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RESUMO 

 

Os astrócitos são as células mais abundantes da glia e desempenham funções 

essenciais para a homeostase cerebral e a plasticidade sináptica. Em resposta a 

sinais extrínsecos, como mediadores inflamatórios, os astrócitos sofrem modificações 

transcricionais, morfológicas e funcionais, em um processo denominado astrogliose 

reativa ou reatividade astrocitária. De acordo com o fenótipo adotado, a reatividade 

pode contribuir para a manutenção ou para a resolução de condições patológicas, o 

que torna os astrócitos possíveis alvos farmacológicos. Nos últimos anos, diversas 

evidências têm demonstrado que o canabidiol exerce efeitos modulatórios sobre a 

ativação astrocitária em modelos animais. Entretanto, a investigação dos seus efeitos 

sobre astrócitos humanos ainda é bastante escassa devido à dificuldade de obtenção 

de células do sistema nervoso central humano. Recentemente, o desenvolvimento de  

células-tronco de pluripotência induzida (iPSCs) tornou-se uma alternativa para 

superar esse obstáculo, facilitando a obtenção de diferentes tipos celulares humanos. 

Portanto, o presente estudo teve como objetivo verificar se o canabidiol exerce 

imunomodulação sobre astrócitos humanos, como já demonstrado em astrócitos de 

roedores. Para isso, analisou-se a ação in vitro do canabidiol sobre parâmetros 

moleculares e funcionais de astrócitos humanos derivados de iPSCs, bem como seu 

potencial em modular a resposta astrocitária ao estímulo inflamatório composto pelas 

citocinas interleucina 1 beta (IL-1β) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). Os 

resultados indicam que o estímulo inflamatório aumentou a produção de IL-1β e TNF-

α pelos astrócitos. Entretanto, não alterou a expressão da interleucina 6 (IL-6), do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), da proteína progranulina e do transportador 

de aminoácido excitatório 1 (EAAT1). Além disso, o estímulo inflamatório não 

modificou a concentração extracelular de glutamato nas culturas astrocitárias. O 

tratamento com canabidiol inibiu o aumento de IL-1β em astrócitos estimulados e não 

alterou os demais parâmetros analisados em astrócitos quiescentes e estimulados. 

Experimentos de viabilidade celular indicaram que o canabidiol na concentração de 

10 µM, mas não de 1 µM, promoveu a morte dos astrócitos. Em conjunto, esses dados 

apontam a importância de investigações mais detalhadas sobre a ação do canabidiol 

em células humanas do sistema nervoso central, tendo em vista sua utilização no 

tratamento de condições neuroinflamatórias. 

 



 

PALAVRAS-CHAVE: astrogliose reativa; reatividade astrocitária; astrócitos humanos; 
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ABSTRACT 

 

Astrocytes are the most abundant glial cells and perform essential functions 

contributing for brain homeostasis and synaptic plasticity. In response to extrinsic 

signals, such as inflammatory mediators, astrocytes undergo transcriptional, 

morphological and functional modifications, in a process known as reactive astrogliosis 

or astrocytic reactivity. According to the adopted phenotype, reactivity can contribute 

to the maintenance or resolution of pathological conditions, making astrocytes potential 

pharmacological targets for the treatment of neurological diseases. In recent years, it 

has been shown that cannabidiol exerts modulatory effects on astrocyte activation in 

animal models. However, the investigation of its effects on human astrocytes is still 

quite scarce due to the difficulty in obtaining cells from the human central nervous 

system. Recently, the development of induced pluripotency stem cells (iPSCs) has 

arrised as an alternative to overcome this obstacle, facilitating the obtainment of 

different human cell types. Therefore, the present study aimed to verify whether 

cannabidiol exerts immunomodulation on human astrocytes, as already demonstrated 

in rodent astrocytes. For this, we analyzed the in vitro effects of cannabidiol on 

molecular and functional parameters of human astrocytes, as well as its potential to 

modulate the astrocytic response to the inflammatory cytokines interleukin 1 beta (IL-

1β) and tumor necrosis factor alpha (TNF-α). The results indicate that the inflammatory 

stimulus increased the production of IL-1β and TNF-α by astrocytes. However, it did 

not alter the expression of interleukin 6 (IL-6), brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF), progranulin protein and excitatory amino acid transport 1 (EAAT1). 

Furthermore, the inflamatory insult did not change the extracellular concentration of 

glutamate in astrocytic cultures. Treatment with cannabidiol inhibited the increase of 

IL-1β in stimulated astrocytes, but it did not change the other parameters analyzed in 

quiescent and stimulated astrocytes. Cell viability assay indicated that cannabidiol at 

the concentration of 10 µM, but not 1 µM, triggered astrocytic cell death. Taken 

together, these data point to the importance of more detailed investigations into the 

action of cannabidiol on human cells of the central nervous system, in view of its use 

in the treatment of neuroinflammatory conditions. 

 

KEYWORDS: reactive astrogliosis; astrocyte reactivity; human astrocytes, iPSCs; IL-

1β; TNF-α; cannabidiol. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Astrócitos: homeostasia e reatividade 

 

Os astrócitos são células da glia, residentes no sistema nervoso central (SNC), 

cuja morfologia é caracterizada pela abundância de processos citoplasmáticos, que 

se ramificam, formando arborizações complexas. Apesar de os astrócitos conectarem-

se por meio de junções celulares, os territórios anatômicos formados por seus 

processos praticamente não se justapõem, de forma que os domínios funcionais dos 

astrócitos são considerados não sobrepostos (Nedergaard, M. et al., 2003).  

As funções astrocitárias são de fundamental importância para o equilíbrio 

metabólico e eletroquímico do SNC. Os astrócitos são responsáveis por armazenar a 

glicose, o principal substrato energético do tecido cerebral, sob a forma de glicogênio. 

O glicogênio é convertido a lactato pelos astrócitos, o qual, após ser liberado, é 

utilizado pelos neurônios em seu metabolismo (Pellerin, L. et al., 1998). Por estarem 

em contato direto com os terminais sinápticos e os capilares sanguíneos, através de 

seus processos citoplasmáticos, os astrócitos detectam a atividade neuronal, 

ajustando o fornecimento energético e o fluxo sanguíneo à demanda metabólica dos 

neurônios, processo conhecido como acoplamento neurovascular (Tsacopoulos, M. e 

Magistretti P.J. 1996). Além disso, realizam a manutenção da homeostase osmótica e 

de íons, como Na+, K+, Cl- e H+, fundamental para a ocorrência da transmissão 

sináptica (Simard, M. e Nedergaard, M. 2004).  

Inicialmente vistos apenas como células de suporte, os astrócitos participam 

da formação, maturação e eliminação de sinapses, de modo essencial para o 

desenvolvimento e a manutenção adequados da conectividade neuronal (Allen N. J. 

2014). Adicionalmente, respondem à atividade neuronal, gerando correntes 

intracelulares de cálcio, que podem ser propagadas por meio de junções celulares 

entre astrócitos adjacentes. As oscilações de cálcio induzem a liberação de 

neurotransmissores pelos astrócitos que, dessa forma, modulam a transmissão 

sináptica em circuitos neuronais. As moléculas liberadas pelos astrócitos, 

denominadas gliotransmissores, incluem glutamato, D-serina e ATP (Ren, B. e 

Dunaevsky, A. 2021). Além disso, os astrócitos realizam a captação de 

neurotransmissores da fenda sináptica, tais como ácido gama-aminobutírico (GABA), 

glicina e glutamato (Mahmoud, S. et al., 2019). Esta regulação astrocitária é um 
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mecanismo importante para a plasticidade sináptica, modulando a ativação e a 

intensidade da transmissão nos circuitos neuronais (Hamilton, N. B. e Attwell, D. 

2010).  A descoberta da participação astrocitária sobre a atividade neuronal levou ao 

surgimento do conceito da sinapse tripartite, formada por 3 elementos: terminal pré-

sináptico, terminal pós-sináptico e astrócito (Araque, A. et al., 1999). 

Outras funções astrocitárias importantes relacionam-se à formação da barreira 

hematoencefálica e à regulação de sua permeabilidade, por meio de moléculas 

vasoativas, como por exemplo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), 

endotelina 1, óxido nítrico, IL-1β, IL-6 e TNFα (Abbott N. J. 2002). Por envolverem a 

microvasculatura cerebral, os processos astrocitários permitem que estas células 

participem da regulação da entrada e da atividade no SNC de células 

imunes provenientes da periferia (Soung, A. e Klein, R. S. 2019). 

Em contextos patológicos, os astrócitos passam por modificações 

transcricionais, morfológicas e funcionais, como resposta aos sinais extracelulares, 

em um processo denominado reatividade astrocitária ou astrogliose reativa. Como 

resultado, pode ocorrer tanto a perda de funções homeostáticas quanto o ganho de 

funções, em alguns casos protetivas e, em outros, prejudiciais. Assim, o impacto geral 

da reatividade varia conforme o fenótipo adotado, que pode ser variável entre 

diferentes subpopulações astrocitárias (Escartin, C. et al., 2021). Como exemplo de 

ganho de função, pode-se citar a formação de cicatrizes gliais ao redor dos tecidos 

afetados pela injúria. A cicatriz atua como barreira física para restringir, localmente, 

moléculas inflamatórias, células imunes ou patógenos, mecanismo importante para a 

resolução de diferentes tipos de injúria (He, Y. et al., 2020).   

