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Efeitos do tratamento cronico com Extrato de Cannabis rico em canabidiol na
modulacdo cardiovascular de ratos com hipertensao renovascular. SOUZA,
R.M.P. Dissertacdo de mestrado, Programa Multicéntrico de Pds-graduagédo em
Ciéncias Fisiologicas, PPGMCF/CBIOTEC/UFPB (2022).

RESUMO

A Cannabis sativa (CS) € um género de plantas que é muito utilizada desde a
antiguidade, atualmente seu uso medicinal é liberado no Brasil, a partir dela s&o
derivados fitocanabindides, como o canabidiol (CBD) que tem efeitos neuroprotetores,
anti-inflamatdrios e antioxidantes. Alguns estudos sugerem que o CBD derivado da
CS possa influenciar o sistema cardiovascular. Neste trabalho foi verificado os efeitos
de um Extrato de Cannabis rico em canabidiol (Ecbd) na modulagéo cardiovascular
de ratos com hipertensao modelo 2R1C. Para isso, foram utilizados protocolos in vivo
com ratos Wistar submetidos a cirurgias 2R1C ou SHAM, que apds quatro semanas
receberam o Ecbd foi administrado por gavagem (2x ao dia, durante duas semanas),
a partir dos seguintes grupos: SHAM, SHAM+Ecbd, 2R1C e 2R1C+Ecbd. Assim apo6s
seis semanas das cirurgias, avaliou-se o efeito do tratamento crénico com Ecbd sobre
a pressao arterial média (PAM, mmHg), frequéncia cardiaca (FC, bpm),
quimiorreflexo, sensibilidade do barorreflexo e atividade autonémica. Os resultados
mostraram que o tratamento com Ecbd promoveu reducdo da PAM dos ratos
2R1C+Ecbd (2R1C+Ecbd: 138,7 + 9,6 vs. 2R1C: 170,8 + 7,5 mmHg) mas nao alterou
a FC dos animais. O tratamento com Ecbd melhorou a sensibilidade do barorreflexo
(2R1C+Ecbd: -2,1 £ 0,1 vs. 2R1C: -1,8 £ 0,06 bpm.mmHg-1), bem como reduziu a
resposta hipotensora induzida pelo bloqueio ganglionar nos animais 2R1C+Ecbd
(2R1C+Ecbd: A-50,0 £ 3,4 vs. 2R1C: A-92,5 + 13,4 mmHg), no entanto ndo houve
alteracdo das respostas cardiovasculares a ativacao do quimiorreflexo periférico.
Nossos estudos sugerem o potencial hipotensor do tratamento com Ecbd em ratos

com hipertensao renovascular modelo 2R1C.

Palavras-chave: Hipertensado secundaria. Canabidiol. Quimiorreflexo. Barorreflexo.
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Effects of treatment on hypertension with Cannabis Extract rich in cannabidiol
cardiovascular modulation with renovascular hypertension. SOUZA, R.M.P.
Masters dissertation, Programa Multicéntrico de Pds-graduacao em Ciéncias
Fisiolégicas, PPGMCF/CBIOTEC/UFPB (2022).

ABSTRACT

Cannabis sativa (CS) is a genus of plants that has been widely used since antiquity,
currently its medicinal use is released in Brazil, from which phytocannabinoids are
derived, such as cannabidiol (CBD), which has neuroprotective, anti-inflammatory and
antioxidant effects. Some studies suggest that CS-derived CBD may influence the
cardiovascular system. In this work, the effects of a Cannabis Extract rich in
cannabidiol (Ecbd) were verified in cardiovascular modulation of rats with model 2K1C
hypertension. For this, in vivo protocols were used with Wistar rats submitted to
surgical 2K1C or SHAM who after four weeks received Ecbd was administered by
gavage (twice a day for two weeks), from the following groups: SHAM, SHAM+Ecbd,
2K1C e 2K1C+Ecbd. Thus, after six weeks of surgery, the effect of chronic treatment
with Ecbd on mean arterial pressure (MAP, mmHg), heart rate (HR, bpm), chemoreflex,
baroreflex sensitivity and autonomic activity was evaluated. The results showed that
the treatment with Ecbd promoted a reduction in the MAP of the rats 2K1C+Echd
(2K1C+Ecbd: 138,7 £ 9,6 vs. 2K1C: 170,8 £ 7,5 mmHg) but did not change the HR of
the animals. Ecbd treatment improved baroreflex sensitivity (2K1C+Ecbd: -2,1 £ 0,1
vs. 2K1C: -1,8 £ 0,06 bpm.mmHg-1), as well as reduced the hypotensive response
induced by the ganglionic block in the animals 2K1C+Ecbd (2K1C+Ecbd: A-50,0 + 3,4
vs. 2K1C: A-92,5 + 13,4 mmHg), however, there was no change in cardiovascular
responses to peripheral chemoreflex activation. Our studies suggest the hypotensive
potential of Ecbd treatment in rats with renovascular hypertension model 2K1C.

KEYWORDS: Secondary hypertension. Cannabidiol. Chemoreflex. Baroreflex.
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1 INTRODUGAO

Cannabis é um género de plantas muita utilizado pelos homens, existem relatos
do seu uso ha cerca de 10.000 anos. Ela pode ser utilizada como fibra, comida, servir
de matéria-prima para a fabricacdo de cordas, tecidos e papeis, além do seu
conhecido uso medicinal e psicoativo (OKAZAKI et al., 2011). Um dos livros chineses
mais antigo do mundo, o "Shennong Ben Cao Jing", contém relato do primeiro uso
medicinal da Cannabis (JIANG et al., 2006). Os relatérios modernos que citam o seu
uso sdo do século XIX, o médico irlandés William Brooke O'Shaughnessy realizou
experimentos e a sugeriu como uma alternativa de tratamento para o tétano e
convulsdo. No entanto, foi s6 apdés a descoberta da estrutura quimica do A9-
tetrahidrocanabinol (A9-THC) que houve avango nos estudos sobre a capacidade
medicinal da planta (MACGILLIVRAY, 2017; ZUARDI, 2006; GAONI e MECHOULAM,
1964).

No Brasil, a utilizagdo de compostos ativos do género Cannabis ainda é
carregada de muitos preconceitos, isso porque até pouco tempo atras, a planta estava
incluida numa lista da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como
substancia entorpecente e/ou psicotrépica, incluindo também, um dos seus principios
ativos conhecidos, o canabidiol (CBD) (ALVES, 2020). No ano de 2014, casos de
criangas com crises epiléticas tratadas com CBD ganharam destaque nacional, apés
entrar em pauta na Justiga, a utilizagdo de extratos medicinais do género Cannabis foi
regulamentada pela ANVISA, através da Resolugdo da Diretoria Colegiada N°
17/2015 e também pelo Conselho Federal de Medicina (CFM), pela Resolugdo CFM
N° 2.113/2014, permitindo a prescricdo médica de CBD para o tratamento de
epilepsias refratarias aos tratamentos convencionais. Atualmente o CBD ja nao consta
na lista de substancia entorpecente e/ou psicotropica da ANVISA (JESUS et al., 2017;
CARVALHO et al., 2020).

Os estudos mostraram que o A9-THC era o principal responsavel pelo efeito
mais conhecido atribuido a planta, o efeito psicoativo, por isso as pesquisas realizadas
nas proximas décadas foram rapidamente direcionadas para sua estrutura quimica,
bioquimica, farmacologia e efeitos clinicos. Quanto ao CBD, os trabalhos mostraram
que embora ele ndo promovesse efeitos psicoativos, possuia importantes efeitos
terapéuticos, os quais incluiam efeito anti-inflamatério, anticonvulsivante,

antioxidante, ansiolitico e antiemético. O CBD também promove protecdo contra
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danos neurologicos (YUCEL et al., 2016; MAROON e BOST, 2018), sugerindo um
efeito de neuroprotecédo (BEALE et al., 2018; CAMPOS et al., 2016).

No estudo com porcos, Garbet et al. (2017) mostrou que o CBD além de gerar
efeitos neuroprotetores apds hipdxia-isquemia perinatal, também acarretou efeitos na
funcao cardiovascular, os animais que receberam 50 mg/kg por via intravenosa (iv) de
CBD apresentaram hipotensao grave, os animais que receberam a dose de 25 mg/kg
iv também evoluiram com hipotensdo sé que em grau menor, € 0s que receberam a
dose de 10 mg/kg iv apresentaram efeitos cardiovasculares mais toleraveis, sendo

assim a menor dose administrada pareceu ser a mais indicada, nessa situagao.

O trabalho com execugao experimental in vivo de Resstel et al., (2009) observou
que uma unica injegao intraperitoneal (ip) de CBD (10 ou 20mg/kg) foi eficaz de reduzir
a resposta pressora e taquicardica induzidas por estimulo estressante hipertensor
(contengdo em um tubo cilindrico) em ratos ndo anestesiados. Além disso, os efeitos
cardiovasculares dos canabindides também podem ser observados com a ativacao
dos receptores canabinoides (rCB) centrais. Estudos de Granjeiro et. al., (2011)
observaram que a microinjegao intracisterna magna de CBD foi eficaz em atenuar o
aumento da presséo arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC) causados pelo
estresse agudo de restrigao.

Os trabalhos citados nos levam a entender que o CBD além dos seus efeitos
neuroprotetores, também pode ser capaz de influenciar o sistema cardiovascular,
principalmente quando consideramos a hipertensao arterial sistémica (HAS), cuja
patogénese é complexa, envolvendo disfungao endotelial, injuria vascular, inflamagao
cronica, liberagao de citocinas pré-inflamatérias (PEETERS et al., 2001; BAUTISTA et
al., 2005; DURST et al., 2007; TANASE et al., 2019), superativagdo do sistema
renina-angiotensina (SRA) (BRAGA et al.,, 2011; CAMPAGNARO et al., 2012), e
desbalango na producédo de mediadores inflamatérios (BATLOUNI, 2001; LIU et al.,
2015).

1.1 GENERO Cannabis E SISTEMA CANABINOIDE

O género de planta Cannabis atualmente é diferenciado em duas principais
subespécies, a sbsp. sativa e a sbsp. indica (STASIKLOWICZ et al., 2021).

Morfologicamente, a C. sativa € mais alta com tronco mais fibroso, enquanto a C.
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indica € menor e de aspecto lenhoso. Em relagdo a fitoquimica, a sbsp. sativa
apresenta maior quantidade de A9-THC do que canabidiol, e a sbsp. indica, o seu
inverso. As subespécies das plantas também diferem em relagao a regido geografica
original, sendo a sativa da Europa e indica na Asia (MCPARTLAND, 2018).
Atualmente, mais de 100 canabindides foram identificados no género de plantas
Cannabis, como o canabigerol (CBG), canabicromeno (CBC), canabidivarina (CBDV)
e canabinol (CBN) e os mais conhecidos devido aos seus efeitos, o A9-THC e o CBD
(NAMDAR et al., 2019) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica dos fitocanabinoide
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Fonte: PELLATI ET AL., 2018.

