo da
musculatura do esqueleto apendicular, representado pelos membros superiores e inferiores, ocupam
uma posi¢cdo postero-lateral na substancia cinzenta (Machado, 1998; Kandel et al., 2000). Quando os
corpos dos neurdnios estdo agrupados no sistema nervoso central, sio chamados de nucleos e, quando
agrupados fora do SNC, sdo chamados ganglios. Da mesma forma, o conjunto de fibras dentro e fora
do SNC recebem denominacdes diferentes. Assim, quando estdo agrupadas no SNC formam os tractos,
fasciculos e leminiscos. Por sua vez, as fibras que se unem fora do SNC, formaram os nervos

periféricos (Machado, 1998; Kandel et al., 2000).
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Logo apds deixarem o tronco encefdlico, a medula espinal ou os ganglios sensitivos, as fibras
nervosas se unem para formar os nervos periféricos espinais e cranianos. Essas fibras, que formam os
grandes nervos periféricos, como o nervo isquidtico, sdo unidas através de um revestimento de tecido
conjuntivo denominado epineuro. No interior dos nervos, as fibras se organizam em fasciculos e cada
fasciculo recebe um envoltério de tecido conjuntivo chamado perineuro. No interior de cada fasciculo,
cada fibra recebe um revestimento chamado endoneuro (Machado, 1998).

No presente trabalho foi utilizado um modelo experimental de lesdo do nervo isquidtico, um nervo
periférico. O nervo isquidtico € o maior nervo do corpo humano e faz parte do plexo lombosacral. Este,
por sua vez, € formado pelas raizes ventrais dos nervos espinais (L 4, L 5, S 1, S 2, S 3 e S 4).
O plexo lombosacral é formado no interior do musculo psoas maior e estd localizado anteriormente ao
musculo piriforme. (Dangelo e Fattini, 2011). O nervo isquidtico ¢ formado por dois ramos, o nervo
tibial, formado pelas raizes ventrais dos nervos espinais (L 4, L 5, S 1, S 2 e S 3) e pelo nervo fibular
comum, formado pelas raizes ventrais dos nervos espinais (L 4, L 5, S 1 e S 2). Embora, normalmente,
a divisdo em nervo tibial e nervo fibular comum ocorra na altura da fossa poplitea, essa divisao pode
ocorrer em qualquer nivel desde sua origem (Dangelo e Fattini., 2011). O nervo isquidtico do rato
difere do humano, pois apresenta mais um segmento em sua formacdo, o segmento L 6 (Paxinos e
Watson; 1997). O nervo isquidtico emerge pelo forame isquidtico maior e percorre toda a extensdo da
regido posterior do membro inferior, desde a regido glitea até a regido plantar. Na regido glitea e na
coxa ndo emite nenhum ramo de grande relevancia e ndo inerva nenhum musculo, proximo a fossa
poplitea divide em seus ramos terminais: nervo tibial, que serd responsdvel por inervar todos os
musculos da face posterior da perna que realizam os movimentos de flexdo plantar e inversdo; e nervo
fibular comum, responsavel pela inervacdo dos musculos da regido anterior da perna, responsdveis

pelos movimentos de dorsiflexdo e eversdo (Dangelo e Fattini, 2011). Qualquer lesdao do nervo
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isquidtico, seja parcial ou total, leva a alteracdes funcionais na capacidade de locomogao e sustentacio

do individuo.

1.2 Embriogénese do sistema nervoso

Durante a embriogénese do Sistema Nervoso, neurdnios sdo gerados em excesso e, através de um
processo de ajuste finamente regulado, grande porcentagem destes é eliminada (Oppenheim & Chu-
Wang, 1978; Oppenheim, 1991). Huh e colaboradores (2008) sugerem que esse processo ¢ dependente
ndo s6 do suprimento adequado de fatores neurotréficos, como também da atividade neuronal, onde
conexdes improprias sao eliminadas e outras, apropriadas, sdo estabelecidas. Desta forma, muitos
neurdnios entram em processo de morte celular programada (MCP), que depende da ativacdo de
determinados genes e sintese de proteinas especificas, sendo eliminados sem que ocorra o
desencadeamento de processo inflamatério. Por sua vez, outros neurdnios estabelecerao sinapeses entre
si e/ou com Orgdos alvo, sobrevivendo assim pelo adequado suprimento de fatores neurotréficos
(Hamburger, 1958; Levi-Montalcini, 1987; Oppenheim, 1991).

Outro estudo também mostrou que ha perda natural de aproximadamente 50% da populacdo de
motoneurdnios medulares, sendo que, morfologicamente, estes neurdnios apresentavam caracteristicas
do processo de apoptose, como o desarranjo nuclear, cromatdlise e a dissolucdo dos corpusculos de
Nissl (Oppenheim & Chu-Wang, 1983). Os motoneurénios que sobrevivem, formam e estabelecem os
circuitos medulares, onde cada motoneurdnio recebe um niimero significativo de aferéncias (cerca de
100.000 inputs por motoneurdnio). Neste sentido, a presenga de neurotrofinas torna-se fundamental
para a diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal durante o desenvolvimento, além de contribuir para a

manutencdo da correta fungdo dos neurdnios adultos.
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1.3 Reacao do tecido nervoso apoés a lesdao e capacidade regenerativa

Uma caracteristica dos mamiferos neonatos, particularmente durante a primeira semana pds-natal, € a
vulnerabilidade dos neurdnios motores e sensitivos frente a axotomia periférica, devido a sua
imaturidade morfoldgica e funcional (Lowrie et al.,1994). Lowrie & Vbrova (1992) mostraram que a
morte neuronal apds a axotomia comega no terceiro dia apds a lesdo, atingindo seu dpice uma semana
apds axotomia. Este fato confirmou os experimentos de Kashihara et al., (1987), nos quais ficou
demonstrado que na lesdo axonal, onde ha a desconexdo entre o corpo celular e o 6rgdo alvo, ha
significativa diminuicdo do suprimento de fatores neurotréficos ao pericirio, o que resulta na morte
celular de praticamente todas as células lesadas.

Estudos mostram que as neurotrofinas sdo internalizadas e retrogradamente transportadas até o corpo
celular apés uma lesdao periférica (Sendtner et al., 1990). Neste sentido, Oliveira er al., (2002),
empregando ratos cujo nervo isquidtico fora axotomizado e o coto proximal tratado com fatores
neurotr6ficos, mostraram que os animais tratados com Fator Neurotréfico Ciliar (CNTF), apresentavam
uma sobrevivéncia significativamente maior de motoneurénios medulares. Diversas evidéncias foram
obtidas indicando que neurotrofinas, como o CNTF, desempenham um papel fundamental no processo
de resposta a les@ao no SNC (Ip et al., 1993; Asada et al., 1995).

Além da hipétese das neurotrofinas serem necessarias para sobrevivéncia neuronal na fase neonatal,
existem ainda evidéncias de que a interacdo dos cones de crescimento com as fibras musculares
também sejam fundamentais para a sobrevivéncia dos motoneur6nios. Este contato induz o inicio do
processo de estabelecimento das jungdes neuromusculares, fazendo com que os neurdnios passem de
um periodo de crescimento para um periodo de atividade sindptica. Tais alteragdes fisiologicas sdo
fundamentais para o amadurecimento celular e resultam em um estado relativamente independente do

motoneurdnio quanto ao fornecimento de fatores neurotréficos (Vbrova & Lowrie, 1989).
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O sistema nervoso € muito sensivel a lesdes e sua capacidade regenerativa € limitada. Assim, na
maioria dos casos, o reparo tecidual ndo ocorre ou ocorre de forma incompleta, causando danos
irreversiveis (Moran e Graeber, 2004). Embora o sistema nervoso do neonato apresente maior
capacidade regenerativa do que o adulto, a regeneracdo também € um processo complexo e limitado. A
axotomia de um nervo periférico causa uma resposta tissular complexa no SNC, afetando tanto o corpo
celular quanto o microambiente circunjacente ao neur6nio axotomizado, e se manifesta através de
diversas alteragdes (Moran e Graeber, 2004). Dentre estas alteracdes, estdo as que ocorrem no corpo
celular, denominadas, em conjunto, de cromatdlise, caracterizada pelo aumento no volume do corpo
celular, deslocamento do nicleo para a periferia e dissolugdo da substancia de Nissl (Aldskogius e
Svensson, 1993), a alteracdo do padrao de expressao de diversas proteinas (Barron, 1983; Linda et al.,
1992; Piehl et al., 1993; Piehl et al., 1998), e a retragdo dos terminais e botdes sindpticos em contato
com o corpo do neurdnio axotomizado, sendo que o grau de retracdo varia de acordo com o tipo de
botdo sindptico (Linda et al., 2000; Culheim et al., 2002; Oliveira et al., 2004). Essas alteragdes
observadas no neur6nio lesado levam a uma mudanca no estado funcional, onde ele passa de um estado
de transmissdo sindptica para um estado de regeneracdo (Barron, 1983; Linda et al., 2000).

