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RESUMO

A doencga de Alzheimer (DA) € uma patologia associada a um processo
neurodegenerativo massivo em regides importantes do Sistema Nervoso Central
(SNC), em que leva o paciente a ter comprometimento cognitivo e como
consequéncia final o desenvolvimento do quadro clinico de deméncia. A
fisiopatologia desta doenca esta associada ao depdsito de peptideos - amiloide
extracelular, e a presenca de emaranhados neurofibrilares de proteina tau em
seu estado hiperfosforilada. O conjunto destes dois fatores corrobora no
desenvolvimento de uma cascata neuroinflamatéria comprometendo a
funcionalidade cerebral. As células microgliais possuem um papel fundamental
na supressdo de depdsitos de placas seniles e agregados de proteina tau-
hiperfosforilado. As terapias convencionais disponiveis para o tratamento do
Alzheimer visam promover o alivio dos sinais e sintomas expressos nos
pacientes, porém, nova terapias sao estudadas para auxiliarem no tratamento
dos mesmos. Diante disso, a medicina complementar visa promover novas
alternativas terapéuticas em especifico destaca-se a terapia canabinoide como
agente modulador do sistema endocanabinoide. Objetivo: Avaliar a modulagao
gerada pelas drogas canabinoides sobre a micréglia na Doenga de Alzheimer.
Materiais e Métodos: foi realizado uma revisdo integrativa, tendo como
principais bases de dados as seguintes plataformas: Medical Literature Analysis
and Retrieval System Online (MEDLINE/PubMed), e Google academic. O
descritor (Alzheimer diseases OR AD OR Alzheimer) foi combinado utilizando o
operador booleano AND (cannabinoids OR endocannabinoids) AND (microglia
OR microglial cells) e seus correspondentes respectivos na lingua portuguesa.
Resultados: as drogas apresentadas demonstraram resultados promissores
relacionados a supressdo do processo inflamatorio induzido pela micréglia.
Sendo que, todas elas agiram de forma direta na micréglia, porém, o que as
difere sdo os seus alvos de agcbes e os modelos de estudos apresentados.
Conclusao: todas as drogas apresentadas promoveram efeitos satisfatérios na
modulagdo neuroinflamatéria induzido pelas microglias, porém, € necessario
compreender que a auséncia de avancos nas pesquisas clinicas desfavorece a

compreensao de como estas drogas agirdo em modelo humano.

Palavras-chaves: Doenca de Alzheimer; Canabinoides; Microglia;



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a pathology associated with a massive
neurodegenerative process in important regions of the Central Nervous System
(CNS), which leads to cognitive impairment and, as a final consequence, the
development of dementia. The pathophysiology of this disease is associated with
the deposition of extracellular B-amyloid peptides, and the presence of
neurofibrillary tangles of tau protein in its hyperphosphorylated state. These two
factors together contribute to the development of a neuroinflammatory cascade
that compromises brain function. Microglial cells play a fundamental role in
suppressing senile plaque deposits and tau-hyperphosphorylated protein
aggregates. The conventional therapies available for the treatment of Alzheimer's
aim to relieve the signs and symptoms expressed by patients, but new therapies
are being studied to help treat these patients. In view of this, complementary
medicine aims to promote new therapeutic alternatives, specifically cannabinoid
therapy as a modulating agent of the endocannabinoid system. Objective: To
evaluate the modulation generated by cannabinoid drugs on microglia in
Alzheimer's disease. Materials and Methods: An integrative review was carried
out, using the following platforms as the main databases: Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE/PubMed), and Google
academic. The descriptor (Alzheimer's diseases OR AD OR Alzheimer's) was
combined using the Boolean operator AND (cannabinoids OR endocannabinoids)
AND (microglia OR microglial cells) and their respective correspondents in
Portuguese. Results: The drugs presented showed promising results in terms of
suppressing the inflammatory process induced by microglia. All of them acted
directly on the microglia, but what differed were their targets of action and the
study models presented. Conclusion: All the drugs presented had satisfactory
effects on neuroinflammatory modulation induced by microglia, but it is necessary
to understand that the lack of progress in clinical research hinders the

understanding of how these drugs act in human models.

Keywords: Alzheimer's disease; Cannabinoids; Microglia;
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1. INTRODUGCAO

Por muito tempo, o Sistema Nervoso Central (SNC) foi considerado como um
sistema privilegiado. Isto foi associado ao fato da efetividade protetora da barreira
hematoencefalica juntamente com a presenca de células imunoldgicas préprias, nao
havendo a necessidade de haver agdes externas no quesito protecdo. Associado a
este fato, estudos urgem associando o impacto da modulagdo de outros sistemas
sobre as células imunologicas (ROJAS et al., 2011).

E importante compreender que assim como os demais 6rgdos, o SNC possui
células imunolégicas proprias, sendo elas os: astrocitos, oligodendrécitos e a
microglia.

A principal molécula imunologica que compde o tecido cerebral € a microglia,
caracterizada como um fagécito mononuclear, que atua frente as acdes de patdgenos
externos e no desequilibrio neuronal. O seu funcionamento discorre a partir do auxilio
na remocao de restos celulares, liberacdo de mediadores quimicos pré e anti-
inflamatorios e apresentagdo de antigenos (BORST et al., 2021, CAl et al., 2013).
Todavia, é valido ressaltar que, apesar de ser uma célula imune, a micréglia possui
um papel importante voltado para a manutengdo da homeostase cerebral, auxiliando
na plasticidade de sinapses neuronais, formacao da mielina e aumento da sobrevida
neuronal (WAKE et al., 2011).

A hipotese acerca da origem da micréglia divide-se em trés vias, sendo elas:
origem mesodermal, ectodermal e mondcitos.

