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Resumo 

PIRES-DOS-SANTOS, I. Caracterização da neuroinvasividade do SARS-CoV-2 e dos 

efeitos neuroprotetores do canabidiol em um modelo in vitro utilizando o sistema celular 

SH-SY5Y. 2022. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

Passados dois anos do início da pandemia de COVID-19, estudos apontam que a doença pode 

acarretar sintomas sistêmicos no corpo humano. Além da sintomatologia clássica respiratória, 

a patologia vem sendo associada a disfunções cardiovasculares, metabólicas e neurológicas. Os 

sinais de acometimento do Sistema Nervoso Central costumam surgir durante a fase aguda da 

infecção, todavia, a persistência dos sintomas neurológicos, além do desencadeamento de 

distúrbios neuropsiquiátricos após a resolução do quadro, vem chamando atenção de médicos 

e pesquisadores. Nota-se, portanto, a importância da melhor elucidação do neurotropismo e do 

potencial de neuroinvasividade do SARS-CoV-2, bem da busca por fármacos que ofereçam a 

neuroproteção contra danos neurológicos a longo prazo relacionados com a doença. O presente 

estudo investigou a neuroinvasividade do SARS-CoV-2 em amostras post-mortem de via 

olfatória de pacientes falecidos em decorrência de COVID-19 e, posteriormente, observou os 

efeitos do canabidiol em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) infectadas pelo novo 

coronavírus. As amostras de pacientes foram submetidas aos ensaios de RT-PCR e de 

imunofluorescência, para a detecção da expressão de SARS-CoV-2. Foram também avaliadas 

quanto à expressão de citocinas inflamatórias, por meio de ensaios de RT-PCR e Dot Blot, que 

demonstraram a expressão de fatores inflamatórios tanto em amostras positivas, quanto em 

negativas para a expressão gênica de SARS-CoV-2. Células SH-SY5Y foram empregadas para 

um modelo in vitro de neuroinfecção por SARS-CoV-2 e tratadas com concentrações de 100 

nM, 300nM, 1uM, 3uM e 10uM de CBD. Foram submetidas a ensaios de RT-PCR, viabilidade 

e proliferação celular. Os resultados sugerem que o CBD não exerça efeito virucida relevante, 

porém, na concentração de 1uM, apresentou efeito pró-neurogênico. Os resultados sugerem que 

o CBD exerça efeito neuroprotetor sobre a linhagem celular testada em presença de SARS-

CoV-2. 

Palavras-chave: COVID-19, SARS-CoV-2, neurotropismo, neuroinvasividade, 

neuroproteção, SH-SY5Y, canabidiol 
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Abstract 

PIRES-DOS-SANTOS, I. Characterization of the neuroinvasiveness of SARS-CoV-2 and 

the neuroprotective effects of cannabidiol in an in vitro model using the SH-SY5Y cellular 

system. 2022. Dissertation (Master). Ribeirão Preto School of Medicine – University of São 

Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

Two years after the beginning of the COVID-19 pandemic, studies have shown that the disease 

can be related to systemic symptoms in the human body. In addition to the classic respiratory 

symptoms, the pathology has been associated with cardiovascular, metabolic, and neurological 

disorders. The signs of Central Nervous System involvement usually appear during acute 

infection, however, the persistence of some neurological symptoms and the triggering of 

neuropsychiatric disorders after the cure have alarmed physicians and researchers. Therefore, 

it is important to better elucidate the neurotropism and neuroinvasive potential of SARS-CoV-

2, as well as the search for drugs that offer neuroprotection against long-term neurological 

damage related to the disease. The present study investigated the neuroinvasiveness of SARS-

CoV-2 in post-mortem olfactory samples from patients who died as a result of COVID-19 and, 

subsequently, observed the effects of cannabidiol on human neuroblastoma cells (SH-SY5Y) 

infected by the new coronavirus. Patient samples were subjected to RT-PCR and 

immunofluorescence assays for the detection of SARS-CoV-2 expression. They were also 

evaluated for the expression of inflammatory cytokines in RT-PCR and Dot Blot assays, which 

demonstrated the expression of inflammatory factors in both positive and negative samples for 

SARS-CoV-2 gene expression. SH-SY5Y cells were employed for an in vitro model of SARS-

CoV-2 neuroinfection and treated with concentrations of 100nM, 300nM, 1uM, 3uM, and 

10uM of CBD. They were submitted to RT-PCR, viability, and cell proliferation assays. The 

results suggest that CBD does not exert a relevant virucidal effect, however, at a concentration 

of 1uM, it showed a pro-neurogenic effect. The results suggest that CBD exerts a 

neuroprotective effect on the cell line tested in the presence of SARS-CoV-2. 

Key-words: COVID-19, SARS-CoV-2, neurotropism, neuroinvasiveness, neuroprotection, 

SH-SY5Y, cannabidiol 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Os vírus neurotrópicos e suas possíveis consequências 

Infecções virais do Sistema Nervoso Central (SNC) podem provocar diversas 

disfunções de gravidades distintas, que podem estar associadas com sequelas neurológicas a 

curto ou longo prazo, ou ainda com a mortalidade (DEPLA et al., 2022). O acesso de vírus 

neurotrópicos ao SNC está relacionado com sua capacidade de permear o complexo sistema de 

proteção central, que é a barreira hematoencefálica (BHE), uma estrutura complexa e altamente 

especializada, com início de desenvolvimento durante o período intrauterino, constituída por 

células endoteliais capilarizadas, seladas por tight junctions, astrócitos e pericitos (BRANISTE 

et al., 2014). O sucesso da transposição viral pela BHE pode ocorrer devido a citopatologia 

induzida diretamente pelo vírus, ou mesmo pela resposta imunológica anti-viral do hospedeiro 

(SWANSON; MCGAVERN, 2015). 

Herpesviroses, enteroviroses e arboviroses são algumas das doenças virais que podem 

afetar o SNC com maior frequência, podendo se manifestar tanto com sintomas mais brandos, 

como cefaleia e tonturas, quanto com quadros mais severos, como encefalite, meningite e 

mielite (LEON et al., 2021). As manifestações mais graves, como a encefalite, podem ser 

decorrentes de complicações raras de infecções comuns, como ocorre em certas herpesviroses. 

Entretanto, elas podem também configurar a apresentação característica de doenças virais mais 

atípicas, como, por exemplo, a hidrofobia (raiva).  Além disso, a encefalite viral pode ser o 

único sinal neurológico da infecção, ou ocorrer concomitantemente a quadros como meningite, 

mielite, neurite e radiculite (VENKATESAN; MURPHY, 2018). 

Alguns vírus integrantes da família Herpesviridae (HVs) desenvolveram mecanismos 

engenhosos para superar as defesas do SNC e infectar o mesmo. A capacidade dos HVs 

entrarem em estado de latência, característica importante da família a qual pertencem, permite 
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que eles persistam no hospedeiro indefinidamente. Sendo assim, os HVs representam os 

patógenos mais frequentemente detectados no cérebro humano (HOGESTYN; MOCK; 

MAYER-PROSCHEL, 2018). As duas vias primárias utilizadas pelos HVs para infectar o SNC 

são a hematogênica (transporte direto pela BHE), e a disseminação retrógrada, na qual a 

infecção ocorre nas terminações nervosas periféricas e os patógenos utilizam redes de transporte 

axonal para invadir o cérebro (ZHOU, LI; MIRANDA-SAKSENA; SAKSENA, 2013). 

Há indícios que conectam a infecção por certos tipos de HVs com a ocorrência de 

doenças neurodegenerativas. A presença de DNA de Herpes simplex do tipo 1 (HSV-1) no 

cérebro de idosos, principalmente nos portadores do alelo tipo 4 do gene da apolipoproteína 

(APOE), foi relatada como um fator de risco para a doença de Alzheimer (AD) (ITZHAKI; 

WOZNIAK, 2008). Além disso, Wosniak e colaboradores demonstraram que o HSV-1 está 

relacionado com o aumento do depósito de placas de β-amiloide (proteína envolvida na AD) 

em cultura celular de neuroblastoma humano (WOZNIAK et al., 2007). O Herpes vírus humano 

do tipo 6 (HHV-6), por sua vez, já foi proposto em diversos relatos como possível participante 

da etiopatogenia da Esclerose Múltipla (MS) (HOGESTYN; MOCK; MAYER-PROSCHEL, 

2018). 

Entre as enteroviroses, o Poliovirus (subtipo do Enterovirus C) é um dos integrantes de 

maior importância quanto a neuroinvasividade. O agente provoca poliomielite paralítica ao 

adentrar o SNC e se replicar nos neurônios motores cerebrais e da medula espinhal (COYNE; 

KIM; BERGELSON, 2007) . A infecção tem início nas mucosas da orofaringe e do intestino, 

se difunde para a corrente sanguínea, de onde as partículas virais partem para locais secundários 

de replicação. O Poliovirus alcança o SNC tanto por transporte retrógrado, por meio de 

neurônios periféricos até a medula espinhal do hospedeiro, quanto por permeação da BHE 

(RACANIELLO, 2006). 
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As arboviroses (viroses cujos vetores são artrópodes) representam risco de saúde pública 

em diversos países, principalmente os de clima tropical (POWER et al., 2022). Geralmente são 

relacionadas com infecções agudas, o que resulta em diversos sintomas, que variam de febre 

baixa a febre hemorrágica. Entretanto, algumas infecções por arbovírus podem estar associadas 

a quadros importantes de neuroinflamação, que podem desencadear disfunções neurológicas 

como encefalite, paralisia, deficiências oftalmológicas ou distúrbios de desenvolvimento (CLÉ 

et al., 2020). 