Paralelamente, estdo as alteracdes que ocorrem no microambiente, como por exemplo, nas células
gliais. Entre as principais alteragdes, estdo as que ocorrem no metabolismo dos astrdcitos proximos aos
neurdnios axotomizados, que formam os processos perisindpticos (Derouiche e Frostsher, 2001). Essas
alteracOes sdo denominadas astrogliose, gliose reativa ou astrogliose reativa (McCall et al., 1996;
Pekny, 2001), que € caracterizada principalmente pelo aumento na expressdo da proteina denominada
GFAP (glial fibrillary acidic protein), além de aumentar a expressao de outras proteinas e receptores
(Tetzlaff et al., 1988; Rohlmann et al., 1994; Hermansson et al., 1995; Koyama et al., 1999; Rogers et
al., 2003). No SNC a regeneragdo axonal € dificultada, pois ha secrecdo, pelos astrcitos, de moléculas

inibitérias. Além disso, ha a interrup¢cdo no fornecimento de fatores neurotroéficos (Moran e Graeber,
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2004) e a formacdo de uma cicatriz glial, que age fisica e quimicamente, podendo levar a morte
neuronal. A perda da homeostase no SNC estd relacionada com a ativagdo de células gliais, dentre elas
os astrdcitos, os quais ficam mais reativos apds a injiria (Wroblewski et al., 2000). A microglia
também se torna ativada apds lesdo e tem funcdo de fagocitose e secrecio de moléculas pro-
inflamatérias (DelLeo et al., 2006). J& no SNP, a regeneracdo nervosa ¢ facilitada devido as
caracteristicas do microambiente e é dependente de uma série de eventos necessdrios para reajustar o
microambiente do nervo lesado, no intuito de reestabelecer a homeostasia (Moran e Graeber, 2004).
Para melhor compreensdao dos mecanismos e limitagdes da regeneracdo do SNC, tanto na fase
neonatal como na fase adulta, diversos modelos de lesdo tém sido propostos por diversos autores, como
a transeccao ou esmagamento de nervo periférico (Liebermann, 1971; Chen, 1978; Reisert et al., 1984;
Svensson e Aldskogius, 1993), a avulsao da raiz ventral ou dorsal da medula (Koliatsos et al., 1994;
Pihel et al., 1995), a incisdo no funiculo anterior da medula (Rislind et al., 1983; Linda et al., 1992).
Em um estudo utilizando um modelo experimental de transeccio do nervo isquidtico em ratos
neonatos, foram mostradas as diversas alteragdes que ocorrem apds a transec¢ao do nervo, incluindo-se
a retracdo dos terminais sindpticos. Assim, a morte dos motonéuronios, apos axotomia, pode ser, em
grande parte, causada pela dependéncia do transporte de fatores neurotréficos e atividade neuronal

nessa fase. (Tiraihi e Rezaie, 2004).

1.4 Canabidiol e sistema endocanabindide

Através de estudos experimentais relacionados a lesdos do SN, diversas modalidades terapéuticas t€m
sido propostas, com intuito de evitar e impedir as alteracdes que levam a morte neuronal, seja na fase
neonatal ou adulta. Para isso, muitas substancias com propriedades neuroprotetoras tém sido utilizadas
no processo de regeneracdo, plasticidade sindptica e para evitar a morte neuronal apds lesdes

proximais.
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Dentre a grande variedade de substancias estudadas e utilizadas para esses fins, estdo alguns
derivados da planta Cannabis sativa como o canabidiol (CDB), principal componente ndo-psicotrépico
das glandulas encontradas na superficie de suas folhas (Scuderi et al., 2009).

O interesse terapéutico pelos canabindides aumentou a partir da descoberta dos primeiros receptores
canabindides enddgenos. O primeiro receptor canabindide foi identificado em 1988, sendo denominado
CBI1 (Devane et al., 1988). Este foi assim chamado porque, em 1993, foi identificado um segundo
receptor canabindéide denominado CB2 (Munro et al, 1993). Os receptores canabindides,
caracterizados até o momento, agem inibindo a atividade das adenilato-ciclases e estimulandoas MAPK
(mitogen-activated protein kinases). No caso especifico dos receptores CB1, a modulagdo se faz sobre
canais de Ca® voltagem dependentes, os quais inibem e canais de K*, os quais atuam estimulando
(McAllister e Glass, 2002). Ambos receptores estdo acoplados a proteina G, presente na membrana
celular. Esses dois receptores diferem na sua sequéncia de aminodcidos, mecanismo de sinalizagao,
distribui¢ao nos tecidos e a sensibilidade a certos agonistas e antagonistas (Howlett, 2002).

Os receptores CB1 sdao os mais abundantes até agora encontrados no sistema nervoso central, embora
também estejam presentes no sistema nervoso periférico (Marzo et al., 2004). Ja os receptores CB2
estdo mais presentes no sistema nervoso periférico e, principalmente, no sistema imune, promovendo
um efeito imunossupressor quando ativados (Cota et al., 2003). Embora hoje ja se saiba que os
receptores CB2 também sdo expressos por células neuronais e gliais no SNC (Brusco et al., 2008).

Uma vez identificados esses receptores enddégenos no organismo, surgiu a hipdtese da existéncia de
ligantes canabindides endogenos para esses receptores. Essa hipotese foi confirmada em 1992, quando
foram isolados os dois primeiros canabindides enddgenos, a anandamida (N-araquidonil etanolamina) e
0 2-AG (2 - araquidonil glicerol), que também sdo chamados endocanabindides (Devane et al., 1992).
A maior parte dos endocanabindides identificados, até o momento, sdo derivados de 4cidos graxos de

cadeia longa, principalmente do acido araquidonico. Assim, a anandamida e o 2-AG sio formados por
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vias dependentes de fosfolipidios, cujas enzimas de sintese sdo a N-acilfosfatidiletanolamida-
fosfolipase D seletiva (NAPEPLD) e a sn-1-diacilglicerol lipase seletiva (DAG Lipase),
respectivamente (Bisogno et al., 2003; Okamoto et al., 2004).

A maior parte dos endocanabindides atua sob demanda, seja em resposta aos estimulos fisiologicos
(despolarizacdo neuronal) ou a condigdes patolégicas (Pagotto et al., 2006). Os endocanabindides
anandamida e 2-AG té€m a a¢do interrompida por processo de recaptacdo pelos neurdnios, seguida de
seu metabolismo. Essa etapa parece ocorrer por simples difusdo ou através de processo facilitado, por
uma proteina transportadora. Ambos o0s endocanabindides sdo rapidamente metabolizados e
hidrolizados pela FAAH (fatty acid amide hydrolase) e pela MAG lipase (monoacyl glicerol), em
compostos inativos (Bisogno et al., 2002; Di Marzo et al., 2005). Os receptores canabindides,
juntamente com seus ligantes endégenos, com as enzimas que os sintetizam e degradam formam o
sistema endocanabindide (Mackie, 2006). Entre as varias fun¢des desempenhadas por esse sistema estd
a acdo neuromodulatoria (Azad et al., 2004; Mackie et al., 2007; Wang e Ueda., 2009).

Arevalo-Martin e colaboradores (2012) mostraram, em um estudo experimental em ratos Wistar
machos adultos que, apés lesao moderada e severa da medula espinal, houve um aumento nos niveis
tanto de anandamida como 2-AG. Mostraram, também, que apds a administracio do AM 630 e
AMG681, antagonistas dos receptores CB1 e CB2, sozinhos ou combinados, piorou a recuperagdo
motora espontanea de ratos, de acordo com a avaliacdo locomotora de Basso Beattie e Bresnahan
(BBB). Ainda nesse mesmo estudo, mostraram aumento na expressao de MHC-II por mondcitos e
microglia e reducdo do numero de fibras serotoninérgicas, além do aumento da perda da mielina na
medula espinal, noventa dias ap6s a lesdo. Esses resultados sugerem que os endocanabindides sdo parte
de uma resposta neuroprotetora inicial apds a lesdo do sistema nervoso central, que envolve a
recuperagdo espontanea apods a lesdo. Em outro estudo, também utilizando um modelo animal de lesdo

da medula espinal, foi demonstrado que houve um aumento na expressao de receptores CB1 por
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neurdnios e oligodendrdcitos, aumento da reatividade astrocitdria e aumento na expressao de receptores
CB2 por infiltrados imunes e astrdcitos. Esses dados foram confirmados pelas técnicas RT-PCR e
imunoistoquimica (Garcia-Ovejero et al., 2009).

