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ARTIGO ORIGINAL

Avaliac¢ao do papel do sistema canabidiol em um
modelo de lesao renal por isquemia/reperfusao em
animais

Evaluation of the role of the cannabidiol system in an animal
model of ischemialreperfusion kidney injury

RESUMO

nitrito/nitrato. A lesao renal apds isque-

mia/reperfusio pareceu ser independen-

Objetivo: Investigar os cfeitos da te da expressio dos receptores canabi-

administracio de canabidiol em um mo- diol-1 e canabidiol-2, j4 que nio houve

delo de isquemia/reperfusio renal em aumento significante desses receptores

animais. apds a reperfusao.

Métodos: Foi induzida uma lesio Conclusio: O tratamento com ca-

renal, por meio de 45 minutos de isque- nabidiol teve um efeito protetor contra

mia renal seguida por reperfusio. Admi- 2 inflamacio e o dano oxidativo em um

nistrou-se canabidiol (Smg/kg) imedia- modelo de isquemia/reperfusio renal.

tamente aps a reperfusio. Esses efeitos parecem nio ocorrer via

Resultados: A isquemia/reperfu-

ativacio dos receptores canabidiol-1/

siao aumentou os niveis de interleucina canabidiol-2.

1 e fator de necrose tumoral, o que foi
atenuado pelo tratamento com canabi- Descritores: Canabidiol/uso tera-
diol. Além disso, o canabidiol foi capaz péutico; Receptores de canabinoides; Is-
de diminuir o dano oxidativo de lipi- quemia/metabolismo; Traumatismo por
dios e proteinas, mas nio os niveis de reperfusio/metabolismo;  Rim/lesoes;

Inflamacio

INTRODUGAO

A insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma condicio clinica que se caracteriza
por deterioragdo aguda da fungio renal.’ A IRA tem elevada incidéncia e mor-
talidade, principalmente em pessoas mais idosas com doengas cronicas e em
pacientes graves.” Uma das principais causas da IRA ¢ a hipoperfusao renal,
que tem como via final comum a morte das células tubulares.”

Durante a isquemia, ocorre uma resposta inflamatéria. Neutréfilos infiltram
o tecido renal e liberam diversas citocinas, e também estd presente uma vaso-
constri¢ao renal.®) Além disso, ocorrem dano s células tubulares e perda da po-
larizacdo celular,”” que, por sua vez, comprometem o transporte ativo de sédio
e dgua, e sao seguidos pela obstrugio do lume tubular.® Além do mais, ocorre
acumulo de hipoxantina e, apds a reperfusio, seu metabolismo gera a produgao
de espécies reativas de oxigénio (ERO).® Nesse contexto, diversos estudos ten-
taram demonstrar o papel protetor exercido por substincias anti-inflamatérias
na isquemia/reperfusao (I/R).5'%

O canabidiol (CBD) ¢ um composto nao psicotrépico da planta Cannabis
sativa. Diversos dos efeitos farmacoldgicos do CBD sido mediados por sua
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interagdo com receptores canabinoides (CB1 e CB2). A
expressio de CB1 ocorre predominantemente no siste-
ma nervoso central (SNC), enquanto o CB2 ¢é expresso
principalmente nas células imunes. Foi demonstrado que
o CBD ¢ um potente agente anti-inflamatério e exerce
seus efeitos por meio da indugao de apoptose das células
T, inibi¢ao da proliferagao celular, supressao da producao
de citocinas, ¢ inducio de células T reguladoras.?'"'® Além
disto, demonstrou-se que a inibi¢ao dos receptores CB1
pode diminuir a liberacdo de mediadores inflamatérios e
ERO, levando a diminui¢do da morte de células epiteliais
renais."