Uma vez reativos, os astrócitos podem amplificar processos fisiopatológicos no 

SNC, atraindo e ativando células imunes por meio da expressão de quimiocinas, 

citocinas, moléculas de adesão e vasoativas. A liberação de VEGF por astrócitos 

reativos, por exemplo, é um dos mecanismos pelos quais a citocina IL-1β provoca 

quebra da integridade da barreira hematoencefálica após injúria no SNC, contribuindo 

para a neuroinflamação (Burda, J. E. e Sofroniew, M. V. 2014). Interessantemente, os 

astrócitos podem estimular tanto fenótipos pró-inflamatórios quanto anti-inflamatórios 

em outras células, como linfócitos T e micróglia (Linnerbauer, M. et al., 2020). Isto 

ocorre devido à diversidade de mediadores que podem ser produzidos pelos astrócitos 

durante a reatividade, a depender do contexto molecular em que estão inseridos (Han, 

R. T. et al., 2021).   
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Nesse sentido, alguns fatores de transcrição são considerados essenciais para 

o fenótipo apresentado pelos astrócitos reativos. Dentre eles, destacam-se o fator 

nuclear kappa B (NF-kB) e o transdutor de sinal e ativador de transcrição 3 (STAT3) 

(Anderson, M. A. et al., 2014). O fator NF-kB pode ser ativado, em sua via canônica, 

por mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α e citocinas da família IL-1.  Quando 

ativo, transloca-se para o núcleo, a fim de induzir a expressão de diversos genes 

associados ao sistema imune, como citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão. 

Desta forma, NF-kB é um componente chave para a expressão de genes pró-

inflamatórios (Liu, T. et al., 2017). A ativação de NF-kB em astrócitos reativos contribui 

para o agravamento da neuroinflamação e para a neurotoxicidade em modelo pré-

clínico de esclerose múltipla (Brambilla, R. et al., 2009), lesão medular (Brambilla, R. 

et al., 2005) e isquemia (Dvoriantchikova, G. et al., 2009). 

STAT3 faz parte da família STAT de transdutores de sinais, cuja sinalização 

pode ser desencadeada por citocinas ou fatores de crescimento (Aaronson, D. S. e 

Horvath, C. M. 2002). A citocina IL-6, por exemplo, ativa de maneira robusta a via de 

STAT3, levando à regulação de diversos genes alvo, que modulam processos 

associados à proliferação celular e à resposta imune (Aaronson, D. S. e Horvath, C. 

M. 2002). Em astrócitos, STAT3 atua sobre mecanismos diretamente associados à 

reatividade, como proliferação, migração, expressão de filamentos intermediários, 

secreção de citocinas e quimiocinas (Ceyzériat, K. et al., 2016). A sinalização mediada 

por STAT3 em astrócitos reativos contribui para a resolução de quadros 

neuroinflamatórios, conforme observado em modelos de lesão medular (Okada, S. et 

al., 2006), doença autoimune (Haroon, F. et al., 2011) e infecção (Drögemüller, K. et 

al., 2008).  

Em diversas condições patológicas do SNC, a secreção de fatores de 

crescimento e o suporte metabólico realizado por astrócitos reativos podem favorecer 

a sobrevivência neuronal. O fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), por 

exemplo, é sintetizado em baixos níveis pelos astrócitos, em contexto fisiológico, mas 

sua expressão pode aumentar em resposta a injúrias. Em modelos de 

desmielinização, a síntese do fator pelos astrócitos contribui para a melhora de sinais 

clínicos, para a preservação axonal e a remielinização (Linnerbauer, M. e 

Rothhammer, V. 2020).  

Uma das moléculas capazes de modular o fenótipo reativo em astrócitos é a 

proteína imunorreguladora progranulina, secretada no SNC por neurônios, micróglia 
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e astrócitos. Sua ação sobre os astrócitos é sugerida em estudos que indicam a 

importância da progranulina para a regulação da reatividade astrocitária em modelos 

in vivo de deficiência da proteína e em pacientes com demência frontotemporal 

(Ghoshal, N. et al., 2012; Heller, C. et al., 2020; Yin, F. et al., 2010). É possível que a 

progranulina exerça esse efeito por ser capaz de ligar a receptores da citocina TNF-α 

e inibir a via de sinalização que culmina com a ativação de NF-kB, fator importante na 

indução da astrogliose (Wang, B. C. et al., 2015). 

Considerando a variabilidade dos fenótipos astrocitários que podem ser 

adotados durante a reatividade, propõe-se o desenvolvimento de terapias que 

busquem atenuar o ganho de funções prejudiciais e potencializar as ações 

homeostáticas, modulatórias e citoprotetoras dos astrócitos (Escartin, C. et al., 2021). 

 

1.2 Especificidades dos astrócitos humanos 

 

Embora compartilhem similaridades funcionais com outras espécies, os 

astrócitos humanos se distinguem por apresentarem características únicas, como 

maior abundância e diversidade populacional. Curiosamente, a proporção entre o 

número de astrócitos e neurônios é maior no cérebro humano do que em outros 

mamíferos. No córtex de roedores, por exemplo, estima-se que este valor seja cerca 

de 0,33, enquanto em córtex de humanos, cerca de 1,4 (Nedergaard, M. et al., 2003). 

As diferenças morfológicas também são significativas, pois os astrócitos 

humanos exibem processos citoplasmáticos com maior comprimento e mais 

ramificações. Estima-se que cada astrócito humano realize contato com cerca de 2 

milhões de sinapses, enquanto que cada astrócito de roedor estabeleça contato com 

cerca de 90 mil sinapses (Oberheim, N. A. et al., 2006). A maior complexidade dos 

astrócitos humanos permite a conexão com uma quantidade maior de sinapses, 

ampliando o alcance de integração da atividade neuronal. Em conjunto, estes fatores 

sugerem que a complexidade do cérebro humano deve-se, em parte, à maior 

capacidade astrocitária em modular os circuitos sinápticos (Oberheim, N. A. et al., 

2006). 

Além disso, a comparação entre os transcriptomas de astrócitos humanos e 

murinos revelou diferenças significativas no perfil gênico entre as espécies (Zhang, Y. 

et al., 2016). Foram identificados cerca de 600 genes diferencialmente expressos 

apenas por astrócitos humanos, que respondem de forma mais intensa ao glutamato, 
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através dos sinais de cálcio e, portanto, podem detectar e modular a atividade 

sináptica com maior sensibilidade (Zhang, Y. et al., 2016). Na espécie humana, 

destaca-se a maior expressão astrocitária de genes relacionados à resposta imune, 

incluindo genes da família de IL-6. Interessantemente, a exposição à citocina 

inflamatória TNF-α ativa a via de apresentação de antígeno em astrócitos humanos, 

mas não em murinos (Li, J. et al., 2021).  

Recentemente, demonstrou-se que os astrócitos humanos são mais 

susceptíveis ao estresse oxidativo, com menor taxa de sobrevivência à exposição ao 

peróxido de hidrogênio do que astrócitos murinos (Li, J. et al., 2021). O fato de 

astrócitos humanos responderem de maneira diferente a sinais extrínsecos pode ser 

um dos fatores responsáveis pela baixa efetividade, em pacientes, de tratamentos 

farmacológicos que mostram-se promissores em modelos murinos de doenças 

neurológicas (Hay, M. et al., 2014). Essa limitação é observada, por exemplo, em 

modelos murinos de isquemia, que são capazes de apresentar recuperação completa, 

sem nenhum tipo de sequela, o que não é verificado em pacientes. Um dos 

mecanismos moleculares responsáveis por essa discrepância é a indução de 

sinalizações estimuladoras de reparo neuronal, que ocorre de maneira robusta e 

sustentada em astrócitos murinos, mas transiente em astrócitos humanos (Li, J. et al., 

2021).  

 

 

1.3 Estudo da reatividade em astrócitos humanos 

 

A existência de particularidades genéticas e fenotípicas dos astrócitos 

humanos, tanto em estado fisiológico quanto reativo, aponta para a utilização dessas 

células como alternativa interessante para a pesquisa translacional. Astrócitos 

humanos em cultura exibem as principais características funcionais de sua linhagem 

celular, tais como captação de glutamato extracelular, propagação de ondas de cálcio, 

fagocitose, promoção de sinaptogênese e sobrevivência neuronal (Zhang, Y. et al., 

2016; Santos, R. et al., 2017). Entretanto, a utilização de células provenientes de 

animais ainda é predominante, devido à dificuldade de obtenção de células do SNC 

humano.  

Nos últimos anos, o desenvolvimento de células-tronco de pluripotência 

induzida (iPSCs) tornou-se uma opção vantajosa de modelo in vitro, tendo em vista a 
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escassez de tecido humano disponível para realização de culturas primárias. A 

indução de pluripotência foi demonstrada mediante a expressão ectópica de 4 fatores 

de transcrição, OCT3/4, SOX2, KLF4 e c-MYC, em células somáticas (Takahashi, K. 

e Yamanaka, S. 2006). Tais fatores contribuem para a manutenção da capacidade de 

proliferação e diferenciação das células-tronco embrionárias, onde são naturalmente 

expressos. Em células somáticas, que podem ser obtidas de maneira não invasiva, os 

fatores induzem um processo de reprogramação epigenética que leva à pluripotência. 

Assim, a reprogramação permite o fornecimento, em larga escala, de diferentes tipos 

celulares humanos (Karagiannis, P. et al., 2019), incluindo células-tronco neurais 

(NSCs), que dão origem a neurônios, astrócitos e oligodendrócitos (Yan, Y. et al., 

2013). Além disso, as iPSCs podem ser provenientes de pacientes e, desta forma, 

possibilitar o desenvolvimento de modelos in vitro específicos para cada doença, o 

que é particularmente interessante para a avaliação da segurança e eficácia de novas 

drogas (Silva, M. C. e Haggarty, S. J. 2020).  

