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RESUMO

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica associada a disfuncéo
endotelial, ao estresse oxidativo e alteracbes no perfil lipidico, sendo uma das
principais causas de morbimortalidade cardiovascular. O canabidiol (CBD),
fitocanabinoide derivado da Cannabis sativa, apresenta propriedades anti-
inflamatdrias e antioxidantes, sendo investigado como potencial agente terapéutico
em doencas cardiovasculares. O presente estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos do tratamento crénico com extrato de Cannabis sativa rico em CBD sobre a
funcdo vascular e o perfil bioquimico em modelo murino de aterosclerose
(camundongos apoE™).

Os animais foram divididos em trés grupos: C57BL/6 controle, apoE™ tratado com
veiculo (azeite de oliva) e apoE™ tratado com CBD (30 mg/kg, por gavagem,
durante 14 dias). Foram avaliados o perfil lipidico plasmatico (colesterol total, HDL
e ndo-HDL) e a reatividade vascular em anéis de artéria aorta com e sem endotélio
funcional, por meio de curvas concentracdo-resposta a fenilefrina (FEN),
acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de sodio (NPS).

Os resultados demonstraram que 0s animais apoE’” apresentaram
hipercolesterolemia significativa em comparacao ao grupo controle (746,1 + 64,27
vs. 86,61 + 7,20), sem modificacao apds o tratamento com CBD (764,6 + 50,80 vs.
746,1 + 64,27). Na reatividade vascular, observou-se redugcédo da vasoconstricdo a
FEN no grupo apoE” néo tratado (40,30 + 4,93 vs. 70,97 + 7,56), com aumento
dessa resposta apés o uso de CBD (66,8 + 5,92 vs. 40,30 + 4,93). A vasodilatacéo
dependente do endotélio (ACh) n&o diferiu entre controle e apoE™, nem tdo pouco
com no tratamento com o CBD. J&a a resposta ao NPS, vasodilatador endotélio-
independente, ndo apresentou diferencgas entre 0s grupos.

Conclui-se que o tratamento com CBD, nas condi¢des avaliadas, ndo alterou o perfil
lipidico, mas modulou a reatividade vascular, especialmente a resposta contratil.
Os achados sugerem influéncia do veiculo utilizado e reforcam a necessidade de
estudos adicionais para esclarecer os mecanismos envolvidos.

Palavras-chave: Aterosclerose; Canabidiol; Reatividade vascular; Disfuncéo
endotelial; Oxido nitrico; apoE ™.



ABSTRACT

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease associated with endothelial
dysfunction, oxidative stress, and alterations in the lipid profile, and it is one of the
leading causes of cardiovascular morbidity and mortality. Cannabidiol (CBD), a
phytocannabinoid derived from Cannabis sativa, exhibits anti-inflammatory and
antioxidant properties and has been investigated as a potential therapeutic agentin
cardiovascular diseases. The present study aimed to evaluate the effects of chronic
treatment with a Cannabis sativa extract rich in CBD on vascular function and
biochemical profile in a murine model of atherosclerosis (apoE™ mice).

The animals were divided into three groups: C57BL/6 control, apoE™ treated with
vehicle (olive oil), and apoE™ treated with CBD (30 mg/kg, by gavage, for 14 days).
Plasma lipid profile (total cholesterol, HDL, and non-HDL) and vascular reactivity
were assessed in aortic artery rings with and without functional endothelium through
concentration—response curves to phenylephrine (PHE), acetylcholine (ACh), and
sodium nitroprusside (SNP).

The results demonstrated that apoE” animals exhibited significant
hypercholesterolemia compared to the control group (746,1 + 64,27 vs. 86,61 +
7,20), with no modification after CBD treatment (764,6 + 50,80 vs. 746,1 + 64,27).
Regarding vascular reactivity, the untreated apoE™/~ group showed reduced
vasoconstriction to PHE (40,30 + 4,93 vs. 70,97 + 7,56), with an increase in this
response following CBD administration (66,8 + 5,92 vs. 40,30 + 4,93). Endothelium-
dependent vasodilation (ACh) did not differ between control and apoE™ groups, nor
was it altered by CBD treatment. Similarly, the response to SNP, an endothelium-
independent vasodilator, did not differ among the groups.

It can be concluded that CBD treatment, under the conditions evaluated, did not
alter the lipid profile but modulated vascular reactivity, particularly the contractile
response. These findings suggest a possible influence of the vehicle used and
reinforce the need for additional studies to clarify the underlying mechanisms.

Keywords: Atherosclerosis; Cannabidiol; Vascular reactivity; Endothelial
dysfunction; Nitric oxide; apoE™".
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1 INTRODUCAO

A aterosclerose € uma das principais causas de morbidade e mortalidade
cardiovascular, e esta diretamente associada a hipertensao arterial, que, por sua
vez, impacta significativamente na reatividade vascular (Knowles et al., 2000; Fl6r
et al., 2024). Alteracbes nesses parametros contribuem para a progressao da
doenca, aumentando o risco de eventos cardiovasculares graves (Knowles et al.,
2000). Em paralelo, o fitocanabindide canabidiol (CBD) derivado da planta
Cannabis, tem se destacado por suas propriedades anti-inflamatérias e anti-
hipertensivas, tornando-se um potencial candidato para novas abordagens
terapéuticas (Kicman; Toczek, 2020; Stasitowicz et al., 2021). O avango nas
descobertas sobre os mecanismos moleculares da planta Cannabis incentivou
pesquisas sobre seu potencial medicinal para o tratamento de doencas crbnicas,
incluindo a hipertenséo e o diabetes (Dias, 2001; Weiss et al., 2006; Rajesh et al.,
2007; Wheal et al., 2017; Kicman; Toczek, 2020; Flér et al., 2024).

O nosso laboratério tem se dedicado ao estudo dos efeitos terapéuticos do
tratamento com CBD em animais com doencas cardiometabdlicas. Recentemente,
observamos que o tratamento cronico de ratos com hipertensdo renovascular
(modelo 2Rins-1Clipe) com CBD (20 mg/kg) por gavagem intragastrica promoveu
reducdo da pressao arterial, acompanhada por diminuicdo da vasoconstricdo e
aumento do vasorelaxamento dependente e independente de endotélio. Além
disso, observamos diminuicdo do estresse oxidativo na artéria mesentérica dos
ratos hipertensos (Fl6r et al., 2024).

Nesse contexto, destacam-se também estudos com a administracdo da
Cannabis para doencas crbénicas, como a aterosclerose (Guo et al., 2024). Estudos
in vitro demonstram que o CBD inibe a captacdo de LDL oxidado por macroéfagos,
reduzindo a formacao de células espumosas (Musetti et al., 2024; He et al., 2024).
Além disso, regula o metabolismo lipidico e diminui os mediadores pro-
inflamatorios, enquanto aumenta a IL-10 (He et al., 2024). Em modelos in vivo,
camundongos apoE” tratados com CBD isolado (40 mg/kg) por 16 semanas

apresentaram melhora significativa no perfil lipidico (menor colesterol total (CT),



triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL-C); mais lipoproteina de
alta densidade (HDL-C)). Também houve reducédo dos danos endoteliais e menor
formacéo de células espumosas (He et al., 2024). Esses efeitos estdo associados
a ativacdo do receptor ativado por proliferadores de peroxissomas do tipo gama
(PPARYy) e ao aumento da expressao de transportadores de colesterol (ABCAL e
ABCG1), favorecendo o transporte reverso do colesterol e a protecado vascular
(O’Sullivan, 2016; He et al., 2024).

Ainda sédo escassos 0s estudos que avaliam de forma detalhada os efeitos do
CBD sobre parametros cardiovasculares e a reatividade vascular em condigdes
ateroscleroticas, bem como sua interagdo com o estresse oxidativo nesse contexto.
Em particular, ndo ha dados suficientes sobre a reatividade vascular ex vivo e as
vias envolvidas na modulacdo do estresse oxidativo pelo CBD em modelos de
aterosclerose. Dessa forma, sdo necessarios estudos pré-clinicos adicionais que
investiguem esses mecanismos de forma sistematica e aprofundada, visando
compreender melhor o papel do CBD na prevencdo e/ou tratamento da
aterosclerose.

Neste contexto, o nosso estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
tratamento crénico com extrato de Cannabis sativa rico em CBD em camundongos
apoE™” com aterosclerose, analisando a funcgéo vascular por meio da reatividade
de anéis aodrticos isolados e o perfil bioquimico plasmatico (colesterol total, HDL e

colesterol ndo-HDL).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencas cardiovasculares e aterosclerose

As doencas cardiovasculares (DCV) representam uma ampla classe de
condicbes que comprometem a funcdo do coracdo e dos vasos sanguineos,
conforme destacado pela Organizacdo Mundial do Coracdo (World Heart
Federation (WHF), 2014). Dentre as DCVs, encontram-se diversas condi¢des
cardiopatolégicas, como doencga coronariana, doenca cerebrovascular e doenca
arterial periférica (Organizacdo Pan-Americana da Saude, 2017). Globalmente, as
DCVs sédo responsaveis por uma em cada trés mortes, sendo mais de 75% dessas
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mortes em paises de baixa e média renda (Organizacao Mundial da Saude, 2023).
No Brasil, essas doengas representam 21% dos 6bitos em 2021, totalizando 382
mil mortes, gerando um custo anual de R$ 1 bilh&o para o Sistema Unico de Satde
(SUS) (Oliveira et al., 2022). As DCVs resultam de uma interacdo entre fatores
genéticos, comportamentais, ambientais, como o diagnostico de hipertensao
arterial, dieta inadequada, obesidade, sedentarismo e consumo de &lcool e cigarros
(WHF, 2014). A predisposicao genética ainda é influenciada por etnia, sexo e idade
(OMS, 2023).

Uma das complicacdes das DCVs que destacamos é a aterosclerose, uma
doenca cronica e progressiva, de natureza fibroproliferativa e imuno-inflamatoria,
gue afeta artérias de médio e grande calibre devido ao fluxo turbilhonado intenso
nessas regides (Ross, 1999; Lusis, 2000; Falk, 2006; Kotlyarov, 2022). Esta doenca
se caracteriza pelo acumulo de lipidios em suas paredes, e se associa a leséo ou
disfuncdo das células endoteliais presentes na parede dos vasos, um fendmeno
influenciado por diversos fatores de risco, como dislipidemia, hipertensao arterial,
diabetes mellitus (Lusis, 2000; Ignarro et al., 1987; Falk, 2006).

Diante desse cenario, as consequéncias a longo prazo da aterosclerose
permanecem como as principais responsaveis pela mortalidade em paises de baixa
e média renda (OPAS, 2017). Diversas abordagens terapéuticas tém sido
desenvolvidas para reduzir e retardar a progressao da doenca. Dentre elas,
destacam-se as estatinas (agentes hipolipemiantes que exercem os seus efeitos
através da inibicdo da HMG-CoA redutase, enzima fundamental na sintese do
colesterol) como terapia primaria, que, embora eficazes, ainda enfrentam desafios
relacionados a efeitos adversos, custos elevados e baixa adesdo por parte dos

pacientes (Faludi et al., 2017).
2.2 Funcédo Vascular e Doenca Cardiovascular Aterosclerética

A funcao vascular é o conjunto de mecanismos que permite a entrega de sangue
para os tecidos, em quantidade, velocidade e pressdao adequadas para cada um
deles, assegurando a disponibilidade de oxigénio e nutrientes, e a remoc¢ao de

metabdlitos. Além disso, garante a distribuicdo de hormdnios e células imunes,
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além de participar do controle térmico e da regulacao da pressao arterial (Stenmark
et al., 2013; Van Thiel et al., 2015; Betts et al., 2022).