Agonistas de receptores canabindides inibem a transmissdo sindptica glutamatérgica e reduzem a
producdo de fator de necrose tumoral, que causa danos neuronais. Além disso, alguns canabindides
sintéticos ou da planta, que ndo tem acdo sobre os receptores canabidndides, tém mostrado serem
neuroprotetores, possivelmente por sua acdo direta no sistema excitatério glutamatérgico ou atuando
como antioxidantes (Mechoulam et al., 2002).

O canabidiol, principal componente nao-psicotrépico da Cannabis sativa, pode interagir com o
sistema endocanabindide, mas com uma agao distinta (Booz, 2012). Foi primeiro isolado em 1940 e sua
estrutura quimica foi determinada somente em 1963 (Mechoulam et al., 2007; 1zzo et al ., 2009). O
canabidiol exibe uma variedade de ac¢des, incluindo efeitos anti-epilético, anti-inflamatério, sedativo,
antipiscoético, hipnético, antioxidante e propriedades neuroprotetoras (Zuardi et al., 2006; Scuderi et al.,
2009). O canabidiol tem um mecanismo complexo de acdo, principalmente porque interage com a
atividade de muitos neurotransmissores e neuromoduladores, incluindo a dopamina, acetilcolina,
GABA, histamina, serotonina, glutamato, noradrenalina, prostaglandinas e peptideos opidides (Dewey,
1986; Baker et al., 2003). Tem seu efeito facilitado pela agdo em dois receptores, o CB1 e o CB2
(Conte et al., 2009). No sistema endocanabindide, o canabidiol tem mostrado uma a¢do em inibir a
inativacido de endocanabindides, por inibir a enzima FAAH (fatty acid amide hydrolase), responsavel
pela inativacdo da anandamida e do 2-Aracdonil glicerol. Isso permite que essas moléculas atuem por
mais tempo nos receptores canabindides. Uma vez que tais moléculas endégenas estdo aumentadas em
certas condi¢Oes patologicas, o canabidiol atua melhorando a agdo desses endocanabindides

(Fernandez-Ruiz et al., 2012).

27



Garcia-Arencibia e colaboradores (2007) mostraram, utilizando modelo de animal macho adulto com
a lesdo unilateral dos neurdnios dopamienérgicos da via nigroestriatal, causada pela toxicidade através
da aplicag¢do 6-hidroxidopamina, que o canabidiol apresenta efeito neuroprotetor.

As acdes neuroprotetoras do canabidiol foram também examinadas utilizando-se cultura de neurdnios
corticais de ratos expostos a niveis toxicos de neurotransmissor excitdtorio glutamato. Os resultados
indicaram uma reducdo da toxicidade do glutamato nos animais tratados com canabidiol (Hampson et
al., 1998). Estudos utilizando modelos animais e voluntdrios sauddveis também sugerem um efeito
ansiolitico do canabidiol (Zuardi ef al., 2006).

Assim, Conte e colaboradores (2009), em um estudo utilizando 17 pacientes com esclerose multipla,
uma doenga inflamatoéria desmielinizante do sistema nervoso central, demonstraram que o canabidiol
apresenta efeito positivo na reducdo da dor neuropdtica nos pacientes.

Em um estudo utilizando um modelo experimental da doenca de Alzheimer, in vivo e in vitro,
demonstrou-se que a administra¢do, tanto do canabidiol como do Win 55,212-2 um agonista
canabinodide, reduziu os niveis de B-amildide, bem como a atividade da microglia. Também mostraram
que a atividade da microglia ndo foi reduzida quando o canabidiol e o Win55212-2 foram
administrados juntamente com antagonistas dos receptores CB1 e CB2, indicando assim, que agdo
desses dois canabindides parece ser independente desses receptores. (Martin-Moreno et al., 2011).

Kwiatkoski e colaboradores (2012), investigaram o efeito da administracdo do canabidiol (20mg/kg)
em um modelo experimental de lesdo na medula espinal de ratos. Observaram que o canabidiol
melhorou a recuperacdo funcional locomotora do animal, sete dias apds a lesdo, além disso, o
canabidiol reduziu a extensdo da lesdo, como mostrado na andlise histolégica pela expressdo da

proteina Fos-b, no corno ventral da medula espinal.
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2 - Justificativa
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Embora o sistema nervoso do neonato apresente uma maior capacidade regenerativa do que o adulto,
essa regeneracdo também € um processo complexo e limitado. A axotomia de um nervo periférico
causa uma resposta tissular complexa no SNC, afetando tanto o corpo celular quanto o microambiente
circunjacente ao neurdnio axotomizado e se manifesta através de diversas alteracdes (Moran e Graeber,
2004). Dentre elas destacam-se aquelas que ocorrem no corpo celular, denominadas cromatdlise
(Aldskogius e Svensson, 1993). Essas alteracdes observadas no neurdnio lesado levam a uma mudanca
no seu estado funcional, onde este passa de um estado de transmissdo sindptica para um estado de
regeneracdo (Barron, 1983; Linda er al., 2000). Com o intdito de evitar as sequelas e diminuir as
incapacidades relacionadas as lesdes no sistema nervoso, principalmente na fase neonatal, onde os
neurdnios apresentam uma vulnerabilidade devido a imaturidade morfolégica e funcional, uma ampla
variedade de substancias tem sido estudada e utilizada. O canabidiol, um dos principais canabindides
da planta Cannabis sativa, apresenta uma variedade de acdes, incluindo efeitos neuroprotetores, ainda
pouco compreendidos. Apresenta vantagem sobre outras substancias derivadas da mesma planta, por
apresentar caracteristicas ndo psicotropicas, evitando muitos efeitos colaterais. Assim sendo, o melhor
conhecimento de seu potencial neuroprotetor pode representar uma estratégia adicional para o
tratamento de lesdes neurodegenerativas, incluindo-se aquelas ocorridas no periodo neonatal, quando

os neurdnios motores medulares se mostram sensiveis a falta de contato com o 6rgio alvo.
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3 - Objetivos
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3.1-OBJETIVOS GERAIS
Investigar o efeito neuroprotetor do canabidiol sobre motoneurdnios alfa medulares em ratos

neonatos da linhagem Wistar, apds serem submetidos a transec¢ao do nervo isquidtico.

3.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o impacto do tratamento com canabidiol (5, 15 e 30mg/kg) sobre a sobrevivéncia neuronal,

por cinco dias ( P2/P7), ap6s a transeccao do nervo isquidtico;

- Avaliar a expressao de sinaptofisina (quantificacdo de sinapses), nos animais submetidos a transec¢ao

do nervo isquidtico, tratados e ndo tratados com o canabidiol;

- Avaliar os efeitos do tratamento do canabidiol na expressao da proteina GFAP (glial fibrillary acidic

protein), marcador da astrogliose reativa apds a injiria do nervo isquidtico;

- Avaliar os efeitos do tratamento do canabidiol na expressdo da proteina IBA-1 (ionized calcium

binding adaptor molecule) para avaliar seus efeitos sobre a microglia apds a les@o do nervo isquidtico;

- Analisar morte neuronal apoptética no periodo pds-natal, através da técnica do TUNEL (teminal

deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick end labeling).
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4 - Materiais e Métodos
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4.1-Grupos experimentais

Para realizacdo deste estudo foram utilizados ratos neonatos (P2) pertencentes a linhagem Wistar,
obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB). Todos os experimentos
foram realizados de acordo com os principios €ticos na experimentacdo animal, tendo sido aprovados
pelo Comité de Etica em Experimtacdo Animal (CEUA, protocolo n® 2371-1). Esses animais foram
divididos em trés grupos, sendo que um grupo foi submetido a axotomia do nervo isquidtico e
tratamento com o canabidiol (grupo canabidiol), um grupo submetido a axotomia e tratamento veiculo
(grupo PB), e um ultimo, grupo controle, com axotomia sem tratamento (grupo sem tratamento). O
lado ndo lesado de cada animal foi utilizado como controle interno para andlise dos resultados. Os
animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Regeneracdo Nervosa do Departamento de

Anatomia (Instituto de Biologia) com temperatura controlada (23°C) e ciclo de claro/escuro de 12h.