 A imunocompetência de astrócitos derivados de iPSCs foi demonstrada em 

diversos estudos, com linhagens obtidas de doadores diferentes e protocolos variados 

para a diferenciação e o estímulo inflamatório das células. Santos e colaboradores 

mostraram, por exemplo, que a resposta induzida por IL-1β ou TNF-α, em astrócitos 

derivados de iPSCs, é semelhante à apresentada por astrócitos primários em cultura 

(Santos, R. et al., 2017). Adicionalmente, demonstraram a alteração do perfil gênico 

astrocitário, com aumento da expressão de genes associados à resposta inflamatória, 

após 5 horas de exposição a 10 ng/mL de IL-1β. A adoção do fenótipo reativo pelos 

astrócitos reduziu a viabilidade e a arborização neuronais, alterações detectadas em 

co-culturas de neurônios e astrócitos reativos, após 48 horas de cultivo das células 

(Santos, R. et al., 2017). Ambas as citocinas podem aumentar a liberação de 

glutamato e de ATP pelos astrócitos e, consequentemente, provocar morte neuronal, 

por influxo excessivo de cálcio e ativação de sinalizações neurotóxicas (Orellana, J. 

A. et al., 2011). 

A indução de reatividade em astrócitos por citocinas inflamatórias, como IL-1β 

e TNF-α, é associada à ativação de NF-kB e tem sido demonstrada por diversos 

autores (Choi, S. S. et al., 2014; Wheeler, M. A. et al., 2020). As citocinas induzem a 

translocação de NF-kB para o núcleo, aumentando de maneira significativa, a ativação 

do fator. Como consequência, ocorre aumento da expressão de mediadores 

inflamatórios, como o componente C3 do sistema complemento, IL-6, IL-1β, TNF-α e 
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quimiocinas (Hyvärinen, T. et al., 2019). Trindade e colaboradores detectaram 

ativação expressiva de NF-kB em astrócitos derivados de iPSCs, 1 hora após estímulo 

com TNF-α, em doses a partir de 10 ng/mL. Associado a esta ativação, observou-se 

aumento sustentado do nível de mRNA de IL-1β e IL-6, no período entre 1,5 hora e 

24 horas após o estímulo (Trindade, P. et al., 2020). Foi sugerido que IL-1β e TNF-α 

apresentam efeito sinérgico sobre a atividade astrocitária, uma vez que o aumento da 

expressão de GM-CSF, IL-6, IL-1A, IL-12, IL-23 e IFN-β, em astrócitos, foi 

significativamente maior após o estímulo com ambas as citocinas, em comparação ao 

efeito individual de cada uma (Perriot, S. et al., 2018). Dessa forma, pode-se concluir 

que a exposição às citocinas IL-1β e TNF-α é eficaz em induzir a reatividade de 

astrócitos humanos derivados de iPSCs e que esse é um modelo in vitro vantajoso 

para o estudo da astrogliose reativa. 

 

1.4 Aspectos gerais sobre o canabidiol 

 

O terpenofenol 2-[(6)-6-isopropil-3-metil-2-ciclohexil-1-il]-5-pentil-1,3-benzeno-

diol, conhecido como canabidiol, foi identificado em 1940, após ser extraído da planta 

Cannabis sativa (Adams, R. et al., 1940). Sua molécula, elucidada em 1963, é 

composta por um anel aromático, um terpeno e uma cadeia lateral pentil, que formam 

uma estrutura bicíclica não planar, de fórmula química C21H30O2, apresentada na 

Figura 1 (Mechoulam, R. e Shvo, Y. 1963; Mechoulam, R., & Hanus, L. 2002). Um dos 

principais componentes da planta, o canabidiol é um fitocanabinoide que afeta o 

funcionamento do SNC. Todavia, o canabidiol não provoca nenhum dos efeitos 

alucinógenos comumente associados à utilização da Cannabis, que são 

desencadeados por outro composto, o delta-9-tetrahidrocanabinol (Δ9-THC) (Nichols, 

J. M. e Kaplan, B. 2020). 

 

Figura 1: Estrutura química do canabidiol. 
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Embora existam relatos milenares documentando o uso medicinal da Cannabis, 

principalmente na China e na Índia (Touw M. 1981), o estudo sobre seus potenciais 

efeitos terapêuticos é relativamente recente. Resultados obtidos em pesquisas pré-

clínicas são promissores acerca da efetividade da Cannabis ou seus derivados, em 

inúmeras condições patológicas (Huestis, M. A. et al., 2019). Porém, até o momento, 

as evidências fornecidas por ensaios clínicos são conclusivas especificamente para o 

tratamento de dor crônica, náusea e vômitos induzidos por quimioterapia, epilepsia e 

espasticidade (National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine et al., 

2017). Para outras condições, como distúrbios do sono, síndrome de Tourette, 

ansiedade e estresse pós-traumático, as evidências da efetividade dos 

fitocanabinoides e da Cannabis são consideradas moderadas ou limitadas (National 

Academies of Sciences, Engineering, and Medicine et al., 2017). 

Atualmente, o tratamento com solução oral de canabidiol a 98% pode ser 

prescrito para pacientes com epilepsia associada às síndromes de Dravet e Lennox-

Gastaut. O composto é denominado Epidiolex e sua utilização foi aprovada em 2018 

(Food and Drug Administration, 2018). Além disto, a administração do composto 

Sativex, que consiste em mistura equimolar de canabidiol e Δ9-THC sob a forma de 

spray oromucoso, é aprovada em diversos países para tratar espasticidade 

relacionada à esclerose múltipla (Legare, C. A. et al., 2022). Ambos os produtos têm 

comercialização aprovada no Brasil pela Anvisa, embora apenas o Sativex seja 

reconhecido como medicamento pela agência, registrado como Mevatyl no país 

(Gabardo, E. e Cabral, R. M. 2020). 

Além dos tratamentos aprovados, propõe-se a utilização do canabidiol para 

outras condições patológicas. Atualmente, ensaios clínicos preliminares indicam 

eficácia do Epidiolex na redução da sintomatologia de colite ulcerativa, adição a 

opioides e à Cannabis, esquizofrenia, transtorno de ansiedade social e doença do 

enxerto versus hospedeiro, além de outras condições como psicose, insônia e dor 

crônica (Millar, S. A. et al., 2019; Pauli, C. S. et al., 2020; Peng, J. et al., 2022). É 

importante ressaltar que o grau de eficácia é variável entre os estudos, bem como o 

protocolo experimental adotado. Em geral, a detecção de efeitos terapêuticos é mais 

frequente em estudos utilizando doses mais elevadas, que têm sido sugeridas para 

investigações posteriores, haja vista a alta tolerabilidade do canabidiol. Os efeitos 

adversos mais observados são fadiga, diarreia, náusea e hepatotoxicidade, 

considerados mais toleráveis do que os efeitos provocados por alguns medicamentos 
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psicotrópicos, como antiepilépticos (Huestis, M. A. et al., 2019). Embora o canabidiol 

seja considerado seguro pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (World Health 

Organization, 2018), ainda é necessário determinar seus efeitos a longo prazo (Britch, 

S. C. et al., 2021) e caracterizar, de maneira mais detalhada, sua influência sobre 

células humanas (Pagano, S. et al., 2020).  

Diversos estudos associam a ação terapêutica do canabidiol, em modelos pré-

clínicos, à inibição de sinalizações inflamatórias. O canabidiol pode estimular a 

atividade de células imunossupressoras, como linfócitos T regulatórios (Dhital, S. et 

al., 2017) e células supressoras derivadas mieloides (Hegde, V. L. et al., 2011). Pode 

ocasionar também a supressão de células efetoras, tanto da imunidade inata quanto 

adaptativa, e induzir apoptose nessas células (Nichols, J. M. e Kaplan, B. 2020).  

Recentemente, análises computacionais apontaram a sinalização de NF-kB 

como um dos principais alvos pelos quais o canabidiol exerce sua ação anti-

inflamatória (Ma, H. et al., 2021). De fato, Kozela e colaboradores demonstraram que 

o canabidiol regula a ativação microglial por inibir a via de NF-kB e, simultaneamente, 

ativar o fator STAT3. Como consequência, há redução dos níveis de IL-1β, IL-6 e IFN-

β secretados pelas células (Kozela, E. et al., 2010). Além disto, foi demonstrado o 

efeito inibitório do canabidiol sobre a via do inflamassoma NLRP3, responsável pela 

síntese das formas ativas das citocinas IL-1β e IL-18. Em cultura de células humanas, 

o canabidiol, a 10 µM, foi capaz de atenuar a citotoxicidade induzida por H2O2, 

reduzindo a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), resultado que foi 

correlacionado à menor expressão de genes do inflamassoma NLRP3 (Liu, C. et al., 

2021). 

Outro aspecto importante da ação do canabidiol refere-se ao seu efeito 

antioxidante direto, que é mediado pelas estruturas de ressonância eletrônica em sua 

molécula, formadas, em sua maioria, pelos grupos hidroxil presentes em seu anel 

fenólico (Borges, R. S. et al., 2013). Desta forma, o canabidiol é capaz de interagir 

com radicais livres, transformando-os em moléculas menos reativas. Por quelar íons 

metálicos de transição, requeridos para a síntese de ROS, previne a oxidação de 

moléculas antioxidantes, como a glutationa. Hampson e colaboradores demonstraram 

que o canabidiol é mais efetivo que os antioxidantes alfa-tocoferol e ascorbato contra 

a toxicidade neuronal induzida por glutamato, que é mediada, em parte, por ROS 

(Hampson, A. J. et al., 1998).  
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Em estudos in vitro com células humanas, os efeitos anti-inflamatórios são 

desencadeados por diferentes concentrações do canabidiol, embora seja relatada 

redução da viabilidade celular por doses, em geral, acima de 10 µM. Tais resultados 

foram obtidos, principalmente, em células imunes, queratinócitos, fibroblastos, 

células-tronco, epiteliais e endoteliais (Pagano, S. et al., 2020).  Observa-se menor 

expressão de genes inflamatórios, levando à redução dos níveis de citocinas, 

moléculas de adesão, espécies reativas de nitrogênio (NOS), ROS, além de indução 

da apoptose em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) (Pagano, S. et 

al., 2020). Nesse contexto, Hobbs e colaboradores demonstraram que a ingestão, em 

dose única, de 30 mg de canabidiol, inibiu o aumento, induzido por lipopolissacarídeo 

(LPS), da secreção de TNF-α em culturas de PBMCs de indivíduos saudáveis (Hobbs, 

J. M. et al., 2020). Entretanto, os efeitos imunomodulatórios do canabidiol sobre 

células gliais humanas, como astrócitos e micróglia, ainda não foram bem 

caracterizados (Nichols, J. M. e Kaplan, B. 2020). 

