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ANÁLISES DE DNA EXTRACELULAR EM PACIENTES COM DOENÇA DE 

ALZHEIMER E EFEITO DE FITOCANABINÓIDES NA MODULAÇÃO DE REDES 
EXTRACELULARES DE NEUTRÓFILOS E NA INTEGRIDADE DE CÉLULAS 

ENDOTELIAIS DA BARREIRA HEMATOENCEFÁLICA 
 

RESUMO 
 

A doença de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa caracterizada por um 
quadro de neuroinflamação crônica, no qual neutrófilos migram para o sistema nervoso 
central e liberam redes extracelulares de neutrófilos (NETs), contribuindo para danos ao 
endotélio cerebral e ao parênquima. Considerando o papel central das células endoteliais 
da barreira hematoencefálica (BHE) e o potencial modulador dos fitocanabinóides sobre 
células imunes, este estudo avaliou os efeitos do canabidiol (CBD) e o tetrahidrocanabinol 
(THC) da Cannabis sativa em neutrófilos e em células endoteliais cerebrais humanas 
(HBMECs), assim como em biomarcadores de pacientes com DA. Inicialmente, foram 
determinadas concentrações seguras para experimentos in vitro, sendo observado que o 
THC aumentou a atividade mitocondrial das HBMECs no ensaio de MTT. Em neutrófilos, 
tanto o CBD quanto o THC mostraram-se seguros; o CBD inibiu a liberação de NETs em 
neutrófilos de indivíduos saudáveis, enquanto o THC exerceu o efeito oposto em 
neutrófilos de pacientes com DA, aumentando a formação de NETs. Adicionalmente, a 
quantificação de DNA extracelular (cfDNA) (molécula importante na estrutura das NETs) 
em amostras de líquido cefalorraquídeo (LCR) e plasma de pacientes com DA revelou 
níveis mais elevados no LCR em comparação ao plasma. Estas concentrações de cfDNA 
não se correlacionam com marcadores inflamatórios ou clássicos da DA. O cfDNA do 
LCR apresentou uma tendência de correlação negativa com o desempenho cognitivo, 
enquanto o cfDNA plasmático demonstrou uma relação inversa a esta. Em conjunto, os 
resultados destacam a complexidade dos efeitos dos fitocanabinóides sobre neutrófilos 
em diferentes contextos fisiopatológicos e reforçam a relevância das HBMECs, das NETs 
e do cfDNA como alvos e potenciais biomarcadores no estudo da DA. 
 
Palavras-chave: Neutrófilos; Canabinóides; Maconha; Alzheimer, Doença de.  
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ANÁLISIS DE ADN EXTRACELULAR EN PACIENTES CON ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER Y EFECTO DE FITOCANNABINOIDES EN LA MODULACIÓN DE LAS 
REDES EXTRACELULARES DE NEUTRÓFILOS Y LA INTEGRIDAD DE LAS 

CÉLULAS ENDOTELIALES DE LA BARRERA HEMATOENCEFÁLICA. 
 

RESUMEN 
 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa caracterizada por 
neuroinflamación crónica, en la que los neutrófilos migran al sistema nervioso central y 
liberan redes extracelulares de neutrófilos (NETs), lo que contribuye al daño del endotelio 
y parénquima cerebral. Considerando el papel central de las células endoteliales en la 
barrera hematoencefálica (BHE) y el potencial modulador de los fitocannabinoides en las 
células inmunes, este estudio evaluó los efectos del cannabidiol (CBD) y el 
tetrahidrocannabinol (THC) de la Cannabis sativa en neutrófilos y células endoteliales del 
cerebro humano (HBMECs), así como en biomarcadores de pacientes con EA. 
Inicialmente, se determinaron concentraciones seguras para experimentos in vitro, y se 
observó que el THC aumentó la actividad mitocondrial de las HBMEC en el ensayo de 
MTT. En los neutrófilos, tanto el CBD como el THC demostraron ser seguros; El CBD 
inhibió la liberación de NETs en neutrófilos de individuos sanos, mientras que el THC 
ejerció el efecto opuesto en neutrófilos de pacientes con EA, aumentando la formación de 
NETs. Además, la cuantificación de ADN extracelular (cfDNA) (una molécula importante 
en la estructura de los NETs) en muestras de líquido cefalorraquídeo (LCR) y plasma de 
pacientes con EA reveló niveles más altos en el LCR en comparación con el plasma. 
Estas concentraciones de cfDNA no se correlacionan con marcadores inflamatorios o 
clásicos de la EA. El cfDNA en el LCR mostró una tendencia de correlación negativa con 
el desempeño cognitivo, mientras que el cfDNA plasmático demostró una relación inversa. 
En conjunto, los resultados resaltan la complejidad de los efectos de los fitocannabinoides 
sobre los neutrófilos en diferentes contextos fisiopatológicos y refuerzan la relevancia de 
las HBMECs, las NETs y el cfDNA como objetivos y biomarcadores potenciales en el 
estudio de la EA. 
 
Palabras clave: Neutrófilos; Cannabinoides; Cannabis; Alzheimer, Enfermedad de.
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CELL-FREE DNA ANALYSES IN PATIENTS WITH ALZHEIMER'S DISEASE AND THE 

EFFECT OF PHYTOCANNABINOIDS ON THE MODULATION OF NEUTROPHIL 
EXTRACELLULAR TRAPS AND THE INTEGRITY OF ENDOTHELIAL CELLS OF THE 

BLOOD-BRAIN BARRIER. 
 

ABSTRACT 
 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative pathology characterized by chronic 
neuroinflammation, in which neutrophils migrate to the central nervous system and release 
neutrophil extracellular networks (NETs), damaging the cerebral endothelium and 
parenchyma. Considering the central role of endothelial cells in the blood-brain barrier 
(BBB) and the modulating potential of phytocannabinoids on immune cells, this study 
evaluated the effects of cannabidiol (CBD) and tetrahydrocannabinol (THC) from Cannabis 
sativa on neutrophils and human brain endothelial cells (HBMECs), as well as on 
biomarkers of AD patients. Initially, safe concentrations were determined for in vitro 
experiments, and it was observed that THC increased mitochondrial activity of HBMECs in 
the MTT assay. In neutrophils, both CBD and THC proved to be safe; CBD inhibited the 
release of NETs in neutrophils from healthy individuals, while THC exerted the opposite 
effect in neutrophils from AD patients, increasing NET formation. Additionally, 
quantification of cell-free DNA (cfDNA) (an important molecule in the structure of NETs) in 
cerebrospinal fluid (CSF) and plasma samples from AD patients revealed higher levels in 
CSF compared to plasma. These cfDNA concentrations do not correlate with inflammatory 
or classical AD markers. CSF cfDNA showed a negative correlation trend with cognitive 
performance, while plasma cfDNA demonstrated an inverse relationship. Taken together, 
these results highlight the complexity of the effects of phytocannabinoids on neutrophils in 
different pathophysiological contexts and reinforce the relevance of HBMECs, NETs, ​​and 
cfDNA as targets and potential biomarkers in the study of AD. 
​
Keywords: Neutrophils; Cannabinoids; Cannabis; Alzheimer’s Disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Referencial Teórico 
1.1.1 Inflamação e a Barreira Hematoencefálica 

 

As células do sistema imune e a barreira hematoencefálica (BHE) interagem de 

uma forma muito complexa e importante. Como é indicado pelo nome, a BHE é uma 

interface celular semipermeável e altamente seletiva que regula o movimento de 

substâncias entre a circulação sanguínea e o cérebro, sendo uma estrutura essencial 

para o funcionamento do sistema nervoso central (SNC) (ABBOTT et al., 2012). Sem a 

BHE, o SNC está em risco de ser invadido por toxinas, patógenos e células imunitárias, 

ou pode acontecer uma desregulação iônica; tudo isto podendo levar a uma disfunção 

neuronal e à degeneração do tecido (DANEMAN et al., 2015). 

As células do sistema imune estão constantemente circulando no sistema vascular 

e, em casos de uma resposta inflamatória, elas utilizam este meio para se locomover 

rapidamente até o sítio requerido. Dependendo da situação, células como monócitos e 

neutrófilos podem migrar até o sítio da inflamação em questão de minutos (LUU et al., 

1999). 

O encéfalo é um dos órgãos mais importantes do organismo e o SNC é um dos 

locais mais regulados e protegidos; a existência da BHE é uma evidência do quão 

extremamente seletiva pode ser a “entrada” e “saída” deste ambiente. Apesar dos 

múltiplos mecanismos de proteção, o SNC não é alheio a patologias que podem 

danificá-lo consideravelmente. Por isso, o SNC possui células conhecidas como 

microglias, que, entre outras funções, são o principal mecanismo de defesa imune deste 

sistema (FILIANO et al., 2015). Porém, os leucócitos mais comuns que encontram-se na 

corrente sanguínea também conseguem acessar ao SNC em processos inflamatórios, por 

exemplo; e é através da BHE que estas células conseguem migrar do vaso sanguíneo 

para o parênquima cerebral. Casos onde há uma ativação da microglia e uma migração 

exacerbada de leucócitos no SNC são conhecidos como quadros de neuroinflamação 

(DISABATO et al., 2016). 

Na presença de um agente patogênico externo, a resposta neuroinflamatória tem o 

objetivo inicial de proteger o SNC; porém esta pode se tornar deletéria e iniciar um 

recrutamento exacerbado de leucócitos no sistema. A neuroinflamação aguda começa em 

resposta a patógenos como bactérias, vírus e outros agentes infecciosos. As células da 

microglia podem liberar citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias que vão recrutar 
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leucócitos para o SNC (RAMESH et al., 2013). Alguns destes agentes externos podem 

desencadear uma resposta imune descontrolada, levando a um comprometimento da 

BHE devido aos próprios efeitos dos leucócitos que estão deslocando-se através dela. 

Uma BHE que tem a sua integridade comprometida não pode executar suas funções de 

regulação habituais, o que pode permitir uma passagem ainda mais elevada de leucócitos 

e a um possível quadro de neurodegeneração (TOHIDPOUR et al., 2017).  

O comprometimento da BHE devido à presença elevada de leucócitos pode ser 

observado em diversas patologias, desencadeando quadros de inflamação estéril. O 

traumatismo craniano e o acidente vascular cerebral (AVC) são exemplos de casos onde 

acontece esta disrupção da BHE (LO et al., 2003; MAYER et al., 2013). Os casos de 

neuroinflamação crônica são geralmente associados a doenças neurodegenerativas, onde 

a inflamação e o comprometimento da integridade da BHE são componentes essenciais 

destas patologias. A doença de Alzheimer (DA), doença de Parkinson (DP) e a esclerose 

múltipla (EM) são algumas das patologias neurodegenerativas mais comuns onde esta 

características pode ser observada (ZENARO et al. 2017; BARNUM et al., 2012; 

BJELOBABA et al., 2017). 

 

1.1.2 Neutrófilos 

 

Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes do organismo humano, 

representando aproximadamente 70% das células imunitárias encontradas no corpo. Até 

hoje, é aceito que os neutrófilos são os protagonistas principais da resposta imune em 

quadros de inflamação aguda, pois eles são os primeiros a ser recrutados para o sítio de 

inflamação nestes casos. Além disso, o papel destas células na inflamação crônica tem 

ganhado mais interesse nos últimos anos (SOEHNLEIN et al., 2017). 

Na sua ação normal como célula imunitária, os neutrófilos possuem três 

mecanismos de ação principais para realizar a sua função microbicida: a fagocitose, a 

degranulação e a liberação de “armadilhas” extracelulares (NETs; neutrophil extracellular 

traps) (PAPAYANNOPOULOS, 2018). Estas últimas, são estruturas formadas por 

cromatina extracelular associada a proteases com a função de capturar e degradar 

micróbios patogênicos (BRINKMANN et al., 2004); porém com alto potencial de ocasionar 

danos nos tecidos do próprio organismo quando liberadas em excesso (CORTJENS et al., 

2017). 
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Quando a sua presença é necessária em casos de infecções por microrganismos 

ou inflamação estéril, os neutrófilos são recrutados por meio de diversas citocinas e 

quimiocinas. As principais quimiocinas envolvidas no recrutamento dos neutrófilos são a 

CXCL1 e CXCL2, além da TNF-α e a IL-8 (TSIOUMPEKOU et al., 2023; VIEIRA et al., 

2009). Uma vez ativados por estas moléculas, os neutrófilos migram até o sítio da 

inflamação. 

Para chegar ao sítio de ação, os neutrófilos são transportados no sistema vascular 

e, uma vez no tecido alvo, acontece o extravasamento deles através do endotélio 

vascular; ação que é melhor conhecida como diapedese (Figura 1). Inicialmente, o 

neutrófilo encontra-se livre no sangue e este se ligará fracamente às selectinas expressas 

na membrana das células endoteliais. Por esta ligação ser fraca, ela não consegue parar 

completamente o fluxo do neutrófilo causado pela força da corrente sanguínea, pelo que o 

neutrófilo começa a rolar na parede do vaso conforme estas ligações vão se quebrando e 

se formando sucessivamente. Quando ativadas por quimiocinas, integrinas como a LFA-1 

(expressas na membrana do neutrófilo) conseguem se ligar a moléculas de adesão 

encontradas, por sua vez, na membrana das células endoteliais, como a molécula de 

adesão intercelular 1 (ICAM-1). A ligação entre estas duas proteínas permite uma adesão 

forte que consegue parar o movimento do neutrófilo ao longo da superfície do endotélio. 

Esta adesão firme faz com que o neutrófilo consiga migrar no espaço entre as células 

endoteliais para chegar, finalmente, no sítio da inflamação (KRAUS et al., 2021). 
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Figura 1. Processo de extravasamento dos neutrófilos através do endotélio. 

 
Fonte: Kraus et al., 2021 

 

O papel dos neutrófilos nas doenças neurodegenerativas tem chamado mais a 

atenção dos pesquisadores nos últimos anos, especialmente pelo fato deles terem um 

papel fundamental em neuropatologias que exibem quadro de neuroinflamação 

(SANTOS-LIMA et al., 2022). Em patologias como a DA, existem registros que mostram 

como os neutrófilos tendem a acumular-se não só no parênquima cerebral mas também 

na vasculatura do cérebro; em outras palavras, antes deles atravessarem do vaso 

sanguíneo para o parênquima (ZENARO et al., 2015). Além disso, já foi observado que 

neutrófilos fazem a liberação de NETs tanto no endotélio da vasculatura cerebral quanto 

no parênquima cerebral, o que está relacionado à neurodegeneração observada na 

doença (PIETRONIGRO et al., 2017). Quando liberadas no endotélio cerebral, as NETs 

contribuem com a degeneração da BHE. Em 2013, Erickson e Banks descreveram como 

a disfunção da BHE é tanto uma causa quanto uma consequência da DA; ponto essencial 

para o desenvolvimento da patologia (ERICKSON et al., 2013). 
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1.1.3 NETs (Neutrophil Extracellular Traps) 

 

Descritas pela primeira vez em 2004, as NETs são, como mencionado 

anteriormente, redes de cromatina liberadas em conjunto com histonas, proteases 

(elastase, proteinase 3, catepsina G) e mieloperoxidase (MPO) (Figura 2). A liberação 

destas redes é induzida por diversos estímulos, como bactérias, protozoários, fungos, 

vírus e fatores endógenos (BRINKMANN et al., 2004) (Figura 3). Além disso, já foi 

observado que certas citocinas pró-inflamatórias estão envolvidas na indução da liberação 

das NETs, como TNF-α, IL-1β e IL-8 (KESHARI et al., 2012) e, similarmente, espécies 

reativas de oxigênio aparentam ter um papel importante no processo de liberação de 

NETs (STOIBER et al., 2015). 

 
Figura 2. Esquema de NETs. 

 
Fonte: Adaptado de Meegan et al., 2017 

 

Figura 3. NETs liberadas por neutrófilos. 

 

Nota: Neutrófilo (amarelo) libera NETs (verde) para capturar bactérias (roxo). Eritrócito visível na imagem 
(vermelho). 

Fonte: Brinkmann, 2021. 
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O processo de liberação das NETs é um tipo de morte celular programada que é 

acionada e mediada por várias cascatas de sinalização. Como explicado por Meegan et 

al., o processo é caracterizado pela descondensação da cromatina, mediado pela 

citrulinação das histonas pela enzima PAD4. A elastase e a MPO, que são liberadas 

posteriormente na NET, abandonam os grânulos e migram para o núcleo, auxiliando na 

clivagem das histonas e na descondensação da cromatina (MEEGAN et al., 2017). 

