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RESUMO

O acidente vascular cerebral isquémico (AVCi) ¢ uma das principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo, frequentemente agravado por complicagdes infecciosas, como a
pneumonia. Essas comorbidades intensificam a resposta inflamatoria e o estresse oxidativo,
contribuindo para o agravamento funcional e o aumento das sequelas neuroldgicas. Entre as
estratégias terapéuticas alternativas, o 6leo de espectro completo rico em canabidiol (FSC) tem
sido descrito por suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes em modelos de
neuroinflamacdo. Assim, neste estudo avaliou-se o potencial terapéutico do FSC sobre
parametros comportamentais, inflamatérios e oxidativos em um modelo experimental de AVCi
associado a pneumonia em ratos Wistar. Os animais foram submetidos a oclusdo da artéria
cerebral média (MCAO) por 60 minutos, seguidos de 3 dias de reperfusdo, e posteriormente a
inoculacdo pulmonar com Klebsiella pneumoniae. Os grupos experimentais receberam FSC
(via oral) nos tempos 3 h, 24 h, 48 h e 72 h ap6s a MCAO. Foram avaliados escore neurologico,
variacao de peso e temperatura corporal, além de marcadores inflamatérios (TNF-a, IL-1p, IL-
6, IL-10) e oxidativos (TBARS, MPO, nitrito/nitrato, grupos sulfidrilas e catalase) no tecido
cerebral (hipocampo e cortex frontal) e periférico (pulmao). Os resultados demonstraram que a
pneumonia p6s-AVCi exacerbou a resposta inflamatodria e estresse oxidativo, evidenciada pelo
aumento de MPO, nitrito/nitrato, TBARS, IL-1p, TNF e IL-6 no hipocampo e no pulmao. O
tratamento com 6leo FSC atenuou déficits neuroldgicos, reduziu citocinas pré-inflamatorias e
marcadores oxidativos, aumentou a atividade de catalase e preservou grupos sulfidrilas, com
maior impacto no hipocampo e no tecido pulmonar. Contudo, o FSC ndo restaurou plenamente
os niveis de IL-10. Esses achados indicam o potencial terapéutico do FSC como intervengao
adjuvante para mitigar sequelas sist€émicas e neuroldgicas pos-AVCi associado a pneumonia.

Palavras-chave: AVC isquémico, pneumonia, canabidiol, inflamagdo, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Ischemic stroke (ISC) is one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide, often
worsened by infectious complications such as pneumonia. These comorbidities intensify
inflammatory responses and oxidative stress, contributing to functional deterioration and
increased neurological sequelae. Among alternative therapeutic strategies, full-spectrum
cannabidiol-rich oil (FSC) has been described for its anti-inflammatory and antioxidant
properties in neuroinflammation models. Thus, this study evaluated the therapeutic potential of
FSC on behavioral, inflammatory, and oxidative parameters in an experimental model of ISC
associated with pneumonia in Wistar rats. Animals were subjected to middle cerebral artery
occlusion (MCAO) for 60 minutes, followed by 3 days of reperfusion, and subsequently to
pulmonary inoculation with Klebsiella pneumoniae. Experimental groups received FSC (orally)
at 3 h, 24 h, 48 h, and 72 h after MCAO. Neurological score, changes in body weight and
temperature were assessed, along with inflammatory markers (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10) and
oxidative markers (TBARS, MPO, nitrite/nitrate, sulfhydryl groups, and catalase) in brain
tissue (hippocampus and frontal cortex) and peripheral tissue (lung). Results demonstrated that
post-stroke pneumonia exacerbated the inflammatory response and oxidative stress, as
evidenced by increased MPO, nitrite/nitrate, TBARS, IL-13, TNF, and IL-6 levels in the
hippocampus and lung. Treatment with FSC oil attenuated neurological deficits, reduced pro-
inflammatory cytokines and oxidative markers, increased catalase activity, and preserved
sulthydryl groups, with greater impact in the hippocampus and lung tissue. However, FSC did
not fully restore IL-10 levels. These findings indicate the therapeutic potential of FSC as an
adjuvant intervention to mitigate systemic and neurological sequelae following ischemic stroke
associated with pneumonia.

Keywords: Ischemic stroke, pneumonia, cannabidiol, inflammation, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1  DEFINICAO E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO AVCI

O acidente vascular cerebral (AVC), também denominado acidente vascular encefélico
(TURNER et al., 2021) ou derrame cerebral (SAINI; GUADA; YAVAGAL, 2021a), consiste
na morte abrupta de células cerebrais decorrente da interrup¢do do suprimento de oxigénio ao
cérebro, ocasionada pela obstru¢do ou rompimento de uma artéria cerebral, sendo classificado
em dois subtipos conforme sua etiologia: hemorragico (AVCh) e isquémico (AVCi)
(CORREA-PAZ et al., 2021; XU et al., 2021).

Segundo a American Heart Association (2009), o AVC constitui a principal causa de
incapacidade nos Estados Unidos (SIMS et al., 2020) e representa um importante desafio de
saude publica global. Entre os anos de 1990 e 2010, houve aumento de 26% nas mortes por
AVC, passando de 4,66 para 5,87 milhdes de 6bitos mundialmente (KAMALAKANNAN et
al., 2017), consolidando-o como a segunda principal causa de morte global (SEDOVA et al.,
2021).

Estima-se que uma em cada seis pessoas sofrera um AVC ao longo da vida, resultando
em aproximadamente 13,7 milhdes de novos casos anuais (SU et al., 2020a). Em 2010, os casos
incidentes de AVCi e AVCh no mundo foram de 11,6 e 5,3 milhdes, respectivamente, sendo
que 63% dos AVCi e 80% dos AVCh ocorreram em paises de baixa e média renda (ORNELLO
et al., 2018). Em 2016, o nimero de novos casos aumentou para 13,7 milhdes, e, no mesmo
ano, 5,5 milhdes de mortes foram atribuidas ao AVC, com o AVCi e o AVCh responsaveis por
2,7 milhdes e 2,8 milhdes de Obitos, respectivivamente (SAINI; GUADA; YAVAGAL, 2021b).
No Brasil, entre os anos de 2008 e 2018, foram registrados 28.625 6bitos decorrentes de AVC,
sendo observada uma elevagdo nas taxas de AVCi em homens e mulheres das regides Sul e
Sudeste entre 2011 a 2018 (MORAES BERNAL et al., 2020).

A incidéncia de AVC esté associada a fatores étnicos. Nos Estados Unidos, negros e
hispanicos apresentam maior risco de AVCi quando comparados a caucasianos (MAIDA et al.,
2020). A incidéncia em homens ¢ de aproximadamente 62,8 por 100.000 habitantes, enquanto
em mulheres e de cerca de 59 por 100.000, sugerindo maior acometimento no sexo masculino,
sobretudo em individuos jovens (MAIDA et al., 2020). No entanto, mulheres acima de 75 anos
sdo mais afetadas que homens da mesma faixa etaria (MOZAFFARIAN et al., 2016). Em geral,
o risco de AVC aumenta com a idade, sendo que cerca 75% dos casos ocorrem em pessoas

acima de 64 anos (PRZYKAZA, 2021). Contudo, cerca de um terco dos casos acomete pessoas
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mais jovens, sugerindo que essa patologia ndo restringe ao envelhecimento (MAIDA et al.,
2020).

O AVCi caracteriza-se por um infarto cerebral resultante da interrupgao abrupta do fluxo
sanguineo, ocasionando prejuizo déficit neuroldgico. Esse processo resulta da oclusdo arterial
por trombose ou émbolo, levando a hipdxia neuronal irreversivel e desencadeando uma cascata
de eventos moleculares (SU et al., 2020a). O AVCi corresponde a maioria dos casos de AVC
(CHEN, Z. et al., 2019; XIANG et al., 2020), representando entre 71% (SU et al., 2020a) a 85%
(PANDYA et al., 2011a) dos diagnoésticos, além de constituir um importante problema clinico
e socioeconomico,com custo estimado em 34 bilhdes dolares anuais nos Estados Unidos
(ALQAHTANI et al., 2020). Sua etiologia envolve trombose ou embolia decorrente de
aterosclerose, embolia de origem cardiaca, hipoperfusdo sist€émica ou causas indeterminadas
(Pandya et al., 2011a).

As sequelas do AVCi sdo amplas e afetam diversos dominios funcionais (SCHEPERS
et al., 2007). Complicagdes infecciosas, como pneumonia e infec¢des urindrias, sio comuns
(SHI et al., 2018b), assim como alteragdes emocionais, destacando-se a depressdo como o
transtorno psiquidtrico mais prevalente apos o AVCi, impactando negativamente a reabilitacao
e qualidade de vida (VILLA; FERRARI; MORETTI, 2018). Outros sintomas incluem
ansiedade, irritabilidade, fadiga (KIM, 2016) e distarbios de humor (VITTURI et al., 2021).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO AVCi

A fisiopatologia do AV Ci caracteriza-se por uma interrup¢ao no suprimento sanguineo,
reduzindo abruptamente o fornecimento de oxigénio e nutrientes essenciais a regiao cerebral.
Esse evento resulta na formagdo de um nucleo isquémico irreversivelmente danificado,
circundado por uma area potencialmente recuperdvel denominada penumbra (ABDULLAHI;
TRIPATHI; RONALDSON, 2018; TORRES-QUEROL et al., 2021).

O AVCi pode ser causado pela oclusao de uma artéria cerebral por mecanismos locais,
como trombose ou placas aterosclerdticas (MARTINEZ-CORIA et al., 2021), ou por
mecanismos distais, como émbolos ou codgulos formados em outras regides vasculares que
migram até o cérebro e obstruem artérias principais ou arteriolas penetrantes (CANDELARIO-
JALIL; PAUL, 2021A; MARTINEZ - CORIA et al, 2021). Fatores de risco, como
aterosclerose e fibrilacdo atrial, estdo frequentemente associados a formacao desses codgulos

(CANDELARIO-JALIL; PAUL, 2021B; MAIDA et al., 2022; VIRANI et al., 2020).
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A interrup¢do do fluxo sanguineo cerebral leva ao surgimento de sintomas subitos, como
confusdo, dificuldade na fala, dorméncia e fraqueza dos membros (WOLSKA et al., 2021). Em
nivel celular, o AVCi desencadeia alteragoes metabdlicas, disfun¢ao celular, estresse oxidativo,
reagoes inflamatorias e respostas imunes, culminando na perda da integridade celular e morte
neuronal (LIN, D. et al., 2019; WOLSKA et al., 2021).

A cascata isquémica compreende um conjunto de mecanismos patoldgicos sobrepostos,
ativados imediatamente apds a oclusdo vascular (MARTINEZ-CORIA et al., 2021). Na fase
aguda, observada nas primeiras horas apds o evento, ocorrem inflamacao, formagao de radicais
livres, desequilibrio i0nico, estresse oxidativo e excitotoxicidade, levando a necrose celular e
ao estresse nitrosativo (FAROOQ et al., 2020; ZENG et al., 2019). Durante a fase subaguda,
que abrange os primeiros dias apoés o AVpC, ha liberacdo de citocinas e quimiocinas,
inflamacdo persistente e aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE). J4 a
fase cronica ¢ marcada pela resolucao gradual da inflamacdo e pelo inicio dos processos de

reparo tecidual (FAROOQ et al., 2020).

1.3 MECANISMOS DE ESTRESSE OXIDATIVO NO AVCi

O bloqueio do fluxo sanguineo durante o AVCi desencadeia processos fisiopatologicos
que incluem inflamagao, disfun¢dao da BHE, sobrecarga de calcio, excitotoxicidade e estresse
oxidativo, contribuindo para dano neural (HE et al., 2021). O estresse oxidativo e a atividade
inflamatoria configuram dois eventos iniciais na cascata de lesdo isquémica cerebral,
responsaveis pela ruptura de diversos circuitos neurais (CHEN, H.; HE; CHEN; QI; SHEN,
2020; RANA; SINGH, 2018).

O estresse oxidativo ¢ caracterizado por um desequilibrio entre a elevada produgdo de
EROs e ERNs (JURCAU; ARDELEAN, 2022, HE et al., 2021) e a capacidade limitada dos
sistemas antioxidantes endogenos (SU et al., 2020b). Esse desequilibrio leva ao dano celular,
incluindo disfun¢do endoteliais, resultando na ruptura da BHE, no desenvolvimento de edema
local e no aumento da pressdo intracraniana (PIC), comprometendo a perfusdo dos tecidos
cerebrais (SU et al., 2020b).

As espécies reativas provocam diversos efeitos pro-inflamatorios, como dano endotelial,
recrutamento de neutr6filos, liberacdo de citocinas e comprometimento mitocondrial
(MAYEVSKY; KUTAI-ASIS; TOLMASOV, 2020), que, por sua vez, retroalimentam o
estresse oxidativo (GIUSTINA et al., 2018). As EROs constituem um elo central na lesdo de
isquemia-reperfusdo cerebral (JURCAU; ARDELEAN, 2022), sendo esse um importante
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desafio apos terapia de revascularizacdo, nas quais ocorre dano celular induzido pela reperfusao
(GONG et al., 2017).

O tecido cerebral apresenta elevada sensibilidade ao estresse oxidativo a uma série de
fatores, como baixos niveis de enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e a auto oxidagdo de neurotransmissores,
contribuindo para a sobrecarga de calcio e para a geracao adicional de EROs (COBLEY;
FIORELLO; BAILEY, 2018; JURCAU; ARDELEAN, 2022). Embora a restauracao do fluxo
sanguineo seja necessaria para recuperar o metabolismo aerobico, ela também estimula a
produgdo adicional de EROs, superando a capacidade cerebral de neutralizagdo e ampliando o
dano celular (JURCAU; ARDELEAN, 2022).

No contexto do AVCi, a produgdo exacerbada de EROs ¢ determinante para a lesdao
cerebral, reagindo com d4cidos nucleicos, proteinas e membranas lipidicas, e promovendo
apoptose e morte celular cerebral (SONG et al., 2021). Os debris celulares na area isquémica
ativam vias inflamatdrias ao liberar moléculas capazes de ativar a microglia, astrocitos, células
endoteliais da BHE e, posteriormente, leucdcitos infiltrantes (PRZYKAZA, 2021). A morte
celular ¢ responsavel pelo ntcleo de infarto, regido onde a hipdoxia ¢ mais intensa e leva ao
colapso energético e estrutural (PANDYA et al., 2011b).

Apos isquemia cerebral, a hipoxia e a produgdo excessiva de EROs/ERNs
comprometem a fosforilagdo oxidativa na cadeia respiratdria mitocondrial, promovendo a
despolarizagdo mitocondrial e aumento do nivel de O, (MANZANERO; SANTRO;
ARUMUGAM, 2013). A hipoxia favorece a conversdo de O em EROs. Simultaneamente, o
glutamato extracelular elevado ativa receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), intensificando
o influxo do célcio, o que causa disfungdo mitocondrial e ativa proteases e lipases intracelulares.

Outras enzimas oxidativas, como a xantina oxidase, também contribuem para o aumento
da produ¢do de EROs, gerando O™ e perdxido de hidrogénio (H20:), promovendo lesdo tecidual
e estresse oxidativo (FURUHASHI, 2020). O estresse do reticulo endoplasmatico e do aparelho
de Golgi, desencadeado pelos sinais oxidativos, desestabiliza a homeostase do calcio e
amplifica ainda mais o estresse oxidativo (HE et al., 2021; PRZYKAZA, 2021).