O bom funcionamento vascular resulta da interacdo coordenada entre trés
camadas: tunica adventicia, média e intima. A camada adventicia € a camada mais
externa e abriga pequenos vasos e nervos, que dao suporte nutricional e tém
funcdo de mecanossensibilidade, por detectar mudanca de tens&o vascular (Van
Thiel et al., 2015; Silverthorn, 2017; Aires, 2018; Betts et al., 2022).

Ja a camada média é composta por células musculares lisas (CMLV), e atua
como a musculatura da parede vascular, regulando o diametro luminal pelos
movimentos de contracéo e relaxamento, que por sua vez, controla a resisténcia
periférica, e consequentemente, a pressao arterial (Van Thiel et al.,, 2015;
Silverthorn, 2017; Aires, 2018; Betts et al., 2022).

A terceira camada é a intima, localizada na face interna do vaso, sendo formada
por tecido conjuntivo, uma membrana elastica interna, e uma unica fileira de células
endoteliais dispostas longitudinalmente, o que forma o endotélio e estd em contato
direto com o sangue circulante (Figura 1) (Van Thiel et al., 2015; Silverthorn, 2017;
Aires, 2018; Betts et al., 2022).



Figura 1 - Camadas dos vasos sanguineos

Adventicia Média intima
|
lLamina  Lamina Endotélio !
elastica basal
interna

Figura 1 - Esquema da parede de um vaso sanguineo, evidenciando suas trés camadas: tdnica
adventicia, tunica média (musculo liso e fibras elasticas) e tunica intima, composta por endotélio,

lamina basal e lamina elastica interna. Fonte: Junqueira, 2018.

O endotélio é responsavel por sintetizar substancias vasoativas com efeitos
opostos: pré- ou anticoagulantes, tromboticos ou antitromboticos, proliferativos ou
antiproliferativos; além de fatores que regulam o ténus contratil e dilatador da
parede arterial (Cahill; Redmond, 2016). Entre os fatores contrateis, destacam-se
0s prostanoides, como o tromboxano A2 (TXA2) e a prostaglandina H2 (PGH2) a
endotelina 1 (ET-1) e a angiotensina Il (ANG Il), que por sua vez atuam sobre o
musculo liso vascular (MLV) promovendo sua contracdo (Hamberg; Svensson;
Samuelsson, 1975; Lerman et al., 1990; Boegehold; Drenjancevic; Lombard, 2016).

Em vérias pesquisas que estudam a contracdo do musculo liso vascular,
emprega-se um agonista seletivo dos receptores a,-adrenérgicos, a fenilefrina
(FEN). Amplamente utilizada na avaliagdo da funcdo contratii do musculo liso
vascular, sua acao promove vasoconstricao direta, permitindo investigar de forma
especifica a integridade da via aj-adrenérgica e a modulacdo exercida pelo
endotélio (Lee et al., 2001; Balarini et al., 2013; Gimbrone; Garcia-Cardefia, 2016;
Libby et al., 2019). Esta via inicia-se pela ativagcdo do receptor, localizado na

membrana plasmatica das células do musculo liso vascular, especialmente em
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artérias e arteriolas. Trata-se de um receptor pertencente a familia dos receptores
acoplados a proteina G (GPCRSs), classificado farmacologicamente como receptor
adrenérgico do subtipo a1, funcionalmente, acoplado a proteina Gqg (Aires, 2018;
Rang, Dale, 2013; Silverthorn, 2017). Sua ativacéo ocorre quando catecolaminas,
como noradrenalina ou adrenalina, ou agonistas seletivos, como a fenilefrina, se
ligam ao receptor. Essa ligagdo promove uma mudanca conformacional na
estrutura do receptor, permitindo a ativacdo da proteina Gq. Em seguida, a
subunidade a ativa a enzima fosfolipase C (PLC), que cliva o fosfolipideo de
membrana (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato - PIP2) em dois segundos mensageiros:
inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 difunde-se até o reticulo
sarcoplasmatico e estimula a liberagdo de calcio para o citosol, elevando a
concentracgéao intracelular de calcio (Ca2?"). O calcio liga-se a calmodulina, formando
um complexo que ativa a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), responsavel
por fosforilar a miosina e permitir a interagéo actina—miosina. Paralelamente, o DAG
ativa a proteina quinase C (PKC), contribuindo para a manutencédo da contracao.
Como consequéncia dessa cascata de sinalizac&o, ocorre contracdo do musculo
liso vascular, o que resulta em vasoconstricdo. Esse processo aumenta o ténus
vascular, e pode contribuir para o aumento da pressao arterial (Aires, 2018; Rang,
Dale, 2013; Silverthorn, 2017).

Em relacéo a vasodilatacéo, alguns exemplos de fatores dilatadores produzidos
pelas células endoteliais (CE) sdo: o oOxido nitrico (NO), a prostaciclina ou
prostaglandina 12 (PGI2), e os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio
(FHDE), identificados como os acidos epoxieicosatriendicos (EETs), que atuam
sobre o MLV, diminuindo seu ténus e mediando o aumento do fluxo sanguineo
local. (Dusting; Moncada; Vane, 1977; Furchgott; Zawadzki, 1980; Campbell et al.,
1996).

Em diversas pesquisas que avaliam a funcdo endotelial e a capacidade
vasodilatadora dos vasos sanguineos, utiliza-se a acetilcolina (ACh) como agonista
dos receptores muscarinicos, especialmente do subtipo M3, localizados na
membrana das células endoteliais. Amplamente empregada na investigacado da

integridade do endotélio, sua acdo depende da presenca de células endoteliais
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funcionais, nas quais promove ativagao da via M3 (Fransen et al., 2008; Vesterdal
et al., 2009; Leal et al., 2018; Cardoso, 2024). A vasodilatagéo induzida pela ACh
inicia-se com a ligagdo da ACh aos receptores muscarinicos M3. Esses receptores
sdo acoplados a proteina Gq e, apds sua ativacdo, estimulam a fosfolipase C, que
promove a clivagem do PIP2 em IP3 e DAG. O IP3 aumenta a concentragéo
intracelular de Ca2* no endotélio, permitindo a formacdo do complexo Ca?*-
calmodulina e a consequente ativagéo do 6éxido nitrico sintase endotelial (eNOS), o
que leva a ativacdo da via do 6xido nitrico, e a vasodilatacdo (Aires, 2018; Rang,
Dale, 2013; Silverthorn, 2017).

O NPS é outro vasodilatador comum em pesquisas, se difere da ACh por ser
endotélio-independente, atuando diretamente sobre o musculo liso vascular por
meio da liberacdo de oxido nitrico exdgeno e ativacdo da via NO—guanilato ciclase—
GMPc, permitindo a avaliagéo especifica da integridade funcional da musculatura
lisa (Furchgott; Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 1987; Moncada; Higgs, 1993).

A liberacdo coordenada desses mediadores depende diretamente de estimulos
hemodinamicos, sobretudo da tenséo de cisalhamento. Essa tensdo consiste na
forca paralela exercida pelo fluxo sanguineo sobre a superficie luminal do endotélio,
atuando como um sinal mecéanico crucial para ajustar a funcdo vascular descrita
anteriormente (Malek; Alper; Izumo, 1999; Chiu; Chien, 2011; Jebari-Benslaiman et
al., 2022).

Valores elevados e estaveis de tensao de cisalhamento, tipicos do fluxo laminar
em artérias saudaveis, estimulam a producdo de NO e outros fatores
vasodilatadores, reduzem a expressao de moléculas pro-inflamatérias e contribuem
para a manutencdo de um ténus arterial adequado (Chiu; Chien, 2011; Jebari-
Benslaiman et al., 2022). Por outro lado, padrées baixos ou oscilatérios de
cisalhamento podem favorecer alteracdes na permeabilidade e no remodelamento
da parede arterial, condi¢cfes associadas ao comprometimento da funcdo endotelial
e ao aumento do risco de doencas cardiovasculares, como a aterosclerose (Malek;
Alper; 1Izumo, 1999; Chiu; Chien, 2011).

Desse modo, a manutencao dos niveis homeostaticos de todos esses fatores &

de grande importancia, uma vez que alteracbes prolongadas de tais niveis
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qualificam um importante quadro patolégico para 0 processo aterogénico; a
disfuncdo endotelial (Seals; Jablonski; Donato, 2011; Jebari-Benslaiman et al.,
2022).

2.3 Oxido nitrico e relagdo com aterosclerose

O oxido nitrico (NO) é um gés lipossoluvel sintetizado no endotélio pela isoforma
constitutiva da enzima sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS) (Moncada; Higgs,
1993b). A ativacdo da eNOS ocorre por meio de estimulos que elevam a
concentracao intracelular de Ca?*, como a tensdo de cisalhamento gerada pelo
fluxo sanguineo (Garcia; Stein, 2006; Chiu; Chien, 2011). Como principal agente
relaxante do musculo liso vascular, o NO regula o tbnus vascular local. Sua
adequada producao e biodisponibilidade sdo essenciais para a manutencédo da
funcao endotelial (Moncada; Higgs, 1993; Garcia; Stein, 2006).

Para a sintese de NO, a eNOS realiza sua funcédo através da conversao do
aminoacido L-arginina em L-citrulina, liberando durante a rea¢cdo uma molécula de
NO (Moncada; Higgs, 2006). Por ser lipossoluvel, o NO entéo se difunde para a
MLV onde se liga e ativa a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs). Por sua vez, a
GCs converte o trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc). Com o aumento da biodisponibilidade intracelular do GMPc, ocorre o
aumento na atividade da proteina cinase dependente de GMPc (PKG), que fosforila
alvos especificos (Furchgott; Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 1987; Garcia; Stein,
2006; Aires, 2018).

Os efeitos da ativacdo desta cascata incluem a abertura de canais para K*,
inativacédo temporaria dos canais de Ca?*, ativacdo da Ca?* ATPase da membrana
plasmatica (PMCA), ativacdo da Ca?" ATPase do reticulo sarco/endoplasmatico
(SERCA), ativacdo de enzimas que levam ao desacoplamento de proteinas
contrateis, além de diversos outros eventos que culminam na diminuicdo da
concentracdo de Ca?* intracelular nas CMLYV, resultando entdo em seu relaxamento
(Figura 2) (Moncada; Higgs, 2006; Fellner; Arendshorst, 2010).



