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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da administracdo de canabidiol (CBD;
50 mg/kg) sobre a resposta inflamatéria intestinal, por meio da andlise das
populacdes de células CD20, CD45 e CD68 imunorreativas (IR) na mucosa ileal de
ratos com artrite experimental. Foram utilizados 30 ratos machos adultos da
linhagem Holtzman (Rattus norvegicus), distribuidos aleatoriamente em cinco grupos
(n=6): controle (C), controle tratado com CBD (CC), artrite (A), artrite tratada com
CBD (AC) e artrite tratada com ibuprofeno (Al). Apés 60 dias, os animais foram
eutanasiados e amostras do ileo foram coletadas para analise imuno-histoquimica.
As células imunorreativas foram quantificadas em 30 vilos intestinais por amostra.
Os dados foram analisados nos programas Statistica 8.0 e GraphPad Prism 8.0,
utilizando delineamento em blocos e pds-teste de Fisher, com nivel de significancia
de 5%. A artrite aumentou significativamente a densidade de células CD20-IR,
CD45-IR e CD68-IR na mucosa ileal em relagcdo ao controle (p<0,05). O CBD
reduziu significativamente as populagées CD20-IR e CD68-IR nos animais artriticos
(p<0,05), sem alterar CD45-IR. O ibuprofeno reduziu CD20-IR, mas aumentou
CD45-IR e CD68-IR em relacao ao grupo artritico (p<0,05). Em animais saudaveis, o
CBD aumentou CD20-IR e CD68-IR (p<0,05), sem alterar CD45-IR. Conclui-se que
o CBD exerce efeito imunomodulador na mucosa ileal de animais artriticos,
reduzindo populagdes celulares associadas a resposta inflamatoria. Entretanto, seus
efeitos em condicdes fisiol6gicas indicam a necessidade de estudos adicionais sobre
as consequéncias da administracdo prolongada do CBD para a homeostase
imunoldgica intestinal.

INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune inflamatéria crénica e sistémica,
que pode causar dor persistente, danos simétricos nas articulagcbes e danos extra
articulares, decorrente da perda da autotolerancia imunolégica, caracterizada pela
acao de linfécitos autorreativos, citocinas pré-inflamatérias e produgéo de anticorpos
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contra proteinas proprias alteradas, especialmente proteinas citrulinadas,
promovendo inflamacéao e destruicdo articular progressiva. Entre suas manifestacdes
extra articulares, destacam-se alteracbes no trato gastrointestinal (TGl), cuja
resposta imunoldgica depende do equilibrio entre células Th17, associadas a
inflamacao, e células T reguladoras (Tregs), responsaveis pela modulacdo da
resposta imune (NETO et al., 2022). Alteracbes na microbiota intestinal e no eixo IL-
23/IL-17 podem contribuir para a manutengcédo da inflamacao sistémica e articular.
Nesse contexto, marcadores celulares como CD20, CD45 e CD68 permitem
identificar, respectivamente, células B, leucdcitos totais e macréfagos, contribuindo
para a avaliagdo das alteracbes inflamatérias intestinais associadas a AR. Como
alternativa terapéutica, o canabidiol (CBD), composto derivado da Cannabis sativa,
vem sendo investigado por seus potenciais efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e
neuroprotetores, mediados entre outros mecanismos, pela interacdo com o sistema
endocanabinoide e pelos receptores CB1 e CB2. Assim, a investigacdo dos efeitos
da AR sobre o intestino e da possivel acdo do CBD pode contribuir para a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na inflamacao sistémica e para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas complementares.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos realizados neste estudo seguiram os principios éticos da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio (SBCAL) e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UEM) sob o protocolo n®
2446180723. Foram utilizados 30 ratos machos adultos da linhagem Holtzman
(Rattus norvegicus), variedade albinus, que tiveram a artrite induzida pela inoculagéao
de 0,1 mL do Adjuvante Completo de Freund a 5%, contendo Mycobacterium
tuberculosis, na pata traseira esquerda. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos (n=6 por grupo): controle (C), controle tratado com
CBD (CC), artrite induzida tratado com CBD (AC) e artrite induzida tratado com
ibuprofeno (Al).

Ao final de 60 dias de periodo experimental, os ratos foram eutanasiados, resultando
na coleta de aproximadamente 2 cm do ileo de cada animal para a realizacdo da
técnica imunohistoquimica para marcagdo das células reativas a CD20, CD45 e
CD68 na mucosa do ileo.A quantificacao para cada populacao foi realizada em 30
vilos por rato.