Os mecanismos neuroinflamatorios estdo intimamente ligados ao estresse oxidativo,
contribuindo para a lesdo neuronal na fase aguda da isquemia e para o agravamento do déficit
neurologico, especialmente apos a lesdo de isquemia/reperfusdao (JURCAU; SIMION, 2021).
Embora o foco principal do dano no AVCi seja o tecido cerebral, é crucial reconhecer que o

estresse oxidativo e a inflamag¢do também afetam sistemas periféricos. Regulados pelo eixo
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HPA, pelo nervo vago e pelo sistema nervoso simpatico, estudos mostram que o AVCi induz
respostas periféricas significativas (VIANA et al., 2024).

O tecido cardiaco, por exemplo, pode apresentar maior risco de arritmias associadas ao
estresse oxidativo (CHENG et al., 2017; KIBEL et al., 2020; SEN et al., 2024). O bago,
importante 6rgao imunoldgico, pode sofrer alteragdes estruturais e aumento da apoptose celular
(FU et al., 2024; ZHOU, C. et al., 2024). Além disso, o pulmdo torna-se mais suscetivel a
infeccdes e as lesdes pulmonares agudas (KONG et al.,, 2024; LI et al.,, 2024). Essa
comunicacdo bidirecional entre cérebro e oOrgdos periféricos refor¢a a complexidade
fisiopatologica do AVCi e a necessidade de abordagens terapéuticas que considerem os efeitos
sistémicos.

No que tange ao dano oxidativo, os radicais livres, incluindo as EROs/ERNs,
desempenham papéis cruciais na lesdo de isquemia e reperfusdo. O cérebro ¢ o maior produtor
de radicais livres do organismo, consumindo cerca de 20 do oxigénio corporal total. O aumento
da producao de EROs e ERNs pelos tecidos cerebrais leva a ativacao das cascatas de sinaliza¢ao
celular que amplia a permeabilidade da BHE, promovem edema cerebral, hemorragia,
inflamacao e morte neuronal (SUN et al., 2018).

Os radicais livres sdo moléculas com um elétron livre desemparelhado e alta reatividade
capazes de iniciar reagdes em cadeia que danificam proteinas, lipideos e acidos nucleicos.
Embora estejam presentes em niveis fisiologicos durante a respiracdo celular, suas
concentragdes aumentam significativamente no AVCi. As principais EROs envolvidas na lesao
isquémica incluem o Oy, o radical hidroxila (OH) e H>,O, (KAMTCHUM-TATUENE;
JICKLING, 2019; MEO et al., 2020).

Durante a reperfusdo, a producdo de radicais livres aumenta consideravelmente,
ultrapassando a capacidade dos sistemas antioxidantes. O excesso inicial de EROs na fase
inicial do AVCi deriva da cadeia respiratoria mitocondrial, mas também de outras vias
metabolicas. Com a queda de ATP, os neurdnios acumulam calcio, o que promove
despolariza¢ao mitocondrial e geragdo maci¢ca de EROs. Adicionalmente com a infiltragao de
células imunes e macréfagos durante a neuroinflamacgao, ocorre a ativagdo de Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo Reduzido (NADPH) intensificando ainda mais a producdo de EROs
(KAMTCHUM-TATUENE; JICKLING, 2019 .

O estresse oxidativo também ativa a sinalizagdo da via pré-apoptotica, como a via do
citocromo c, resultando em dano ao DNA, alteragdes proteicas e peroxidagado lipidica durante
a isquemia e reperfusio (ANDRABI; PARVEZ; TABASSUM, 2020; CHEN, W.; LI, 2020;
YANG, J. L.; MUKDA; CHEN, 2018; ZHU, G. et al., 2022).
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Quanto as ERNs mais relevantes, incluem-se o 6xido nitrico (ON) e o peroxinitrito
(ONOO"). O ONOO', um dos principais ERNs citotoxico, ¢ formado a partir da reacdo direta
de NO e O»". Seus derivados podem induzir a nitragdo de proteinas e afetar inimeras vias de
sinalizagdo celular, causando disfun¢ao mitocondrial, danos ao DNA e peroxidagdo lipidica,
contribuindo para neurotoxicidade e apoptose neuronal no cérebro isquémico (RADI, 2018;

WANG, YIJIE; HONG; YANG, 2022).

1.4 NEUROINFLAMACAO E IMUNOSSUPRESSAO APOS AVCI

Como ja descrito, no AVCi a perfusdo sanguinea para o cérebro ¢ drasticamente
reduzida. No infarto cerebral, quando o fluxo sanguineo diminui entre 10%-25% em relagdo ao
normal, as células nervosas sofrem danos irreversiveis e, por vezes, morte celular. Nesse
contexto, as células de defesa do tecido liberam fatores inflamatérios; isto €, as regides lesadas
desencadeiam cascatas inflamatorias na tentativa de remover o dano e recuperar o tecido.
Entretanto, a magnitude dessa resposta depende da gravidade da lesdo, do tamanho do infarto
e da area afetada, de modo que frequentemente as cascatas nocivas predominam sobre os
processos de reparo, perturbando o equilibrio do microambiente celular e levando a ativagao de
vias deletérias (SEKERDAG; SOLAROGLU; GURSOY-OZDEMIR, 2018; ZHU, H. et al.,
2022).

A neuroinflamagdo e o estresse oxidativo constituem processos patoldgicos centrais €
criticos no AVCi, mediando dano neuronal, disfuncdo na BHE e transformagao hemorragica
(CHEN, H.; HE; CHEN; QI; SHEN et al., 2020). O esgotamento energético e a hipoxia
decorrente da isquemia cerebral aguda ndo apenas ativam o sistema imunologico, como também
induzem a infiltragdo e o acimulo de células imunes periféricas. A diapedese dessas células
periféricas para o Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ controlada pela BHE e regulada por células
imunes e endoteliais (ANSARI; GAVINS, 2021; AO et al., 2018).

A isquemia cerebral focal pode estimular a ativacdo generalizada e dinamica de
citocinas inflamatorias (TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-2), quimiocinas (MCP-1, MIP-2, 1P-10) e
receptores de quimiocinas (CCR1, CCR2, CCR7 e CCRS) no sistema imunoldgico periférico.
Neutréfilos, macrofagos, mondcitos, células natural killer, células dendriticas e linfocitos
participam do processo de lesdo cerebral isquémica (CHEN, H.; HE; CHEN; QI; SHEN et al.,
2020; ZHU, H. et al., 2022). Contudo, quem coordena o perfil neuroinflamatorio € a ativagao
da micréglia, que promove o recrutamento dos neutréfilos circulantes, mondcitos e linfocitos

do SNC, potencializando a resposta inflamatoria (TSUYAMA et al., 2018). Consequentemente,



20

a resposta inflamatoria desempenha um papel critico na ocorréncia do AVCi, agravando o dano
cerebral e causando uma grave disfungao cerebral (ZHOU, Y. et al., 2022).

A microglia, principal célula imune residente no parénquima encefalico, ¢ a primeira a
der ativada apds lesdes decorrentes de AVCi. Suas principais citocinas pro-inflamatorias
secretadas sao IL-1B, IL-6 e TNF. A inflamacao sist€émica elevada observada no AVCi esta
parcialmente mediada pela IL-1 . Na fase aguda, o aumento dessa citocina contribui para um
processo inflamatorio prejudicial, associado a regulagdo positiva de IL-6, TNF e quimiocinas
nos astrocitos; ao aumento de moléculas de adesao e infiltragao de leucocitos; a inibi¢ao da
neurogénese; a reducdo do fluxo sanguineo por agdo nas células endoteliais; e a diminui¢ao da
integridade da BHE, culminando em piores desfechos. A IL-1p também estimula a ativagdo e
proliferagdo de astrdcitos, levando a hiperplasia de astrocitos, uma resposta tipica a lesdo
cerebral. Assim, ¢ considerada uma das citocinas pré-inflamatérias mais importantes na
fisiopatologia do AVCi (ZHU, H. et al., 2022).

Outra citocina de grande importancia ¢ a IL-6, cuja elevagdo decorre da acdo da IL-1f
em decorréncia da isquemia e hipoxia, promovendo a producdo de proteinas de fase aguda,
intensificando o perfil inflamatorio e favorecendo o recrutamento de leucdcitos (SU, J. H. et
al., 2021). Portanto, a IL-6 ¢ considerada um fator preditor para o prognostico ¢ gravidade do
AVCi (JENNY et al,, 2019; YAO et al., 2019).

Complementarmente, destaca-se a citocina com perfil anti-inflamatério I1L-10, cujos
efeitos inibitorios sobre células imunes desempenham papel essencial na atenuacdo dos danos
causados pelo AVCi. Sua agdo reduz a inflamacdo e limita a apoptose, de modo que niveis mais
baixos de IL-10 estdo associados a piores desfechos (CHI et al., 2021; KUMAR et al., 2016;
SCOTT, VAN et al., 2000).

Entre as citocinas estudadas no AVCi, o TNF se destaca por seu perfil pro-inflamatoério.
Em pacientes acometidos, a microglia ativada e os astrocitos liberam altos niveis dessa citocina,
considerada téxica por prejudicar a transmissdo sinaptica e a plasticidade envolvidas em
processos de aprendizagem e memoria, sendo um sintoma central apos o evento isquémico.
Portanto, niveis elevados de TNF estdo associados a maiores déficits neuroldgicos e piores
resultados terapéuticos, sendo considerado um marcador de fator de risco e da taxa de
sobrevivéncia (DUAN et al., 2022; LASEK-BAL et al., 2019).

Assim, da mesma forma que o sistema imune periférico pode responder a ativacao
imune central AVCi, o insulto cerebral pode modular a resposta imune periféria (COLLINS;
SURETTE; BERCIK, 2012). O surgimento de infeccdo sistémica apos dano cerebral agudo

pode refletir reducao da competéncia imunoldgica mediada pelo SNC, como descrito em
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individuos com tumores cerebrais, epilepsia ou traumatismo cranioencefalico
(WOICIECHOWSKY et al., 1998; DERISI et al., 1997).

Nesse sentido, a imunossupressao periférica pés AVCi, reconhecida como um dos
principais contribuintes para infecg¢des, € caracterizada por linfopenia e comprometimento da
funcdo dos monocitos, tornando o individuo vulneravel a uma ampla variedade de patdégenos
(GIEDE-JEPPE et al., 2016a; SHI et al., 2018a; VAGHI et al., 2024). Estudos pré-clinicos e
clinicos mostram que monocitos, células dendriticas e células T reguladoras aumentam a
secrecdo de IL-10 apdés o AVC, bloqueando a resposta pro-inflamatoria. Além disso,
neuroenddcrinos, como a hiperativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS), participam da
imunossupressdo apds o AVCi (CATANIA et al., 2009). A ativagdo dos terminais nervosos
adrenérgicos induz a secre¢do de catecolaminas pela glandula adrenal e por terminais nervosos
em Orgdos periféricos, que agem por meio de receptores B-adrenérgicos em células imunes,
reduzindo TNF e aumentando IL-10 (WONG et al., 2011, SAMARY et al., 2016). Além disso,
a elevacdo da dopamina e estimulo dos receptores D1 e D2 apds o AVCi resulta na diminui¢ao
da expressdo de Fator Nuclear kappa B (NF-«B) e, consequentemente, diminuem a produgao
de citocinas pro-inflamatorias, com efeitos dependentes do tempo (ABRAHAM; ARCAROLI;
SHENKAR, 2001; YANG, M. et al., 2003).

O eixo HPA também contribui para esse processo: citocinas pro-inflamatdrias sao
detectadas pelo hipotdlamo, induzindo secrecdo excessiva de glicocorticoides apos o AVCi
(EMSLEY et al., 2003). Esses hormonios comprometem a funcionalidade de células T,
reduzindo a producao de IFN-y e induzindo a apoptose, e de mondcitos, promovendo a secrecao
de IL-10. Esses efeitos podem explicar, em parte, a apoptose de linfoécitos e linfopenia
observadas no AVCi (PRASS et al., 2003).

Outro mecanismo relevante envolve o nervo vago na modulagdo da inflamagao cerebral
e sistémica, por meio da liberagdo de noradrenalina e ativagdo da via anti-inflamatéria
colinérgica (WANG, YUE et al., 2021). Esse efeito decorre do estimulo eferente do nervo vago
sobre o receptor nicotinico da acetilcolina a7 (nAChRa7), ativado apos o AVCi (CAI et al.,
2014). Macrofagos e células epiteliais alveolares expressam a7nAChR (MAOUCHE et al.,
2009), e essa modulagdo pode alterar a resposta imune no tecido pulmonar (SANTOS et al.,
2011). Além disso, tecidos hipoperfundidos tornam-se necroticas e liberam Padroes
Moleculares Associados ao Dano (Damage-Associated Molecular Patterns - DAMPs), como
o HMGBI, induzindo expansdo de monocitos com perfil M2 e contribuindo para a
imunossupressdo na fase subaguda, predispondo os individuos & pneumonia (WALTER;

DONAT, 2007). O bloqueio da sinalizagdo do receptor para produtos finais de glicacao
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avancada (RAGE), um dos receptores de HMGBI, reverteu a imunossupressao e restaurou a
ativacao de linfécitos em um estudo experimental (LIESZ et al., 2015). Foi sugerido, ainda, que
essa pode representar resposta adaptativa a lesao cerebral aguda, limitando a inflamacao no
cérebro ou reduzindo reagdes autoimunes contra neuroantigenos (ENGEL et al., 2015).

Assim, individuos com AVCi que necessitam de tratamento em unidade de terapia
intensiva (UTI) devido a gravidade da doenca tém um mau prognéstico € sdo propensos a
diversas complicacdes funcionais e neurologicas (SEBASTIAN; STEIN; DHAMOON, 2019;
URRA; PLANAS, 2007). Entre os desencadeantes de tais complicagdes, estdo as infecgdes pos-
AVCi, onde as taxas podem chegar a 33% nas isquemias cerebrais (ZHENG et al., 2017). Além
de prolongar a internagdo hospitalar, as infec¢des sdo um fator de risco estabelecido (ROCCO
et al., 2013) e responsaveis por aproximadamente 20% das mortes e elevada morbidade
(GIEDE-JEPPE ET AL., 2016B), tendo em vista que o efeito imunossupressor do dano cerebral
possui um papel importante nesse processo (SHI et al., 2018a; SHIM; WONG, 2018).

1.4.1 Infeccbes pos-AVCi

Individuos que sofreram AVCi apresentam maior susceptibilidade a infecgdes, sendo a
pneumonia, infec¢do do trato urinario (ITU) e a sepse as doengas mais prevalentes entre
pacientes internados em UTI (SHIM; WONG, 2018; ZAID et al., 2019). Nesse cenario, a
interagdo mecanicista entre 0 AVCi e essas doengas torna-se de grande relevancia para pesquisa
cientifica. A pneumonia ¢ definida como uma doenca inflamatéria aguda, de causa infecciosa,
que acomete os espagos a€reos pulmonares, podendo ser provocada por virus, bactérias ou
fungos (SPUR; RAO, 2018). Ela pode ser classificada de acordo com o local de seu surgimento:
pneumonia adquirida na comunidade e pneumonia associada a assisténcia a saude, incluindo
ambientes hospitalares, procedimentos médicos ou instituigdes de longa permanéncia
(OLIVEIRA et al., 2021).