Como descrito acima, um dos componentes principais das NETs é o DNA de dupla 

fita; essa cromatina desenrolada é a que dá às NETs sua estrutura característica em 

forma de rede. Pelo fato do DNA ocupar uma grande área da estrutura das NETs, 

pesquisas têm começado a considerar o DNA extracelular (cfDNA) como um indicador da 

presença das NETs, especialmente em amostras de biofluidos (DE MIRANDA et al., 

2021). 

As NETs são uma ferramenta de defesa de grande utilidade, já que, como seu 

nome o implica, atuam como uma armadilha que captura patógenos na rede de cromatina 

para controlar a sua disseminação (muito útil em casos de patógenos que são muito 

grandes para serem fagocitados, por exemplo), assim como para inativar e eliminar os 

mesmos, por meio da alta concentração de proteases e histonas contidas na rede 

(BRINKMANN et al., 2004). Porém, a liberação descontrolada de NETs pode danificar 

tecidos do próprio organismo e promover uma resposta inflamatória mais exacerbada, 

contribuindo na patologia de diversas doenças (THIAM et al., 2020). 

Como mencionado previamente, a liberação elevada de NETs que acontece na 

BHE e no parênquima cerebral na DA é um  grande contribuinte à subsequente 

neurodegeneração e progressão da doença. Recentemente, pesquisadores têm dado 

mais importância à disfunção da BHE como ponto chave da DA e vários têm apontado a 

ação citotóxica das NETs nas células endoteliais da barreira como um dos maiores 

responsáveis desta degeneração (MEEGAN et al., 2017; PIETRONIGRO et al., 2017; 

SAFFARZADEH et al., 2012; SANTOS-LIMA et al., 2022). 

 

1.1.4 A Barreira Hematoencefálica (BHE) 

 

As primeiras evidências da existência da BHE datam do início do século XX, 

quando o ganhador do prêmio Nobel, Paul Ehrlich, injetou diversos corantes na corrente 

sanguínea e observou como todos eles extravasaram na maioria dos tecidos do corpo, 
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mas o cérebro e a medula espinhal permaneceram limpos, sem nenhuma coloração. O 

termo “barreira hematoencefálica” foi utilizado pela primeira vez pela neurofisiologista Lina 

Stern em 1921, abrindo o caminho à compreensão da importância desta barreira (GUPTA 

et al., 2015). 

A BHE é formada por quatro elementos: i) uma monocamada de células 

endoteliais, o principal componente da barreira; ii) uma membrana basal, consistindo de 

fibras de colágeno de tipo IV, fibronectina e laminina; iii) pericitos integrados nesta 

membrana basal; e iv) astrócitos que envolvem a membrana basal (Figura 4) (HAWKINS 

et al., 2006). Em condições fisiológicas normais, a BHE atua como uma interface seletiva 

que regula a troca de nutrientes, desperdícios e células imunitárias entre o sangue e o 

tecido nervoso do SNC, tornando a BHE o componente mais importante na preservação 

da homeostasia do SNC e da função neuronal (ABBOTT et al., 2012). Além disso, a 

estabilidade iônica e o ambiente neuroquímico do encéfalo são altamente dependentes da 

integridade dos componentes da BHE. Na ausência desta estabilidade, as complexas 

funções realizadas pelo cérebro seriam impossíveis (SAUNDERS et al., 2008). 

 
Figura 4. Barreira hematoencefálica e células associadas. 

 
Fonte: Barisano et al., 2022 

 

A permeabilidade seletiva da BHE é mantida por meio de várias junções 

intercelulares na monocamada de células endoteliais, tais como as junções de oclusão, 

junções aderentes e junções comunicantes (GUPTA et al., 2015). Estes complexos 

proteicos serão discutidos com mais detalhes posteriormente. 
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Quando alguma substância tóxica compromete a integridade da BHE (estrutura, 

função ou permeabilidade), esta torna-se incapaz de controlar corretamente o fluxo de 

moléculas e células para dentro e fora do SNC. Uma das principais formas em que pode 

ocorrer o comprometimento da BHE é através da quebra das junções intercelulares do 

endotélio que mantém uma forte impermeabilidade ou pela morte destas células. É 

exatamente isto o que ocorre nas patologias nas quais a integridade da BHE é afetada, 

como no AVC, na DP, na DA, etc. No caso da DA, as NETs liberadas pelos neutrófilos no 

vaso sanguíneo cerebral têm a capacidade de afetar consideravelmente a integridade da 

BHE por meio da quebra das junções celulares: algumas das proteases que fazem parte 

da NET (especialmente a elastase, a proteinase 3 e a catepsina G) causam uma reação 

de clivagem de proteínas essenciais para a estrutura das junções celulares; por exemplo 

as caderinas, indispensáveis na estrutura das junções aderentes (MEEGAN et al., 2017). 

Devido a isto, se dá um grande incremento da permeabilidade da BHE, permitindo a 

passagem de mais leucócitos para o parênquima cerebral, contribuindo com o quadro de 

neuroinflamação crônica observado na DA (PIETRONIGRO et al., 2017). 

A presença do cfDNA no sangue, independente se for oriundo das NETs ou não, já 

foi associada a uma BHE comprometida. Embora não existam estudos relatando se o 

próprio cfDNA tem algum efeito negativo que afete a estrutura e funcionalidade da BHE, 

estudos relacionados a diferentes tipos de tumores cerebrais já observaram que, quando 

a BHE está danificada, os níveis de cfDNA tumoral começa a aumentar no sangue; 

tornando o cfDNA um biomarcador interessante para monitoramento e detecção de 

patologias do SNC quando 1) a BHE está danificada de alguma forma e 2) existe a 

possibilidade de determinar o tipo e a origem do cfDNA (WADDEN et al., 2022; MATHIOS 

et al., 2025). 

 

1.1.5 Células do Endotélio Cerebral (HBMECs) 

 

O principal componente da BHE são as células endoteliais, também conhecidas 

como BMECs ou HBMECs. Como com outras células endoteliais do organismo, as 

estruturas conhecidas como junções celulares são muito importantes para a sua função. 

As junções aderentes e as de oclusão são as principais responsáveis pela manutenção da 

união intercelular das HBMECs (VANDERBROUCKE et al., 2008).  

No caso das junções aderentes, a união entre duas HBMECs se dá por meio de 

uma proteína específica de células endoteliais conhecida como caderina-vascular 
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endotelial (VE-caderina), que encontra-se no espaço intercelular. A VE-caderina liga-se a 

outras proteínas chamadas α- e β-cateninas, presentes no espaço intracelular que, por 

sua vez, facilitam a ligação com o esqueleto de actina encontrado dentro das células. 

Uma outra molécula, a proteína vascular endotelial tirosina fosfatase (VE-PTP), está 

encarregada de manter a VE-caderina desfosforilada, o que aumenta a força adesiva da 

união. Já as junções de oclusão encontradas nas HBMECs são compostas pelas 

proteínas transmembrana ocludinas, claudinas e moléculas de adesão juncional (JAMs); a 

ligação intracelular destas estruturas com o esqueleto de actina se dá por meio da 

proteína zona occludens (ZO) (DISTASI et al., 2009) (Figura 5) (SUKRITI et al., 2014). 
 

Figura 5. Junções aderentes e de oclusão nas HBMECs. 

 

 
Fonte: Adaptado de Sukriti et al., 2014 

 

Sendo o componente mais importante da BHE (ALAHMARI, 2021), as HBMECs 

são as responsáveis pela “abertura” e “fechamento” da barreira. Como previamente 

discutido, é por meio deste leve incremento na permeabilidade da monocamada que 

moléculas e células conseguem atravessar a BHE e chegar no parênquima cerebral. Em 

condições normais, a regulação da permeabilidade endotelial acontece através do 

arredondamento das células. As HBMECs se contraem devido à formação de fibras de 

estresse de actina e pela desestabilização dos microtúbulos; quando esta contração é o 

suficientemente forte, a célula atinge o formato arredondado. Ao passar do seu formato 

achatado normal para um arredondado, as junções intercelulares das HBMECs perdem a 
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sua adesividade e isto leva ao incremento na permeabilidade. Quando a HBMEC precisa 

voltar ao seu estado achatado, há um reforço nas junções célula-matriz extracelular 

(MEC) chamadas adesões focais (MEHTA et al., 2006). Este reforço, junto à restauração 

das junções intercelulares e do citoesqueleto, permite que a célula volte a seu formato 

normal e a impermeabilidade da BHE é restaurada.  

Durante a neuroinflamação, o processo se desenvolve de uma maneira diferente. 

Discutido no subtópico 1.1.2 Neutrófilos, para que estes leucócitos consigam atravessar 

uma monocamada endotelial é preciso que as células do endotélio expressem proteínas 

de adesão como a ICAM-1 e a molécula de adesão vascular 1 (VCAM-1). Desta forma, 

integrinas na membrana do neutrófilo (como a LFA-1) ligam-se à ICAM-1 e à VCAM-1, 

promovendo a adesão do leucócito ao endotélio; o que leva, por sua vez, ao posterior 

extravasamento do neutrófilo para o parênquima cerebral. Tem sido observado que, 

durante processos inflamatórios, existe uma superexpressão de ICAM-1 e VCAM-1 na 

membrana das HBMECs, o que facilita a adesão em massa de neutrófilos (VENDEL et al., 

2014).  

Uma vez que o neutrófilo encontra-se aderido ao endotélio, este libera quimiocinas 

e citocinas com o propósito de recrutar mais neutrófilos para o sítio, o que, em casos de 

migração massiva, incrementa o risco de dano da BHE. Este elevado potencial para 

danos na integridade da BHE é atribuído a diversos fatores; por exemplo, as quimiocinas 

e citocinas liberadas pelo neutrófilo (como TNF-α, CXCL1, CXCL2, CCL3, CCL4 e IL-8) 

podem induzir diretamente uma contração na HBMEC, o que leva a um incremento na 

permeabilidade do endotélio (DISTASI et al., 2009). Por outro lado, como mencionado nos 

subtópicos anteriores, a liberação de NETs no endotélio cerebral tem sido confirmada em 

diversos quadros de neuroinflamação crônica, como na DA, e é conhecido que alguns dos 

seus componentes têm a capacidade de digerir moléculas essenciais da estrutura de 

junções intercelulares, o que também leva a um incremento significativo da 

permeabilidade da barreira (PIETRONIGRO et al., 2017). 

As funções das células do endotélio cerebral, assim como as das células 

imunitárias, podem ser moduladas por moléculas endógenas e exógenas. Como será 

discutido no subtópico a continuação, compostos relacionados ao sistema 

endocanabinóide são capazes desta modulação, induzindo diversos tipos de efeitos 

nestas células. 
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1.1.6 Sistema Endocanabinóide (SEC) 

 

O sistema endocanabinóide (SEC) é um complexo sistema de sinalização 

composto pelos seguintes elementos: dois receptores acoplados à proteína G (GPCRs), 

conhecidos como os receptores endocanabinóides 1 e 2 (CBR1 e CBR2); 

endocanabinóides que atuam como agonistas nestes receptores; assim como as enzimas 

envolvidas nos processos de biossíntese e degradação dos endocanabinóides (KAUR et 

al., 2016). De maneira geral, a ativação dos CBRs nas células leva à inibição da adenilato 

ciclase, uma enzima chave na regulação de diversas respostas celulares. Ao mesmo 

tempo, a ativação destes receptores incrementa a atividade de proteínas quinases 

ativadas por mitógenos (MAPKs) (DI MARZO et al., 2004). Os CBRs estão presentes em 

praticamente todos os tecidos do organismo humano. O CBR1 é o GPCR mais abundante 

do SNC dos mamíferos e, embora em menores quantidades, ele tem sido identificado em 

células de outros tecidos como o sistema reprodutivo, o trato gastrointestinal, o coração, 

os pulmões e a bexiga (MACKEY, 2005). Por outro lado, o CBR2 é muito mais abundante 

em tecidos periféricos, especialmente em células do sistema imune. Porém, deve-se 

enfatizar que, assim como o CBR1, o CBR2 não é exclusivo dos tecidos nos quais ele é 

mais abundante; sendo que este receptor já tem sido identificado na microglia e em 

neurônios, por exemplo (SVÍZENSKÁ et al., 2008). 

Como mencionado no parágrafo anterior, outro componente essencial do SEC são 

as moléculas lipídicas que atuam como agonistas nos CBRs: os endocanabinóides. Os 

dois endocanabinóides mais estudados são a anandamida (AEA) e o 

2-araquidonoilglicerol (2-AG). As duas moléculas foram identificadas no começo da 

década dos anos 1990, pouco tempo depois dos CBRs serem clonados pela primeira vez 

(DEVANE et al., 1992; MECHOULAM et al., 1995). Estas moléculas são sintetizadas sob 

demanda (somente quando são requeridos) através da hidrólise enzimática de 

precursores derivados das bicamadas lipídicas das células em resposta à diversos 

estímulos, como incrementos nos níveis de cálcio intracelular (DI MARZO et al., 2005). 

O consenso científico é que o SEC tem um papel crucial na regulação de distintos 

processos fisiológicos no organismo inteiro, sendo não exclusivo ao SNC. Por exemplo, a 

evidência aponta a uma importância operacional nos sistemas endócrino, nervoso 

autônomo, imune, reprodutivo e gastrointestinal e na microcirculação (BEHL et al., 2022). 

As células do sistema imune expressam tanto CBR1 quanto CBR2, porém a 

expressão do CBR2 chega a ser em torno de 10-100 vezes maior, evidenciando a 
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importância deste receptor na regulação imunológica (RAHAMAN et al., 2021). Os 

neutrófilos apresentam ambos receptores na sua membrana e diversos estudos mostram 

como a sua atividade pode ser modificada através do SEC. Por exemplo, quando 

encontrados em deficiência do CBR2, foi incrementada a resposta inflamatória dos 

neutrófilos assim como a sua migração para o sítio da inflamação (KAPELLOS et al., 

2019). Por outro lado, já foi observado que a AEA é capaz de reduzir a migração dos 

neutrófilos através de um receptor distinto do CBR1 e do CBR2 (MCHUGH et al., 2008). 

Um tempo depois, foi identificado que este receptor é o GPR55, um receptor densamente 

expresso nos neutrófilos e que tem-se começado a enxergar como o “terceiro” receptor 

endocanabinóide. Além da redução da migração, a AEA reduziu a degranulação e a 

produção de espécies reativas de oxigênio por parte dos neutrófilos (BALENGA et al., 

2011). No caso do 2-AG, tem-se mostrado que é também capaz de reduzir a migração 

destas células (induzida por fMLP, um peptídeo utilizado como fator quimiotático de 

leucócitos polimorfonucleares), mas nesta ocasião por meio do CBR2 (KURIHARA et al., 

2006). 

Como foi previamente mencionado, os receptores canabinóides estão muito 

presentes nos diversos tecidos do SNC, especialmente o CBR1, e as células do endotélio 

cerebral não são exceção. As HBMEC expressam o CBR1, confirmado em diversos 

estudos por ensaios como o Western Blot e RT-PCR (LU et al., 2008; HELMS et al., 

2016). O caso do CBR2 é um pouco mais complexo. Inicialmente acreditava-se que o 

CBR2 estava ausente no SNC, limitando-se aos tecidos periféricos. Porém, diferentes 

anticorpos para CBR2 foram utilizados em análises histológicas de tecido neurológico e 

tecido de cérebro inflamado, onde os vasos sanguíneos apresentaram coloração positiva 

para este receptor. Estudos posteriores mostraram a presença do CBR2 especificamente 

nas HBMECs, porém em quantidades consideravelmente menores em comparação ao 

CBR1. Nos casos em que as HBMECs apresentaram uma expressão mais elevada de 

CBR2 era em amostras de pacientes com EM, especialmente nas regiões de ampla 

infiltração imune e inflamação no cérebro (KHO et al., 2017).  

Embora mais estudos sejam necessários para entender a relação do SEC com as 

HBMECs, a evidência atual indica que, através da modulação de CBRs, é possível regular 

a permeabilidade das HBMECs. Por exemplo, em um modelo de lesão causada por 

reperfusão pós-AVC, foi observado que ao utilizar agonistas seletivos do CBR2 é evitada 

a quebra das proteínas das junções intercelulares nas HBMECs, prevenindo o incremento 

na permeabilidade que pode levar ao dano neuronal neste tipo de lesões (YANG et al., 
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2016). Em outros estudos, a ativação do CBR2 levou a uma atenuação na expressão de 

ICAM-1 por parte das HBMECs. Como mencionado anteriormente, a ICAM-1 promove a 

adesão de células imunes no endotélio e a sua posterior transmigração (o que pode ser 

observado na neuroinflamação), pelo que uma diminuição na sua expressão é 

significativa na prevenção de danos causados pelo extravasamento de células imunitárias 

no SNC (HAGAN et al., 2022). 