Para obtencédo dos compostos ativos, a planta é submetida a algumas técnicas
de preparacdo que podem incluir analise quimico-farmacolégica, procedimentos
cromatograficos, testes bioldgicos e modificagdes estruturais (CECHINEL-FILHO;
YUNES, 1998). Para chegar até a forma do A9-THC e do CBD, que sao as formas
acidas do género Cannabis, € preciso submeté-la a descarboxilagdo por altas
temperaturas (RUSSO, 2011). Além disso, existem outros compostos que também

podem ser extraidos da planta, como terpenos, triterpenos, assim como acucares,
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esterdides, acidos graxos, fendis ndo canabinoides, flavondides, fenilpropandides,
alcanos e compostos nitrogenados (BOOTH e BOHLMANN, 2019).

A interagéo dos terpenos e outras substancias junto aos fitocanabindides leva a
uma potencializagao dos seus efeitos, conhecido por “efeito entourage” ou “efeito de
comitiva”, descrito pela primeira vez por Mechoulam e Ben-Shabat no final do século
XX (FERBER et al.,, 2020; BEN-SHABAT et al., 1998). Existe uma ligagdo
fitocanabindides-terpendides, os terpendides sdo os principais metabdlitos
secundarios encontrados em Oleos essenciais, no género Cannabis sao encontrados
trés tipos de terpenos/terpendides que sdao os monoterpenos, sesquiterpenos e
diterpenos (SOMMANO et al., 2020). A combinagado dos metabdlitos secundarios
encontrados nos fitocanabindides podem operar de forma conjunta com o sistema
endocanabindide, indicando que em algumas situagdes, as plantas com todos os seus
compostos, podem ser mais eficazes do que um ativo natural isolado a partir delas
(RUSSO, 2011), assim como € evidenciado em alguns estudos (CARLINI et al., 1974;
RYAN et al., 2006; WILKINSON et al., 2003).

Os receptores para os canabindides sao acoplados a proteina G (GPCR), com
dois subtipos, o receptor canabindide tipo 1 (rCB1) e o tipo 2 (rCB2). O rCB1 é mais
expresso no SNC: no cortex, cerebelo, hipocampo, hipotalamo e géanglios basais,
regides importantes para o controle de fun¢gdes motoras, cognitivas, emocionais e
sensoriais, ao contrario do rCB2, que pode ser encontrado principalmente no tecido
linféide (bacgo, tonsilas, timo, linfocitos, mondcitos e mastdcitos) e na microglia. A
ativacao dos rCB depende da proteina Gi/o, sua ativacdo leva a inativagao do
adenilato ciclase (AC) e consequentemente inativacdo da via de fosforilagdo da
proteina quinase A (PKA) ou a estimulagao da proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK), isso leva a regulagdo da expressédo de genes. Também, a estimulagéo do
receptor de proteina Gi/o pode promover a inibicdo de canais de calcio ativados por
voltagem (VGCC) e estimulac&o dos canais de K+ retificadores (GIRK), com isso ha
hiperpolarizagdo da membrana e consequentemente inibicdo da liberagdo de
neurotransmissores (Figura 2). O tipo de ligante € quem vai determinar a via ativada
pelo receptor. Os rCB2 também s&o vinculados a proteina Gi/, mas néo sao ligados
aos canais de célcio ativados por voltagem, acredita-se que sua ativagdo possa
contribuir para a inibigdo da proliferagao de linfocitos T derivada de canabindides,
além de influenciar a secregao de citocinas pro-inflamatdrias e a atividade de linfécitos
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B (DI MARZO, BIFULCO e DE PETROCELLIS, 2004; CUNHA et al., 2011; HOWLETT
et al., 2002).

Figura 2 — Ativagéo do receptor canabindide
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Fonte: DI MARZO, BIFULCO e DE PETROCELLIS, 2004. Tragcos com seta
indicam a ativagéo e sem seta indicam inibicdo. ATP: Trifosfato de adenosina.
cAMP: Adenosina monofosfato ciclica.

Paralelamente a descoberta dos receptores canabindides, foram reconhecidas
duas substancias endogenas produzidas a partir da metabolizagdo do acido
araquidénico (AA) na membrana plasmatica e que eram capazes de estimular os rCB,
sao eles, a aN-araquidonoiletanolamina (ANANDAMIDA/AEA) isolada do cérebro de
porco e a 2-araquidonoilglicerol (2-AG) isolado do intestino de cdes (DEVANE et al.
1992; MECHOULAM et al. 1995) (Figura 3). Sendo assim, os canabindides passaram
a ser classificados como enddgenos (chamados Endocanabindides, como a
anandamida e o 2-araquidonoilglicerol) e exdgenos (chamados Fitocanabindides
isolados da Cannabis, como o CBD e A9-THC) (CUNHA et al., 2011).
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Figura 3 — Estrutura quimica dos endocanabinoides

CHs

Fonte: HALL, 2019. A: aN-araquidonoiletanolamina. B: 2-
araquidonoilglicerol.

Canabindides endégenos sao produzidos a partir de terminais pos-sinapticos
apos ativagcao neural (Figura 4). O 2-AG é biossintetizado a partir do diacilglicerol
(DAG) pela diacilglicerol lipase-a (DAGLa), e a anandamida é sintetizada a partir do
N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE) por fosfolipase D especifica de NAPE (NAPE-
PLD). Os endocanabindides, especialmente o 2-AG, atravessam a membrana celular
e alcangam de forma retrograda os rCB nos terminais pré-sinapticos. Com os rCB
ativados, ha a inibicdo da liberacdo de neurotransmissores devido a inativacao dos
canais de calcio. O 2-AG também pode ativar rCB localizados nos astrdcitos,
ocasionando a liberagao de glutamato. O 2-AG livre na fenda sinaptica € captado nos
terminais pré-sinapticos, e degradado em AA e glicerol pela monoacilglicerol lipase
(MAGL). Ja a anandamida sintetizada no terminal pds-sinaptico, ativa o rCB
intracelular e outros receptores, como a subfamilia V do canal de cations de potencial
receptor transiente 1 (TRPV1). A amida hidrolase de &cidos graxos (FAAH) é
encontrada principalmente nos terminais pds-sinapticos e é responsavel pela
degradacéo de AEA em AA e etanolamina (EtNH2) (ZOU e KUMAR, 2018).
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Figura 4 — Sinalizagdo endocanabindide retrégrada
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Fonte: ZOU e KUMAR, 2018. Setas finas indicam processo enzimatico.
setas grossas indicam translocagdo. Trago indica inibigdo. CB1R:
Receptor canabinéide tipo 1. NAPE-PLD: Fosfolipase D especifica de
NAPE. NAPE: N-acil-fosfatidiletanolamina. AEA: Anandamida. AA:
Acido araquidénico. Glycerol: Glicerol. MAGL: Monoacilglicerol lipase.
2-AG: 2-araquidonoilglicerol. NT: Inibigdo do neurotransmissor. DAG:
Diacilglicerol. DAGLa: Diacilglicerol lipase-a. EtNH,: Etanolamina.
Astrocyte: Astrocitos. Postsynaptic terminal: Terminal pds-sinaptico.
FAAH: Amida hidrolase de acidos graxos.

O CBD tem estrutura quimica parecida com o A9-THC, porém, sao diferentes
quanto as propriedades farmacolégicas (BURSTEIN, 2015). O CBD ¢ lipofilico e tem
pouca biodisponibilidade oral, se liga a proteinas e se dissemina rapidamente para
orgaos vitais, demais sistemas e tecidos, podendo ser armazenado no tecido adiposo,
se ingerido de forma crénica (SAMANTA, 2019). O indice de absor¢ado do CBD é

modificavel, enzimas hepaticas realizam a primeira metabolizacdo, depois da
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hidroxilacao ele se transforma em 7-hidroxi CBD passando por outra metabolizacao
hepatica e eliminagédo por meio das fezes (PERUCCA e BIALER, 2020).

O CBD ¢é um agonista inverso do rCB2, assim, sua agao leva a supressao da
atividade intrinseca (ténica) do receptor. Além disso, ele também & um modulador
alostérico negativo do rCB1, apresentando afinidade pelo sitio alostérico do receptor
e inibindo a sua atividade (THOMAS et al., 2007; LAPRAIRIE et al., 2015; ROSE;
GOLAN, 2015; CONN; CHRISTOPOULOQOS; LINDSLEY, 2009). Em preparagdes de
membrana com a presen¢a da FAAH, o CBD foi capaz de inibir a degradagéo de AEA
(WATANABE et al., 1996), apesar desse efeito ocorrer em altas concentragdes de uM,
acredita-se que o principal efeito do CBD é a sua fungao indireta canabinomimética,
j@ que a sua administragdo exoégena tende a aumentar a concentragdo de
canabinoides endogenos (LEISHMAN et al., 2018; LEWEKE et al., 2012).

Adicionalmente, a acao agonista do CBD foi encontrada em diversos receptores
como o potencial receptor transitério da subfamilia da anquirina membro 1 (TRPA1) e
membros da subfamilia vaniloide 1-4 (TRPV1-4), receptor y ativado por proliferador
de peroxissoma (PPARy) e como agonista parcial dos receptores acoplados a
proteina G orfa - GPR18 e dos receptores 5-HT1A e 5-HT2A da serotonina (KICMAN
e TOCZEK, 2020).

Uma vez conhecendo os mecanismos endocanabindides, alguns estudos
buscaram analisar se o0 sistema endocanabindide poderia exercer efeitos
cardiovasculares. Os estudos mostraram que a administracdo iv em bolus de
anandamida (1-57 pmol/kg) promoveu uma complexa resposta cardiovascular trifasica
(Figura 5) (VARGA et al., 1995; LAKE et al. 1997; MALINOWSKA; KWOLEK;
KWOLEK et al., 2005; ZAKRZESKA et al., 2010). Primeiro, a resposta foi uma
bradicardia rapida com reducdo transiente na PA associada a reducdo da
contratilidade e aumento da resisténcia periférica total, em seguida foi observada uma
breve resposta pressora (até aproximadamente 30-60s) correlacionada a um aumento
da contratilidade e fluxo sanguineo na artéria mesentérica e renal, a terceira resposta
foi uma prolongada hipotenséo (com duragao de até 10 min.) acompanhada por um
aumento da frequéncia cardiaca (FC) e resisténcia periférica (MALINOWSKA,
BARANOWSKA-KUCZKO e SCHILIKER, 2012). O padrao de respostas encontrado
indica que esse sistema possui mecanismos multiplos e complexos para a modulagao

cardiovascular.
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Figura 5 - Resposta cardiovascular trifasica pela inje¢éo iv de anandamida
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Fonte: MALINOWSKA,
BARANOWSKA-KUCZKO e
SCHILIKER, 2012. Padrdo de resposta
a injegdo i.v de anandamida em ratos
anestesiados. Diastolic blood pressure:
Presséo sanguinea diastdlica.
Mesenteric blood flow: Fluxo sanguineo
mesentérico. Heart rate: Frequéncia
cardiaca.