 

1.5 Modulação da reatividade astrocitária pelo canabidiol 

 

Alguns estudos indicam que o canabidiol pode inibir a resposta astrocitária a 

estímulos inflamatórios, atuando de maneira direta, ao interagir com alvos moleculares 

presentes nos astrócitos, e de maneira indireta, ao modular a atividade de células que 

induzem a reatividade astrocitária, como a micróglia (Kozela, E. et al., 2017). 

Os astrócitos expressam receptores e enzimas cuja regulação é associada aos 

efeitos terapêuticos do canabidiol em modelos pré-clínicos de desordens neurológicas 

e psiquiátricas. Dentre eles, destacam-se os receptores canabinoides tipo 1 (CB1) e 

2 (CB2), receptor de potencial transitório vaniloide subtipo 1 (TRPV1), receptor ativado 

por proliferadores de peroxissoma γ (PPAR γ), receptor de serotonina 1A (5-HT1A), 

receptor de adenosina A2A (A2A) e receptor acoplado à proteína G 55 (GPR55). As 

ações do canabidiol sobre enzimas expressas pelos astrócitos incluem ativação de N-

acil fosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-PLD) e inibição da amida hidrolase de 

ácido graxo (FAAH), que participam respectivamente da síntese e da degradação do 

endocanabinoide anandamida (Atalay, S. et al., 2019; Cristino, L. et al., 2020; Nichols, 

J. M. e Kaplan, B. 2020; Peyravian, N. et al., 2020; Scarante, F. F. et al., 2021). 

Adicionalmente, o canabidiol também ativa o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao 

fator 2 (Nrf2) (Pereira, S. R. et al., 2021), que induz a transcrição de agentes 
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antioxidantes, como superóxido dismutase e glutationa peroxidase (Thimmulappa, R. 

et al., 2002). A ativação de Nrf2 estimula a expressão de reguladores negativos do 

fator NF-kB em micróglia e astrócitos (Juknat, A. et al., 2013; Wheeler, M. A. et al., 

2020), sendo, possivelmente, um dos mecanismos pelos quais o canabidiol modula a 

ativação dessas células. Os principais alvos moleculares relacionados ao efeito 

imunomodulatório do canabidiol, em modelos pré-clínicos de desordens do SNC, são 

apresentados na Figura 2. 

 

 

 

Figura 2: Principais alvos moleculares relacionados ao efeito imunomodulatório do canabidiol 
em modelos pré-clínicos de desordens do SNC.  
O canabidiol (CBD) regula a ação de diversos receptores plasmáticos, nucleares, enzimas e fatores de 
transcrição. Setas indicam ativação do alvo molecular e barras indicam inibição. CB1: receptor 
canabinoide tipo 1. CB2: receptor canabinoide tipo 2. TRPV1: receptor de potencial transitório vaniloide 
subtipo 1. GPR55: receptor acoplado à proteína G 55.  5-HT1A: receptor de serotonina 1A. A2A: receptor 
de adenosina A2A. AEA: anandamida. NAPE-PLD: N-acil fosfatidiletanolamina fosfolipase D. FAAH: 
amida hidrolase de ácido graxo. PPARγ: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma γ. Nrf2: 
fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2. NF-kB: fator nuclear kappa B. Adaptado de Atalay, S. et 
al., 2019. 

 

Nesse contexto, a modulação in vitro da reatividade astrocitária pelo canabidiol 

foi demonstrada em astrócitos de roedores, estimulados com TNF-α e IL-1β. 

Observou-se que o canabidiol, nas concentrações de 1 e 5 μM, reduziu a secreção de 

CCL2 induzida pelas citocinas. Essa regulação é relevante em doenças caraterizadas 

pelo recrutamento de células imunes periféricas para o SNC, como a esclerose 

múltipla (Mecha, M. et al., 2013). Além disso, em astrócitos murinos estimulados com 
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β-amiloide, o canabidiol, em doses entre 0,001 e 0,1 μM, reduziu a ativação de NF-kB 

e a expressão de óxido nítrico sintase induzível (iNOS), óxido nítrico e marcadores da 

reatividade, como a proteína acídica fibrilar glial (GFAP) e a proteína B de ligação ao 

cálcio S100 (S100β). A modulação da astrogliose foi mediada pelo receptor PPAR-γ 

e observada também em modelo in vivo da doença de Alzheimer (Esposito, G. et al., 

2011). De modo interessante, em co-cultura de células endoteliais e astrócitos 

humanos, o canabidiol a 10 μM reverteu o aumento da expressão de lactato 

desidrogenase (LDH), IL-6, VCAM-1 e VEGF, induzido por privação de oxigênio e 

glicose. Esse resultado, dependente da ativação dos receptores PPAR-γ e 5-HT1A, 

sugere que a manutenção da integridade da barreira hematoencefálica seja um dos 

mecanismos de neuroproteção do canabidiol em modelos de isquemia cerebral (Hind, 

W. H. et al., 2016).    

A diversidade de seus alvos moleculares permite que o canabidiol atue sobre 

vários tipos celulares e, desta forma, regule mecanismos associados à inflamação, 

estresse oxidativo e neurodegeneração, o que poderia explicar a abrangência de seus 

potenciais efeitos terapêuticos.  

Considerando a complexidade das ações moleculares do canabidiol, é 

fundamental elucidar seus efeitos sobre cada subpopulação do SNC, visando a 

melhor compreensão de como o canabidiol atua sobre diferentes processos 

patológicos. Isto se faz necessário especialmente para as células da glia, já que o 

enfoque da maioria dos estudos é sobre os neurônios (Scarante, F.F et al., 2021). A 

investigação do efeito imunomodulatório do canabidiol sobre células do SNC foi 

realizada, até o momento, em modelos animais e em culturas de células de roedores. 

No caso dos astrócitos, a utilização de células humanas é mais adequada para a 

pesquisa translacional, já que as diferenças funcionais apresentadas pelos astrócitos 

de roedores constituem um obstáculo para o desenvolvimento de tratamentos para 

doenças neurológicas.  

Embora ainda não exista terapia farmacológica desenvolvida para atuar 

especificamente sobre a astrogliose, estudos têm sugerido que o mecanismo de ação 

de algumas drogas inclui a modulação da reatividade astrocitária. Pode-se citar o 

imunomodulador Dimetilfumarato, utilizado no tratamento da esclerose múltipla, que 

estimula a atividade de Nrf2 e inibe a via de NF-kB em astrócitos (Ponath, G. et al., 

2018). Outro exemplo é a Memantina, utilizada no tratamento da doença de Alzheimer 

e responsável por elevar a expressão de BDNF em astrócitos (Rajasekar, N. et al., 
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2016). De modo interessante, a atividade de Nrf2 e de NF-kB, bem como a produção 

de BDNF são alvos do canabidiol implicados em seu mecanismo de ação sobre o SNC 

(Silvestro, S. et al., 2020). 

Considerando a importância da astrogliose reativa em doenças neurológicas e 

a escassez de estudos que avaliem a ação do canabidiol sobre astrócitos humanos, 

o objetivo deste trabalho foi verificar se o canabidiol poderia modular parâmetros 

moleculares e funcionais nessas células. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o potencial modulatório do canabidiol sobre a reatividade astrocitária in vitro, 

induzida por citocinas inflamatórias, em cultura de astrócitos humanos derivados de 

células-tronco de pluripotência induzida (iPSCs). 

 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1 Verificar a influência do canabidiol sobre a viabilidade celular de astrócitos 

humanos derivados de iPSCs. 

2.2.2 Induzir a reatividade em astrócitos humanos derivados de iPSCs, por meio de 

estímulo inflamatório com as citocinas TNF-α e IL-1β.  

2.2.3 Investigar o efeito do canabidiol sobre os seguintes parâmetros, em astrócitos 

estimulados e não estimulados:  

a. Expressão de RNA mensageiro (RNAm) dos mediadores inflamatórios IL-1β, TNF-

α e IL-6, da proteína progranulina e do fator neurotrófico BDNF.  

b. Expressão de RNAm transportador de aminoácido excitatório 1 (EAAT1) e 

manutenção do nível extracelular de glutamato. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Manutenção de NSCs 

Foram utilizadas NSCs obtidas a partir de fibroblastos da pele de indivíduo 

saudável, do sexo masculino e com idade de 31 anos. Esta linhagem celular, 

identificada como CF2, foi concedida pelo Prof. Dr. Stevens K. Rehen (UFRJ/Instituto 

D’Or) e criopreservada em nitrogênio líquido. Foi realizado o descongelamento de 2,5 

x 106 NSCs, seguido por ressuspensão em 3 mL de meio de expansão de NSCs (meio 

NEM) (Gibco) e plaqueamento em placas de 60 mm (Sarstedt) revestidas com Geltrex 

(Gibco). As NSCs foram cultivadas em estufa umidificada a 37ºC e 5% CO2. O meio 

de cultura foi trocado a cada 2-3 dias. A composição do meio NEM é apresentada na 

Tabela 1. 