 

1.1.7 Fitocanabinóides 

 

O SEC e seus componentes vêm sendo explorados desde o século passado e, 

apesar das dificuldades, têm se descoberto a sua grande importância nos processos 

fisiológicos do organismo. Porém, antes do descobrimento do SEC, o termo “canabinóide” 

era somente utilizado em um contexto diferente. As primeiras moléculas denominadas 

“canabinóides” foram isoladas da planta de Cannabis sativa, conhecida popularmente 

como “maconha” no Brasil e “marihuana/marijuana” em outros países. 

A planta de cannabis tem caminhado junto ao ser humano desde tempos 

imemoriais. Estima-se que a planta foi um dos primeiros vegetais a ser domesticados, 

existindo registros genéticos e arqueológicos indicando que a cannabis foi domesticada 

12.000 anos atrás no Leste Asiático (REN et al., 2021). Tanto na antiguidade quanto na 

era moderna, a cannabis tem sido muito utilizada de maneira medicinal pela sua eficácia 

em tratar a dor, a ansiedade, as náuseas, doenças infecciosas, a anorexia, transtornos 

epilépticos, etc. (RUSSO, 2007). No século XX, pesquisas levaram à identificação das 

principais moléculas com atividade farmacológica presentes na planta: o CBD e o THC, 

identificados em 1963 e 1964, respectivamente (MECHOULAM & GALVANI, 1963; GAONI 

& MECHOULAM, 1964). Foi aqui que estas moléculas foram denominadas 

“canabinóides”, em homenagem à planta produtora destas substâncias. 

​Depois da identificação dos endocanabinóides e da criação de canabinóides 

sintéticos, aqueles primeiros canabinóides descritos originalmente na planta de cannabis 

passaram a ser conhecidos como fitocanabinóides. De maneira geral, estas moléculas 

lipofílicas podem ser definidas quimicamente como monoterpenos contendo um núcleo 

resorcinol, comumente acompanhado de um grupo isoprenil e uma cadeia lateral 

contendo um grupo alquila (Figura 6) (HANUS et al., 2016). Até hoje foram isolados pelo 

menos 113 fitocanabinóides diferentes da planta de cannabis, classificados dependendo 

da sua rota de biossíntese (AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2016). Os fitocanabinóides mais 
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abundantes na planta, e os mais estudados pelas suas propriedades farmacológicas, são 

o delta-9-tetrahidrocanabinol (Δ9-THC) e o canabidiol (CBD); mas também existem outros 

com atividade farmacológica de interesse, tais como o canabigerol (CBG), a 

canabidivarina (CBDV), o canabinol (CBN), etc. (GULCK et al., 2020). 

 
Figura 6. Esquema da estrutura química geral dos fitocanabinóides. 

 
Nota: (A) Grupo isoprenil, (B) núcleo resorcinol, (C) cadeia lateral com grupo alquila. 

Fonte: Do autor. 
 

O THC (Figura 7) é o principal responsável pelo efeito psicoativo da planta de 

cannabis, atuando, principalmente, como agonista parcial no CBR1. Além disso, a 

molécula consegue modular o CBR2 e outros receptores, como alguns canais de 

potencial transitório (TRPs) e receptores de serotonina (5-HT) (MECHOULAM, 2014; 

MULLER et al., 2019). Os efeitos do THC em neutrófilos são muito similares aos 

encontrados quando os CBRs das células são estimulados por endocanabinóides. 

Estudos observaram a capacidade do THC de reduzir a migração de neutrófilos in vivo, 

tanto através de CBRs quanto através da estimulação de receptores diferentes destes 

(MAKWANA et al., 2015; THAPA et al., 2018). No caso das HBMECs, os efeitos do THC 

descritos na literatura são, novamente, muito similares aos reportados quando estas 

células são estimuladas por endocanabinóides: Lu e colaboradores observaram, em um 

ensaio in vitro, que o Δ9-THC preveniu a diminuição na quantidade de ZO-1, claudina-5 e 

da JAM-1. Todas estas são proteínas essenciais na estrutura das junções celulares, pelo 

que o THC foi eficaz em prevenir o incremento da permeabilidade da BHE (LU et al., 

2008). 
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Figura 7. Estrutura molecular do THC. 

 
Fonte: Govindarajan et al, 2023. 

 

O outro fitocanabinóide encontrado em maiores concentrações na planta de 

cannabis, o CBD (Figura 8), tem efeitos biológicos tão variados que os cientistas têm se 

maravilhado com esta molécula desde que começou a ser estudada com maior 

profundidade. Este interesse surgiu, em parte, pelos variados efeitos farmacológicos 

observados que vão desde diminuição da ansiedade, das náuseas e da dor, até potentes 

efeitos antiinflamatórios (MECHOULAM, 2014). Assim como o THC, o CBD também 

consegue modificar a ação dos neutrófilos. Pesquisas com modelos in vitro e in vivo 

reportaram a atenuação da resposta inflamatória dos neutrófilos após serem tratados com 

CBD (MCHUGH et al., 2008; MUKHOPADHYAY et al., 2011; WANG et al., 2017). De 

maneira similar, foi observada a diminuição na migração de neutrófilos in vivo quando 

camundongos receberam tratamento com CBD em modelos de lesão pulmonar aguda e 

hiperalgesia da córnea (RIBEIRO et al., 2012; THAPA et al., 2018). A quantidade de 

estudos feitos com CBD e seus efeitos nas HBMECs é mais limitada. Hind e 

colaboradores reportaram que, in vitro, o CBD tem a capacidade de prevenir o incremento 

da permeabilidade das HBMECs em um estado de privação de oxigênio e glicose, que foi 

usado como modelo de AVC isquêmico. De forma destacada, foi observado que o efeito 

protetor da BHE do CBD não era por meio de CBRs e sim através dos receptores PPARɣ 

e 5-HT1A, pois o efeito protetor do CBD foi inibido por meio do uso de antagonistas 

destes receptores. No mesmo estudo, foi observado que o CBD reduz a queda na 

viabilidade celular das HBMECs causada pela privação de oxigênio e glicose (HIND et al., 

2016). 
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Figura 8. Estrutura molecular do CBD. 

 
Fonte: Govindarajan et al, 2023. 

 

1.1.8 Doença de Alzheimer 

 

Como já foi discutido, os neutrófilos e as HBMECs têm uma interação de grande 

importância em casos de neuroinflamação; interação que se torna mais prevalente nas 

doenças neurodegenerativas.  

A Doença de Alzheimer (DA) é uma destas patologias neurodegenerativas e ela é o 

tipo de demência mais comum em nível mundial. A OMS estima que, atualmente, existem 

ao redor de 55 milhões de pessoas padecendo de demência mundialmente e a DA é a 

causa de 70% desses casos (OMS, 2023). A previsão é de que a doença se torne ainda 

mais prevalente no mundo, pois a estimativa é de que o número de pessoas padecendo 

da DA seja de mais de 100 milhões no ano de 2050 (BROOKMEYER, 2007). A 

expectativa de vida das pessoas com DA é reduzida. Após o diagnóstico, a expectativa de 

vida média das pessoas é de 5,8 anos (LIANG et al., 2021). Pessoas entre 60 e 70 anos 

têm, em média, uma expectativa de 7 a 10 anos mais de vida; isto se reduz a somente 

três anos quando se trata de pessoas com mais de 90 anos (ZANETTI et al., 2009). 

Clinicamente, a DA é caracterizada pela perda de memória progressiva, o declínio 

cognitivo e comprometimento na expressão da fala e no processamento visuoespacial. 

Esta doença é um processo progressivo, irreversível e, até hoje, não há tratamentos que 

curem a doença e poucos têm sido efetivos para desacelerar a progressão dela (o 

donanemab e lecanemab) (KNOPMAN et al., 2021; SEEGERT, 2025). A severidade da 

deficiência cognitiva na DA varia dependendo do estágio da doença. Considera-se que a 

pessoa com DA chegou no estágio de demência quando o declínio cognitivo é de 

suficiente magnitude para prejudicar a independência e comprometer a vida diária do 

paciente. A demência de progressão gradual e o avanço de sintomas amnésticos 

compõem o quadro clínico prototípico da DA (MCKHANN et al., 2011). 
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Atualmente não existe cura para a DA; os tratamentos disponíveis são somente de 

caráter paliativo e oferecem um pequeno alívio dos sintomas. O tratamento da DA é 

categorizado em farmacológico, psicossocial e de cuidados paliativos (BREIJYEH et al., 

2020). Entre os fármacos comumente utilizados encontram-se os inibidores de 

colinesterase (rivastigmina, donepezil, galantamina) para pacientes em qualquer estágio 

da doença e a memantina, um antagonista do receptor NMDA, para casos de demência 

moderada a avançada. Porém, essas drogas melhoram a qualidade de vida dos pacientes 

quando prescritas no momento adequado (BOTCHWAY et al., 2018). Em 2021 a FDA 

aprovou o aducanumab, o primeiro anticorpo monoclonal anti-βA, e em anos posteriores 

foram aprovados mais dois tratamentos similares, o donanemab e lecanemab. Como 

muitos anticorpos monoclonais, estes tratamentos têm um custo elevado e existem 

questionamentos no meio científico sobre o custo benefício entre eficácia e segurança 

dos mesmos (CONTI FILHO et al., 2023). 

Entre as principais características neuropatológicas da DA podem ser destacadas a 

formação de placas compostas por depósitos da proteína β-amilóide (βA), o acúmulo 

anormal da proteína tau hiperfosforilada no soma neuronal e um quadro de 

neuroinflamação crônica; tudo isto contribuindo na disfunção sináptica e na perda 

neuronal (QUERFURTH et al., 2010). 

Estudos têm analisado o papel da neuroinflamação crônica na patologia da DA e 

como esse quadro é essencial no desenvolvimento da doença (HENEKA et al., 2015). A 

ativação da microglia antecede a perda neuronal na DA e se dá, especialmente, na 

presença das placas de βA e das fibras de proteína tau hiperfosforilada. Nesta resposta, a 

microglia libera diversas citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas que recrutam leucócitos 

até o cérebro, o que, como mencionado anteriormente, acaba potencializando o quadro 

neuroinflamatório já estabelecido (HEPPNER et al., 2015). 

A migração de leucócitos no contexto da DA não tem sido investigada em detalhe, 

porém estudos confirmaram a presença de células do sistema imune inato e adaptativo no 

cérebro de pessoas sofrendo da doença (ZENARO et al., 2017; PIETRONIGRO et al., 

2016). O que não fica claro é se a chegada de leucócitos no cérebro tem uma ação 

positiva ou negativa em modelos de DA; é possível que a resposta se encontra no tipo de 

célula e no estágio da doença em que elas migram para o parênquima cerebral (ZENARO 

et al., 2017; PIETRONIGRO et al., 2016). 

Neutrófilos são uma das células imunitárias que foram encontradas em grandes 

quantidades no cérebro de pacientes com DA e, surpreendentemente, as concentrações 
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de neutrófilos no sistema vascular do cérebro são similarmente elevadas (BAIK et al., 

2014; ZENARO et al., 2015). Neste contexto, tem sido descrito que existe uma 

hiperativação destas células em pacientes com DA (DONG et al., 2018), e tem sido 

observado que os neutrófilos são particularmente atraídos pelas regiões do cérebro com 

maiores concentrações de βA (BAIK et al., 2014). Em outro estudo, foi observado que os 

neutrófilos liberam NETs na presença das placas de βA e que, por meio das proteínas 

liberadas na NET, são capazes de clivar estes acúmulos de βA. O que pode parecer um 

ótimo mecanismo de “limpeza” destes acúmulos, acaba tendo o efeito contrário, pois 

induzem a fragmentação da βA na sua forma fibrilar, o que leva à liberação da forma 

oligomérica da proteína, que é altamente tóxica e contribui com um agravamento do 

quadro neurodegenerativo (AZEVEDO et al., 2012). 

Em um estudo com modelo animal da DA, foi observado que o extravasamento dos 

neutrófilos para o parênquima cerebral era mediado pela integrina LFA-1. Ao utilizar 

camundongos deficientes da integrina LFA-1, foi observada uma redução dos sintomas de 

neuropatologia e foi observada uma melhora nas funções de memória dos camundongos, 

o que sugere que os neutrófilos desempenham um papel fundamental na patogênese da 

DA (ZENARO et al., 2015). Como discutido anteriormente, a BHE é uma das estruturas 

que se vê danificada na DA e grande parte dessa deterioração é devido à ação 

inflamatória dos neutrófilos, tanto pela liberação de citocinas e quimiocinas que promovem 

o quadro inflamatório, quanto pela ação das NETs liberadas na BHE. 

Já em pacientes humanos, existe um único relato de caso onde um paciente com 

DA em estágios avançados foi tratado com a enzima desoxirribonuclease I (DNase I); esta 

enzima tem a capacidade de clivar DNA, tanto humano quanto microbiano, assim como 

DNA extracelular. O paciente teve uma melhora rápida e significativa dos sintomas 

presentes nestes estágios da doença; este se encontrava em um estado terminal e, 

durante o tratamento, apresentou melhoras na função cognitiva e comportamental, 

incluindo a capacidade de caminhar e realizar tarefas diárias com independência quase 

absoluta (TETZ et al., 2016). Estes resultados se mostram interessantes ao considerar a 

presença das NETs e o papel que desempenham na DA, pois um elemento essencial na 

estrutura destes complexos é o DNA extracelular que contém as proteases e demais 

componentes das NETs. 

Em relação ao cfDNA na DA, diversas pesquisas têm explorado seu potencial 

como biomarcador para diagnóstico e monitoramento da doença. Em um estudo de 2023, 

os autores analisaram os níveis sanguíneos de cfDNA em pessoas com DA e 
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encontraram que os pacientes apresentaram maiores quantidades de cfDNA quando 

comparado com controles (POLLARD et al., 2023). Em outro estudo, foi relatado que 

pessoas idosas com concentrações elevadas de cfDNA genômico no sangue possuíam 

um maior risco de desenvolver demência (NIDADAVOLU et al., 2022), sugerindo que o 

cfDNA pode estar associado a parâmetros relevantes da DA. Porém, baseado na 

literatura disponível, não existem relatos de associações diretas entre o cfDNA (no 

sangue ou no LCR) e biomarcadores clássicos da DA, como a βA42 e a proteína tau 

hiperfosforilada.   

Considerando a importância que a BHE tem na patologia da doença, ela não tem 

sido muito explorada como alvo farmacológico no tratamento da DA. Estudos feitos com o 

resveratrol reportaram que foi capaz de proteger a integridade da BHE através da 

ativação da SIRT-1 (proteína capaz de inibir o declínio cognitivo associado à idade em 

modelos animais) e da redução do estresse oxidativo (LIN et al., 2010; WANG et al., 

2016). Porém, em ensaios clínicos de fase 2 em pacientes com DA, foi observada uma 

redução no volume cerebral, pelo que os autores sugeriram uma falta de benefícios 

(TURNER et al., 2015). 

A cannabis e seus componentes têm sido estudados pelo potencial terapêutico 

para tratar a DA. Devido à sua atividade neuroprotetora, anti-inflamatória e antioxidante in 

vitro, o CBD tem sido pesquisado como uma opção multifuncional para o tratamento da 

DA (WATT et al., 2017; MELLO-HORTEGA et al., 2025; WU et al., 2025). Em estudos 

com modelos animais da DA, o CBD foi capaz de atenuar a neuroinflamação induzida 

pela proteína βA ao reduzir a expressão de genes e mediadores pró-inflamatórios 

(ESPOSITO et al., 2007; ESPOSITO et al., 2011). De maneira interessante, em estudos 

onde o tratamento foi feito com CBD em conjunto ao THC, foram observados melhores 

resultados que quando se utiliza qualquer fitocanabinóide isoladamente (WATT et al., 

2017). 