Como visto, a pneumonia esta entre as complicagdes médicas mais comuns apds o AVCi
(ROBBA et al., 2019), com incidéncia de até 47,3% (ANUPAMA UPADYA, NATALYA
THOREVSKA, KANAGA N SENA, CONSTANTINE MANTHOUS, 2004). Um estudo
demostrou que 10% das mortes nos primeiros dias de internacdo por AVCi sdo atribuidas a
pneumonia (KATZAN et al., 2012). Neste mesmo estudo, verificou-se que a ocorréncia de
pneumonia apds o AVCi aumenta em até trés vezes a probabilidade de mortalidade.

Embora muitas infec¢gdes em ambiente hospitalar p6s-AVCi ocorram principalmente

nos primeiros 7 dias de internacdo (BRAMER et al., 2019; MAIER et al., 2018), estudos
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também apontam que infec¢des entre 14 a 30 dias apos o evento isquémico, estdo associadas a
uma maior mortalidade (FINLAYSON; KAPRAL; HALL, 2013; ULM et al., 2012).
Considerando um periodo ainda mais extenso, um estudo multicéntrico internacional (ENOS;
Investigators, 2015) analisou eventos adversos graves até 90 dias ap6s a randomizagao,
incluindo infec¢des frequentes como pneumonia e [TU, e identificou associacdo entre infecgdes
p6s-AVCi e maior mortalidade ou dependéncia funcional aos 90 dias. Assim, infecgdes tardias
sdo tao prejudiciais quanto as de inicio precoce (LEAROYD et al., 2018).

Entre os patdégenos mais frequentemente isolados na pneumonia pds-AVCi destacam-
se Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa, com énfase para K. pneumoniae devido a sua associacdo com
infeccoes respiratorias graves, elevada morbidade e resisténcia antimicrobiana (JI et al., 2014;
WESTENDOREP et al., 2011).

Além do comprometimento do trato respiratorio, evidéncias recentes apontam o
intestino como fonte importante de infec¢do pds-AVCi. Estudos experimentais demonstraram
que o AVCi induz disbiose intestinal, aumento da permeabilidade da barreira epitelial e
translocagdo bacteriana, favorecendo a disseminagdo sist€émica de microrganismos e
contribuindo para sepse e pneumonia em individuos com lesdo cerebral isquémica (CRAPSER;
RITZEL; VERNA et al., 2016; SINGH et al., 2016; STANLEY et al., 2016). Essa interacao
bidirecional entre cérebro e intestino, frequentemente denominada eixo intestino-cérebro-
pulmao, refor¢a que as complicagdes infecciosas apds o AVCi ndo decorrem apenas de fatores
locais, como a disfagia e a broncoaspiracdo, mas também de mecanismos sistémicos mediados
pela resposta imune e pela microbiota intestinal.

Quanto ao comprometimento neurologico tardio, estudos em modelos animais de
doengas neurodegenerativas demonstraram que a inflamagdo periférica pode reativar a
microglia (PERRY; HOLMES, 2014). E possivel que fendmeno semelhante ocorra em
pacientes com AVCi que desenvolvem infeccdes, especialmente quando estas surgem em fases
posteriores, periodo no qual as respostas inflamatorias iniciais decorrentes do AVCi ja estao
em resolucao.

Neste contexto, terapias moduladoras, como do canabidiol (CBD), que demonstrou
efeito protetor inclusive sobre a permeabilidade intestinal apos modelo experimental de AVCi
(SOUZA STORK, DE et al., 2025), podem auxiliar na melhora ndo apenas de parametros
neuroinflamatorios, mas de todo o estado clinico geral dos pacientes (CHIDAMBARAM et al.,
2022; PEH et al., 2022).
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1.4.2 Sistema Endocanabinoide

O sistema endocanabinoide (SEC) ¢ um complexo sistema bioldgico e molecular
descrito inicialmente por Allyn Howlett e W.A. Devane em 1988, ap0s a elucidagao da estrutura
do A9-tetrahidrocanabinol (THC) por Raphael Mechoulam em 1964. Atua como um sistema de
comunicagdo intercelular fundamental na regulacdo de diversos processos fisiologicos,
incluindo memoéria, inflamagdo, nocicepgao, transmissao sinaptica, apetite e termorregulagao.
Esses efeitos ocorrem por meio da interacdo com sistemas neuroldgicos e enddcrinos,
envolvendo receptores, ligantes enddgenos e enzimas responsaveis pela sintese e degradacao
dos canabinoides endoégenos (ESTRADA; CONTRERAS, 2020; VICENTE-ACOSTA et al.,
2022a).

Os canabinoides sdo classificados em trés grupos: endocanabinoides, fitocanabinoides
e canabinoides sintéticos (SCHURMAN et al., 2021). O SEC envolve principalmente os
receptores CB1 e CB2, ativados por endocanabinoides anandamida (AEA) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), cujas principais enzimas reguladoras sao a FAAH e a MAGL.
Esses receptores também podem ser ativados por fitocanabinoides ou compostos sintéticos
(COORAY; GUPTA; SUPHIOGLU, 2020a; KARIMIAN AZARI; KERRIGAN;
O’CONNOR, 2020). Assim, o SEC nao constitui um sistema isolado, ele interage com diversas
vias de sinalizagdo e participa de processos multifuncionais (LU; MACKIE, 2021).

O receptor CB1 (CB1R), altamente expresso em neurdnios pré-sinapticos do SNC e
também em células gliais, modula a liberagdo de neurotransmissores e medeia os efeitos do
THC (LEO; ABOOD, 2021). O receptor CB2 (CB2R), inicialmente associado a células imunes,
¢ encontrado na microglia, astrocitos e oligodendrdcitos, apresentando expressao significativa
no tecido cerebrak (ESTRADA; CONTRERAS, 2020). Ambos os receptores modulam
mecanismos relacionados a dor, especialmente em condi¢des cronicas como fibromialgia, no
qual o uso de Cannabis e derivados tem demonstrado resultados promissores em modelos pré-
clinicos e clinicos (BOURKE et al., 2022).

Evidéncias experimentais demonstram que a inibicdo de CB1 pode exercer efeitos
neuroprotetores em modelo de oclusdo da artéria cerebral média (MCAO), reduzindo a morte
neuronal. Por outro lado, a ativagdo de CB2 apresenta propriedades anti-inflamatérias e
neuroprotetores, diminuindo o volume do infarto, enquanto seu bloqueio intensifica os déficits
sensorio-motores (KOLB et al., 2019a). Em condicdes fisioldgicas, a expressao de CB1 ¢ baixa,

mas aumenta em situagdes patologicas, como o AVC.
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No contexto do AVC, alteragdes na sinalizacdo endocanabinoide estdo associadas a
fatores de risco como obesidade, resisténcia a insulina, insuficiéncia cardiaca e aterotrombose
(SCHARF; EBBERT, 2020). Modelos experimentais mostram que agonistas de CB2R, como
HU308 e AMI1241, reduzem a inflamagao cerebral, o tamanho do infarto e os déficits
neurologicos quando administrados precocemente, mas nao apos o estabelecimento da lesao
(SULTANA et al., 2021; YU, S.-J. et al., 2015).

O SEC também esta presente no endotélio microvascular cerebral, participando da
regulacdo da BHE. Sua ativacdo influencia a plasticidade sinaptica, a nocicep¢do ¢ a
neurotransmissdo (HAGAN; VARELAS; ZHENG, 2022), além de exercer -efeitos
neuroprotetores em doengas neurodegenerativas, como a doenga de Parkinson, na qual ha
reducdo da expressdo de CBIR (AMENTA et al., 2014; ZARRUK et al., 2012).

Além de seu papel neuronal, o SEC desempenha fun¢do moduladora essencial em
células gliais. A ativagdo da microglia apds o AVC pode comprometer circuitos neuronais por
meio da degradacdo sindptica; entretanto, receptores canabinoides modulam essas respostas,
influenciando também astrocitos e oligodendrdcitos, que sofrem alteragdes significativas apos
isquemia (CHEN, A. Q. et al., 2019; JIMENEZ-BLASCO et al., 2020). Dessa forma, a
modulag¢do do SEC desponta como alvo terapéutico promissor para intervengdes em doengas

cerebrovasculares e neurodegenerativas.

1.4.3 Utilizacio de fitocanabinoides na terapia pos AVCi

As mudancas recentes na regulamentacdo da Cannabis em diversos paises
impulsionaram um interesse renovado no seu uso medicinal. Embora conhecida ha séculos,
apenas nas ultimas décadas seus potenciais beneficios passaram e receber maior destaque
cientifico e clinico. Os fitocanabinoides, compostos bioativos da planta, apresentam efeitos
relevantes no SNC e configuram-se como alternativas promissoras no tratamento de doencas
neuropsiquiatricas (LEE et al., 2018; MOHAMED et al., 2022; PAGANO et al., 2022).

A Cannabis sativa contém mais de 550 compostos quimicos, incluindo mais de 140
fitocanabinoides e mais de 100 terpenos aromaticos. Entre os principais componentes
destacam-se o THC e o CBD, amplamente estudados em condi¢cdes como dor, ansiedade,
epilepsia, transtorno de estresse pos-traumatico e doengas neuroldgicas (KOPUSTINSKIENE
et al., 2022; WENGER et al., 2022).

O THC ¢ o principal constituinte psicoativo da C. sativa, atuando como agonista parcial

do receptor CB1. Apresenta efeitos sobre comportamento, nocicep¢do e apetite, além de
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propriedades anti-inflamatorias, antitumorais e antieméticas. Contudo, também ¢ responsavel
por efeitos psicotropicos e potencial aditivo (CALABRESE; RUBIO-CASILLAS, 2018;
POYATOS et al., 2020).

O CBD, responsavel por cerca de 40% dos constituintes ativos, € ndo psicoativo e se
destaca por propriedades anti-inflamatorias, imunomoduladoras e analgésicas, podendo atuar
direta ou indiretamente sobre CB1 e CB2. Uma vantagem importante ¢ sua lipofilicidade, que
favorece a rapida penetracdo na BHE (DEIANA et al., 2012; ATALAY et al., 2020).

Os fitocanabinoides apresentam perfil de agdo multialvo, modulando neurdnios,
micréglia, astrécitos, oligodendrocitos e células precursoras neurais ¢ a BHE. Essa versatilidade
permite reduzir a excitotoxicidade por meio do receptor CBI, limitar a neuroinflamagao via
receptor CB2 e promover suporte trofico e metabolico aos neurdnios. Além disso, esses
compostos atuam em vias de sinalizacao independentes dos receptores canabinoides, incluindo
o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), o NF-kB e o receptor ativado por
proliferadores de peroxissomos (PPAR), modulando estresse oxidativo, inflamacdo e
suprimento sanguineo cerebral (FERNANDEZ—RUIZ; MORO; MARTINEZ-ORGADO,
2015a).

Estudos relatam beneficios dos fitocanabinoides em condigdes neurodegenerativas: na
doenca de Alzheimer, reduzem neuroinflamagdo, reatividade astrocitica e déficits cognitivos;
na doenca de Parkinson, atenuam a morte de neuronios dopaminérgicos ¢ melhoram déficits
motores; e na esclerose multipla, diminuem a infiltragdo linfocitaria e espasticidade (PAES-
COLLI et al., 2022). No contexto de AVCi, meta-analises apontam os canabinoides como
agentes neuroprotetores capazes de reduzir o volume do infarto, aumentar o fluxo sanguineo
cerebral, atenuar a gliose e modular respostas imunolégicas (ENGLAND et al., 2015; CHOI;
MOU; SILVA, 2019). Fitocanabinoides como THC e CBD apresentam efeitos pos-insulto,
promovendo melhora funcional, redugdo de edema e estabilizagdo da BHE (FERNANDEZ-
RUIZ; MORO; MARTINEZ-ORGADO, 2015b). Outros compostos, como a cannabidivarina
(CBDV) e o cannabigerol (CBG), demonstraram prote¢ao em modelos de hipoxia/reoxigenagao
de células endoteliais, astrocitos e pericitos, sugerindo um papel importante na preservagao da
BHE (VICENTE-ACOSTA et al., 2022b).

Particularmente, o CBD mostrou eficicia em modelos de isquemia cerebral, prevenindo
deficits cognitivos e emocionais, reduzindo neurodegeneracdo hipocampal e preservando
substancia branca, além de aumentar niveis de BDNF (MORI et al., 2017a). Seus efeitos
neuroprotetores envolvem antagonismo funcional ao receptor NMDA via sigma-1, modulagado

do canal TRPV2 e aumento do fluxo sanguineo cerebral mesmo quando administrado
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tardiamente apds o evento isquémico (RODRiGUEZ-MUNOZ et al.,, 2018; KICMAN;
TOCZEK, 2020a; LANA et al., 2022).

Portanto, ainda que nos ultimos anos o interesse cientifico e clinico pelos derivados da
C. sativa, como o CBD e o THC, tenha crescido substancialmente, evidéncias indicam que o
estudo do extrato full-spectrum (FSC) de C. sativa, que contém ndo apenas CBD, mas também
THC em baixas concentracdes, além de outros canabinoides menores, terpenos e flavonoides,
pode oferecer vantagens significativas em relagdo aos compostos isolados. Essa superioridade
¢ explicada pelo chamado efeito entourage, no qual a interagdo sinérgica entre multiplos
constituintes da planta potencializa a eficacia terapéutica e amplia o espectro de alvos
farmacoldgicos (RUSSO et al., 2019).

Do ponto de vista farmacoldgico, essa diversidade de compostos permite uma atuacao
multimodal sobre diferentes mecanismos envolvidos em condi¢des complexas como o AVCi,
abrangendo a reducdo da excitotoxicidade, a modulacdo da neuroinflamagdo, a prote¢ao da
BHE ¢ a melhora da microcirculacdo cerebral. Estudos indicam que o FSC pode ser mais
potente do que o CBD isolado, mantendo perfil de seguranga favoravel e apresentando curva
dose-resposta mais estavel, evitando a perda de eficacia em doses elevadas observada no uso
exclusivo de CBD (PAMPLONA et al., 2018).

Adicionalmente, aspectos farmacocinéticos reforcam essa vantagem: a presenca de
THC e de outros compostos no FSC demonstrou aumentar a biodisponibilidade oral do CBD,
melhorando sua absor¢ao intestinal e reduzindo mecanismos de efluxo, resultando em maior
exposicdo sistémica e potencial terapéutico ampliado (BRUNETTTI et al., 2023). Terpenos
como o B-cariofileno e o mirceno, por exemplo, possuem propriedades anti-inflamatérias e
ansioliticas proprias, além de modularem a agao dos principais canabinoides, conferindo maior
complexidade e robustez ao efeito final (NUUTINEN, 2018).

Nesse sentido, estudar o FSC representa uma abordagem mais proxima da realidade
clinica, visto que a maior parte dos pacientes utiliza formula¢des de amplo espectro, e ndo
moléculas isoladas. Estudos recentes demonstraram os efeitos do FSC em modelo de isquemia
cerebral induzida por MCAO em ratos. Os resultados mostraram que o tratamento com FSC
promoveu melhora significativa nos déficits neuroldgicos e reducdo do volume de infarto.
Observou-se ainda diminuicdo da permeabilidade intestinal, da inflamag¢do pulmonar e do
estresse oxidativo, bem como modulagdo do eixo HPA, com redugdo dos niveis séricos de
corticosterona. Em especial, o pulmao e o intestino mostraram-se altamente responsivo ao
tratamento, sugerindo um papel central do FSC na prevencdo de complicagdes sistémicas pos-

AVCi (STORK et al., 2025).
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Sendo assim, considerando que o FSC exerce uma fun¢do neuroprotetora pos-AVCi e
atenua alteragdes periféricas, torna-se fundamental avaliar seus efeitos em curto e longo prazo,
especialmente diante da susceptibilidade a infecgdes, como a pneumonia, ¢ de suas

consequéncias, entre elas a potencializagao do dano neurologico (STORK et al., 2025).