 

3.2 Diferenciação de NSCs em astrócitos 

A diferenciação foi realizada conforme protocolo descrito anteriormente por Yan 

e colaboradores (Yan, Y. et al., 2013). Após atingir a confluência, as NSCs foram 

coletadas e ressuspendidas em meio de diferenciação de astrócitos (MDA) e, em 

seguida, 3,75 x 106 NSCs foram transferidas para garrafa de 75cm² (Sarstedt), 

revestida com Geltrex e contendo 10 mL de MDA. As células foram mantidas em 

estufa a 37ºC e 5% CO2, com troca do meio de cultura a cada 2-3 dias. Ao atingirem 

a confluência, as células foram transferidas para garrafa de 175cm² (Sarstedt), 

revestida com Geltrex e contendo 20 mL de MDA. As células foram cultivadas em 

MDA pelo período de 3 semanas, sendo transferidas para novas garrafas de 175cm², 

em proporção 1:3, ao atingirem a confluência. A partir da 4ª semana, as células foram 

cultivadas, por período mínimo de 5 semanas, em meio de maturação de astrócitos 

(MMA), trocado a cada 2-3 dias. Durante este período, as transferências para garrafas 

novas foram realizadas em proporção 1:2. Ao longo das transferências, reduziu-se 

gradativamente a concentração de Geltrex nas garrafas, para selecionar 

positivamente células diferenciadas, que apresentam capacidade de aderência a 

superfícies não revestidas. Ao término das 5 semanas de maturação, os astrócitos 

foram utilizados em experimentos posteriores. O cultivo dos astrócitos maduros foi 
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realizado em MMA, trocado semanalmente. A composição dos meios MDA e MMA é 

apresentada na Tabela 1. 

Tabela 1: composição dos meios de cultura utilizados para a obtenção de astrócitos humanos 
derivados de iPSCs. 

Meio de expansão de NSC 

(NEM) 

Meio de diferenciação de 

astrócitos (MDA) 

Meio de maturação de 

astrócitos (MMA) 

DMEM/F12 avançado 

(com penicilina-estreptomicina 

a 1%) 

(Gibco) 

DMEM/F12 

(com penicilina-estreptomicina  

a 1%) 

(Gibco) 

DMEM/F12 

(com penicilina-estreptomicina 

a 1%) 

(Gibco) 

Neurobasal 

(Gibco) 

Soro fetal bovino a 1% 

(Gibco) 
Soro fetal bovino a 10% 

(Gibco) 
Suplemento de indução neural 

(PSC) a 2% 

(Gibco) 

Suplemento N-2 a 1% 

(Gibco) 

 

3.3 Plaqueamento dos astrócitos 

Astrócitos maduros foram cultivados em placas de 6 poços (Sarstedt), sendo 

plaqueados 7x 104 astrócitos por poço, em 1,5 mL de MMA. As células foram mantidas 

em estufa a 37ºC e 5% CO2. No dia seguinte, realizou-se a troca de meio, adicionando 

2 mL de MMA em cada poço. No 5º dia de cultivo, foi realizado o carenciamento das 

células, retirando-se o meio de cultura, lavando por 3 vezes com tampão fosfato-salino 

(PBS) e adicionando, em cada poço, 2 mL de meio DMEM/F12 puro, sem a presença 

de soro fetal bovino. Após 24 horas de carenciamento, foram realizados o estímulo 

com as citocinas inflamatórias IL-1β (proteína recombinante humana; Invitrogen) e 

TNF-α (proteína recombinante humana; Biolegend) e/ou o tratamento com canabidiol, 

concedido pelo Prof. Dr. Fabrício de Araújo Moreira (UFMG). 
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3.4 Ensaio de viabilidade celular 

Foram plaqueados 20.000 astrócitos maduros, em suspensão de 300 µL de 

MMA por poço, em placas de 24 poços (Sarstedt). As células foram mantidas em 

estufa a 37ºC e 5% CO2. No dia seguinte, realizou-se a troca de meio, adicionando 

350 μL de MMA em cada poço. No 5º dia de cultivo, foi realizado o carenciamento das 

células, com a adição de 350 µL de meio DMEM/F12 puro. Após 24 horas, realizou-

se o tratamento com canabidiol, em concentração de 0,01 µM, 0,1 µM ,1 µM ou 10 µM 

por poço. As alíquotas de canabidiol foram preparadas por diluição seriada em 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich), de forma que cada poço tratado recebeu o 

volume de 3,5 μL de solução. Em cada poço do grupo controle, foram adicionados 3,5 

μL de DMSO. Após 24 horas de tratamento, foi utilizado o kit LIVE/DEAD Cell Viability 

Assays (Sigma-Aldrich), para avaliação da viabilidade celular, segundo protocolo 

descrito anteriormente por Doria e colaboradores (Doria, J. G. et al., 2013). Realizou-

se a retirada do meio de cultura dos poços e a lavagem com PBS. Em seguida, as 

células foram incubadas em solução de calceína-AM (Sigma-Aldrich) a 2 µM e 

homodímero de etídeo (Sigma-Aldrich) a 2 µM, diluídos em PBS, adicionando-se 200 

μL de solução por poço. A incubação foi realizada por 15 minutos em estufa a 37ºC e 

5% CO2. Seguiu-se lavagem com PBS e obtenção de fotomicrografias capturadas pelo 

microscópio de fluorescência Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific). 

Foram obtidas fotomicrografias em 3 campos de cada poço e as amostras foram 

analisadas em duplicata. Utilizando o software ImageJ, realizou-se a contagem das 

células viáveis e não viáveis, marcadas, respectivamente, em verde pela calceína-AM 

(faixa de excitação/emissão = 494/517 nm), e em vermelho pelo homodímero de 

etídeo (faixa de excitação/emissão = 528/617 nm). Calculou-se a porcentagem de 

células não viáveis, em relação ao total de células.  

 

3.5 Estímulo e tratamento das culturas de astrócitos 

A solução estoque de canabidiol foi diluída em DMSO e adicionada aos poços 

em concentração final de 1 µM. As soluções estoque de IL-1β e TNF-α foram diluídas 

em solução de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) a 0,1% (m/v) e 

adicionadas em concentração final de 10 ng/mL para cada citocina. Nos poços do 

grupo controle, foi adicionado volume equivalente de DMSO. Foi realizada a coleta 
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dos meios condicionados e a extração de RNA total das culturas não estimuladas, 

após o período de 24 h, e das culturas estimuladas, após os períodos de 4 e 24 h.  

 

3.6 Análise da expressão gênica 

Realizou-se a extração do RNA total das culturas de astrócitos, pelo método de 

TRIzol, segundo as orientações do fabricante (Thermo Fisher). Após a quantificação 

do RNA total, pelo software Multiskan GO Microplate (Thermo Scientific), seguiu-se a 

transcrição reversa. 1 µg de cada amostra de RNA foi incubada em mix de reação 

contendo 15 ng/µL de primers randômicos, 50 mM Tris-HCl, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 

625 µM dNTPs, 10 µM DTT e transcriptase reversa em água livre de nucleases 

(volume total de reação igual a 20 µL). A transcrição reversa procedeu-se conforme o 

seguinte ajuste de temperatura: 70 °C por 10 minutos, 4 °C por 10 minutos, 42 °C por 

1 hora e 70 °C por 15 minutos. O DNA complementar obtido foi diluído, na proporção 

1:10, em água livre de nucleases e submetido à PCR quantitativa, no sistema 

QuantStudio 7 (Applied Biosystems), para análise da expressão dos genes de 

interesse, listados na Tabela 2. As amostras foram analisadas em triplicata, em 10 µL 

de reação contendo 5 µL de cDNA, 1 µL de tampão (200 mM Tris, 500 mM KCl, 10% 

de polietilenoglicol 400, 10% de formamida), 1,4 µL de MgCl2 a 25 mM, 0,2 µL de 

dNTPs a 10 mM, 0,2 µL dos iniciadores (senso e anti-senso) a 10 µM cada, 2 µL de 

betaína a 5 M (Thermo Fisher), 0,1 µL de SyBr Green (Applied Biosystems) e 0,1 µL 

de Taq DNA Polimerase. A reação foi realizada sob as seguintes configurações: 95°C 

por 3 minutos, 40 ciclos (95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos, 72 °C por 15 

segundos) e 95°C por 15 segundos. A expressão gênica foi calculada pelo método 2-

ΔCt, utilizando-se os genes IPO8 e RPLP0 como normalizadores. As sequências dos 

iniciadores são apresentadas na Tabela 2. 
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Tabela 2: Sequências dos iniciadores para a análise da expressão gênica. 

Gene 

Número de 

identificação 

(NCBI) 

Orientação Sequência 

IL-1β NM_000576.2 
Senso 5’ CACGATGCACCTGTACGATCA 3’ 

Antissenso 5’ GTTGCTCCATATCCTGTCCCT 3’ 

TNF-α NM_000594.3 
Senso 5’ CTGCACTTTGGAGTGATCGG 3’ 

Antissenso 5’ TGAGGGTTTGCTACAACATGGG 3’ 

IL-6 
NM_000600.5 

 

Senso 5’ AGAGGCACTGGCAGAAAAC 3’ 

Antissenso 5’ TGCAGGAACTGGATCAGGAC 3’ 

BDNF NG_011794.1 
Senso 5’ AGTTGGGAGCCTGAAATAGTGG 3’ 

Antissenso 5’ AGGATGCTGGTCCAAGTGGT 3’ 

EAAT1 NG_015890.1 
Senso 5’ GAATGGCGGCGCTAGATAGT 3’ 

Antissenso 5’ CCAGGCTTCTACCAGATTTG 3’ 

Progranulina NM_002087.3 
Senso 5’ GGCCACTCCTGCATCTTTAC 3’ 

Antissenso 5’ GGAGCCATCGACCATAACAC 3’ 

Normalizadores 

IPO8 NM_006390.3 
Senso 

5’ TCCGAACTATTATCGACAGGACC 

3’ 

Antissenso 5’ GTTCAAAGAGCCGAGCTACAA 3’ 

RPLP0 
NM_001002.3 

 

Senso 
5’ TTAAACCCTGCGTGGCAATC 

3’ 

Antissenso 5’ ATCTGCTTGGAGCCCACATT 3’ 

 