Considerando-se o grande ndimero de estudos em
animais que demonstraram a importincia da inflama-
¢ao no desenvolvimento da IRA isquémica, e a falta de
opgoes terapéuticas na clinica, hd uma boa justificativa
para se crer que novos agentes anti-inflamatérios podem
ser um importante tratamento adjuvante para a IRA. As-
sim, formulamos a hipétese de que o receptor CB2 estd
suprarregulado durante um modelo de IRA em animais,
e que a administragio de CBD ¢ capaz de diminuir a
inflamacio renal.

METODOS

Foram obtidos ratos Wistar adultos pertencentes a co-
l6nia do biotério da Universidade do Extremo Sul Cata-
rinense (UNESC), em Cricidma (SC). Os animais foram
instalados em gaiolas apropriadas, ficando cinco animais
por gaiola, com alimentos e dgua disponiveis a vontade.
Os animais foram mantidos com ciclos de 12 horas de
luz/escuridao (iluminagio ligada as 7h). Todos os proce-
dimentos experimentais que envolveram animais foram
realizados em conformidade com as diretrizes do National
Institutes of Health (NIH) para cuidados e uso de animais
laboratoriais ¢ em conformidade com a aprovagio do
Comité de Ftica da UNESC, 112/2012.

O firmaco CBD (pureza 99,9%) foi gentilmen-
te fornecido pela THC-Pharm (Frankfurt, Alemanha) e
STI-Pharm (Brentwood, Reino Unido). O CBD foi pre-
parado como suspensio em monooleato de polioxietileno
sorbitano (Tween 80) 2%. A solugio foi preparada ime-
diatamente antes do uso e protegida da luz.

Trinta ratos machos Wistar, com pesos entre 350 e
400g, foram divididos em trés grupos iguais: grupo con-
trole/cirurgia falsa (Grupo 1), I/R renal (Grupo 2) e is-
quemia/reperfusio renal mais CBD (5mg/kg) (Grupo 3).

Os animais foram anestesiados com quetamina (80mg/
kg) e xilazina (20mg/kg) por meio de injecio intraperito-
neal. Apds, foi realizada uma incisio na parede abdominal,
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e o pediculo renal foi dissecado bilateralmente. Os Grupos
2 e 3 tiveram seu pediculo pingado bilateralmente por 45
minutos. No Grupo 1, o pediculo foi manipulado, mas
nao pingado. Imediatamente antes da liberacao do pinga-
mento, administrou-se uma dose de CBD (5mg/kg)"? ou
o mesmo volume de solugao salina, por punc¢io da aorta.
Apds 24 horas, os animais foram sacrificados por decapi-
tagao, e os rins foram extraidos para exames.

As amostras de tecido renal (50mg/mL) foram homoge-
neizadas em brometo de hexadecil trimetil aménio a 0,5%
e centrifugadas. A suspensio foi sonicada, e uma aliquo-
ta de sobrenadante foi misturada a uma solucao 1,6mM
de TMB e 1mM de peréxido de hidrogénio (H,0,). A
atividade de mieloperoxidase (MPO) foi medida por es-
pectrofotometria a 650nm, a 37°C. Os resultados foram
expressos como mU/mg de proteina. A atividade de MPO
foi avaliada como um indicador de infiltracao neutrofilica.

Niveis de espécies reativas de acido tiobarbitirico

As amostras foram homogeneizadas e incubadas em 60
mM Tris-HCI, pH 7,4 (0,1 mM DTPA) e dcido tiobarbi-
tarico 0,73% por 60 minutos a 100°C. Apds, as amostras
foram resfriadas por 15 minutos a 5°C e centrifugadas, e
a absorbéncia foi medida a 535nm. Os niveis de espécies
reativas de 4cido tiobarbittrico (TBARS) foram expressos
como nmol de malondialdeido (MDA) por miligrama de
proteina (nmol.g").1”

As amostras homogenizadas foram precipitadas pela
adigao de 4cido cloridrico e as proteinas foram dissolvi-
das por guanidina (6M). Acrescentou-se 2,4-dinitrofe-
nilhidrazina, e a base de Schiff formada foi mensurada
a 370nm. Os resultados foram expressos como nmol de
carbonil por miligrama de carbonilagio de proteinas.®

As amostras foram misturadas com uma solu¢io de
cloreto de vanadil e reagente Griess. Apds 30 a 40 minu-
tos, determinou-se a absorbancia a 540nm."” Uma solu-
40 padrio de nitrato de sédio foi diluida de forma seriada
(1,6mM a 200mM) e os niveis de nitrito e nitrato (6xidos
de nitrogénio - NOx) foram expressos como mM/mg de
proteina.