29

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento com 6leo de espectro completo rico em canabidiol
(FSC) sobre a resposta oxidativa, inflamatdria e parametros sist€émicos em modelo experimental

de pneumonia secundaria ao AVCi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do tratamento com extrato FSC sobre escore neuroldgico, variagao de
peso corporal e temperatura, em ratos submetidos a pneumonia ap6s o AVCi;

e Avaliar os efeitos do FSC sobre o tamanho do bago de ratos submetidos a pneumonia
ap6s o AVCi;

e Analisar o impacto do FSC sobre marcadores de estresse oxidativo em estruturas
cerebrais e periféricas de ratos submetidos a pneumonia apds o AVCi;

e Investigar os efeitos do FSC nos niveis de citocinas pr6é e anti-inflamatérias em

estruturas cerebrais e periféricas de ratos submetidos a pneumonia apds o AVCi.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental pré-clinico com modelo animal de isquemia/reperfusao (I/R),
conduzido com ratos Wistar submetidos a MCAO, seguida por indu¢do de pneumonia
bacteriana. As analises foram realizadas para investigar parametros neurocomportamentais,

inflamatoérios e oxidativos apos o tratamento com FSC.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

A indugdo de isquemia e reperfusdo foi realizada na Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) em Criciima/Santa Catarina, em parceria com o Laboratdrio de Doencas
Cerebrovasculares. Os animais foram anestesiados com anestesia inalatoria a partir do
medicamento isoflurano (Cristalia, Brasil) (1 L/min de Oz e 1 L/min O; ambiente), € mantidos
sob anestesia utilizando o fluxo de 1 — 2% de isoflurano com vaporizador de kit de anestesia
(Hipnos 50 1, Previtch, Brasil). Foram utilizados os equipamentos conforme segue: aparelhos
de anestesia inalatoria completo (kit de anestesia (Hipnos 50 1, Previtch, Brasil), instrumentos
cirargicos, colchdes térmicos, foco cirtirgico (Prevtech, Brasil) e balanga digital (SF- 400,
Brasil) e balanca eletronica de precisao (Marte cientifica, AD3300). Para oclusdo da artéria
cerebral média, o monofilamento revestido de silicone de 0,23 mm (6.0) (Doccol, Redlands,
CA). Suturas com fio nylon 3.0 (SHALON, Brasil). No pés-operatorio NaCl 0,9% (Eurofarma,
Brasil) e D500® (ZOETIS, BRASIL).

Os testes bioquimicos e andlises de tecidos cerebrais e periféricos também foram
realizadas em parceria com o Laboratorio de Doengas Cerebrovasculares. Para o volume do
infarto utilizou-se matriz para cortes de encéfalo (HM 450, Thermo Fischer, Houston, Texas,
EUA) com reagentes de estabilizagdo, corante e fixacdo da Sigma (Sigma, St. Louis, EUA). As
amostras de tecidos cerebrais e periféricos foram removidas, isoladas em gelo seco e
armazenadas a menos 80 °C para as analises bioquimicas. A quantificacdo das analises de dano
lipidico, dano proteico, infiltrado de neutrofilos, presenca de NO e atividades das enzimas
antioxidantes foram mensuradas por espectrofotometro (Hitachi 650-40, Japao) de acordo com
as recomendacdes do fabricante. O protocolo para avaliacdo do estresse oxidativo inclui a
utilizacao de equipamentos: balanga (Bel, S203H, e M280, Brasil), homogeneizador (Marconi,
Ma099, Brasil), centrifuga refrigerada (Novatec, NT 805, Brasil), agitador magnético com
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aquecimento (Fisatom 742A), banho-maria (Deleo BMTE 120T), espectrofotdometro (Nova,
1103), leitora de microplacas (ThermoPlete LX899G TP-READER). Todas as mensuragdes
neuroquimicas foram normalizadas pelo conteido de proteinas, de acordo com o método
descrito por Lowry et al, baseado na reagdo de Folin-Ciocalteu (SIGMA ALDRICH, EUA). A
leitura das mensuragdes de proteinas foi realizada em leitor de microplacas por absorbancia
(Thermoplate LX800G, Brasil), expressas como nmol/min/mg de proteina.

A quantificagdo das citocinas foi realizada pelo método de ELISA, pelo kit DuoSet®
ELISA R&D System (EUA). A leitura de placas realizada pelo espectrofotometro (Perlong
DNM-9602). Os testes de ELISA foram realizados em parceria com o Laboratorio de
Fisiopatologia Experimental de UNESC.

3.3 ANIMAIS

Foram inclusos no estudo 80 ratos machos da linhagem Wistar com 60 dias de idade,
pesando cerca de 250 a 300 g, provenientes da UNESC. Foram alojados no maximo 4 animais
por caixa, e sempre monitorando condi¢des de temperatura (entre 20 — 24 °C), umidade (55%),
luminosidade (12 horas de luz e 12 horas de escuro), exaustdo, ventilacdo e o barulho. Foi
administrado nutri¢do adequada, ndo contaminada e de procedéncia controlada, diariamente,
em quantidade ad libitum e qualidade apropriada para garantir sua satide e bem-estar, € a agua
potavel a vontade, também ficou acessivel. Apos a indugd@o de I/R todos os animais receberam
ragdo umida.

O tamanho amostral deste projeto foi determinado com base em dados da literatura e
estudos prévios realizados em nosso laboratoério. Para a determinagdo do nimero de animais
por grupo (n = 10), foi considerada a utilizagdo do menor niimero possivel de animais, a
eficiéncia dos modelos experimentais e a estatistica apropriada para esta avaliagdo, conforme
calculos amostrais realizados em estudos anteriores (BONFANTE et al., 2020; CRAPSER et
al., 2016; JOAQUIM et al., 2021).

Para coleta de amostras biologicas, apds os experimentos todos os animais foram
submetidos a Morte Indolor e Assistida (MIA), sob orientagdao do responsavel técnico pelo
biotério, obedecendo as disposi¢cdes da Resolugao niumero n°. 1000 do Conselho Federal de

Medicina Veterinaria (CFMV), de 20/06/2002.
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3.3.1 Grupos experimentais

Os 80 animais foram divididos nos seguintes grupos: (1) Sham + sal + veh, (2) Sham +
sal + FSC, (3) Sham + PN + veh, (4) Sham + PN + FSC, (5) MCAO + sal + veh, (6) MCAO +
sal + FSC, (7) MCAO + PN + veh, (8) MCAO + PN + FSC. Para cada grupo foi utilizado um
n=10, conforme estudos anteriores (CRAPSER; RITZEL; VERMA et al., 2016).

3.4 MODELO EXPERIMENTAL DE ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO

O AVCi foi induzido utilizando a técnica de oclusdo da artéria cerebral média (MCAO,
do inglés Middle Cerebral Artery Obstruction) (LIU, F.; MCCULLOUGH, 2011;
MCCULLOUGH et al., 2003). Nesse modelo, os animais foram submetidos a anestesia
inalatéria com o farmaco isoflurano (Cristalia, Brasil) (1 L/min de Oz e 1 L/min O ambiente),
¢ mantidos sob anestesia utilizando um fluxo com variacdo de 1 — 2 % de isoflurano com
vaporizador calibrado de kit de anestesia inalatoria (Altech, Brasil) (Figura 1).

Os animais foram colocados em dectbito dorsal e uma seringa de 10ml foi colocada sob
0 pescogo para melhor acesso as artérias carotidas. Para preparagdo do campo operatorio, foi
realizada a tricotomia da regido cervical ventral e antissepsia com solucao a base de clorexidina
4% a alcool 70%. Na regido a ser incisada, foi administrado por via subcutanea 0,1 ml de
cloridrato de lidocaina a 2% sem vasoconstritor. Apos, foi realizada uma incisao longitudinal
de pele na linha média ventral (~ 1 cm) para expor as estruturas cervicais. A fascia superficial
foi dissecada e a glandula submandibular direita rebatida lateralmente com cuidado. No interior
do triangulo formado pelos musculos esternomastoide, esternohioideo e digéstrico, realizou-se
uma dissecacdo romba para expor a bifurcacdo da artéria cardtida comum direita. Aplicou-se
um afastador para amplia¢do do campo cirtrgico. Com auxilio de lupa cirargica 3.5x binocular,
0 nervo vago e as pequenas fibras nervosas ao redor da artéria foram cuidadosamente
anestesiados com swab embebido com 0,1 — 0,2 ml de lidocaina a 2 % sem vasoconstritor para

analgesia adicional e preveng¢do da sindrome do sofrimento respiratdrio agudo.
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Figura 1: Esquema representativo do modelo experimental de AVCi por MCAO: Um monofilamento inserido
intraluminal promove obstrugdo arterial e isquemia cerebral regional. ACC: artéria carétida comum; ACE: artéria
carotida externa; ACI: artéria cardtida interna; FMF: fio monofilamentar; ACM: artéria cerebral média; NV: nervo

vago. Fonte: Adaptado de Lemmerman et al. (2022) (LEMMERMAN et al., 2022).

O nervo vago foi separado da artéria carétida comum (ACC) e da artéria cardtida interna
(ACI). As artérias ACC, ACI, artéria carotida externa (ACE) e seus ramos foram separados da
fascia, tecido adiposo e pequenos vasos adjacentes. Um clipe vascular (CV1) foi colocado na
ACC a 0,5 cm da bifurcagdo. Artérias adjacentes de menor calibre, como artéria tiredidea
superior (ATS) e artéria occipital (AO) foram cauterizadas com cauterizador portatil
(Cautermax®) para evitar sangramento apos sec¢do da ACE. Dois fios de sutura de seda 5-0
foram colocados em torno da ACE. Na por¢do distal da ACE, uma ligadura apertada ocluira o
retorno de sangue para a regido de acesso € uma ligadura mais frouxa foi colocada 0,2 — 0,3
mm distal da bifurcagdo da ACC. Um segundo clipe vascular (CV2) foi colocado
temporariamente na ACI para impedir o retorno de sangue ap6s acesso da ACE. Com o emprego
de uma microtesoura, foi realizada uma incisdo entre as duas suturas de seda e um
monofilamento 4-0 com ponta de silicone (Doccol Corporation, especificagdes: diametro 0,19
mm; comprimento 30 mm; didmetro com revestimento 0,37 £ 0,02 mm; comprimento do
revestimento 3 — 4 mm) foi inserido no limen da ACE e guiado em dire¢do a ACI (LIU, S. et
al., 2009). Apos, a ACE foi seccionada completamente anterior a ligadura distal e a ligadura de

seda proximal € apertada para evitar o sangramento de retorno. A sec¢do da ACE facilita o
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direcionamento do monofilamento sentido a ACI. O CV2 foi removido, permitindo a passagem
do filamento, que avangara 18 — 20 mm no limen da ACI em dire¢do a artéria cerebral média
(ACM), até que uma leve resisténcia seja percebida (GUBSKIY et al., 2018; MORRIS et al.,
2016). O CV1 foi removido da ACC e nesse momento inicia-se a MCAOQO, que persiste por 60
minutos (Figura 2). A dermorrafia foi realizada com fio nylon 3-0 (Shalom, Brasil). Os animais
considerados Sham foram submetidos a0 mesmo procedimento, porém ndo tiveram o fluxo
sanguineo da artéria carotida interna ocluido. Apos os 60min, sob anestesia inalatoria, a MCAO
foi revertida para permitir a reperfusdo cerebral. A temperatura corporea dos animais foi
monitorada ¢ mantida em aproximadamente 37°C durante os procedimentos (LIU, F.;

MCCULLOUGH, 2011; MCCULLOUGH et al., 2003; GUBSKIY et al., 2018).

Right

Figura 2: Ilustrag@o dos principais vasos do pescogo do rato: O esquema demonstra os principais vasos arteriais
do pescogo com o trajeto percorrido pelo monofilamento revestido com silicone no modelo de AVCi por MCAO,
bem com os locais de ligadura e oclusdao temporaria com clipe vascular. CCA: artéria carétida comum; ECA:
artéria carotida externa; ICA: artéria cardtida interna; PPA: artéria pterigopalatina; BA: artéria basilar; SCA:
artéria cerebelar superior; PCA: artéria cerebral posterior; PcomA: artéria comunicativa posterior; HTA: artéria
hipotalamica; VTA: artéria taldmica ventral; AchA: artéria coroideia anterior, OPhA: artéria oftdlmica; MCA:
artéria cerebral média; ACA: artéria cerebral anterior; OIfA: artéria olfatoria; ComACA: artéria cerebral comum

anterior. Fonte: Gubskiy et al. (2018) (GUBSKIY et al., 2018).
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3.5 MODELO EXPERIMENTAL PNEUMONIA

Com 72 horas apos a indugdo de MCAO, foi induzido a infec¢do pulmonar através da
bactéria Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), proveniente da Fundagdo André Tosello. A
metodologia foi realizada conforme estudos prévios (SORDI; MENEZES-DE-LIMA; DELLA-
JUSTINA et al., 2013; SORDI; MENEZES-DE-LIMA; HOREWICZ et al., 2013). Os ratos
foram anestesiados com inje¢do intraperitonial (i.p.) de cetamina e xilazina (80 mg/kg e 10
mg/kg, respectivamente) e colocados em posicdo supina. Foi realizado uma assepsia e
tricotomia na regiao do pescogo, seguido de uma incisao vertical de 15 mm na camada tecidual
externa do pescogo. Apds a visualizagdo da traqueia foi adicionado 0,2 ml de solucdo salina
estéril (inoculado simuladamente) ou suspensdo bacteriana (pneumonia) e foram injetados na
traqueia com agulha estéril de calibre 0,45x13 mm. Apds a injegdo, a pele foi suturada e os
animais foram mantidos em gaiolas aquecidas para a recuperagdo. A taxa de sobrevivéncia foi
analisada por 24 h. Com base em estudos prévios a dose de 4 x 10® UFC foi aplicada podendo
induzir a 50% de morte. Os animais receberam 30 ml/kg de salina aquecida estéril por via
subcutanea. Até a recuperacdo anestésica, os animais foram mantidos em gaiolas aquecidas e
posteriormente alojados em sala com controle de temperatura (entre 20-24 °C), umidade (55%),
luminosidade (12 horas de luz e 12 horas de escuro), ventilagdo, barulho e livre acesso a dgua

e alimentos.