A capacidade da cannabis e/ou canabinóides para tratar a DA em ensaios clínicos 

não tem sido muito registrada, porém, existem estudos com resultados promissores. Em 

um relato de caso, nosso grupo tratou um paciente de DA em estágios leves com um 

extrato de cannabis contendo THC:CBD na proporção 8:1 durante 22 meses. O paciente 

teve uma melhora significativa nos sintomas relacionados à DA, mostrando como a 

terapia com canabinóides têm potencial no tratamento da DA (RUVER-MARTINS et al., 

2022). Além disso, em um ensaio clínico randomizado com grupo placebo, confirmamos 
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que a cannabis, em baixas doses, é efetiva para prevenir o avanço do declínio cognitivo 

verificado pelo mini-exame do estado mental (MEEM) (CURY et al., 2025).  
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1.2 Justificativa 
 

A BHE é uma estrutura essencial para a regulação do SNC, e sua degradação 

ocorre em diversas patologias neurodegenerativas, como a DA. Evidências indicam que a 

DA está associada à disfunção vascular (BARISANO et al., 2022) e que os neutrófilos 

podem danificar as células endoteliais da BHE por meio de seus mecanismos de ação, 

incluindo a liberação de NETs. Diante do possível envolvimento das NETs na DA, torna-se 

relevante investigar seus componentes como potenciais biomarcadores da doença, tanto 

para diagnóstico quanto para monitoramento. Nesse contexto, o cfDNA surge como um 

marcador de fácil quantificação por biópsias líquidas, podendo indicar a presença de 

NETs em fluidos biológicos. 

Devido à sua natureza progressiva e irreversível, indivíduos com DA vivem, em 

média, até seis anos após o diagnóstico, tornando-se progressivamente dependentes de 

cuidadores em razão do declínio cognitivo acelerado (LIANG et al., 2021). Além disso, 

estima-se que, até 2050, mais de 100 milhões de pessoas viverão com a doença, mais do 

que o dobro do número atual. 

Os fitocanabinóides são moléculas farmacologicamente ativas derivadas da 

cannabis, com ampla gama de propriedades terapêuticas, incluindo potente ação 

anti-inflamatória. Estudos demonstram que esses compostos podem modular a atividade 

dos neutrófilos, reduzindo sua migração e resposta inflamatória, bem como reforçar a 

integridade da BHE. Entretanto, ainda são escassos os estudos que avaliem 

simultaneamente seus efeitos sobre neutrófilos e células endoteliais cerebrais. 

Assim, compreender o efeito dos fitocanabinóides nos neutrófilos e nas células do 

endotélio cerebral, assim como nas concentrações de cfDNA em pacientes com a doença, 

pode ampliar o entendimento dos mecanismos envolvidos e contribuir para o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas para neuropatologias marcadas pela 

neuroinflamação, como a DA. 

 

1.3 Pergunta Norteadora 
 

Os fitocanabinóides são capazes de modular a liberação de NETs e a viabilidade 

de HBMECs in vitro e, paralelamente, os níveis basais de cfDNA no LCR e plasma de 

pacientes com DA correlacionam-se com parâmetros clínico-biológicos da doença? 

 

 



38 

1.4 Hipótese 
 

Os fitocanabinóides são capazes de modular a liberação de NETs por neutrófilos, 

apresentar segurança em estudos com células endoteliais cerebrais humanas (HBMECs) 

e reduzir a concentração de marcadores associados às NETs, como o cfDNA, em 

pacientes com DA. 
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2 OBJETIVOS 
2.1 Geral 

 

●​ Avaliar o efeito de fitocanabinóides nas funções de HBMECs, na liberação de NETs 

por parte dos neutrófilos e nas concentrações de cfDNA em amostras de pacientes 

com DA. 

 

2.2 Específicos 
 

●​ Avaliar os efeitos dos fitocanabinoides na viabilidade celular de neutrófilos e 

HBMECs; 

●​ Estudar a capacidade dos fitocanabinóides para estimular a migração das 

HBMECs; 

●​ Avaliar o efeito modulador de fitocanabinóides sobre a liberação de NETs; 

●​ Verificar a presença de citocinas e cfDNA em amostras de plasma e LCR de 

pacientes com DA; 

●​ Analisar a relação dos marcadores de cfDNA achados em amostras de LCR e 

plasma de pacientes com DA com marcadores clássicos e inflamatórios da doença, 

assim como com aspectos clínicos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Extratos de fitocanabinóides 
 

Os fármacos utilizados no projeto incluem CBD isolado (FarmaUSA, 200 mg/ml), 

CBD broad spectrum (EVONA, 200 mg/ml) e Δ9-THC isolado (Laboratório Reaja). Na 

terminologia de extratos da planta de cannabis, aqueles chamados de broad spectrum 

são aqueles extratos que contém um fitocanabinóide principal, em maiores 

concentrações, outros fitocanabinóides em quantidades mínimas e, finalmente, outros 

compostos não-canabinóides que estão também presentes na planta, como por exemplo 

flavonóides e terpenos. É importante detalhar que estes extratos não contêm THC. 

Devido à natureza lipofílica dos fitocanabinóides, quando é realizada a extração 

dos mesmos da planta de cannabis, geralmente é utilizada uma solução gordurosa para 

conseguir extrair os compostos e criar uma solução corretamente diluída. No caso do 

extrato de CBD isolado, o veículo de diluição em que o composto vinha era óleo de milho 

e no caso do CBD broad spectrum o veículo era o MCT. O THC isolado foi obtido em 

forma cristalizada, pelo que ele não tinha um veículo e foi reconstituído utilizando DMSO e 

meio de cultivo diretamente. Os extratos de CBD também foram diluídos em DMSO até 

atingir as concentrações a serem utilizadas nos cultivos celulares. 

Brevemente, para a diluição dos tratamentos foram colocados 10 µl de extrato 

(CBD isolado, CBD broad spectrum e THC isolado) em 90 µl de DMSO. Foram feitas 

diluições subsequentes até atingir as concentrações desejadas de canabinóides e uma 

porcentagem de DMSO adequada. 

 

3.2 Amostras de plasma e LCR de pacientes com DA 
 

As amostras de plasma e de LCR utilizadas neste projeto foram obtidas de 

pacientes com DA que participaram nos estudos clínicos já finalizados MICA-AD (CAAE 

09713219.9.0000.0107) e no DAZACANN (CAAE: 60167722.6.0000.0107), onde estas 

coletas faziam parte das análises de cada estudo. As amostras de plasma e LCR foram 

coletadas e armazenadas a -80°C no início do estudo e 6 e 12 meses posteriores ao início 

do tratamento no caso do MICA-AD, e no início e após 6 meses no caso do DAZACANN. 
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3.3 Cultivos celulares 
3.3.1 HBMECs 

 

As células HBMECs foram gentilmente doadas pela Professora Luciana Barros de 

Arruda do Instituto de Microbiologia Paulo de Góes (IMPG) - Universidade Federal do Rio 

de Janeiro (UFRJ). As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% 

de SFB e 1% penicilina/estreptomicina e mantidas na estufa a 37°C e 5% de CO2. 

 

3.3.2 Neutrófilos 

 

Os neutrófilos foram obtidos de doadores saudáveis a partir de centrifugação em 

gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque. Seguido da centrifugação, as células foram 

aspiradas da monocamada que encontra-se associada a eritrócitos. Em seguida, os 

eritrócitos residuais associados aos neutrófilos foram lisados utilizando solução de lise 

hipotônica (155 mM NH4Cl, 12 mM NaHCO3, 0,1 mM EDTA) durante 5 minutos a 25°C. 

 

3.4 Estimulação de neutrófilos para produção de NETs 
 

Após a obtenção dos neutrófilos de indivíduos saudáveis, as células foram 

distribuídas em placas de 48 poços (2 x 106 células por poço), e incubadas em RPMI 1640 

sem soro e com lisado de promastigotas de Leishmania amazonensis (150 µg/mL de 

proteína, quantificado com Nanodrop. O lisado foi obtido a partir de ciclos de 

congelamento e descongelamento do parasita) durante três horas (37ºC, 5% CO2). Em 

seguida, os sobrenadantes ricos em NETs foram colhidos e centrifugados a 400xg durante 

10 minutos, para eliminar células e debris, e estas amostras foram mantidas a -80ºC até o 

momento do uso. 

Para avaliar os efeitos dos canabinóides sobre a produção de NETs, os neutrófilos 

de pessoas saudáveis foram pré-incubados durante 30 minutos com CBD (0,1; 1 e 10 

µg/ml). Logo após, as células foram tratadas com PMA (100 nM) durante três horas. A 

liberação de NETs foi quantificada nos sobrenadantes com PicoGreen conforme as 

instruções do fabricante. 

Neutrófilos foram isolados de amostras de sangue de pacientes com DA, como 

descrito no ponto 3.3.2. Uma vez isolados, os neutrófilos foram pré-tratados com THC 

isolado (10 µg/ml) durante 30 minutos e em seguida estimulados com 100 nM de PMA 
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durante três horas, para induzir a liberação de NETs. A liberação de NETs foi quantificada 

nos sobrenadantes com PicoGreen conforme as instruções do fabricante. 

 

3.5 Microscopia de fluorescência 
 

Uma vez isolados, os neutrófilos (2 x 105 células por poço) foram aderidos em 

lamínulas de vidro revestidas com 0,01% de poli-L-lisina distribuídos em placas de 48 

poços e incubados com meio RPMI 1640, sem soro e com o lisado de Leishmania 

amazonensis (150 µg/mL de proteína quantificados com Nanodrop) durante três horas a 

37°C e 5% CO2. As amostras foram então fixadas com paraformaldeído (4%) durante 30 

minutos e lavadas com PBS 1X. As amostras foram montadas com Prolong antifade 

contendo DAPI (Life Technologies) e analisadas em microscópio de fluorescência. 

 

3.6 Ensaios de viabilidade celular  
3.6.1 Ensaio do MTT 

 

Para avaliar a viabilidade celular, foi utilizado o ensaio do MTT, que determina a 

atividade metabólica das células por meio da atividade de enzimas mitocondriais 

oxidorredutases dependentes de NADPH. As células HBMECs foram semeadas em 

placas de 96 poços em uma concentração de 1 x 104 células por poço. Após 24 horas, as 

células foram tratadas por mais 24 horas com os fitocanabinóides nas concentrações de 

1, 10, 30 e 50 µg/ml (aproximadamente 3, 32, 95 e 159 µM, respectivamente). Para o 

THC isolado, foi avaliada também a concentração adicional de 100 µg/mL 

(aproximadamente 318 µM). Passado o tempo de tratamento com os extratos, foram 

colocados 0,5 mg de MTT em cada poço e as placas foram incubadas por três horas. 

Após esse tempo, o MTT foi removido e foram colocados 100 µl de DMSO em cada poço. 

Imediatamente, a placa foi analisada em uma leitora de microplacas com a detecção de 

absorbância em 570 nm. Adicionalmente, foram utilizados DMSO e os veículos 

encontrados nos extratos (MCT e óleo de milho) como controles. 

Os neutrófilos foram semeados em placas de 96 poços em uma concentração de 1 

x 105 células por poço. Após 30 minutos, as células foram tratadas com 1 e 10 µg/ml de 

CBD e 10 µg/ml de THC, por mais 30 minutos. Passado o tempo de tratamento, foram 

colocados 0,5 mg de MTT em cada poço e as placas foram incubadas por três horas. 

Após esse tempo, o MTT foi removido e foram colocados 100 µl de DMSO em cada poço. 
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Imediatamente, a placa foi analisada em uma leitora de microplacas com a detecção de 

absorbância em 570 nm. 

 

3.6.2 Ensaio de LDH 

 

As células HBMECs foram semeadas e tratadas nas mesmas condições do ensaio 

de MTT, com a adição da concentração de 100 µg/ml de CBD isolado e THC isolado. 

Passado o tempo de tratamento com os extratos, foram retirados 50 µl do sobrenadante 

de cada poço e colocados em uma nova placa onde, posteriormente, foram adicionados 

50 µl do reagente Cytotox 96 Reagent™ (CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, 

Promega). Após 30 minutos, foram adicionados 50 µl da stop solution e a placa foi 

analisada com absorbância de 492 nm na leitora de placas. Para o controle positivo, foi 

adicionada a solução de lise inclusa no kit para ocasionar morte celular; a leitura de 

absorbância desses poços foi determinada como correspondente ao 100% de liberação 

de LDH. 

Para os ensaios de viabilidade celular utilizando inibidores dos receptores 

canabinoides, as células foram preparadas como descrito no parágrafo anterior. Antes do 

tratamento com fitocanabinóides, as células foram incubadas com 5 µM de AM281 

(inibidor do receptor CB1, Sigma-Aldrich A0980) e 5 µM de AM630 (inibidor do receptor 

CB2, Sigma-Aldrich SML0327), ou com 5 µM de cada um, durante 30 minutos. 

Posteriormente, as células foram tratadas com 80 µg/ml de THC ou CBD durante oito 

horas. Passado o tempo de tratamento com os extratos, a viabilidade dos cultivos foi 

avaliada por LDH como descrito anteriormente. 

 

3.7 Wound healing assay 
 

As HBMECs foram semeadas em placas de 24 poços, em concentrações de 2,5 x 

105 células por poço. Uma vez que o cultivo atingiu 90-95% de confluência, foi feita uma 

cicatriz na monocamada de células utilizando uma ponteira plástica estéril de 10 µl. 

Seguidamente, cada poço foi tratado com THC na concentração de 10 µg/ml e 

imediatamente fotografado usando microscópio invertido. Os poços tratados foram 

fotografados novamente após 15 horas de tratamento para registrar o efeito do THC nas 

HBMECs quando existe uma lesão na monocamada celular. Posteriormente, as imagens 

foram analisadas usando o software Fiji ImageJ©. 
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3.8 Quantificação de citocinas em amostras de LCR e plasma 
 

Para analisar o efeito que o tratamento com extrato de cannabis teve nos pacientes 

com DA, foram utilizadas amostras de LCR do início do estudo e após seis meses de 

tratamento. Foram quantificadas as citocinas IL-8, IL-33 e a proteína BDNF utilizando kits 

comerciais de ELISA (ELK Biotechnology), seguindo as instruções do fabricante. Foram 

colocados 100 µl de LCR por poço e incubados por 80 minutos a 37°C. Passado o tempo, 

o líquido foi removido e cada poço foi lavado três vezes com 200 µl do Wash Buffer 

incluso no kit; seguidamente foram adicionados 100 µl do antígeno biotinilado e a placa foi 

incubada por mais 50 minutos a 37°C. Novamente, a placa foi lavada cinco vezes com o 

Wash Buffer e foram adicionados 90 µl da solução TMB. A placa foi incubada por 20 

minutos a 37°C sob proteção da luz e, em seguida, adicionaram-se 50 µl da solução Stop 

em cada poço e a placa foi agitada durante um minuto. Finalmente, a placa foi analisada 

em uma leitora de microplacas com a absorbância em 450 nm. 

 

3.9 Quantificação de cfDNA em amostras de LCR e plasma 
 

Para quantificar DNA extracelular nas amostras de biofluidos dos pacientes com 

DA, as amostras foram analisadas utilizando o kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay 

(Invitrogen), conforme as orientações do fabricante. Brevemente, foram utilizados 100 μl 

de cada amostra, tanto de plasma quanto de LCR; este volume foi colocado em uma  

placa negra de 96 poços com fundo transparente (Greiner Bio-One) e lhe foram 

adicionados 100 μl do PicoGreen®. Seguindo as instruções do fabricante para o ensaio, 

foi preparada uma curva de referência com DNA nas concentrações de 1000, 500, 100, 

25, 10, 5 e 1 ng/ml. Após 5 minutos de incubação a 25°C, a placa foi analisada em 

fluorímetro com comprimento de onda de excitação de 480 nm e 520 nm de emissão. 

Para uso nas análises relacionadas à cognição, foi utilizada a pontuação dos 

pacientes no questionário MEEM. Baseado nestas pontuações, foram realizadas 

diferentes estratificações dos pacientes com DA. A severidade do comprometimento 

cognitivo foi determinada da seguinte forma: pontuação <10 foi considerada como 

indicativo de comprometimento severo, pontuações 10-20 foram consideradas como 

comprometimento moderado e, finalmente, pacientes com pontuação >20 foram 

considerados como tendo comprometimento leve. No caso das análises relacionadas à 
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velocidade da progressão da doença, consideramos pacientes com progressão rápida 

aqueles que tiveram uma piora de no mínimo quatro pontos no MEEM em seis meses 

(SOTO et al., 2008). Pacientes que tiveram uma redução na pontuação do MEEM de ≤3 

em seis meses, foram considerados como sendo de progressão lenta. 

 

3.10 Análise estatística 
 

Todo dado obtido foi avaliado com testes de normalidade. Posteriormente, foram 

realizados testes estatísticos como descritos nas legendas de cada figura de resultado. 