Figura 2 - Esquema do mecanismo de agéo do NO
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Figura 2 — Esquema do mecanismo endotelial de producédo de 6xido nitrico (NO) e sua agédo na
célula de musculo liso vascular. 1- Nas células endoteliais, a tensdo de cisalhamento ativa
receptores (B, BK e Ms), promove aumento do calcio intracelular (1 [Ca?*]i). 2- O aumento de Caz*
ativa a NOS constitutiva (NOSc), que converte L-arginina em 6xido nitrico (NO) e L-citrulina. 3 - O
NO se difunde do endotélio para o musculo liso vascular. No musculo liso vascular (MLV). O NO
ativa a guanilato ciclase soltvel (GCs), que converte GTP em cGMP, aumentando os niveis de
cGMP. 4 - Esse, por sua vez, ativa a PKG (proteina quinase G), que é responsavel por promover 5
- abertura de canais de K*, causando hiperpolarizacdo; reducéo da entrada de Ca?*; ativacéo da
Ca?*-ATPase (via fosfolambam/RS), aumentando o sequestro de Ca2*/ estimulo da Na*/K*-ATPase;
fosforilagdo da cadeia leve da miosina (LC20), reduzindo a contra¢do. 6 - Resultado final é a
diminuicdo do Ca2* intracelular e da interacdo actina—miosina, provocando o relaxamento vascular,
levando a vasodilatacdo. (PDE — fosfodiesterase - degrada o cGMP, regulando o sinal). Fonte:
Adaptado de Aires, p.824, 2018.

Como o NO é uma molécula sinalizadora de grande importancia para a
homeostasia do sistema cardiovascular, sua desregulacdo acarreta distlrbios
fisiol6gicos que podem evoluir para quadros patolégicos. Por ser uma molécula
altamente reativa, interage facilmente com outras espécies reativas de oxigénio
(ROS) produzidas pelo metabolismo celular, como o anion superéxido (O2) e o

perdéxido de hidrogénio (H20.). Essas reagbes, em especial a combinagdo com



superoxido, formam peroxinitrito (ONOO~), molécula com capacidade
vasodilatadora muito inferior a do NO, diminuindo assim sua biodisponibilidade local
(Mittal et al., 2014). A escassez de NO favorece agregacao plaquetaria, adesédo de
mondcitos ao endotélio e proliferagcdo de células musculares lisas, processos
normalmente controlados pelo proprio NO, e cruciais na progressao da aterogénese
(Forstermann; Xia; Li, 2017).

Nos estudos de Knowles et al., 2000, a relagdo entre a biodisponibilidade do NO
e a aterosclerose foi detalhadamente explorada em camundongos duplo knockout
para as enzimas eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) e apoE". Os pesquisadores
observaram que a auséncia de eNOS promoveu o agravamento da aterosclerose,
sugerindo que o 6xido nitrico (NO) desempenha um papel protetor crucial tanto na
regulacdo da presséo arterial quanto na prevencao do desenvolvimento de placas
ateroscleroticas. O comprometimento da via do NO resultou ndo apenas em
disfuncéo endotelial, mas também em inflamacéo vascular.

Diante disso, ressalta-se o papel vasoprotetor do NO e como o desbalanco na
sua sintese pode predispor a disfuncao endotelial, um dos mais importantes fatores
de risco para o desenvolvimento da aterosclerose (Ross, 1999; Lusis, 2000; Libby;
Ridker; Maseri, 2002).

2.4 Patogénese da Aterosclerose

A aterogénese tem inicio quando regides arteriais submetidas a fluxo sanguineo
turbilhonar, como bifurcacdes e curvaturas, apresentam tensao de cisalhamento
baixa e oscilatéria na parede vascular. Essa condicdo hemodinamica provoca
microlesGes endoteliais que, somadas ao aumento de colesterol na corrente
sanguinea, comprometem a barreira vascular (Gimbrone; Garcia-Cardefia, 2016;
Jebari-Benslaiman et al., 2022).

O acumulo de colesterol na corrente sanguinea se da por fatores genéticos, mas
principalmente por fatores ambientais, tais como dieta hiperlipidica, sedentarismo,
fumo, agentes infecciosos. Esses fatores podem afetar os niveis plasmaticos
lipoproteicos, causando reducédo do HDL (high density lipoprotein ou lipoproteina

de alta densidade) e aumento do LDL (low density lipoprotein ou lipoproteina de
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baixa densidade), como também aumento da pressdo arterial que direta ou
indiretamente afetam a camada endotelial (Gowdak, 2020).

Assim, ocorre a penetracdo do LDL no espaco subendotelial, devido a elementos
da matriz que interagem com a ApoB, apolipoproteina que carreia o LDL pelo
plasma (Lusis, 2000; Allahverdian et al., 2014; Gimbrone; Garcia-Cardefia, 2016;
Barrett, 2020). O LDL oxidado nas células endoteliais induz a expressédo de
moléculas como E-selectina, P-selectina, molécula de ades&o vascular-1 (VCAM-
1) e molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1), que facilitam a adesédo e a
migracao de mondcitos do sangue para a camada intima (Figura 3) (Maiolino et al.,
2013; Yu et al., 2013). Estes mondcitos se diferenciam em macréfagos que
capturam avidamente as LDL oxidadas através de receptores como CD36 e LOX-
1 (Sheedy et al., 2013). As CMLVs, por sua vez, contribuem para esse processo
principalmente através da secre¢do de proteoglicanos que retém lipoproteinas na
intima, e, apos sofrerem mudanca fenotipica para um estado sintético em resposta
a estimulos aterogénicos, também podem expressar receptores scavenger e
acumular lipideos, originando células espumosas de origem nao-macrofagica
(Xiang; Blanchard; Francis, 2022; Zhao et al., 2025).

O acumulo de lipidios nos macrofagos e nas CMLV gera células espumosas,
formando a lesao inicial da aterosclerose. Com a progressao da lesédo, surge uma
placa crescente, com regido necrotica central, estabilizada por uma capa fibrosa
composta por CMLV e pela matriz extracelular (MEC) (Figura 4). As CMLVs perdem
a funcdo contratil, proliferam e secretam MEC em resposta a fatores de
crescimento, como fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e fator de
crescimento transformador-B (TGF-B) (Libby; Ridker; Maseri, 2002; Gistera;
Hansson, 2017). Como resultado, ocorre a formacao de placas ateromatosas (ou
ateromas), que levam ao estreitamento e endurecimento das artérias (Santos et al.,
2021).

A inflamacdo esta presente em todas as fases da aterosclerose, desde a
disfuncdo endotelial até a ruptura da placa. Lipoproteinas modificadas ativam a
imunidade inata, induzindo citocinas pro-inflamatérias (interleucinas IL-183, IL-6;

fator de necrose tumoral TNF-a) e quimiocinas (MCP-1); recrutando células
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imunolégicas, como mondécitos, macrofagos, linfocitos T e B, que influenciam a
progressédo ou resolucéo da leséo (Libby; Ridker; Maseri, 2002; Gistera; Hansson,
2017).

Figura 3 - Iniciagdo e progresséo da aterosclerose
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Figura 3 - 1 - A aterosclerose comeca com o acumulo de particulas de LDL na camada intima da
parede arterial, onde sofrem oxidacdo e se tornam pro-inflamatérias; 2 - Monécitos aderem ao
endotélio ativado e migram para a camada intima vascular, onde se diferenciam em macréfagos e
fagocitam LDL oxidado, formando células espumosas; 3 - Linfécitos T infiltram para a camada
intima, modulando a inflamacgéo e interagindo com macrofagos e células endoteliais; 4 - Células
musculares lisas da camada média migram para a camada intima em resposta a mediadores
inflamatérios e fatores de crescimento, contribuindo para a formacéo e crescimento da placa de
ateroma. Fonte: Adaptado de Libby et al., 2019.
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Figura 4 - Progressao das lesdes aterosclerdéticas
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Figura 4: 1 - Durante a progressdo da placa aterosclerotica, células musculares lisas (CMLs)
produzem componentes da matriz extracelular, como colageno e elastina, promovendo o
espessamento da camada intima; 2 - Entretanto, a citocina IFNy (interferon gama) liberado pelas
células T pode reduzir a sintese de colageno pelas CMLs, comprometendo a estabilidade da capa
fibrosa que recobre o nicleo necrético; 3 - Macréfagos ativados produzem metaloproteinases da
matriz (MMPs), degradando o colageno e enfraquecendo ainda mais a capa fibrosa, tornando a
placa mais suscetivel a ruptura; 4 - CMLs e macréfagos podem se dividir e sofrer metaplasia,
alterando sua func¢éo na lesédo em evolucéo; 5 - A morte celular de CMLs e macrofagos, associada
a um problema na fagocitose de células apoptoéticas, leva ao acimulo de detritos celulares e
lipidicos, formando o nucleo necrético do ateroma, aumentando o risco de complicacdes
trombodticas. Fonte: Adaptado de Libby et al., 2019.

Este processo pode obstruir ou bloquear o fluxo sanguineo, comprometendo
Orgaos vitais como o coracéao e o cérebro, podendo induzir ao infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral, ataques isquémicos transitorios, aneurismas, e, em um
estagio mais agravado pode levar a morte subita (Gottlieb; Bonardi; Moriguchi,
2005; Faludi et al., 2017; Riccioni; Sblendorio, 2012; Libby et al., 2019).
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2.5 Estresse oxidativo e aterosclerose

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio entre a producao de
EROS (espécies reativas de oxigénio) e a capacidade dos sistemas antioxidantes
endogenos em neutraliza-las (Schulz; Gori; Miinzel, 2011; Dubois-deruy et al., 2020).
As principais fontes de ROS incluem as NADPH oxidases (NOX1, NOX2, NOX4 e
NOX5), mitocondrias disfuncionais e a enzima eNOS desacoplada. Nesses
contextos, essas estruturas passam a produzir elevadas quantidades de superéxido
(O27), peroxido de hidrogénio (H202) e peroxinitrito (ONOO™), contribuindo para
danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA (Roe; Ren, 2012).

Na aterosclerose, o0 estresse oxidativo se expressa nas regides arteriais
submetidas a fluxo turbulento, como a aorta, justamente por meio da oxidacdo do
LDL que entra no espaco subendotelial. Quando o LDL entra no espago
subendotelial, por perda da integridade vascular, perde a protecao de substancias
antioxidantes presentes no plasma como carotenoides, alfa-tocoferol, ascorbato,
dentre outros; e inicia a interacdo com as EROS (Jebari-Benslaiman et al., 2022).
O LDL altamente oxidado ndo € mais reconhecido pelos receptores LDL (LDLR),
porém, torna-se reconhecivel pelos receptores scavengers presentes nos
macrofagos (Moore; Freeman, 2006). O resultado dessa interacdo € uma molécula
de LDL oxidada, que estimula as reacgdes imunoldgicas ao recrutar células,
caracterizando, assim, o evento gatilho do processo inflamatério aterogénico (Lusis,
2000; Chen et al., 2022).

2.6 Modelo experimental de camundongos apoE™

Utilizamos em nosso estudo camundongos machos (Mus musculus)
hipercolesterolémicos nocautes para a apolipoproteina E (linhagem apoE™),
modelo amplamente utilizado para o estudo da aterosclerose experimental, uma
vez que apresenta elevacdo significativa do colesterol plasmatico total e
desenvolvimento espontaneo de lesdes ateroscleréticas, mesmo sob dieta padrao
(llyas et al., 2022). Esses animais sdo geneticamente modificados para nao

produzirem a apolipoproteina E (apoE), uma proteina fundamental no metabolismo
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lipidico (Li et al., 2018; llyas et al., 2022).