Com isso, diversos grupos se interessaram em avaliar o potencial terapéutico

para a hipertensao dos fitocanabindides, em especial 0 A9-THC e 0 CBD (LAKE et al.,
1997; STANLEY, HIND e O’'SULLIVAN, 2013). Entretanto, embora o A9-THC tenha
efeito hipotensor Nahas et al., (1972) observaram desenvolvimento de tolerancia aos
efeitos hipotensivos de 5 para 25 mg/kg de A°>-THC administrado por via oral em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) durante o tratamento de 9 dias. Dessa forma, o
CBD parece ser 0 mais indicado para avaliacao do efeito hipotensor, uma vez que é
livre de efeitos neurocomportamentais e aparentemente ndo induz a tolerancia ou
possui efeito psicotropico (ADAMS et al., 1977; HAYAKAWA et al., 2007).
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Estudos também tém mostrado o efeito anti-oxidante do CBD, o qual promove
aumento na expressdao do RNAm da superoxido dismutase (uma importante enzima
anti-oxidante que neutraliza os radicais livres), reduz a produgéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e reduz a ativagao da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e da éxido nitrico
sintase induzida (iINOS) (duas enzimas ligadas ao processo inflamatério) no cérebro
de animais com doengas neurodegenerativas (GARCIA- ARENCIBIA et al., 2007;
CASTILLO et al., 2010).

Em modelos de doencgas cardiovasculares, Durst et al., (2007) observaram que
o tratamento com CBD ip (5mg/kg) por 7 dias além de reduzir o tamanho do infarto e
preservar a fracao de encurtamento, também reduziu a inflamacao, o infiltrado de
leucdcitos no miocardio e os niveis da citocina interleucina-6 (IL-6) em ratos infartados
seguidos de reperfusdo. Além disto, estudos de Walsh et al., (2010) também
observaram que o tratamento crénico de 11 dias com CBD ip (20 mg/kg) promoveu
reducdo da disfuncdo cardiaca, associada a reducdo da inflamacdo e estresse
oxidativo em camundongos com cardiopatia diabética do tipo I. Em conjunto, esses
dados mostram que o tratamento in vivo com CBD, além de melhorar o perfil
inflamatério nas doengas neurodegenerativas, também exerce efeito cardioprotetor
que pode estar relacionado a sua acao direta no coracao, vasos ou via mecanismos

anti-inflamatorios e antioxidantes.

1.2 MODULAGAO DA PRESSAO ARTERIAL

O fluxo sanguineo e a pressao arterial sucedem a partir da contragédo do
ventriculo esquerdo e por meio do estiramento da aorta e demais artérias. Apesar do
volume sanguineo ser basicamente constante, consumo de liquidos e alimentos
durante o dia geram discretos aumentos no volume sanguineo (WOLFF et al. 2016).
Com isso, a modulacdao da PA acontece de modo a manter a homeostase do
organismo em diferentes situagdes, o que pode ser feito através de mecanismos
neurais e hormonais, de curto e médio prazo ou mecanismos a longo prazo, a partir
do controle renal (MARCAS, 2012).

O barorreflexo modula a PA diante de suas alteragcbes, através de ajustes
neurais (GUYENET, 2006). Receptores mecanicos estéo localizados no arco aortico

e seio carotideo (na camada adventicia dessas artérias) detectam mudangas na
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pressdo sanguinea por meio do estiramento e distensao das artérias, a partir disso,
inicia-se uma resposta do tipo retroalimentagdo (Figura 6). Os barorreceptores
aorticos e carotideos tém canais iGnicos mecanossensiveis a modificagdo da PA,
pequenas mudancas nos niveis pressoricos sdo capazes de estimular esses
receptores e gerar uma resposta reflexa, a qual através dos nervos vago e
glossofaringeo enviam sinais ao centro integrador do sistema nervoso central (SNC);
o nucleo do trato solitario (NTS) localizado na regiao dorsal do bulbo (ANDRESEN,
1994; SVED; GORDON, 1994).

Figura 6 — Mecanismo de regulagao central da PA e FC.
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Fonte: FEHER, 2012. Sinal positivo: Ativagdo. Sinal negativo:
Inibigdo. SA node: N6 sinoatrial. NTS: Nucleo do trato solitario.
CLVM: nucleo caudal ventrolateral do bulbo. RVLM: regido
rostral ventrolateral do bulbo.  Nucleus ambigus: Nucleo
ambiguo. Vagal efferents: Eferentes vagais. Sympathetic
ganglion: Ganglio simpatico.

As informagbdes dos nervos vago e glossofaringeo, estimulam duas vias
diferentes a partir do NTS, a via parassimpato-excitatéria e a via simpato-inibitéria. Na
via parassimpato-excitatoria, a partir do nucleo motor dorsal do vago, os neurdnios do
NTS influenciam, com suas projegcdes, o nucleo ambiguo (NA) que dispde de
neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos. Na via simpato-inibitéria, os neurénios

do NTS projetam-se para a regido vasodepressora da medula, o nucleo caudal
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ventrolateral do bulbo (CVLM) ativando neurdnios GABAérgicos que tém projecdes
inibitérias para a regido pressora da medula, a regido rostral ventrolateral do bulbo
(RVLM), promovendo entdo reducéo da atividade simpatica (MAGALHAES, 1980;
CORREA et al., 2008; COLOMBARI et al., 2001; BOTELHO-ONO et al., 2011; BRAGA
et al., 2012).

A regulagado a curto prazo da pressao arterial também envolve a ativagao de
receptores periféricos quimicos, os quimiorreceptores cujas aferéncias estimulam o
nucleo do trato solitario e sdo ativados em situagdes de hipoxia (WADE et al., 1970;
LUGLIANI et al., 1971). Quando ativado, o quimiorreflexo promove bradicardia,
hipertensdo, taquipneia e aumento da locomogéao, assemelhando-se a um ataque de
panico. Assim, o quimiorreflexo periférico gera complexas e multiplas respostas
cardiovasculares e respiratérias (CAMPAGNOLE-SANTOS e HAIBARA, 2001;
BATISTA et al., 2017).

Em relagdo a regulagcéo a longo prazo da PA, o sistema renal tem um papel
principal através da ativagdo do sistema renina-angiotensina (SRA) e regulagéo do
volume extracelular. Nesse sistema acontece varias reagcdes enzima-substrato que
formam hormdnios indispensaveis para a regulagcéo da fungéo cardiovascular. Os rins,
quando expostos a alguns estimulos como: aumento da atividade simpatica renal (1),
reducdo da perfusdo das arteriolas aferentes (Il) e hipovolemia e/ou menor
concentracao de Na+ nas células da macula densa (lll), sintetizam e liberam a enzima
renina, que € responsavel pela catalisagédo do angiotensinogénio em angiotensina |
(Ang-l), logo esse decapeptideo sera catalisado em um octapeptideo, a angiotensina
II (Ang-Il), pela enzima conversora de angiotensina (ECA) presente no endotélio
pulmonar, assim como em outras regides (coragéo e rim) (Figura 7) (KURTZ, 2011;
LAVOIE e SIGMUND, 2003).
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Figura 7 — Esquema da formagéo da Ang Il e seus efeitos

Angiotensinogénio
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- Aumento da atividade simpatica e vasoconstrigao
- Liberagdo de vasopressina
- Estimulo da sensacdo de sede

Fonte: Adaptado de FEITOSA, 2001 e LUZ, 2022. ECA: Enzima conversora de
angiotensina.

A Ang-ll esta presente e tem agdes importantes na vasculatura, rins, glandula
adrenal, coragao e cérebro, ela desenvolve suas acdes a partir do seu do receptor de
Angiotensina tipo 1 (AT1,) (LI et al., 2019; MILLER e ARNOLD, 2019). O AT1,é um
receptor acoplado a proteina Gg/11, que age pelo segundo mensageiro, quando
ativado pela ligagcédo da Ang I, a enzima fosfolipase C (PLC) passa a sua forma ativa
e realiza a hidrolise do bifosfato de Inositol (PIP2) em trifosfato de Inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG), ambos sdo responsaveis pelo aumento de calcio intracelular
através dos canais de calcio dependentes da proteina cinase C (PKC) (HORWITZ e
WEBB, 2003).

Mesmo que a Ang-ll circulante ndo seja capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE), ela pode ser formada no SNC (HIROOKA et al., 2013). A
Ang-ll periférica pode atuar no SNC através dos seus receptores localizados em areas
desprovidas de BHE, tal como o érgéo subfornical (SFO), area postrema, eminéncia
mediana e orgao vascular da lamina terminal (OVLT). Através de um mecanismo
denominado “de novo”, a Ang-Il periférica estimula a produgédo central de Ang II,
sobretudo através do eixo SFO-OVLT-PVN-RVLM (YOUNG e DAVISSON, 2015).
Atividades exacerbadas da Ang-Il no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e
RVLM promove simpatoexcitagdo em ratos hipertensos por ativar vias imunoldgicas e

induz o estresse oxidativo através da ativacdo do AT1: que resulta em ativacao
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glutamatérgica e inibicdo de interneurénios GABAérgicos, participando da ativagéo de
neurdnios pré-simpaticos que aumentam a atividade do sistema simpatico e resultam
na elevagéo da PA (NAVAR et al., 1998; MARTINEZ-MALDONADO, 1991).

Além disso, o aumento crbnico da Ang-Il plasmatica também pode promover
aumento da permeabilidade da BHE, possibilitando o acesso direto da Ang Il ao NTS,
RVLM e PVN, em um outro eixo no qual a Ang-ll circulante pode influenciar
diretamente os ndcleos bulbares e hipotaldmicos envolvidos no controle
cardiovascular e que podem ser responsaveis pela manutencao/desenvolvimento da
hipertensédo “neurogénica” (STERN et al., 2016; BIANCARDI et al., 2014; BRAGA et
al., 2011; OLIVEIRA-SALES et al., 2008; MELO et al., 2019).