Para realizar as análises e gerar os gráficos, foram utilizados os softwares Prism 8 

(GraphPad Software, USA) e R versão 4.5.1. A significância estatística foi definida como p 

< 0,05.  
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4 RESULTADOS 
4.1 Viabilidade HBMECs incubadas com fitocanabinóides 

 

Para avaliar o efeito dos fitocanabinóides na viabilidade das HBMECs, as células 

foram incubadas com diferentes concentrações de CBD (isolado e broad spectrum) e THC 

isolado 24h e posteriormente incubadas com MTT durante três horas. No caso do extrato 

de CBD isolado (IC50= 9 µg/ml), a menor concentração, de 1 µg/ml, não afetou a 

viabilidade das células, enquanto a concentração de 10 µg/ml reduziu a viabilidade em 

quase 50%. Já as concentrações de 30 e 50 µg/ml levaram a uma queda significativa da 

viabilidade das HBMECs, com uma redução de quase 100% (Figura 9).  

O CBD isolado utilizado nos ensaios trata-se de uma solução oleosa contendo óleo 

de milho como o veículo. Para verificar o possível efeito deste veículo na viabilidade 

celular, as HBMECs foram incubadas com óleo de milho nas concentrações equivalentes 

a aquelas presentes no tratamento com CBD. Como pode ser observado, nenhuma das 

concentrações do veículo afetaram a viabilidade celular. De forma adicional, como 

indicado nos métodos, os extratos de fitocanabinóides foram diluídos em DMSO. Por isso, 

também foi avaliado o efeito desta substância na viabilidade celular das HBMECs. Como 

mostrado na figura 9, o DMSO não alterou a viabilidade das células nas condições 

experimentais, indicando que as mudanças na viabilidade das HBMECs é devido ao CBD 

contido no extrato. 
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Figura 9. Viabilidade celular de HBMECs expostas a CBD isolado.  

 
Nota: As células foram incubadas com diferentes concentrações de CBD durante 24h e a viabilidade foi 
verificada pelo ensaio de MTT, como descrito nos métodos. Porcentagem do veículo e de DMSO para cada 
concentração presente na figura. Foi utilizado um ANOVA de efeitos mistos. n=5. 

Fonte: Do autor. 
 

Foi testado um extrato de CBD broad spectrum, para avaliar se a presença de 

outros componentes não-canabinóides presentes na planta poderiam modular o resultado 

obtido com o extrato do CBD isolado. Foi observado que, nas duas menores 

concentrações, a viabilidade das HBMECs não foi modificada significativamente. Similar 

ao resultado com o CBD isolado, as duas maiores concentrações reduziram a viabilidade 

em quase 100% (Figura 10) (IC50= 13,7 µg/ml). As concentrações de DMSO são iguais às 

da Figura 9 e, de maneira similar, não tiveram um efeito significativo na viabilidade das 

HBMECs quando tratadas com o CBD broad spectrum. 

Similar ao realizado com o extrato de CBD isolado, foi avaliado o efeito do veículo 

(MCT) presente no extrato de CBD broad spectrum. Como pode ser apreciado na figura 

10, o MCT não alterou a viabilidade das células nas condições experimentais, indicando 

assim que as mudanças observadas na viabilidade das HBMECs nestes experimentos 

foram devido ao fitocanabinóide. 
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Figura 10. Viabilidade celular de HBMECs expostas a CBD broad spectrum. 

 
Nota: As células foram incubadas com diferentes concentrações de CBD broad spectrum durante 24h e a 
viabilidade foi verificada pelo ensaio de MTT, como descrito nos métodos. Porcentagem do veículo e de 
DMSO para cada concentração presente na figura. Foi utilizado um ANOVA de efeitos mistos. n=3. 

Fonte: Do autor. 
 

Ao avaliar o efeito do THC isolado nas HBMECs (IC50= 55 µg/ml), o ensaio mostrou 

que, na menor concentração, a viabilidade não foi significativamente afetada. 

Interessantemente, na concentração de 30 µg/ml foi observado um incremento da 

atividade da enzima mitocondrial oxiredutase dependente de NADPH, sugerindo um 

possível aumento na proliferação destas células quando incubadas nestas condições 

experimentais. Na concentração de 50 µg/ml a viabilidade não foi afetada e, em uma 

concentração adicional de 100 µg/ml, foi observada uma redução completa da viabilidade 

(Figura 11). 
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Figura 11. Viabilidade celular de HBMECs expostas a THC isolado. 

 
Nota: As células foram incubadas com diferentes concentrações de THC isolado durante 24h e a viabilidade 
foi verificada pelo ensaio de MTT, como descrito nos métodos. Porcentagem de DMSO para cada 
concentração presente na figura. Foi utilizado um ANOVA de efeitos mistos. (* = p < 0,05). n=5. 

Fonte: Do autor. 
 

O ensaio do MTT é amplamente utilizado para avaliar a viabilidade celular, porém, 

a nível molecular, o que este ensaio realmente está analisando é a atividade das enzimas 

desidrogenases, geralmente mais abundantes nas mitocôndrias e que pode refletir a 

viabilidade das células (para a maioria das células isto é relacionado à viabilidade delas) 

(VAN MEERLOO, 2011). Com o objetivo de compreender melhor o efeito dos 

fitocanabinóides na viabilidade das HBMECs, foi realizado o ensaio de quantificação de 

LDH quando estas células são expostas a CBD e THC. Como pode ser observado na 

Figura 12, o efeito do THC isolado e do CBD isolado foi similar ao obtido nos ensaios do 

MTT. Na maior concentração (100 µg/ml) a liberação de LDH ao meio extracelular foi 

muito mais elevada, indicando uma maior taxa de morte celular. 
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Figura 12. Viabilidade celular de HBMECs expostas a CBD isolado e THC isolado, analisado pelo 

ensaio de LDH. 

 
Nota: As células foram incubadas com diferentes concentrações de CBD (FarmaUSA) ou THC isolados 
durante 8h e a viabilidade foi verificada pelo ensaio de LDH, como descrito nos métodos. Foi utilizado um 
ANOVA de duas vias com teste post hoc de Tukey. (**** = p < 0,0001). n=3. 

Fonte: Do autor. 
 

4.2 Papel dos receptores CB1 e CB2 no efeito citotóxico dos fitocanabinóides nas 
HBMECs 

 

Considerando os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular, 

prosseguiu-se a avaliar se os receptores CB1 e CB2 estão envolvidos no efeito citotóxico 

dos fitocanabinóides utilizados. Na concentração de 80 µg/ml, o THC isolado levou a uma 

elevada taxa de morte celular, comparável com o controle positivo. A presença dos 

antagonistas não levou a uma mudança significativa na morte celular das HBMECs  

(Figura 13). Quando as HBMECs foram tratadas com CBD na concentração de 80 µg/ml, 

a presença dos antagonistas também não preservou a viabilidade celular em presença 

deste fitocanabinóide (Figura 14). De maneira importante, também observamos que os 

antagonistas, nas concentrações de 5 µM, não tiveram um efeito citotóxico significativo 

nas células, tanto individualmente quanto em combinação. 
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Figura 13. Viabilidade celular de HBMECs expostas a THC isolado e inibidores, analisado pelo 

ensaio de LDH. 

 
Nota: As células foram pré-incubadas durante 30 minutos com os inibidores AM281 e AM630. Logo, foram 
tratadas com THC isolado durante 8h e a viabilidade foi verificada pelo ensaio de LDH, como descrito nos 
métodos. Foi realizado um teste ANOVA de efeitos mistos. (n.s = não significativo). n=3. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 14. Viabilidade celular de HBMECs expostas a CBD isolado e inibidores, analisado pelo 
ensaio de LDH. 

 
Nota: As células foram pré-incubadas durante 30 minutos com os inibidores AM281 e AM630. Logo, foram 
tratadas com CBD isolado (FarmaUSA) durante 8h e a viabilidade foi verificada pelo ensaio de LDH, como 
descrito nos métodos. (n.s = não significativo). n=3. 

Fonte: Do autor. 
 

 



52 

4.3 O THC não modula a migração das HBMECs 
 

No healing assay, é possível avaliar a capacidade de uma monocamada celular de 

fechar uma ferida feita artificialmente no cultivo. Para verificar se o preenchimento da área 

lesionada ocorre predominantemente por causa da migração celular, a estratégia padrão 

é a de incubar as células com meio de cultivo sem SFB, já que sem os nutrientes 

encontrados no soro as células não são capazes de entrar em divisão celular (JONKMAN 

et al., 2014). Assim, sem possibilidade de proliferar, as células conseguiriam fechar a 

ferida apenas por meio da migração celular. 

Para analisar o efeito do meio sem SFB nas HBMECs, foi feito um teste de 

viabilidade celular. Na Figura 15 é mostrado que, após 24 horas, o meio sem SFB 

(starving) não causa mudanças na viabilidade das HBMECs, indicando que é possível 

realizar o healing assay com o meio sem SFB e obter um resultado que poderia ser 

indicativo de migração celular. 
 

Figura 15. Viabilidade celular de HBMECs incubadas com meio sem SFB. 

 
Fonte: Do autor. 

 

Uma vez testada a capacidade das HBMECs de crescer sob a ausência das 

quantidades normais de SFB, prosseguiu-se a testar os efeitos do THC isolado na 

capacidade migratória das células. Como pode ser observado na Figura 16, após 15 

horas de tratamento, o THC na concentração de 30 µg/ml não foi capaz de induzir uma 

diferença na capacidade de cicatrização de feridas das HBMECs quando comparado com 

células sem tratamento. 
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Figura 16. Efeito do THC isolado sob a capacidade de wound healing das HBMECs. 

 
Nota: Dados expressos como porcentagem da área da ferida fechada pelas células; por isso, no tempo 0h a 
porcentagem é 0. n=3. 

Fonte: Do autor. 
 
4.4 Indução de NETs 

 

Com o objetivo de padronizar o protocolo de obtenção de NETs, neutrófilos foram 

estimulados com um lisado de Leishmania amazonensis, como descrito nos Materiais e 

Métodos, e as amostras foram fixadas, marcadas com DAPI e visualizadas por meio de 

microscopia de fluorescência. Na Figura 17, podem ser observados neutrófilos e a 

presença de estruturas reticulares no espaço extracelular positivas para a marcação com 

DAPI, mostrando a liberação de NETs em nossas condições experimentais. 
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Figura 17. Produção de NETs por neutrófilos. 

 
Nota: Neutrófilos foram incubados com lisado de L. amazonensis durante 3h a 37 °C e as NETs foram 
marcadas com DAPI. Aumento 40X. (n=2). 

Fonte: Do autor. 
 

4.5 CBD isolado e THC isolado não afetam a viabilidade de neutrófilos 
 

Baseado nas concentrações de CBD utilizadas no ensaio de inibição de NETs, 

foram feitos ensaios para avaliar os efeitos do CBD e do THC na viabilidade dos 

neutrófilos. Os resultados dos ensaios do MTT realizados indicam que tanto o CBD 

quanto o THC não afetam a viabilidade destas células em nenhuma das concentrações 

testadas (Figura 18). 
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Figura 18. CBD e THC não afetam a viabilidade dos neutrófilos. 

 
Nota: Teste ANOVA de uma via. n=2. 

Fonte: Do autor. 
 

4.6 CBD isolado inibe a liberação de NETs 
 

A avaliação dos efeitos do CBD na liberação de NETs foi realizada em colaboração 

com a Prof. Dra. Elvira Saraiva da UFRJ. Neutrófilos de indivíduos saudáveis foram 

incubados com CBD nas concentrações de 0,1; 1 e 10 µg/ml durante 30 minutos e 

posteriormente estimulados com PMA (100 nM). Na Figura 19 pode ser observado que o 

tratamento prévio dos neutrófilos com CBD conseguiu inibir a liberação de NETs por parte 

de neutrófilos estimulados com PMA. 

 
Figura 19. CBD inibe a liberação de NETs.  

 
Nota: O CBD, nas concentrações de 10 e 1 µg/ml, conseguiu inibir a liberação de NETs em neutrófilos 
estimulados com 100 nM de PMA. (** = p < 0,01). 

Fonte: Do autor. 
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4.7 Dados demográficos dos pacientes com DA 
 

As amostras utilizadas para as análises descritas nas seguintes seções, foram 

obtidas de pacientes com DA participantes de dois estudos randomizados, duplo cego e 

controlados por placebo, avaliando o efeito do tratamento com extrato de cannabis em 

pacientes com esta patologia. Na Tabela 1, são descritos os dados demográficos dos 

pacientes que participaram do estudo DAZACANN e na Tabela 2 estão descritos os dados 

dos pacientes participantes do estudo MICA-AD (adaptado de CURY et al., 2025). É 

importante ressaltar que, com exceção da Figura 42, todas as análises feitas com 

amostras de LCR e plasma de pacientes do estudo DAZACANN correspondem ao tempo 

inicial da pesquisa, onde nenhum paciente tinha recebido o tratamento com extrato de 

cannabis ainda. 

 
Tabela 1 Características demográficas e de biomarcadores dos pacientes do DAZACANN. 

Característica Valor 

N 73 

Idade, média em anos (95% IC) 76.97 (75.31 – 78.63) 

Sexo, n (%) 
Mulher 
Homem 

 
45 (61.64) 
28 (38.36) 

Pontuação MEEM, média (95% IC) 15 (13.60 – 16.92) 

Raça, n (%) 
Branco 
Pardo 
Preto 

 
59 (80.8) 
12 (16.4) 
2 (2.8) 

Nível de escolaridade, n = 60* (%) 
Ensino médio incompleto 
Ensino médio completo 
Graduação ou pós-graduação 
completa 

 
42 (70) 
14 (23.3) 
4 (6.7) 

Ingresso mensal, n = 60** (%)  

Até 1 salário mínimo 
1-2 salários mínimos 
2-7 salários mínimos 
>7 salários mínimos 

 
37 (61.7) 
11 (18.3) 
10 (16.7) 
2 (3.3) 

β amilóide 42 pg/mL, média (95% IC) 714.09 (596.12 – 832.06) 

β amilóide 40 pg/mL, média (95% IC) 9270.73 (8021.27 – 10520.18) 

Tau total pg/mL, média (95% IC) 896.97 (802.97 – 990.98) 
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Tau fosforilada 181 pg/mL, média (95% IC) 108.11 (93.69 – 122.53) 

TNF-α pg/mL, média (95% IC) 7.49 (7.00 – 7.98) 

IL-6 pg/mL, média (95% IC) 5.01 (4.22 – 5.79) 
Nota: As porcentagens foram calculadas com base nos dados disponíveis. *Os dados sobre nível de 
escolaridade estavam ausentes para 13 participantes. **Os dados sobre renda estavam ausentes para 13 
participantes. 

Fonte: Do autor. 
 
Tabela 2 Características demográficas dos pacientes do MICA-AD. 

Característica Valor 

N 28 

Idade, média em anos 76.35 

Sexo, n (%) 
Mulher 
Homem 

 
16 (57.14) 
12 (42.86) 

Pontuação MEEM, média 14 

Raça, n (%) 
Branco 
Indígena 
Preto 

 
25 (89.3) 
1 (3.57) 
2 (7.14) 

Nível de escolaridade 
Ensino médio incompleto 
Ensino médio completo 
Graduação ou pós-graduação 
completa 

 
19 (67.86) 
4 (14.29) 
5 (17.86) 

Ingresso mensal 
Até 1 salário mínimo 
1-2 salários mínimos 
2-7 salários mínimos 
>7 salários mínimos 

 
1 (3.57) 
6 (21.43) 
18 (64.29) 
3 (10.71) 

Fonte: Do autor. 
 
4.8 THC induz a liberação de NETs na DA 

 

Considerando o resultado obtido com os neutrófilos de pessoas jovens e 

saudáveis, nos perguntamos se o efeito do THC seria similar no caso de neutrófilos 

obtidos de pacientes idosos com DA. Como descrito nos métodos, foram isolados 

neutrófilos de pacientes com DA do projeto DAZACANN e foi avaliado o efeito do THC 

isolado na liberação de NETs. Neutrófilos foram incubados com THC na concentração de 

10 µg/ml durante 30 minutos e posteriormente estimulados com PMA (100 nM). Na Figura 
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20 pode ser observado que o tratamento prévio dos neutrófilos com THC estimulou 

significativamente a liberação de NETs. 

 
Figura 20. THC induz a liberação de NETs em neutrófilos de pacientes com DA. 

 
Nota: Os dados foram normalizados. Neutrófilos isolados de 6 pacientes do estudo DAZACANN. Teste de 
Friedman. (* = p < 0,05). 