O estudo de Pio Del-Hortega postulou que durante o periodo embrionario houve
a migragao das células provenientes da regido mesodérmica para o Sistema Nervoso
Central por meio da corrente sanguinea. A infiltragao celular a nivel cerebral
possibilitou a identificacdo de duas isoformas da micréglia, sendo que uma era o
formato ameboide, associado ao periodo embrionario, com auséncia de processo
maturativo, e outra ramificada apds a agéo de fatores de crescimento (KAUR et al.,
2001). Posteriormente, houve o surgimento de novos estudos que associavam a
origem da micréglia com a neuroectoderme, como uma célula proveniente de um
mesmo progenitor em comum com as demais células gliais presente no sistema
nervoso (CHAN et al., 2007; THOMAS et al, 1992). Além disso, em virtude da
microglia ser considerada um macrofago residente do SNC, urge a hipotese mieloide,
em que descreve o desenvolvimento da microglia a partir dos mondcitos, porém, ainda

ha duvidas sobre esta teoria devido a divergéncia em relagdo a expressao de
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receptores especificos que podem ser associados aos estagios maturativos da
micréglia (CHAN et al., 2007; THOMAS et al., 1992).

Desta forma, € necessario compreender, que os estagios da micréglia se
diferem por meio das suas caracteristicas morfologicas e funcionais (Figura 1). De
modo que, o formato ameboide surge durante o periodo de desenvolvimento fetal e
se mantém presente no inicio do processo maturativo, porém, possui baixa atividade
fagocitica. Ja a morfologia ramificada, considerada um macréfago ativo, esta
associada a manutengao da homeostase cerebral e possui uma funcionalidade tanto
reparativa como modeladora sinaptica. Por fim, o estagio ativo da microglia
corresponde a uma célula que realiza a retracdo de suas ramificacdes, tendo a sua
participacdo no processo neuroinflamatério devido a expressdao de moléculas
imunoldgicas, com alta capacidade fagocitica e neuroprotetora (VIDAL-ITRIAGO et
al., 2022; CHAN et al., 2007; THOMAS, 1992).

Figura 1 - Fenétipos da micréglia
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A microglia como um macréfago residente do tecido cerebral tem a

capacidade de assumir diferentes papeis de acordo com as condi¢gdes neuroldgicas.
Sendo assim, o surgimento de disfuncbes cerebrais acarretado por processos
infecciosos e/ou inflamatdrios auxiliam na alteracao do fenoétipo desta célula, e isto
sera marcado pela produ¢cdo de mediadores inflamatérios especificos (CAl et al,,
2013). Os dois fendtipos conhecidos sdo: M1 que possui caracteristicas pro-
inflamatorias, neste ha presenca de lesdes teciduais, agentes infecciosos ou
agregados proteicos promove a ativagao da micréglia e esta assume seu aspecto a
favor do processo inflamatério, produzindo mediadores quimicos como radicais livres/

espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas inflamatérias TNF-a, IL-6, IL-1B. Em
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contrapartida, o fenotipo M2 possui aspectos anti-inflamatérios que corroboram na
supressdo do dano cerebral gerado pela agdo da microglia M1, pois nele ha a
producao de citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10 e IL-13 (CHEN et al., 2015; CAl et
al., 2013) (Figura 2).

Figura 2 - Fenoétipo M1 e M2 da micréglia e suas fungées

1\\1-40 (\.ﬁ TOIZ Microglia (M2)
% SN
‘) ‘ —§> Amyloid plaque

<y Early AD

' &> wa)a > Neurofibrillary

tangle

Microglia (M1)
™ 0 w Fys

M1: Proinflammatory microglia

KAUR et al., 2019

A ativacdo excessiva da microglia pode promover o desenvolvimento de um
processo inflamatério cronico e o resultado disto sdo os possiveis danos cerebrais
irreversiveis, sendo que o principal resultado deste processo é degeneragao neuronal
(CHEN et al., 2015).

A principal patologia associada ao processo neuroinflamatério cronico a nivel
de SNC é a doencga de Alzheimer (DA). A descoberta desta patologia se deu a partir
dos estudos de Alois Alzheimer, em que identificou alteragcbes histoldégicas com a
presenca de emaranhados neurofibrilares e os depdsitos proteicos interneuronais no
cérebro de uma paciente que apresentavam um quadro clinico de perturbacao
neuroldgica, lapso cognitivo e alteragdes de memoria (HIPPIUS; NEUNDORFER,
2003). Atualmente, a doenga é caracterizada como um processo neurodegenerativo
associado ao depédsito de placas B-amiloides e agregados de proteina tau
hiperfosforilada, sendo que estas caracteristicas promovem o desenvolvimento de um
quadro neuroinflamatério crénico (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2022).

Sabe-se que atualmente a DA acomete cerca de 1 milhdo de brasileiros, e
estima-se que até 2050 o numero de casos aumente para 5 milhdes de pacientes
acometimentos por essa patologia (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2022).
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Os estudos acerca desta disfungao cerebral primaria resultante do Alzheimer
sao incertos, pois, sabe-se que a DA pode ser subdividida em funcdo dos fatores
desencadeantes, sendo elas: early-onset que é associada aos fatores genéticos, ou
seja, o desenvolvimento da doenga ocorre em uma idade precoce antes dos 65 anos,
e 0 load-onset, que é relacionada a fatores ambientais, como idade avancgada,
infeccbes por agentes externos, etc (LANE et al., 2017). Sabe-se hoje que pacientes
com sindrome de Down possuem alto risco de desenvolver deméncia, devido a
alteragdo no cromossomo XXI, em vista que este cromossomo carrega genes
envolvidos no metabolismo da proteina precursora amiloide (FORTEA et al., 2021).