4.2-Procedimento cirdrgico para transeccao do nervo isquiatico

Os ratos foram anestesiados por hipotermia. Apds incisdo da pele, na regido média da coxa, a
musculatura dessa regido foi cuidadosamente afastada, expondo-se o nervo isquidtico para realizag@o
da lesdao. A transeccao do nervo isquidtico foi realizada com uma microtesoura, sendo removido um
segmento de 2mm do coto distal do nervo. A musculatura foi reposicionada e a pele suturada. Apds a
ciruriga, os ratos foram mantidos com a mde no biotério do laboratério de Regeneracdo Nervosa do

Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia da UNICAMP até o momento do sacrificio.
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Figura 1: Procedimento cirdrgico para transec¢do do nervo isquidtico. Em A, a incisdo da pele da
regido postero-medial da coxa esquerda, e o afastamento da musculatura. Em B, o nervo isquidtico

encontra-se exposto apds a transec¢do e a retirada de um segmento de 2 mm do coto distal.

4.3- Preparacio e administraciao do canabidiol

O canabidiol foi diluido em tween 2% em salina tamponada estéril (PBS) e, em seguida, aplicado, por
via intraperitoneal, na concentracdo de 5, 15 e 30mg/kg, para a técnica de coloracdo de Nissl e 15mg/kg
para as demais técnicas. A droga foi administrada no volume de 50 microlitros logo apds a lesdo por
cinco dias consecutivos de P2 até P7. Os animais do grupo placebo receberam o mesmo veiculo do

canabidiol. O peso dos animais foi monitorado dia a dia, para o ajuste da dose.

4.4- Sacrificio dos animais

Os animais foram sacrificados em P7 (7 dias de vida), sendo perfundidos com salina tamponada

seguida de formalina para a fixacdo, seguindo-se o protocolo de imunoistoquimica. Para isso os
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animais foram anestesiados com Kensol (xilazina, 5mg/Kg) e Vetaset (quetamina, 100mg/Kg) e
submetidos a toracotomia seguida de perfusdo transcardiaca, com o auxilio de bomba perfusora do tipo
peristéltica. Visando a lavagem total dos 6rgaos e vasos, primeiramente os animais foram perfundindos
com uma solu¢do salina tamponada e heparinizada (NaCl 0,9% em tampao fosfato de sédio — PB 0,1M;
pH 7,38). Em seguida, os animais destinados a andlise imunoistoquimica, coloracao de Nissl (contagem
de sobrevivéncia neuronal) e técnica do TUNEL, foram perfundidos com solu¢do fixadora
(formaldeido 10% em PB 0,1M; pH 7,38). Apds a fixacdo, o conjunto contendo a intumescéncia
lombar e raizes nervosas foi dissecado e imerso na mesma soluc¢do fixadora por 12h, mantido a uma
temperatura de 4°C. Passadas 12h, as medulas foram lavadas com PB 0,1M por 3 vezes de 5 minutos
cada. Em seguida, colocadas em solu¢cdo de sacarose (10, 20 e 30% em PB 0,1M) por 12h, sendo

congeladas em tissue-tek e armazenadas a —20°C até a realizacdo da microtomia.

4.5 - Imunoistoquimica

Cortes histologicos (12um de espessura) foram obtidos em criostato (Microm HM525). As secgdes
foram transferidas para as laminas gelatinizadas e estocadas a -20°C até a realizacdo das

imunomarcagdes.

Para a realizagdo da imunoistoquimica, as laminas foram inicialmente climatizadas e imersas em PB
0,01M, sendo posteriormente incubadas em camara umida com 150ul de solugdo de soro fetal bovino
5% em PB por 30 minutos. A seguir, as sec¢des foram lavadas em PB 0,01M e os anticorpos primarios
aplicados, com periodo de incubacdo de 18 a 24 horas. Os anticorpos primdrios empregados foram anti-

IBA1, anti-GFAP e anti-sinaptofisina, de acordo com a Tabela 1.
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Apoés a primeira incubagdo, as laminas foram lavadas em PB 0,01M e incubadas com o anticorpo
secundario conjugado Cy3 por 45 minutos. Os espécimes foram lavados em PB 0,01M e montados em
glicerol/PB 0,01M (3:1), sendo observados em microscépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse TS100
acoplado a uma camera digital Nikon DXM1200F), utilizando-se os filtros para fluoresceina ou

rodamina (CY-3).

Tabela 1. Lista de anticorpos primdrias utilizados para imunoistoquimica.

Anticorpo Animal Diluicdo Fonte/n° codigo
Sinaptosifina Camundongo 1:200 DakoCytomation/M 0776
GFAP Coelho 1:1500 Abcam/7779
Iba-1 Coelho 1:700 Wako/019-19741

4.6 - Anadlise quantitativa da imunoistoquimica

As laminas imunomarcadas com anti-GFAP, anti-sinaptofisina e anti- IBA1 foram observadas e
documentadas com o microscépio de fluorescéncia invertido (Nikon-Eclipse T100) conectado a um

sistema de aquisi¢ao de imagens (cAmera Nikon e software Metamorph).

Para a quantificacio, foram selecionadas trés imagens representativas de cada animal de todos os
grupos. A densidade integrada de pixels, que representa a intensidade da imunomarcacao das proteinas,
foi medida em 8 dreas ao redor de cada motoneur6nio presente no niicleo motor lateral do corno
anterior da medula espinal, para o anticorpo anti-sinaptofisina. Para os anticorpos anti-GFAP e anti-
IBA-1, foi medida uma 4rea representativa da regido onde se localizava os motonéuronios medulares,
da regido lateral do corno ventral da medula espinal lombar, de acordo com Oliveira et al. (2004). Para

i1sso, utilizou-se o software IMAGEJ (versdo 1.33u, National Institutes of Health, USA). A densidade
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integrada de pixels foi calculada para cada animal e entdo estabelecida a média para cada grupo + erro

padrdo.

4.7 - Andlise estatistica em imunoistoquimica

Os resultados foram inicialmente avaliados através do método de andlise de varidncia - ANOVA de
uma via. Foi realizado o pds-teste Bonferroni. Em todas as andlises foi considerada uma significancia

minima de p< 0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001(***),

4.8 - Avaliacao da Sobrevivéncia dos Motoneuronios medulares

Para a contagem de motoneurdnios, o material foi processado da mesma maneira que para
imunoistoquimica, como descrito anteriormente. Seccdes transversais da intumescéncia lombar foram
coradas com corante de Nissl por 50 segundos, desidratadas, diafanizadas e, em seguida, montadas com
Etellan (Merck) e laminula. Assim, motoneurdnios presentes no nicleo motor lateral do corno anterior,
no lado ipsilateral (lesado) e contralateral (ndo lesado), foram contados em cortes alternados de cada
espécime, em aproximadamente 20 seccdes. Toda a drea lesada da intumescéncia lombar foi avaliada,
sendo o intervalo entre as sec¢des de 48um. Apenas as cé€lulas com nucleo e nucléolo visiveis foram
contadas. Para corrigir contagens duplas de neurdnios, devido ao fato da mesma célula poder estar

presente em duas seccgoes, foi utilizada a férmula de Abercrombie (Abercrombie & Johnson, 1946):

N=nt/(t+d)
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Onde N € o niimero corrigido de neurdnios contados, n é o nimero de células contadas, t € a
espessura das sec¢oes (48um) e d € o didmetro médio dos neurdnios. Como a diferenga no tamanho
afeta significativamente o nimero de células, o valor de d foi calculado especificamente para cada
grupo experimental (ipsilateral e contralateral). Neste sentido, o didmetro dos motoneurdnios, para cada

grupo, foi mensurado (Image Tool software, versdo 3.00) e a média calculada.

4.9 - Reacio do TUNEL para deteccao de células apoptéticas

A deteccdo dos neurdnios apoptdticos foi realizada através da técnica do TUNEL (teminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick end labeling). Para realizacao desta técnica, o material
foi processado da mesma maneira que para imunoistoquimica e para contagem de motoneurdnios
medulares, como descrito anteriormente.