Fonte: Do autor. 
 

4.9 Quantificação de cfDNA em amostras de LCR e plasma de pacientes com DA 
 

Devido à importância do DNA na estrutura das NETs, cfDNA tem sido explorado 

nos últimos anos como um marcador da presença de NETs, com resultados promissores 

(SAHIN et al., 2025). Por isso, decidiu-se avaliar a presença de cfDNA em amostras de 

plasma e LCR de pacientes com DA e assim tentar encontrar alguma relação entre ele e 

diversos fatores relevantes da DA. 

 

4.9.1 cfDNA no LCR de pacientes com DA não varia em relação à idade, sexo ou 

severidade da doença. 

Ao quantificar os níveis de cfDNA no LCR dos pacientes com DA do estudo 

DAZACANN, foi observado que a idade não se correlacionou de maneira significativa com 

as concentrações de cfDNA (Rho de spearman = 0.15; p = 0,22) (Figura 21) e o sexo dos 

pacientes também não apresentou uma relação significativa com os níveis desta molécula 

(Figura 22). Utilizando as pontuações dos pacientes no MEEM como referência, foram 

estratificadas as concentrações de cfDNA no LCR e, similar ao descrito anteriormente, 
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não houve variações nos níveis desta molécula ao considerar a severidade da doença 

(Figura 23) e a velocidade da progressão da mesma (Figura 24). 

 
Figura 21. Níveis de cfDNA no LCR não variam em relação à idade. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 22. Níveis de cfDNA no LCR não variam em relação ao sexo. 

 
Nota: Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
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Figura 23. Níveis de cfDNA no LCR não variam em relação à severidade da doença. 

 
Nota: Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. Foi realizado um teste ANOVA de uma via. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 24. Níveis de cfDNA no LCR não variam em relação à velocidade de progressão da doença. 

 

Nota: Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. Foi realizado um teste t de Student’s. 
Fonte: Do autor. 

 

4.9.2 cfDNA está mais elevado no LCR do que no plasma em pacientes com DA 

 

Ao comparar as concentrações de cfDNA nos dois tipos de amostras obtidas, foi 

observado que os níveis de cfDNA estavam significativamente mais elevados no LCR do 

que no plasma dos pacientes com DA (Figura 25). Utilizando análises de correlação 

determinou-se, porém, que as concentrações de cfDNA entre estes dois fluidos não estão 

correlacionadas significativamente (Rho de spearman = 0.13; p = 0,31) (Figura 26). 
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Figura 25. cfDNA está mais elevado no LCR do que no plasma na DA. 

 

Nota: Teste t de Student’s. (** = p < 0,01). Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 
Fonte: Do autor. 

 

Figura 26. Concentrações de cfDNA nas amostras de LCR e plasma dos pacientes com DA não 
estão correlacionadas. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
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4.9.3 O número de neutrófilos não se correlaciona com os níveis de cfDNA 

 

Para avaliar a possibilidade das concentrações observadas de cfDNA serem 

oriundas de NETs nas amostras de LCR e plasma, foram realizadas análises de 

correlação onde não foi observada uma significância entre o número de neutrófilos 

presentes no sangue dos pacientes e os níveis de cfDNA no LCR (Rho de spearman = 

0.11; p = 0,39) (Figura 27) e no plasma (Rho de spearman = 0.09; p = 0,46) (Figura 28). 

 
Figura 27. Concentrações de cfDNA no LCR não se correlacionam com o número de neutrófilos no 

sangue de pacientes com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
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Figura 28. Concentrações de cfDNA no plasma não se correlacionam com o número de neutrófilos 

no sangue de pacientes com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

4.9.4 cfDNA e marcadores inflamatórios na DA 

 

Embora não foi observada uma relação direta entre a quantidade de neutrófilos e 

os níveis de cfDNA; optou-se por explorar a relação entre o cfDNA e citocinas 

inflamatórias no sangue; considerando a relação direta das citocinas pró-inflamatórias na 

liberação de NETs. Por isso, foram feitas análises de correlação entre o cfDNA e as 

citocinas IL-6 e TNF-ɑ. No caso do cfDNA encontrado no LCR, não houve correlações 

significativas com IL-6 (Rho de spearman = -0.09, p = 0,49) (Figura 29) nem com TNF-ɑ 

(Rho de spearman = 0.08, p = 0,5) (Figura 30). De maneira similar, o cfDNA no plasma 

não se correlacionou significativamente com IL-6 (Rho de spearman = 0.14, p = 0,26) 

(Figura 31) nem TNF-ɑ (Rho de spearman = -0.04, p = 0,74) (Figura 32). 
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Figura 29. Concentrações de cfDNA no LCR não se correlacionam com IL-6 plasmático em 

pacientes com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 30. Concentrações de cfDNA no LCR não se correlacionam com TNF-ɑ plasmático em 
pacientes com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
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apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 31. Concentrações de cfDNA no plasma não se correlacionam com IL-6 plasmático em 
pacientes com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 32. Concentrações de cfDNA no plasma não se correlacionam com TNF-ɑ plasmático em 
pacientes com DA. 
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Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

4.9.5 cfDNA e marcadores clássicos da DA 

 

Com o intuito de explorar o possível papel das NETs achadas no LCR de pacientes 

com DA, foram analisadas as relações entre o cfDNA encontrado no LCR com 

marcadores canônicos da doença, específicamente tipos das proteínas beta amilóide e 

tau, também quantificados no LCR. As concentrações de Aβ42 (Rho de spearman = 

-0.10, p = 0,44) (Figura 33) e da razão Aβ42/40 (Rho de spearman = -0.04, p = 0,78) 

(Figura 34) não se correlacionam com os níveis de cfDNA no LCR e, similarmente, as 

proteínas tau fosforilada 181 (Rho de spearman = 0.07, p = 0,60) (Figura 35) e tau total 

(Rho de spearman = 0.21, p = 0,09) (Figura 36) não tiveram correlações significativas 

com o cfDNA. Considerando que os pacientes dos quais foram obtidas as amostras 

encontravam-se em estados da DA com manifestações clínicas claras, decidiu-se avaliar 

se o cfDNA apresentava alguma relação com o desempenho cognitivo. 

 
Figura 33. Concentrações de cfDNA no LCR não se correlacionam com Aβ42 em pacientes com 

DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
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apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 34. Concentrações de cfDNA no LCR não se correlacionam com a razão Aβ42/40 em 
pacientes com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 35. Concentrações de cfDNA no LCR não se correlacionam com tau fosforilada 181 (pTAU 
181) em pacientes com DA. 
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Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 36. Concentrações de cfDNA no LCR não se correlacionam com tau total em pacientes com 
DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

4.9.6 cfDNA e o desempenho cognitivo 

 

Como mencionado anteriormente, foi utilizada a pontuação dos pacientes no 

MEEM como indicador do seu desempenho cognitivo. De maneira esperada, o 

desempenho cognitivo dos pacientes com DA apresentou uma correlação significativa 

negativa com a idade (Rho de spearman = -0.28, p = 0,02) (Figura 37). Ao avaliar a 

relação do MEEM com biomarcadores da DA, houve uma correlação negativa significativa 

com a pTAU 181 (Rho de spearman = -0.36, p = 0,003) (Figura 38), mas com a Aβ42 não 

foi observada nenhuma significância estatística na análise de correlação (Rho de 

spearman = 0.15, p = 0,21) (Figura 39). 
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Figura 37. Desempenho cognitivo está negativamente correlacionado com a idade em pacientes 

com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 38. Desempenho cognitivo está negativamente correlacionado com as concentrações de tau 
fosforilada 181 (pTAU 181) em pacientes com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
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Figura 39. Desempenho cognitivo não se correlaciona com concentrações de Aβ42 em pacientes 
com DA. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Considerando que as pontuações do MEEM comportaram-se de maneira esperada 

nas suas associações com variáveis relevantes da DA, prosseguiu-se a estudar as suas 

correlações com o cfDNA. O cfDNA encontrado no LCR teve uma tendência a se 

correlacionar negativamente com o desempenho cognitivo (Rho de spearman = -0.14, p = 

0,25) (Figura 40); por outro lado, o cfDNA no plasma tendeu a uma correlação positiva 

com a pontuação do MEEM (Rho de spearman = 0.15, p = 0,23) (Figura 41). 
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Figura 40. Desempenho cognitivo apresenta uma tendência a se correlacionar negativamente com 

o cfDNA do LCR. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

Figura 41. Desempenho cognitivo apresenta uma tendência a se correlacionar positivamente com o 
cfDNA do plasma. 

 

Nota: Os pontos pretos correspondem a pacientes do sexo feminino e os pontos brancos a pacientes 
masculinos. Cada número corresponde ao mesmo paciente em todos os gráficos de correlação 
apresentados neste trabalho. Correlação parcial de Spearman, ajustado para idade e sexo. A área 
sombreada representa o intervalo de confiança. Amostras de pacientes do estudo DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
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4.10 Efeitos do extrato de cannabis nas concentrações de cfDNA em amostras de 
LCR de pacientes com DA 

 

Como parte do estudo DAZACANN, pacientes com DA receberam extrato de 

cannabis ou placebo (MCT) durante seis meses. Foram utilizadas as amostras de LCR 

destes pacientes para analisar as possíveis mudanças nas concentrações de cfDNA 

antes e após seis meses de uso do extrato de cannabis. Tanto no grupo placebo quanto 

no grupo que recebeu o tratamento, os níveis de cfDNA diminuíram significativamente 

(Figura 42). 

 
Figura 42. Pacientes que receberam placebo e extrato de cannabis durante 6 meses apresentaram 

uma redução no cfDNA no LCR. 

 
Nota: Foi utilizado um teste ANOVA de efeitos mistos. (**** = p < 0,0001). Amostras de pacientes do estudo 
DAZACANN. 

Fonte: Do autor. 
 

4.11 Quantificação de IL-8 e IL-33 em amostras de LCR de pacientes com DA 
 

Citocinas pró-inflamatórias são capazes de induzir a liberação de NETs. Para 

avaliar os efeitos de extratos de cannabis neste contexto, decidimos avaliar a presença de 

possíveis indutores de NETs em amostras de LCR de pacientes com DA na forma das 

citocinas IL-8 e IL-33; isto foi realizado por meio de ensaios de ELISA. Para isso, foram 
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obtidas amostras de pacientes participantes de um estudo duplo cego controlado por 

placebo, onde os pacientes tomaram extrato de cannabis durante seis meses. 

Foram testadas amostras que foram coletadas antes do início do tratamento e seis 

meses depois do início do mesmo. No caso da IL-8, a maioria dos pacientes do grupo 

placebo apresentou um incremento na quantidade de IL-8 depois dos seis meses. Já o 

grupo que recebeu extrato de cannabis teve uma resposta mais segmentada, com alguns 

pacientes apresentando uma queda na presença de IL-8 e outros apresentando um 

incremento. Aos 12 meses de tratamento, os níveis de IL-8 no LCR dos pacientes 

aumentou em ambos grupos quando comparado com as concentrações aos seis meses 

de tratamento, porém somente o aumento do grupo placebo foi estatisticamente 

significativo. Não houve diferença significativa entre os grupos em nenhum dos tempos de 

análise (Figura 43).  

Em relação à IL-33, tanto os pacientes do grupo placebo quanto aqueles do grupo 

que recebeu o tratamento com cannabis apresentaram resultados segmentados; após 

seis meses de tratamento, em ambos grupos foram observados indivíduos com um 

incremento nas concentrações de IL-33 assim como outros que tiveram uma diminuição 

na quantidade desta citocina. Já nas concentrações aos 12 meses de tratamento, também 

não houve um aumento significativo de IL-33 para nenhum dos grupos. Similar ao caso da 

IL-8, não foram observadas diferenças significativas entre o grupo cannabis e placebo em 

nenhum dos tempos de análise (Figura 44). 
 

Figura 43. Concentração de IL-8 em amostras de LCR em pacientes com DA. 

 

Nota: Foi utilizado um ANOVA de efeitos mistos com teste post hoc de Tukey. (** = p < 0,005). Amostras de 
pacientes do estudo MICA-AD. 

Fonte: Do autor. 
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Figura 44. Concentração de IL-33 em amostras de LCR em pacientes com DA. 

 
Nota: Foi utilizado um ANOVA de efeitos mistos com teste post hoc de Tukey. Amostras de pacientes do 
estudo MICA-AD. 

Fonte: Do autor.  

 



75 

5 DISCUSSÃO 
 

No presente trabalho, estudamos os efeitos de extratos de diferentes 

fitocanabinóides na viabilidade de HBMECs in vitro, considerando que estas células 

encontram-se comprometidas na DA devido à neuroinflamação crônica que é 

característica desta patologia. Determinamos as concentrações de fitocanabinóides que 

levam às HBMECs a morte celular e que os efeitos destes compostos na viabilidade das 

células é independente dos principais receptores canabinóides, o CB1 e CB2. 

Considerando a interação que existe entre células do sistema imune e HBMECs em 

diversas doenças neurodegenerativas, como a DA, também avaliamos os efeitos dos 

fitocanabinóides na viabilidade de neutrófilos, onde encontramos as concentrações que 

não levam a morte celular e que coincidem com aquelas concentrações que também não 

comprometem a viabilidade das HBMECs. 

Considerando as evidências do papel das NETs na DA e no comprometimento da 

BHE (ZENARO et al., 2015; ZENARO et al., 2017; PIETRONIGRO et al., 2016; DONG et 

al., 2018; BAIK et al., 2014; AZEVEDO et al.,2012), analisamos a capacidade dos 

fitocanabinóides, especificamente o CBD e o THC, de inibir a liberação de NETs em 

neutrófilos de pessoas sem DA e de idosos com a doença; nestes ensaios descobrimos 

que o CBD é capaz de inibir a liberação das NETs em voluntários saudáveis nas 

concentrações de 1 e 10 µg/ml e que o THC, interessantemente, promove a liberação das 

NETs em pacientes com DA quando utilizado na concentração 10 µg/ml. 

Fazendo uso de amostras de LCR e plasma de pacientes com DA, fizemos a 

quantificação de cfDNA diretamente nestes fluídos, utilizando o cfDNA como indicador da 

possível presença de NETs. Observamos que nestas amostras, as concentrações de 

cfDNA foram significativamente maior no LCR do que no plasma e que, ao fazer análises 

de correlação com marcadores clássicos da DA, não houve correlações estatisticamente 

significativas entre os níveis de cfDNA com marcadores como a βA42, βA40, tau 

fosforilada 181 ou tau total. Por outro lado, observamos que o cfDNA no LCR dos 

pacientes com DA tendeu a se correlacionar negativamente com o desempenho cognitivo 

dos pacientes, enquanto o cfDNA do plasma tendeu a uma correlação oposta; embora 

não significativas, estas relações são interessantes e trazem novas perguntas sobre o 

papel do cfDNA e, em consequência, das NETs, na DA e outras doenças 

neurodegenerativas. Finalmente, ao avaliar os efeitos que o tratamento com extrato de 

cannabis durante seis meses teve nas concentrações de cfDNA no LCR dos pacientes, 
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observamos que tanto aqueles que receberam tratamento com cannabis quanto os que 

receberam placebo, apresentaram uma redução nos níveis de cfDNA. 

Em 2015, Zenaro e colaboradores demonstraram pela primeira vez que neutrófilos 

atravessam a BHE em grandes quantidades em pacientes com DA e que, uma vez no 

parênquima cerebral, eles acumulam-se e liberam NETs. Estas NETs são liberadas tanto 

dentro do vaso sanguíneo quanto no tecido cerebral. De maneira interessante, eles 

também observaram que ao fazer a depleção dos neutrófilos em modelos animais da DA, 

houve uma redução da neuropatologia relacionada à doença e os camundongos que já 

apresentavam declínio cognitivo apresentaram melhoras na memória. Além disso, o 

estudo revelou que depletar os neutrófilos nos estágios iniciais da doença também 

contribuiu com melhoras na memória (ZENARO et al., 2015). Este estudo pioneiro 

colocou os neutrófilos como mais um possível alvo terapêutico na DA, considerando o 

aparente envolvimento que eles têm no estabelecimento da doença e as melhorias que 

foram observadas ao alvejar estas células. Alguns anos depois, tomando como ponto de 

referência o que foi relatado no estudo da Zenaro, Dong e colaboradores decidiram 

estudar o comportamento dos neutrófilos em uma amostra de 42 pacientes com DA (16 

com declínio cognitivo leve e 26 com demência). No estudo, foi demonstrado que os 

neutrófilos de todos os pacientes com demência encontravam-se em estados de 

“hiper-ativação”, adotando fenótipos associados a um estado de predisposição 

pró-inflamatória, evidenciado, principalmente, por uma produção de espécies reativas de 

oxigênio mais elevada. Curiosamente, os autores também descrevem uma quantidade 

elevada de NETs intravasculares, corroborando os resultados do estudo da Zenaro e 

sugerindo ainda mais a importância que estas estruturas têm na DA (DONG et al., 2018). 