Os aspectos genéticos levam em consideragéo as disfungdes cromossdmicas
e alteragdes genicas como fatores desencadeantes. A principal mutagao associada ao
desenvolvimento da doenca de Alzheimer é relacionada ao gene codificante da
proteina precursora amiloide (APP), que em seu estado normal auxilia na transmissao
sinaptica, porém, na patogenia da DA ocorre a clivagem errénea por meio da enzima
B-secretase, levando a formacao de oligbmeros (-amiloides (AB) pouco soluveis, e
devido a sua conformagao havera a promoc¢ao da formagao de depdsitos proteicos
extracelular (LOPES, GONZALEZ, LEGER 2019; ARMSTRONG, 2013; PRILLER et
al., 2006). Estes compostos proteicos sao fagocitados pela micréglia que, nestas
condigbes, sao ativadas cronicamente, levando ao desenvolvimento de um processo
neurodegenerativo, com a presenga de citocinas proé-inflamatérios e compostos
neurotoxicos que acarretam a morte neuronal.

Figura 3 - Preseng¢a da micréglia no cérebro do paciente com Doenga de Alzheimer
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Outro mecanismo envolvido na formagao de proteina B-amiloide é relacionado
aos genes PSEN1 e PSEN2, que tem como funcdo a regulagdo da sinalizagao
intracelular e ciclo celular. Similarmente ocorre a clivagem incorreta ocasionando a
formacgao de peptideos AR (BRUNKAN; GOATE, 2005).

Além das alteragdes amiloides, ha também a hipotese envolvendo o gene
codificante da apoproteina E (APOE), que possui um alelo com maior predisposigao
ao desenvolvimento de um processo de deméncia, sendo ele o alelo 4. Em condigbes
normais, esta lipoproteina auxilia na remogédo de agregados AB e na protegao
neuronal. Porém, na presenga de mutacdo ha alteracdo no funcionamento dos
microtubulos afetando diretamente a proteina tau que sofrera o processo de
hiperfosforilagdo. Como consequéncia havera a formacao e depdsito de emaranhados
neurofibrilares nos neurénios (BORST, DUMAS; PRINZ, 2021; CAI; HUSSAIN; YAN,
2013; POIRIER et al., 1995). Além disso, os neurdnios colinérgicos sao afetados por
esta disfungao, pois 0 aumento do alelo €4 leva a diminuicdo da atividade da enzima
colina acetiltransferase (ChAT), que por sua vez esta envolvida na sintese do
neurotransmissor acetilcolina, ocasionando a diminuicdo da mesma nestes pacientes
(POIRIER et al., 1995).

Além disso, outro fator desencadeante na fisiopatologia da doenga de
Alzheimer é a presenca da proteina em seu estado tau-hiperfosforilada. Em condicdes
normais, esta proteina auxilia na manutengdo dos microtubulos neuronais, pois ela
esta localizada de forma intracelular, porém, na patologia da DA ha um desequilibrio
na relacdo da proteina tau e as tubulinas. Assim, ha o aumento da atividade das
proteinas kinases levando a deposicdo de emaranhados neurofibrilares de tau nos
neurdnios. Este processo favorece o aumento do processo neuroinflamatério e
consequentemente a morte neuronal (PAULA et al., 2009).

A soma dos fatores dos peptideos B-amildide e proteina tau-hiperfosforilada

caracterizada o quadro neuropatologico da doenga de Alzheimer (Figura 4).
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Figura 4 - Principais fatores fisiopatolégicos do Alzheimer
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Em decorréncia do Alzheimer ser uma doenga de carater progressivo,
inicialmente a area com o maior acometimento neuroinflamatério € a area temporal,
tendo como principal estrutura afetada o hipocampo. Assim, os sintomas clinicos
iniciais observados sao déficit cognitivo, perda de memodria, espagco e tempo,
progredindo para falha motora, diminuigdo da compreensao, alteragdes psiquicas com
o desenvolvimento de quadros depressivos, mania e alteracbes no sono
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2016).

Por consequéncia do quadro tardio, as formas de tratamento disponiveis visao
promover a melhoria de vida para o paciente. Assim, as terapias propostas para o
tratamento da doenca de Alzheimer visam aplicar inibidores de acetilcolinesterase
para que haja aumento da biodisponibilidade de acetilcolina nos neurénios funcionais.
Porém, é necessario compreender que esta droga nao produz efeitos neuroprotetores.
Além disso, a aplicagédo de antagonistas de receptores NMDA sao associados de
forma conjunta com anticolinesterasicos, pois eles visam diminuir o processo
excitotoxico promovido pela agdo dos neurotransmissores de glutamato (LANE;
HARDY; SCHOTT, 2017; RAINA et al., 2008).

Novas terapias sao avaliadas a fim de auxiliar no tratamento dos pacientes
acometidos por essa patologia. Sendo que, o modelo terapéutico mais estudado &

baseado na medicina complementar visando a modulagdo do sistema
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endocanabinoide. De modo que, isto se da pela aplicagdo de substancias
canabinoides.

O sistema endocanabinoide € um complexo organico que visa promover a
homeostase sistematica. A sua composicao se da pela presenca de alvos especificos
intitulados como receptores canabinoides do tipo 1 e 2 (CB1/CB2), proteinas
transportadoras e substancias que degradam as proteinas e/ou endocanabinoides
(GULCK; M@LLER, 2020).

Tais receptores enddgenos especificos estdo dispostos em duas principais
regides, sendo elas no SNC, com maior predominancia do CB1, e Sistema Nervoso
Periférico e células do sistema imunoldgico, sendo em maior disposi¢gao o CB2. A
ativacao destes receptores se da a partir da acao de fitocanabinoides, ou substancias
endocanabinoides, como o0s neurotransmissores anandamida (AEA), que possui
maior afinidade pelo CB1 e 2- araquidonil glicerol (2-AG) que age sob o CB2 (LU;
MACKIE, 2021).