O Zika virus (ZKV) é o arbovírus mais relatado em relação a infecções congênitas, 

provavelmente devido à grande extensão da epidemia por ele provocada na última década 

(PLATT; MINER, 2017). A infecção pelo ZKV vem sendo fortemente relacionada com 

complicações em gestações e distúrbios neurológicos nos fetos. (KOMARASAMY et al., 

2022). A microcefalia é o sintoma mais comum associado com a Síndrome Congênita do Zika, 

que tem como principais características a redução de tamanho e volume cerebrais, o 

desenvolvimento anormal de neurônios e o número reduzido de células neurais na substância 

cinzenta do cérebro (WHEELER, 2018).  

Assim como o ZKV, o Rubella virus (RBV) também é reportado por provocar infecções 

congênitas. Apesar da infecção por RBV geralmente causar sintomas leves, como febre baixa 

e rash cutânea em adultos e crianças, quando ela ocorre durante a gestação, principalmente no 

decorrer do primeiro trimestre, pode resultar em aborto espontâneo, morte fetal, ou o 

nascimento de crianças com um conjunto de malformações congênitas conhecidas como 

Síndrome da Rubéola Congênita (SRC) (GRANT et al., 2017). Alguns dos sintomas comuns 

da SRC incluem catarata, deficiência auditiva neuro-sensorial, cardiopatia congênita, icterícia, 

púrpura, hepato-esplenomegalia e microcefalia (WINTER; MOSS, 2022). 

Os coronavírus humanos (HCoVs), apesar de afetarem majoritariamente o sistema 

respiratório, consistem em outro conjunto de vírus que podem atingir o SNC humano, podendo 
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estar relacionados com o surgimento de sintomas neurológicos. Esses patógenos são altamente 

disseminados na natureza e apresentam grande similaridade, tanto em estrutura molecular, 

quanto em modo de replicação, com diversos coronavírus neuroinvasivos que afetam animais 

(DESFORGES et al., 2019). O potencial neuroinvasivo de coronavírus já foi descrito na 

literatura através da detecção de RNA de cepas endêmicas de HCoV-229E e OC43 em amostras 

cerebrais post-mortem de pacientes portadores de Esclerose Múltipla (ARBOUR et al., 

2000)(STEWART; MOUNIR; TALBOT, 1992). Além disso, a presença de SARS-CoV 

também já foi detectada em células neuronais de pacientes que faleceram em decorrência de 

complicações da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS)(GU et al., 2005). 

Além das propriedades de neuroinvasividade, a neuropatogenicidade dos HCoVs 

também vem sendo reportada nas últimas décadas. Na literatura há relatos de encefalite 

(MORFOPOULOU et al., 2016), paralisia flácida (TURGAY et al., 2015) e diversas outras 

afecções neurológicas associadas com a infecção por coronavírus. Curiosamente, a cura da 

infecção aguda parece não ser determinante na eliminação do vírus do SNC humano, já que 

existem relatos de detecção viral, tanto em cérebro, quanto em fluido cerebroespinhal de 

pacientes assintomáticos e clinicamente curados, o que sugere a permanência da infecção 

central (ARBOUR et al., 2000)(CRISTALLO et al., 1997). 

Em 2018, Dubé e colaboradores realizaram ensaios em cultura celular e em um modelo 

animal de neuroinfecção por HCoV-OC43 com a finalidade de identificar as possíveis formas 

de neuropropagação viral. Os pesquisadores descreveram a rota de proliferação viral da 

cavidade nasal para o bulbo olfatório e córtex piriforme e, em seguida, para o tronco cerebral. 

Identificaram, ainda, a propagação de neurônio a neurônio como um modo subjacente de 

disseminação viral em cultura celular. Tais resultados sugerem que, tanto a difusão passiva de 

partículas virais, quanto o transporte axonal poderiam ser estratégias válidas de propagação 

utilizadas pelo coronavírus em questão (DUBÉ et al., 2018). 
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Pode-se afirmar, portanto, que certos vírus apresentam neurotropismo e que as infecções 

por eles provocadas podem representar riscos ao sistema nervoso do ser humano. A tabela 1 

apresenta alguns dos principais vírus neurotrópicos, bem como as manifestações neurológicas 

reportadas decorrentes de sua infecção central em seres humanos. 

 

Tabela 1: Vírus neurotrópicos que afetam seres humanos e suas manifestações 

neurológicas 

Vírus Família Manifestações 

neurológicas 

Referência 

Zika virus (ZIKV) Flaviviridae Microcefalia, 

meningoencefalite, 

mielite, síndrome de 

Guillain-Barré 

(LEON et al., 

2021) 

Dengue virus 

(DENV 1-4) 

Flaviviridae Encefalopatia, 

encefalite, 

disfunções neuro-

oftálmicas e 

musculares 

(CAROD-ARTAL 

et al., 2013) 

Rubella virus 

(RBV) 

Togaviridae Microcefalia, 

calcificação difusa 

distribuída nos 

gânglios da base, 

distúrbios 

comportamentais, 

retardo mental 

(IHUNWO et al., 

2022) 

Herpes simplex 

virus (HSV-1, 2) 

Herpesviridae Encefalite, 

meningite, mielite, 

cefaleia, confusão 

mental, letargia 

(ŠUDOMOVÁ et 

al., 2022) 

Cytomegalovirus 

(HCMV) 

Herpesviridae Declínio cognitivo, 

aumento do risco de 

desenvolvimento de 

doenças 

neuropsiquiátricas 

(ZHENG et al., 

2021) 
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Epstein-Barr vírus 

(HHV-4) 

Herpesviridae Meningoencefalite, 

encefalite, 

convulsões, 

alucinações visuais e 

psicose aguda 

(JENSON, 2000) 

HIV-1 Retroviridae Encefalite, mielite, 

neuropatias com 

desmielienização 

(UWISHEMA et 

al., 2022) 

Influenza vírus (A 

e B) 

Orthomyxoviridae Convulsões, 

encefalopatia, 

mielite transversa, 

síndrome de 

Guillain-Barré 

(CHOI et al., 2021) 

Enterovirus C 

(Poliovirus) 

Picornaviridae Mielite, paralisia 

flácida temporária ou 

permanente, 

fraqueza muscular e 

disfunção 

respiratória 

(TSEHA, 2021) 

Borna disease 

vírus (BoDV-1) 

Bornaviridae Encefalite (FRANK et al., 

2022) 

Rabies vírus 

(RABV) 

Rabdoviridae Encefalomielite 

progressiva e letal 

(MORI et al., 

2005) 

 

HCoV-OC43 

 

Coronaviridae 

 

Encefalite 

 

(MORFOPOULOU 

et al., 2016) 

 HCoV-229E Coronaviridae Paralisia Flácida (TURGAY et al., 

2015) 

 

 

1.2. SARS-CoV-2: pandemia e dados de neuroinvasividade 

 Em dezembro de 2019 serviços de saúde da cidade de Wuhan, China, reportaram os 

primeiros casos de pneumonia de origem desconhecida. Muitos dos pacientes tinham em 

comum a exposição a um mercado atacadista local de frutos do mar (The Huanan Seafod 

Market), conhecido por comercializar também animais ainda vivos (SINGHAL, 2020). O 
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sistema de vigilância epidemiológica local foi rapidamente acionado, e amostras respiratórias 

de pacientes foram encaminhadas a laboratórios de referência para investigação etiológica. 

Ainda no mês de dezembro a China notificou a questão à Organização Mundial da Saúde 

(OMS), e em janeiro de 2020 o agente etiológico foi identificado como um novo coronavírus, 

que apresentava grande similaridade com o SARS-CoV (WU et al., 2020), vírus que já tinha 

provocado a epidemia Síndrome Respiratória Aguda Grave no ano de 2003 (MIYAH et al., 

2022). Devido a semelhança com o SARS-CoV, o novo integrante da família Coronaviridae 

foi denominado SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Corona Virus 2), e a 

doença por ele causada passou a ser chamada de COVID-19 (COrona VIrus Disease 2019) 

(MOHAMADIAN et al., 2021). 

 Em 2020, Chan e colaboradores rastrearam o curso da COVID-19 em uma família de 

sete pessoas, revelando que o SARS-CoV-2 poderia ser transmitido entre seres humanos 

(CHAN et al., 2020). Atualmente, sabe-se que o novo coronavírus pode ser transmitido entre 

humanos de diversas maneiras, mediadas por fluidos expelidos ou aerossóis exalados por 

indivíduos infectados, que atingem direta ou indiretamente a superfície da mucosa de um 

hospedeiro suscetível (YEN et al., 2022).  

