EFEITOS DO CANABIDIOL SOBRE PROTEINAS ENCEFALICAS E NA FREQUENCIA
VENTILATORIA EM TILAPIAS SUBMETIDAS AO ESTRESSE DE CONFINAMENTO
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RESUMO
A saude e o bem-estar sdo fundamentais na aquicultura. Tilapias-do-Nilo tratadas com canabidiol
(CBD) e submetidas ao estresse de confinamento foram avaliadas quanto as proteinas encefalicas e
frequéncia ventilatoria. O estresse promoveu alteragdes de proteinas encefalicas, enquanto a
frequéncia ventilatoria permaneceu estavel. A dose de 5 mg/kg mostrou-se mais promissora, indicando
que os efeitos do CBD dependem da concentragcdo administrada.
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INTRODUCAO

O estresse compromete o bem-estar dos peixes ao alterar a homeostase, sendo
frequentemente desencadeado por praticas comuns na aquicultura, como conten¢do e alta
densidade, que ativam respostas neuroenddcrinas, através da liberagdo de cortisol (Selye,
1936; Araujo, 2023). Em seguida, ocorrem alteracdes fisiologicas, como o aumento dos niveis
de glicose plasmatica, além da ativagdo de respostas celulares ao estresse, incluindo a
expressdo de proteinas de choque térmico (HSPs), especialmente a HSP70, considerada um
importante biomarcador de estresse (Tort et al., 2006). Embora mecanismos adaptativos sejam
ativados, sua persisténcia pode prejudicar o crescimento, imunidade e satde (Ellis et al.,
2002). Nesse contexto, compostos bioativos tém sido investigados como estratégias
mitigadoras do estresse em peixes (Belo et al., 2005). Entre eles, o canabidiol (CBD)
destaca-se por seu potencial modulador do sistema endocanabinoide e efeitos ansioliticos ja
descritos em vertebrados (Iffland & Grotenhermen, 2017). Assim, este estudo avaliou os
efeitos de diferentes concentracdoes de CBD sobre parametros bioquimicos (niveis teciduais de
proteinas totais) e fisioldgicos (frequéncia ventilatoria) em tilapias-do-Nilo submetidas ao
estresse de contengao.

METODOLOGIA

O presente estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
do Instituto Federal do Para (CEUA - IFPA), sob o parecer n° 6791070324.

Apo6s 30 dias de aclimatagdo, as tilapias foram distribuidas em cinco grupos (n=12):
SE (sem estresse), CTR (salina 0,9%) e grupos tratados com CBD nas doses de 5, 15 e 30
mg/kg (Fig 1). Os grupos tratados foram submetidos ao estresse de confinamento.

O paradigma do estresse por conten¢do consistia no confinamento do animal em uma
estrutura opaca de PVC montada dentro do aqudario, permitindo a reducdo do espago em
aproximadamente 10% do volume do aquério original, limitando quase completamente a
movimentac¢do do peixe (Fig 2). Nessa condicao, as tildpias permaneceram por 30 minutos.

Apds o periodo de contengdo, foi realizada a contagem da frequéncia ventilatoria
(FV), com o auxilio de um cronometro. Para calcular a FV, o tempo que o peixe leva para
realizar 20 sucessivos movimentos operculares foi contabilizado. Em seguida, foram
calculados quantos batimentos operculares por minuto (bat/min) cada peixe realizou através
de uma estimativa.