3.6 TRATAMENTO

O FSC da HealthyCann, EUA, possui 1500 mg de CBD (padronizado em 50 mg/ml de
CBD), dissolvido em triglicerideos de cadeia média (6leo de Coco) (BR, 2022). O FSC foi
administrado por via oral na dose de 15 mg/kg em 3 h, 24 h, 48 h e 72 h ap6s a MCAO, onde
os animais foram separados nos grupos experimentais aleatoriamente designados para receber
o tratamento. As doses de FSC e a via de administragdo foram baseadas em estudos anteriores
(SOUZA STORK, DE et al., 2025). No 3° dia os animais foram submetidos eutandsia seguido
de decapitacdo em guilhotina, e posteriormente foi retirada as amostras de hipocampo, cortex

frontal, e dos orgaos periféricos (bago, pulmao) para analises bioquimicas.
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3.7 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.7.1 Monitoramento

Conforme demonstrado na Figura 3, a administracdo do FSC foi realizada nos tempos
3 h,24 h, 48 h e 72 h ap6s o MCAO respectivamente. Conforme anteriormente descrito, os
animais foram submetidos a MCAO por 60 min e apos 3 dias de reperfusao (FEIGIN;
NORRVING; MENSAH, 2017), foram submetidos ao modelo de pneumonia previamente
descrito no item 3.5. Apds 24 horas foram submetidos a MIA seguido de decapitagdo em
guilhotina e foram retiradas as estruturas cerebrais e periféricas para a avaliacdo bioquimica de
estresse oxidativo e citocinas.

Em paralelo, em 3 h, 24 h, 48 h e 72 h apds a recuperacao da anestesia, todos animais
foram acompanhados para aferi¢do do peso corpéreo (CRAPSER; RITZEL; VERMA et al.,
2016), de temperatura (PEREIRA DE SOUZA GOLDIM et al., 2020) e para avaliacdo dos
critérios de exame neuroldgico, utilizando um sistema de classificagdo de escalas numéricas,
denominado escore neurologico (BEDERSON et al., 1986; CHEN, J. et al., 2001a) (ANEXO
A).

MCAQ 3h, 24h, 48h, 72h apés 72h 24h apés PN
< | | | | ~
) I 1 | | >

MCAQ

Sham + sal + veh Id .
, Sham + sal + FSC 50 mg/ml de FSC Eutanasia
o Sham + PN + veh .
Pneumonia i
Sham + PN +FSC S e Retirada de
MCAO + sal + veh core neuroloogico a.m(')s‘Fras
Peso biolégicas

MCAO + sal + FSC Temperatura
MCAQ + PN +veh
MCAO + PN + FSC

Figura 3 - Desenho experimental: Representagdo esquematica da linha do tempo do experimento, onde ocorreu a

administragcdo do FSC em diferentes tempos p6s-MCAO (3h, 24h, 48h, 72h). Fonte: Elaborado pelo autor.

3.8 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.8.1 Score de avaliaciao de déficit neurologico

A avaliagdo do exame neurologico foi realizada utilizando um sistema de classificagdo
de escalas numéricas, denominado escore neurolégico (BEDERSON et al., 1986; CHEN, J. et
al., 2001a) (ANEXO A).
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A avaliagdo neurocomportamental permite a analise do dano neuroldgico clinico ou
déficit neuroldgico ap6s a indugdo do AVCi. Apds 1 hora do término da inducdo do AVCi, ja
em condicoes fisiologicas, um observador cego, seguindo os critérios de pontuagdes conforme
descrito por Chen et al. (2001) (CHEN, J. et al., 2001b), iniciou-se minuciosa avalia¢ao técnica
individual do exame clinico, pontuando na escala conforme sua avaliagdo. O exame foi
realizado ap6s a inducdo do AVCi, 24 horas apds a reperfusdo e momento antes da MIA. O
exame consistiu em verificar a presenca de déficits neurologicos, com testes motores, testes
sensoriais, testes de equilibrio e reflexos ou movimentos anormais, como crises epilépticas,
mioclonias e/ou miodistonias. Pontuagdes foram atribuidas para classificar alteragdes
presenciadas pelo observador, podendo alcancar pontuacdo maxima de 18 pontos para o

individuo que apresentasse alteracdo em todos os parametros avaliados.

3.8.2 Controle de massa corporal e temperatura corporea

A pesagem para controle da massa corporal dos animais foi realizada no primeiro dia
de experimento, momento em que os animais foram submetidos ao modelo experimental de
AVCi. Para a mensuracdo da massa corporal, foi empregada uma balanca de pesagem
plataforma DP150 (Ramuza ABS®). Os dados referentes a mensuracdo da temperatura
corpdrea dos animais foram obtidos nos mesmos momentos em que esses animais forem
pesados. Para a mensuragdo da temperatura, foi utilizado um termoémetro laser infravermelho
digital (HL41 Wlxy Brand®), que fornecera os dados em graus Celsius. (CRAPSER; RITZEL;
VERMA et al., 2016), (PEREIRA DE SOUZA GOLDIM et al., 2020)

3.8.3 Tamanho do bago

Apos a dissecgdo do bago, o 6rgao foi avaliado e fotografado utilizando um paquimetro
para garantir a precisdo das medi¢des. A analise detalhada da largura, area e peso do baco foi
realizada com o auxilio do software Photoshop. Primeiramente, as imagens foram ajustadas e
calibradas para garantir medidas precisas. A area do bago foi determinada em cm?, enquanto a
largura sera medida em milimetros. O peso do bago foi registrado com uma balancga de precisao.
A partir desses dados, foram realizados calculos para determinar a relacdo entre o tamanho do
baco e o peso corporal do animal. Essa andlise envolveu a comparacdo das medidas obtidas
com o peso total do animal, proporcionando uma visdo detalhada das mudangas no baco em

relagdo ao peso corporal geral (ORNELLO et al., 2018).
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3.8.4 Avaliacido de parametros de estresse oxidativo

Para as analises de estresse oxidativo as estruturas cerebrais e periféricas (hipocampo,
cortex frontal, pulmao), foram removidas, isoladas em gelo e armazenadas a -80 °C. Todas as
mensura¢des foram normalizadas pelo conteudo de proteinas, de acordo com o método descrito
por Lowry et al(Lowry; Randall, 1951), baseado na reagao de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich,

EUA). A leitura das mensuragdes de proteinas foi expressa como nmol/min/mg de proteina.

3.8.4.1 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

O indicativo de infiltrado de neutrofilos foi avaliado por meio da atividade da MPO
(AMANZADA; AHMED, 2011). Os tecidos obtidos foram homogeneizados (50 mg/mL) em
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio e centrifugado a 15.000 g durante 40 min. A
suspensdo foi sonicada trés vezes durante 30 segundos. Uma parte do sobrenadante foi
misturado com solu¢do de tetrametilbenzidina 1,6 mM e 1 mM de Perdxido de Hidrogénio
(H20). A atividade foi medida como a varia¢do de absorbancia a 650 nm a 37 °C (YOUNG et

al., 1989). Os resultados foram expressos em mU/mg de proteina.

3.8.4.2 Determinagdo da concentragdo de Nitrito/Nitrato (N/N)

A concentracao de N/N foi medida em aliquotas de tecido obtidos € homogeneizados,
utilizando a reacao de Griess por adi¢dao de 100 pl de reagente (0,1% [w/v] em H20 e 1% [w/v]
de sulfanilamida em 5% [v/v] de Acido Fosférico (H3PO4) e concentrar o volume [1:01] para
a amostra de 100 pl. A densidade optica foi mensurada a 550 nm utilizando um leitor de ensaio

enzimatico (GREEN et al., 1982). Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

3.8.4.3 Avaliagdo de substincias reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

Como indice dos efeitos do estresse oxidativo sobre os lipideos, foi utilizada a formacao
de TBARS durante uma reagdo acida de aquecimento. As amostras foram misturadas com 1
mL de 4cido tricloroacético a 10% (Exodo Cientifica, Brasil) e 1 mL de 4cido tiobarbiturico
0,67% (Sigma Aldrich, EUA), e, em seguida, aquecidas em banho de 4gua fervente a 100 °C

durante 30 minutos. A quantidade de TBARS foi determinada pela absorbancia a 535 nm,
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utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrdo externo. Os resultados foram expressos

como equivalentes de malondialdeido (MDA)/mg de proteina (H H DRAPER, 1990).

3.8.4.4 Medidas do dano oxidativo em proteinas do grupo sulfidrila

A avaliagdo do dano oxidativo em proteinas foi determinado pela medida dos
grupamentos  sulfidrila, utilizando o ditionitrobenzoico (DTNB) (AKSENOV;
MARKESBERY, 2001a). As amostras obtidas foram precipitadas e as proteinas dissolvidas
em acido ditionitrobenzdico, apds 30 min de incubagao a temperatura ambiente os grupamentos
sulfidrila foram medidos pela absorbancia em 412 nm. Os resultados foram expressos em

nmol/tbn/mg/proteina.

3.8.4.5 Determinagdo da atividade da enzima antioxidante catalase (CAT)

A atividade enzimatica da CAT foi determinada pela diminui¢do no consumo de
peroxido de hidrogénio. As amostras teciduais foram homogeneizadas em 1 mL de tampao
catalase [PBS+NaCl (pH 7,0), contendo 8,0086 g de NaCl (136,9 mM), 0,1496 g de KH,PO4
(1,1 mM) e 0,0383 g de Na,HPO4 (0,27 mM)] e centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em
temperatura ambiente. O reagente branco foi preparado a partir da mistura de 100 pL deste
sobrenadante da amostra com 1 mL de tampdo catalase e foi utilizado para zerar o
espectrofotometro. O reagente da amostra foi preparado a partir da mistura de 100 pL de
sobrenadante da amostra com 1 mL de tampao catalase contendo H>O> (25 mL de tampao
catalase e 400 pL de H»O», protegido da luz). A leitura da amostra foi realizada em
espectrofotometro de lampada de deutério, em cubetas de quartzo, a 240 nm. Foram realizadas
mensuracdes referentes ao decaimento de absorbancia nos tempos 0, 30 e 60 segundos. O
processo foi repetido para cada amostra. A atividade da CAT foi expressa em U de CAT/mg de

proteina (AEBI, 1984).

3.8.5 Avaliacao dos niveis de citocinas

Para as andlises de citocinas o as estruturas cerebrais e periféricas foram removidas,
isoladas e armazenadas a -80 °C até as analises. A quantifica¢do de citocinas (TNF-a, IL-18,
IL-6, IL-10) foram mensuradas por kits ELISA DuoSet para ratos (Sigma Aldrich, EUA), de

acordo com as recomendagdes do fabricante e os resultados foram expressos em pg/mg de
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proteina, utilizando leitor de microplacas (Thermoplate LX800G, Brasil) (MANGLANI et al.,
2020.

3.9 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Todas as analises foram conduzidas utilizando o programa GraphPad Prism versdo 9.0.
Os dados foram inicialmente armazenados e organizados no Microsoft Excel para posterior
analise. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade
pelo teste de Levene. Dados normais com homogeneidade de variancia confirmada foram
analisados por testes paramétricos; ja os dados que ndo atenderem a essas condigdes foram
avaliadas por testes nao paramétricos.

Para as analises bioquimicas de estresse oxidativo e citocinas, os dados foram
apresentados como média + DP. Para essas analises, foi utilizado o teste ANOVA (analise de
variancia) seguido do teste post hoc de Tukey para comparagdes multiplas. A significancia

estatistica foi considerada para valores de p < 0,05.

3.10 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica com o Uso de Animais
(CEUA) da UNESC, com o parecer de aprovacao n°. 13/2024 (ANEXO B). Os experimentos
foram efetuados a partir do momento da aprovag¢ao da CEUA e foram realizados de acordo com
os aspectos éticos da Diretriz Brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais para fins
cientificos e didaticos-DBCS, do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Todos os procedimentos foram baseados nas normativas de bem-estar animal e com
base nos principios para o estabelecimento de pontos finais humanitarios e para eutanasia
animal (DEMERS et al., 2006). Para garantir isso, os procedimentos foram realizados por
pesquisadores com experiéncia, os quais foram responsaveis por monitorar e estarem sempre
atentos na manuten¢do do bem-estar animal e, portanto, capazes de tomar decisdes de forma
rapida para sanar o desconforto ou sofrimento do animal com o apoio do médico veterinario

responsavel quando foi necessario.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliag¢do do escore neurologico

A avaliacdo do escore neurolédgico foi realizada diariamente durante cinco dias apds as
intervengdes, apresentado na Figura 4. No grafico de evolugdo temporal comparando-se os
grupos em cada um dos dias, observa-se que os grupos submetidos ao MCAO, com ou sem
pneumonia, apresentaram escores numericamente superiores aos grupos Sham, refletindo o
déficit neuroldgico esperado apos a lesdo isquémica. No entanto, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos em nenhum dos dias avaliados,
indicando que, apesar das tendéncias visuais, a variabilidade intra-grupo impediu a detec¢do de
significancia no acompanhamento diario. Ainda assim, nota-se que os animais com pneumonia
p6s-AVCi exibiram consistentemente os maiores valores médios, enquanto os grupos tratados
com FSC mostraram tendéncia de reducdo do escore ao longo dos dias (Figura 4A).

Na figura 4B, também ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos
experimentais, refor¢ando que o tratamento com FSC ou a presenca de pneumonia ndo
modificou de forma estatisticamente robusta o escore médio entre grupos. Entretanto, um
achado importante emerge nessa analise: apenas o grupo, MCAO + PN + FSC, apresentou uma
diminuigdo significativa entre o decorrer dos dias de avaliagdo, indicando que, nessa condi¢ao

especifica, houve uma flutuagdo temporal marcada do escore neurologico.
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Figura 4. Score neuroldgico (A) ao longo de cinco dias ¢ (B) comparagdes pontuais entre os grupos experimentais:

Sham, Sham + PN, MCAO + veh, MCAO + PN + veh, MCAO + sham + FSC, MCAO + PN + FSC. Os dados sdo

Neurological score

expressos como média = DP.

4.2 Avaliagdo do peso corporal e temperatura

O peso corporal foi monitorado diariamente durante cinco dias apds os procedimentos
experimentais (Figura 5). O grupo Sham+PN+FSC manteve valores estaveis ao longo de todo
o periodo. Animais submetidos a0 MCAO+PN+FSC apresentaram reducdo significativa do
peso corporal a partir do dia 2 em comparagdo ao grupo Sham+sal+veh (p<0,05), com

recuperacdo parcial até o final do periodo analisado.
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A associa¢ao de pneumonia a0 MCAO+PN+FSC resultou em perda de peso mais
acentuada nos dias 2, 3 e 4, quando comparada ao grupo MCAO-+PN+veh. O tratamento nao

exerceu efeito no peso corporal quando comparado entre os grupos experimentais.
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Figura 5. Variag@o do peso corporal (A) ao longo de cinco dias e (B) comparagdes pontuais entre os grupos
experimentais: Sham, Sham + PN, MCAO + veh, MCAO + PN + veh, MCAO + sham + FSC, MCAO + PN +

FSC. Os dados sdo expressos como média = DP.