 Assim como os outros coronavírus (CoVs) da família Coronaviridae, o SARS-CoV-2 é 

um vírus envelopado de RNA de fita simples e, assim como os demais CoVs altamente 

patogênicos, ele pertence ao gênero Betacoronavirus (HARRISON; LIN; WANG, 2020). Os 

vírions são compostos pelas proteínas estruturais nucleocapsídeo (N), membrana (M), envelope 

(E) e spike (S), que apresenta subunidades S1 e S2. As etapas de entrada das partículas virais 

na célula hospedeira, incluindo a ligação à membrana da célula e a fusão, são mediadas pela 

glicoproteína S, que é inserida na membrana viral em múltiplas cópias, conferindo ao vírus a 

aparência de uma coroa (JACKSON et al., 2022). 
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O ciclo de vida do SARS-CoV-2, portanto, tem início com a ligação da proteína S do 

envelope viral ao receptor, enzima conversora de angiotensina (ACE2), da célula do 

hospedeiro. A invasão celular depende de algumas etapas, incluindo dois processos de 

clivagem: o primeiro, do sítio S1/S2 pela proteína de superfície transmembrana serina protease 

2 (TMPRSS2), e o segundo, realizado pela catepsina endolisossomal L. Ambos medeiam a 

fusão membranar vírus-célula na superfície celular e nos compartimentos endossomais, 

respectivamente (SHANG et al., 2020). Após a entrada na célula hospedeira, o RNA viral é 

liberado no citosol, onde é traduzido nas proteínas replicadas (ORF1a/b). As poliproteínas 

(pp1a e pp1b) são clivadas em proteínas não estruturais complexas de replicase individuais 

(nsps) (incluindo a RNA polimerase dependente de RNA - RdRp). A replicação começa em 

vesículas de membrana dupla induzidas por vírus derivadas do retículo endoplasmático, que 

finalmente se integram para formar teias elaboradas de membranas convolutas. O genoma de 

fita positiva de entrada serve, então, como um modelo para RNA de fita negativa de 

comprimento total e RNA subgenômico (sg). A tradução de sgRNA resulta em proteínas 

estruturais e proteínas acessórias (N, S, M e E) que são inseridas no compartimento 

intermediário ER-Golgi (ERGIC) para a montagem do vírion. Finalmente, genomas de RNA 

de sentido positivo subsequentes são incorporados em virions recém-sintetizados, que são 

secretados pela membrana plasmática (HARRISON; LIN; WANG, 2020). Os processos 

envolvidos no ciclo de vida viral estão demonstrados na figura 1.  
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Figura 1: Processos envolvidos nas etapas de invasão celular, replicação genômica e liberação de vírions de 

SARS-CoV-2. (1) Ligação da proteína Spike viral com seu respectivo receptor, a enzima Conversora de 

Angiotensina 2 (ACE2) localizado na membrana plasmática da célula hospedeira, iniciando a etapa de adesão do 

vírus. A ativação da proteína S se dá pela ação da Serina Protease Transmembranar 2 (TMPRRS2), que promove 

a clivagem da proteína S viral, possibilitando a invasão celular viral por endocitose. (2) O genoma de RNA de 

sentido positivo é traduzido pela maquinaria de tradução do hospedeiro, (3) para produzir poliproteínas que são 

clivadas co-traducionalmente por proteases codificadas na poliproteína para gerar componentes do complexo 

RdRp. (4) O complexo RdRp utiliza o genoma como modelo para gerar subgenoma de sentido negativo e RNAs 

de comprimento de genoma, (5) que por sua vez são usados como modelos para a síntese de genomas de progênie 

de comprimento total de sentido positivo e mRNAs subgenômicos. (6) A transcrição e a replicação ocorrem em 

membranas convolutas (CM) adjacentes aos DMVs que são ambos derivados do retículo endoplasmático rugoso. 

Os mRNAs subgenômicos são traduzidos em proteínas estruturais e acessórias. (6 e 7) O RNA genômico de sentido 

positivo é ligado pelo nucleocapsídeo e brota no ERGIC, onde é cravejado com proteínas estruturais S, E e M 

traduzidas de RNAs subgenômicos de sentido positivo. (8 e 9) O vírion envelopado é, então, liberado da célula 

hospedeira por exocitose (HARTENIAN et al., 2020). 
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Apesar de a via de entrada pelos receptores ACE2 ser, até o momento, a mais descrita 

na literatura, ela parece não ser a única utilizada pelo vírus (KYROU et al., 2021). Daly e 

colaboradores demonstraram por meio de cristalografia que o bloqueio da interação do SARS-

CoV-2 com receptores de neuropilina do tipo 1 (NRP1) por meio de inibidores seletivos reduziu 

a entrada e a infectividade viral em cultura de células (DALY et al., 2020). Cantuti-Castrelveti 

et al. também observaram em seus estudos que os receptores NRP1 estão relacionados ao 

aumento da infectividade do novo coronavírus, efeito este que é inibido por anticorpo 

monoclonal de bloqueio contra NRP1 (CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2020). Mais 

recentemente, pesquisadores da Escola de Medicina da Universidade de Boston demonstraram 

que a Vimentina, uma proteína expressa em células endoteliais humanas, liga-se à proteína S e 

acelera a entrada celular do SARS-CoV-2. Os achados dos autores sugerem que a Vimentina 

pode facilitar a infecção viral e contribuir para complicações vasculares associadas à COVID-

19 (AMRAEI et al., 2022). 

 Os pacientes infectados por SARS-CoV-2 podem apresentar sintomas que variam de 

leves a severos, sendo grande parte da população portadora assintomática. Os sintomas mais 

comuns relatados incluem febre, tosse e dispneia (CIOTTI et al., 2020). Em pacientes com 

pneumonia, a radiografia de tórax geralmente mostra múltiplas manchas e opacidade em “vidro 

fosco” (KAUFMAN et al., 2020). Sinais gastrointestinais como diarreia, vômito e dores 

abdominais também podem estar presentes, e surgem previamente à febre e aos sintomas 

respiratórios em certos casos (WANG, DAWEI et al., 2020). 

 Disfunções cardiovasculares também são relatadas como consequência da COVID-19. 

Algumas das complicações incluem miocardite, infarto agudo do miocárdio, arritmias cardíacas 

e tromboembolismo venoso. Nos casos de maior gravidade, pode ocorrer instabilidade 

hemodinâmica e choque cardiogênico (LONG et al., 2020). Anormalidades nos achados 

ecográficos e de eletroencefalograma no cenário de COVID-19 são marcadores de gravidade 
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da doença e geralmente estão correlacionadas com desfechos desfavoráveis (DRIGGIN et al., 

2020). 

 Os pacientes portadores de COVID-19 podem apresentar célere agravamento do quadro 

patológico, indo a óbito devido a falência múltipla dos órgãos, induzida pela “tempestade de 

citocinas” característica dos casos graves da doença (CIOTTI et al., 2020). Tal tempestade é 

resultado da infecção por SARS-CoV-2, que provoca uma resposta imune com produção alta 

de citocinas inflamatórias e baixa de interferon (HU; HUANG; YIN, 2021). O vírus pode ativar 

rapidamente células que secretam citocinas pró-inflamatórias, como fator estimulador de 

colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) e interleucina-6 (IL-6). O GM-CSF ativa ainda 

os monócitos inflamatórios CD14+ e CD16+, que passam a produzir quantidades de IL-6, fator 

de necrose tumoral-α (TNF-α) e outras citocinas (ZHOU, YONGGANG et al., 2020). A 

tempestade de citocinas na COVID-19 é caracterizada principalmente por uma alta expressão 

de IL-6 e TNF-α (HU; HUANG; YIN, 2021). 

 Embora os sintomas respiratórios sejam ainda os mais relacionados à COVID-19, 

manifestações neurológicas decorrentes da doença são cada vez mais relatadas (ELLUL et al., 

2020). O espectro dessas complicações ainda não foi totalmente elucidado, porém está claro 

que uma proporção substancial de pacientes apresenta desordens de cunho neurológico durante 

a fase aguda e/ou após a mesma (MISRA et al., 2021). Os sintomas de acometimento central 

incluem cefaleia, anosmia, ageusia, confusão mental, tontura, náuseas, episódios convulsivos, 

acidente vascular encefálico, paralisia e encefalopatia (FOTUHI et al., 2020). Diversos estudos 

mostraram que, em média, 30 a 60% dos pacientes ainda apresentam sintomas após 6 meses do 

início da doença, abrangendo os neurológicos e psiquiátricos, como hemorragia intracraniana, 

parkinsonismo, comprometimento cognitivo e distúrbios do sono  (TAQUET et al., 2021). 

 Neuroinvasividade reflete a capacidade de um agente etiológico de invadir o Sistema 

Nervoso Central ou o Periférico. Vírus neurotrópicos, de forma geral, podem atingir o SNC 
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através de inervações periféricas ou pela via hematogênica (LUDLOW et al., 2016). O SARS-

CoV-2, portanto, poderia entrar no SNC através das terminações nervosas dos nervos cranianos 

que inervam o trato respiratório, com posterior transporte axonal (anterógrado ou retrógrado) 

do vírus para o SNC. Para a neuroinvasão pela via hematogênica, o vírus precisa promover a 

viremia e atravessar a BHE e/ou a barreira sanguínea do líquido cefalorraquidiano (BSLCR) 

(BAUER et al., 2022). A figura 2 ilustra possíveis vias de entrada do vírus no SNC. 