1.3 EPIDEMIOLOGIA E TRATAMENTO DA HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € um dos acometimentos circulatérios mais
prevalentes e é continuamente relacionada a alteragées metabdlicas que podem gerar
maior risco para o aparecimento de doengas cardiovasculares nocivas e lesbes de
diversos 6érgéos alvos. A vista disso, as doengas crénicas ndo transmissiveis (DCNT)
sdo a maior causa de morbimortalidade (63%) de todo o mundo (RIBEIRO; PLAVNIK,
2007; MALTA et al., 2017). No Brasil as DCNT tém ganhado cada vez mais atenc&o
uma vez que representam cerca de 72% do total de mortes, e dentre elas, a HAS é a
causa mais recorrente, que mesmo sendo uma doenga facil de diagnosticar, ainda
tem baixas taxas de controle (DUNCAN et al., 2012; SUPIYEV et al., 2017; CHOW et
al., 2013).

A fisiopatologia da HAS é bastante complexa e inclui diversos mecanismos, como
disfungdo do musculo liso vascular com prejuizo endotelial, estresse oxidativo,
hiperatividade do sistema simpatico e alteragdo no funcionamento do sistema renina
angiotensina (KLIMCZAK; JAZDZEWSKI; KUCH, 2017). H4 uma atividade periférica
do SRA, como também uma atividade central, que contribui para a instalacdo da
hipertensdo. Os receptores de Ang Il estdo presentes em grande quantidade em
neurbnios pré-ganglionares, ganglios, terminagdes nervosas e em regides
regulatérias cerebrais, a Ang Il estimula respostas vasoconstritoras, a partir do
estimulo da liberagdo pré-sinaptica de norepinefrina e epinefrina em nervos
simpaticos, favorecendo a transmissao ganglionar simpatica (AVERILL; DIZ, 2000;
REID, 1992).
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A pesquisa de Lobo et al. (2017) estudou a tendéncia temporal da HAS no Brasil,
desde o século XX que o pais tem vivenciado um processo de transicdo demogréfica,
epidemioldgica e social e um dos efeitos disso € o aumento da expectativa de vida. O
envelhecimento dos brasileiros também gerou um aumento expressivo das doengas
cardiovasculares, para os autores do estudo, ha uma relacdo entre o aumento da
idade e o aparecimento da HAS. Segundo Costa et al. (2016) e Andrade et al. (2015),
cerca de 50% da populacao idosa brasileira é hipertensa.

A Sociedade Brasileira de Cardiologia através das Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo (2020) aponta alguns fatores de risco para o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares, como a obesidade, sedentarismo, consumo excessivo de
alcool, tabaco e exposicao ao estresse, podem ser alvo de intervencdes terapéuticas
nao convencionais, nas quais estao sendo investigadas atualmente, sédo elas: padroes
alimentares saudaveis, controle do peso corporal, pratica regular de atividade fisica,
exercicios de respiragao lenta/guiada juntamente com o controle do estresse.

No entanto, algumas vezes € necessario a utilizacdo adicional de tratamento
farmacolodgico. O tratamento precisar ser individual, embasado nas caracteristicas dos
farmacos e na singularidade do individuo, se ha a presenga de doengas associadas e
lesdes de érgaos-alvo, bem como na condigdo social e econémica. As cinco principais
classes de farmacos anti-hipertensivos utilizadas s&o: diuréticos (DIU), bloqueadores
dos canais de calcio (BCC), inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA),
bloqueadores dos receptores da angiotensina Il (BRA) e betabloqueadores (BB)
(Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2020).

Geralmente o tratamento medicamentoso para HAS é iniciado com monoterapia,
mas se houver necessidade pode haver a combinagao de farmacos (Figura 8). A
monoterapia € utilizada em pacientes com risco cardiovascular baixo. Ja a
combinagdo de medicamentos anti-hipertensivos € uma estratégia preferencial para
grande parte dos hipertensos, o farmaco deve ser associado com outro de mecanismo
de acao diferente, e se ainda assim houver persisténcia de niveis pressoéricos
elevados deve ser adicionado outro medicamento até que o controle da PA seja
atingido. No entanto, sabe-se que, o uso de mais de um farmaco aumenta o risco de
efeitos adversos no usuario (ZHAO et al., 2020; WHELTON et al., 2017; MALACHIAS
et al., 2016; MANCIA et al., 2019; LAW et al., 2003; WANG et al., 2019).
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Figura 8 — Tratamento medicamentoso para HAS
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Fonte: Adaptado de diretrizes brasileiras de Hipertenséo
arterial, 2020.

Nesse tipo de situacao, produtos naturais podem ter um papel imprescindivel.
Inclusive a Food and Drug Administration aprovou inumeros compostos para tratar
doencas humanas, e em relacdo ao tratamento para HAS, 82 compostos foram
aprovados (NEWMANN e CRAGG, 2020). Sendo assim, o uso de compostos naturais
pode ser uma alternativa ao uso de combinagdes de classes de medicamentos, como

acontece na HAS.

1.3 MODELO DE HIPERTENSAO RENOVASCULAR

A hipertensdo renovascular (HRV) clinica € uma condigdo secundaria HAS,
causada por displasia fiboromuscular ou ainda doenca arterial ateroscleroética da artéria
renal, sendo esta a principal, cerca de 90% (KUMRAL et al.,, 2016; RODRIGUES,
2019). Geralmente, a placa de ateroma que provoca a estenose da artéria renal tem
inicio na artéria aorta (SCARIN, 2004). Praxedes (2002) enfatiza que a HRV é uma
condigdo clinica subdiagnosticada quando se leva em consideragado avaliagbes
fundamentadas em exames de necrépsia, arteriografia periférica e angiografia
coronariana, é apontado que 25 a 30% dos casos de estenose da artéria renal nao

foram diagnosticados com bases clinicas.
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Em 1934, o patologista Harry Goldblatt propds um modelo experimental para
estudar a HRV, onde um clipe de prata é inserido em uma das artérias renais, o
modelo 2 rins 1 clipe (2R1C) (GOLDBLATT et al., 1934; PIJACKA et al., 2016). A
insercao do clipe leva a uma redugao do suprimento sanguineo renal, ocasionando
um quadro hipertensivo (FAZAN-JR; DIAS-SILVA; SALGADO, 2001). Alguns
mecanismos estao relacionados com a patogénese da hipertensdo nesse modelo,
como hiperatividade do SRA, seus efeitos periféricos promovem aumento da
vasoconstricdo, maior reabsorgdo de sddio e dgua e estimulo comportamental da
sede; seus efeitos centrais levam a elevacao da atividade simpatica, disfuncdo do
barorreflexo e aumento sistémico do estresse oxidativo (OLIVEIRA-SALES, 2016;
MARTINEZ-MALDONADO, 1991; LERMAN et al., 2005).

Séao diferenciadas trés fases no modelo de hipertensdo 2R1C: aguda (quatro
semanas apos a clipagem), transitéria (de cinco a oito semanas da clipagem) e crénica
(a partir de nove semanas apos a clipagem). Na primeira fase desse modelo, o que
estabelece a elevagao dos niveis pressoricos € a Ang Il (que estd com expressao
elevada somente nos primeiros 20 a 25 dias). Na segunda e terceira fase, os valores
de renina e Ang Il se normalizam, e os valores pressoéricos continuam elevados, esses
mecanismos ainda ndo sdo completamente esclarecidos (BARTOSIEWICZ et al.,
2017; PLOTH, 1983; ZIMMERMAN; ROBERTSON; JACKSON, 1987).

No modelo animal de hipertensdo 2R1C em ratos, foi encontrada maior expressao
do mRNA de ATir e NADPH oxidase no RVLM e PVN, em relagdo ao seu grupo
controle (OLIVEIRA-SALES, 2009). A Ang-ll promove elevagdo na producdo de
superoxidos mediados pela NADPH oxidases, onde suas isoformas (NADPH oxidase
2 e NADPH oxidase 4) estimulam efeitos pressores no cérebro (BRAGA et al., 2011).
Assim, a presenga de Ang-Il em nucleos centrais (SFO-PVN-RVLM) é um mecanismo
chave para desenvolvimento e manutencao da hipertensao porque ela pode ativar vias
de sinalizagdo de ROS, o que pode promover a simpatoexcitacdo e consequente
aumento da PA.

Baltatu et al. (2000) estudou a relevancia do SRA cerebral na indugdo da
hipertensao arterial- Ang-1l dependente. Um total de 15 ratos adultos foram avaliados,
0s animais receberam por meio de uma bomba osmética de infusédo, implantada na
regiao retroescapular, doses de Ang-ll, durante 7 dias (1pL/h), promovendo um
aumento gradual na pressao arterial sistolica. Com isso, foi possivel observar que para

o aparecimento da hipertensdo induzida pela Ang-Il, deve-se em parte a agdo do SRA
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no cérebro, isso porque & provavel que o sistema nervoso central receba sinais da

Ang-ll periférica por meio dos 6rgaos circumventriculares.

1.4 Hipétese

A nossa hipotese é que o fitocanabindide, canabidiol, na condicdo da hipertensao
arterial possa melhorar a fungdo vasomotora, a sensibilidade do barorreflexo e a
atividade autonémica. O nosso objetivo foi avaliar o efeito do tratamento crénico com
um Extrato de Cannabis rico em canabidiol (Ecbd) sobre os parametros
cardiovasculares de ratos Wistar normotensos e com hipertensao modelo 2R1C por

meio de abordagens in vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial terapéutico do tratamento crénico oral com extrato de
Cannabis rico em canabidiol (Ecbd) na modulagdo cardiovascular de ratos com

hipertenséo renovascular (modelo 2R1C).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do tratamento crénico oral do Ecbd (20 mg extrato de Cannabis
spp e 0,2% de tetrahidrocanabidinol - THC) em ratos normotensos e ratos hipertensos
2R1C sobre:

e 0s parametros cardiovasculares basais como pressao arterial média (PAM,

mmHg) e a frequéncia cardiaca (FC, bpm);

e as respostas cardiovasculares a ativacao do quimiorreflexo periférico induzido

por cianeto de potassio (KCN 40 pg/mL);

e as respostas cardiovasculares a ativacao do barorreflexo induzido por

fenilefrina (PHE 8ug/kg) e nitropussiato de sddio (NPS 25 ug/kg);

e as respostas cardiovasculares a injecdo do hexameténio (30 mg/kg -

bloqueador ganglionar).
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3. MATERIAS E METODOS

3.1DROGAS UTILIZADAS

Foram utilizadas as seguintes substancias: Heparina— 10% (Parinex ®5000 U.l/mL
- Laboratdério Hipolabor Brasil) (FLOR et al., 2018); Cloridrato de cetamina - 75 mg/Kg
(Quetamina ® Laboratério — Vetnil, Brasil) (FLOR et al., 2018); Xilazina — 10mg/Kg
(Dopaser - Laboratério Calier, Espanha) (FLOR et al., 2018); Cianeto de Potassio —
40ug/Kg (KCN) para avaliar a ativagao do quimiorreflexo; Cloridrato de L (-) fenilefrina
—8ug/Kg (FEN) e nitroprussiato de sédio — 25 ug/Kg (NPS) para avaliar a sensibilidade
do barorreflexo (CARVALHO-GALVAO et al., 2019); Hexametdnio — 30 mg/kg (HEXA)
para avaliar a influéncia simpatovagal. Todos obtidos da Sigma-Aldrich ®, Sdo Paulo-
Brasil.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, pesando cerca de 180-250g, naturais da unidade de
producdo animal do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM).
Os animais foram mantidos, durante os experimentos, no biotério do Laboratério de
Controle Neural da Circulagao e Hipertensao arterial (LACONCHA) da Universidade
Federal da Paraiba — UFPB, uma sala com temperatura de 21 £ 1 °C e com ciclo claro-
escuro de 12 horas (luzes acesas das 6 as 18h), com acesso a agua e ragao “ad-
libitum” (Labina®, Purina). O estudo foi iniciado apds a aprovagao pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA N° 5531250320—
UFPB).