3.7 Quantificação do nível de glutamato nos meios condicionados dos astrócitos 

O protocolo foi realizado conforme descrito anteriormente Gobira e 

colaboradores (Gobira, P. H. et al., 2015), com adaptações. Os meios condicionados 

foram submetidos à centrifugação em velocidade de 3000 rcf por 5 minutos a 4ºC, 

para coleta dos sobrenadantes e descarte dos debris celulares. A concentração de 

glutamato nos sobrenadantes foi determinada por espectrofluorimetria, utilizando-se 

o aparelho Synergy 2 (BioTek® Instruments). Em placa de 96 poços (Sarsted), 30 µL 

de cada amostra foram incubados com 270 µL de solução tampão KRH (solução 

Krebs–Ringer–HEPES: 124 mM NaCl, 4 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 10 mM glicose, 25 

mM HEPES, pH 7.4, Sigma-Aldrich), contendo CaCl2 (Sigma-Aldrich) a 1 mM. Foi 

realizada a 1ª leitura e, em seguida, adicionou-se 0,6 µL de NADP+ (Sigma-Aldrich), 

para a 2ª leitura. Foram adicionados 3,3 µL de enzima glutamato desidrogenase tipo 
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II (GDH) (Sigma-Aldrich) e procedeu-se a 3ª leitura. Após a adição de 2 µL de 

glutamato padrão (Sigma-Aldrich), a 1mM, foi realizada a 4ª leitura. Em princípio, a 

concentração de glutamato em cada amostra é diretamente proporcional à reação 

catalisada pela enzima GDH, que leva à formação de NADPH, cujo nível de emissão 

de fluorescência é quantificado pelo aparelho. Foi construída uma curva de calibração, 

a partir dos valores de fluorescência fornecidos pelas 4 leituras sequenciais.  As 

leituras foram realizadas a 37ºC, com excitação em comprimento de onda de 360 nm 

e emissão em 450 nm. As amostras foram analisadas em triplicata. A quantificação 

de glutamato foi normalizada de acordo com a dosagem de RNA total das culturas 

celulares. Os valores obtidos referem-se à quantidade de glutamato, em nmol, por 

miligrama de RNA. Para a comparação entre os grupos, os resultados foram 

convertidos em porcentagem em relação ao valor referente ao grupo controle (DMSO). 

 

3.8 Análise estatística 

Para a análise estatística, utilizou-se o software GraphPadPrism® (versão 6.01). 

Os resultados referentes ao ensaio de viabilidade celular foram submetidos a ANOVA 

de uma via. Os demais resultados foram submetidos a ANOVA de duas vias e teste 

de Dunnett para comparação em relação ao grupo controle. Para a análise de 

significância, foi considerado o valor de α = 0,05. 

  



 34 

4. RESULTADOS 

4.1 Efeito do canabidiol sobre a viabilidade de astrócitos humanos derivados de iPSCs 

A fim de avaliar a ação do canabidiol sobre a viabilidade dos astrócitos derivados 

de iPSCs, após o período de diferenciação, as culturas foram tratadas com veículo 

(DMSO) ou com canabidiol, durante 24 horas e, em seguida, submetidas ao ensaio 

de morte celular. Conforme ilustrado na Figura 3, foram testadas 4 concentrações 

crescentes de canabidiol, 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM e 10 µM. Entre 0,01 µM e 1 µM (Fig. 

3A a 3D), o canabidiol não alterou a densidade celular nas culturas, já que a média da 

contagem de células, em 3 campos de cada poço, não foi diferente do grupo controle 

não tratado (Fig. 3G). Além disso, dentro dessa faixa de concentração, o canabidiol 

não provocou aumento da morte de astrócitos, em relação ao grupo controle (Fig. 3H). 

Apesar de excluídas da análise estatística, devido ao tamanho amostral pequeno, as 

culturas expostas à concentração de 10 µM do canabidiol apresentaram morte celular 

massiva (Fig. 3H), com perda significativa da adesão celular. Foi observado o 

destacamento dos astrócitos, anteriormente aderidos entre si e ao fundo da placa, o 

que prejudicou a realização do ensaio nessas culturas. A Figura 3E ilustra a diferença 

da densidade celular, entre os grupos controle e tratado com canabidiol a 10 µM, após 

a lavagem do sobrenadante das culturas. Dessa forma, os resultados indicaram que 

o canabidiol alterou a viabilidade astrocitária de maneira concentração-dependente, 

já que a concentração de 10 µM apresentou ação citotóxica. Como as culturas 

tratadas com concentrações de até 1 µM não sofreram redução da viabilidade celular, 

os experimentos posteriores foram realizados utilizando-se o canabidiol em 

concentração de 1 µM. 

 

 

 

 

 

 

 



 35 

A 

  

Controle não tratado 
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0,01 µM 
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0,1 µM 
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D 

  

1 µM 

 

E 

  

10 µM 

 

F 

  

Controle não tratado                            10 µM 
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Figura 3: Efeito do canabidiol sobre a viabilidade de astrócitos humanos derivados de iPSCs. 
A-E: Imagens representativas do ensaio de morte, realizado 24 horas após o tratamento das culturas 
com veículo (DMSO) ou concentrações crescentes de canabidiol (0,01 µM a 10 µM). À esquerda, 
células viáveis, em verde, marcadas pela calceína. À direita, células mortas, em branco, marcadas pelo 
homodímero de etídio. Barra de escala igual a 100 micrometros. 
F: Imagens obtidas por microscopia de campo claro, 24 horas após o tratamento das culturas com 
veículo (à esquerda) ou 10 µM de canabidiol (à direita). Barra de escala igual a 100 micrometros. 
G: Número de células contadas por poço.  
H: Porcentagem de células mortas em relação ao total de células por grupo. 
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Em G e H, os resultados referem-se a replicatas biológicas e são expressos como média e erro padrão 
da média. Para a análise estatística, foi utilizada Anova de uma via (α = 0,05). n=3. Para o grupo tratado 
com 10 µM, n=1. 
 
 
 

 4.2  Efeito do canabidiol sobre a expressão de fatores inflamatórios em astrócitos 

humanos derivados de iPSCs 

4.2.1 Citocinas IL-1β, TNF-α e IL-6  

 

A indução da reatividade astrocitária foi realizada pelo estímulo dos astrócitos 

com TNF-α 10 ng/mL e IL-1β 10 ng/mL por 4 ou 24 horas. Para confirmar a indução, 

foram quantificados os níveis de RNAm de IL-1β, TNF-α e IL-6, citocinas importantes 

em processos neuroinflamatórios e cuja expressão é elevada em astrócitos reativos 

derivados de iPSCs (Perriot, S. et al, 2018; Rothhammer, V., & Quintana, F. J. 2015; 

Trindade, P. et al., 2020). Além disso, considerando-se o potencial imunomodulatório 

do canabidiol, foi verificado seu efeito sobre os níveis desses mediadores, tanto em 

astrócitos estimulados quanto não estimulados.  

Conforme apresentado na Figura 4, a duração do estímulo inflamatório exerceu 

influência significativa sobre o nível de RNAm de IL-1β (p<0,001). Em astrócitos 

quiescentes, o tratamento com canabidiol não alterou a expressão de IL-1β (Fig. 4). 

Já o estímulo inflamatório (TNF-α + IL-1β) foi capaz de levar a um aumento da 

expressão de IL-1β após 4 h (Fig. 4). O tratamento com canabidiol foi capaz de alterar 

a expressão de IL-1β induzida pelo estímulo inflamatório no tempo de 4 h, visto que a 

expressão de IL-1β em astrócitos submetidos ao estímulo inflamatório e tratados com 

canabidiol não foi diferente de astrócitos controle não estimulados (Fig. 4). Entretanto, 

não houve diferença significativa quando se comparou a expressão de IL-1β em 

astrócitos expostos a TNF-α e IL-1β daquela de astrócitos expostos a TNF-α, IL-1β e 

canabidiol (Fig. 4). Além disso, no tempo 24 h, a expressão de IL-1β em astrócitos 

submetidos ao estímulo inflamatório, na presença ou na ausência de canabidiol, não 

foi diferente de astrócitos não estimulados (Fig. 4). 
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Figura 4: Expressão da citocina IL-1β em astrócitos humanos derivados de iPSCs. 
Expressão relativa de RNAm de IL-1β, em função do tempo de estímulo, quantificada por RT-qPCR. 
Os valores referem-se a replicatas biológicas e são apresentados como média e erro padrão da média. 
Para a análise estatística, foi utilizada Anova de duas vias (α = 0,05) e teste de Dunnett para 
comparações múltiplas. O símbolo ** indica diferença significativa, com α = 0,01. n=4. Para o grupo 
TNF-α + IL-1β+CBD 1 µM no tempo de 4 horas, n=3. 

 

Em relação à citocina TNF-α, a análise estatística revelou efeito significativo do 

fator duração do estímulo inflamatório, sobre a expressão de RNAm (p<0,01), como 

apresentado na Figura 5. O tratamento com canabidiol não alterou a expressão de 

TNF-α em astócitos quiescentes (Fig. 5). O estímulo inflamatório (TNF-α + IL-1β) 

provocou um aumento da expressão de TNF-α após 4 h, mas não depois de 24 h (Fig. 

5). Além disso, o tratamento com canabidiol não alterou a expressão de TNF-α em 

astrócitos sob estímulo inflamatório por 4 ou 24 h (Fig. 5).  
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Figura 5: Expressão da citocina TNF-α em astrócitos humanos derivados de iPSCs. 
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Expressão relativa de RNAm de TNF-α, em função do tempo de estímulo, quantificada por RT-qPCR. 
Os valores referem-se a replicatas biológicas e são apresentados como média e erro padrão da média. 
Para a análise estatística, foi utilizada Anova de duas vias (α = 0,05) e teste de Dunnett para 
comparações múltiplas. O símbolo * indica diferença significativa, com α = 0,05. n=6. Para o grupo 
TNF-α + IL-1β+CBD 1 µM no tempo de 4 horas e para o grupo controle, n=5. 