A administra¢do do oleo de canabidiol (100 mg/mL, frasco de 30 mL) foi autorizada
pela ANVISA através da Autorizacdo Especial Simplificada (AEP) para Instituicdo de Ensino



e Pesquisa (SEI/ANVISA - 2673333) e doado pela industria farmacéutica Easelabs
Laboratdrio Farmacéutico Ltda.
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Figura 1 — Esquema representativo do delineamento experimental. Os animais foram distribuidos em cinco
grupos (n=12/grupo). O grupo SE foram peixes sem manipulagdo e sem estresse, para comparagao dos valores
basais. Os outros grupos foram peixes que receberam tratamento apds a indugdo do estresse de confinamento.
Apo6s 30 min de farmacocinética realizou-se a coleta de material para as analises fisiologicas e bioquimicas e
sacrificio dos animais.
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Figura 2 — Esquema experimental. 1. Administragéo i.p da soluggo salina (salina 0,9%) ou diferentes doses de
CBD (5, 15 ou 30 mg/Kg); 2. Farmacocinética, tempo estimado para distribui¢do do fairmaco no organismo; 3.
Teste de contengdo; conforme metodologia adaptada de Camargo-dos-Santos et al. 2022; 4. Contagem da
frequéncia ventilatoria (FV), para calcular batimentos operculares por minuto. Metodologias adaptadas de
Barreto e Volpato, 2004 e Camargo-dos-Santos ef al., 2022.

Apbs a conclusdo dos testes de contencdo e da analise de FV, os animais foram
sacrificados de acordo com normas da CEUA e encaminhados para as analises bioquimicas,
onde foram avaliadas os niveis de proteinas totais no plasma e em regides selecionadas no
cérebro - telencéfalo, teto Optico e cerebelo - conforme as instrugdes do Kit de Proteinas
Totais Doles®, através de espectrofotometria UV-Vis a 550 nm.

Os valores do grupo SE foram comparados ao CTR pelo teste t ndo pareado. Ja os
grupos tratados (CTR vs CBD) foram analisados por ANOVA de 1 via com pos-teste de
Tukey, e as proteinas cerebelares pelo teste de Kruskall-Wallis.



RESULTADOS E DISCUSSOES
Para proteinas plasmaticas, o teste t mostrou que ndo houve diferencas estatisticas
entre os grupos SE e CTR. Para as proteinas teciduais no telencéfalo, teto Optico e cerebelo,

houve diferencas entre os grupos (p < 0,05) (Fig. 3).
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Figura 3 — Média das analises de proteinas totais plasmatica e encefalicas em tilapias que nao foram submetidas
a tratamento e ao protocolo de estresse (SE) e tilapias submetidas ao teste de confinamento e tratada com salina
0,9% (CTR). (A) Proteinas plasmaticas; (B) Proteinas telencéfalo; (C) Proteinas do teto dptico; (D) Proteinas
cerebelo. *indica diferenga estatistica significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo sem estresse (SE), de acordo
com teste de t para amostras independentes.

Na ANOVA para os grupos tratados, a analise das concentragdes de proteinas revelou
que ndo houve diferenga significativa entre os grupos experimentais quanto as proteinas
plasmaticas, no telencéfalo e no cerebelo. Para o teto optico, a ANOVA de uma via indicou
diferenga significativa entre os tratamentos (Fs,« = 6,872), porém esta diferenca ocorreu entre
os grupos CBD 15 mg/kg e CBD 30 mg/kg, que apresentaram valores mais elevados em
comparagao ao grupo CBD 5 mg/kg (CBD-5 vs. CBD-15, t = 4,882, p = 0,0066; CBD-5 vs.
CBD-30, t=6,031, p=0,00006) (Fig. 4).
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Figura 4 — Média das analises de proteinas totais (g/dL) plasmatica e encefalicas em tilapias que foram
submetidas ao paradigma de confinamento, e tratadas com salina 0,09% (CTR) ou CBD 5 mg/Kg, CBD 15
mg/Kg, CBD 30 mg/Kg. (A) Proteinas plasmaticas; (B) Proteinas telencéfalo; (C) Proteinas do teto optico; (D)
Proteinas cerebelo. *indica diferenga estatistica significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo CBD 5 mg/Kg, de
acordo com analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey.

Para a andlise da FV (Tabela 1), o teste t mostrou que ndo houve diferengas
estatisticas entre os grupos SE e CTR.