A apoE atua como ligante essencial para o reconhecimento, pelo figado, de
lipoproteinas ricas em triglicerideos remanescentes, ao se fixar a superficie dessas
particulas e ser reconhecida pelos receptores LDLR e LRP1, promovendo sua
endocitose e depuracdo plasmatica. Como essa proteina é essencial para o
clearance dessas lipoproteinas, sua deficiéncia leva ao acimulo de remanescentes
de VLDL e de quilomicrons na circulacdo, resultando em hipercolesterolemia
severa (Pendse et al., 2009; llyas et al., 2022).

Isso favorece a formacao da placa aterosclerética, que se desenvolvem na aorta,
nas artérias coronarias e nas artérias pulmonares (Pendse et al., 2009). A
progressédo dessas placas € sensivel a dieta rica em gordura, o que acelera o

processo, levando a lesdes de maior tamanho (Li et al., 2018).
2.7 Cannabis sativa e sistema endocanabinoide

A planta Cannabis tem sido usada historicamente para tratar diversas doencas
cronicas, com as pesquisas cientificas intensificadas a partir da década de 1960, a
partir do isolamento de um dos seus componentes: o A9-THC, conhecido por seus
efeitos psicoativos (Carlini, 2006; Hofmann; Frazier, 2013; Crocq, 2020). Esse
avanco levou a descoberta de outros fitocanabinoides, como o canabidiol (CBD),
gue possui baixo potencial psicoativo e diversas propriedades terapéuticas,
incluindo efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes (Kicman; Toczek, 2020;
Stasitowicz et al., 2021). O estudo desses compostos ajudou a identificar
posteriormente o sistema endocanabindide (SEC), essencial para a regulacdo de
diversos processos fisiologicos.

O SEC consiste em uma rede de sinalizacdo bioquimica retrégrada, na qual os
ligantes endogenos séo liberados pelo terminal pos-sindptico e se ligam a
receptores localizados no terminal pré-sinaptico. Presente em quase todo o corpo,
essa interacdo desempenha um papel crucial na regulacdo e liberacdo de
neurotransmissores, elucidando como as substancias presentes na planta
Cannabis modulam diversas func¢des fisiol6gicas, como a ingestdo de alimentos,
dor e estresse (Fonseca et al., 2013; Rang, 2013; Di Marzo; Piscitelli, 2015). O
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sistema é composto por trés elementos principais: os endocanabinoides; o0s
receptores canabinoides; e as enzimas biossintéticas e de degradacao (Fonseca et
al., 2013; Rang, 2013; Di Marzo; Piscitelli, 2015).

Os endocanabinoides sao ligantes endo6genos, como a N-
araquidonoiletanolamina (anandamida ou AEA) e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG),
gue apresentam semelhancas com os fitocanabinoides. Eles sao biossintetizados
a partir de fosfolipidios de membrana, como a fosfatidiletanolamina (PE) e o
fosfatidilinositol (PI). atuando como sinalizadores autdcrinos ou paracrinos
(Bellocchio et al., 2008; Volkow; Hampson; Baler, 2017).

Os efeitos dos canabinoides no organismo sao mediados principalmente pelos
receptores canabinoides, como os tipos 1 e 2 (CB1R e CB2R), ambos pertencentes
a familia de receptores acoplados a proteina G. Além deles, outros receptores,
como TRPV1, GPR119, GPR55, GPR18, GPR92 e PPARYy, também participam das
funcdes moduladoras do sistema endocanabinoide (SEC) (Fonseca et al., 2013; Di
Marzo; Piscitelli, 2015; Pacher; Kogan; Mechoulam, 2025).

O CB1R é amplamente expresso no sistema nervoso central (SNC), em regides
relacionadas a regides de controle cardiovascular e metabdlico, como o nucleo do
trato solitario (NTS) e o ndcleo paraventricular (PVN), respectivamente (Atalay;
Jarocka-karpowicz; Skrzydlewskas, 2020). Também esta presente em membranas
de células cardiacas, hepaticas e pancreéticas, em adipdcitos e em tecidos do
sistema reprodutor. JA o CB2R é encontrado predominantemente no sistema
nervoso periférico (SNP), em linfécitos e em Orgdos associados ao sistema
imunolégico, como a medula 6ssea, o timo e o baco (Atalay; Jarocka-karpowicz;
Skrzydlewskas, 2020). Enquanto o CB1R tem papel relevante no metabolismo e
em disturbios metabdlicos, como obesidade, diabetes e aterosclerose, o CB2R,
presente em menor concentracdo no SNC, estd associado principalmente a
modulacao das respostas imunes (Jourdan; Godlewski; Kunos, 2016).

Por fim, a sintese e degradacdo dos endocanabinoides sdo reguladas por
enzimas especificas. Entre as biossintéticas, destacam-se a N-acetil
fosfatidiletanolamina fosfolipase C (NAPE-PLC), envolvida na sintese da

anandamida, e a diacilglicerol lipase (DAGL), responsavel pela producgéo do 2-AG.
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J& entre as enzimas de degradacao, incluem-se a amida hidrolase de acido graxo

(FAAH) e a monoacilglicerol lipase (MAGL) (Volkow; Hampson; Baler, 2017).
2.8 Canabidiol (CBD) e aterosclerose

O avango nas descobertas sobre os mecanismos moleculares da planta
Cannabis incentivou pesquisas sobre seu potencial medicinal para doencas
cronicas, incluindo a hipertenséo e o diabetes (Dias, 2001; Weiss et al., 2006;
Rajesh et al., 2010; Wheal et al., 2017; Kicman; Toczek, 2020; Flor et al., 2024).
Nesse contexto, destacam-se também estudos com a administracdo da Cannabis
para doencgas cronicas, como a aterosclerose (Guo et al., 2024).

Estudos in vitro mostram que alguns extratos da Cannabis sativa e
fitocanabinoides isolados, como o CBD (0.1-4 pM), inibem a endocitose de LDL
oxidado por macréfagos de murinos, o que reduz a transformacdo desses
macrofagos em células espumosas, caracteristicas da aterosclerose (Musetti et al.,
2024).

Estudo in vivo mostra que o tratamento por 16 semanas com CBD isolado (40
mg/kg) na dieta para camundongos apoE"- com dieta hiperlipidica resultou em uma
diminuicdo do colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e colesterol de lipoproteina
de baixa densidade (LDL-C), enquanto um aumento no colesterol de lipoproteina
de alta densidade (HDL-C) (He et al., 2024). Essa melhora no perfil lipidico foi
associada a ativagcdo do receptor PPARy, responsavel pela regulacdo e
homeostase do metabolismo lipidico. A ativacdo do receptor aumenta a expressao
de ABCA1 e ABCG1, transportadores de colesterol que favorecem a formacéo de
HDL, promovendo o transporte reverso do colesterol e reduzindo a formacao de
células espumosas e placas ateroscleréticas (O’Sullivan, 2016; He et al., 2024).

Em experimentos in vivo, camundongos apoE”’ receberam CBD de pureza
99,9% pela dieta, na dose de 40 mg/kg/dia, durante 16 semanas, o que também
diminuiu os danos endoteliais provocados pela aterosclerose (ex vivo) (He et al.,
2024). J4 nos ensaios in vitro, macrofagos murinos (RAW264.7) e humanos (THP-
1) foram expostos a CBD (2, 5 e 10 uM) por 24 h, na presenca de LDL oxidado,

resultando na regulacdo da homeostase do colesterol e do metabolismo lipidico,
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com reducdo da formacdo de células espumosas, além de modulacdo do perfil
inflamatorio, diminuindo citocinas proé-inflamatérias (NF-kB, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-
18) e aumentando a expressao da citocina anti-inflamatéria IL-10 (He et al., 2024).

Nesse contexto, a hipotese deste estudo é que o tratamento de camundongos
apoE”’ com extrato da cannabis rico em CBD contribua para a melhora da fungéo
endotelial e do perfil lipidico, por meio da diminuicdo dos niveis de LDL e VLDL
plasmaticos, promovendo a reducéo da deposicéo lipidica nas paredes vasculares
(Figura 5).

Figura 5 — llustracéo da hipétese do projeto.
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Figura 5 - llustracé@o da hipotese do projeto. O tratamento crdnico com o extrato da Cannabis sativa
rica em canabidiol (CBD) em camundongos com aterosclerose (apoE) promoveria: (1) Efeito
antioxidante (diminui ROS; aumenta NO; melhora a reatividade vascular); (2) Efeito no perfil
lipidico (menos LDL e VLDL, mais HDL, menos células espumosas). Fonte: Autor utilizando

programa Biorender, 2025.

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Analisar os efeitos do tratamento cronico com extrato da Cannabis sativa rico em

CBD em modelo murino de aterosclerose (camundongos apoE™).
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3.2 Especificos

Avaliar os efeitos do tratamento cronico com extrato da Cannabis rico em CBD,
por gavagem intragastrica em camundongos aterosclerdticos (geneticamente
modificados) apoE~ sobre os seguintes parametros:

e Funcéo vascular por meio de estudo da reatividade vascular em anéis de
artéria aorta isoladas;
e Perfil bioquimico plasmatico (colesterol total, HDL enzimatico e colesterol

ndo-HDL) com kits comerciais colorimétricos.
4 METODOLOGIA
4.1 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais:

Grupo 1 (C574): camundongos MACHOS controle (WT) com dieta padréo que
receberam veiculo;

Grupo 2 (APOEa): camundongos MACHOS apoE" com dieta aterogénica que
receberam veiculo azeite;

Grupo 3 (APOEcgp): camundongos MACHOS apoE” com dieta aterogénica que

receberam tratamento com CBD;

A partir de 8 semanas de vida os animais iniciaram a dieta com racao padrao
(WT) ou aterogénica (apoE™) durante 10 semanas, sem restricdo. Ao completarem
8 semanas de dieta, foi iniciado o tratamento oral com veiculo (azeite de oliva extra
virgem) ou extrato rico em canabidiol, durante duas semanas, 2x/dia via gavagem
na dose de 30mg/kg. O 6leo de CBD foi diluido em azeite de oliva extra virgem de
modo que o volume a ser administrado nédo ultrapasse 300 microlitros (ou 0,3 mL).
Ao final das 10 semanas de dieta, sendo as ultimas duas de tratamento, os animais
foram eutanasiados com uma sobredose de anestésico (225mg/kg de cetamina;
30mg/Kg de xilazina) de acordo com o recomendado pela Resolu¢cdo Normativa N°
37/2018 CONCEA/MCTI (Brasil, 2018). Uma vez constatada a auséncia de

reflexos, foi realizada uma toracotomia para coleta de sangue para analises
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bioguimicas e exérese da artéria aorta para reatividade vascular.

Figura 6 - Esquema do delineamento experimental
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Figura 6 - (1) Dieta hipercolesterolémica ou padrdo: os camundongos iniciaram a dieta
hipercolesterolémica ou padrdo com 8 semanas de idade. Essa dieta se estendeu por 10 semanas,
incluindo as semanas de tratamento com CBD ou com veiculo. (2) Tratamento com CBD ou
veiculo (30 mg/kg): Na 82 semana de dieta, iniciou-se o tratamento por gavagem intragastrica. O
veiculo foi azeite, e utilizado pelos grupos 1 e 2, na mesma dose de 30 mg/kg. O fim do tratamento
coincidiu com o da dieta dos animais, na 10 semana. (3) Reatividade vascular: ao fim da 102
semana da dieta, realizamos a eutanasia do animal com uma sobredose de anestésico, e ocorre a
retirada do sangue para perfil bioquimico e retirada da artéria aorta para reatividade vascular. (4)
Perfil bioquimico: apés a eutanasia, realizamos os experimentos de perfil bioguimico. Fonte:
Autoral, baseado no programa Biorender, 2025.