Foi utilizado o software Image-Pro® Plus versdo 4.5. Os resultados foram
submetidos ao delineamento em blocos e pés-teste de Fisher com nivel de
significancia de 5% e expressos como a média de células/vilosidades (Bossolani et
al, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na mucosa ileal, a densidade de células CD20-IR foi significativamente maior nos
grupos CC e A em comparacao ao grupo C (p < 0,05), enquanto os grupos Al e AC
apresentaram reducgdo significativa em relacdo ao grupo A (p < 0,05). Para as
células CD68-IR, observou-se aumento significativo nos grupos CC e A em relacao
ao grupo C (p < 0,05). O grupo Al apresentou aumento significativo de células CD68-
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IR em comparagcdo ao grupo A, enquanto o grupo AC apresentou reducao
significativa em relacdo ao mesmo grupo (p < 0,05). Em relacéo as células CD45-IR,
verificou-se aumento significativo no grupo A em comparacéao ao grupo C e no grupo
Al em relacao ao grupo A (p < 0,05). Nao foram observadas diferencas significativas
entre os grupos AC e A ou entre CC e C para as células CD45-IR. Resultados da
densidade das células e fotomicrografias estdo demonstrados na Figura 1.
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Figura 1. Quantificacdo (A, C e E) e fotomicrografias representativas (B, D e F) de células CD20,
CD45 e CD68 imunorreativas na mucosa do ileo. Grupos: controle (C), controle tratado com CBD
(CC), artrite induzida tratado com CBD (AC), artrite induzida tratado com ibuprofeno (Al). Os valores
sao expressos como média + EP. *p<0,05 quando comparado a C; # p<0,05 quando comparado a A.
n= 6 ratos por grupo. Barra de calibragdo: 50 um.

Em relagdo ao grupo A, verificou-se aumento significativo na densidade de células
CD20-IR, CD45-IR e CD68-IR quando comparado ao grupo controle. Esse achado
reforgca que a artrite induzida desencadeia uma resposta inflamatéria sistémica que
se estende ao intestino, favorecendo o recrutamento e a ativacdo de linfocitos e
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macrofagos na mucosa intestinal. Evidéncias recentes demonstram que a
inflamacao crénica decorrente da artrite reumatoide compromete a homeostase
imunoldgica intestinal e intensifica a infiltracdo de células inflamatérias (Park et al.,
2023).

No grupo AC, observou-se uma reducgao significativa na densidade de células CD20-
IR e CD68-IR em comparacao ao grupo artritico (A), evidenciando o potencial efeito
anti-inflamatério do CBD. Esse efeito tem sido atribuido a ativacao de receptores do
sistema endocanabinoide, capaz de modular a producdo de citocinas pré-
inflamatérias e atenuar a resposta imune inflamatéria (Marinho & Neto, 2023). Em
contraste, a populacdo de células CD45-IR nao apresentou diferenca significativa
entre os grupos AC e A, sugerindo que o CBD exerceu um efeito seletivo sobre
determinadas populagdes de células inflamatérias da mucosa ileal.

O grupo Al apresentou reducao da populacao de células CD20-IR em comparacao
ao grupo A, corroborando o efeito anti-inflamatério do ibuprofeno sobre a resposta
imune adaptativa. Entretanto, diferentemente do esperado, observou-se aumento na
densidade de células CD45-IR e CD68-IR. Esse resultado pode estar relacionado
aos efeitos da administracdo prolongada de anti-inflamatérios nao esteroidais
(AINEs), cuja inibicao persistente das ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) reduz a
sintese de prostaglandinas gastroprotetoras, favorecendo alteracées na barreira
intestinal, inflamagdo da mucosa e recrutamento de células imunocompetentes
(Aquino et al., 2017).

Por fim, o grupo CC apresentou aumento significativo das populacées CD20-IR e
CD68-IR em relacao aos animais controle. Embora o CBD seja reconhecido por suas
propriedades imunomoduladoras, sua administracdo prolongada em animais
saudaveis pode alterar o equilibrio fisiol6gico do sistema imune intestinal,
promovendo modificacbes na composi¢cdo celular da mucosa e sugerindo uma
possivel desregulacdo da homeostase imunolégica (Ahmed, 2016). Em
contrapartida, a densidade de células CD45-IR permaneceu semelhante a do grupo
controle, indicando que esse efeito ndo se estendeu a populacao total de leucdcitos.

CONSIDERACOES FINAIS

O CBD demonstrou efeito anti-inflamatério no contexto da artrite experimental,
caracterizado pela reducdao de células CD20-IR e CD68-IR na mucosa ileal,
sugerindo modulacdo da resposta imunoldgica intestinal associada a doenca.
Entretanto, em condi¢cdes saudaveis, o CBD, assim como o ibuprofeno, promoveu
um aumento de linfécitos B e macréfagos, apds a administracdo prolongada dos
farmacos. Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer os mecanismos
celulares e moleculares envolvidos nessas alteragdes e determinar suas possiveis
repercussdes sobre a homeostase e a fungcdo da mucosa intestinal.
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