3.3 CIRURGIA 2R1C PARA A INDUGAO DA HIPERTENSAO RENOVASCULAR

A indugdo da hipertensdo renovascular foi realizada conforme descrito em
estudos anteriores de nosso laboratério (CAVALCANTI et al.,, 2016; CARVALHO-
GALVAO et al., 2019). Antes da realizagéo da cirurgia os animais foram anestesiados
com uma mistura de cetamina e xiazina (0,2: 0,1 vv, 0,4 ml/100g, ip). Foi realizada

uma incisao na regiao mais inferior do dorso para a visualizagéo e identificagdo da
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artéria renal direita. Um clipe de prata em forma de U (abertura com 0,2 mm de largura)
foi posicionado ao redor da artéria renal para diminuir o fluxo sanguineo renal (Figura
9). Apdés o posicionamento do clipe, a musculatura e a pele dos animais foram
suturadas com fio de sutura fino. O mesmo procedimento foi realizado com os animais
controle cirurgico (SHAM), exceto o clipe inserido na artéria renal direita. Logo apos,
foi administrado 0,1 ml/100g (intramuscular) de Pentabiético Veterinario de amplo
espectro (Associacao de penicilina e estreptomicina 1.200.000 Ul, Fort Dodge,
Campinas, SP, Brasil] e Flunixin [(Banamine 2,2 mg/kg, sc.), Schering Arado, SP,
Brasil]. Os animais foram mantidos em caixas até o desenvolvimento da hipertensao,

onde em seguida receberam o tratamento, durante 2 semanas.

Figura 9 — Esquema do procedimento cirurgico para inser¢ao do clipe de prata
na artéria renal
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Fonte: MENDES-JUNIOR et al., 2013.

3.4 DILUIGAO DO Ecbd

O Ecbd foi doado pela Associacado Brasileira de Apoio Cannabis Esperanca —
ABRACE (Tabela 1). Apresentado na forma de 6leo em Broad Spectrum, de cor
amarelada. Utilizamos a dose de 20 mg/Kg [(0,1 mI/100 mg)] (RESSTEL et al., 2009),

a qual foi administrada diariamente durante 14 dias (2 semanas), duas vezes ao dia
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(em um intervalo médio de 6h), via gavagem entre a 42 e 6% semana apds a cirurgia

2R1C. Para o veiculo, foi utilizada a solugao de salina (0,9%, NaCl).

Tabela 1 — Composi¢ao do 6leo de Extrato integral do género Cannabis (Broad Spectrum)

Quantidade (Por mililitro)
Extrato de Cannabis spp. rico em CBD 20 mg
Tetrahidrocanabidiol <0,2%
Veiculo g.s.q

Fonte: ABRACE, 2022. Elaborado pela autora, 2021.

3.5 CATETERIZAGAO DA ARTERIA E DA VEIA FEMORAL PARA O REGISTRO
DIRETO DAS VARIAVEIS CARDIOVASCULARES

A cateterizagédo da artéria e veia foi realizada um dia antes dos experimentos
para a obtengcdo dos registros cardiovasculares (Figura 10). Os cateteres foram
confeccionados a partir de tubos de polietileno [PE-10 Clay Adams, Parsippany, NJ,
EUA (5 cm para a artéria e 3 cm para a veia)], soldadas a outro tubo de polietileno PE-
50 de aproximadamente 18 cm. Antes de iniciar a cateterizagdo, os cateteres foram
preenchidos com solugéo fisioldgica [salina (0,9%)] e obstruidos com pino de metal
(Extremidade livre do PE-50). Apds a anestesia com a mistura de cetamina e xilazina
(75 e 10 mg/kg, respectivamente, ip) e somente apds a auséncia de reflexos dos
membros inferiores e da cornea foi iniciada a cirurgia, foi realizada uma pequena
incisdo na regido inguinal, em seguida, separando a musculatura, foi localizado o feixe
vasculo-nervoso femoral. A artéria e veia femorais foram dissecadas e isoladas para
posterior insercao e fixacao do cateter. As extremidades livres dos cateteres foram
dirigidas subcutaneamente com o auxilio de um trocater para a cintura escapular,
onde foram cuidadosamente exteriorizados e fixados com linha de sutura fina. Logo
apos, foi administrado o analgésico Flunixin [(Banamine 2,2 mg/kg, sc.), Schering
Arado, SP, Brasil].



50

Figura 10 — Esquema da implantagdo dos cateteres vasculares

A SAE

Fonte: MENDES-JUNIOR et al., 2013. A: Local de inserc&o dos cateteres. B: Exteriorizacdo dos
cateteres na regiao dorsal dos animais.

3.6 REGISTRO DIRETO E SIMULTANEO DA PA (mmHg) E FC (bpm)

No dia seguinte a cateterizagcdo da arterial e veia femoral, com os animais sem
o efeito da anestesia e com livre movimentacao na caixa, a canula da artéria femoral
foi heparinizada e conectada a um transdutor de pressao (MLT 0380, AD-Instruments,
NSW, Australia) (Figura 11). O sinal foi entdo transferido para um amplificador (Bridge
Amp, ML221, ADInstruments, NSW, Australia) e deste para o computador no qual se
encontra instalado o software “Power Lab” (Power Lab, AD-Instruments, NSW,
Australia) para aquisigao e analise dos sinais. Sendo assim, a pressao arterial pulsatil
(PAP, mmHg) foi medida de forma direta, enquanto a pressao arterial média (PAM,
mmHg) e a frequéncia cardiaca (FC, bpm) foram derivadas por meio de um
biotacémetro digital acionado a partir dos pulsos de presséo arterial. O cateter da veia
femoral foi preenchido com solugao fisiolégica de salina (0,9%, NaCl) e apdés 30

minutos de estabilizagcdo, foram aferidos os valores da PAP e PAM (mmHg) e FC
(bpm).
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Figura 11 — Representagéo dos instrumentos utilizados para aquisicédo de dados
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Fonte: PENITENTE, 2006. A: Transdutor da pressdo arterial. B: Amplificador analégico. C:
Conversor analégico digital.

3.7 EUTANASIA

Ao final da abordagem, os animais receberam uma dose anestésica, uma
mistura de cetamina e xilazina (75 e 10 m/kg, respectivamente, ip) e apds a auséncia
de reflexos foram eutanasiados por decapitagdo em guilhotina adequada para
roedores, com laminas em ago Inox 420 com cerca de 200 mm de altura (Bonther,
Monte Alegre, Ribeirdo Preto, SP). Os rins foram dissecados e pesados para
confirmagao da isquemia renal direita nos animais submetidos a cirurgia 2R1C. Os
residuos bioldgicos foram acomodados em sacos apropriados e descartados no
freezer do Biotério do IPeFarM.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrédo da média (MEAN £
EPM) e foram analisados pelo ANOVA One Way, seguido pelo pds-teste de Tukey. A
diferenga entre as médias foi considerada significativa quando p<0,05. Os dados
foram analisados e plotados em graficos por meio do programa GraphPad Prism
verséo 6.1.
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3.9 DESIGN EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 4 grupos distintos, sendo eles: SHAM,
SHAM+Ecbd, 2R1C e 2R1C+Ecbd. Apds quatro semanas das cirurgias 2R1C ou
SHAM (ltem 3.3), foi iniciado o tratamento por via oral (gavagem), que durou duas
semanas (14 dias/ 2x ao dia). No 13° dia de tratamento, os animais foram submetidos
a cirurgia para cateterizagao da artéria e veia femoral (Item 3.5) e apdés um periodo de
24h, na 62 semana do protocolo experimental, depois das ultimas administracdes do
tratamento, os animais passaram pelo protocolo de registro cardiovascular (ltem 3.6)
(Figura 12).

3.9.1. Avaliagcao do quimiorreflexo, barorreflexo e atividade simpatica nos
animais

Apds a ambientagdo e estabilizagdo dos parametros cardiovasculares (x 30
min.), os farmacos foram injetados na veia no intervalo de 15 minutos: cianeto de
potassio (KCN, 40ug/kg) para ativagao do quimiorreflexo, cloridrato de L (-) fenilefrina
(FEN, 8 ug/kg) e nitroprussiato de sodio (NPS, 25 ug/kg) para avaliagdo do
barorreflexo (pelo método de Oxford — Modificado, conforme destrito por CARVALHO-
GALVAO et al., 2019) e Hexameténio (HEXA, 30 mg/kg) para avaliagédo ganglionar.
Apds o registro, os animais foram eutanasiados (ltem 3.7) e os rins foram removidos
e pesados para a avaliagéo da isquemia renal direita nos animais submetidos a cirugia
2R1C (Figura 12).



Figura 12 — Esquema temporal do protocolo experimental
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Fonte: Adaptado de MENDES-JUNIOR et al., 2013.
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4 RESULTADOS

41 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM Ecbd EM RATOS
NORMOTENSOS E HIPERTENSOS SOBRE A VARIAGAO DO PESO CORPORAL
E RENAL

A variagao dos pesos corporais e renais (Ag) antes e apds o tratamento com
ECcrp dos animais estao descritos na tabela 2. Pode-se observar que houve reducao
na variagédo do peso corporal (Ag) dos animais 2R1C comparado ao grupo SHAM
(2R1C: 122,8 £ 5,9 vs. SHAM: 149,6 + 8,4 g, p = 0,003). Também observamos que o
grupo SHAM+Ecbd apresentou uma redugdo na variagdo de peso quando
comparados aos animais SHAM (SHAM+Ecbd: 80,5 + 11,27 vs. SHAM: 149,6 + 8,4 g,
p = 0,001). E quando comparado os grupos hipertensos, € possivel verificar que os
animais tratados com Ecbd também apresentaram menor variacdo do peso corporal
(2R1C+Ecbd: 82,9 + 10,2 vs. 2R1C: 122,8 £ 5,9 g, p = 0,01).