A biossintese das substancias canabinoides € dependente de um estimulo
(Figura 5). O principal fator estimulante é o processo inflamatério, em que ha uma
desregulagao no influxo de calcio e isto leva a produ¢do dos endocanabinoides AEA
e 2-AG (MARZO et al., 2014). Esta producao é dependente de um precursor, sendo
ele o acido araquiddnico. Para isso, € necessario que haja atuagao dos fosfolipideos
de membrana para que haja a liberacdo dele. Apds este processo, as enzimas N-
acilfosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-PLD), e diacilglicerol lipase (DAGL)
agem sobre este precursor promovendo respectivamente a biossintese do AEA e 2-
AG (CRISTINO et al., 2019). Além disso, o processo de degradacao destas
substancias se da pela agdo das enzimas Amido hidrolase de acido graxo (FAAH) e
monoacilglicerol lipase (MAGL), que age respectivamente sobre a anandamida e 2-
AG (CRISTINO et al., 2019).
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Figura 5 Sintese de substancias endocanabinoides e principais alvos de agdes de drogas
canabindides
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Diferentemente = dos demais neurotransmissores, as moléculas

endocanabinoides agem por feedback negativa, de modo que o resultado da sua acao
ocorre sobre os neurdnios pré-sinapticos. Em decorréncia disso, os efeitos vao desde
a diminuigao da liberacao de citocinas inflamatérias, bloqueio dos canais de calcio e
receptores NMDA (CRISTINO et al., 2019).

A administracao de drogas canabinoides tornou-se um alicerce na medicina
complementar, na qual, ha estudos indicando a utilizagdo no tratamento direto de
pacientes como epilepsia refrataria (TALWAR et al., 2023). Em vista do potencial
terapéutico e modulador da resposta inflamatéria, estudos identificaram a presenca

de receptores CB2 na microglia ativada na DA.
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2. OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi avaliar a modulacdo gerada pelas drogas que

atuam nos receptores endocanabinoides sobre a microglia na doenca de Alzheimer.

3. MATERIAIS E METODOS

O estudo se tratou de uma revisao integrativa. A estratégia de busca de dados
utilizada contou com estudos obtidos por meio das seguintes bases de dados: Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE/PubMed), Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncia da Saude (LILACS/Bireme) e Google
academic. Os termos utilizados na busca dos artigos foram padronizados pelo medical
subject heading (MESH) e os descritores em ciéncias da saude (DECS). O descritor
(Alzheimer diseases OR AD OR Alzheimer) foi combinado utilizando o operador
booleano AND (cannabinoids OR endocannabinoids) AND (microglia OR microglial
cells) e seus correspondentes respectivos na lingua portuguesa.

A pesquisa foi realizada sem limite de data, e os artigos foram selecionados de
acordo com os seguintes critérios de elegibilidade: Critérios de inclusdo: Somente
artigos que envolvam o uso de canabinoides atuando sob a micréglia na doenca de
Alzheimer fechado na lingua portuguesa ou inglesa. Critérios de exclusao: Artigos de
revisdo ou de tratamento para outras doencas neurodegenerativas. A pesquisa
bibliografica foi realizada por meio de coleta de dados que foram realizadas por dois
revisores. Os titulos dos artigos e resumos foram usados para a triagem dos artigos
recuperados para elegibilidade/exclusédo. O texto completo dos artigos de estudos
potencialmente elegiveis foi acessado para identificar aqueles que atenderam aos

critérios da revisao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Dentre os 178 artigos selecionados, somente 13 estavam de acordo com os
critérios de inclusdo. Os artigos que obedeceram a estes critérios foram analisados e

deles extraidos os dados relevantes para essa pesquisa (FIGURA 6).

Figura 6 Fluxograma de selecao de artigos

REVISAO ORIGINAIS

Fonte: autoria propria.

E importante salientar-se que, em decorréncia da variabilidade de receptores
e moléculas que possam ser utilizadas como alvo de agao, os efeitos resultantes da
interacao entre eles sdo vastos, pois, as agdes nao se limitam apenas nos receptores
canabinoides e/ou enzimas de degradagdo, mas também nos demais receptores
presentes nas ceélulas neuronais e imunes. Assim, é necessario atentar-se para cada
droga de forma individual, bem como compreender o seu alvo de agao.

Estes compostos dividem-se de acordo com: o seu receptor, podendo ser
agonista ou antagonista de CB1 e/ou CB2; e por meio da inibigdo de enzimas
participantes do processo de degradacgao de determinada moléculas.