Expressao dos receptores CB1 e CB2

O nivel proteico de CB1 e CB2 foi mensurado com
uma técnica Western blotting, com uso de anticorpos es-
pecificos. As amostras foram homogeinizadas em tampao
Laemmli (62,5mM Tris- HCI, pH 6,8, 1% (w/v) sulfato
dodecil de sédio - SDS, 10% (v/v) glicerol), e quantidades
iguais de proteina (30mg) foram fracionadas por eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida - dodecil sédico (SDS-PAGE)



Avaliagdo do papel do sistema canabidiol em um modelo de leséo renal por isquemia/reperfusdo em animais 385

e eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose. A
eficiéncia da eletroforese foi verificada por coloragao de
Ponceau S, e as membranas foram bloqueadas em solu-
¢ao salina com tamponamento Tris (TTBS: 100mM Tris-
HCI, pH 7,5, contendo NaCl 0,9% e Tween 20 0,1%)
com albumina 5%. As membranas foram incubadas por
uma noite a 4°C com anticorpos policlonais de coelho
anti-CB1 e anti-CB2 (1:1000). IgG secundiria anti-IgG
de coelho foi incubada a 1:10.000 por 2 horas e, subse-
quentemente, as membranas foram lavadas em TTBS e a
imunorreatividade foi detectada por quimiluminescéncia,
com uso de quimiluminescéncia amplificada por geragao
elétrica. A andlise densitométrica foi realizada com uso do
programa de computador Image] versao 1.34%. Todos os
resultados sao expressos como proporgio relativa entre o
blot e o contetido imune de beta-actina.

Niveis de citocinas

As concentracbes de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina 1beta (IL-1PB) foram deter-
minadas utilizando um método ELISA (acrdénimo de
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) em um leitor de mi-
croplaca utilizando um kir comercial (Peprotech, Ribeirao
Preto, SP, Brasil).

Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + desvio
padrao. As diferencas entre os grupos foram determinadas
por uma andlise de varidncia de uma via, seguida, quando
apropriado, pelo teste de Tukey. Todas as andlises estatis-
ticas foram realizadas utilizando o programa de compu-
tador Statistical Package for Social Science (SPSS), versao
21.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA). As diferengas foram con-
sideradas significantes quando niveis de p < 0,05.

RESULTADOS

A inflamagio renal foi investigada inicialmente pela
mensuragio da atividade de MPO. Apés a I/R, ocorreu um
aumento nio significante da atividade de MPO no rim, e
os animais tratados com CBD apresentaram um nivel mais
baixo de atividade de MPO em comparacio aos animais
com I/R (F = 4,15; p = 0,03) (Figura 1). Em suporte a
este efeito, os niveis de IL-1f3 e TNF-o foram mais baixos
nos animais tratados com CBD quando comparados aos
animais tratados com solugio salina (IL-1B: F = 548; p =
0,004; TNF-a: F = 8; p = 0,001) (Figuras 2A e 2B).