A temperatura corporal foi monitorada diariamente durante trés dias apds os
procedimentos, conforme apresentado na Figura 6. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos ao longo do periodo avaliado. Todos os grupos

mantiveram valores de temperatura proximos, com variagdes discretas entre os tempos.
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Figura 6. Temperatura corporal (A) ao longo de trés dias ¢ (B) comparagdes pontuais entre os grupos

experimentais: Sham, Sham + PN, MCAO + veh, MCAO + PN + veh, MCAO + sham + FSC, MCAO + PN +

FSC. Os dados so expressos como média = DP.
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4.3 Avaliacdo do tamanho do baco

O comprimento do bago (cm) ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos experimentais (Figura 7A). Por outro lado, a analise da area esplénica (cm?)
(Figura 9B) revelou uma diminuigdo significativa dos grupos MCAO + PN + FSC (**p<0,01),
MCAO + PN + veh (*p<0,05) e MCAO + sal + FSC (**p<0,01) quando comparados ao grupo
Sham + PN + FSC.
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Figura 7. (A) Comprimento do baco (cm) e (B) area esplénica (cm?) nos diferentes grupos experimentais. Os dados

sdo expressos como média = DP. *p<0,05, **p<0,01.
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4.4 Avaliacao do estresse oxidativo

A atividade de MPO foi avaliada no hipocampo (A), cértex frontal (B) e pulmao (C)
(Figura 8). No hipocampo, houve um aumento significativo no grupo MCAO-+sal+veh
comparado ao grupo sal+PN+FSC (*p<0,05) e uma diminuicao significativa no grupo MCAO
+ sal + FSC (*p<0,05) quando comparado ao grupo MCAO + sal + veh (Figura 8A). No cortex
frontal (Figura 8B), a atividade de MPO foi significativamente maior no grupo MCAO+sal+veh
em comparagdo a sham+sal+veh e sham+PN+FSC (*p>0,05). Comparado ainda com o grupo
MCAO-+sal+veh houve uma diminui¢ao na atividade de MPO nos grupos MCAO + sal + FSC
e MCAO + PN + FSC (*p>0,05) e (***p<0,001). No pulmao (Figura 8C), houve aumento
significativo de infiltrado de neutréfilos nos grupos MCAO+sal+FSC comparado a
sham+PN+FSC (*p<0,05), no grupo MCAO + PN + veh em comparacdo ao grupo MCAO +
sal + veh (*p<0,05) e no grupo MCAO+PN+FSC comparado a sham+sal+FSC (*p<0,05).
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Figura 8. Atividade de mieloperoxidase (MPO) no (A) hipocampo, (B) cortex frontal, (C) pulmao. Os dados sdo

expressos como média + DP. *p<0,05, ***p<0,001.
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As concentragdes de nitrito/nitrato foram avaliadas no hipocampo, cortex frontal e
pulmdo e apresentados na Figura 9. No hipocampo, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (Figura 9A). No cortex frontal, o grupo
sham+PN+FSC aumentou comparado a sham+sal+FSC (**p<0,01). O grupo MCAO + sal +
veh apresentou niveis significativamente mais elevados de nitrito/nitrato em comparagao ao
grupo sham+sal+veh (****p<0,0001). Em rela¢ao ao grupo MCAO+sal+FSC apresentou uma
diminui¢do comparado a sham+PN+FSC (*p<0,05) e MCAO+sal+veh (****p<0,0001). Para o
grupo MCAO-+PN+veh, houve uma diminuicdo comparado ao grupo MCAO+sal+veh
(*p<0,05) (Figura 9B). No pulmio, a concentracdo de nitrito/nitrato foi significativamente
maior no grupo MCAO + PN + veh em comparacao aos grupos Sham-+sal+veh (**p<0,01) e
Sham + PN + veh (**p<0,01) (Figura 9C).
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Figura 9. Concentragado de nitrito/nitrato nos tecidos: (A) hipocampo, (B) cortex frontal, (C) pulmao. Os dados sao

expressos como média + DP. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.

A peroxidacdo lipidica, avaliada pela concentracdo de equivalentes de MDA, foi
mensurada no hipocampo, cortex frontal e pulmao. No hipocampo, os niveis de MDA foram
significativamente maiores nos grupos MCAO + sal + veh e MCAO + PN + veh comparado a
sham + PN + veh (*p<0,05) (Figura 10A). No cortex frontal, o grupo sham+PN-+FSC diminuiu

em relacdo ao sham+PN+veh (****p<(0,0001). Houve diminui¢do significativa no grupo
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MCAO + sal + FSC quando comparado ao grupo MCAO + sal + veh (****p<0,0001). MCAO
+ PN + FSC apresentou aumento significativo quando comparado ao grupo MCAO + sal + FSC
(*p<0,05) e Sham + PN + FSC (****p<0,0001) (Figura 10B). Em relagao ao tecido pulmonar,
houve uma diminui¢do no grupo sham+PN+FSC comparado a sham+sal+veh (***p<0,001)

(Figura 10C).
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Figura 10. Niveis de MDA (nmol/mg de proteina) nos tecidos: (A) hipocampo, (B) cortex frontal e (C) pulmao.

Os dados sdo expressos como média = DP. *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Os niveis de grupos sulfidrilas foram avaliados no hipocampo, cortex frontal e pulmao.
No hipocampo (Figura 11A), houve aumento significativo no grupo MCAO + PN + FSC
quando comparado ao grupo MCAO + PN + veh (**p<0,01), MCAO + sal + FSC (**p<0,01)
e Sham + PN + FSC (****p<(0,0001). No cortex frontal, observou-se aumento significativo nos
niveis de sulfidrilas no grupo Sham + PN + FSC em comparag¢do aos grupos Sham + PN + veh
(*p<0,05) (Figura 11B). No pulmao, nao houve diferengas significativas entre os grupos (Figura
110).
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Figura 11. Niveis de grupos sulfidrilas (nmol/mg de proteina) nos tecidos: (A) hipocampo, (B) cortex frontal ¢ (C)

pulméo. Os dados sdo expressos como média + DP. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.

Em relagdo a atividade da enzima antioxidante CAT, no hipocampo, o grupo sham + sal
+ FSC demonstrou aumento significativo quando comparado ao grupo sham + sal + veh
(*p,0,05) assim como um aumento no grupo sham+PN+FSC comparado a sham+PN+veh
(***p<0,001) e MCAO+sal+FSC comparado a MCAO+sal+veh (**p<0,01) (Figura 12A). No
cortex frontal houve um aumento significativo no grupo MCAO+sal+veh comparado a
sham+PN+FSC (****p<(0,0001) (Figura 12B). No pulmao, ndo foram encontradas diferencas

significativas na atividade de CAT entre os grupos experimentais (Figura 12C).
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Figura 12. Atividade da enzima catalase (CAT, mU/mg de proteina) nos tecidos: (A) hipocampo, (B) cortex frontal,
e (C) pulmao. Os dados sdo expressos como média = DP. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ****p<0,0001.

Os niveis de IL-1p foram mensurados no hipocampo, coértex frontal e pulmio. No
hipocampo, houve aumento significativo no grupo MCAO + PN + veh quando comparado ao
grupo sham + sal + veh (*p<0,05). Houve aumento significativo do grupo MCAO + sal + veh
comparado ao grupo sham + sal + veh (*p<0,05). Houve diminui¢do significativa do grupo
MCAO + sal + FSC quando comparado ao MCAO + sal + veh (*<0,05) e um aumento em
MCAO+PN+FSC comparado a sham + sal + veh (*p<0,05) (Figura 13A). No cortex frontal,
houve aumento significativo do grupo MCAO + sal + veh quando comparado aos grupos Sham
+ sal + veh e Sham + sal + FSC (**p<0,01). Ainda, houve diminuicao significativa do grupo
MCAO + PN + FSC comparado ao grupo MCAO + sal + veh (**p<0,01) (Figura 13B). No

pulmao, ndo houve diferencas significativas entre os grupos (Figura 13C).
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Figura 13. Niveis de IL-1p (pg/mg de proteina) nos tecidos: (A) hipocampo, (B) cortex frontal e (C) pulmao. Os

dados sdo expressos como média + DP.

Os niveis de TNF foram avaliados no hipocampo, cértex frontal e pulmado. No
hipocampo, houve aumento significativo no grupo MCAO + PN + veh quando comparado aos
grupos sham + sal + veh (****p<(,0001), sham + sal + FSC (*p<0,05) e MCAO + sal + veh
(**p<0,01). Houve também, diminuicao significativa no grupo MCAO + PN + FSC quando
comparado ao grupo MCAO + PN + veh (**p<0,01) (Figura 14A).

No cortex frontal (Figura 14B) e no pulmdo (Figura 14C), ndo houve diferengas

significativas entre os grupos.
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Figura 14. Niveis de TNF (pg/mg de proteina) nos tecidos: (A) hipocampo, (B) cortex frontal e (C) pulmdo. Os
dados sdo expressos como média + DP. *p<0,05, **p<0,01.

Os niveis de IL-6 foram mensurados no hipocampo, coértex frontal e pulmao. No
hipocampo, os animais do grupo MCAO+sal+veh apresentaram niveis elevados comparados a
sham + sal + veh (*p<0,05) além disso, MCAO + PN + veh apresentaram niveis de 1L-6
significativamente maiores em comparagao ao grupo Sham + sal + veh (*p<0,05) (Figura 15A).
No coértex frontal ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos (Figura 15B). No pulmao, houve aumento significativo no grupo sham + PN + veh
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comparado ao grupo sham + sal + veh (*p<0,05) e diminui¢do significativa no grupo sham +

PN + FSC comparado ao sham + PN + veh (*p<0,05) (Figura 15C).
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Figura 15. Niveis de IL-6 (pg/mg de proteina) nos tecidos: (A) hipocampo, (B) cortex frontal e (C) pulmao. Os

dados sdo expressos como média + DP. *p<0,05.

Os niveis de IL-10 foram mensurados no hipocampo, cortex frontal e pulmio. No
hipocampo, os grupos MCAO + sal + veh (**p<0,01) e MCAO + PN + veh (**p<0,01)
apresentaram niveis menores que sham + sal + veh. Além disso, o grupo MCAO + sal + veh
apresentou niveis significativamente menores de IL-10 quando comparado ao grupo sham + PN
+ veh (*p<0,05) (Figura 16A).

No cortex frontal, houve diminuigao significativa no grupo MCAO + PN + veh quando
comparado ao grupo sham + sal + veh (**p<0,01) (Figura 16B). No pulmao, houve aumento
significativo no grupo MCAO + sal + FSC comparado ao grupo sham + sal + FSC (*p<0,05)
(Figura 16C).
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5. DISCUSSAO

Os achados deste estudo demonstram de forma consistente que a associagdo entre o
AVCi e a pneumonia bacteriana gera uma potencializagao substancial do dano sistémico e
neurologico, evidenciada pela tendéncia a maior comprometimento funcional, pelo aumento do
estresse oxidativo e pela intensificacdo da resposta inflamatoria tanto no cérebro quanto no
pulmao. A condi¢ao de dupla injiria (AVCi + pneumonia) intensificou marcadores classicos
de dano, como elevacao de MPO, nitrito/nitrato ¢ MDA, além de um perfil pré-inflamatério
exacerbado com aumento de IL-1B, TNF-a e IL-6, confirmando que a infec¢ao respiratéria atua
como um segundo gatilho capaz de amplificar a cascata inflamatoria iniciada pela isquemia
cerebral.

Nesse contexto, o tratamento com FSC atenuou marcadores oxidativos ¢ modulou a
resposta inflamatdéria em todos os grupos tratados. A melhora observada sugere que o FSC
exerce acdo sistémica e central, mitigando tanto o impacto da isquemia isolada quanto a
exacerbagdo induzida pela pneumonia, o que reforca seu potencial como estratégia adjuvante
para prevenir complicagdes e limitar a progressdo do dano pds-AVCi.

Nos escores neurologicos, observou-se que os animais submetidos ao AVCi, com ou
sem pneumonia, apresentaram tendéncia ao comprometimento funcional ao longo dos dias de
avaliacdo, refletindo o impacto da injaria isquémica e da condi¢do infecciosa no desempenho
neurocomportamental. Importante destacar que o tratamento com FSC promoveu melhora
significativa nos dias 3 e 5, indicando um efeito benéfico do extrato ao longo do processo de
recuperagdo funcional. Esses resultados acompanham evidéncias experimentais que
demonstram efeitos positivos de canabinoides sobre desfechos neuroldgicos pos-isquemia:
Meyer et al. (2022) descrevem que o CBD reduz o déficit neuroldogico em modelo de AVCi,
enquanto estudos recentes mostraram que o FSC melhora o score neurologico e modula
alteragoes sistémicas pos-AVCi (SOUZA STORK, DE et al., 2025).

A pneumonia apos AVCi agravou a perda de peso, que foi mitigada pelo tratamento
com FSC. Tal achado corrobora com efeitos deletérios descritos de pneumonia sobre estado
geral e apetite apdos AVC, enquanto estudos clinicos preliminares sugerem que CBD pode
aumentar o apetite € promover ganho de peso em situagdes de caquexia ou anorexia associada
ao processo inflamatorio (HAMMOND et al., 2021; MEYER et al., 2022; SOUZA STORK,
DE et al., 2025). Além disso, um estudo confirmou que FSC atenua perda de massa corporal
p6s-AVCi experimental, sugerindo melhora no estado metabolico e imunologico (SOUZA

STORK, DE et al., 2025).
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Apesar das alteracdes fisiologicas esperadas, ndo foram observadas diferencas
estatisticas nos valores de temperatura entre os grupos, sugerindo que nem o AVCi nem a
pneumonia alteraram significativamente esse parametro sob as condi¢des experimentais
adotadas. Esse achado reforca que o modelo experimental ¢ a administragdo do FSC nao
provocaram reagdes sistémicas criticas relacionadas a regulacdo da temperatura, o que
corrobora a seguranga e a estabilidade fisiologica do tratamento.

Nao houve diferenca no comprimento do baco (cm) entre os grupos experimentais. A
auséncia de diferencas no comprimento do baco entre os grupos indica que as alteragdes
esplénicas ocorreram principalmente no espessamento tecidual, refletido pelo aumento da area.
A area esplénica foi significativamente maior no grupo Sham + PN + FSC em comparagao aos
grupos submetidos ao AVCi, indicando que a pneumonia representa um forte estimulo de
hiperplasia linfoide periférica. Esse padrao ¢ compativel com a resposta bifasica descrita na
literatura, em que o bago contrai-se nas primeiras 24-48 horas pds-AVCi e posteriormente
reexpande devido a mobilizagdo e redistribuicdo de esplendcitos (SEIFERT et al., 2012;
SIMATS; LIESZ, 2022; VAHIDY et al., 2016). Em modelos de inflamagdo pulmonar, a
reexpansao esplénica pode ser ainda mais acentuada por hiperplasia linfoide e produgao
aumentada de citocinas, refletindo uma ativagao sistémica robusta (WEI et al., 2022; YU, H. et
al., 2021).

No presente estudo, embora o grupo MCAO + PN + FSC tenha apresentado area
esplénica menor que o grupo Sham + PN + FSC, essa diferenca ndo se manteve quando
comparada ao grupo MCAO + PN ndo tratado, demonstrando que o FSC nao exerceu efeito
homogéneo sobre a resposta esplénica no contexto da interagdo AVCi + pneumonia. Essa
auséncia de modulacdo consistente sugere que a hiperplasia esplénica induzida pela infec¢ao
pulmonar ¢ um processo estrutural mais amplo, caracterizado por proliferacdo linfoide e
retencdo celular, potencialmente menos responsivo aos efeitos anti-inflamatorios do extrato
full-spectrum (ATALAY et al., 2020; RUSSO, 2019). Além disso, vias imunologicas
associadas a infec¢Oes bacterianas como ativagdo de Receptores do tipo Toll (Toll-like
Receptors — TLRs) podem ndo ser completamente suprimidas pelo FSC, o que explicaria a
manutencdo da expansdo esplénica em parte dos grupos experimentais (PERRY & HOLMES,
2014; YU, H. et al., 2021).