Tabela 1 — Compostos canabinoides

ALVO DE

CATEGORIA COMPOSTO ACAO EFEITO REFERENCIAS
Modulagao da micréglia;
cop  Receor  Aleielocemoes oo
canabindide . ' M@LLER, 2020)
Alteracdo de resposta
inflamatoria;
. Modulacéo da expressdo  (OTANNI et al.,
Agonistade \\\ 5599,  Receptor de citocinas; 2006; DU et al.,
CBl1eCB2 canabindide o S
Polarizagédo de micrdglia; 2019)
Modulacdo da micréglia;
Receptor Alteragao c'zle'fato'res (FERRISI et al.,
THC N neurotropicos;
canabindide ~ 2021)
Alteracdo de resposta
inflamatoria;
Aumento de migracéo de
microglia;
Receptor Modulacéo de citocinas (ALS(I)—|2,A0MDI,
JWH-133  anabingide ~ Pro-inflamatorias € anti- HASHIESH et
inflamatorias;
~ ~ al., 2021)
Modulacéo da expresséo
de proteina tau;
Aumento da sobrevida
neuronal;
JWH-015 Receptor Polarizagdo de micrdglia;  (FERRISI et al.,
canabindide Modulacéo de citocinas 2021)
pré-infimatérias e anti-
inflamatérias;
Supressao de ROS e
Receptor FERRISI et al.,
Agonista de AM1241 canabirl?()ide Processo ( 2021)
CB2 neuroinflamatério;
Modulacéo de micréglia;
HU-308 Rece.pt,(_)r Modulacéo da expresséo (FERRISI etal,
canabindide N 2021)
de citocinas;
Modulacéo de expresséo
de beta-amiloide;
MDA7 Receptor Modulacéo da expressdo  (FERRISI et al.,
canabindide de citocinas; 2021)
Diminuicdo da expressao
de microglia;
Modulacéo nos canais de
Receptor calcio; (FERRISI et al
CP55,940 -PIo Modulacéo da expresséo "
canabindide de Gitoci , 2021)
e citocinas pro-
inflamatérias;
Antagonista AM630 Receptor Modu?gigrgeoesﬁgrsessao (FERRISI et al.,
de CB2 canabinéide b 2021)

neuroinfimatérios;

24
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Suprimi a expressédo de
MRNA de citocinas pré-

Receptor inflamatérias; (FERRISI et al.,
SR144528 canabinéide  Modulacao de expressao 2021)
de compostos
neuroinflmatorios;
Regulac&o nos canais de
HU-210 Receptor calcio; (OTANNI et al.,
Antagonista NMDA Modulacéo da expresséo 2006)
de Receptor de citocinas;
NMDA
MK801 Receptor Modulacéo da expresséo (KOVACIC et
NMDA de citocinas; al., 2010)
Aumento das
concentracdes de 2-AG;
Inibidor de 371184 Enzima Modulacéo da expresséo (BIEGON;
MAGL MAGL de citocinas; JOSEPH, 1995)
Diminuig&o de depdsito
de peptideo beta-amildide;
Aumento das
Inibidor de URB597 Enzima concentracdes de AEA, (MURPHY et
FAAH FAAH Modulacéo da atividade al., 2012)

da microglia;

Fonte: autoria prépria

4.1 AGONISTA DE RECEPTOR CB1/ CB2
A composi¢cdo do grupo de agonistas de receptor CB1 e CB2 se da pela

presenca das seguintes drogas: Canabidiol (CBD), e WIN 55,212-2.

Dentre os artigos selecionados para a analise especifica dos agonistas de

CB1 e CB2 foram identificados 3 artigos, sendo que a partir deles foi extraido as

informacdes relevantes para a composi¢ao desta pesquisa. Diante disso, os dados

foram dispostos na tabela 2.

Tabela 2 Caracterizagdo da amostra: dados extraidos dos artigos para analise de drogas
agonistas de CB1 e CB2.

Ne REFERENCIA

DROGA

MODELO

CITOCINAS

[controle de
célcio

Microglia

Afivagdo | Migracio

Expressdo de receptores
canabinoides

Pré-inflamatoria (M1) CB1

1 | RAMIREZ et al., 2005

MARTIN-MORENO et
al, 2011

| MARTIN-MORENO et
al, 202

al., 2011

WIN Modelo animal - rates Wistarsp e

55,2122

WIN
55,2122

WIN
55,212-2

| MARTINJVORENO et |

tecido cerebral humano

Culiura de células (N13 e BV2)

Modelo animal - Ratos transgénico

CBD Cultura de células (N13 e BV2)

5A

Fonte: autoria prépria.

Os resultados 1, 2 e 3 compartilham o mesmo tipo de droga utilizada a WIN

55,212-2, porém, as avaliacdes se diferem uma da outra.

Citocinas
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Os estudos 2 e 3 compartiiham em comum um mesmo grupo de pesquisa,
porém os resultados se diferem entre eles, pois o numero 2 evidenciou de forma
parcial a expressao do TNF- a e IL-6, e o resultado 3 ndo promoveu modulacéo sob a
citocinas. Vale salientar que, mesmo com doses diferentes estudo 1: 10 ug/d, e 4: 0.5
mg/kg, pode-se observar a ocorréncia da modulagao na expresséo das citocinas pro-
inflamatorias.

Em relagdo ao estudo 4, pode-se observar que houve a diminuicdo da
expressao da IL-13, porém a expressao do TNF-a ndo obteve 0 mesmo resultado.
Controle de calcio

Nas avaliacbes 4 e 2 observou-se a resposta da microglia em relagdo a
liberacao de 6xido nitrico (NO) e a expressao do calcio, sendo que em relagao ao NO,
pode-se observar que a resposta ocorre de forma indiferente a agao dos canabinoides.
Ja na analise do calcio foi observado diminuicdo das concentra¢des induzida pelo ATP.
Além disso, a administragdo de um antagonista seletivo (SR144528) promoveu a
reversao do efeito gerado pelo WIN 55,212-2 quando submetido sem influéncia de
outras substancias obtendo um p significativo de <0.0001.

Micréglia

A analise 1 evidenciou a prevengao da ativagdo da micréglia mesmo apéds a
administracao de “infusdo” B-amiloide. Além disso, foi possivel observar que houve
atenuacgao da liberagdo de TNF-a.

Quando se analisa os resultados referentes a micréglia, a avaliagdo 2
demonstrou diminuigdo do processo migratorio, e o mesmo foi revertido quando houve
a aplicagcéo de um antagonista seletivo (SR144528), em contrapartida o estudo 3 n&o
alterou a densidade da expressao de microglia nos locais nos quais havia as placas
seniles.