Como inflamagio e dano oxidativo sio eventos con-
comitantes, avaliou-se o dano oxidativo aos lipidios e as
proteinas. Ambas as mensuragdes demonstraram aumento

— EZ Controle

# B3 Isquemia + solucéo salina
o
1=

BE3lIsquemia + CBD
Figura 1 - Efeitos do tratamento com canabidiol na atividade de mieloperoxidase
apos lesao renal por isquemia e reperfusao. Os animais sofreram cirurgia falsa ou
tiveram o pediculo renal pingado bilateralmente por 45 minutos. Imediatamente
antes de liberar o pingamento, foi administrada uma dose (nica de canabidiol
(5mg/kg) ou solucéo salina. Apés 24 horas, mediu-se nos rins a atividade de
mieloperoxidase. MPO - mieloperoxidase; CBD - canabidiol. Dados expressos como um/mg de

proteinas. * Diferente de isquemia/solucao salina. p < 0,05.
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ap6s I/R (Figuras 3A e 3B). Mais ainda, observou-se di-
minui¢io destes parimetros oxidativos nos animais tra-
tados com CBD (MDA: F = 6,56; p = 0,005; carbonil:
F =20,57; p = 0,0001). Outro importante mediador do
estresse oxidativo e inflamagio foi o éxido nitrico (NO).
A produgio de NO foi determinada de forma indireta pela
quantificacio de NOx. Conforme demonstrado para os
pardmetros de dano oxidativo, houve aumento significan-
te dos niveis de NOx apds a I/R. Em contraste, os animais
tratados com CBD apresentaram niveis de NOx similares
aos animais controle (F = 4,01; p = 0,03) (Figura 4).

Como o CBD apresentou efeitos protetores contra a
IRA neste modelo em animais, realizamos uma caracteri-
zagdo adicional da expressio de receptores canabinoides.
A indugio de I/R nao modificou o padrio de expressio
de CB1 e CB2 (Figuras 5A e 5B). Ocorreu apenas uma
tendéncia & maior expressio de CB1, que nao foi revertida
pelo tratamento com CBD (CBI: F = 2,09; p = 0,174;
CB2: F =3,93; p = 0,94).

DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que o tratamen-
to com CBD apés a lesdo foi capaz de diminuir o dano
oxidativo e a inflamagao dos rins em um modelo I/R em
animais. Nio ocorreu variago significante na expressio
de CB1 e CB2 ap6s a reperfusio, sugerindo que nao hd
uma suprarregulagio da sinalizagio de CBD no desenvol-
vimento da lesdo renal apds I/R, embora o beneficio tera-
péutico tenha permanecido.

A atividade de MPO ¢ proporcional ao dano renal apés
I/R.2Y Além disso, uma vez ocorrido o dano, hd um au-
mento de diversos mediadores inflamatérios. Isso amplifi-
ca a resposta inflamatdria inicial, induzindo a expresso de
o6xido nitrico-sintase induzida (iNOS), que desempenha

Rev Bras Ter Intensiva. 2015;27(4):383-389
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Figura 2 - Efeito do tratamento com canabidiol nos niveis de citocinas apés lesao renal por isquemia e reperfusao. Os animais passaram por cirurgia falsa, ou tiveram
seus pediculos renais pingados bilateralmente por 45 minutos. Imediatamente antes de liberar o pingamento, foi administrada uma dose Gnica de canabidiol (5mg/kg)
ou solucéao salina. Apds 24 horas, foram medidos os niveis de interleucina 1 (A) e fator de necrose tumoral alfa (B) nos rins. IL-1 - interleucina 1; TNF-a. - fator de necrose tumoral alfa;
CBD - canabidiol. Os dados sé@o expressos como pg/mg de proteina. * Diferente do controle; # diferente de isquemia/solucéo salina. p < 0,05.
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Figura 3 - Efeitos do tratamento com canabidiol nos niveis dos parametros de dano oxidativo apds leséo renal por isquemia e reperfusdo. Os animais passaram por
cirurgia falsa ou tiveram seu pediculo renal pingado bilateralmente por 45 minutos. Imediatamente antes da liberagdo do pingamento, foi administrada uma dose Gnica de
canabidiol (5mg/kg) ou solucéo salina. Apés 24 horas, foram mensurados nos rins os niveis de espécies reativas de cido tiobarbittrico (A) e carbonilas de proteina (B).
MDA - malondialdeido; CBD - canabidiol. Os dados s&o expressos como nmol/mg de proteina. * Diferente do controle; * diferente de isquemia/solucao salina. p < 0,05.
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Figura 4 - Efeitos do tratamento com canabidiol nos niveis de nitrito/nitrato apés
leséo renal por isquemia e reperfusao. Os animais passaram por cirurgia falsa ou
tiveram seu pediculo renal pingado bilateralmente por 45 minutos. Imediatamente
antes da liberagao do pingamento, foi administrada uma dose (nica de canabidiol
(5mg/kg) ou solucéo salina. Apés 24 horas, foram mensurados nos rins os niveis
de nitrito/nitrato. CBD - canabidiol. Os dados sdo expressos como pg/mg de proteina. * Diferente do