 

 

Figura 2: Rotas alternativas que poderiam possibilitar a neuroinvasividade do SARS-CoV-2. Distribuição 

do SARS-CoV-2 no sangue e possível entrada no cérebro através das barreiras vasculares do SNC. (A) Entrada do 

vírus pela via nasal: o SARS-CoV-2 entra na cavidade nasal como gotículas e (1) entra nas vias aéreas com o ar 

inspirado, (2) trafega na submucosa nasal através da vascularização do nariz e adentra os vasos sanguíneos e/ou 

linfáticos, e (3) pode ter acesso aos nervos olfatórios e, consequentemente, ao bulbo olfatório. (B) Entrada viral 

via vascularização: Após a infecção pulmorar, o patógeno pode transpassar a membrana alveolar, adentrar a 

corrente sanguínea e, finalmente, acessar os demais órgãos humanos, incluindo o cérebro. (C) Transposição da 

Barreira Hematoencefálica (BHE): a BHE é uma estrutura altamente especializada na interface entre o sangue e o 

cérebro. É composta por tight junctions nas células endoteliais e faz parte de uma estrutura celular complexa 
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conhecida como unidade neurovascular (UNV). A UNV é a unidade funcional da BBB e é composta por múltiplas 

células, incluindo pericitos, astrócitos, micróglia e neurônios, que interagem com as células endoteliais, bem como 

a membrana basal. ACE2 é expressa tanto em células endoteliais, quanto em pericitos, bem como em certas células 

neuronais. (D) Plexo coroide: esta é a interface entre o sangue e o líquido cefalorraquidiano (LCR), conhecida 

como barreira sanguínea do LCR (BSLCR). As células endoteliais do plexo coróide são mais permeáveis do que 

as da BHE, com lacunas conhecidas como fenestrações. O epitélio do plexo coróide expressa ACE2, o que poderia 

ser uma possível via de entrada do SARS-CoV-2 no LCR e depois no parênquima cerebral (MCQUAID; BRADY; 

DEANE, 2021). 

  

 Um número crescente de relatos corrobora a hipótese da neuroinvasividade do SARS-

CoV-2. Em 2020, Huang e colaboradores detectaram a presença do novo coronavírus no líquido 

cefalorraquidiano de uma paciente portadora de COVID-19 (HUANG, Y. HANNA; JIANG; 

HUANG, 2020). Já no ano de 2021, Song e colaboradores lançaram mão de três diferentes 

abordagens experimentais, com a finalidade de investigar a capacidade de neuroinfecção do 

SARS-CoV-2. O estudo demonstrou a infecção viral em organoides cerebrais humanos, que 

acarretou alterações metabólicas, tanto em neurônios infectados, quanto em células neuronais 

vizinhas. Numa segunda etapa, o grupo demonstrou a neuroinfecção in vivo, em camundongos 

transgênicos que superexpressavam ACE2 humana. Por fim, os pesquisadores detectaram a 

presença de SARS-CoV-2 em neurônios corticais em amostras cerebrais de pacientes que 

faleceram em decorrência de COVID-19 (SONG et al., 2021). 

Tanto receptores ACE2, que consistem na principal via de entrada do SARS-CoV-2 nas 

células hospedeiras, quanto as proteínas TMPRSS2, já foram detectados em células do sistema 

nervoso (DONG et al., 2020). Os primeiros, inclusive, foram expressos em alto nível no córtex 

piriforme do cérebro humano, e sua expressão também pôde ser observada em neurônios 

excitatórios e inibitórios, e algumas células não-neurais, incluindo astrócitos e oligodendrócitos 

no giro temporal médio e córtex cingulado posterior (CHEN, RONGRONG et al., 2021). Além 

disso, os receptores NRP1, que são altamente expressos no epitélio respiratório e olfativo, 

também tiveram sua expressão observada no SNC, principalmente em regiões relacionadas ao 
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olfato, como os tubérculos olfatórios e os giros paraolfatórios, o que sugere a participação NRP1 

como mediadores adicionais da infecção central por SARS-CoV-2 (DAVIES et al., 2020). 

 

1.3. Neuroplasticidade, vírus e transtornos neuropsiquiátricos 

 Até um passado relativamente recente, a neurociência descrevia o SNC maduro como 

uma estrutura complexa, porém com pouca capacidade de reparação ou reorganização. 

Atualmente, todavia, evidências sugerem claramente que o cérebro humano é plástico, com a 

capacidade de mudar sua estrutura neural, conectividade e função ao longo da vida (CHEN, 

HAIWEN; EPSTEIN; STERN, 2010). Dessa maneira, a neuroplasticidade pode ser definida 

como a capacidade do sistema nervoso de alterar sua atividade em resposta a estímulos 

intrínsecos ou extrínsecos, reorganizando sua estrutura, funções ou conexões (MATEOS-

APARICIO; RODRÍGUEZ-MORENO, 2019). O cérebro é, portanto, agora considerado uma 

estrutura morfológica e funcionalmente dinâmica, influenciada pelo ambiente e constituída por 

redes glio-neuro-sinápticas distribuídas e interativas (DUFFAU, 2006). 

 A plasticidade cerebral pode determinar modificações em estratégias cognitivas gerais 

no enfrentamento de novos desafios, por meio do recrutamento de novas redes neurais ou de 

alteração na força de conexão das redes envolvidas (SHARMA; CLASSEN; COHEN, 2013). 

Alguns fenômenos que podem ser compreendidos como manifestações da neuroplasticidade 

incluem as alterações morfológicas dentríticas e axonais, como, por exemplo, modificações 

estruturais, o aumento ou a redução do número de espinhos dendríticos. Pode ocorrer ainda o 

fortalecimento ou a redução da força sináptica, bem como a neurogênese (BRUEL-

JUNGERMAN; DAVIS; LAROCHE, 2007). 

 A neuroplasticidade pode envolver alterações nas sinapses, como mudanças na eficácia, 

formação de novas e eliminação das já existentes. A ativação da plasticidade neural pode, 

portanto, eliminar ou criar novas conexões neurais, além de poder causar a morte de células 
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nervosas (MØLLER, 2008). Nesse contexto, pode-se afirmar que a plasticidade cerebral pode 

nem sempre ter um aspecto positivo.  

Tanto análises epidemiológicas de doenças neuropsiquiátricas humanas, quanto estudos 

conduzidos em modelos animais, demonstraram a correlação entre infecções e uma ampla gama 

de distúrbios neuropsiquiátricos (LIPKIN; HORNIG, 2004). Dessa forma, nas últimas décadas 

tem sido levantada a hipótese de que a infecção viral persistente pode desempenhar um papel 

importante em transtornos mentais humanos de etiologia incerta (BRNIC et al., 2012). 

 O Borna Disease Virus (BDV), por exemplo, é um RNA vírus altamente neurotrópico 

que infecta persistentemente o SNC de diversas espécies animais, incluindo o ser humano, e 

está relacionado com anormalidades comportamentais e doenças neuropsiquiátricas 

(AMSTERDAM, 1985). Uma vez que a replicação não citolítica é uma marca registrada do 

BDV, González-Dunia e colaboradores propuseram que o dano ao SNC ligado ao BDV poderia 

ser causado em parte pela interferência viral na plasticidade neuronal (GONZALEZ-DUNIA et 

al., 2005).  

 Outro agente etiológico que parece estar envolvido em alterações neuroplásticas é o 

vírus da imunodeficiência humana do tipo 1 (HIV1). Assim como o BDV, ele também apresenta 

neurotropismo e grande potencial de neuroinvasividade, sendo muitas vezes relacionado a casos 

de declínio cognitivo nos pacientes, mesmo na era do tratamento anti-retroviral (CLIFFORD; 

ANCES, 2013). Em experimentos com modelos de roedores transgênicos, foi observado que a 

infecção parecia ser responsável por profundas alterações funcionais na fisiologia sináptica, 

além das mudanças comportamentais apresentadas pelos animais (FITTING et al., 2013). 

 Estudos prévios relataram a correlação entre a infecção por certos coronavírus, como 

MERS-CoV e SARS-CoV, e a ocorrência de manifestações neurológicas, como déficit de 

memória, sinais de depressão e ansiedade, psicose e ideação suicida, tanto na fase aguda, quanto 

após a resolução da doença (RAONY et al., 2020). A infecção por SARS-CoV-2, como já 
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mencionado, também tem sido associada com sintomas neurológicos, que podem permanecer 

mesmo após a recuperação do quadro agudo da COVID-19. Os mecanismos pelos quais a 

doença pode acarretar tais sinais ainda vem sendo investigados. Uma das possibilidades seria a 

tempestade de citocinas característica à patologia. 

 Algumas citocinas inflamatórias, como IL-6 e IL-1β, são produzidas basalmente em 

condições saudáveis. Todavia, no decorrer do quadro de doenças periféricas e centrais nas quais 

os níveis cerebrais de IL-1β e IL-6 estão aumentados, ambas tendem a inibir a plasticidade 

sináptica, aprendizagem e memória (BESEDOVSKY; DEL REY, 2011). Estudos reportaram a 

presença de altos níveis de IL-6 no sangue de pacientes infectados por SARS-CoV-2 (RAGAB 

et al., 2020) , bem como no SNC de camundongos transgênicos K18-hACE2 infectados por 

SARS-CoV (NETLAND et al., 2008). A interleucina-6 é expressa em níveis baixos em 

indivíduos saudáveis, porém, na presença de alterações homeostáticas, sua expressão torna-se 

mais elevada, podendo rapidamente ser detectada, e mesmo após a remoção do agente estressor, 

seus níveis podem se manter elevados e causar doenças (TANAKA et al., 2014). Dessa forma, 

especula-se se a desregulação na expressão de IL-6 decorrente da infecção por SARS-CoV-2 

poderia estar relacionada com alterações neuroplásticas e com o desenvolvimento de 

transtornos neuropsiquiátricos. 

 

1.4. A neuroplasticidade como alvo farmacológico 

 Nas últimas décadas, os fenômenos envolvidos na neuroplasticidade vem sendo 

constantemente investigados. Estudos demonstram que as alterações cerebrais em seres 

humanos podem ser dependentes das atividades cotidianas. No ano de 2000, Maguire e 

colaboradores mostraram por meio de imagens de ressonância magnética, que motoristas de 

táxi da cidade de Londres apresentavam aumento do volume hipocampal, em relação a 
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indivíduos que exerciam outras atividades profissionais, provavelmente relacionado à 

navegação espacial (MAGUIRE et al., 2000). 