4.2 AGONISTAS DE CB2

Os agonistas de receptor CB2 foram avaliados pelas seguintes drogas: JWH-

133, JWH-015, HU-308, MDA7 e AM1241 (Tabela 3).

Tabela 3 Caracterizagdo da amostra: dados extraidos dos artigos para analise de drogas
agonistas de CB2.



27

Ne REFERENCIA DROGA MODELO Controle de | (yt5cinag Microglia Expressiio de receptores
| | calcio | | canabinoides

Expressio  Migragdo Anti- CB2

| inflamatéria  inflamatoria |
5 RAMIREZ et al. 2005 JWH-133 Modelo animal - ratos Wistar & tecido
cerebral humano

MARTIN-MORENC et al.,

[} 2012 JWWH-133 Ratos fransgénicos com APP
7 RIVAS-SANTISTEBAN et JWHA133 Human embryonic kidney HEK-293T;
al., 2021 - APPSw/Ind fransgenic mice
8 EHRHART ef al, 2005 JWH-015 Murine primary c:ﬁ;:e microglial cells
9  MCCARTHY etal., 2016 JWH-015 Cultura de células (IMG e BV-2)
| 10 | Lletal, 2019 JYWH-01 5_ Modelo animal - Ratos transgénico
MARTIN-MOREMNC et al., Cultura celular do cortex de ratos (célula
| HU-35 | N13 e Bv2) SA
12 WU et al., 2013 MDAT | Modelo animal - Sprague-Dawiley
13 WU et al., 2017 MDAT Modelo animal - Ratos transgénico

14 EL-RAHMAMN et al., 2022 AM1241 Modelo animal - Sprague-Dawiley 1 1
Fonte: autoria propria.

Citocinas

Os trabalhos 5 e 9 utilizaram o mesmo composto o JWH-133, porém as
avaliagdes realizadas foram diferentes, pois, o estudo 9 promoveu atenuagdo da
producdo e liberagdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6), porém as
quantidades continuaram elevadas. Ja no estudo 5, houve apenas diminuigao
expressiva de TNF-a.

Os estudos 8 e 10 compartiiham em comum a utilizagdo da droga JWH-015,
porém, os modelos de estudos e resultados se diferem entre si. Pois, foi identificado
na analise 8 a atenuacédo da expressdo do TNF-a, bem como a redugao de INF-y,
porém neste ultimo o processo ocorreu de forma minima. Ja no artigo 10, houve
aumento da concentragao de citocina anti-inflamatéria Ym1.

Os artigos 12 e 14 utilizaram o mesmo modelo de estudos utilizando animais,
porém as drogas utilizadas se divergem entre si. Enquanto na analise 12 foi utilizada
o MDAY que atenuou as concentracoes de TNF- e IL1-, o estudo 14 usou o AM1241,
analisou a expressao de citocinas pro e anti-inflamatérias, sendo que os resultados
obtidos a partir desta analise identificaram a queda dos indices de TNF- e IL-6, e 0
aumento de IL-4 e IL-10, sendo que todos foram comparados com o grupo controle
que sofreu apenas a indug¢ao para o desenvolvimento da DA.

Controle de calcio

Em relagédo ao controle de calcio, a droga HU-308 n&o exibiu nenhum efeito
associado a diminuigdo ou aumento das concentragdes de calcio.
Micréglia

E importante destacar que todos os estudos que utilizaram agonista de CB2
tiveram resultados significativos em relacao ao processo de modulagao da microéglia.
Sendo que isso pode ser observado pela diminuicdo da expressao da microglia



28

destacado nos artigos 6, 7, 8, 11, 12, 13, e 14, ou a redugao do estado pro-inflamatorio
observado em 5, 9 e 10.

Por conseguinte, o estudo 11 além de utilizar um agonista de receptor CB2
utilizou também um antagonista de receptor CB2, sendo que os resultados obtidos
pela interacdo dos dois foi 0 aumento do efeito migratério da microglia, porém, na
auséncia da droga antagonista, foi possivel observar que o agonista promoveu a
diminui¢ao do processo de migragao da micréglia.

O aumento observado na analise 14 foi relacionado a micréglia em seu estado
anti-inflamatério.

Expressao de receptores canabinoides

Apos a administragdo do B-amiloide'™°, foi possivel identificar que o MDA7
promoveu a diminuicdo da expressao do receptor CB2 comparado com o grupo
controle que recebeu apenas o B-amiloide’™° e induziu 0 aumento da expressao dele.
4.3 ANTAGONISTAS DE CB2

Tabela 4 Caracterizagdo da amostra: dados extraidos dos artigos para analise de drogas
antagonistas de CB2.

Expressio de receptores

N REFERENCIA DROGA MODELO Citocinas  Microglia 5530 de recer
Ativaco CB2
15 WU et al, 2013 AM630 | Modelo animal - Sprague-Dawley
} SR-  Human embryonic kidney HEK-293T:
16 | RIVAS-SANTISTEBAN etal, 2021 |y, 50 APPSwind fransgenic mice

Fonte: autoria propria.

E importante destacar que as drogas categorizadas como antagonistas de
receptor CB2 se diferem das demais (Tabela 4). Isto é em fungédo da expressao de
seus resultados, pois tanto 0o AM630 como o SR-144528 foram submetidos juntamente
com drogas agonistas, a fim de avaliar se a resposta gerada inicialmente foi em fungao
da ativagdo ou nao do receptor canabinoide. Assim, os resultados dispostos nesta
tabela fazem jus ao processo de antagonismo das drogas e consequentemente a
versao dos resultados obtidos por outra droga agonista, que nestes casos o estudo
15 utilizou como agonista MDA7 e o 16 JWH-133.