controle. p < 0,05.

um relevante papel na propagacio da inflamacao e do dano
oxidativo.?'*» Como o sistema CBD foi inicialmente de-
monstrado no sistema nervoso central, existem numerosas
descricoes de um efeito anti-inflamatério do CBD nes-
te contexto.?? Os efeitos sobre 0 SNC parecem ser par-
cialmente dependentes de receptores de adenosina® e
CB2.@9 Apesar disso, alguns dos efeitos anti-inflamatérios
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do CBD parecem ser dependentes de seu efeito antioxi-
dante.?” O CBD afeta os genes classicamente associados
com a regulacdo da resposta ao estresse, como Nrf2, o que
concorda com nossos resultados.

H4 pouca informagao disponivel a respeito dos efei-
tos protetores do CBD fora do sistema nervoso central.
Mais ainda, mesmo os efeitos protetores periféricos do
CBD poderiam ser mediados pelo controle do eixo neu-
roimune.?® No entanto, observou-se recentemente que o
CBD poderia, na verdade, piorar a lesao pulmonar indu-
zida por lipopolissacarideo LPS.*¥ O pré-tratamento com
CBD parece ser capaz de melhorar a fun¢io renal em um
modelo de I/R em animais.”” Aqui, demonstramos, ad-
ministrando o fdrmaco apés a lesdo, que o CBD diminui
o dano oxidativo renal e a inflamacio, em um modelo em
animais, ou seja, com o uso de um modelo mais relevante,
do ponto de vista clinico.

Diferentemente de outros canabinoides, o CBD tem
pouca afinidade com os receptores CB1 e CB2. Os efeitos
anti-inflamatério e antioxidante deste composto podem
ser secunddrios por uma agio direta, ou por eventuais no-
vos receptores diferentes de CB1/CB2.%” Por outro lado,
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Figura 5 - Efeitos do canabidiol nos niveis de CB1 e CB2 apds lesao renal por isquemia e reperfusao. Os animais passaram por cirurgia falsa ou tiveram seu pediculo renal
pingado bilateralmente por 45 minutos. Imediatamente antes da liberacao do pingamento, foi administrada uma dose tnica de canabidiol (5mg/kg) ou solugéo salina. Apds
24 horas, foram mensurados nos rins os niveis de CB1 (A) e CB2 (B). CBD - canabidiol. Os resultados séo expressos como proporgo relativa entre o blot e o imunocontetdo de beta-actina. Ordem das

bandas: duas bandas, controle; trés bandas, isquemia + solugéo salina; trés bandas isquemia + CBD.

hd evidéncias que sugerem que, apesar da baixa afinidade
pelos receptores CB1 e CB2, o CBD antagoniza os agonis-
tas dos receptores CB1/CB2, mesmo em baixas concen-
tragdes.®” Demonstramos que os receptores CB1 e CB2
nao sio suprarregulados apés I/R renal, sugerindo que os
mecanismos de lesdo renal nio sio relacionados com essa
via. Estes achados concordam com a ideia de que o CBD
nao age por via dos receptores CB1/CB2, pelo menos no
contexto da lesao renal.