A analise do peso renal mostrou atrofia do rim direito clipado em ambos os
grupos hipertensos (2R1C: 5,7 £ 0,3 vs SHAM: 4,2 + 0,07 g, p = 0,001) e (2R1C+Echbd:
4,9 +0,2vs. SHAM: 4,2 + 0,07 g, p = 0,01), evidenciada pela redugao do peso do rim
direito (g) e da razdo entre o rim direito/peso corporal (mg/g) em relagédo ao grupo
SHAM. O rim contralateral esquerdo (ndo-clipado) de ambos os grupos 2R1C+Ecbd
(Direito: 1,3 £ 0,05 vs. Esquerdo: 1,5 £ 0,05, p = 0,046) e 2R1C (Direito: 1,4 £ 0,07 vs.
Esquerdo: 1,6 £ 0,07, p = 0,04) ndo desenvolveu hipertrofia (Tabela 2).
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Tabela 2 - Variagédo dos pesos corporais (A g) e a média dos pesos renais nos diferentes grupos

Grupos A Peso Rim Rim Rim Rim direito

corporal | esquerdo | direito | esquerdo/peso | clipado/peso
(9) (9) clipado corporal corporal
(9) (mg/g) (mglg)

SHAM 1496 + 1,6 + 1,7+ 4,3 + 0,07 4,4 +0,1%

(n=6) 8,4* 0,03 | 0,06%

SHAM+Ecbd | 80,5 1,4+ 14+ 49+0,2 44 +0,2

(n=6) 11,27 0,04 0,51

2R1C 122,8 + 1,6 + 14+ 57+0,3 3,6+0,9

(n=6) 5,9* 0,07 | 0,07

2R1C+Ecbd | 82,9 + 1,5+ 1,3+ 5+£0,1 4+0,3

(n=8) 10,2 | 0,05 | 0,05

Fonte: Elaborado pela autora, 2021. Peso corporal: Onde: * (p < 0,05 vs. SHAM). # (p <
0,05 vs. 2R1C). Peso renal: Onde: # (p < 0,05 vs. 2R1C), *(p < 0,05 vs. 2R1C+Ecbd). A
andlise entre os grupos foi feita pelo ANOVA One-Way seguida do pos-teste de Tukey.
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4.2 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM Ecbd SOBRE OS PARAMETROS
CARDIOVASCULARES BASAIS EM RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Os painéis A-B da figura 13 mostram os valores basais da PAM [(mmHg) figura
13A] e da FC [(bpm) figura 13B] dos diferentes grupos analisados. Podemos observar
que houve aumento na PAM basal (mmHg) nos animais 2R1C [(2R1C: 170,8 £ 7,53
vs. SHAM: 124,1 £ 8 mmHg, p = 0,03) (figura 13A)]. Na sequéncia, observamos que
embora o tratamento com o Ecbd n&o tenha promovido alteragdes significativas na
PAM do grupo SHAM (SHAM+Ecbd: 110,8 + 2,46 vs. SHAM: 124,1 + 8,0 mmHg, p =
0,14), mostrou-se eficaz em reduzir a PAM dos animais 2R1C [(2R1C+ Ecbd: 138,7 +
9,61 vs. 2R1C: 170,8 £ 7,53 mmHg, p = 0,03) (figura 13A)].

N&o observamos alteragdes significativas na FC basal dos animais 2R1C
[(2R1C: 364,3 + 20,08 vs. SHAM: 361,7 + 21,73 bpm, p = 0,93) (figura 13B)]. Também
nao observamos alteragdes na FC induzidas pelo tratamento com Ecbd nos animais
SHAM [(SHAM+ Ecbd: 350,8 + 16,82 vs. SHAM: 361,7 £ 21,73 bpm, p = 0,69) (figura
13B)], tampouco nos animais 2R1C [(2R1C+ Ecbd: 381,8 + 15,41 vs 2R1C: 364,3 +
20,08 bpm, p = 0,49) (figura 13B)].



Figura 13 — Presséo arterial média basal (Painel A) e Frequéncia cardiaca basal (Painel B)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021. SHAM (n = 6), 2R1C (n= 6), SHAM+Ecbd (n = 6),
2R1C+Ecbd (n = 8). Onde * (p < 0,05 vs. SHAM), # (p < 0,05 vs. 2R1C). A diferenga
entre os grupos foi analisada por Anova One-Way seguida do pos-teste de Tukey.
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4.3 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM Ecbd SOBRE A RESPOSTA NO
CONTROLE AUTONOMICO EM RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

A figura 14 mostra os efeitos do tratamento com Ecbd sobre o controle
autonémico da presséao arterial por meio da resposta promovida pela inje¢céo iv de
hexametonio [HEXA; 30 mg/kg iv (A; mmHg)] nos diferentes grupos analisados.
Podemos observar que houve uma maior diminui¢gado dos valores da pressao arterial
meédia (mmHg) induzida pela injecdo iv de HEXA nos animais 2R1C quando
comparados os animais SHAM (2R1C: A-92,5 £ 13,04 vs. SHAM: A-46,02 + 1,62, p =
0,01). Na sequéncia, observamos que embora o tratamento com o Ecbd néo tenha
promovido reducdo na resposta pressorica induzida pelo HEXA no grupo SHAM
(SHAM+Ecbd: A-49,42 + 5,904 vs. SHAM: A-46,02 + 1,62 mmHg, p = 0,62), foi eficaz
em promover uma redugao da pressao arterial no grupo hipertenso (2R1C+Ecbd: A-
50 + 3,47, 2R1C: A-92,5 + 13,04, p = 0,018).

Figura 14 - Variagao da presséo arterial promovida pela inje¢ao iv de hexameténio
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021. SHAM (n = 5), SHAM+Ecbd (n = 6), 2R1C (n= 6),
2R1C+Ecbd (n = 7). Onde * (p < 0,05 vs, SHAM) e # (p < 0,05 vs. 2R1C). A diferencga
entre os grupos foi analisada por Anova One-Way seguida do pos-teste de Tukey.
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4.4 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM Ecbd SOBRE A AVALIAGAO DA
SENSIBILIDADE DO BARORREFLEXO EM RATOS NORMOTENSOS E
HIPERTENSOS

A figura 15 mostra os valores da sensibilidade do barorreflexo (SBR;
bpm.mmHg') nos diferentes grupos analisados. Podemos observar que houve
reducdo da SBR (bpm.mmHg™) nos animais 2R1C (2R1C: -1,81 + 0,06 vs. SHAM: -
3,83 + 0,11 bpm.mmHg™", p = 0,0007). Na sequéncia, observamos que embora o
tratamento com o Ecbd ndo tenha promovido alteragées na SBR no grupo SHAM
(SHAM+Ecbd: -3,97 + 0,23 vs. SHAM: -3,83 + 0,11 bpm.mmHg™", p = 0,62), foi eficaz
em melhorar a SBR nos animais 2R1C (2R1C+Ecbd: -2,17 £ 0,12 vs. 2R1C: -1,81 £
0,06 bpm.mmHg™, p = 0,011).

Figura 15 - indice de sensibilidade do barorreflexo
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021. SHAM (n = 5), SHAM+Ecbd (n = 3), 2R1C (n= 11),
2R1C+Ecbd (n = 8). Onde: * (p <0,05 vs. SHAM), # (p < 0,05 vs. 2R1C). A diferenga entre os
grupos foi analisada por Anova One-Way seguida do pés-teste de Tukey.
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4.5 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM Ecbd SOBRE A RESPOSTA
QUIIORREFLEXA EM RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Os painéis A-B da figura 16 mostram os valores basais da PAM (mmHg) antes
e apos a injegao de cianeto de potassio (KCN) [(40ug/0,1ml, iv) figura 16A] e a
variagcdo da resposta a ativagdo do quimiorreflexo periférico [(A; mmHg) figura 16B]
dos diferentes grupos analisados.

Observamos que houve um aumento pressor significativo em todos os grupos
apos a ativagao do quimiorreflexo com KCN iv nos animais: SHAM (Apds: 184 + 9,36
vs Antes: 125 + 7,13 mmHg, p = 0,0005), SHAM+ Ecbd (Apds: 161 + 6,02 mmHg vs.
Antes: 108 + 4,13 mmHg, p = 0,0001), 2R1C (Apods: 209,2 + 13,36 vs. Antes: 169 +
8,3 mmHg, p = 0,028), 2R1C+Ecbd (Apds: 209,8 + 15,90 vs. Antes: 152 + 13,06
mmHg, p =0,014). No entanto, embora o KCN tenha promovido um aumento da PAM
basal por meio da hipdxia citotdxica nos animais, quando analisamos a variacao
pressora (A; mmHg), observamos que nao houve diferengas nas alteragbes pressoras
nos animais 2R1C vs. SHAM [(2R1C: A47,2 £ 4,3 vs. SHAM: A59,9 + 10,5 mmHg, p
= 0,32) Figura 16B]. Assim, como n&o houve alteragdes significativas na resposta
pressora quimiorreflexa induzidas pelo tratamento com Ecbd nos animais SHAM
[(SHAM+Ecbd: A53,1 £ 6,4 vs. SHAM: A59,9 + 10,5 mmHg, p = 0,59) (figura 16B)] ou
2R1C [(2R1C+Ecbd: A57,7 + 5,5 vs. 2R1C: 47,2 + 4,3 mmHg, p = 0,2) (figura 16B)].



Figura 16 — Ativagcéo do quimiorreflexo periférico com cianeto de potassio
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021. Painel A: Média das pressdes arteriais médias basais
(PAM, mmHg dos animais antes (barras brancas) e apds a ativagcdo do quimiorreflexo
periférico com injegéo iv de cianeto de potassio (KCN 40/0,01 ml) (barras pretas). Painel B:
Variagdo da PAM e [(A, mmHg) dos animais SHAM (n=6), 2R1C (n=6), SHAM+Ecbd (n=6),
2R1C+Echd (n=8) apds a ativagao do quimiorreflexo periférico com injegao iv de cianeto de
potassio (KCN 40/0,1 ml). Onde * (p < 0,05 vs. PAM basal). A diferenca entre os grupos foi
analisada por Anova One-Way seguida do pés-teste de Tukey.



Discussao



64

5 DISCUSSAO

O extrato de Cannabis utilizado em nosso estudo é considerado um odleo
essencial (OE). OE é caracterizado como substéncia de origem vegetal adquirida a
partir de plantas aromaticas ou de pericarpos de frutos citricos, formado por estruturas
de terpenos, componentes fendlicos e componentes nitrogenados (SIMOES e
SPITZER, 1999). Utilizamos um éleo em broad spectrum, devido a presenga do CBD
ser o composto mais presente do 6leo (ABRACE, 2022), os achados desse trabalho
podem ser atribuidos principalmente a ele, entretanto, a presenca de outros
compostos como metabdlitos secundarios da planta pode influenciar nesses

resultados.