4.4 ANTAGONISTAS DE NMDA

Tabela 5 Caracterizagdo da amostra: dados extraidos dos artigos para analise de drogas
antagonistas de NMDA.
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Expressdo de receptores

N® REFERENCIA DROGA MODELO Citocinas Micraglia canabinoides

Ativacao CE1

Modelo animal - ratos Wistar e tecido

17 RAMIREZ et al, 2005 HU-210
cerebral humano

Fonte: autoria propria.

E importante ressaltar que os compostos canabinoides ndo agem apenas nos
receptores CB1 e/ou CB2, mas também em outros receptores presentes nas células
neuronais, como receptor NMDA associado ao glutamato (Tabela 5).

Citocinas

O processo de modulacéo da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias pode
ser observado no estudo 17, pois nele foi analisado a influéncia de componentes [3-
amiloides com a administragao do HU-210, sendo que neste caso houve diminuigao
especifica de TNF-a.

Micréglia

Os efeitos identificados na microglia foram relacionados ao processo de
ativacdo. De modo que, o HU-210 foi aplicado no modelo de cultura celular, na qual
obteve como resultado diminuigdo do processo de neurotoxicidade induzido pelo
peptideo B-amiloide®™°, devido a reducao da interacdo destes compostos com a
microglia.

4.5INIBIDOR DE MAGL

Tabela 6 . Caracterizagdo da amostra: dados extraidos dos artigos para analise de drogas
inibidoras da enzima de degradagao MAGL.

M REFERENCIA DROGA MODELO Microglia

Afivagde

15 CHEM et al., 2012 JZL 184 Modelo animal - Ratos transgénico

Fonte: autoria propria.

Apenas um artigo pode ser relacionado ao grupo inibidor da enzima de
degradagdo MAGL (Tabela 6). Diante disto, o estudo 18 avaliou a agdo da droga
JZL184 sob a expressdao da microglia na regido do hipocampo. Sendo que os
resultados obtidos demonstraram diminuigdo da ativagdo da microglia neste local.

4.6INIBIDOR DE FAAH
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Tabela 7 Caracterizagdo da amostra: dados extraidos dos artigos para analise de drogas
inibidoras da enzima de degradagao FAAH.

N REFERENCIA DROGA MODELO Citocinas Micraglia

Pro-inflamatéria

19 GRIECO et al., 2021 URES97 Cultura celular - animal

Fonte: autoria propria.

Assim como os inibidores de MAGL, o grupo de inibidores de FAAH foram
avaliados por apenas um estudo, sendo neste caso a droga analisada foi a URB597
(Tabela 7).

Citocinas

O estudo analisou a expresséao de citocinas tanto pro-inflamatoéria, como anti-
inflamatdrias. E os resultados obtidos demonstraram que a presenga do URB597
promoveu o aumento da IL-10 e TGN-3 comparado com o controle. Em contrapartida,
o grupo que foi tratado apenas com B-amiloide®™* obteve aumento da expressao de
IL-18 e TNF-a quando comparado ao grupo controle.

Micréglia

Em relagcdo a analise do processo de modulagado da micréglia, foi possivel
avaliar que, o URB597 promoveu diminuigdo da expressao da microglia induzida pela
presenca da B-amiloide®*™°. Além da atenuacdo do processo de ativacdo, houve
também a supressédo da migragao das células BV-2. As avaliagdes realizadas neste
modelo de estudo, na qual utilizaram apenas a URB597 ndo obtiveram os mesmos
resultados, pois ndo houve nenhum efeito relacionado ao processo migratério da
microglia.

A alteracao do fendtipo da micrdglia foi avaliada por meio da expressao de
biomarcadores, sendo eles 0 iINOS (M1) e Arg-1 (M2). A administragdo do URB597 na
presenca de (3-amiloide promoveu o aumento do Arg-1 e diminuigdo do iNOS, podendo
assim, compreender a possivel presenga de microglia do tipo M2. Por conseguinte, a
droga promoveu o0 aumento da sobrevida neuronal, devido a diminuigdo do processo

de morte induzida.
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Todas as drogas analisadas promoveram efeito modulatorio sobre a microglia,
porém, elas se diferem em vista do mecanismo/ alvo de agdo e do modelo
experimental.

BENITO et al., 2003 iniciou os estudos demonstrando uma relagdo entre o
sistema endocanabinoide e as células gliais com destaque para a microglia sob a
doenca de Alzheimer. De modo que, a presenga das placas seniles promoveu o
aumento da microglia e esta estava associada com o aumento da expressao do
receptor CB2. Com base neste achado, foi possivel estabelecer novas perspectivas
em relagdo as terapias utilizadas na DA a partir dos canabinoides e o seu uso
direcionado sobre as células microgliais.

O ciclo neuroinflamatério crénico induzido pelo depdsito de placas B-amiloides
promoveu a ativagao excessiva da micréglia e como consequéncia disto, houve o
aumento da sua atividade pro-inflamatério. A atenuacéo deste ciclo inflamatério pode
ser observada nos artigos selecionados para a composi¢céo deste estudo, no qual
demonstraram a diminuigdo do processo de ativagdo da microglia (EL-RAHMAN et al.,
2022; RIVAS-SANTISTEBAN et al., 2021; WU et al., 2017; WU et al., 2013; MARTIN-
MORENO et al., 2012; CHEN et al., 2012; RAMIREZ et al., 2005; EHRHART et al.,
2005), independente do seu alvo de agao, receptores ou enzimas. Porém, foi possivel
observar que grande parte dos estudos foram direcionados a analise do receptor CB2.