4.2 Local e animais

Nesta pesquisa, foram utilizados camundongos machos (Mus musculus)
hipercolesterolémicos nocautes para a apolipoproteina E (linhagem apoE™) (n = 14)
(Plump et al., 1992), com 8 semanas de idade e seus respectivos controles wild
type (WT, C57BL/6) (n = 12), pesando entre 20g e 30g, provenientes do Biotério do
Laboratério de Controle Neural da Circulacéo e Hipertenséo Arterial - LACONCHA
da UFPB. Foram utilizados animais isogénicos, provenientes de cruzamentos
inbred, mantidos em estante com circulacdo e exaustao de ar, em gaiolas com no

maximo 5 animais, sob controle de temperatura (21+1°C) e luminosidade (ciclo
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claro/escuro de 12/12 horas). Os animais tiveram livre acesso a agua (garrafas de
polietileno com bicos de aco inoxidavel posicionadas na parte superior da gaiola) e
a racdo. Os animais apoE” receberam racdo hipercolesterolémica (Rhoster, Sdo
Paulo, Brasil), com 40% de calorias em forma de gordura e 1,5% de colesterol, e
os animais WT receberam racao padrao para roedores. A criacdo, 0 manuseio e
todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
orientacbes e a aprovacdo da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPB (CEUA n°® 8063011125).

4.3 Tratamento com extrato de Cannabis rico em Canabidiol (CBD)

O extrato da Cannabis sativa rico em canabidiol (ECcep)) foi fornecido pela
Associacao “Apoio a Pesquisa e Pacientes com uso de Cannabis Medicinal”
(APEPI/ Rio de Janeiro RJ). O composto se apresenta em forma de Oleo, de
coloragéo amarelada e de boa solubilidade em meios apolares. Ele foi administrado
para os animais experimentais do grupo APOEcgp, na dose ajustada de 30 mg/Kg,
sendo baseado em estudos anteriores (Resstel et al., 2009; Souza, 2022; Flor et
al., 2024) ao qual foi administrado por gavagem de 12 em 12 horas por um periodo
de 14 dias (Fl6r et al., 2024). Para os grupos C57a e APOEAa, foi administrado o
veiculo (Azeite de oliva) também na dose de 30 mg/kg, admitindo que o ECcep)

(APEPI/Rio de Janeiro, RJ) possui azeite de oliva como diluente.
4.4 Reatividade Vascular

Apés as duas semanas de tratamento com CBD ou veiculo (30 mg/Kg), os
camundongos foram eutanasiados por meio da administracdo de anestésico em
doses letais (225mg/Kg de cetamina; 30mg/Kg de xilazina), foi feita uma
toracotomia para obtencdo da artéria aorta, que foi transferida para uma placa de
Petri contendo solucéo nutritiva de Krebs (em mM: 115 NaCl; 4,7 KCI; 1,2 MgS0O4;
1,2 KH2PO4; 25 NaHCO3; 11,1 glucose; 2,5 CaCl2), gaseificado com 95% de O2
e 5% de CO2, pH de 7,4 e 37°C, e entdo o vaso foi dissecado para retirar 0 maximo
possivel de tecido adiposo perivascular e apés isso foi seccionado em anéis com

comprimento de aproximadamente 3mm. Em seguida, os anéis foram inseridos em
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hastes de aco inoxidavel em formato de triangulo atravessando o [imen do vaso.
As hastes com os anéis aérticos foram colocadas em cubas contendo 10 ml da
solucdo de Krebs e da mistura carbogénica, mantidas a 37°C no banho-maria. As
hastes foram fixadas na extremidade inferior e, na extremidade superior, foram
conectadas a um transdutor de forgca (76-0032 series, Panlab,S.L., Harvard
Apparatus Spain). O transdutor foi conectado a um computador por meio do sistema
de aquisicao de dados Lab Chart - PowerLab (software versao 8, ADInstruments,
Massachusetts, EUA) (Figura 7).

Figura 7 - llustracdo da reatividade vascular

Transdutor de tensio
isométrica

Linha de
algodio

Ancl
aértico

37¢C

Computador de registro Sistema de aquisigiio de dados Bn.nho de érgiios

Figura 7 — A direita: ilustracdo do sistema computadorizado de registro dos dados. Esquerda:
llustrag&o do sistema de banho de 6rgéos. As hastes de aco inoxidavel sdo colocadas no lUmen de
anéis da artéria aorta, e a medida que a artéria contrai ou relaxa, por meio de substancias
adicionadas, a tensdo da linha de algoddo aumenta ou diminui. Essa tensdo é captada por um
transdutor de tenséo, ligado ao computador, que exibe, em tempo real, os gréaficos dessa oscilacéo.
Com os dados de tenséo, tanto de contragcdo quanto de relaxamento, é possivel construir uma curva
concentracdo-resposta para FEN (vasoconstritor) e ACh ou NPS (vasodilatadores). Fonte:
Fernandes-Costa, 2024.

A primeira etapa, denominada estabilizacdo, consistiu na lavagem dos anéis a
cada 15 minutos por 60 minutos, mantendo-os sob uma tenséo basal de 0,5 g. Na
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segunda etapa, chamada teste de viabilidade, avaliou-se a capacidade contratil dos
anéis em resposta a adicdo de KCI (125 mM), um agente despolarizante que
promove a entrada de ions de célcio no muasculo liso vascular, desencadeando a
contracao (McLaughlin et al., 2023). Para isso, foram adicionados 420 pyL de KCI
(125 mM) para uma pré-sensibilizacdo de 15 minutos. Apos 0s 15 minutos, os anéis
foram lavados quatro vezes com solugcdo de Krebs, aguardando-se o retorno a
tensdo basal e, em seguida, mais 15 minutos. Em seguida, aplicaram-se
novamente 420 pL de KCI (125 mM) por 30 minutos, momento em que a contracéo
deveria chegar, pelo menos, ao dobro da tensdo basal. Posteriormente, cada cuba
foi lavada trés vezes com solucdo de Krebs, aguardando-se o retorno a tenséo
basal e o tempo adicional de 30 minutos. Em seguida, adicionamos 10 pL de
fenilefrina (10 M), um agonista a;-adrenérgico que atua sobre receptores a;
presentes no musculo liso vascular, promovendo vasoconstricdo (McLaughlin et al.,
2023). A viabilidade do tecido foi confirmada pela contracdo induzida pela
fenilefrina, sendo considerado viavel o anel adrtico cuja contracéo fosse superior a
50% da contracdo maxima induzida pelo KCI.

A terceira etapa correspondeu ao teste de endotélio, realizado para avaliar a
integridade endotelial. Apds a contracao induzida pela fenilefrina, aguardou-se a
formacéo de um platd por aproximadamente 2 minutos; em seguida, adicionaram-
se 5uL de acetilcolina (10 uM) — substéancia que estimula a liberacdo de 6xido
nitrico (NO) pelo endotélio vascular, promovendo vasodilatacdo (McLaughlin et al.,
2023). O grau de relaxamento obtido apos a adicéo de acetilcolina foi utilizado como
parametro para avaliar a funcionalidade do endotélio: valores superiores a 50%
indicaram endotélio funcional, enquanto valores inferiores a 50% indicaram
disfuncdo ou auséncia de endotélio (Balarini et al., 2013). Apds a verificacdo da
presenca ou auséncia de endotélio, as cubas foram lavadas com solucao de Krebs,
aguardando-se o retorno a tenséo basal e a estabilizacdo por 30 minutos. A quarta
etapa consistiu na constru¢do das curvas cumulativas de concentracao-resposta.
Foram construidas curvas de contracao com fenilefrina (107'° a 3x107> M) em anéis
com e sem endotélio funcional. Para a avaliacdo do relaxamento, foram obtidas
curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (107'° a 3x10™° M) em anéis com
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endotélio funcional. Nos anéis sem endotélio funcional, o relaxamento foi avaliado
por meio de curvas ao nitroprussiato de sédio (10722 a 3x107° M), um doador de
oxido nitrico (NO). Em ambos os casos, os anéis foram previamente contraidos
com fenilefrina (10 uM). O intervalo entre a aplicacdo das concentracbes e dos
volumes demorou por volta de 2 minutos. A figura 8 apresenta as variacdes de

tensdo, correspondentes as curvas concentragdo-resposta criadas no trabalho.

Figura 8 - Curva concentragdo-resposta da FEN e NPS em anel de artéria aorta sem endotélio
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Figura 8 — Curva concentracdo-resposta da FEN e NPS. Volumes e concentragfes crescentes de
FEN e NPS foram colocadas em cubas com anéis de artéria aorta, nas quais produziram efeitos de
constricdo (aumento da tensdo) e relaxamento (diminuicdo da tenséo), o que produziu o efeito de
curva. Fonte: Autoral baseada no Software LabChart 8, 2025.

4.5 Perfil bioquimico

Na andlise do perfil bioquimico, foram determinadas as concentracdes
plasmaticas de colesterol total, de HDL e de colesterol ndo-HDL. Apds a eutanasia,
foram retirados os pulmdes, o que gerou um grande fluxo de sangue para a
cavidade toracica. Esse sangue foi coletado com uma ponteira contendo heparina,
e centrifugado por 10 minutos, 5000 rpm, na temperatura de 25°C. Em seguida, foi
retirado o sobrenadante (soro) e armazenado no congelador em temperatura de -
4°C. Para a medida das concentracfes do colesterol total e HDL, foram utilizados
kits comerciais colorimétricos (Bioclin®, Quibasa, Brasil), de acordo com as
orientacdes do fabricante na bula e conforme previamente padronizado (Carvalho,
2021). As leituras foram feitas em espectrofotdmetro de placa (Biotek Synergy HTX)
posteriormente tabuladas e calculadas as concentracfes a partir da solucéo padrao
contida no kit. Os valores de colesterol ndao-HDL foram obtidos pela subtracdo dos

valores do colesterol total e do HDL.
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4.6 Andlise estatistica

Para as analises, foi utilizado o software Graph Pad Prism 8.0 ®, e os resultados
foram representados como média + erro padrdo da média. A normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a grande maioria dos parametros
seguiu distribuicdo normal, sendo analisados por ANOVA One-Way seguida do
pos-teste de Tukey. A Unica excecao foi o parametro EC50 da fenilefrina (FEN) no
vaso sem endotélio funcional, que nao seguiu distribuicdo normal e foi analisado
pelo teste de Kruskal-Wallis. Em todos os casos, as diferengas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

5 RESULTADOS
5.1 Perfil lipidico

O grafico 1 abaixo mostra as concentracdes de colesterol total (painel A); de
colesterol ndo-HDL (painel B) e de colesterol HDL (HDL) (painel C) para os trés
grupos experimentais (C57a, APOEA e APOEcgp). Ja a tabela 1 apresenta os
valores de média + erro padréo da media (EPM) para 0os mesmos parametros
citados acima, referentes aos mesmos trés grupos experimentais.