Nesse trabalho foi utilizada a hipertensdo experimental modelo 2R1C que
promove uma reducao da perfusdo do renal devido a presenca do clipe de prata na
artéria renal, isso leva a redugao da taxa de filtragao glomerular. Ao decorrer das fases
(aguda, transitéria e crénica) do modelo experimental de hipertensao, ha uma redugao
da massa do rim isquémico relacionada a uma hipertrofia do rim ndo clipado, que foi
observado nos animais hipertensos do estudo. A reducio da perfusao renal promove
uma hiperatividade do SRA, elevacdo dos niveis circulatérios de renina e Ang I,
vasoconstricdo, aumento do estresse oxidativo, desenvolvendo elevagao da presséao
arterial (MARTINEZ-MALDONADO, 1991).

E mostrado, de forma inédita, neste trabalho que o tratamento oral crénico (14
dias) com um Extrato de Cannabis rico em Canabidiol foi capaz de modular a fungao
cardiovascular de animais com hipertensdo 2R1C, bem como reduzir o ganho de peso
corporal dos grupos tratados. Os dados apontam que esse extrato exerce atividade
anti-hipertensiva, juntamente com a melhora da sensibilidade do barorreflexo, o que

parece estar relacionado com a reducao do ténus simpatico.
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5.1 ANALISE DO TRATAMENTO CRONICO COM Ecbd NO GANHO DE PESO
CORPORAL DE RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Nossos resultados mostraram que os animais tratados cronicamente com o
Ecbd apresentaram uma redugdo significativa no ganho de peso corporal
(2R1C+Ecbd e SHAM+Ecbd). Alguns estudos colaboram com os nossos achados,
mostrando que o tratamento cronico com CBD, até mesmo por outra via de
administragéo, diferente da nossa, promove redu¢cdo do ganho de peso em ratos
(SANTIAGO et al., 2019; IGNATOWSKA-JANKOWSKA; JANKOWSKI; SWIERGIE,
2011; BIS-HUMBERT; GARCIA-CABRIEZO; GARCIA-FUSTER, 2020).

Ignatowska-Jankowska, Jankowski e Swiergiel (2011) mostraram que os ratos
Wistar tratados durante 14 dias com CBD (ip) apresentaram menor peso corporal que
os demais animais do estudo. Além disso, o tratamento crénico com CBD (30 dias, ip)
promoveu reducdo do ganho de peso em animais com diabetes induzida por
estreptozotocina (SANTIAGO et al., 2019) e em animais adultos saudaveis apos o
estimulo de estresse, isso com a maior dose administrada (30 mg/kg, ip, durante 7
dias) (BIS-HUMBERT, GARCIA-CABRIEZO e GARCIA-FUSTER, 2020).

Entretanto diferente do que foi encontrado em nossos resultados, o trabalho de
Krebs et al. (2021) que avaliou o efeito do consumo de restolho de cdnhamo na
digestibilidade de nutrientes em ovelhas, mostrou que houve aumento do peso vivo
dos animais e que o consumo de um género da Cannabis ndo provocou efeitos
adversos na digestibilidade. Também no estudo de Kaplan et al. (2021), com
camundongos no periodo da adolescéncia (25 a 45 dias), foi verificado que a
administragédo crénica de canabidiol (20 mg/kg, ip, duas vezes/dia, durante 21 dias)
provocou aumento do peso corporal dos animais machos e redu¢cao do mesmo
parametro em fémeas, para os autores, essa diferenca ndo se mostrou especifica do
sexo, nem pode ser relacionada a dieta dos animais, uma vez que essa nao foi

quantificada.

O consumo alimentar tem influéncia na microbiota intestinal (HEIMAN;
GREENWAY, 2016). O intestino tem micro-organismos importantes na protegao,
desenvolvimento da imunidade e mucosa intestinal e também nas fung¢des estruturais

e metabdlicas (MISHRA; DUBEY, 2016). Além disso, as alimentagbes ricas em
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gorduras e proteinas animais tendem a promover a produgcdo de &cidos biliares
hepaticos (ROBERFROID et al., 2010). Sendo assim, é primordial levar em
consideracao a apresentacao do extrato utilizado nesse trabalho, que foi em forma de
6leo, podendo contribuir para a reducdo da sensacdo de fome, interferindo
diretamente na reducdo do peso corporal. Trabalhos utilizando outros compostos
naturais, mas na forma de 6leo, mostraram que os animais também apresentaram
reducdo de peso corporal, tanto no tratamento com 6leo de Salvia hispanica L.
(GOMES, 2019), como no tratamento com éleo de Nigella sativa (ELSEWEIDY et al.,

2018), assim como o que aconteceu nos nossos dados.

Possivelmente, a reducdo do peso corporal pode ser devido ao fato que
gorduras e acidos graxos presentes no ileo diminuem o esvaziamento gastrico e
aumentam o tempo de transito alimentar, levando a maior sensagao de saciedade
(LIEVERSE et al., 1994; VAN CITTERS e LIN, 1999). Além disso, a presenga de
nutrientes no intestino delgado, leva a um mecanismo de retroalimentacédo negativa,
reduzindo a motilidade e secregdo gastrointestinal (MALJAARS, PETERS e
MASCLEE, 2008; HEER, 2012; REBELLO et al., 2012).

A partir dos nossos resultados, podemos entender que a depender do tempo
de tratamento, dose do canabidiol ou modelo animal e/ou experimental, o CBD pode
promover perda, ganho ou até mesmo a nao alteragdo do peso (CARVALHO et al.,
2018; GALL et al., 2020).

5.2 POTENCIAL HIPOTENSOR E VASODILATADOR DO TRATAMENTO
CRONICO COM Ecbd EM RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Sabe-se que o CBD possui potencial terapéutico em diversos processos
patologicos de carater inflamatério, como a diabetes, acometimentos gastrointestinais
e doengas cardiovasculares, incluindo a hipertensédo (PISANTI et al., 2017; WEISS et
al., 2009; EL-REMESSY et al., 2006; MARTINEZ et al., 2020; PEDZINSKA-BETIUK
et al., 2020), corroborando com esses estudos, o tratamento oral crénico com ECcep
utilizado no nosso trabalho também foi efetivo em reduzir a PAM basal dos animais
com hipertensao renovascular (2R1C), sugerindo de fato, uma ag¢éo hipotensora do

canabidiol.
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Além disso, nossos resultados mostraram que o Ecbd ndao promove alteracoes
significativas na PAM de ratos normotensos, concordando com o estudo de
Remiszewski et al. (2020), em que o tratamento com CBD (10 mg/kg, ip, duas
semanas) nao alterou a PAS, PAD e FC em ratos normotensos e hipertensos, no
entanto, foi capaz de reduzir o estresse oxidativo cardiaco e plasmatico. E importante
destacar que existem algumas diferengas entre o estudo citado e o nosso trabalho;
em nosso estudo a dose utilizada foi maior, a via de administragao foi diferente, como
também o modelo de hipertensdo experimental.

Utilizamos o modelo experimental 2R1C, no qual a hipertensao depende do
aumento dos niveis circulantes de renina e Ang Il, a partir de uma restricdo do fluxo
na artéria renal, semelhante a hipertensédo arterial secundaria no homem, ja no
trabalho de Remiszewski et al. (2020) foi utilizado dois modelos de hipertenséo
experimental diferentes, o modelo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) em
que os animais comegam a desenvolver hipertensao arterial espontaneamente a partir
da 72 a 152 semana de vida e é semelhante a hipertensao arterial essencial no homem,
o outro modelo foi o DOCA-SAL, em que os animais recebem administracao crbnica
de acetato de desoxicorticosterona (DOCA) associada a ingestédo de sal (NaCl), com
isso ha uma retengdo importante de sédio e agua, com aumento da volemia e
desenvolvimento de uma hipertensdo severa (FAZAN-JUNIOR; SILVA; SALGADO,
2001).

De acordo com os nossos dados, os estudos de Resstel et al. (2009) mostraram
que ratos tratados com CBD apresentaram reducao dos parametros cardiovasculares
(APAM e AFC, mmHg) quando submetidos ao estresse, para eles existem duas
possibilidades, a primeira um comportamento ansiolitico e a segunda, um efeito
amnésico, considerando que o medo ativa areas cerebrais importantes como o nucleo
accumbens, hipotalamo e cortex pré-frontal. Concordando com as hipoteses dos
autores, os estudos de Lemos, Resstel e Guimardes (2010) apontam que o CBD
reduziu a expressao da proteina Fos no cértex pré-frontal, em regides pré-limbicas e
infralimbicas.

Em relagdo a agdo do CBD no SNC, ha a expressao de rCB1 no lado luminal
da BHE e nos astrocitos, microglia e pericitos (TANG et al., 2016; CHEN et al., 2017).
HloZek et al. (2017) indicam que a biodisponibilidade de canabindides no tecido
cerebral é de trés a seis vezes maior quando administrado por via oral do que quando

administrado por inalagdo, o que pode explicar os efeitos da ingestdo oral de
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Cannabis, corroborando com os nossos dados em que o tratamento oral com Ecbd
promoveu reducao PAM de ratos hipertensos.

Além disso, na condigao de hipertensao arterial ha alteragdo do fluxo sanguineo
cerebral e trocas incomuns pela BHE mais permedavel, nessas condigdes (FLEGAL-
MOTA et al., 2009; ZHANG et al., 2010), também ha aumento do estresse oxidativo
na vasculatura periférica e cerebral, ocasionando uma simpatoexcitagao (OLIVEIRA-
SALES et al., 2009), todavia, ja € comprovado que tratamentos antioxidantes diversos
(Vitamina C, nitrato inorganico e borneol), foram eficazes em diminuir a hiperatividade
simpatica em animais com hipertensdo 2R1C (NISHI et al., 2010; GUIMARAES et al.,
2019; LUZ et al., 2022), se assemelhando com os nossos resultados, em que o ECcagp,
promoveu reducdo da PAM de ratos hipertensos 2R1C. Estudos preliminares do
nosso laboratério, mostram que o tratamento com CBD promove reducdo da
expressao de espécies reativas de oxigénio na artéria mesentérica de ratos
hipertensos 2R1C (FLOR et al., 2021 - ndo publicados).