 Mesmo após lesões severas, como acidente vascular cerebral (AVC) ou lesão cerebral 

traumática, a plasticidade neural é possível devido à existência de conectividade difusa e 

significativa no SNC, bem como pela possibilidade de formação de novos circuitos por meio 

de remapeamento neuronal (CHEN, HAIWEN; EPSTEIN; STERN, 2010). Nos casos de AVC 

isquêmicos, após algumas horas da interrupção do fluxo sanguíneo para o tecido neural, a 

função tecidual é irreparável, e a recuperação de funções subsequente a ela é possibilitada pelo 

redirecionamento da atividade neural para partes funcionais do cérebro, que podem vir a 

assumir diretamente as funções perdidas, ou, mais frequentemente, sofrer mudanças em sua 

organização estrutural, através da ativação da plasticidade neural. Dessa forma, fica claro que 

os efeitos da ativação da plasticidade neural podem ser benéficos para os indivíduos, à medida 

em que permitem a adaptação do SNC a diferentes demandas. A ativação da plasticidade neural, 

entretanto, também pode ser prejudicial, pois pode estar associada a distúrbios neurológicos 

(MØLLER, 2008). 

 A neuroplasticidade maladaptativa pode resultar em sintomas de cunho neurológico e 

distúrbios, como certas formas de dor crônica (dor neuropática central) e zumbido intenso nos 

ouvidos (MØLLER, 2008). Estudos demonstram que a dor crônica, por sua vez, está 

relacionada com alterações plásticas nos circuitos neurais, acarretando o surgimento de 

emoções negativas, como depressão e ansiedade (YAMAUCHI et al., 2022). Além disso, há 

relatos de que estímulos negativos, como estresse, dor e comprometimento cognitivo, podem 

resultar tanto em depressão quanto em alterações na plasticidade neural (LIU et al., 2017). Tais 

achados fomentam a hipótese da neuroplasticidade do transtorno depressivo maior (TDM), que 

propõe a correlação entre a disfunção da plasticidade neural e o desenvolvimento patológico 

básico do TDM (KUHN et al., 2014). 
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 Devido a sua grande relevância para a manutenção da alostase do SNC, a plasticidade 

neural vem sendo investigada como um possível alvo farmacológico para o tratamento de 

desordens centrais. Em casos de TDM, por exemplo, estudos clínicos e pré-clínicos fornecem 

evidências da ocorrência de atrofia e morte de neurônios hipocampais (LEE; OGLE; 

SAPOLSKY, 2002). O tratamento antidepressivo parece se opor a esses efeitos celulares 

adversos, que podem ser considerados como uma perda de plasticidade neural, bloqueando ou 

revertendo a atrofia dos neurônios do hipocampo, aumentando assim a sobrevivência e a função 

celular. (DUMAN; MALBERG; THOME, 1999). De forma não menos relevante, alterações 

neuroplásticas, principalmente na plasticidade sináptica, também são frequentemente 

observadas em doenças neurodegenerativas, como as doenças de Alzheimer e Parkinson. 

(MANGO et al., 2019). 

 Uma das intervenções reportadas por sua capacidade modular a plasticidade cerebral em 

humanos é a Estimulação Cerebral Não-Invasiva, que consiste na estimulação elétrica do 

cérebro com finalidade terapêutica. Existem cinco técnicas principais: (i) Estimulação 

Magnética Transcraniana Repetitiva; (ii) Estimulação Eletroterapêutica Craniana; (iii) 

Estimulação Transcraniana por Corrente Contínua; (iv) Eletroestimulação Cortical Não-

Invasiva de Impedância Reduzida; e (v) Estimulação Transcraniana por Ruído Aleatório 

(SCHULZ; GERLOFF; HUMMEL, 2013). 

 Devido a seu potencial modulatório neuroplástico, a Estimulação Cerebral Não-Invasiva 

vem sendo investigada como alternativa terapêutica para o tratamento de diversas desordens 

neurológicas (SCHULZ; GERLOFF; HUMMEL, 2013). Recentemente, Kuo e colaboradores 

utilizaram um modelo murino de doença de Parkinson para demonstrar que a estimulação 

elétrica cerebral, tanto precoce quanto a longo prazo, era capaz de reduzir a disfunção motora 

e exercer efeitos neuroprotetores nos animais (KUO et al., 2022). Em humanos, a Estimulação 

Magnética Transcraniana Repetitiva surgiu como um tratamento promissor para o TDM em 



36 
 

adultos que não-responsivos às intervenções farmacológicas ou comportamentais tradicionais 

(OBERMAN et al., 2021). 

 As técnicas de estimulação cerebral também são utilizadas para o tratamento de diversas 

outras condições neuropsiquiátricas, como epilepsia, adicção à substâncias de abuso, dor 

neuropática e acidente vascular cerebral (SCHULZ; GERLOFF; HUMMEL, 2013). Dessa 

forma, pode-se destacar a importância da investigação dos mecanismos moleculares que 

influenciam na plasticidade cerebral humana, bem como a busca por novas opções de 

intervenções farmacológicas com potencial modulatório (MANGO et al., 2019).  

  

1.5. O Canabidiol, a neuroplasticidade e os transtornos neuropsiquiátricos 

 O gênero Cannabis de plantas compreende principalmente as espécies sativa e indica, 

que são utilizadas há milênios na confecção de roupas, papel, em cerimônias religiosas e para 

fins recreativos e medicinais (DEVINSKY et al., 2014). Os compostos derivados da Cannabis 

sativa, pertencem ao grupo dos canabinoides, conjunto heterogêneo que engloba três categorias 

principais: os endógenos, os sintéticos e os fitocanabinoides (onde as substâncias oriundas da 

planta em questão se enquadram) (RUSSO; GUY, 2006). Os fitocanabinoides, começaram a 

ser isolados e identificados entre o fim da década de 30 e o início da de 40 por Adams e Todd, 

respectivamente em 1942 e 1946 (ADAMS, 1942) (TODD, 1946).  

Os componentes majoritários da C. sativa são o Δ9-tetrahydrocannabinol (Δ9-THC) e 

o canabidiol (CBD), diferenciado do THC por não apresentar ação psicotomimética. Em 1963, 

após cerca de vinte anos dos estudos iniciais, a estrutura do CBD foi elucidada por Mechoulam 

e Shvo (MECHOULAM; SHVO, 1963). Dez anos após, Karniol e Carlini viriam a postular, 

após a realização de ensaios em coelhos e roedores, que o CBD antagonizaria os efeitos 

excitatórios do THC, além de indiretamente potencializar o efeito depressor do mesmo 

(KARNIOL; CARLINI, 1973). 
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Nas últimas décadas, o estudo de canabinoides ganhou grande notoriedade, pois eles 

foram relatados como moduladores de eventos imunes e plásticos do SNC, bem como das 

funções comportamentais e cognitivas (CAMPOS, A C et al., 2015). O CBD, principal derivado 

não-psicotomimético da C. sativa, apresenta um amplo potencial terapêutico (IZZO et al., 

2009). Diversos estudos demonstraram a segurança e a eficácia da administração de CBD em 

portadores de epilepsia refratária ao tratamento convencional. Os resultados apontam para uma 

redução significativa dos episódios de crises convulsivas, o que promove a melhora da 

qualidade de vida dos pacientes (GASTON; MARTIN; SZAFLARSKI, 2021). 

Uma vasta gama de ensaios envolvendo o CBD realizados em modelos animais é 

relatada na literatura. Em 1990, Guimarães e colaboradores esclareceram a aparente contradição 

acerca dos efeitos do canabinoide sobre o comportamento do tipo ansioso em ratos. Utilizando 

um modelo comportamental de ansiedade, os pesquisadores demonstraram que o CBD exercia 

um efeito ansiolítico na forma de uma curva de dose-resposta em “U invertido”, onde as 

concentrações mais altas se mostravam ineficazes (GUIMARÃES et al., 1990). 

No ano de 2013, Campos e colaboradores, por sua vez, mostraram que a administração 

de CBD na dose de 30mg/kg em ratos, de forma concomitante ao estresse crônico imprevisível, 

prevenia os efeitos ansiogênicos do modelo de estresse, além de promover a elevação da 

produção de células progenitoras no hipocampo (efeito pró-neurogênico) (CAMPOS, ALLINE 

C. et al., 2013). Ensaios em ratos evidenciaram também que a administração de CBD está 

associada ao efeito do tipo antidepressivo. Em seus estudos, Linge e colaboradores 

demonstraram que este efeito pode ser de início rápido e sustentado, evidenciado pelo aumento 

dos níveis de serotonina e glutamato no córtex pré-frontal dos animais, além de reversão do 

comportamento anedônico (LINGE et al., 2016). 

Os efeitos benéficos neuroplásticos do CBD também já foram demonstrados em um 

modelo murino de isquemia cerebral transiente global. O tratamento com a droga foi capaz de 
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atenuar a neurodegeneração hipocampal, além de prevenir a perda de espinhos dendríticos, 

apresentando, portanto, efeito neuroprotetor (MEYER et al., 2021). Além disso, em outros 

estudos pré-clínicos o CBD já apresentou propriedades, anti-inflamatórias, antioxidantes e anti-

insônia (ABATE; UBERTI; TAMBARO, 2021), ampliando ainda mais o leque de 

possibilidades para suas possíveis indicações terapêuticas. 