Observou-se que o0s grupos APOEa e APOEcep apresentaram aumento
significativo dos parametros de colesterol total e ndo-HDL, em relacdo ao grupo
controle (C57,). Contudo, o tratamento com o CBD n&o provocou diferenca
significativa dos parametros de colesterol total e ndo-HDL, em relacdo ao grupo néo
tratado (APOEA) (Grafico 1, Tabela 1).

Em relacdo ao colesterol HDL, os grupos APOEAx e APOEcgep apresentaram
reducéo significativa, em relacdo ao grupo controle (C57,). Porém, o tratamento
com o CBD néo provocou diferenca significativa no parametro de colesterol HDL

em relacdo ao grupo néo tratado (APOEA) (Gréafico 1, Tabela 1).

Grafico 1 - Representacgdo do perfil lipidico para os par@metros de colesterol total, ndo-HDL e HDL
nos grupos C57a (controle); APOEa e APOEcsp.
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Gréfico 1: Valores representados como média + erro padrdo da média (EPM) (** p < 0,01 vs. C57,);
(*** p < 0,001 vs. C57,). Andlise utilizada - One-way ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey. Fonte:
Autoral utilizando o Software Graph Pad Prism 8.0., 2026.

Tabela 1 - Valores médios das concentragfes de colesterol total, colesterol HDL e colesterol ndo-
HDL (mg/dL) para os trés grupos experimentais (C57a, APOEa e APOEcsgp).
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Colesterol Total

(ma/dL) HDL (mg/dL) N&o-HDL (mg/dL) n
C57a 86,61 + 7,20 44,75 + 4,57 46,47 + 7,90 11-12
APOE, 7461 + 6427 ***  1043+6,19%F 7267 + 68,06 *** 5

*

APOEcso  764,6 +50,80 **  054+205*** 756945090 ***  7-8

Tabela 1: Valores representados como média + erro padrao da média (EPM) (** p < 0,01 vs. C574);
(*** p < 0,001 vs. C574). Analise utilizada - One-way ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey. Fonte:
Autoral utilizando o Software Graph Pad Prism 8.0., 2026.

5.2 Resposta vasoconstritora em anéis de artéria aorta com e sem

endotélio funcional

5.2.1 Reatividade vascular provocada por fenilefrina (FEN) em anéis

de artéria aorta com endotélio funcional

O grafico 2 mostra a curva concentracdo-resposta a FEN (100 pM — 20 puM)
(painel A), a resposta contratil maxima (Rmax) (painel B) e a poténcia (pEC50)
(painel C) em anéis de artéria aorta com endotélio funcional isolado de
camundongos. A tabela 2 apresenta os valores numericos de Rmax e pEC50
para cada grupo.

Verificou-se que a FEN induziu contracdes dependentes da concentracao
em todos os trés grupos experimentais. Nas trés ultimas doses avaliadas,
entretanto, o grupo néo tratado (APOEa) apresentou uma reducéo significativa
da contragcdo em comparagado ao controle (C57a). Por outro lado, os animais
tratados com CBD (APOEcgp) exibiram aumento da resposta nessas mesmas
concentracfes em relacdo ao grupo APOEA.

Em relacdo a contracdo maxima (Rmax) induzida pela FEN, o
comportamento seguiu a tendéncia observada na curva concentracao-resposta:
0 grupo APOEAa apresentou menor Rmax do que o controle C574, enquanto o
grupo APOEcgp exibiu aumento da Rmax em relacéo ao grupo APOEa. Quanto
ao pEC50, ndo foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos (Tabela 2).

Grafico 2 - Efeito do CBD (30 mg/Kg) ou veiculo (30 mg/Kg) sobre a vasoconstricdo de artéria
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aorta com endotélio funcional isolada de camundongos (C57 ou apoE™"), em resposta a fenilefrina
(FEN, 100 pM — 20 uM).
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Grafico 2: A: curva de concentracdo-resposta a FEN. Analise utilizada - Two-way ANOVA,
seguida do pés-teste de Tukey. B: efeito da contracdo méxima em resposta a FEN (Rméx). C:

poténcia (pEC50) para FEN. (* p < 0,05 vs. C57a; * p < 0,01 vs. C57a: # p < 0,05 vs. APOE,).

Andlise utilizada - One-way ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey. Fonte: Autoral utilizando o
Software Graph Pad Prism 8.0., 2026.

Tabela 2 - Valores de eficacia (Eméx) e poténcia (pEC50) para fenilefrina (FEN, 100 pM — 20 uM)
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em anéis de artéria aorta com endotélio isolado de camundongos (C57 ou apoE™).

Fenilefrina (E+)

Rméx (%) pEC50 (-log M) n
C57A 70,97 + 7,56 6,79 + 0,21 6
APOEA 40,30 + 4,93 ** 6,7 + 0,07 6
APOEcegp 66,8 + 5,92 # 6,7 + 0,12 6

Tabela 2: Valores séo apresentados como média £ EPM. (* p < 0,05 vs. C57a; ** p < 0,01 vs. C57a;
#p < 0,05 vs. APOEs). Andlise utilizada - One-way ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey. Fonte:
Autoral utilizando o Software Graph Pad Prism 8.0., 2026.

5.2.2 Reatividade vascular provocada por fenilefrina (FEN) em anéis

de artéria aorta sem endotélio funcional

O Graéfico 3 apresenta a curva concentracao—resposta a FEN (100 pM — 20
HUM) (painel A), a contracdo maxima (painel B) e o pEC50 (painel C) em anéis de
aorta sem endotélio funcional. A tabela 3 mostra os valores numéricos de Rmax
e pEC50 para cada grupo.

Foi verificado que a FEN provocou aumentos graduais da contracdo nos trés
grupos. A partir da sexta concentracdo, porém, o grupo nao tratado (APOE.)
exibiu reducao significativa da reatividade em comparacdo ao controle (C574).
Ja o tratamento com CBD (APOEcep), quando analisado dose a dose, alterou a
resposta em relagcdo ao APOEa (Gréfico 3, painel A).

Ao observar os parametros da curva concentracao-resposta, confirmou-se a
menor reatividade do grupo APOEA frente ao controle, bem como o aumento da
resposta apds a administracdo de CBD, conforme indicado pelo Rmax (Gréafico
4, Painel B; Tabela 4).

Quanto ao pEC50, houve reducédo significativa da poténcia no grupo nao
tratado em relacédo ao controle, enquanto o grupo tratado com CBD apresentou

aumento expressivo em comparagdo ao APOEA (Gréfico 4, Painel C; Tabela 3).

Grafico 3 - Efeito do CBD (30 mg/Kg) ou veiculo (30 mg/Kg) sobre a vasoconstricdo de artéria
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aorta sem endotélio funcional isolada de camundongos (C57 ou apoE™"), em resposta a fenilefrina
(FEN, 100 pM — 20 uM).
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Grafico 3: A: curva concentragdo-resposta a FEN. Analise utilizada - Two-way ANOVA, seguida
do pés-teste de Tukey. B: efeito da contracdo maxima em resposta a FEN (Rmax). C: poténcia

(PEC50) para FEN. (* p< 0,05 vs. C574; ** p < 0,001 vs. C57a;# p < 0,05 vs. APOE,). Analise

utilizada - One-way ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey. Fonte: Autoral utilizando o Software
Graph Pad Prism 8.0., 2026.

Tabela 3 - Valores de eficacia (Eméx) e poténcia (pEC50) para fenilefrina (FEN, 100 pM — 20
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UM) em anéis de artéria aorta sem endotélio isolado de camundongos (C57 ou apoE™).

Fenilefrina (E-)

Rméx (%) pEC50 (-log M) n
C57a 96,83 + 3,55 7,30 + 0,06 9
APOEA 66,70 + 5,75 6,48 + 0,18 *** 5
APOEcsp 97,43 +15,83# 7,00 +£ 0,19 # 4

Tabela 3: Valores sao apresentados como média £ EPM. (* p < 0,05 vs. C574; *** p < 0,001 vs.
C57a;# p < 0,05 vs. APOE,). Analise utilizada - One-way ANOVA, seguida do pds-teste de Tukey.
Fonte: Autoral utilizando o Software Graph Pad Prism 8.0., 2026.

5.3 Resposta vasodilatadora em anéis de artéria aorta de camundongos

com e sem endotélio funcional

5.3.1 Reatividade vascular provocada por acetilcolina (ACh) em anéis

de artéria aorta de camundongos com endotélio funcional

O Gréfico 4 mostra a curva concentracao-resposta a ACh (100 pM — 20 uM)
(painel A), a resposta maxima de relaxamento (Rmax) (painel B) e a poténcia
(PEC50) (painel C) em anéis de artéria aorta com endotélio funcional isolada de
camundongos. A tabela 4 mostra os valores numéricos de Rmax e pEC50 para
cada grupo.

Observou-se que a ACh (100 pM — 20 uM) promoveu relaxamentos
proporcionais ao aumento das concentracdes nos trés grupos estudados.
Apenas na dose final o grupo néo tratado (APOEA) apresentou relaxamento
significativamente maior em comparacéo ao controle (C574). J& 0s animais que
receberam CBD (APOEcep) demonstraram elevacdo da resposta nas trés
ultimas concentracdes em relacéo ao grupo APOEA. Ainda assim, ao analisar a
curva completa de concentracdo-resposta, ndo houve diferenca estatistica entre

0S grupos.

Em relacdo ao relaxamento maximo induzido por ACh, observa-se a
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auséncia de diferenca entre o grupo nao tratado (APOEa) e 0 grupo controle
(C574). Entretanto, ao comparar o grupo tratado com CBD ao néo tratado, foi
verificado aumento significativo do relaxamento. Por fim, no gréafico 4 painel C e
na mesma tabela, referentes ao pEC50, ndo foram identificadas variacoes

relevantes entre os grupos avaliados.

Grafico 4 - Efeito do CBD (30 mg/Kg) ou veiculo (30 mg/Kg) sobre a vasorelaxamento de artéria
aorta com endotélio funcional isolada de camundongos (C57 ou apoE’), em resposta a ACh
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(ACh, 100 pM — 20 pM).
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Grafico 4: A: curva concentracdo-resposta a ACh. Andlise utilizada - Two-way ANOVA, seguida
do pés-teste de Tukey. B: efeito do relaxamento méaximo em resposta a ACh (Rmax). C: poténcia
(PEC50) para ACh. (# p < 0,05 vs. APOE,). Andlise utilizada - One-way ANOVA, seguida do pés-
teste de Tukey. Fonte: Autoral utilizando o Software Graph Pad Prism 8.0., 2026.

Tabela 4 - Valores de eficicia (Eméx) e poténcia (pEC50) para acetilcolina (ACh, 100 pM — 20
UM) em anéis de artéria aorta com endotélio isolado de camundongos (C57 ou apoE-).
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Acetilcolina (E+)

Rméx (%) pEC50 (-log M) n
C57a 70,93 + 3,20 6,53 + 0,20 10
APOEA 58,70 + 4,40 6,35 + 0,20 5
APOEcsp 83,22 + 6,17 # 6,41 + 0,14 9

Tabela 4: Valores sdo apresentados como média £+ EPM. (# p < 0,05 vs. APOE,). Analise
utilizada - One-way ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey. Fonte: Autoral utilizando o Software
Graph Pad Prism 8.0., 2026.