Em funcédo disso, 5 drogas diferentes caracterizadas como agonistas de
receptor CB2 foram selecionadas (JWH-015, JWH-133, AM1421, MDA7 e HU-308),
na qual, os efeitos variaram entre expressdo de citocinas inflamatérias e anti-
inflamatorias, alteragbes funcionais na microglia e expressdo de receptores
canabinoides (EL-RAHMAN et al., 2022; RIVAS-SANTISTEBAN et al., 2021; LI et al.,
2019; WU et al., 2017; MCCARTHY et al., 2016; WU et al., 2013; MORENO et al.,
2012; MARTIN-MORENO et al., 2011; MARTIN- RAMIREZ et al., 2005; EHRHART et
al., 2005). As transformacgdes no fenétipo da microglia sustentam a hipotese de que a
mudancga do estado pré-inflamatério para o anti-inflamatério pode ocasionar efeitos
significativos na supressao da cascata neuroinflamatéria. E isso pode ser verificado
no estudo de MA (2015) em que demonstrou que o pré-tratamento com AM1421, em
modelo de cultura celular de microglia N9 esta relacionado com a alteragcéo do estado
M1 para o M2 a partir da modulagdo do receptor CB2. LI (2019) demostraram
resultados na alteragcao do fendtipo M1 para o M2 e aumento da expressao de

citocinas anti-inflamatdrias associada ao processo de supressao massiva da cascata
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neuroinflamatoria induzida pelos peptideos B-amiloide. Esta analise suportou a teoria
que, a compreensao das caracteristicas morfolégicas e funcionais da microglia sob a
doenca de Alzheimer, sustenta a hipotese de que a atenuagdo do fendtipo pré-
inflamatorio pode auxiliar na redugao dos depdsitos de placas seniles, prevenindo a
neurotoxicidade induzida, sendo um mecanismo de retardo minimo da
neurodegeneracdo relacionada a esta célula e a fisiopatologia desta doenga
(CONDELLO et al., 2015; WANG; COLONNA, 2019).

Enquanto os resultados relacionados aos agonistas de CB2 contribuiram com
as caracteristicas modulatoria do processo inflamatério, os estudos em modelo
animal, Sprague Dawley, utilizando antagonistas de CB2, sustentam a hipdtese de
que a ativacao do receptor CB2 é primordial para a geracao do efeito primario, pois
foi observado que a inibicdo deste receptor promoveu a reversao dos efeitos
identificados na presenca de um agonista (WU et al., 2013; RIVAS-SANTISTEBAN et
al., 2021).

O aumento da expressao de receptores canabinoides foram associados a
elevagao da presenca das células microgliais, sendo que esta hipotese foi sustentada
pelo estudo de WU (2013) em que observou um efeito supressério da droga MDA7
sob a expressao da micrdglia e este favorecia com a diminuicdo da presenca dos
receptores canabinoides do tipo 2.

Ao observar a disponibilidade de terapias que possam promover alteragdes
no sistema neuroimunolégico do paciente portador de DA, foi possivel verificar que
estudos demonstraram auséncia de efetividade terapéutica relacionado a aplicagao
de drogas anti-inflamatérias comuns. Pois, uma vez introduzida na pratica clinica, foi
observado que anti-inflamatérios esteroidais e nao esteroidais podem promover a
expressdo exacerbada de efeitos adversos em pacientes com DA, provocando
alteragbes cardiacas, podendo levar a ébito (JATURAPARPOTN et al., 2012). Além
disso, medicamentos utilizados no tratamento de outras patologias demonstraram ter
um potencial alternativo na doenga de Alzheimer, como a metformina, que
clinicamente é aplicado em pacientes portadores de Diabetes mellitus do tipo Il. OU
(2018) demonstrou em modelo animal (APP/PS1 mice), que a aplicagdo de
metformina em ratos pode causar alteragdes na ativagado da micréglia, expressao de
citocinas pro-inflamatérias e melhoria na cognigdo dos animais. A partir disso, é
possivel notar o crescimento de estudos que avaliam um tratamento direcionado a

supressao do processo neuroinflamatério.
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As limitacbes deste estudo levam em consideragdo a auséncia de uma
padronizagao relacionado a metodologia analisada. Em vista disso, é necessario que
se estabelega novas pesquisas, em que padronizem um modelo eficiente, visando
inicialmente a modulagdo por agonistas de CB2, e a partir disto selecionar as
potenciais drogas aprimorando o modelo animal e cultura até chegar nas fases
clinicas em modelo humano, sobre a microglia. Para isso, pode ser necessario que
haja a utilizacdo de marcadores especificos em que possa ser analisada a expressao
da célula e consequentemente mensurar a produgdo de substancias

endocanabinoides.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O presente estudo identificou novos alvos de agéo visando o tratamento da
Doenca de Alzheimer, sendo eles: os receptores canabinoides e as enzimas de
degradacao dos endocanabinoides.

Em vista disso, foi avaliado as a¢des produzidas pelas drogas canabinoides
na promogao da supressao do processo neuroinflamatorio na patogenia do Alzheimer
utilizando como agente modulador as células neuroimunolégica — a micréglia.

Devido a micréglia ser uma célula imunolégica, foi observado que, a ativagéao
do receptor CB2 promoveu resultados significativos, pois este conseguiu promover
efeitos neuromodulatorios tanto na migracédo, expressao, anti-inflamatério e pro-
inflamatoério da micréglia. Juntamente a isto, houve a atenuagdo de citocinas
inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio que auxiliam no processo inflamatorio.

Em virtude disso, € importante notar que as drogas propostas foram eficientes
no tratamento para os modelos apresentados, no entanto, a auséncia de avancgos
nestes testes tornar-se dificil compreender como esses resultados seriam se fossem
aplicados em humanos. Assim, € de suma importancia o avango dos testes para a

fase clinica para a compreensao dos possiveis efeitos gerados.
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