Modelos in vitro também foram utilizados para a elucidação dos efeitos do canabidiol 

em células do SNC. A tabela 2 demonstra exemplos de efeitos da administração de CBD em 

variadas concentrações, em modelos in vitro de exposição de células do sistema nervoso central 

a determinados estímulos. 

 

Tabela 2: Efeitos de diferentes concentrações de CBD em estudos in vitro 

Tipo Celular Estímulo [CBD] uM 

(concentrações 

eficazes em 

destaque) 

Tempo 

de 

exposição 

Efeito Referência 

Cultura primária 

de neurônios 

corticais de ratos 

Glutamato / 

Hidroperóxido 

de terc-

BUTILA 

1/ 3,16/ 10 

/31,16 

18-20h Neuroprotetor 

contra a 

toxicidade 

glutamatérgica e a 

mediada por 

aumento de ROS 

(HAMPSON et 

al., 1998) 

Cultura primária 

de micróglia 

 

LPS 

0,1 / 1 / 10 4h Anti-inflamatório; 

inibidor da 

ativação 

microglial 

(SONEGO et 

al., 2018) 

HiB5 (células 

progenitoras de 

hipocampo) 

- 0,05/ 0,1 / 0,25 

/ 0,5uM 

 

16h Pró-neurogênico (CAMPOS, 

ALLINE C. et 

al., 2013) 

SH-SY5Y e 

cultura primária 

de células 

Oligomicina, 

FCCP, 4-AP 

0,1 / 1 0h-

Overnight 

Neuroprotetor 

contra 

Oligomicina e 

FCCP e regulação 

(RYAN et al., 

2009) 
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hipocampais de 

rato 

do 

Ca2+intracelular 

HT22, PC12 e 

cultura de células 

primárias 

cerebelares de 

rato 

H2O2 0,1 / 1 / 2,5/ 5 / 

10 

Overnight Antioxidante e 

Neuroprotetor 

(MARSICANO 

et al., 2002) 

Cultura primária 

de neurônios 

cerebelares de 

ratos 

H2O2 e 

Rotenona 

0 / 2.5 / 5 / 10 24 ou 48h Antioxidante e 

Neuroprotetor 

(ECHEVERRY 

et al., 2021) 

Cultura primária 

de neurônios 

hipocampais de 

rato 

Glutamato 

 

0,1 / 1 / 10 4h Neuroprotetor 

contra a 

toxicidade 

glutamatérgica 

(LIMA et al., 

2020) 

 

 Ainda durante os meses iniciais da pandemia de COVID-19, a comunidade científica 

prontamente se mobilizou em busca de alternativas farmacológicas que pudessem combater a 

nova doença. Nesse contexto, o redirecionamento do uso de drogas já existentes poderia ser 

promissor, visto que reduziria o tempo necessário para a disponibilização do tratamento para a 

população. O canabidiol, atualmente, é considerado uma das moléculas mais interessantes no 

campo da farmacologia, uma vez que exerce uma ampla gama de efeitos terapêuticos. Sendo 

assim, surgiu a hipótese de que o CBD poderia limitar a severidade e a progressão da COVID-

19 (ESPOSITO et al., 2020). 

 No ano de 2020, Wang e colaboradores utilizaram modelos artificiais humanos 3D de 

tecidos de via oral, respiratória e intestinal para avaliar os efeitos de extratos de C. sativa com 

alto teor de CBD sobre proteínas envolvidas com a infecção do SARS-CoV-2. O estudo 

demonstrou que a droga provocava diminuição da expressão das enzimas ACE2 e TMPRSS2, 
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que são de grande importância para a invasão viral nas células hospedeiras (WANG, BO et al., 

2020).  

Já em 2021, Nagarkatti e colaboradores ressaltaram a grande relevância das 

propriedades anti-inflamatórias e imunomodulatórias dos canabinoides, e sugeriram um 

potencial papel dessas moléculas no manejo da síndrome do desconforto respiratório agudo, 

relacionada com complicações da COVID-19 (NAGARKATTI; MIRANDA; NAGARKATTI, 

2020). Além disso, no mesmo ano, um estudo demonstrou a eficácia in vitro do CBD, 

dependente de PPAR-γ, na prevenção de danos epiteliais e resposta hiperinflamatória 

desencadeada pela proteína S do SARS-CoV-2 em células Caco-2 (CORPETTI et al., 2021). 

Tais achados fomentam a importância da realização de estudos que auxiliem a desvendar o 

papel do CBD no contexto da infecção pelo novo coronavírus. 

 

1.6. Hipótese 

 Considerando-se que: 

(1) A infecção por SARS-CoV-2 tem sido relacionada com o surgimento de sintomas 

neurológicos persistentes, alterações estruturais e moleculares nas células do SNC; 

(2) O canabidiol tem efeitos neuroplásticos positivos relatados e está intimamente 

relacionado com a neuroproteção em diferentes disfunções do SNC, 

a hipótese do presente trabalho é que a administração de canabidiol em células de 

neuroblastoma humano infectadas por SARS-CoV-2 poderia promover a neuroproteção, por 

meio de alterações na plasticidade celular. 

 

1.7. Objetivos 

1.7.1. Objetivos gerais 
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Investigar a neuroinvasividade do SARS-CoV-2 em amostras post-mortem de via 

olfatória de pacientes falecidos em decorrência de COVID-19 e, posteriormente, utilizar um 

modelo in vitro de neuroinfecção para avaliar os efeitos do canabidiol em células de 

neuroblastoma humano infectadas pelo novo coronavírus. 

1.7.2. Objetivos específicos 

- Investigar a expressão gênica de SARS-CoV-2 em amostras post-mortem humanas de via 

olfatória; 

- Avaliar por imunofluorescência a presença de SARS-CoV-2 nas mesmas amostras; 

- Avaliar a expressão de citocinas inflamatórias nas amostras analisadas; 

- Investigar os efeitos da administração de diferentes concentrações de canabidiol em linhagem 

celular de neuroblastoma humano submetida à infecção prévia com SARS-CoV-2. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Ensaios em amostras post-mortem coletadas de pacientes internados no Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto falecidos em decorrência da 

COVID-19 

2.1.1. Comitê de ética 

 Todos os protocolos foram aprovados e conduzidos de acordo com as resoluções do 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto (CAAE 43040920.0.0000.5440; Parecer 4.560.267). 

2.1.2. Imunofluorescência – ensaios para a para a detecção de SARS-CoV-2 e 

caracterização de tecido olfatório 

Tecido neural foi coletado via região intranasal, através de biopsia minimamente 

invasiva de pacientes não-sobreviventes a COVID-19, e fatias de tecido foram fixadas em 

lâminas de microscopia. Previamente ao ensaio de imunofluorescência, foi realizada a 

desparafinização tecidual, por meio da realização de duas lavagens (10 minutos cada) em xilol, 

seguidas por duas lavagens consecutivas de 5 minutos cada em etanol 100%. Após, o tecido 

passou por mais lavagens de 5 minutos em etanol 90%, 80%, 70% e em água destilada. Em 

seguida, foram realizadas três lavagens de 10 minutos com TBS/0,5% triton, prosseguindo para 

a recuperação antigênica em tampão citrato de sódio pré-aquecido a 95°C. As lâminas passaram 

pelo processo de resfriamento, ainda em tampão, e passaram por três lavagens de 5 minutos 

cada em TBS/0,5% triton. Posteriormente, foram submetidas ao bloqueio com TBS/0,5% 

triton/1% BSA, durante 2h, em temperatura ambiente. Realizou-se, então, a incubação dos 

anticorpos primários. Para a marcação de SARS-CoV-2, foi utilizado o anticorpo primário de 

proteína de nucleocapsídeo (NP) produzido em coelho, na diluição de 1:500; para a marcação 

de astrócitos, anticorpo GFAP produzido em cabra, na diluição de 1:50; e a marcação neuronal 

foi realizada com anticorpo TUJ-1 produzido em rato, na diluição de 1:50. A incubação 

perdurou um total de 48h, em câmara úmida e escura. No ensaio para caracterização do tecido 
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olfatório, os anticorpos primários incubados nesta etapa foram OMP (produzido em cabra, na 

diluição de 1:100) e Proteína Spike (produzida em coelho, na diluição de 1:500), para a 

marcação de neurônios olfatórios e de SARS-CoV-2. Após, foram realizadas três lavagens de 

10 minutos cada em TBS/0,5% triton/0,1% BSA, seguidas pela incubação dos anticorpos 

secundários (anti-rabbit no comprimento de onda de 488, anti-goat de 594 e anti-mouse em 

647 nm). A incubação nos anticorpos secundários foi realizada ao abrigo da luz, e teve duração 

de 1h30min. As lâminas foram lavadas mais três vezes, por 10 minutos cada, sendo uma com 

TBS/0,5% triton, e duas com TBS. Foi realizada a incubação em Hoechst por 10 minutos, 

seguida por três lavagens de 5 minutos cada com TBS. Finalmente, as lâminas foram montadas 

em meio adequado e analisadas em microscopia de fluorescência. 