5.3.2 Reatividade vascular provocada por nitroprussiato de sédio
(NPS) em anéis de artéria aorta sem endotélio funcional

O Grafico 5 apresenta a curva concentracdo—resposta ao NPS (painel A), o
relaxamento maximo (Rmax) (painel B) e o pEC50 (painel C) em anéis de aorta
sem endotélio funcional. A tabela 5 mostra os valores numericos de Rmax e
pEC50 para cada grupo.

O NPS (10 pM — 20 upM) promoveu relaxamentos dependentes da
concentracdo em todos 0s grupos. Para andlise da curva concentracao-resposta,
nao houve diferenca significativa entre o grupo nao tratado (APOEA) e o controle
(C574), assim como o tratamento com CBD (APOEcep) ndo modificou a resposta
em comparagcdo ao grupo APOEa. A andlise da curva completa confirma a
auséncia de alteracdes induzidas pela NPS.

Da mesma forma, os valores de relaxamento maximo (Tabela 5) e de pEC50

(Tabela 5) também néo diferiram entre 0s grupos experimentais.

Grafico 5 - Efeito do CBD (30 mg/Kg) ou veiculo (30 mg/Kg) sobre a vasorelaxamento de artéria
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aorta sem endotélio funcional isolada de camundongos (C57 ou apoE™), em resposta ao NPS
(NPS, 100 pM — 20 pM).
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Grafico 5: A: curva concentragao-resposta a FEN. Analise utilizada - Two-way ANOVA, seguida
do poés-teste de Tukey. B: efeito do relaxamento méximo em resposta ao NPS (Rmax). C:
poténcia (pEC50) para NPS. Analise utilizada - One-way ANOVA, seguida do pds-teste de Tukey.
Fonte: Autoral utilizando o Software Graph Pad Prism 8.0., 2026.

Tabela 5 - Valores de eficacia (Eméx) e poténcia (pEC50) para nitroprussiato de sodio (NPS,
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100 pM — 20 pM) em anéis de artéria aorta sem endotélio isolado de camundongos (C57 ou
apoE™").

Nitroprussiato de sodio (E-)

Rmadx (%) PEC50 (-log M) n
C574 110,8 + 3,07 8,16 + 0,17 6
APOE, 106,2 + 2,53 7,80 £+ 0,20 4
APOEcsp 105,2 + 4,12 7,61 +0,13 4

Tabela 5: Valores sdo apresentados como média + EPM. Analise utilizada - One-way ANOVA,
seguida do pés-teste de Tukey. Fonte: Autoral utilizando o Software Graph Pad Prism 8.0., 2026.

6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram um aumento marcante do colesterol total e do ndo-
HDL, acompanhado de uma queda expressiva no HDL, quando comparados ao
grupo controle C57BL/6 (C57,). Esse comportamento extremo do metabolismo
lipidico é caracteristico da auséncia de apolipoproteina E, e também, ja foi
amplamente descrito na literatura (Lusis, 2000; Balarini et al., 2013; Leite, 2019;
Golforoush; Yellon; Davidson, 2020; Chan et al., 2016). Como a apoE é essencial
para o clearance de lipoproteinas ricas em colesterol, sua deficiéncia leva
naturalmente a hipercolesterolemia e a formacdo progressiva de placas
ateroscleroticas (Pendse et al., 2009; llyas et al., 2022).

Ainda, o tratamento com extrato da Cannabis rico em CBD (30 mg/kg/ 2x ao dia/
14 dias) ndo modificou os parametros lipidicos quando comparado ao grupo apoE"
" tratado com azeite (APOE.). Esse achado contrasta parcialmente com estudos
anteriores, como os de He et al., 2024, que observaram reducéo de CT e LDL-C e
aumento de HDL ap6s 16 semanas de tratamento com CBD isolado (40 mg/kg/dia)
por meio da dieta. A divergéncia pode ser explicada por fatores como o tempo de
tratamento menor no presente estudo, o tipo de CBD utilizado (extrato vs. CBD
isolado), bem como o nivel da hipercolesterolemia.

O tempo de tratamento com CBD utilizado neste trabalho foi de apenas 14 dias,
uma vez que trabalhos anteriores do nosso laboratério observaram reducédo da

pressdao arterial em ratos hipertensos tratados com o mesmo 6leo da Cannabis (Flor
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et al., 2024). No entanto, outros estudos observaram melhora do perfil lipidico de
animais com aterosclerose pelo tratamento com o CBD por 8 ou 16 semanas,
periodo necessario para que ocorra modulacdo do metabolismo lipidico e ativagéo
de vias como PPARYy e transportadores de colesterol (He et al., 2024).

Além disso, devemos considerar que o presente estudo utilizou um extrato de
Cannabis rico em CBD (33,33 mg/mL), enquanto os trabalhos referenciados
empregaram CBD purificado, o que pode alterar a biodisponibilidade e a
farmacocinética do composto (Di Marzo; Piscitelli, 2015; Pacher; Kogan;
Mechoulam, 2020).

Por fim, nossos animais apoE" apresentaram hipercolesterolemia severa, com
valores extremamente elevados de colesterol total e ndo-HDL, condicdo que
dificulta a reversdo metabdlica em curto prazo, mesmo diante de intervencdes
farmacoldgicas potencialmente benéficas (Zhang et al., 1992).

A auséncia de efeito do CBD sobre o perfil lipidico ndo invalida seu potencial
hipocolesterolémico, mas sugere que o tempo de tratamento de 14 dias, na dose
de 30 mg/Kg nao foi suficiente para modular parametros metabolicos em um quadro
tdo agressivo de dislipidemia.

Em relacdo a vasomotricidade, 0s nossos resultados mostram que o grupo apoE-
" ndo tratado apresentou reducéo significativa da vasoconstricdo a fenilefrina (FEN)
em anéis de artéria aorta com endotélio funcional em comparacdo ao grupo
C57BL/6, quanto ao parametro de resposta maxima a FEN (Rmax). Ja para 0s
valores de poténcia (pEC50), ndo houve diferenca entre os grupos APOEa e C57a.
Para anéis sem endotélio, houve reducédo tanto para Rmax quanto para o peC50
no grupo APOEa e C57a.

A FEN foi empregada no estudo por ser um agonista seletivo dos receptores a;-
adrenérgicos, amplamente utilizada na avaliacdo da funcdo contratil do musculo
liso vascular. Sua acdo promove vasoconstricdo direta, permitindo investigar de
forma especifica a integridade da via a;-adrenérgica e a modulacdo exercida pelo
endotélio (Aires, 2018; Rang, Dale, 2013; Silverthorn, 2017). Em modelos de
aterosclerose, como o0 apoE ™, a resposta a fenilefrina é particularmente relevante,
uma vez que alteragBes na sinalizacdo contratil e na biodisponibilidade de 6xido
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nitrico podem modificar a reatividade vascular. Dessa forma, o uso da fenilefrina
permite uma analise consistente da capacidade contratil e da sensibilidade do vaso
em diferentes condi¢cdes experimentais (Balarini et al., 2013; Gimbrone; Garcia-
Cardefia, 2016; Libby et al., 2019).

Estudos anteriores que mostraram que o ambiente de disfuncdo endotelial e
aumento da reatividade vasoconstritora induzida por FEN sdo caracteristica do
processo aterosclerético, marcado pela reducdo da biodisponibilidade de NO
(Fransen et al., 2008; Vesterdal et al., 2009; Leal et al., 2018; Cardoso, 2024).
Nesse contexto, pensando em motivos pelos quais a vasoconstricdo foi diminuida
no grupo de aterosclerose nao tratado, consideramos que pode ter havido uma
influéncia da escolha do azeite de oliva extra virgem como veiculo. Esse tipo de
azeite possui atividades antioxidantes comprovadas, que ndo decorrem apenas de
um unico componente, mas de uma sinergia entre seu perfil de acidos graxos e
seus compostos fenolicos (Estruch et al., 2013; Martinez-Beamonte et al., 2024).

Estudos mostram que camundongos machos e fémeas apoE’ submetidos por
12 semanas a uma dieta soélida rica em azeite de oliva extra virgem (tipo Western
purificada, isocaldrica, 20% de gordura, 0,15% de colesterol) apresentaram
reducéo significativa na formacao de placas ateroscleroéticas, quando comparados
aos grupos que receberam dieta rica em gordura saturada. Além disso, a pesquisa
também mostra que houve uma melhora do perfil imunologico com a dieta rica em
azeite de oliva (Martinez-Beamonte et al., 2024). Ademais, estudos demonstram
gue o azeite de oliva extra virgem exerce efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e
antiaterogénicos importantes no contexto da aterosclerose, atuando diretamente
sobre a parede vascular (Martinez-Beamonte et al., 2024; Morvaridzadeh et al.,
2025). Segundo os autores, esses efeitos sdo mediados principalmente pela acao
conjunta do &cido oleico e dos polifendis do azeite, como hidroxitirosol e
oleuropeina, que reduzem de forma direta a oxidacdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), um evento central no inicio e na progressdao da placa
aterosclerotica. O &cido oleico diminui a susceptibilidade da LDL a oxidacdo ao
modificar sua composicdo lipidica, enquanto os polifenéis atuam como

antioxidantes potentes, neutralizando espécies reativas de oxigénio e protegendo
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a LDL do dano oxidativo. Além disso, esses compostos reduzem o estresse
oxidativo e a inflamacé&o vascular, preservam a biodisponibilidade de éxido nitrico
e diminuem a expressdo de moléculas de adesdo endotelial, limitando o
recrutamento de células inflamatérias para a intima arterial (Estruch et al., 2013;
Martinez-Beamonte et al., 2024; Morvaridzadeh et al., 2025).

Esses achados sustentam que o azeite exerce efeitos bioldgicos diretos sobre o
ambiente vascular, diminuindo as espécies reativas de oxigénio (EROS), o que
reduz a inflamacdo, aumentando a biodisponibilidade de O6xido nitrico, o que
diminuiria a vasoconstricdo na vigéncia de disfuncéao endotelial. Assim, no presente
estudo, a menor vasoconstricdo a fenilefrina observada no grupo apoE™ tratado
com azeite pode ser explicada, ao menos em parte, pela acdo vascular protetora
do proéprio veiculo, evidenciando que o azeite ndo € um veiculo inerte, mas um
possivel modulador da reatividade vascular.

N&o ha evidéncias de que 0 azeite extra virgem atue diretamente sobre a
vasoconstricdo induzida pela fenilefrina na artéria aorta de camundongos,
especialmente em modelos de aterosclerose. Entretanto, em modelo experimental
ex vivo, utilizando artérias mesentéricas isoladas de ratos normotensos, foi
demonstrado que fendis extraidos do azeite extra virgem, aplicados de forma
aguda, promovem vasodilatacdo dependente da dose mesmo apds pré-contracao
com fenilefrina, por mecanismos endotelio-independentes mediados pela ativacéo
de canais potassio de grande condutancia (BKCa) na musculatura lisa vascular
(D’agostino et al., 2021). -.

Ainda assim, o azeite de oliva extra virgem foi adotado como veiculo para o
extrato de Cannabis sativa rico em CBD por ser o diluente utilizado na diluicdo do
extrato de Cannabis, como destacado na metodologia. Dessa forma, sua utilizacéo
no presente estudo buscou aproximar o modelo experimental da formulagéo
efetivamente utilizada pelos pacientes de Cannabis medicinal, sobretudo os
pacientes da Abrace/PB e Apepi/RJ.