As seccoes foram retiradas do freezer, aproximadamente vinte minutos previamente a utilizacao, para
climatizagdo. Apés, foram pés-fixadas em uma solucido de etanol/acido acético (2:1) por cinco minutos
a -20°C e lavadas duas vezes por cinco minutos em PBS 0,01M. As laminas foram entdo transferidas
para uma camara umida e uma solucdo tampao de equilibrio (Chemicon, s7110-1) foi aplicada, sendo
os espécimes incubados por 5 minutos em temperatura ambiente. A solucdo tampdo de equilibrio foi
retirada e os cortes foram incubados em uma solucdo de reacdo, contendo enzima TdT (Chemicon,
s7110-4) por 30 minutos a 37°C. Em sequéncia, foram lavados em PBS por 10 minutos e incubados em
solucdo de fluoresceina (Chemicon, s7110-5 e 6) por 30 minutos. As laminas foram entdo lavadas e
montadas com glicerol e laminula. As imagens foram obtidas utilizando-se um microscépio

fluorescéncia (Eclipse TS100, Nikon) equipado com camera digital (DMX 1200F, Nikon).
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5 - Resultados
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5.1 - Efeito do tratamento com canabidiol na sobrevivéncia dos motoneuronios medulares

O efeito do tratamento com canabidiol foi analisado determinando-se a porcentagem de
sobrevivéncia neuronal, sendo esta taxa a razdo percentual entre o nimero de motoneuronios do lado

ipsilateral e contralateral a lesdo.

Nao houve diferencas estatisticas no nimero absoluto de motoneurdnios nos lados contralateral a
lesdo entre os diferentes grupos experimentais (Axotomia sem tratamento , Axotomia + veiculo,

Axotomia + Canabidiol 5mg, Axotomia + Canabidiol 15mg e Axotomia + Canabidiol 30 mg).

Dessa forma, foi possivel uma avaliacdo da porcentagem de sobrevivéncia neuronal, em relagdo ao

lado contralateral dos diferentes grupo experimentais.

Ap6s cinco dias da axotomia do nervo isquidtico, os animais dos cinco grupos experimentais
mostraram uma redugdo significativa do nimero de motoné€uronios medulares, presentes no nicleo
motor lateral do corno ventral da medula espinal, do lado ipsilateral a lesdo. Porém, quando
comparados os cinco grupos observa-se que 0s grupos axotomia sem tratamento e axotomia + veiculo e
canabidiol Smg/kg apresentam um nimero estatisticamente menor de motonéuronios do lado ipsilateral

a lesdo do que aos dos grupos axotomia tratados com canabidiol 15/30mg/kg (Fig. 2 e 3).

Ao se comparar 0s cinco grupos experimentais, calculando-se a razdo percentual entre o nimero de
motoneurdnios presentes no lado ipsilateral e contralateral, as seguintes porcetagens de sobrevivéncia
neuronal para cada grupo foram obtidas: Grupos axotomia sem tratamento 34,9%, axotomia + veiculo
36,5% e axotomia + canabidiol Smg/kg - 37% de sobrevivéncia € grupo axotomia + canabidiol

15/30mg/kg - 58% de sobrevivéncia (Figs. 2 e 3).
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Axotomia

Figura 2: Cortes histolégicos da regido da medula lombar do nicleo motor lateral do corno ventral
corados com a técnica de Nissl, cinco dias apds a transeccdo do nervo isquidtico. A, B correspondem
aos lados cotralateral e ipsilateral da lesdo, respectivamente, do grupo Axotomia s/ tratamento e C, D
lados cotralateral e ipsilateral a lesdo do grupo Axotomia + veiculo. Obeserva-se nimero semenlhante

de neurdnios motores nos dois grupos experimentais. Barra de escala = S50um.
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Figura 3: Efeito neuroprotetor do tratamento com canabidiol nos motonéuronios medulares, cinco dias
apos a transec¢do do nervo isquidtico. Cortes histoldgicos da regido da medula lombar do niicleo motor
lateral do corno ventral, corados com a técnica de Nissl (N=6). A, B correspondem aos lados
cotralateral e ipsilateral a lesdo, respectivamente, do grupo Axotomia + tratamento com canabidiol
Smg/kg. C, D lados cotralateral e ipsilateral a lesdo do grupo Axotomia + tratamento com canabidiol
15mg/kg e E, F - lados cotralateral e ipsilateral a lesdao do grupo Axotomia + tratamento canabidiol
30mg/kg. Observa-se nimero maior de neur6nios motores no grupo tratado com canabidiol

15/30mg/kg. Barra de escala = 50pum.
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Figura 4: Representacdo grafica da porcentagem de sobrevivéncia neuronal, apds cinco dias da
transeccdo do nervo isquidtico. O grupo tratado com canabidiol 15/30mg/kg apresentou aumento

significativo da sobrevivéncia neuronal, comparativamente aos grupos nao tratados (*** p=0,0001).

5.2 - Imunoistoquimica para proteina sinaptofisina

Para analisar as mudancas sindpticas, sejam pela sua manutencdo ou pela sua redugdo, apds a
transeccdo do nervo isquidtico, utilizou-se a técnica de imunoistoquimica, com o emprego do anticorpo
primdrio anti-sinaptofisina. O nicleo motor lateral, do corno ventral da medula espinal foi avaliado,

cinco dias ap6s a lesao.

A figura 5 mostra que, embora apds a axotomia do nervo periférico, ocorra também uma reducao da
quantidade de sinapses do lado contralateral a lesdo, possivelmente pelas fibras que cruzam o plano
mediano, entre os grupos experimentais mostrou-se uma similaridade da imunomarcacao para o lado
contralateral. J4 o lado ipsilateral a lesdo mostrou uma diminui¢do da imunomarcacdo da proteina
sinaptofisina nos trés grupos experimentais (Fig.5), indicando uma redu¢do dos terminais sindpticos ao
redor dos corpos dos motoneurdnios medulares, cujos axdnios foram transeccionados. Porém, quando
comparados 0s grupos experimentais axotomia sem tratamento e axotomia + veiculo observa-se um
padrdo de marcacao similar. J4 o grupo axotomia + canabidiol mostrou um padrdo de marcagdo maior

que os outros grupos, indicando que o canabidiol exerceu um efeito na preservacao de sinapses (Fig.5).

Estes resultados foram confirmados através da andlise quantitativa da cobertura sinédptica, através da
densidade integrada de pixels, que reflete a intensidade da imunomarcagdo. Foi calculada a razdo

percentual da densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e contralateral de cada grupo
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experimental, grupo axotomia sem tratamento 53,88%, axotomia + veiculo 62,74% e axotomia +

canabidiol 77,50% (p=0,0003; Fig.6).

Contralateral Ipsilateral
Sinaptofisina

Axotomia

Veiculo

Canabidiol 15 mg/kg

Figura 5: Andlise imunoistoquimica do corno ventral da medula espinal para anti-sinaptofisina, cinco
dias apds axotomia do nervo isquidtico. Observa-se que o padrdo de inumomarcagdo entre 0s grupos

axotomia sem tratamento e axotomia + veiculo sdo similares, enquanto o grupo axotomia tratado com
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canabidiol apresenta uma maior imunorreatividade, indicando que houve maior preservacdo das

sinpases. Barra de escala = 50um.
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Figura 6: Representacdo grafica da quantificacdo da cobertura sindptica, cinco dias apds a lesdo.
Observa-se reducdo significativa do processo de perda sindptica, no grupo tratado com canabidiol —

15mg/Kg (*+* p=0,0003).

5.3 - Imunoistoquimica para proteina GFAP (glial fibrillary acidic protein).

Para analisar as mudangas no microambiente ao redor dos motoneuronios medulares lesados,
utilizou-se a técnica de imunoistoquimica para avaliar a imunoreatividadeanti- GFAP (glial fibrillary
acidic protein), marcador da astrogliose reativa. A Figura 7 mostra que o padrdo de imunomarcacio
para expressao da proteina GFAP, marcador de reatividade astroglial, do lado contralateral a lesdo, foi
igual para os trés grupos experimentais. Porém, quando comparados os lados ipsilaterais, observou-se
que o grupo axotomia tratado com canabidiol mostrou reducdo no padrdo dessa imunomarcagaio,

indicando uma reducdo na astrogliose reativa.
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Essa observacdo foi confirmada através da andlise quantitativa da expressdo da proteina GFAP
(astrogliose reativa), através da densidade integrada de pixels, que reflete a intensidade da
imunomarcac¢do. Foi calculada a razao percentual da densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e
contralateral de cada grupo experimental, axotomia sem tratamento 44,06%, axotomia + canabidiol

44,99% e axotomia + canabidiol 31,14% (p=0,0149; Fig.7).