Demonstramos previamente que o CBD exerce efei-
tos protetores contra a lesdio pulmonar induzida por
LPS, o que foi parcialmente regulado por receptores de
adenosina."” Mais ainda, as acoes anti-inflamatérias de
andlogos de canabinoides, como o NAgly24 e o dcido
ajulémico, foram atribuidas a sua capacidade de promo-
ver a liberagio de 4cido araquidénico livre. Nestes exem-
plos, um resultado desta acdo foi a formacio de lipidios
inflamatérios como lipoxina A4 e 15d-PGJ2.6"%2 Um
mecanismo similar poderia explicar algumas das agoes
anti-inflamatérias do CBD. Foi também identificado que
o envolvimento de receptores A2A poderia infrarregular
as células imunes hiper-reativas, resultando em prote¢ao
dos tecidos de danos inflamatdrios colaterais. Foi também
relatado que o CBD tem a capacidade de acentuar a sina-
lizagao de adenosina por meio da inibi¢ao da captagio e
fornecer um mecanismo de receptor nio canabinoide por
meio do qual o CBD pode diminuir a inflama¢io.®**¥ O
tratamento com CBD atenuou a expressio de NOX4 e
NOX1 induzida por cisplatina, e do consequente estresse
oxidativo renal. Além disso, o CBD também diminuiu a
resposta inflamatéria induzida por cisplatina, a superex-
pressao de iINOS, e a formagio de nitrotirosina.® Os efei-
tos benéficos do tratamento com CBD em um modelo de

lesao hepdtica por I/R em camundongos foram mantidos
em camundongos knockout CB2, e nao foram reduzidos
in vitro por antagonistas de CB1 ou CB2, sugerindo um
efeito independente da ativagao de receptor.!”

Nossos resultados devem ser interpretados a luz de al-
gumas limitagoes. Primeiramente, nio medimos marcado-
res da fungio renal, de forma que nio podemos afirmar
se os efeitos anti-inflamatérios terio um impacto direto
na funcio renal. Apesar disso, como a inflamacao renal se
relaciona de forma préxima com a disfungao, e os efeitos
protetores aqui demonstrados sio robustos, cremos que
esta limitagao seja menos importante. Em segundo lugar,
nao apresentamos uma curva de resposta a dose e ao tem-
po, uma vez que alguns autores demonstraram um efeito
deletério do CBD®” de forma que nio é possivel excluir
um efeito do CBD em uma curva com forma de “U” em
nosso modelo.

CONCLUSAO

O tratamento com canabidiol aparentemente teve
efeito protetor contra a inflamagio e o dano oxidativo em
um modelo de isquemia/reperfusio do rim. Estes efeitos
nao parecem ocorrerem por via de ativagio dos recepto-
res CB1/CB2. Novos estudos, que tratem dos novos ca-
nabinoides e outros receptores, podem ajudar a elucidar
o mecanismo exato de acio do canabidiol em condicées
inflamatdrias, fora do sistema nervoso central.
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ABSTRACT

Objective: This work aimed to investigate the effects of the
administration of cannabidiol in a kidney ischemia/reperfusion
animal model.

Methods: Kidney injury was induced by 45 minutes of
renal ischemia followed by reperfusion. Cannabidiol (5mg/kg)
was administered immediately after reperfusion.

Results: Ischemia/reperfusion increased the IL-1 and TNF
levels, and these levels were attenuated by cannabidiol treatment.
Additionally, cannabidiol was able to decrease lipid and protein
oxidative damage, but not the nitrite/nitrate levels. Kidney

injury after ischemia/reperfusion seemed to be independent of
the cannabidiol receptor 1 and cannabidiol receptor 2 (CB1 and
CB2) expression levels, as there was no significant increase in
these receptors after reperfusion.

Conclusion: The cannabidiol treatment had a protective
effect against inflammation and oxidative damage in the
kidney ischemia/reperfusion model. These effects seemed to be
independent of CB1/CB2 receptor activation.

Keywords:  Cannabidiol/therapeutic  use;

cannabinoid;

Receptors,

Ischemia/metabolism; ~ Reperfusion  injury/

metabolism; Kidney/injuries; Inflammation
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