E preciso ressaltar que o sistema endocanabindide é fundamental para a o
controle da homeostase e que o fitocanabindide CBD é considerado um composto
antioxidante devido a sua capacidade de reduzir o estado oxidativo evitando a
formagao de radicais superoxidos, xantina oxidase (OX) e NADPH oxidase (NOX1 e
NOX2) (ATALAY, JAROCKA-KARPOWICZ e SKRZYDLEWSKA, 2020), seu papel
antioxidante se inicia a nivel de transcrigao de proteinas, ativando o fator transcricional
sensivel a redox, o fator relacionado ao eritréide nuclear 2 (Nrf2) (JUKNAT et al.,
2013), sendo o Nrf2 o agente responsavel pela transcricdo de genes citoprotetores,
incluindo genes antioxidantes (VOMUND et al., 2017).

Os estudos de Giménez et al. (2021) investigaram os efeitos da anandamida
nanoformulada (nf-AEA) em ratos SHR e normotensos, o tratamento de quatro
semanas (1x/semana, 5 mg/kg, ip), resultou em reducédo de marcadores inflamatérios
como WT-1, AT1r e das enzimas iNOS, bem como maior expressao de das proteinas
de choque térmico (Hsp70), para os autores, o endocanabinoide (nanoformulado),
pode equilibrar a inflamacgao caracteristica da hipertenséo através da regulagao via de
sinalizagao inflamatoéria AT1r- WT-1 —iNOS e pelo aumento das Hsp70 a nivel central,
porém, nossa metodologia nao abordou esse tipo de avaliagdo, com isso, supomos
que os canabindides tém potencial antioxidante a nivel central.

Em nosso trabalho, os ratos 2R1C apresentam um aumento da atividade

autondmica simpatica, assim como em estudos prévios com esse tipo de hipertensao
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(BRAGA et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2016; CARVALHO-GALVAO et al., 2018).
Nossos resultados mostraram que o tratamento com o extrato de Cannabis foi capaz
de promover a reducdo dessa atividade autonbmica exacerbada nos ratos
hipertensos, sugerindo um efeito do CBD em areas centrais envolvidas com a
modulagao da atividade simpatica.

Quanto a FC, ndo houve alteragdo em nenhum dos grupos, inclusive no grupo
2R1C, assim como previsto em trabalhos prévios (LUZ et al., 2022; CARVALHO-
GALVAO et al., 2019; CARVALHO-GALVAO et al., 2018b). Em relacéo a influéncia
do tratamento com o Ecbd na FC, pode-se observar que os resultados encontrados
sdo contrarios aos de Resstel et al. (2009) e de acordo com os trabalhos de
Remiszewski et al. (2020).

Propomos que a reducdao da PAM e reducdo da exacerbacdo da atividade
autondmica vascular nos ratos hipertensos observada em nossos estudos, deva-se a
acao periférica e central do CBD. Reduzindo o estresse oxidativo e tbnus simpatico,

bem como a melhorando a funcao endotelial e vasomotora.

5.3 TRATAMENTO CRONICO COM Ecbd MELHORA A SENSIBILIDADE
BARORREFLEXA EM RATOS HIPERTENSOS

Estudos comprovam que animais hipertensos 2R1C tém reducgéo significativa
da sensibilidade do barorreflexo (LUZ et al., 2022; MENGAL et al., 2016; QUEIROZ et
al., 2012; BURKE e HEAD, 2009). Mostramos em nosso estudo que o tratamento com

ECcrp foi eficaz em promover a melhora do barorreflexo de animais hipertensos.

Apesar de nado termos investigado a atividade parassimpatica, nossos
resultados sdo semelhantes aos encontrados nos estudos de Alves et al., (2010), eles
mostraram que a microinje¢ao aguda bilateral de CBD no nucleo da estria terminal
(BNST) promoveu uma facilitagado da resposta bradicardica barorreflexa, podendo ser
devido ao aumento da atividade parassimpatica. Além disso, o BNST tem uma vasta
inervagao de neurdnios serotoninérgicos e os receptores 5-HT1A que provavelmente
interferiram nesses resultados, uma vez que o antagonista do receptor de serotonina
(WAY100635) impediu os efeitos do CBD.

O trabalho de Restel (2009), ainda indica que os efeitos do CBD nos parametros

cardiovasculares podem estar ligados a algum efeito ansiolitico do farmaco, uma vez
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que ha expressao de rCB em areas que sao estreitamente envolvidas na sensagao
de medo, pode ser possivel que a mudanga comportamental influencie no controle
das variaveis, entretanto, ndo utilizamos esse protocolo de avaliagéo.

Nossos dados também mostram que o tratamento com Ecbd em ratos
hipertensos e normotensos ndo promoveram alteragdes significativas nas respostas
cardiovasculares a ativagao do quimiorreflexo com KCN (40ug). Corroborando com o
trabalho de Batista et al. (2017), onde foi estimulado efeitos aversivos por ataques de
panico induzido pela ativagado do quimiorreflexo periférico com KCN (80 g/0,1 mL).
Doses agudas (ip) de CBD (5, 10, 20 e 40 mg/kg), nao promoveram reducéo das
respostas aversivas, esperava-se que o CBD promovesse reducao dessas respostas,
acredita-se que as doses utilizadas nao foram capazes de promover a sintese
suficiente de endocanabinoides para ativar mais rCB1, esse resultado também pode
ser associado a dose, tempo de tratamento e a via de administragdo utilizado no

estudo.

E provavel que os efeitos favoraveis do canabidiol sobre a sensibilidade do
barorreflexo possam ser relacionados a sua capacidade antioxidante, vasorrelaxante,

e consequente melhora vasomotora a nivel central e periférico.

Diante da singularidade do composto utilizado como tratamento nesse trabalho,
e ainda pelo uso discreto do CBD no tratamento da hipertensao, principalmente na
hipertenséo renovascular, tivemos dificuldades em encontrar estudos que realmente
avaliassem o tema em questdo. A maioria dos trabalhos encontrados investigam
temas como dor crbénica, anorexia, depressao e ansiedade. Poucos trabalhos
avaliaram de fato doencas cardiovasculares, € a pequena quantidade encontrada,
utiliza abordagem metodoldgica ex vivo, dificultando nossas comparagdes. Até o
momento e dentro dos nossos conhecimentos, este trabalho foi o primeiro a investigar
o potencial terapéutico de um principio ativo da Cannabis na hipertensao renovascular

experimental em ratos adultos machos com abordagem metodoldgica in vivo.

Dentro do que foi avaliado neste estudo, o Ecbd cedido pela ABRACE parece
ser um farmaco promissor para o tratamento da hipertenséo, logo este trabalho torna-
se relevante a medida que colabora para a confirmacao e esclarecimentos sobre
canabindides na hipertensdo, podendo servir futuramente para estudos clinicos

envolvendo este tipo de tratamento em outros tipos de hipertenséo.
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6 CONCLUSOES

Aos nossos conhecimentos e até este momento, os resultados desse trabalho
compreendem os primeiros achados de um estudo pré-clinico in vivo das agbes
biolégicas de um Extrato de Cannabis rico em canabidiol sobre parédmetros
cardiovasculares de ratos hipertensos 2R1C. Na metodologia utilizada foi analisado
parametros cardiovasculares basais, bem como atividade autonémica, barorreflexo e
quimiorreflexo. Como principais resultados, temos que o0 ECcgp mostrou-se eficaz em
promover atividade hipotensora em ratos, efeito que pode ser atribuido a redugao da

atividade autondmica e a melhora da sensibilidade do barorreflexo.

Os achados encontrados podem acrescentar aos nossos conhecimentos a
funcao do canabidiol no sistema cardiovascular, numa condigéo patoldgica e justificar
0 uso de compostos naturais para o tratamento da hipertensao. Por se tratar de um
composto pouco explorado nessa condigdo, sugerimos que mais pesquisas sejam
direcionadas ao aprofundamento dos mecanismos pelos quais o Ecbd promoveu os

efeitos demonstrados.
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ANEXO | - CERTIDAO DO CEUA

Universidade Comissdo de Etica no
Federal da Uso die Amimals ﬁ
Paralba ey

CERTIFICADO

CRrmfanmes gue & propos intitdada “Swaiacso 00 DRCaMEhe CnCe Com edra o de Cannabs rios & canabidiol (EOCS0) sobne
2 modulaCh da pressdo aredal & mios oom hipertenslo rendvascular [HRAV)®, protocolada S0l o CELE pf 553125030 @ swena,
soby & bildadis e Jeradl da Campos Crue o sgeipe; Afalba Femels de Lima - goe ensvolve 3 produlo, manutengio e
lizachs de aNMaEs petEncEntes a0 Tho Chandata, Sl Vernebrata |Excetn & homem), para fins de pesouica chmtifica ow ensing
- sk dit SC0Pdy (oM ofF precHitns da Lei 11794 do & de outubne de 2008, com o Decreto & 805 de 15 g julbo de 2009, e oo
CONT A MO edadas Pl Conselh Hacional e Contraee da Exmerimentg s Animal (DONCEA), & 1ol Bprovds Dl Comisshn
e Erica ri Uso g Anirmads da Urnivensidade Fedessl 43 Parabe CEUSSFPE] ma recnido de 0QP042000.

W Ciiciy that the: proposal “Evaluation of Chromic mestment with cannabidiol -rich Cannabis extract [ECCED) o Blodd prassure
madulation in mals wth renosasoular hypertension (HR¥1®, utilizing 33 Heterogoenics mds (32 males), probocol number CELA
SEI1TS0ED0 i i), NG i nesporeitdity of josisns S8 Campos CniE s Deamy; A Fameing o Liv - which iroiees tha
production, maintenanod andior e of animals belonging to the phyium Chondata, subehyium Welebrata [excepd homan beings],
10 SO MBS PRTOSES OF LERCRING - 15 0 SO0ONIAncE with Law 117594 of Octoter 8, 2008, Decres GEU of july 15, 2009, 2
will as with the noles Eseed by the Mational Couencil for Controd of Animal Experimentation [CORCEA]L, and was spproved by he
Ehic Commites on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUARFPE] in the maesting of S4033000

Finafidade da Propasi: Pesoul Acaddmica)

WighnCia da Propast: de GEIP020 o 112020 Are Bzbecnologia

Onigem:  Uridasse de Produclo Animal IPeFarkd

Ecphoe: b heterognices sl Machos idade: Sallsemane K 32
Linfagen:  Fatties Nonasgious - Wiste Fesa:  18Da 200g

Lescad din esepesrirraeiine Tiodies of eaperfmenites serdo maimdos nas dependéneias do aborabdio LEOHECHA.

Jlio Pesaca, 07 de maegn do 2023
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Profa. Dra. Adriara Marls Famandes de Dlivem Gobrio Prof. D, iy Carrasrn Tadier

Conndenadors da Comissdo de Etica na Uss di Animais Wice-Coondenador da Comsshe de Etica no Usa de Anevais
Uinieirsidade Fiadsrnl da Paraka Univiratnoe Federnl da Faradha
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