Contralateral Ipsilateral

Axotomia

Veiculo

Canabidiol 15 mg/kg
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Figura 7: Imunomarcacao antianti-GFAP, no corno anterior da medula espinal, cinco dias apds a
axotomia do nervo isquidtico. Observa-se que o padrao de inumomarcagdo entre 0s grupos axotomia
sem tratamento e axotomia + veiculo sdo similares, enquanto o grupo axotomia, tratado com
canabidiol, apresenta uma inunomarcacao menos intensa no lado ipsilateral a lesdo, indicando menor

astrogliose reativa. Barra de escala = 50um.
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Figura 8: Representacdo grifica da quantificacdo da astrogliose reativa, cinco dias apds a lesdo.
Observa-se reducdo significativa da astrogliose reativa no grupo que foi tratado com canabidiol (*

p=0,0149).

5.4- Imunoistoquimica para proteina Iba-1 (ionized calcium binding adaptor molecule).

Para analisar as mudancas no microambiente ao redor dos motoneuronios medulares em relagcao a
resposta microglial, avaliou-se a expressdo da proteina Iba-1 (ionized calcium binding adaptor

molecule), marcador desse tipo celular.

A Figura 9 mostra que o padrio de imunomarcacdo para expressdao da proteina Iba-1, do lado
contralateral a lesdo foi similar para os trés grupos experimentais. Contudo, quando comparados o0s
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lados ipsilaterais, observou-se que o grupo axotomia tratado com canabidiol mostrou uma redu¢do no

padrdo dessa imunomarcagio, o que indica redu¢do na microgliose.

Esta observacdo foi confirmada através da andlise quantitativa da expressao da proteina Iba-1, através
da densidade integrada de pixels, que reflete a intensidade da imunomarcacdo. Foi calculada a razdo
percentual da densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e contralateral de cada grupo
experimental, axotomia sem tratamento 35,77%, axotomia + veiculo 34,17% e axotomia + canabidiol

25,36% (p=0,0086; Fig.9).
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Contralateral Ipsilateral

Axotomia

Veiculo

Canabidiol 15 mg/kg

Figura 9: Imunoreatividade anti-Iba-1 no corno ventral da medula espinal , cinco dias apds a axotomia
do nervo isquiatico. Observa-se que o padrdo de inumomarcagdo, entre os grupos axotomia sem
tratamento e axotomia + veiculo sdo similares, enquanto o grupo axotomia tratado com canabidiol
apresenta uma inunomarca¢cdo menos intensa. Tal fato indica que houve reducio da reacdo microglial,
em resposta ao tratamento com canabidiol. Barra de escala = 50um.
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Figura 10: Representacdo gréfica da quantificagdo da microgliose reativa, cinco dias apds a lesdo.
Observa-se uma reducdo significativa da imunoreatividade anti-Iba-1 no grupo que foi tratado com

canabidiol (** p=0,0086).

5.5 - Reacao do TUNEL para deteccao de células apoptoéticas

Para analisar a morte neuronal apoptdtica pds-natal, seguida da transeccdo do nervo isquidtico,
utilizou-se a reacdo de TUNEL (teminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick end labeling),
que marca células em possivel processo apoptdtico. As imagens foram obtidas utilizando-se um
microscopio fluorescéncia (Eclipse TS100), equipado com camera digital (DMX 1200F) e conectado a

um sistema de aquisi¢do de imagens (software Metamorph).

Para andlise da presenca de células apoptodticas, foram capturadas seis imagens que correspondentes,

repectivamente, as regioes ventral, média e dorsal dos lados contralateral e ipsilateral a lesdo, na regidao
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lombar da medula espinal de cada um dos animais (n=4/grupo) dos diferentes grupos experimentais.
Dessa forma buscou-se representar toda a medula lombar e ndo somente a regido do grupo dos
motonéuronios lesados, como mostram as Figuras 11,12 e 13. Tal abordagem se justifica uma vez que,
na fase neonatal, a transeccdo de nervo periférico leva ndo s6 a morte dos motonéuronios
axotomizados, mas também de internéuronios medulares, possivelmente pela sua dependéncia de

conexdes sindpticas e fatores neurotréficos.

Através dessas imagens foi feita uma andlise quantitativa da presenca de células apoptdticas em cada
grupo experimental. Ao se comparar os trés grupos experimentais, observou-se que o grupo axotomia +
canabidiol apresenta menor nimero 25% de células em processo de apoptose na regido média da

medula, (Figs.11,12,13).
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AXOTOMIA
CONTRALATERAL  IPSILATERAL

REGIAO DORSAL

REGIAO MEDIA

REGIAO VENTRAL

Figura 11: Andlise da reacdo de TUNEL nas regides ventral, média e dorsal do lado contralateral e
ipsilateral a lesdo, no grupo axotomia sem tratamento. Observa-se a presenca de células em processo de

apoptose nas regides dos lados ipsilateral e contralateral a lesdo. Barra de escala = S0um.
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AXOTOMIA + PLACEBO
CONTRALATERAL IPSILATERAL |

REGIAO DORSAL

REGIAO MEDIA

REGIAO VENTRAL

Figura 12: Andlise da reacdo de TUNEL nas regides ventral, média e dorsal do lado contralateral e
ipsilateral a lesdo no grupo axotomia + veiculo. Observa-se a presenca de células em processo de

apoptose nas regioes dos lados ipsilateral e contralateral a lesdo. Barra de escala = 5S0pm.
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AXOTOMIA + CANABIDIOL
CONTRALATERAL IPSILATERAL

REGIAO DORSAL

REGIAO MEDIA

REGIAO VENTRAL

Figura 13: Andlise da reacdo de TUNEL nas regides ventral, média e dorsal do lado contralateral e
ipsilateral a lesdo no grupo axotomia + tratamento canabidiol. Observa-se a menor presenca de células
em processo de apoptose nas nos lados ipsilateral e contralateral a lesdo, comparativamente aos grupos

controle. Barra de escala = 50pum.
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Ventral

Nucleos Apoptoéticos
N

Figura 14: Representacdo grafica do numero de células em apoptose na regido ventral da medula

espinal, cinco dias apds a lesdo. Observa-se que ndo houve reducdo significativa entre os grupos

experimentais.

57



Média

Nucleos Apoptoticos

Figura 15: Representacdo grafica do numero de células em apoptose na regido média da medula
espinal cinco dias apds a lesdo. Observa-se que houve reducdo significativa no nimero de células em

apoptose entre o grupo tratado com canabidiol e o grupo axotomia sem tratamento (** p=0,0063).
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Dorsal

Nucleos Apoptdticos

Figura 16: Representacdo grafica do numero de células em apoptose na regido dorsal da medula

espinal, cinco dias apds a lesdo. Observa-se que ndo houve reducdo significativa entre os grupos

experimentais.
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6 - Discussao
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O Sistema Nervoso (SN) estd sujeito a diversos tipos de danos e lesdes, seja por fatores extrinsecos
ao organismo, como acidentes e traumas ou por fatores intrinsecos, como por exemplo, doencas
neurodegenerativas. Embora o SN apresente certa capacidade regenerativa, esta apresenta-se limitada,
muitas vezes deixando sequelas e alteracdes que podem ser irreversiveis, levando até mesmo a
incapacidade (Moran e Graeber, 2004). Embora na fase neonatal, o SN apresente maior capacidade
regenerativa, também estd sujeito a diversas situacdes que levam a degeneracdes permanentes. Além
disso, nesta fase, os neur6nios ainda se apresentam imaturos morfoldgica e funcionalmente (Lowrie et
al., 1994), de forma que tais situagdes também podem levar as células do SN a morte. Ainda nesta fase,
também ocorre morte celular programada de uma parcela significativa dos neur6nios que sdo gerados
em excesso, através do processo de apoptose (Oppenheim & Chu-Wang, 1978; Oppenheim, 1991).