O estresse oxidativo ¢ um componente central do dano secunddrio po6s-AVCi,
caracterizado por excesso de EROs e ERNs, que levam a peroxidag¢ao lipidica, dano proteico e
disfungdo mitocondrial (MATHIAS; MACHADO; STORK; MARTINS et al., 2024;
MATHIAS; MACHADO; STORK; SANTOS, DOS et al., 2024; SIMON MACHADO et al.,
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2023, 2024). Além disso, infecgdes concomitantes, como pneumonia, podem intensificar a
producdo de EROs sistémica, ampliando o dano tecidual (SOUZA STORK, DE et al., 2025).

A atividade aumentada de MPO observada no cortex frontal dos animais MCAO + PN
+ veh indica uma resposta inflamatoria exacerbada, caracterizada por maior infiltracdo de
neutrdfilos e amplificacdo da cascata oxidativa. A MPO, além de ser um marcador de ativagao
neutrofilica, contribui diretamente para o dano tecidual ao gerar EROs e cloragdo de proteinas,
processos que aumentam a disfungdo da BHE e pioram o progndstico apoés AVCi
(DICKERHOF et al., 2020; LIU et al., 2025). O tratamento com FSC resultou em redugao
significativa da atividade de MPO nessas regides, sugerindo um efeito anti-inflamatoério e
antioxidante. Compostos como o canabidiol tém sido descritos por reduzir a atividade de MPO
e o estresse oxidativo associado, por meio da modulagdo da fungao de neutrofilos, diminuigao
do estresse respiratorio e supressdo da formagao de armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETs) (GOMEZ et al., 2021; MUJAHID et al., 2025a). O uso de inibidores especificos de
MPO como o KYC em modelos de AVC animal reduziu infiltragdo de neutréfilos, expressao
de biomarcadores de oxidativos (Cl-Tyr, nitrotirosina), apoptose, e infarto, resultando em
melhor fun¢do neurologica (LIN et al., 2024; G. YU et al., 2016). Essas evidéncias reforcam a
ideia de que reducao da MPO, seja por inibidores diretos ou compostos anti-inflamatorios como
o FSC, contribui para limitar o dano oxidativo e inflamatorio apés AVC, especialmente em
contextos de infecgao.

Em relagdo ao pulmdo, a MPO ¢ um marcador central do infiltrado neutrofilico
pulmonar e estd diretamente associada ao agravamento da inflamagdo alveolar, aumento da
permeabilidade capilar e dano ao epitélio respiratorio durante pneumonias graves. Em modelos
de AVCi, sabe-se que a imunossupressao pos-isquémica pode favorecer infec¢des pulmonares,
mas, paradoxalmente, na presenc¢a de pneumonia estabelecida ocorre uma resposta inflamatéria
pulmonar exacerbada, com acumulo de neutréfilos hiperativados e formagdo de grandes
quantidades de EROs mediadas por MPO (DIRNAGL et al., 2007a; FAURA et al., 2021a). No
presente estudo, o tratamento com FSC reduziu significativamente a atividade de MPO no
pulmdo dos animais, sugerindo que o extrato exerce efeito modulador ndo apenas sobre a
neuroinflamag¢do, mas também sobre a inflamagdo sistémica e local no tecido pulmonar. Essa
redugdo pode estar relacionada a capacidade dos fitocanabinoides de atenuar a ativacdo de
neutrdfilos e diminuir a produgdo de mediadores pro-oxidantes via inibigao de CB2, modulagao
de NF-kB e redugdo da liberagdo de NETs, como previamente demonstrado em modelos de

inflamacao pulmonar e sepse (KAPLAN; RADIC, 2012; WANG, YUPING et al., 2017).
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As concentragdes elevadas de nitrito/nitrato observadas cortex frontal dos animais
submetidos a MCAO + PN sem tratamento, indicam uma acentuada producao de 6xido nitrico
(NO) e de espécies reativas derivadas, como o peroxinitrito. Essa resposta estd associada a
ativacdo do oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) em condigdes inflamatorias, que contribui
para a disfuncdo endotelial, amplificacdo do estresse oxidativo e agravamento da
neuroinflamag¢do (WANG et al., 2022). O tratamento com FSC promoveu uma reducao
significativa nesses niveis, sugerindo que seus componentes bioativos, especialmente o
canabidiol, atuam como moduladores negativos da via do NO, possivelmente por meio da
inibi¢do da iNOS e do bloqueio da formagao de peroxinitrito. Essa modulagdo contribui para a
preservagao da integridade vascular e para a reducao do dano oxidativo e inflamatdrio tecidual
(KICMAN; TOCZEK, 2020; MUKHOPADHYAY et al., 2011).

No tecido pulmonar, o padrao observado para nitrito/nitrato indica que a combinagao
entre AVCi e pneumonia também desencadeia uma resposta nitrosativa exacerbada, embora
com caracteristicas distintas daquelas registradas no cortex frontal. O aumento dos niveis de
nitrito/nitrato nos animais MCAO + PN reflete a ativagdo pulmonar da via do 6xido nitrico, que
¢ um mecanismo classico de resposta a infecgdes bacterianas respiratorias e esta associado a
inducdo marcante de iNOS em células imunes e no epitélio alveolar (GHOSH; JOSEPH; ANIL,
2022; RICCIARDOLO et al., 2004). Em modelos de pneumonia, a produgdo intensa de NO e
de peroxinitrito contribui para o aumento da permeabilidade vascular, dano epitelial,
recrutamento neutrofilico e comprometimento da funcdo pulmonar. Além disso, quando a
pneumonia ocorre em um organismo previamente submetido ao AVCi, o estado de
imunodesregulagdao pos-isquémica favorece tanto a hiporreatividade inicial quanto picos
subsequentes de hiperproducao de NO, ampliando a instabilidade pulmonar e a vulnerabilidade
ao dano oxidativo (DIRNAGL et al., 2007b; FAURA et al., 2021Db)

Diferentemente do que foi observado no cortex frontal, o tratamento com FSC nao
reduziu de forma significativa os niveis pulmonares de nitrito/nitrato nos animais MCAO + PN.
Essa auséncia de modulagdo sugere que a via nitrosativa pulmonar induzida pela pneumonia
bacteriana apresenta um carater mais robusto e resistente a acdo do extrato, uma vez que a
inducdo de iNOS no pulmio em infec¢des agudas ¢ intensamente dependente de estimulos
mediados por TLR4, NF-kB e citocinas como IL-1B, TNF-a e IFN-y (BOGDAN, 2015;
KLEINERT; SCHWARZ; FORSTERMANN, 2003). Em contrapartida, a a¢io do canabidiol e
de outros compostos do FSC sobre iNOS e NO parece ser mais efetiva em condi¢des de
inflamagao estéril ou moderada, ndo necessariamente conseguindo suprimir a produ¢do maciga

de NO desencadeada por um agente infeccioso altamente pré-inflamatorio, como o
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Staphylococcus. aureus utilizado no modelo de pneumonia (KAPLAN; RADIC, 2012; WANG,
YUPING et al., 2017).

No que se refere ao dano oxidativo, a peroxidagao lipidica ¢ um marcador importante
de lesdo celular, resultante da acdo combinada de EROs e ERNs, frequentemente associadas
tanto a inflamagdo sist€émica quanto a neuroinflamacao (MATHIAS; MACHADO; STORK;
SANTOS DOS et al., 2024; NETTO et al., 2018). Nesse contexto, os niveis de MDA revelaram
um padrao regionalmente distinto. No hipocampo, o AVCi promoveu um aumento mais
pronunciado de peroxidagdo lipidica em comparacdo a pneumonia, indicando um maior
comprometimento oxidativo decorrente da lesdo isquémica. No cortex frontal, o padrao de
peroxidagdo lipidica observado revela um comportamento distinto daquele do hipocampo,
indicando que essa regido apresenta maior resisténcia a intensificacdo do dano oxidativo quando
submetida a multiplos desafios inflamatérios. A auséncia de aumento adicional nos niveis de
MDA quando o AVCi foi associado a pneumonia sugere que o cortex frontal possui
mecanismos endogenos de compensagdo mais eficientes, capazes de limitar a formacao
excessiva de EROs e ERNs mesmo diante de uma condi¢do de dupla injuria. Estudos prévios
mostram que areas corticais apresentam maior capacidade antioxidante basal, maior expressao
de enzimas protetoras e menor vulnerabilidade a flutuagdes abruptas de calcio e
excitotoxicidade, caracteristicas que reduzem a propensdo ao dano oxidativo ampliado
(CRIVELLO et al., 2007).

Adicionalmente, o efeito protetor observado com o FSC tanto nos animais submetidos
ao AVCi quanto naqueles expostos a pneumonia isoladamente refor¢a a responsividade do
cortex frontal a modulagdo antioxidante. Outra possibilidade ¢ que o cortex frontal, por
apresentar maior perfusdo colateral e menor vulnerabilidade metabdlica em comparacdo ao
hipocampo, responda de maneira mais eficiente a intervengdo farmacoldgica. Regides corticais
possuem maior densidade de vasos colaterais e maior capacidade de redistribuir fluxo
sanguineo apoOs a isquemia, reduzindo a hipoxia tecidual e, consequentemente, a produgado de
EROs. Nesse cenario, o FSC pode potencializar mecanismos antioxidantes ja presentes nessa
regido, tornando mais evidente sua agdo protetora frente aos insultos isolados de AVCi ou
pneumonia.

Considerando esses achados relacionados a peroxidacao lipidica e ao comportamento
regional do dano oxidativo, torna-se igualmente relevante avaliar marcadores que reflitam o
estado antioxidante do tecido, especialmente aqueles relacionados a integridade de proteinas e
ao sistema redox intracelular. Assim, observou-se aumento significativo nos niveis de grupos

sulfidrilas no hipocampo dos animais tratados com FSC com as duas injurias associadas assim
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como no cortex frontal quando submetido a pneumonia, indicando preservagao ou regeneragao
dos grupos tiol livres. Grupos sulfidrilas (—SH), como os presentes na glutationa reduzida
(GSH) e em proteinas cisteinicas, sdo componentes cruciais do sistema de defesa antioxidante
celular e atuam como sensores de estresse redox (AKSENOV; MARKESBERY, 2001b;
JONES, 2006; WU; JAN, 2010). O esgotamento dessas reservas indica estresse oxidativo
acelerado, tipico de lesdes isquémicas associadas a infec¢do (como pneumonia) que promove
oxidagdo de residuos tiol. Outro estudo demonstrou que o extrato de C. sativa aumentou a
atividade de CAT, e preservou as reservas de GSH em cérebro de camundongos submetidos a
estresse oxidativo induzido por aluminio (KUBILIENE et al., 2021). Revisdes atuais apontam
que CBD e outros cannabinoides ativam a via Nrf2/ARE, promovendo expressao de proteinas
antioxidantes e estabilizacdo de grupos tiol, além de reduzir marcadores de oxidagcdo (como
4-HNE e carbonilagcdo) (HUANG, C. et al., 2025; JASTRZAB et al., 2021; JITCA etal., 2023).

A CAT ¢ uma enzima essencial na defesa antioxidante, encarregada de decompor o
perdxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio, evitando a formagao de radicais hidroxila
altamente toxicos. Seu aumento representa uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo e
sinaliza amplia¢do da defesa enzimatica endogena (MATHIAS; MACHADO; CARDOSO et
al., 2024). O aumento da atividade de CAT observado no hipocampo dos grupos tratados com
FSC sugere que o 6leo de espectro completo ativa mecanismos antioxidantes endogenos em
resposta ao estresse oxidativo p6s-AVCi ou pneumonia. Isso reflete a capacidade do FSC de
estimular a decomposicdo de H20-, reduzindo o acimulo de radicais reativos que danificam
estruturas celulares. Esses dados estdo em consonancia com os achados que demonstraram que
a administragdo intracerebral de CBD em modelo de AVCi aumenta significativamente a CAT
e SOD, concomitante a redugao do volume infarto e da peroxidacdo lipidica (KHAKSAR et al.,
2022; RAICH et al., 2024; YAN et al., 2023). Além disso, uma meta-andlise recente conduzida
por Alraddadi et al. (2025) confirmou que o uso de canabinoides ¢ associado ao aumento
consistente da atividade de CAT e reducdo de lesdo cerebral em diferentes modelos
experimentais de AVC (ALRADDADI et al., 2025). O padrdo observado aumento localizado
de CAT no hipocampo, sem alteracdes significativas nos demais tecidos sugere que a agdo do
FSC pode ser especifica tecidual ou dependente da intensidade de estresse redox. Essa
seletividade pode refletir diferencas na biodisponibilidade, no microambiente inflamatério ou
na expressao de receptores de cannabinoides entre os tecidos.

A ampliagdo da atividade antioxidante enzimatica observada no hipocampo com o FSC
sugere que o extrato ndo apenas modula o estresse oxidativo diretamente, mas também interfere

na dindmica inflamatoria subsequente, uma vez que processos oxidativos e inflamatorios sao
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interdependentes no contexto do AVCi. A ativacdo de sistemas antioxidantes, como a CAT,
estd intimamente relacionada a regulagdo de vias inflamatorias, sobretudo porque o acumulo de
H:0: e radicais hidroxila atua como sinalizador para a ativacao de NF-kB e outras vias pro-
inflamatérias (FORRESTER et al., 2018; MORGAN; LIU, 2011). Dessa forma, ao reduzir a
disponibilidade de H-0: e limitar a formag¢do de EROs altamente reativas, o FSC pode atenuar
a ativagdo de microglia e macrofagos, diminuindo a liberagdo de citocinas como IL-1.

A IL-1B ¢ uma citocina pro-inflamatoria central na resposta ao AVCi, sendo expressa
precocemente por microglia, macréfagos e células endoteliais, e contribuindo para a
exacerbagdo da inflamagdo, disfuncdo da BHE e comprometimento neurolégico associado
(SOBOWALE et al., 2016). E importante ressaltar que os modelos experimentais demonstram
que a IL-1B aumenta precocemente apOs a isquemia e contribui para a amplificacdo da
inflamacdo neurovascular, enquanto intervengdes que bloqueiam sua a¢ao (como o antagonista
IL-1Ra) atenuam significativamente o volume do infarto e melhoram os desfechos (BOUTIN
et al.,, 2001; MCCANN et al., 2016; SOBOWALE et al., 2016), indo de acordo com os
resultados, que demonstraram um aumento de IL-1B nos animais submetidos ao AVCi no
hipocampo e cortex frontal com uma diminui¢do principalmente no hipocampo em animais
tratados com FSC. O hipocampo, por apresentar maior vulnerabilidade metabdlica e maior
densidade de microglia reativa apds a isquemia, tende a exibir uma resposta inflamatéria mais
robusta, o que também significa maior responsividade a intervencdes que atuam sobre vias de
sinalizagdo, como NF-kB, PPAR-y e receptores canabinoides modulados por componentes do
FSC (ATALAY; JAROCKA-KARPOWICZ; SKRZYDLEWSKA, 2019; MUJAHID et al.,
2025b). Assim, a reducao de IL-1B no hipocampo indica que o extrato foi capaz de atenuar a
neuroinflamacao na regido mais sensivel ao dano isquémico, enquanto no cortex o efeito pode
ter sido menos evidente devido a uma menor ativagdo basal da cascata inflamatéria ou a um
perfil microglial menos reativo.