2.1.3. RT-PCR para a detecção da expressão gênica de SARS-CoV-2 e das citocinas IL-6 

e IL-10 

As amostras post-mortem coletadas via biopsia intranasal minimamente invasiva foram 

acondicionadas em eppendorfs individuais, contendo 500uL de TRIzol™ (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific, EUA). Os tecidos foram, então, submetidos ao processo de lise e 

homogeneização tecidual em Tissuelyser. Em seguida, foram realizadas as etapas de extração 

de RNA com TRIzol™ (TRIzol Plus RNA Purification, Thermo Fisher Scientific, EUA), síntese 

de cDNA (High-Capacity RNA to cDNA™ Kit, Thermo Fisher Scientific, EUA) e RT-PCR para 

a quantificação da expressão do gene N2 de SARS-CoV-2 e de Interleucina-6 (IL-6) e 

Interleucina-10 (IL-10). O ensaio de PCR em tempo real foi realizado com o uso de primers e 

sondas específicos, com TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems™). Todos 

os ensaios foram realizados segundo as instruções dos respectivos fabricantes. 

2.2.4. Dot blot (Array de citocinas) 

 Um total de quatro amostras post-mortem de tecido olfatório foram submetidas ao 

ensaio Human Cytokyne Array (R&D Systems, MN, EUA), com a finalidade de realizar a 



45 
 

determinação paralela dos níveis relativos de certas citocinas e quimiocinas humanas. As 

amostras foram selecionadas segundo o seguinte critério: metade deveria ser considerada 

positiva para a presença de SARS-CoV-2, e a outra metade, negativa. As duas amostras 

positivas foram as que apresentaram níveis detectáveis de expressão de ambos os genes virais 

(E e N2) no ensaio de RT-PCR, enquanto as outras duas restantes foram consideradas negativas, 

por não apresentarem a expressão dos mesmos genes. As membranas de nitrocelulose contendo 

anticorpos de captura (em duplicata) foram submetidas à etapa de bloqueio de sítios 

inespecíficos por tampão de bloqueio fornecido pelo kit (em agitação, durante uma hora). 

Enquanto isso, as amostras selecionadas para as análises foram preparadas conforme as 

instruções do fabricante e, em seguida, foram adicionados 15uLde coquetel de anticorpos de 

detecção de array de citocinas humanas a cada uma delas, que permaneceram em incubação 

durante uma hora, em temperatura ambiente. O tampão de bloqueio foi aspirado da placa de 

quatro poços contendo as membranas de nitrocelulose, e as mesmas foram incubadas 

individualmente (cada membrana em seu respectivo poço), com as misturas de amostras e 

anticorpos overnight, sob agitação, em temperatura de 2-8oC. No segundo dia de protocolo, as 

membranas foram cuidadosamente depositadas em recipiente plástico individuais, para serem 

submetidas aos processos de lavagem (três lavagens com o wash buffer, sob agitação). Após, 

as membranas foram retiradas dos recipientes de lavagem, e incubadas com estreptavidina –

HRP (diluída conforme instruções do fabricante) durante 30 minutos, em temperatura ambiente. 

Passado o tempo de incubação, o processo de lavagem foi repetido, e o excesso de wash buffer 

foi drenado. Procedeu-se, então, a incubação das membranas com Chemi Reagent Mix (1mL 

em cada uma), cuidadosamente difundido por toda a superfície. Após, todo o excesso de 

reagentes foi desprezado e as membranas foram encaminhadas para o processo de revelação 

por quimioluminescência, em um fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare 

Life Science). 
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2.2. Ensaios em cultura celular 

2.2.1. Cultura de células 

Para a realização dos experimentos, foi utilizada a cultura de células SH-SY5Y, uma 

linhagem derivada de neuroblastoma humano. As células foram mantidas em meios adequados, 

suplementados com soro fetal bovino, antibióticos e fatores de crescimento em condições 

padrão de incubação (5% CO2, atmosfera umidificada, 33 ou 37°C). Após o descongelamento, 

as mesmas foram acompanhadas até atingirem a confluência (75% de ocupação das placas ou 

garrafas de cultura), e passadas ao menos quatro vezes (não mais do que doze) antes do início 

dos experimentos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e em três tempos 

distintos: 0h, 2h e 4h. 

 

2.2.2. Infecção in vitro de células SH-SY5Y com SARS-CoV-2 

As células foram semeadas em placas de 24 poços contendo lamínulas de vidro 

revestidas com Laminina e Poli-D-Lisina. Após a confluência (75-90% de ocupação), as placas 

contendo as células foram encaminhadas ao Laboratório de Biossegurança Nível 3, localizado 

no Centro de Pesquisa em Virologia, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/USP. As 

células foram infectadas com isolado clínico de SARS-CoV-2 (MOI=1) durante 2h, sob leve 

agitação. O inócuo, então, foi aspirado dos poços e as células foram submetidas a 3 lavagens 

com tampão fosfato-salino (PBS). Após, as células foram mantidas em condições ideais de 

incubação até o início do tratamento com canabidiol. 

 

2.2.3. Ensaio de viabilidade celular 

O ensaio de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5- difenil tetrazolium]), cuja 

redução a formazan é diretamente proporcional à atividade mitocondrial e à viabilidade celular, 

foi realizado em placas de cultura de 24 poços. Uma solução de MTT 0,5 mg/mL diluído em 



47 
 

PBS foi adicionada e incubada por 2h. O sobrenadante foi, então, retirado e os cristais de 

formazan solubilizados com DMSO. A solução formada em cada poço foi plaqueada (placa de 

96 poços) e analisada em um leitor de placas a 595 nm. O experimento foi realizado em 

triplicata, em uma réplica biológica.  

 

2.2.4. RT-PCR 

Para a detecção do gene N2 do SARS-CoV-2 nas células tratadas com CBD, foi 

realizado RT-PCR, de acordo com o protocolo do grupo Charité (CORMAN et al., 2020). 

Previamente ao ensaio de RT-PCR para determinar a carga viral no lisado celular e no 

sobrenadante, foram realizadas a extração de RNA com TRIzol™ (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific, EUA), e a síntese de cDNA (High-Capacity RNA to cDNA™ Kit, Thermo Fisher 

Scientific, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. A quantificação da expressão 

gênica de SARS-CoV-2 foi realizada com TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied 

Biosystems™), seguindo as instruções do fabricante. Todos os ensaios de PCR em tempo real 

foram realizados no termociclador de PCR em tempo real Step-One Plus (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EUA), com primers e sondas específicos (tabela 3), e os valores foram 

normalizados pela expressão dos genes de manutenção da β-actina. O experimento foi realizado 

em um total de três replicatas biológicas. 

Tabela 3: Primers e sondas utilizados para PCR em tempo real 

Gene Primer Sequência Referência 

 Forward ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT  

E Reverse ATATTGCAGCAGTACGCACACA (CORMAN 

et al., 2020) 

 Probe FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-

BBQ 
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 Forward CACATTGGCACCCGCAATC  

N Reverse GAGGAACGAGAAGAGGCTTG  

 Probe FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA-

BBQ 

 

    

 Forward CCCAGCCATGTACGTTGCTA  

β-actina Reverse TCACCGGAGTCCATCACGAT (PROENCA-

MODENA et 

al., 2012) 

 Probe Fam-ACGCCTCTGGCCGTACCACTGG-Tamra  

 

2.2.5. Imunofluorescência – ensaio de proliferação celular 

Para a detecção e quantificação de células em proliferação, foi realizado o ensaio de 

proliferação celular baseado na incorporação de 5-bromo-2'-deoxiuridina 

(BrdU) na fita de DNA. As células foram semeadas em placas de 24 poços contendo lamínulas 

de vidro revestidas com Laminina e Poli-D-Lisina. Após a confluência (75-90% de ocupação), 

as células foram infectadas com SARS-CoV-2 e incubadas com diferentes concentrações de 

CBD (300nM, 100nM; 3uM, 1uM e 10 uM), em três diferentes time-points (0h, 2h ou 4h). Duas 

horas antes do final do tempo de incubação, as células foram suplementadas com BrdU 

(1mg/mL). Ao final do período de 2h, o experimento foi interrompido e o sobrenadante celular, 

composto pelo meio de cultura (que foi imediatamente misturado com TRIZOL e armazenado 

a -80oC para análise de qPCR) foi removido de cada um dos poços e substituído por uma solução 

de 4% de PFA + 6% de sacarose por 10 minutos. Após este período, as células foram lavadas 

3 vezes com PBS e mantidas a 4oC por 24h. O protocolo de imunocitoquímica para BrdU teve 

início com a incubação das células em uma solução 2N de ácido clorídrico (HCl) durante 30 
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minutos, a 37°C, seguida por um período de incubação de 10 minutos a 4°C. O HCl, então, foi 

completamente removido de todos os poços e lavado duas vezes com uma solução de ácido 

bórico (pH = 8,9). Após este procedimento, as células foram lavadas 3 vezes com PBS + (Soro 

fisiológico tamponado com fosfato (PBS) + 0,1% de albumina de soro bovino (BSA) + 0,25% 

de Triton 100X) e, em seguida, incubadas com solução de bloqueio (PBS + 1% de Albumina 

de Soro Bovino (BSA) + 0,25% de Triton 100X) por 2h. Após o bloqueio, lamínulas contendo 

as células foram incubadas overnight com os anticorpos primários: anti-rat-BrdU (1:500, 

Abcam-Cambridge, Reino Unido), anti-rabbit-Microtube Associated Protein-2 (MAP-2, 1:500, 

Millipore- Burlington, Massachusetts, Estados Unidos-EUA). A incubação teve duração de 1h, 

em temperatura ambiente. Os núcleos totais foram marcados com DAPI (4',6-diamidino-2-

fenilindol). No segundo dia do procedimento, as lamínulas foram lavadas três vezes com PBS+ 

e incubadas com os respectivos anticorpos secundários Alexa Fluor (Anti-rat 594, anti-rabbit 

647; 1:1000, Invitrogen-Carlsbad, Califórnia, EUA). Em uma segunda rodada do ensaio, após 

30 minutos de bloqueio, lamínulas contendo as células foram incubadas overnight com o anti-

soro SARS-CoV-2 (produzido em camundongo, 1:1.000, conforme Pontelli e colaboradores 

(PONTELLI et al., 2020). Após, procedeu-se a incubação com o anticorpo secundário (anti-

mouse 488, 1:1000, Invitrogen-Carlsbad, Califórnia, EUA). Ao final do período de incubação, 

as células foram lavadas 3 vezes com PBS+ e montadas em lâminas de vidro com Cytoseal 60 

(Eletron Microscopy Science- Hatfield, PA, EUA). As células BrdU+ foram contadas em quatro 

quadrantes diferentes em microscópio confocal (TCS SPE, Leica, Wetzlar, Alemanha). O 

número total de células de cada quadrante também foi contado (com base no total de núcleos). 