Desde então, os neutrófilos e outras células do sistema imune periférico têm sido 

amplamente consideradas como tendo um papel muito importante na inflamação crônica 

que pode ser observada na DA e novas terapias que têm como alvo estas células têm 

sido exploradas (ZHANG et al., 2024). No presente trabalho, avaliamos extratos de 

diversos fitocanabinóides in vitro em neutrófilos isolados do sangue periférico de pessoas 

saudáveis e de pacientes idosos com DA em estágios avançados. De maneira importante, 

determinamos as concentrações de CBD e THC que não matam estas células e, no caso 

do CBD, também a concentração que inibe a liberação de NETs (10 µg/ml). Existe 

somente um único estudo relatando a capacidade do CBD de inibir a liberação de NETs, 

onde neutrófilos isolados de pacientes psoriáticos não liberaram NETs ao serem tratados 

com LPS (outro indutor da liberação de NETs) e CBD na concentração de 10 µg/ml; os 
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autores teorizam que isto pode estar acontecendo por meio da ação antioxidante do CBD, 

sendo que a presença de espécies reativas de oxigênio é um estimulante da produção de 

NETs (WÓJCIK et al., 2020). Por outro lado, ao testar a concentração de 10 µg/ml de THC 

em neutrófilos de pacientes com DA, observamos, inesperadamente, que o THC levou a 

uma maior liberação de NETs. De maneira geral, a ciência tem demonstrado que os 

compostos da planta de cannabis possuem propriedades anti-inflamatórias, tanto in vitro 

quanto in vivo (ANIL et al., 2022); é por isso que estudos específicos avaliando os efeitos 

de fitocanabinóides em neutrófilos têm mostrado que a ativação dos receptores CB1 e 

CB2, por meio de agonistas sintéticos ou fitocanabinóides, leva a uma atenuação de 

vários mecanismos inflamatórios destas células, principalmente a redução da migração 

celular tanto in vivo quanto in vitro (BERDYSHEV et al., 1998; WANG et al., 2017; THAPA 

et al., 2018). 

Nosso resultado traz uma nova perspectiva sobre os possíveis usos terapêuticos 

da cannabis, pois sugere que é importante considerar o estado fisiológico do paciente em 

questão já que isso pode modular o resultado de um tratamento com fitocanabinóides. A 

idade é um fator que afeta diversas questões do funcionamento do organismo, entre elas 

os mecanismos de ação dos neutrófilos. Em um estudo de 2014, Hazeldine e 

colaboradores mostraram que neutrófilos de pessoas idosas têm as vias de liberação de 

NETs prejudicadas; mostrando que já existe evidência de diferenças na formação de 

NETs entre pessoas jovens e idosas (HAZELDINE et al., 2014). Por outro lado, quando 

inserimos o fator da presença da DA, as observações na literatura são diferentes. Nosso 

resultado alinha-se com o relatado no estudo do Dong e colaboradores (DONG et al., 

2018); os neutrófilos dos nossos pacientes possivelmente encontravam-se no estado 

“hiperativado” que é descrito neste estudo, sugerindo que estas células tinham uma 

predisposição a respostas inflamatórias exacerbadas. Isto poderia explicar a nossa 

observação: embora fitocanabinóides tenham efeitos anti-inflamatórios na maioria dos 

casos, em neutrófilos de pacientes idosos com DA estes compostos podem ter um efeito 

contrário, considerando o estado de hiperativação em que estas células encontram-se. É 

importante lembrar que o SEC está começando a ser compreendido com mais detalhe e 

ainda não são muito bem conhecidos os efeitos que um estado patológico tão variado 

como o da DA possa ter neste sistema. Uma revisão sistemática de 22 estudos que 

analisaram as mudanças do SEC na DA relatou que estas pesquisas apresentavam 

inconsistências na metodologia e tamanhos amostrais relativamente pequenos, pelo que 
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não era possível descrever corretamente se há alterações claras no SEC em pacientes 

com DA (BERRY et al., 2020). 

Como qualquer outro composto, fitocanabinóides são capazes de ter efeitos 

citotóxicos em diversos tipos celulares, dependendo das concentrações. Dependendo do 

contexto, isto pode ser benéfico, como é no caso de células tumorais. No caso do CBD, 

um estudo de 2008 detalhou os efeitos citotóxicos que este composto, a partir da 

concentração de 20 µM (aproximadamente 7 µg/ml), teve sob seis tipos de linhagens 

cancerígenas in vitro ativando vias apoptóticas envolvendo as caspases-3, -8 e -9 

(CHOIPARK et al., 2008). No nosso estudo, avaliamos os efeitos de vários extratos de 

fitocanabinóides na viabilidade das HBMECs, com o objetivo de determinar as 

concentrações seguras para experimentos em modelos celulares. Quando avaliamos a 

viabilidade celular por meio do ensaio do MTT, observamos que os extratos de CBD 

isolado e CBD broad spectrum tiveram resultados similares, onde a partir da concentração 

de 10 µg/ml a viabilidade começou a estar comprometida. Em um estudo, Hind e 

colaboradores utilizaram a concentração de 10 µM (aproximadamente 3,15 µg/ml) de 

CBD e observaram que esta foi capaz de proteger um modelo da BHE (composto por uma 

co-cultura de HBMECs e astrócitos) dos efeitos tóxicos da privação de glicose e oxigênio 

(HIND et al., 2016). Podemos inferir que concentrações menores a 10 µg/ml de CBD são 

seguras para uso em ensaios in vitro com HBMECs, sendo que até esta concentração 

não existe uma taxa de morte celular elevada e o fitocanabinóide aparenta ter efeitos 

benéficos nas células. Em um contexto de estresse celular, como a privação de glicose e 

oxigênio, já foi observado que o CBDV, composto homólogo do CBD, foi capaz de reduzir 

a expressão da proteína MCP-1 nas HBMECs in vitro, mostrando que estes canabinóides 

podem gerar efeitos anti-inflamatórios e protetores nestas células da BHE (STONE et al., 

2021). 

Como mencionado na seção 3.6.3 dos Materiais e Métodos, o ensaio do MTT, 

embora amplamente utilizado para avaliar a viabilidade celular, este teste o que realmente 

quantifica a nível molecular é a capacidade das mitocôndrias de metabolizar o composto 

ativo do ensaio. Quando avaliamos os efeitos do THC isolado nas HBMECs por meio do 

ensaio do MTT, obtivemos o curioso resultado de que, na concentração de 30 µg/ml, 

houve um incremento significativo da “viabilidade celular”. Porém, sendo cautelosos ao 

analisar este resultado, decidimos interpretá-lo como um incremento na atividade 

mitocondrial. Isto ainda resulta ser contrário ao que alguns estudos têm relatado em 

relação aos efeitos do THC nas mitocôndrias. Um estudo realizado a inícios do século XXI 
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relatou que o THC leva a disfunções nas mitocôndrias de diversas células, afetando a sua 

produção de ATP, por exemplo (SARAFIAN et al., 2003). Em outros dois estudos mais 

recentes, o THC afetou negativamente as funções mitocondriais em neurônios 

hipocampais (tanto maduros quanto imaturos) de camundongos e em uma linhagem 

celular de trofoblastos; porém em nenhum destes estudos foi relatada morte celular após 

tratamento com THC (MAZZANTINI et al., 2025; WALKER et al., 2021). Baseado na 

literatura disponível, não encontramos estudos avaliando os efeitos do THC nas 

mitocôndrias de HBMECs, pelo que não foi possível realizar uma comparação direta que 

fosse mais precisa. Como com muitas pesquisas relacionadas ao SEC e fitocanabinóides, 

é recomendado realizar mais estudos para conseguir compreender com maior detalhe os 

mecanismos de ação que estes compostos têm ao nível mitocondrial, pois é importante 

lembrar que o SEC possui múltiplos sítios de ação e regulação, tornando possível uma 

grande quantidade de efeitos mediados por outras vias independentes aos receptores 

clássicos CB1 e CB2 (MALHEIRO et al., 2023). 

Ao avaliar os efeitos dos fitocanabinóides na viabilidade celular por meio do ensaio 

do LDH, obtivemos resultados similares aos do MTT em relação às concentrações que 

levaram à morte celular. É importante ressaltar que os resultados obtidos nos ensaios de 

LDH variaram um pouco quando comparados ao que observamos nos experimentos com 

MTT. Por exemplo, no MTT a concentração de 10 µg/ml de CBD isolado levou a uma 

redução de 50% na viabilidade, enquanto no ensaio do LDH a viabilidade se manteve 

praticamente inalterada. As concentrações de 30 e 50 µg/ml reduziram a viabilidade das 

células quase completamente no ensaio do MTT, diferente do resultado obtido no caso do 

LDH onde estas concentrações não chegaram a afetar a viabilidade de maneira 

significativa. Devemos considerar alguns fatores ao interpretar estes resultados. 

Primeiramente, o tempo de incubação com os fitocanabinóides foi diferente em cada 

ensaio, de 24 horas no caso do MTT e de oito horas para o ensaio do LDH. Isto devido a 

que o kit utilizado para o ensaio do LDH indica que o tempo de meia vida desta enzima é 

de aproximadamente nove horas uma vez liberado no meio extracelular, pelo que 

optamos por um tempo de incubação de oito horas para prevenir perdas na quantificação. 

Por este motivo, no caso do ensaio de LDH é possível que este tempo de exposição ao 

tratamento não fosse o suficiente para levar à morte celular observada no MTT. Por outro 

lado, devemos considerar o mencionado no parágrafo anterior: o ensaio do MTT traz 

resultados refletindo atividade mitocondrial, pelo que também deve ser levado em 
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consideração que as reduções na “viabilidade celular” observadas no ensaio do MTT 

podem ser realmente disfunções nas funções das mitocôndrias das células. 

Nos ensaios realizados com o objetivo de avaliar o papel dos receptores CB1 e 

CB2 nesta morte celular, observamos que, no caso do CBD isolado, o efeito citotóxico da 

concentração de 80 µg/ml é independente de qualquer um destes receptores 

canabinóides. Ao testar 80 µg/ml de THC isolado, também não houveram mudanças 

significativas na taxa de morte celular das células; porém, considerando o desvio padrão 

observado no gráfico, específicamente no uso dos dois antagonistas em combinação, 

este resultado poderia chegar a ser significativo estatisticamente aumentando o número 

de ensaios. Ao final, é importante considerar que estes efeitos citotóxicos podem estar 

sendo mediados por outras vias, já que fitocanabinóides são capazes de interagir com 

vários outros elementos do SEC, assim como o receptor GPR55, alguns da família dos 

TRPV e receptores intracelulares como o PPARɣ (QUEIROZ et al., 2025), e em pesquisas 

futuras devem ser utilizados outros inibidores para obter um melhor panorama dos 

mecanismos e vias de sinalização envolvidas nos efeitos citotóxicos dos fitocanabinóides 

nas HBMECs. Pesquisas pré-clínicas têm observado que, pelo menos o CBD, consegue 

matar células tumorais ativando majoritariamente mecanismos de apoptose (por meio de 

receptores TRPV); e, em menor medida, mecanismos de autofagia e necrose (MELO et 

al., 2025). 

O ensaio de wound healing realizado neste estudo é amplamente utilizado na 

pesquisa pré-clínica para avaliar a migração ou a proliferação celular, indicado pela 

capacidade das células de fechar uma ferida artificial na placa de cultivo. Considerando a 

literatura atual, não existem relatos dos efeitos de fitocanabinóides em ensaios de 

cicatrização de feridas com HBMECs, pelo que não foi possível realizar uma comparação 

direta dos resultados. No nosso estudo, baseado no interessante efeito que o THC na 

concentração de 30 µg/ml teve nas HBMECs, decidimos testar o fitocanabinóide nesta 

mesma concentração no ensaio do wound healing. Após vários ensaios de padronização 

de tempo, determinamos avaliar o efeito do composto depois de 15 horas de incubação e 

observamos que o THC isolado não teve nenhum efeito significativo na capacidade de 

wound healing das HBMECs. No caso de feridas na pele em um contexto de cicatrização 

normal, estudos têm demonstrado que canabinóides possuem, de fato, propriedades 

cicatrizantes e capazes de auxiliar no processo de fechamento de feridas (PARIKH et al., 

2024). Em ensaios de migração e de wound healing realizados com fibroblastos primários, 

o THC e o CBD isolado foram capazes de incrementar a migração celular e a proliferação 
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destas células, mostrando que estes compostos são capazes de induzir este tipo de 

comportamento em células importantes no processo de cicatrização (MILLER et al., 

2021). As células endoteliais, como as HBMECs, também são essenciais no processo de 

cicatrização, pois a angiogênese depende bastante deste tipo celular e as etapas da 

cicatrização ocorrem de maneira eficiente com uma boa quantidade de novos vasos 

sanguíneos sendo formados no local. Neste contexto, os efeitos da ativação do SEC 

também têm sido avaliados em células endoteliais, porém fitocanabinóides aparentam 

inibir a capacidade angiogênica deste tipo de células. Em um estudo de 2014, Ramer e 

colaboradores observaram que, ao tratar células endoteliais da veia umbilical (HUVECs) 

com meio condicionado de células A549 tratadas com THC isolado, as células endoteliais 

apresentaram menor migração celular e formação de tubos, fatores essenciais da 

angiogênese (RAMER et al., 2014). Estes efeitos foram mediados por receptores CB1, 

CB2 e TRPV1 e, curiosamente, esta ativação do SEC das células levou a uma ativação 

do inibidor tecidual de metaloproteinases de matriz 1 (TIMP-1) por meio do ICAM-1, 

molécula que, como discutido anteriormente, é essencial na migração de neutrófilos pela 

BHE na DA. É importante considerar que se fitocanabinóides têm a capacidade de inibir a 

capacidade de células endoteliais de migrar e/ou proliferar por meio da ativação da 

ICAM-1, uma molécula cuja expressão elevada nas HBMECs já é considerada prejudicial 

no contexto da DA, então é necessário realizar mais estudos onde sejam avaliados com 

maior profundidade os efeitos dos canabinóides neste tipo de células, pois o seu efeito 

pode ser contrário ao desejado. 

Como mencionado anteriormente, um dos componentes principais das NETs é o 

DNA de dupla fita e é por isso que a presença do cfDNA em diversos fluídos e tecidos 

pode ser um indicador da presença de NETs (DE MIRANDA et al., 2021). No presente 

estudo, tivemos a grande oportunidade de ter acesso a amostras de biofluidos de 

pacientes com DA, especificamente de LCR e plasma. Nos anos recentes, as biópsias 

líquidas têm ganhado destaque em análises clínicas e em pesquisas pelo seu grande 

potencial para realizar avaliações de diagnóstico e monitoramento de diferentes doenças, 

entre elas a DA, de uma forma muito menos invasiva e mais acessível do que biópsias 

teciduais regulares (POLLARD et al., 2024). Em anos recentes, o cfDNA têm sido 

explorado como um possível biomarcador na DA que permita diagnosticar e monitorar a 

doença; com alguns estudos mostrando a sua relação com fatores relevantes da 

patologia, como o estágio da doença e mudanças genéticas (POLLARD et al., 2023; 

MACÍAS et al., 2023). Como será discutido nos próximos parágrafos, as concentrações de 
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cfDNA no organismo têm que ser interpretadas de maneira cautelosa, pois estes níveis 

podem indicar diversas questões dependendo do local onde o cfDNA foi quantificado, da 

concentração e do tipo de cfDNA; sendo que esta molécula pode ser proveniente de 

diversas fontes (NETs, morte celular, DNA mitocondrial, etc.) (AYDIN et al., 2025; DE 

MIRANDA et al., 2021). 