Isso vem de encontro com os resultados de TNF no hipocampo, onde somente o grupo
com as duas injarias associadas apresentou aumento com a redugao dos niveis de TNF no grupo
com tratamento FSC modulando positivamente a resposta inflamatdria sistémica desencadeada
pela pneumonia associada ao AVCi. Essa a¢do anti-inflamatéria pode proteger contra
complicagdes respiratorias e contribuir para menor estresse oxidativo. O TNF ¢ uma citocina
pré-inflamatoéria central no inicio da cascata inflamatoria pos-AVCi, produzida por microglia,
macrofagos e neutréfilos, contribuindo para a disfun¢do da BHE, edema cerebral e progressao

do infarto (CLAUSEN et al., 2020; JAYARAJ et al., 2019).
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Intervengdes que bloqueiam o TNF ou seus receptores (como XPro1595 ou antagonistas
de TNFR) tém reduzido volume do infarto e melhorado desfechos neuroldgicos em modelos
experimentais (FERNANDEZ-LOPEZ et al, 2012; YLI-KARJANMAA et al, 2019a).
Recentemente, demonstraram que o antagonista seletivo do receptor de TNF (R-7050) ofereceu
neuroprote¢do significativa em modelo de AVC permanente em ratos, reduzindo edema,
volume de infarto, estresse oxidativo e hiperexpressao de IL-6 (Lin, S.-Y. et al., 2021). Além
disso, revisdes recentes enfatizam que a inibicdo seletiva do TNF soluvel (solTNF) reduz
resisténcia vascular, degradacao da BHE e lesdo neuronal, sugerindo que o FSC pode atuar por
mecanismos similares (bloqueio de solTNF/NF-kB) (THOUGAARD et al., 2025; YLI-
KARJANMAA et al., 2019b).

Em relagdo a IL-6, ¢ uma citocina multifuncional com papel proeminente na resposta
inflamatoria p6s-AVCi, produzida por microglia, macréfagos, células endoteliais e leucdcitos
infiltrais. Ela estd implicada tanto na amplificagdo da inflamagdo quanto em processos
neuroprotetores, como angiogénese e reparo celular (HUANG, X. et al., 2024; SRIVASTAVA
etal., 2014). No hipocampo, foi observado aumento significativo dos niveis de IL-6 nos animais
do grupo de MCAO associado a PN ou ndo quando comparado aos grupos Sham + sham + veh.
Visto que a sinalizagdo celular de IL-6 depende do estimulo conjunto de IL-1p ¢ TNF
(CONFALONE; D’ALESSIO; FURIA, 2010) os resultados anteriores no hipocampo
direcionam para o que foi observado nos niveis de IL-6.

No pulmao, o padrao observado foi distinto daquele do tecido cerebral, com aumento
significativo de IL-6 apenas nos animais submetidos a pneumonia, independentemente da
ocorréncia prévia de AVCi. Esse comportamento ¢ compativel com o papel central da I1L-6
como mediadora chave da resposta inflamatdria pulmonar aguda, especialmente em infecg¢des
bacterianas, nas quais sua producado ¢ rapidamente induzida por macréfagos alveolares, células
epiteliais e neutrofilos ativados em resposta a sinalizacdo via TLRs e citocinas como IL-1B e
TNF. Em modelos de pneumonia, o aumento de IL-6 esta diretamente associado a amplificacdo
da inflamagao local, recrutamento celular e aumento da permeabilidade alveolar, contribuindo
para a gravidade da lesdo pulmonar. No presente estudo, o fato de esse aumento ter sido
revertido pelo tratamento com FSC sugere que o extrato exerce efeito modulador sobre a
resposta inflamatoria respiratoria, reduzindo a hipersinalizagdo pré-inflamatoria tipica da
pneumonia. Esse efeito ¢ coerente com evidéncias que demonstram que compostos presentes
no extrato full-spectrum, como canabidiol e terpenos bioativos, atenuam a ativagdo de vias
como NF-kB e JAK/STATS3, reduzindo a produgdo de IL-6 em modelos de inflamagao
sist€émica e pulmonar MUTHUMALAGE; RAHMAN, 2019; VUOLO et al., 2019).
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Considerando esse cenario inflamatério marcado pela elevacdo de citocinas pro-
inflamatoérias, torna-se essencial avaliar também os componentes reguladores da resposta
imunologica que atuam na contengdo dessa ativagao exacerbada. Nesse contexto, a IL-10
desempenha papel central como principal citocina anti-inflamatoria do eixo neuroimune, sendo
responsavel por limitar a produgdo de mediadores pro-inflamatorios, modular a ativagao
microglial e reduzir o dano tecidual secundério ap6s a isquemia. Assim, a analise dos niveis de
IL-10 permite compreender se ocorreu um contrabalanco compensatorio a inflamagao
observada, revelando como o cérebro e os tecidos periféricos tentam restabelecer a homeostase
frente aos insultos de AVCi e pneumonia, bem como a possivel interferéncia do tratamento com
FSC nesse equilibrio. Produzida por células como microglia, macréfagos e Tregs, a IL-10
regula negativamente a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e protege o tecido cerebral e
vascular de lesdes secundarias (GARCIA et al., 2017; PIEPKE et al., 2021). Estudos com
camundongos deficientes em IL-10 mostraram que apresentam volume significativamente
maior de infarto, atrofia cerebral mais extensa e pior recuperacdo neurologica, especialmente
entre os dias 3 e 7 ap6s o AVC (PIEPKE et al., 2021).

A reducdo significativa de IL-10 observada nas estruturas cerebrais nos animais
submetidos MCAO + PN destaca uma deficiéncia na resposta anti-inflamatéria local em
pneumonia apdés AVCi. Esse déficit pode agravar a evolugdo da neuroinflamagdo e contribuir
para maior lesdo tecidual. Esse achado € coerente com dados de modelos animais: camundongos
deficientes em IL-10 manifestam maior volume de infarto, atrofia e pior recuperagao
neurologica (PIEPKE et al., 2021). A acdo de IL-10 para conter citocinas como IL-17A e TNF-a
— via regulacao de Tregs e microglia — reduz a neuroinflamagao e preserva a BHE (PIEPKE
et al., 2021; SOUZA STORK, DE et al., 2025). Em humanos, niveis muito elevados de IL-10
precocemente podem levar & imunossupressdo € aumentar risco de infec¢des pds-AVCi, algo
que reforca a importdncia de regulacdo temporal e regional dos niveis de IL-10
(LAMBERTSEN; FINSEN; CLAUSEN, 2019). No entanto o tratamento com FSC nao
restaurou os niveis de IL-10. A auséncia de restauracao dos niveis de IL-10 apos o tratamento
com FSC pode estar relacionada ao fato de que a modulagdo exercida pelo extrato atua
predominantemente na contencdo de vias pro-inflamatorias e oxidativas, e ndo necessariamente
na inducao direta de citocinas anti-inflamatodrias. Estudos mostram que compostos presentes no
extrato full-spectrum, como canabinoides e terpenos, reduzem a produ¢ao de mediadores como
IL-1B, TNF-a e IL-6 principalmente por mecanismos de inibi¢do de NF-«xB, diminui¢do da
ativacdo microglial e reducdo do estresse oxidativo, mas ndo promovem de forma robusta a

indugdo de IL-10, especialmente em condi¢des inflamatorias graves ou combinadas, como
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AVCi associado a pneumonia (ATALAY; JAROCKA-KARPOWICZ; SKRZYDLEWSKA,
2019b).

Em sintese, os achados deste estudo demonstram que a interagao entre AVC isquémico
e pneumonia bacteriana desencadeia uma resposta inflamatoria e oxidativa intensificada,
ampliando o dano sistémico e cerebral. Embora o FSC tenha atenuado multiplos desfechos
patoldgicos — especialmente no hipocampo e no tecido pulmonar — sua a¢ao nao foi capaz de
restaurar plenamente mecanismos anti-inflamatérios como os mediados por IL-10, refor¢ando
que a injuria combinada representa um desafio bioloégico complexo e de dificil modulagao.
Dessa forma, o estudo evidencia tanto o potencial terapéutico do FSC na conten¢do do dano
secundario quanto a necessidade de intervengdes combinadas e de maior especificidade
imunometabdlica para o manejo da condi¢do pos-AVCi.

Este estudo apresenta limitagdes inerentes ao modelo experimental pré-clinico, uma vez
que foi conduzido em ratos Wistar jovens e saudaveis, o que nao reproduz integralmente o perfil
clinico tipico de pacientes com AVCi, frequentemente idosos e portadores de comorbidades.
Além disso, o periodo de avaliagdo concentrou-se na fase aguda e subaguda, ndo permitindo
inferéncias sobre desfechos cronicos e recuperacdo funcional a longo prazo. Outra limitagdo
refere-se a complexidade da interacdo entre AVCi e pneumonia bacteriana. Embora tenham
sido avaliados importantes marcadores inflamatorios e oxidativos, outros eixos regulatorios
relevantes como vias celulares especificas, analise molecular aprofundada, dentre outras
analises, ndo foram exploradas. Da mesma fora, a auséncia de restauracdo dos niveis de IL-10
sugere que o FSC pode ndo modular plenamente mecanismos anti-inflamatorios regulatorios,
indicando que intervencdes combinadas possam ser necessarias.

Por outro lado, o estudo apresenta importantes potencialidades. Trata-se de um modelo
experimental inovador que integra lesdo cerebral isquémica e infec¢do pulmonar bacteriana,
aproximando-se de uma condicdo clinica frequentemente observada em pacientes com AVCi.
A avaliagdo concomitante de parametros centrais e periféricos fortalece a compreensao da
interacdo cérebro-sistema imune e amplia a relevancia translacional dos achados. Além disso,
a investigacdo do FSC representa um avanco conceitual ao considerar a complexidade
farmacoldgica dos derivados da Cannabis, aproximando-se da pratica clinica real. Os resultados
reforgam o potencial do FSC como estratégia adjuvante capaz de modular multiplos alvos da
resposta neuroimune, especialmente em tecidos altamente vulneraveis como o hipocampo e o

pulmao, sustentando futuras investigacdes.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, os achados deste estudo demonstram que o AVCi associado a pneumonia
desencadeia uma resposta inflamatoria e oxidativa mais complexa e desregulada,
particularmente evidente no hipocampo e nos tecidos periféricos, refletindo a interacdo entre a
lesdo cerebral e a inflamagdo sistémica. A elevacdo de MPO, nitrito/nitrato, IL-13 e IL-6,
associada a redugdo de IL-10, indica um ambiente neuroimune desbalanceado que favorece a
progressao do dano secundario pds-isquemia. Embora o FSC tenha modulado varios desses
componentes reduzindo estresse oxidativo, atenuando citocinas pro-inflamatorias e
normalizando marcadores importantes no pulmao, seus efeitos foram regionais e incompletos,
com maior impacto no hipocampo e em parametros oxidativos, mas observou-se limitagdes em
restaurar plenamente mecanismos reguladores, como IL-10. Esses resultados reforcam que,
apesar do potencial anti-inflamatorio e antioxidante do FSC, a dupla injiria AVCi + pneumonia
cria um cenario de alta complexidade biologica no qual respostas compensatorias podem ser
insuficientes para reequilibrar completamente o eixo cérebro—sistema imune periférico. Assim,
o estudo evidencia tanto a gravidade da interacdo entre isquemia e infeccdo quanto a
necessidade de intervengdes terapéuticas capazes de atuar simultaneamente em multiplos alvos
da resposta neuroimune.

Como perspectiva, os achados contribuem para o avanco do conhecimento sobre o papel
da coinfec¢do em complicagdes pds-AVC e sustentam a investigagdo continua de compostos
derivados da Cannabis como possiveis estratégias adjuvantes. Estudos futuros, com modelos
clinicos e mecanismos celulares mais aprofundados, sdo recomendados para validar a

aplicabilidade translacional dos resultados aqui apresentados.
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ANEXO A - AVALIACAO DE DEFICIT NEUROLOGICO

Escala de déficit neurolégico (EDN) Pts.

Testes motores

Segurando o rato pela cauda 3
(1) Flexdo de membro anterior
(1) Flexdo de membro posterior
(1) Movimento de cabega >10° para o eixo vertical em 30s

Colocando o rato no chao (normal = 0; maximo = 3) 3
(0) Marcha normal
(1) Incapaciade de andar em linha reta
(2) Paresia com andar em circulo para o lado parético
(3) Paresia com queda para o lado parético

Testes sensoriais 2
(1) Teste de colocagao (teste visual e tatil)
(2) Teste propripceptivo (sensagao de profundidade, empurrando a pata contra a borda
da mesa para estimular os musculos do membro

Teste de equilibrio na trave (normal = 0; maximo = 6) 6
(0) Equilibrio com postura firme
(1) Seguda o lado da trave
(2) Abraga a trave e um membro cai da plataforma
(3) Abraga a trave e dois membros caem da plaforma ou gira na plataforma (>60s)
(4) Tenta se equilibrar na trave, mas cai (>40s)
(5) Tenta se equilibrar na trave, mas cai (>20s)
(6) Nenhuma tentativa de se equilibrar ou segurar na trave (<20s)

Reflexos ausentes e movimentos anormais 4
(1) Reflexo do pavilhdo auricular (agitagdo de cabeca ao tocar o pavilh&do auricular)
(1) Reflexo corneano (piscar os olhos ao tocar levemente as palpebras com algodao)
(1) Reflexo de sobressalto (resposta motora a um breve estimulo sonoro ao rasgar uma
(1) Crises epilépticas, mioclonias e/ou miodistonia

Pontuagdo maxima 18

1 ponto & concedido pela incapacidade de realizasr as tarefas ou pela falta de um reflexo testado; 1 a 6 pontos indica leséo
neuroldgica leve; 7 a 12 pontos indica lesdo neurolégica moderada; 13 a 18 pontos indica lesdo neurolégica grave.
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g’ Universidade do Extremo Sul Catarinense /QCEUA(%
unesc Comissao de Etica no Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto abaixo especificado, que envolve a produgao, manutengao ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunido de 23/04/2024.

Titulo do projeto Efeito do tratamento com canabidiol sobre a permeabilidade intestinal
e dano pulmonar apds o acidente vascular cerebral isquémico
experimental
Project title The effect of cannabidiol treatment on bowel permeability and acute

lung injury after experimental ischemic stroke.

Numero do protocolo 13/2024

Protocol number

Pesquisador principal FABRICIA CARDOSO PETRONILHO

Principal Investigator

Pesquisadores Solange de Souza Stork, Khiany Damaris Mathias Maurilio, Richard
Researchers Simon Machado, Larissa Joaquim, Lucineia Gainski Danielski, David

dos Santos, Paulo Henrique Amboni Brunelli, Vilson Heinzen
Cardoso, Anita Dal Bo Prudencio da Silva Tiscoski, Carla Damasio
Martins, Fabricio Weinheimer Lippert, Maiara de Aguiar da Costa,
Victoria Linden de Rezende, Sandra Bonfante, Natalia Piacentini da
Silva, Maria Amélia Cechinel da Silva, Victor Duilio Antunes Maragno,
Poliana da Rocha de Azevedo, Naila Maciel Andrade.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao 25/04/2024 a 25/04/2025
Espécie/linhagem/raca Rato heterogénico/ Wistar

Idade/Peso 60 dias/200 a 250g

Numero de animais Masculino 180

Procedéncia Laboratorio de Neurologia Experimental

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
03/2017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of
this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you have further
questions, please contact us by e-mail ceua@unesc.net.
%W&m,w & Criciuma-SC, 23 de abril de 2024
osiane Budni

Coordenadora da CEUA
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