Na sequéncia, observamos que o tratamento com CBD (30 mg/kg) aumentou a
reatividade contratil a fenilefrina (FEN) em animais apoE”, como evidenciado pelo

aumento de Rmax no grupo APOEcep em relacdo ao APOE,, tanto nos anéis com,
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guanto nos sem endotélio funcional. Para os anéis sem endotélio funcional,
observou-se também um aumento da pEC50. Isso diverge com a atuacdo ja
relatada do CBD para outras doencas cardiometabolicas e cardiovasculares (Dias,
2001; Weiss et al., 2006; Rajesh et al., 2007; Wheal et al., 2017; Kicman; Toczek,
2020; Flor et al., 2024).

Contudo, é importante entender que o efeito do CBD pode ser dependente da
dose e do tempo de exposicdo, além de também diferir entre modelos
experimentais, como por exemplo a espécie e o tipo de vaso estudados. Pesquisas
prévias jA mostraram que o CBD pode exercer efeitos cardiovasculares bifasicos
ou dependentes da dose, a depender da concentracdo utilizada (Baranowska-
Kuczko et al., 2020; Stanley et al., 2015; Wheal et al., 2017; Pacher; Kogan;
Mechoulam, 2025; Kicman; Toczek, 2020). Assim, € possivel que a dose utilizada
no presente estudo tenha desencadeado um efeito pro-contrétil, sugerindo que o
CBD esteja modulando outras vias especificas relacionadas ao aumento da
contratilidade vascular, como a modula¢cédo de canais ibnicos de calcio, como o
TRPV2, o que, por sua vez, influencia o tonus vascular. E importante também
considerarmos que, embora nosso extrato apresente concentracdo preponderante
de canabidiol, ha outros canabindides, bem como flavonoides e terpenos.

O canal nao-seletivo TRPV2 (Transient Receptor Potential Vanilloid 2) é um
canal ibnico que é responsavel pela conducéo de varios ions, dentre eles o Ca*?
(Gochman et al., 2023; Earley; Brayden, 2015). Processos como 0 proprio
encurtamento do vaso e o diacilglicerol (DAG), segundos mensageiros gerados
pela propria ativagcao dos receptores a1 pela FEN, geram estiramento da membrana
e mudancas no citoesqueleto, o que pode ativar o TRPV2 (Earley; Brayden, 2015).
Foi observado anteriormente que o CBD faz uma sensibilizacdo desse receptor
TRPV2, aumentando o tempo de abertura do canal, o que aumentou a poténcia do
agonista 2-APB para a aorta de camundongos (Gochman et al., 2023). De modo
similar, consideramos que em nosso estudo pode ter ocorrido uma maior
sensibilizacdo dos canais TRPV2, promovida pelo CBD, e posteriormente, a maior
entrada de Ca*? por esses canais, potencializando a vasoconstricdo induzida pela
FEN, ja que ela é responsavel por ativar receptor a1, que ativa uma via que
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aumenta o Ca?* sarcoplasmético, o que gera a contracdo da musculatura lisa
vascular (Gochman et al., 2023).

Somado a isso, estudos demonstram que os canais TRPV2 mudam de sitio em
resposta ao aumento do Oxido nitrico (NO) (Perélvarez-Marin et al., 2024). Os
autores observaram translocacdo do TRPV2 do citosol para a membrana das
células musculares lisas, aumentando a contribuicdo funcional do canal para o
tonus vascular (Peralvarez-Marin et al., 2024). Considerando que o CBD tem efeito
anti-oxidante, potencializando a biodisponibilidade do NO (Stanley et al., 2015;
Wheal et al., 2017; Atalay; Jarocka-karpowicz; Skrzydlewskas, 2020), esses efeitos
somados podem justificar o padrdo de contracdo no grupo APOEcgp, comparado
ao APOEa.

Embora a aterosclerose esteja classicamente associada a disfungdo endotelial
e a reducao da vasodilatacdo dependente do 6xido nitrico, no presente estudo, a
resposta vasodilatadora a acetilcolina foi semelhante entre os grupos APOEA e
C57a, tanto para a resposta maxima (Rmax) quanto para a poténcia (pEC50). Esse
achado contrasta com evidéncias prévias que descrevem prejuizo da vasodilatacao
induzida por ACh em modelos apoE” (Fransen et al., 2008; Vesterdal et al., 2009;
Leal et al., 2018; Cardoso, 2024).

No entanto, sob o ponto de vista dos resultados obtidos quanto a reatividade
vasoconstritora a fenilefrina, € plausivel que o uso do azeite de oliva extra virgem
como veiculo tenha contribuido para a preservacéo da funcdo endotelial no grupo
APOEA. Conforme discutido anteriormente, os compostos fendlicos e o perfil lipidico
do azeite exercem efeitos antioxidantes e vasomoduladores relevantes, que podem
ser capazes de reduzir o estresse oxidativo vascular e atenuar processos
inflamatorios associados a aterosclerose (Estruch et al., 2013; D’agostino et al.,
2021; Martinez-Beamonte et al., 2024; Morvaridzadeh et al., 2025). Nesse contexto,
a reducdo das espécies reativas de oxigénio pode ter favorecido a manutencao da
biodisponibilidade de Oxido nitrico, elemento central para a vasodilatacdo
dependente do endotélio induzida pela acetilcolina. Assim, mesmo em um ambiente
aterosclerotico, a acao protetora do azeite pode ter limitado a disfuncéo endotelial,

resultando em respostas vasodilatadoras comparaveis as observadas no grupo
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C57a. Portanto, a auséncia de diferenca na reatividade & ACh entre os grupos
APOEA e C57a ndo contradiz necessariamente a literatura, mas reforca a hipotese
de que o azeite de oliva extra virgem nao atua como um veiculo inerte, podendo
modular a fungcé&o vascular e preservar a resposta endotelial em condi¢cdes de
aterosclerose.

Observamos que o tratamento com CBD (30 mg/kg) induziu aumento
significativo do relaxamento, no valor de Rmax em relacdo ao grupo APOE A, sem
diferenca significativa nos valores de pEC50. Por mais que tenha havido no Rméax
na comparacao dos grupos APOEcep € APOEA, essa diferenca € atribuida apenas
as trés ultimas concentracdes, nao refletindo na curva completa de concentracao—
resposta, que mostrou que nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
Ressalta-se ainda que o grupo APOEA néo diferiu do C574, que representa o padréo
de comparacdo, sugerindo que a diferenca isolada em Rmax nao reflete uma
alteracgédo funcional relevante da resposta vasodilatadora.

Nesse sentido, consideramos que o tratamento com CBD (30 mg/kg/ 2x ao dia/
14 dias) ndo promoveu alteracoes significativas na vasodilatacdo em resposta a
ACh, o que diverge com a atuacao ja relatada do CBD para outras doencas
cardiometabolicas e cardiovasculares, bem como 0 nosso estudo sobre os efeitos
do CBD na hipertensdo renovascular (2R1C) (Dias, 2001; Weiss et al., 2006;
Rajesh et al., 2007; Wheal et al., 2017; Kicman; Toczek, 2020; Flor et al., 2024).

Ainda que o CBD apresente propriedades cardiovasculares amplamente
descritas na literatura, seus efeitos parecem depender de multiplos fatores
experimentais, incluindo a dose, o tempo de exposicdo e o modelo avaliado, como
a espécie e o tipo de vaso estudados. Evidéncias prévias indicam que o CBD pode
exercer respostas bifasicas ou dependentes da concentracdo, o que reforca a
complexidade de sua atuacdo no sistema vascular (Stanley et al., 2015; Wheal et
al., 2017; Baranowska-Kuczko et al., 2020; Pacher; Kogan; Mechoulam, 2020;
Kicman; Toczek, 2020). Nesse contexto, a auséncia de efeito do CBD sobre a
vasodilatacdo induzida por acetilcolina no presente estudo ndo invalida seu
potencial vasodilatador, mas sugere que o protocolo empregado — 14 dias de

tratamento na dose de 30 mg/kg — pode nao ter sido suficiente para promover
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alteracdes funcionais detectaveis em um cenéario de dislipidemia avancada.

Os resultados do presente estudo demonstram que n&o houve diferencas
significativas entre o grupo apoE~- nédo tratado (APOEa) e o grupo controle (C57,),
tanto na analise da curva concentracdo—resposta quanto nos valores de
relaxamento maximo (Rméax) e pEC50, da mesma forma, o tratamento com CBD
(30 mg/kg) nado alterou a resposta a NPS em comparacdo ao grupo APOEa, em
nenhum dos parametros analisados.

O NPS é um vasodilatador endotélio-independente que atua diretamente sobre
o musculo liso vascular por meio da liberacao de éxido nitrico exdgeno e ativacédo
da via NO-—guanilato ciclase-GMPc, permitindo a avaliacdo especifica da
integridade funcional da musculatura lisa. Assim, a manutencdo da resposta ao
NPS entre os grupos sugere que, apesar das alteragcbes morfologicas
caracteristicas da aterosclerose, como remodelamento vascular e espessamento
da parede arterial, a via de relaxamento dependente do musculo liso permanece
preservada. A auséncia de efeito do CBD nesse contexto reforca a evidéncia de
gue seus efeitos vasculares estdo predominantemente associados a modulacéo da
funcdo endotelial, incluindo a melhora da biodisponibilidade de 6xido nitrico e a
reducdo do estresse oxidativo e da inflamacao (Wheal et al., 2017; Baranowska-
Kuczko et al., 2020; Flér et al., 2024). Assim, na auséncia de endotélio funcional, o
CBD perde seu principal sitio de acéo, o que explica a inexisténcia de alteracbes
na vasodilatacdo induzida por NPS. Esses achados corroboram com o tratamento
com CBD (20 mg/kg) para a hipertensao renovascular (2R1C) que ndo mostrou
resultado em relacdo a vasodilatacdo de artérias mesentéricas de ratos sem

endotélio funcional (Flor et al., 2024).

7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, este estudo deve ser interpretado como uma
investigacdo inicial sobre os efeitos do extrato de Cannabis sativa rico em
canabidiol na reatividade vascular. E importante destacar a complexidade inerente
aos estudos com extratos vegetais, uma vez que, mesmo em concentracdes

reduzidas, outros compostos bioativos presentes na formulacdo podem exercer
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efeitos cardiovasculares e, potencialmente, interagir com o CBD. Além disso,
varidveis como a dose, o tempo de administracao e a via de tratamento constituem
fatores determinantes da resposta biolégica observada.

Outro aspecto relevante refere-se ao veiculo utilizado. Considerando que o
azeite de oliva contém compostos com propriedades vasomodulatorias, seus
efeitos sobre a vasomotricidade devem ser cuidadosamente controlados e
analisados em investigacoes futuras.

Assim, os achados reforcam a necessidade de estudos adicionais que avaliem,
de forma sistematica, o impacto do tipo de veiculo, da dose, da duracdo do
tratamento e da composicao fitoquimica do extrato empregado, a fim de elucidar,
de maneira mais abrangente e mecanisticamente fundamentada, os efeitos do CBD
e de seus co-componentes na modulacdo da funcdo vascular em condi¢cdes de

aterosclerose.
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