 
 

A expressão de IL-6 também sofreu efeito significativo da duração do estímulo 

(p<0,01). Entretanto, a comparação da média de todos os grupos em relação ao 

controle não indicou diferença significativa. Dessa forma, não foi detectada influência 

do estímulo inflamatório ou do tratamento com canabidiol sobre o nível de RNAm da 

citocina, conforme apresentado na Figura 6.  
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Figura 6: Expressão da citocina IL-6 em astrócitos humanos derivados de iPSCs. 
Expressão relativa de RNAm de IL-6, em função do tempo de estímulo, quantificada por RT-qPCR. Os 
valores referem-se a replicatas biológicas e são apresentados como média e erro padrão da média. 
Para a análise estatística, foi utilizada Anova de duas vias (α = 0,05) e teste de Dunnett para 
comparações múltiplas. n=6. Para o grupo TNF-α + IL-1β+CBD 1 µM no tempo de 4 horas e para o 
grupo controle, n=5. 
 

Em resumo, os níveis de RNAm de IL-1β e TNF-α, mas não de IL-6, sofreram 

alteração devido ao estímulo inflamatório após 4 h, mas não após 24 h. O canabidiol 

não alterou a expressão de IL-1β, TNF-α e IL-6 na ausência do estímulo inflamatório. 

Além disso, o canabidiol parece ser capaz de afetar a expressão de IL-1β, mas não 

de TNF-α, induzida pelo estímulo inflamatório em astrócitos humanos derivados de 

iPSCs.  

  

4.2.2 Progranulina 

A proteína progranulina participa da regulação da função lisossomal, da 

inflamação e da sobrevivência neuronal (Rhinn, H. et al., 2022). Resultados in vitro 
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demonstram que a progranulina reduz a expressão de TNF-α, IL-1β, IL-6 e iNOS em 

astrócitos murinos reativos (Menzel, L. et al., 2017). Além disso, a ativação da 

resposta imune em astrócitos humanos pode levar ao aumento de sua produção (Suh, 

H. S. et al., 2012). 

Por isso, verificou-se a possibilidade das citocinas TNF-α e IL-1β alterarem a 

expressão de progranulina em astrócitos humanos derivados de iPSCs. A expressão 

de seu RNAm é apresentada na Figura 7. Não foi observada diferença significativa 

entre os grupos, indicando que o estímulo inflamatório e o tratamento com canabidiol 

não afetaram a expressão dessa proteína (Fig. 7). 
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Figura 7: Expressão de progranulina em astrócitos humanos derivados de iPSCs. 
Expressão relativa de RNAm de progranulina, em função do tempo de estímulo, quantificada por RT-
qPCR. Os valores referem-se a replicatas biológicas e são apresentados como média e erro padrão da 
média. Para a análise estatística, foi utilizada Anova de duas vias (α = 0,05). n=4. Para o grupo TNF-
α+IL-1β+CBD 1 µM no tempo de 4 horas, n=3. 

 

4.2.3 Fator neurotrófico derivado do cérebro  

Em algumas doenças psiquiátricas e neurodegenerativas, caracterizadas por 

inflamação crônica, observa-se redução do nível de BDNF. A associação entre a 

síntese aumentada de citocinas, como IL-1β, IL-6 e TNF-α, e a expressão reduzida do 

fator é relatada, por exemplo, em transtornos de humor, esquizofrenia, doença de 

Parkinson e Alzheimer (Lima Giacobbo, B. et al., 2019). Nesse contexto, foi visto que 

o canabidiol estimula a síntese de BDNF ao inibir a ativação excessiva de vias 

inflamatórias e ao regular positivamente o fator Nrf2, que ativa a transcrição do gene 

(Yao, W. et al., 2021). 
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A fim de avaliar se o estímulo inflamatório utilizado poderia alterar a expressão 

de BDNF nas culturas astrocitárias, quantificou-se o nível de RNAm do fator. 

Conforme apresentado na Figura 8, o estímulo inflamatório não alterou a expressão 

de BDNF. Além disso, o tratamento com canabidiol não foi capaz de alterar a 

expressão de BDNF em astrócitos quiescentes ou sob insulto inflamatório (Fig.8).  
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Figura 8: Expressão de BDNF em astrócitos humanos derivados de iPSCs.  
Expressão relativa de RNAm de BDNF, em função do tempo de estímulo, quantificada por RT-qPCR. 
Os valores referem-se a replicatas biológicas e são apresentados como média e erro padrão da média. 
Para a análise estatística, foi utilizada Anova de duas vias (α = 0,05). n=4. Para o grupo TNF-α+IL-
1β+CBD 1 µM no tempo de 4 horas, n=3. 

 

4.3 Efeito do canabidiol sobre a manutenção da homeostase glutamatérgica 

4.3.1 Expressão do transportador de aminoácido excitatório 1  

Os astrócitos expressam, em sua membrana plasmática, transportadores de 

alta afinidade, responsáveis por captar glutamato extracelular. Tais proteínas são 

denominadas transportadores de aminoácido excitatório (EAATs), os quais existem 

em 5 subtipos, EAAT1 a 5, sendo as formas predominantes em astrócitos EAAT1 e 2 

(Lehre, K. P. e Danbolt, N. C. 1998). Sabe-se que as citocinas IL-1β e TNF-α exercem 

efeito inibitório sobre a captação de glutamato, em cultura primária de astrócitos 

humanos, associada à redução da expressão de RNAm do transportador EAAT1 (Hu, 

S. et al., 2000).  

Avaliou-se, portanto, a expressão de RNAm do EAAT1, nas culturas 

astrocitárias, por RT-qPCR. Como pode ser observado na Figura 9, o nível do RNAm 
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do transportador EAAT1 não sofreu alteração de expressão, seja em decorrência do 

estímulo inflamatório ou do tratamento com canabidiol (Fig. 9). 
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Figura 9: Expressão de EAAT1 em astrócitos humanos derivados de iPSCs. 
Expressão relativa de RNAm de EAAT1, em função do tempo de estímulo, quantificada por RT-qPCR. 
Os valores referem-se a replicatas biológicas e são apresentados como média e erro padrão da média. 
Para a análise estatística, foi utilizada Anova de duas vias (α = 0,05). n=4. Para o grupo TNF-α+IL-
1β+CBD 1 µM no tempo de 4 horas, n=3. 

 

4.3.2 Nível extracelular de glutamato 

Além da captação, a liberação astrocitária de glutamato também pode ser 

afetada em contextos patológicos. A citocina TNF-α, por exemplo, pode aumentar a 

liberação do neurotransmissor pelos astrócitos e promover neurototoxicidade (Bezzi, 

P. et al., 2001). Portanto, a fim de avaliar a capacidade de manutenção da homeostase 

glutamatérgica pelos astrócitos, quantificou-se o nível extracelular do 

neurotransmissor. Para isto, as culturas foram submetidas ao estímulo inflamatório 

e/ou tratamento com canabidiol e, posteriormente, a concentração de glutamato nos 

meios condicionados foi quantificada, por espectrofluorimetria. O estímulo inflamatório 

não foi capaz de aumentar os níveis de glutamato. O tratamento com canabidiol 

também não alterou os níveis de glutamato, quer seja no meio condicionado de 

astrócitos quiescentes ou em astrócitos estimulados com TNF-α e IL-1β (Fig. 10). 

Assim, os resultados indicam que nenhuma das condições testadas afetou a 

capacidade astrocitária de regulação do glutamato extracelular. 
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Figura 10: Concentração de glutamato no meio condicionado de astrócitos humanos derivados 
de iPSCs.  
Concentração de glutamato, expressa como porcentagem relativa ao grupo controle, ao longo do 
tempo. Os resultados referem-se a replicatas biológicas e são expressos como média e erro padrão da 
média. Para a análise estatística, foi utilizada Anova de duas vias (α = 0,05). n = 8. Para o grupo TNF-
α + IL-1β + CBD 1 µM, nos tempos de 0 e 4 horas, n = 7. 
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5. DISCUSSÃO 

Considerando-se a importância da astrogliose reativa para as doenças 

neurológicas, a avaliação de potenciais tratamentos farmacológicos sobre os 

astrócitos é de grande relevância. Em vista disso, avaliou-se o efeito do canabidiol 

sobre astrócitos humanos derivados de iPSCs sob estímulo inflamatório composto por 

TNF-α e IL-1β. Os resultados indicam que o estímulo inflamatório aumentou a 

produção de IL-1β e TNF-α pelos astrócitos. Porém, não alterou a expressão de IL-6, 

BDNF, progranulina e EAAT1. O canabidiol, na concentração de 1 µM, teve um efeito 

marginal sobre a expressão de IL-1 β induzida pelo estímulo inflamatório e não alterou 

os demais alvos analisados, quer seja em astrócitos quiescentes ou sob estímulo 

inflamatório.  