Tabela 1 — Frequéncia ventilatoria (FV) em tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) que ndo foram submetidas a
tratamento e ao protocolo de estresse (SE) e tilapias submetidas ao teste de confinamento apds exposigdo a dose
salina 0,9% (CTR). Os valores correspondem a média + EPM.

Grupos
Parametro SE CTR

FV (bat/min) 194,98 + 6,70 181,73 + 8,42
A ANOVA também ndo revelou diferenca significativa entre os grupos tratados com

salina e com diferentes doses de CBD (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncia ventilatoria (FV) em tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) que foram submetidas ao
paradigma de confinamento, e tratadas com salina 0,09% (CTR), CBD 5 mg/Kg, CBD 15 mg/Kg ou CBD 30
mg/Kg. Os valores sdo a média = EPM.

Grupos

Parametro CTR CBD-5 CBD-15 CBD-30

FV (bat/min) 181,73 £ 8,42 178,43 £ 8,77 163,58 £ 6,25 163,21 £ 9,47

Observamos que o grupo SE apresentou elevacao de proteinas totais no cerebelo em
compara¢do ao grupo CTR, sugerindo a ativagdo de mecanismos associados-a plasticidade
neural ¢ ao enfrentamento de condi¢des desafiadoras. Embora o cerebelo seja classicamente
relacionado a coordenacdo motora, evidéncias indicam sua participacdo em ajustes
comportamentais frente ao estresse, possivelmente por meio da modulagdo de vias
intracelulares e remodelacdo sinaptica (Rodriguez et al., 2005; Abrahdo et al., 2021). Em
contraste, a FV nao difere entre os grupos SE e CTR, mantendo-se estavel apos 30 minutos do
confinamento. Esse resultado sugere que os animais estressados foram capazes de manter a
homeostase respiratoria sem necessidade de ajustes ventilatorios, possivelmente devido a um
equilibrio entre demanda metabdlica e oferta de oxigénio, ou ainda a baixa intensidade do
estressor, 0 que corrobora parcialmente achados prévios que relatam aumento da FV apenas
em condic¢des de estresse mais pronunciadas (Barreto & Volpato, 2004).

Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de proteinas totais no
cerebelo entre o grupo CTR e os grupos tratados com CBD, indicando auséncia de efeito do
composto sobre essa regido. Ainda assim, tendéncias dose-dependentes sugerem que doses
mais elevadas podem modular a resposta proteica cerebral, possivelmente por meio da
ativacdo do sistema endocanabinoide, que atua de forma ‘“on demand’ na regulagdo da
homeostase neural (Alger & Kim, 2011; Bailone et al., 2022). Esse padrao pode refletir
processos adaptativos, como plasticidade sinédptica e ajustes celulares frente ao estresse. Em
relacdo a FV, também ndo foram detectadas diferencas entre o grupo CTR e os grupos
tratados com CBD, refor¢ando que o protocolo experimental ndo foi suficiente para induzir
alteracdes ventilatorias detectaveis. Considerando que a FV isoladamente pode nao refletir a
intensidade do estressor (Barreto & Volpato, 2004), e que ajustes hematologicos, como o
aumento da hemoglobina, podem compensar a demanda por oxigénio (Martins et al., 2012), a



estabilidade desse parametro sugere manutengdo da homeostase respiratéria mesmo sob
diferentes condi¢des experimentais.

CONSIDERACOES FINAIS

O estresse de contengdo em tilapias-do-Nilo foi capaz de promover alteragdes
bioquimicas nas regides encefilicas, evidenciando respostas especificas no telencéfalo, teto
optico e cerebelo, possivelmente relacionadas a mecanismos de adaptacdo, neuroplasticidade
e protegao celular. Por outro lado, a frequéncia ventilatoria nao apresentou alteragdes
significativas, indicando que esse pardmetro ndo refletiu de forma sensivel as mudancas
fisiologicas desencadeadas pelo estressor nas condi¢des avaliadas.
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