Nas nossas avaliações, observamos que o cfDNA encontrado no LCR não 

apresentou mudanças com relação à idade e gênero dos pacientes, severidade da 

doença ou velocidade da mesma. Este resultado difere do observado em estudos 

realizados previamente. No caso do gênero, em um único estudo focado em analisar 

níveis de cfDNA no sangue de pacientes com malignidades hematológicas, os autores 

relatam que homens apresentaram maiores níveis de cfDNA no sangue em relação a 

mulheres; porém estas diferenças foram independentes da idade.  Os pacientes do 

estudo tinham, em média, ao redor de 60 anos; porém não é possível afirmar que as 

amostras de sangue eram de pacientes idosos, igual às amostras de plasma e LCR do 

nosso estudo, pois o desvio padrão da idade era bastante elevado, com alguns pacientes 

tendo cerca de 20 anos (GNECCO et al., 2025). Outro estudo mais focado na relação 

entre a idade e a presença de cfDNA no sangue apontam que, de fato, pessoas idosas 

apresentam maiores concentrações de cfDNA no sangue, assim como padrões de 

metilação diferenciados, quando comparado com voluntários jovens (LI et al., 2024); 

porém não há dados mostrando se estas mudanças acontecem também no LCR. Por 

outro lado, estudos têm relatado que pessoas idosas saudáveis apresentaram uma 

correlação positiva entre cfDNA do sangue e a idade (JYLHÄVÄ et al., 2011; JYLHÄVÄ et 

al., 2013) e, em outro estudo, pessoas idosas que fizeram exercício físico e tiveram 

suplementação nutricional apresentaram reduções nos níveis de cfDNA no sangue 

(TOSEVSKA et al., 2016), sugerindo mais uma vez que as concentrações de cfDNA em 

biofluidos podem representar processos diferentes no organismo, o que se alinha com a 

nossa observação de que o cfDNA no LCR se mantém constante na faixa etária dos 

nossos pacientes com DA. 

Mostramos de maneira sem precedentes, que o cfDNA está mais elevado no LCR 

do que no plasma em pacientes com DA. Não existem muitos estudos que analisem a 

presença de cfDNA desta maneira e, entre aqueles disponíveis, nossos resultados 

contrastam com o que foi observado por Bratseth e colaboradores. Nesse estudo, os 

pesquisadores analisaram a presença de cfDNA em amostras de soro e LCR de pessoas 

idosas que sofreram uma fratura no quadril, que ficaram acamadas por muito tempo e 
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eventualmente desenvolveram delírio neste período. Diferente do que foi observado no 

nosso trabalho, Bratseth e a sua equipe observaram que os pacientes com delírio 

apresentaram uma maior concentração de cfDNA no soro do que no LCR, independente 

da presença de demência (BRATSETH et al., 2024). Essa discrepância pode refletir 

diferenças nos mecanismos da doença: enquanto o delírio e a inflamação aguda 

envolvem principalmente a ativação imunológica sistêmica, a DA é caracterizada por 

neurodegeneração progressiva e um quadro inflamatório mais crônico. 

Como mencionado anteriormente, a inflamação é um fator relevante na DA, 

considerando a importância que ela tem frente à progressão das mudanças 

neuropatológicas observadas na doença (KINNEY et al., 2018). Por isso, também 

avaliamos as relações entre marcadores inflamatórios e as concentrações de cfDNA dos 

nossos pacientes com DA. Observamos que, em relação às citocinas pró-inflamatórias 

IL-6 e TNF-α quantificadas no plasma, não houve correlações significativas com os níveis 

de cfDNA encontrados tanto no plasma quanto no LCR. Embora na nossa amostra de 

pacientes não achamos uma relação clara entre estes fatores, existem relatos da relação 

do cfDNA com marcadores inflamatórios em outras doenças neurodegenerativas. Por 

exemplo, um estudo observou que pacientes com DP de início precoce associada a 

mutações patológicas apresentaram níveis elevados tanto de IL-6 quanto de cfDNA 

mitocondrial no soro, mostrando a possível relação entre o cfDNA e o ambiente 

inflamatório exacerbado observado em diversas neuropatologias (BORSCHE et al., 2020). 

A presença e acúmulo anormal das proteínas βA42 e tau hiperfosforilada são 

fatores característicos da DA e estas moléculas são atualmente utilizadas como 

biomarcadores clássicos da patologia (QUERFURTH et al., 2010). Nas análises 

realizadas no presente trabalho, não observamos correlações significativas entre as 

concentrações das proteínas βA42, βA40, tau total ou tau hiperfosforilada 181 com os 

níveis de cfDNA no plasma ou no LCR. Embora estas correlações nulas possam refletir 

em parte o tamanho limitado da amostra e o desenho transversal da análise (que já são 

limitações por si só), elas também podem indicar dissociações mecanísticas entre a 

liberação de cfDNA e outras vias moleculares relacionadas à patologia clássica da DA. 

Mais uma vez, é importante considerar que a presença de cfDNA, proveniente de NETs 

ou de outras fontes, pode ser um indicador de diversos estados e estágios de uma 

patologia dependendo do compartimento onde ele foi quantificado e da origem deste 

cfDNA. 
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O declínio cognitivo é uma das características principais de doenças 

neurodegenerativas que podem levar à demência (GADHAVE et al., 2024). No nosso 

estudo, os níveis de cfDNA no LCR apresentaram uma tendência não significativa a se 

correlacionar negativamente com as pontuações do MEEM, sugerindo uma associação 

entre as concentrações de cfDNA do LCR e o declínio cognitivo na DA. Esta observação 

está em consonância com estudos anteriores que relataram concentrações elevadas de 

cfDNA no plasma de pacientes com DA quando comparado com controles (POLLARD et 

al., 2023). Além disso, níveis mais altos de cfDNA genômico no sangue foram associados 

a um risco aumentado de demência em idosos (NIDADAVOLU et al., 2022). No entanto, 

ao contrário do cfDNA do LCR , o cfDNA plasmático em nosso estudo teve uma tendência 

a se correlacionar positivamente com as pontuações do MEEM. Nosso resultado sugere 

ainda que os níveis de cfDNA variam dependendo do fluído e compartimento específicos 

em que é encontrado, possivelmente refletindo que o cfDNA no LCR está mais 

intimamente associado ao comprometimento cognitivo em pacientes com DA. 

O quadro de neuroinflamação crônica presente na DA é um dos principais aspectos 

que contribuem com o progresso da doença, sendo que nas últimas décadas múltiplos 

estudos têm mostrado a importância da inflamação na DA, mediada tanto pelo sistema 

imune periférico quanto por células residentes do SNC (TUPPO & ARIAS, 2005; ZHANG 

et al., 2024). Os componentes da planta da cannabis, como comprovado por diversas 

pesquisas, possuem potentes propriedades anti-inflamatórias (ANIL et al., 2022); por isso, 

neste trabalho decidimos explorar os efeitos que o consumo de extratos da cannabis 

tiveram na presença das citocinas IL-8 e IL-33 no LCR de pacientes com DA que tomaram 

este extrato ao longo de 12 meses. Incrementos na IL-8 no organismo têm sido 

relacionados à progressão da DA (RIGHI et al., 2025)  e, por outro lado, estudos sugerem 

que disfunções na IL-33 podem estar relacionadas a piora na DA, especialmente no 

aspecto cognitivo (LIANG et al., 2020). Um estudo encontrou que a IL-33 possui a 

capacidade de reverter mecanismos patológicos em modelos animais da DA, porém o 

papel desta citocina na doença ainda deve ser investigado (FU et al., 2016). Nosso 

resultado mostrou que o consumo de extrato de cannabis não evitou o aumento dos 

níveis de IL-8 no LCR, porém o aumento observado no grupo placebo foi significativo 

estatisticamente, enquanto o aumento observado no grupo que recebeu cannabis não foi, 

o que pode sugerir que a cannabis conseguiu prevenir, até certo ponto, o incremento 

desta citocina no LCR dos pacientes com DA. Em estudos in vitro, extratos de cannabis 

mostraram capacidade de reduzir a produção de IL-8 em macrófagos estimulados com 
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LPS (ZAIACHUK et al., 2023). Já em estudos clínicos ou in vivo, não há relatos 

publicados que mostrem que extratos de cannabis ou fitocanabinóides isolados diminuam 

as concentrações de IL-8, especialmente no SNC. De maneira interessante, no caso da 

IL-33, existe um estudo mostrando que, em modelos animais da DA, tratamento com CBD 

foi capaz de melhorar a função cognitiva dos camundongos por meio do incremento de  

IL-33 no cérebro (KHODADADI et al., 2021). Nas nossas análises, os níveis de IL-33 não 

mudaram de maneira significativa ao longo do tempo em nenhum dos grupos e também 

não houve diferenças entre os grupos, pelo que não podemos afirmar que a cannabis 

consegue modular as concentrações da IL-33 em pacientes com DA. De maneira geral, 

embora tratamentos com cannabis sejam capazes de reduzir a ação inflamatória em 

diversas patologias, mais estudos são necessários para determinar a sua efetividade na 

inflamação observada na DA e através de quais mecanismos isto acontece. 

No caso do efeito do extrato de cannabis nas quantidades de cfDNA no LCR dos 

pacientes com DA, nossas observações mostraram que houve uma redução nestas 

concentrações, porém foi tanto no grupo placebo quanto aquele que recebeu cannabis, e 

assim não podemos afirmar que este extrato teve algum efeito direto na redução dos 

níveis de cfDNA após seis meses de tratamento. Não existem muitos estudos 

relacionados ao efeito da cannabis na produção e/ou presença de cfDNA em biofluidos. 

Um estudo de 2025 relatou que componentes da cannabis, especialmente o THC, após 

uma administração aguda e por meio da via inalatória, podem levar a uma redução nos 

níveis sanguíneos de cfDNA mitocondrial em pessoas com idade entre 19 e 25 anos. De 

maneira interessante, os autores observaram que, entre os indivíduos do estudo, estas 

reduções nas concentrações de cfDNA mitocondrial somente estavam presentes em 

pessoas que não costumavam consumir cannabis de maneira muito frequente, sugerindo 

que uma tolerância aos efeitos do THC e seus metabólitos pode estar associada ao 

conteúdo de cfDNA mitocondrial no sangue (POWLOWSKI et al., 2025). Como discutido 

anteriormente, o cfDNA possui um amplo potencial como biomarcador em várias 

patologias, porém a especificidade do que a presença desta molécula pode indicar 

torna-se maior quando são realizadas análises para determinar o tipo de cfDNA que está 

presente, assim como a sua origem (liberado em quais células, a partir de quais 

mecanismos, por exemplo). 

Diversas limitações devem ser consideradas no presente estudo. Primeiramente, é 

importante considerar que resultados de ensaios in vitro  são essenciais no entendimento 

de mecanismos de ação, além de proporcionar informação sobre os possíveis efeitos que 
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um tratamento pode ter em pacientes. Porém, é comum que os efeitos observados em 

experimentos in vitro não sejam equivalentes quando testados em modelos animais e/ou 

em humanos. Por isso, os resultados de ensaios com células do nosso trabalho devem 

ser interpretados com a devida cautela e mais estudos são necessários, tanto ao nível 

não-clínico quanto clínico, para compreender com maior profundidade os efeitos dos 

fitocanabinóides nas células endoteliais da BHE e dos neutrófilos. Similarmente, no caso 

das concentrações de cfDNA nas amostras dos pacientes com DA, pesquisas posteriores 

onde seja possível analisar a origem e tipo deste cfDNA trarão novas percepções sobre o 

papel desta molécula na DA. Dificuldades que afetam a progressão eficiente do trabalho 

ocorreram ao longo desta pesquisa; perto do final do primeiro ano de mestrado aconteceu 

uma contaminação com micoplasma nas células HBMECs que, embora resolvido 

corretamente posteriormente, atrasou os experimentos com as células durante três 

meses. De forma similar, a falta de acesso ao laboratório de cultivo que ocorreu no 

segundo ano da pesquisa durante quase seis meses teve um impacto significativo na 

obtenção de resultados. Finalmente, a demora na aquisição de produtos e reagentes 

necessários para a pesquisa criou dificuldades no avanço efetivo dos experimentos. 

De maneira geral, no presente trabalho observamos que, in vitro, fitocanabinóides 

são capazes de inibir a liberação de NETs em neutrófilos de pessoas saudáveis e, ao 

mesmo tempo, induzir a liberação de NETs em neutrófilos de pacientes com DA, 

ressaltando a importância de realizar mais estudos com o objetivo de determinar o 

verdadeiro efeito dos fitocanabinóides sob este mecanismo. Similarmente, observamos 

que o CBD e o THC têm propriedades citotóxicas nas células endoteliais da BHE a partir 

de certas concentrações, pelo que recomenda-se utilizar doses menores a 10 µg/ml 

destes compostos em futuros ensaios. Além disso, também determinamos que um 

tratamento de seis meses com extrato de cannabis não teve nenhum efeito nas 

concentrações de cfDNA no LCR de pacientes com DA. Os níveis do cfDNA do LCR e do 

plasma tiveram correlações muito variadas com diversos parâmetros relevantes da DA, 

mostrando que esta molécula possui um grande potencial como biomarcador na DA. 

Porém, torna-se essencial realizar mais estudos onde seja possível determinar com maior 

certeza a origem e natureza do cfDNA e se, por exemplo, está relacionado às NETs e 

outros marcadores moleculares que estão ganhando relevância na pesquisa da DA. 
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6 CONCLUSÕES 
 

Os resultados deste estudo indicam que o CBD e o THC exercem efeitos 

citotóxicos dose-dependentes em HBMECs, além de modularem de forma distinta a 

liberação de NETs conforme o estado patológico e a idade, enquanto o THC não altera a 

migração celular. Adicionalmente, o cfDNA mostrou-se diferencialmente distribuído entre 

LCR e plasma e associado de maneira distinta a parâmetros clínicos da DA; estas 

conclusões são fundamentadas nos resultados resumidos abaixo: 

 

●​ CBD e THC possuem atividade citotóxica nas HBMECs de maneira dose 
dependente, e os efeitos aparentam estar mediados pelo receptor CB1, no caso do 
THC, e por nenhum dos receptores CB1 ou CB2, no caso do CBD. 

●​ O THC não afeta a migração celular das HBMECs. 
●​ O CBD inibe a liberação de NETs, induzido por PMA, em neutrófilos de pessoas 

saudáveis e o THC induz a liberação das NETs em neutrófilos de pacientes idosos 
com DA, sugerindo diferenças na ação de fitocanabinóides dependendo do estado 
patológico e a idade das pessoas. 

●​ As concentrações de cfDNA no LCR são mais elevadas do que no plasma em 
pacientes com DA. 

●​ O cfDNA no LCR apresentou uma tendência a uma correlação negativa com o 
desempenho cognitivo, sugerindo uma possível relação entre esta molécula e o 
declínio cognitivo na DA. De maneira interessante, o cfDNA do plasma apresentou 
uma relação oposta a esta. 

●​ De maneira geral, os níveis de cfDNA, tanto no LCR quanto no plasma, 
apresentaram relações diferentes com diversos parâmetros da DA, e é importante 
determinar com maior exatidão o tipo de cfDNA que está sendo quantificado e a 
origem do mesmo, para poder analisar com maior certeza seu potencial como 
biomarcador. 
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7 PERSPECTIVAS 
 

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, além das limitações e 

dificuldades encontradas ao longo do mesmo, se dará continuação ao estudo através das 

seguintes abordagens: 

 

●​ Padronizar os procedimentos de produção de NETs e quantificação das mesmas. 
●​ Será testado o efeito do THC na liberação de NETs em neutrófilos de indivíduos 

saudáveis e o do CBD em neutrófilos de pacientes com DA. Neste último ensaio, 
será incluído um grupo controle de idade similar. 

●​ Com alíquotas contendo concentrações conhecidas de NETs, será estudado o 
efeito direto das NETs na viabilidade das HBMECs. Posteriormente, poderá ser 
estudado se os mesmos tratamentos com fitocanabinóides usados neste estudo 
são capazes de inibir o efeito deletério das NETs nas HBMECs. 

●​ Serão testados mais inibidores nas HBMECs (GPR55 e PPARƔ, por exemplo) para 
aprofundar mais o conhecimento sobre as vias de sinalização envolvidas no efeito 
dos fitocanabinóides nas células. 

●​ Similarmente serão utilizados inibidores dos receptores CB1, CB2, GPR55 e 
PPARƔ nos neutrófilos para analisar se os efeitos que os fitocanabinóides tiveram 
na liberação de NETs continuam após o bloqueio desses receptores. 

●​ Para confirmar a presença de NETs nas amostras de biofluidos dos pacientes com 
DA, será padronizado um ELISA que seja específico para DNA de dupla fita e 
proteases das NETs (MPO, elastase, etc.). 

●​ Para avaliar se a presença de DNAses poderia estar relacionada com as 
concentrações detectadas nas amostras dos pacientes, será quantificada a 
concentração desta enzima nas amostras de LCR e plasma dos pacientes com DA. 
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