Para entender melhor esses mecanismos complexos, que atingem tanto os neurdnios lesados como
seu microambiente, diversos modelos experimentais t€m sido propostos; dentre eles, a transec¢do de
nervo periférico (Lieberman, 1971; Chen, 1978; Reisert et al., 1984; Aldskogius e Svensson, 1993).
Do mesmo modo, diferentes tratamentos também tém sido estudados, no intuito de intervir nesses
tipos de lesdes. Dentre eles, algumas substincias se apresentaram promissoras como, por exemplo,
derivados canabindides, como o canabidiol, principal componente nao-psicotropico da resina das
glandulas encontradas na superficie das folhas da planta Cannabis sativa (Scuderi et al., 2009).

No presente trabalho, foi utilizado o modelo de transec¢do do nervo isquidtico para estudar os
mecanismos € eventos que ocorrem apOs uma lesdo axonal periférica. Wolf e Missler (1992) relataram
que a transeccdo do nervo isquidtico causa a morte dos motonéuronios espinais em ratos recém-
nascidos e que esse tipo de morte ocorre predominantemente por apoptose. Esses dados sdo
semelhantes aos encontrados em nosso trabalho, que mostrou, através da técnica de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), a presenga de células em processo de apoptose

nos cortes transversais da medula espinal, em nivel lombar. Outro fato importante € que a axotomia do
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nervo isquidtico leva ndo s6 a morte dos motonéuronios medulares, mas também de internéuronios
medulares, como mostrado em outros trabalhos (Oliveira et al., 1997; Lawson & Lowrie, 1998). Em
nosso estudo também se pdde observar, através da técnica de TUNEL, a presenca de células em
processo de apoptose em outras regides da medula, como a regido dorsal e média, onde € caracteristica
a presenca de interneurdnios. O presente trabalho mostrou, mais uma vez, que o grupo que recebeu o
tratamento com canabidiol apresentou um menor nimero de células em processo de apoptose.

Interessantemente, demonstramos que o grupo experimental que recebeu o tratamento com o
canabidiol, apresentou menor nimero de células em processo de apoptose na regidio média da medula
espinal, em relacdo ao grupo controle. Essa regido corresponde as laminas IV a VI de Rexed e contém
interneurdnios que contribuem para a integracao sensorio-motora. Esses recebem inputs dos neurdnios
sensitivos, presentes nos ganglios dorsais e fazem sinapse com os motoneurdnios presentes na lamina
IX. A preservacdo desses interneurdnios €, portanto, de grande importancia para a recuperagao
funcional dos circuitos medulares, apés uma lesdo que gere perda neuronal.  Estudos subsequentes
serdo necessarios para comprovar essa hipotese. Neste aspecto, o modelo de esmagamento do nervo
isquidtico serd uma alternativa mais adequada, pois permitird a regeneracdo axonal em dire¢do ao 6rgao
alvo.

No presente estudo, optamos pelo emprego da transec¢do e resseccao de um segmento do coto distal.
Isto impede que o mesmo tenha influéncia sobre a resposta retrograda resultante da axotomia. Assim,
fica mais evidente a eficicia da droga ou molécula a ser avaliada como neuroprotetora.

Os canabindides podem ter efeitos na plasticidade sindptica, como ja relatado por Kim e Thayer
(2001). Isso foi observado, pois drogas canabindides inibiram a atividade da adenilato ciclase e
prejudicaram a memoria (Hampson e Deadwyler., 1998; Heyser et al., 1993). Também, através de
outro estudo, utilizando modelo experimental em ratos Wistar adultos, pesquisadores avaliaram as

mudancas morfoldgicas causadas pela administragdo cronica de um agonista canabindide sintético, o
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WIN 55,212-2, em diferentes regides do sistema nervoso (hipocampo, cortex frontal, corpo striatum e
cerebelo). Demonstraram, através de microscopia eletronica e imunoistoquimica, que a administragao
deste nao levou ao aumento na expressao de GFAP, marcador da astrogliose reativa, em nenhuma das
regides analizadas. Por outro, lado foi observado aumanto na expressio da proteina sinaptofisina, assim
como do niimero de vesiculas sindpticas no cerebelo e hipocampo. Os resultados obtidos nesse estudo
fornecem evidéncias que os canabindides produzem um efeito neuroprotetor a longo prazo, em
diferentes modelos de lesdo do sistema SNC (Tagliaferroa et al., 2006). Wolff e Missler (1992)
relataram que a apoptose dos motonéuronios axotomizados pode estar associada ao processo de
eliminacdo sindptica, que € uma reacdo caracteristica do neurdnio apds a axotomia.

Os presentes resultados também mostraram, através da andlise da expressdo da proteina sinaptofisina,
que a imunomarcac¢do foi menor no lado ipsilateral a lesdo do que no lado contralateral nos trés grupos
experimentais. Interessantemente, no grupo que recebeu o tratamento com o canabidiol, a expressao da
proteina sinaptofisina foi maior no lado ipsilateral, quando comparado aos grupos que ndo foram
tratados, indicando uma maior preservacao sindptica. Tal achado pode ser interpretado de diferentes
formas. Uma delas € que o canabidiol atua sobre os neurdnios pré-sindpticos e sobre os préprios
motoneurdnios de forma neuroprotetora, levando a manutencdo de sinapses. Outra alternativa € que o
canabidiol tenha reduzido a perda natural de inputs, que ocorre durante a primeira semana pds-natal,
durante a fase de ajuste fino dos circuitos medulares. Em ambos os casos, acreditamos que tal
preservacgdo seja positiva e propicie melhor regeneragdo axonal subsequente.

Um aspecto que precisa ser melhor avaliado, em andlises futuras, € se o canabidiol apresenta algum
tipo de seletividade em relacdo a preservacdo de inputs excitatorios ou inibitorios. Sabe-se que a
presenca excessiva de terminacdes excitatdrias, apds axotomia, pode levar a excitotoxicidade por
glutamato, desencadeando vias pro-apoptéticas. A eliminagdo seletiva desses terminais tem sido

mostrada como fundamental para a preservagdo de motoneurdonios em diferentes situagcdes de lesdo. Por
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outro lado, uma forma de minimizar os efeitos excitotoxicos de terminacdes glutamatérgicas, é a
preservacdo de um maior nimero de sinapses inibitérias, glicinérgicas e/ou GABAérgicas. E possivel
que o canabidiol tenha um efeito seletivo sobre a estabilizacdo de tais inputs, tendo-se em vista a
melhor sobrevivéncia neuronal observada apds sua administracao.

Os mecanismos pelos quais o canabidiol exerce seus efeitos neuroprotetores ainda ndo sdao bem
compreendidos. Uma hipétese € que possa ter efeito anti-inflamatério e antioxidante, como ja
demonstrado (Hampson et al, 1998;. Pertwee, 2004;. Mechoulam et al, 2007). Embora os efeitos do
canabidiol possam estar ligados aos receptores canabindideos CB1 e CB2 (Howlett, 2002), essa acao
também pode ser independente dos mesmos. Sabe-se que ativagdo de tais receptores canabindides, que
sdo receptores acoplados a uma proteina G, inibe a enzima adenilato ciclase, aumentando a atividade de
canais de potdssio e inibindo canais de cdlcio, modulando, desta forma, a liberacdo de outros
neurotransmissores (Piomelli et al, 2003).

Kaminski e Cols (1992) indentificaram a presenca de receptores canabindides CB1 e CB2 no bago, e
Specter e Coffey (1993) indentificaram esses mesmos receptores em linfocitos, agindo como
imussupressores nesse sistema. Nesse sentido, no presente trabalho também foi constatado que o grupo
axotomizado e tratado com canabidiol apresentou menor reatividade tanto astrocitdria como microglial,
quando comparada aos animais que nao receberam tratamento, indicando, assim, que essa molécula
pode exercer uma ag¢do inibitéria da gliose reativa. Na mesma linha de raciocinio, HSIN-YING et.al.
(2012) utilizaram um modelo experimental in vitro de cultura primdria de microglia de ratos para
avaliar o efeito pré-apoptotico do canabidiol. Através de citometria de fluxo e da técnica de TUNEL,
demonstraram que o tratamento com canabidiol induziu um aumento no nimero de células com DNA
fragmentado e ativagdo de caspase 8 € 9. Apesar de ndo termos evidenciado aumento de TUNEL
marcacdo, é possivel que tais efeitos tenham se refletido numa menor quantidade de células microgliais

reativas.
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Nesse aspecto, € importante ressaltar que tanto os astrdcitos como a microglia apresentam receptores
CB1 e CB2 e atuam como fagdécitos durante a evolucdo do proceso pds-lesdo. Além disso, tanto
astrocitos como microglia tém sido ligados ao processo de eliminacio de sinapses. Assim, a diminui¢do
de tal reatividade glial pode, adicionalmente a um efeito direto sobre os préprios neurdnios, ter
indiretamente contribuido para a estabilizacdo sindptica no microambiente medular apds a lesdo
periférica.