O canabidiol na concentração de 10 µM, mas não em concentração ≤1 µM, afetou 

drasticamente a sobrevivência astrocitária. Assim, no presente estudo, verificou-se 

que o canabidiol altera, de forma concentração-dependente, a viabilidade celular em 

astrócitos humanos derivados de iPSCs. Resultados semelhantes foram descritos em 

precursores neurais humanos expostos ao canabidiol durante o processo de 

diferenciação, uma vez que se observou expressiva morte celular quando essas 

culturas forma expostas a canabidiol a 10 µM por 48 horas (Miranda, C. C. et al., 

2020). Adicionalmente, o efeito parece ser tempo-dependente, pois a concentração 

de 1 µM do canabidiol, após 10 dias de tratamento, provocou redução da densidade 

celular, acompanhada de maior expressão da forma ativa de caspase 3, o que sugere 

indução de apoptose (Miranda, C. C. et al., 2020). Em concordância, Vrechi e 

colaboradores relatam efeito tempo-dependente do canabidiol em células neurais 

humanas, com redução da viabilidade após o tratamento com concentrações acima 

de 50 µM, por 24 horas, ou acima de 25 µM, por 48 horas (Vrechi, T. et al., 2021). A 

indução de apoptose pelo canabidiol foi descoberta, inicialmente, em células tumorais, 

sendo associada à ativação da via intrínseca, regulada pela mitocôndria, e da via 

extrínseca, mediada pelos receptores de morte celular (Massi, P. et al., 2013). Nos 

últimos anos, o potencial antitumoral do canabidiol tem sido bastante estudado, o que 

levou à descoberta, em células cancerígenas, de mecanismos como a indução de 

autofagia, parada do ciclo celular, estresse do retículo endoplasmático, alterações 

mitocondriais e síntese de ROS, com consequente morte celular por apoptose 

(Ożarowski, M. et al., 2021). 
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Fatores metodológicos podem ter contribuído para a citotoxicidade observada 

nesse estudo. Nesse sentido, Hind e colaboradores demonstraram que astrócitos 

humanos respondem de maneira diferente ao canabidiol, caso sejam cultivados em 

monocultura ou co-cultura. Em monocultura, a concentração de 10 µM provocou 

redução do nível total de proteínas, com simultânea elevação do nível de LDH, 

sugerindo efeito citotóxico. Curiosamente, esse resultado não se reproduziu quando 

os astrócitos foram cultivados com células endoteliais da microvasculatura cerebral 

humana (Hind, W. H. et al., 2016). A co-cultura é considerada um ambiente mais 

relevante, do ponto de vista fisiológico, em comparação à monocultura, pois a 

comunicação intercelular influencia as respostas a fatores externos, como, por 

exemplo, tratamentos farmacológicos. Considerando que o canabidiol exerce seus 

efeitos terapêuticos atuando sobre diferentes células alvo, é importante avaliar a 

modulação da reatividade astrocitária em modelos in vitro que recapitulem a 

comunicação existente entre as células do SNC. Para isso, propõe-se a utilização de 

modelos tridimensionais, como as neurosferas derivadas de iPSCs, cujas 

características moleculares assemelham-se mais ao ambiente cerebral do que as 

culturas bidimensionais (Pagano, S. et al., 2020; Kim, J. et al., 2021). 

No presente estudo, não foram observadas alterações no nível de progranulina, 

seja em decorrência do estímulo inflamatório ou do tratamento com canabidiol. Seu 

mecanismo de ação ainda não é bem compreendido, sabe-se, porém, que a 

progranulina é necessária para a ativação microglial adequada, pois sua deleção 

provoca exacerbação da resposta inflamatória e da poda sináptica por essas células 

(Lui, H. et al., 2016; Tanaka, Y. et al, 2013; Zhang, J. et al., 2020). Embora sua 

regulação gênica seja pouco compreendida, sabe-se que a expressão da progranulina 

pode ser diferencialmente regulada por mediadores inflamatórios, em micróglia e 

astrócitos. Suh e colaboradores demonstraram redução de sua expressão em células 

microgliais humanas expostas  a IL-1β e IFNγ, ao passo que, em cultura primária de 

astrócitos humanos, o nível de progranulina foi elevado pelas citocinas.  Além disso, 

outros estímulos inflamatórios não alteraram a quantidade de progranulina produzida 

pelos astrócitos (Suh, H. S. et al., 2012). 

Outras moléculas importantes em doenças neurológicas, como o BDNF, também 

tem sua síntese regulada de maneira complexa por sinalizações inflamatórias. Essa 

neurotrofina é um dos genes alvo de NF-kB e sua síntese pode levar à ativação do 
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fator, em um mecanismo de retroalimentação positiva (Caviedes, A. et al., 2017). 

Porém, a longo prazo, a ativação crônica de NF-kB reduz a quantidade de BDNF, 

aumentando a susceptibilidade neuronal a danos, já que o BDNF é responsável por 

estimular vias de sobrevivência celular e plasticidade sináptica (Lima Giacobbo, B. et 

al., 2019). Em modelos animais, o efeito antidepressivo do canabidiol foi associado à 

maior expressão de BDNF, acompanhada de aumento do nível de sinaptofisina e 

PSD95, marcadores de terminais pré e pós sinápticos, respectivamente (Sales, A. J. 

et al., 2019). Além disso, Magen e colaboradores relataram ação terapêutica do 

canabidiol sobre funções cognitivas e motoras, em modelo de neuroinflamação, que 

foi associada ao aumento de BDNF e à redução do nível hipocampal de RNAm do 

receptor de TNF-α (Magen, I. et al., 2010). Resultados pré-clínicos indicam que o 

canabidiol é capaz de aumentar o nível de BDNF, mas essa relação ainda não foi 

corroborada por ensaios clínicos. Em pacientes com doença de Parkinson, não se 

observou alteração do nível do fator pelo tratamento com canabidiol (Chagas, M. et 

al., 2014). Semelhantemente, o tratamento com Sativex, mistura equimolar de Δ9-

THC e canabidiol, não alterou a concentração de BDNF no líquido cefalorraquidiano 

de pacientes com doença de Huntington (López-Sendón Moreno, J. L. et al., 2016). 

Os estudos clínicos, de tamanho amostral ainda pequeno, ressaltam a necessidade 

de investigações mais abrangentes, avaliando os efeitos de tratamentos mais longos 

e concentrações mais elevadas de canabidiol. No presente trabalho, não se observou 

alteração da expressão do fator em resposta às citocinas TNF-α e IL-1β em astrócitos 

humanos derivados de iPSCs. Ademais, verificou-se que o tratamento com canabidiol 

não afetou a expressão de BDNF.  

Nesse estudo, não se observou influência do estímulo inflamatório sobre a 

capacidade astrocitária de manutenção do nível extracelular de glutamato. Em 

contextos de exitotoxicidade, o aumento do nível extracelular de glutamato pode ser 

provocado pela ativação exacerbada de neurônios excitatórios e por comunicação 

disfuncional entre as células da glia. Com a secreção excessiva de TNF-α por 

micróglia ativada, intensifica-se a liberação de glutamato pelos astrócitos (Bezzi, P. et 

al., 2001). Além disso, a homeostase glutamatérgica pode ser prejudicada pela 

associação entre neuroinflamação e estresse oxidativo que, em conjunto, podem 

reduzir a captação do neurotransmissor, inibindo a expressão de EAATs ou 

modificando sua estrutura (Sitcheran, R. et al., 2005; Trotti, D. et al., 1997; Ye, Z. C. e 
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Sontheimer, H. 1996). Seria interessante, portanto, investigar a ação do canabidiol em 

modelos in vitro mais complexos, com amplificação das sinalizações inflamatórias, 

pela presença de outras células, como micróglia e neurônios, bem como a presença 

de estresse oxidativo.  

 É importante salientar que os resultados aqui apresentados referem-se à 

caracterização das respostas astrocitárias de apenas um indivíduo. Como cada 

linhagem celular derivada de iPSCs possui características genéticas próprias do 

doador, linhagens diferentes podem exibir variações transcricionais e fenotípicas 

(Karagiannis, P. et al., 2019). Ademais, os astrócitos derivados de iPSCs exibem, em 

parte, similaridades gênicas aos astrócitos fetais, pois sua maturação completa é de 

difícil obtenção in vitro e requer, preferencialmente, cultivo prolongado em modelo 

tridimensional (Sloan, S. A. et al., 2019). É possível que o canabidiol atue de forma 

variável ao longo dos diferentes estágios da diferenciação astrocitária, fenômeno 

observado em outros tipos celulares, como neurônios (Schönhofen, P. et al., 2015) e 

oligodendrócitos (Mato, S. et al., 2010; Mecha, M. et al., 2012). De modo interessante, 

é possível que a exposição ao canabidiol seja prejudicial ao desenvolvimento, quando 

esta ocorre durante o período fetal (Miranda, C. C. et al., 2020), mas, por outro lado, 

desempenhe funções neuroprotetoras na fase adulta ao atenuar o estresse oxidativo 

e a neuroinflamação (Cristino, L. et al., 2020). 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste trabalho indicam que os astrócitos derivados de iPSCs 

respondem às citocinas TNF-α e IL-1β com modificações transcricionais que podem 

interferir na funcionalidade dos próprios astrócitos e de outras células. Foi observado 

aumento da expressão de RNAm das citocinas inflamatórias IL-1β e TNF-α após 4 h 

de estímulo inflamatório. Apesar de não ter influenciado os níveis de TNF-α induzidos 

pelo estímulo, o tratamento com canabidiol a 1 µM inibiu o aumento de IL-1β. O efeito 

sobre a citocina IL-1β sugere regulação da reatividade pelo canabidiol, a nível 

transcricional. Entretanto, os demais resultados não indicaram regulação significativa 

da resposta astrocitária ao estímulo inflamatório. Dessa forma, não foi confirmada, 

nesse estudo, a imunomodulação de astrócitos humanos pelo canabidiol. Ademais, 

verificou-se redução da viabilidade dos astrócitos induzida pelo canabidiol a 10 µM, o 

que revela a importância de investigações mais detalhadas sobre seu mecanismo de 

ação nessas células. 

Dessa forma, seria interessante que fossem avaliadas outras condições 

experimentais, testando o efeito de diferentes concentrações do canabidiol em mais 

contextos in vitro, a fim de ampliar as informações disponíveis sobre a modulação da 

reatividade astrocitária. Nesse sentido, devem ser priorizados modelos de co-cultura 

tridimensional, com células humanas, haja vista a maior similaridade ao ambiente 

fisiológico. Adicionalmente, é necessário investigar quais as sinalizações bioquímicas 

são reguladas pelo canabidiol em astrócitos humanos. Considerando a variedade de 

células e moléculas alvo do canabidiol, a abrangência dos possíveis impactos 

funcionais sobre a astrogliose reativa é extensa e, muito provavelmente, contribui para 

seus efeitos terapêuticos em desordens do SNC. 
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