Garcia-Arencibia e colaboradores (2007), em um trabalho usando um modelo experimental de doenca
de Parkinson, através da aplicacdo local de 6-hidroxidopamina, mostraram que essa indu¢do levou a
morte de grande parte dos néuronios nigroestriatais dopaminérgicos e que aplica¢ao do canabidiol, logo
ap6s a indugdo, gerou um efeito neuroprotetor, possivelmente pela sua acdo antioxidante.
Possivelmente, esse efeito pode ser independente de receptotores canabindides. Tais resultados
reforcam os obtidos no presente estudo que mostrou que os animais que receberam o tratamento com
canabidiol nas doses de 15 e 30 mg/Kg, por cinco dias consecutivos, logo apds a transec¢ao do nervo
isquidtico, apresentaram maior sobrevivéncia neuronal.

Em outro estudo, usando um modelo in vivo de hipdxia isquémica em ratos Wistar neonatos, pela
ligadura da artéria cerebral média, ativacdo de receptores canabindides foram implicados no processo
degenerativo. Esses achados foram comprovados por ressonincia magnética e reforcados por andlise
histoldgica, utilizando coloracdo de Nissl. Para avaliar se tais efeitos eram dependentes dos receptores
canabindides CB1 e CB2, um agonista canabindide (Win55212-2) sozinho ou combinado com
antagonistas de receptores canabindides CB1 e CB2 foram administrados. Os resultados mostraram que
administracdo do canabidiol reduziu em 66% a perda neuronal e que a administragdo tanto de
antagonista do receptor CB1, quanto antagonista do receptor CB2, reverteram a acdo de Win55212-2.
Isso demonstra que sua acdo parece ser dependente desses receptores canabindides (Ferndndez-Lopez

et al., 2007). Tais dados sdo relevantes e podem estar associados com os achados de nosso trabalho,
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onde, analisando a sobrevivéncia dos motonéuronios medulares apds a axotomia do nervo isquidtico,
foi mostrado que os animais tratados com canabidiol apresentaram sobrevivéncia 30% maior dos
motonéuronios medulares.

Castillo e colaboradores (2010), em outro estudo também utilizando um modelo experimental de
hipéxia isquémica, porém in vitro, obtiveram resultados semelhantes aos acima descritos.
Adicionalmente, porém, demonstraram que o canabidiol diminui os niveis de caspase-9 (via proé-
apoptoética), reduz a expressao de glutamato (excitotoxidade glutamartégica), a concentracdo de TNF-a,
COX-2 e iNOS. Porém, a administracio do antagonista do receptor CB1 ndo reverteu a acdo do
canabidiol. Por outro lado, o emprego do antagonista do receptor CB2 reverteu seu efeito. Esses
dados reforcam os encontrados em nosso trabalho mostrando que o canabidiol pode exercer seu efeito
neuroprotetor por atuar tanto em receptores canabindides CB1 e CB2 ou por atuar independentemente
desses receptores, exercendo seus efeitos nas diversas etapas que levam a morte celular. Contudo,
experimentos complementares deverdo ser realizados em nosso laboratério para comprovar tais
suposigoes.

Em um estudo utilizando um modelo experimental de diabetes em ratos adultos, pesquisadores
mostraram que o canabidiol protege neurdnios da retina de degenerarem, através da inibicdo da
formacgdo de espécies reativas de oxigénio, que promovem a formag¢do de nitrato de tirosina. O nitrato
de tirosina, por sua vez, promove o acumulo de glutamato na retina levando a morte das células
neuronais. Foi mostrado, através da técnica de TUNEL que o canabidiol reduziu a morte dos neurdnios,
eliminando quase completamente a formacgdo de nitrato de tirosina. A redu¢do na morte das células
neuronais também foi confirmada pela técnica de imunoistoquimica para caspase-3. Nesse trabalho
também foi demonstrado que o tratamento com canabidiol reduziu a reatividade astroglial (EI-Remessy
et al., 2010). Esses resultados refor¢cam os encontrados em nosso estudo, que mostrou que o canabidiol

reduz a morte por apoptose dos neurdnios da regido média da medula espinal, quando comparado ao
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grupo controle. Além disso, também corroboram nossos achados demonstrando que o canabidiol reduz
a reatividade dos astrdcitos, em comparacao aos outros grupos experimentais.

Pazos e colaboradores (2012) avaliaram o efeito neuroprotetor do canabidiol em um modelo
experimental de hipdxia cerebral isquémica, utilizando ratos Wistar neonatos, pela privacdo de
oxigénio e glicose através reducdo do fluxo sanguineo. Observaram que a hipdxia isquémica leva a um
prejuizo funcional e que o tratamento com canabidiol, 30 dias apds a lesdo, levou os animais
experimentais a apresentarem um comportamento funcional semelhante ao grupo controle. Ainda
mostraram, utilizando as técnicas de Western Blotting e ressonincia magnética, que o canabidiol
reduziu o volume da lesao em 14%, 34 dias apds a lesdo, e 30% sete dias apds a lesdo. A andlise
histol6gica também mostrou que o canabidiol reduz o nimero de neurdnios necrdticos, quando
comparado ao grupo controle. Concluiram, portanto, que o efeito neuroprotetor do canabidiol também
estd associado a modulagao do estresse oxidativo, inflamagdo e excitotoxidade. Esse resultados estdao
de acordo com os encontrados em nosso trabalho onde os grupos tratados com canabidiol mostraram
maior sobrevivéncia neuronal 5 dias ap6s a lesdo e menor marcagdo TUNEL positiva. O canabidiol
foi aprovado no tratamento de inflamacgao, dor e espasticidade associadas a esclerose multipla, doenga
neurodegeneratica caracterizada pela desmenializa¢do e perda de oligodendrdcitos. Isto se baseia na
comprovada capacidade do canabidiol em preservar células progenitoras de oligodendrécitos (OPCs).
Assim, diferentes doses de CDB protegeram OPCs do estresse oxidativo através da diminui¢do da
producdo de espécies reativas de oxigénio. Seu emprego também protegeu as OPCs de apoptose
induzida LPS/IFNy, através da inibicdo da indug¢do da via caspase-3. Adicionalmente, a acdo da
tunicamicina, que leva a morte das OPCs, foi atenuada pelo canabidiol, sugerindo um papel desse

canabindiode na modulagdo do estresse do reticulo endoplasmético (Mecha et al., 2012).
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Os resultados acima descritos podem reforcar aqueles de nosso trabalho que mostrou reducdo da
reatividade microglial e astroglial, caracteristicas do processo inflamdtorio no sistema nervoso apds a
injuria.

Levando-se em conta os resultados de nosso estudo, conjuntamente com os achados da literatura,
reforcamos os efeitos neuroprotetor e anti-apoptético do canabidiol, além de seu potencial anti-
inflamatério e redutor da gliose reativa. Ressaltamos que estudos complementares acerca da
seletividade, em relacdo a preservacdo sindptica, bem como o emprego de modelos experimentais de
regeneracao nervosa, serdao de fundamental importancia no sentido de substanciar o possivel emprego

dessa molécula em condi¢des clinicas, em pacientes com lesdes nervosas centrais e periféricas.
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7 - Conclusoes
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- O tratamento com canabidiol 15/30mg/Kg promoveu neuroprotecdo, demonstrada pela

significativamente superior sobrevivéncia de motoneurdnios medulares.

- O tratamento com canabidiol promoveu maior preservacido das sinapses medulares (~30%), quando

comparado aos outros grupos experimentais.

- A administracdo de canabidiol resultou em diminui¢do da astrogliose reativa (~30%) e da reacdo
microglial (~27%), com impacto positivo sobre a preservacdo sindptica no microambiente dos

neurdnios motores.

- Tratamento com canabidiol resultou em menor nimero de células em processo de apoptose na regiao

média da medula, local que contém interneurdnios com fun¢ao de integracao sensério-motora.

- O canabidiol apresenta-se como uma droga neuroprotetora, com diferentes efeitos positivos sobre o
SNC apés lesdo, se constituindo numa alternativa para o tratamento de condicdes patoldgicas que

levem a perda neuronal.
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