As células BrdU+ foram expressas como % de células BrdU/número total. O experimento foi 

realizado em um total de três replicatas biológicas. 

2.2.6. Drogas 
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 Foi utilizado canabidiol (CBD), Laboratórios BSPG, diluído em dimetilsulfóxido 

(DMSO). 
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3. RESULTADOS 

3.1. Resultados clínicos e biomoleculares dos ensaios relacionados a pacientes internados 

no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto falecidos em 

decorrência da COVID-19 

3.1.1. Pacientes: Informações gerais, Comorbidades e Sintomas Neurológicos 

 Em parceria com o Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto, nosso grupo de pesquisas 

realizou ensaios em amostras post-mortem de pacientes que faleceram em decorrência de 

complicações da COVID-19. Durante a internação dos mesmos, foram coletadas informações 

relativas ao estado geral de saúde, a presença de comorbidades e a ocorrência de sinais 

neurológicos, como pode ser observado na tabela 4. 

 

Tabela 4: Informações gerais, comorbidades e sintomas neurológicos. 

                Comorbidades Sintomas 

Neurológicos 

Paciente 

Nº 

Sexo Idade Dias entre o 

diagnóstico e o óbito 

Principais Outras C ANM DIS 

1 M 24 15 DM; OB  X X  

2 F 31 6 OB Oclusão intestinal e urinária 

por massa tumoral 

   

3 F 69 13 DM; PC Doença Pulmonar 

Obstrutiva Crônica 

   

4 M 49 30 OB; F; AA Aspergilose pulmorar; 

Bronquiolite obliterante; 

Insuficiência venosa em 

membro inferior direito 

   

5 F 77 24 HAS  X   

6 M 74 13 DM; HAS; 

PC; F 

Doença renal crônica em 

estágio IV; Acidente 

cerebrovascular prévio 

   

7 F 69 12 DM; HAS; 

OB; F 

Hipotireoidismo; 

Dislipidemia 
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8 F 53 26 F Estenose traqueal; 

Traqueomalácia; Infarto 

Agudo do miocárdio prévio; 

Acidente cerebrovascular 

prévio 

   

9 M 65 10 DM; PC Hipertrigliceridemia; 

Hipotireoidismo 

   

10 F 53 19 HAS Hipotireoidismo X X  

11 M 74 25 DM; HAS; 

OB; PC 

Hipertensão pulmonar em 

investigação; Apneia do 

sono obstrutiva séria; 

Acidente cerebrovascular 

prévio, com sequelas 

motoras; Hipotireoidismo; 

Osteoartrite no joelho; 

Doença renal crônica em 

estágio III 

   

12 M 43 34 OB   X X 

13 M 78 38 HAS; OB Hipotireoidismo    

14 F 68 11 DM; HAS; 

OB; F 

Doença renal crônica; 

Depressão; Dislipidemia 

   

15 F 83 24  Doença de Alzheimer; 

Hipotireoidismo 

   

16 M 73 17  Asma    

DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensão Arterial Sistêmica; OB: Obesidade; PC: Patologia Cardíaca; F: 

Fumante; AA: Adicção ao Álcool; C: Cefaleia; ANM: Anosmia; DIS: Disgeusia. Dados não publicados. 

  

3.1.2. Ensaios de imunofluorescência para a detecção de proteína viral e caracterização 

de via neural olfatória 

 As amostras post-mortem coletadas via biópsia minimamente invasiva foram 

submetidas a ensaios de imunofluorescência. Na figura 3, podem-se observar as imagens de 

microscopia de fluorescência, contendo as marcações de núcleos celulares (Hoechst), de SARS-
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CoV-2 (proteína NP) e de neurônios (TUJ-1). Na imagem inferior direita, de merge das 

marcações, observa-se a presença de neurônios infectados. 

 

Figura 3: Neurônios humanos infectados por SARS-CoV-2. Imagens de microscopia de fluorescência realizada 

em amostras post-mortem de tecido de via olfativa, coletado por biopsia minimamente invasiva, de paciente que 

faleceu por complicações de COVID-19. Na extremidade superior esquerda podem-se observar os núcleos 

celulares, por meio da marcação de Hoechst, na tonalidade azul; ao lado direito da mesma, há marcação de SARS-

CoV-2, com a proteína viral de Nucleocapsídeo (NP), em verde; na extremidade inferior esquerda, observa-se a 

presença de neurônios, por meio da marcação de TUJ-1, em branco; à sua direita, imagem de sobreposição das 

marcações anteriormente mencionadas, demonstrando a infecção dos neurônios por SARS-CoV-2. 

 

Com o intuito de confirmar que amostras post-mortem eram constituídas de tecido 

neural olfatório, foi realizado o ensaio de imunofluorescência, utilizando marcações para a 

caracterização de neurônios olfatórios, astrócitos, proteína S do SARS-CoV-2 e núcleos 
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celulares (OMP, GFAP, Spike e DAPI, respectivamente). As imagens de microscopia de 

fluorescência podem ser observadas na figura 4. 

    

 

Figura 4: Neurônios olfatórios e astrócitos humanos infectados por SARS-CoV-2. Imagens de microscopia 

de fluorescência, apresentando neurônios olfatórios marcados com Olfactory Marker Protein (OMP), na 

tonalidade branca; astrócitos marcados com Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP), em vermelho; SARS-CoV-2, 

marcada com a proteína viral Spike, em verde; e a marcação nuclear realizada com 4′,6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI), em azul. Na extremidade inferior direita, observa-se a sobreposição de marcações, indicando a presença 

de SARS-CoV-2 em neurônios olfatórios e astrócitos, oriundos de amostras post-mortem de pacientes que 

faleceram por complicações da COVID-19. 

 

3.1.3. RT-PCR para detecção da expressão gênica de SARS-CoV-2 e de citocinas em via 

neural olfatória 

 As amostras de via olfatória de pacientes que faleceram em decorrência de complicações 

da COVID-19 foram processadas e submetidas ao ensaio de RT-PCR, para a detecção da 

expressão gênica de SARS-CoV-2, bem como das interleucinas 6 e 10 (IL-6 e IL-10). Como 
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pode ser observado na figura 5, nem todas as amostras apresentaram expressão gênica viral em 

níveis detectáveis no ensaio realizado. 

 

Figura 5: Expressão gênica relativa de SARS-CoV-2 e Citocinas. Expressão relativa dos genes E e N2 de 

SARS-CoV-2, detectada por ensaio de RT-PCR em amostras de tecido olfatório de pacientes que faleceram em 

decorrência de COVID-19 (gráficos superiores). Todos os pacientes apresentaram, em vida, o diagnóstico clínico 

e laboratorial da patologia, porém, nem todas as amostras exibiram níveis detectáveis de expressão gênica de 

SARS-CoV-2. Os gráficos inferiores demonstram a expressão relativa das interleucinas 6 e 10 (IL-6 e IL-10) nas 

mesmas amostras. Normalização dos valores realizada pela expressão de β-actina nas amostras analisadas. 

 

3.1.4. Dot blot (Array de citocinas)  

 Como pode ser observado na figura 6, o ensaio de dot blot detectou a expressão das 

citocinas pró-inflamatórias Interleucina-18 (IL-18) e Fator de Inibição da Migração de 

Macrófagos (MIF) nas amostras testadas. As amostras positivas para a expressão de ambos os 
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genes E e N2 de SARS-CoV-2 no ensaio de RT-PCR estão identificadas com o sinal “+”, 

enquanto as negativas, com o sinal “-”. A expressão de IL-18 e MIF foi independente da 

presença de genes virais nas amostras analisadas. 
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Figura 6: Expressão de citocinas pró-inflamatórias em amostras de tecido olfatório humano obtidas por 

ensaio de Dot blot. No quadro superior, observam-se imagens de quimioluminescência de membranas de 

nitrocelulose utilizadas no ensaio de Dot blot, com expressão de citocinas pró-inflamatórias (pontos escuros). No 

quadro inferior, observa-se o gráfico demonstrativo da expressão das citocinas IL-18 e MIF, de acordo com a 

intensidade de pixels obtida nas análises das imagens do quadro superior. 

 

3.2. Resultados dos ensaios em cultura celular 
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3.2.1. Avaliação da expressão gênica viral nas células SH-SY5Y infectadas por SARS-

CoV-2 

Para a avaliação da expressão relativa do gene N2 do SARS-CoV-2 nas células, foi 

realizado o PCR em tempo real (RT-PCR), tanto no lisado celular, quanto no sobrenadante, e a 

normalização foi realizada através da análise da expressão de β-actina. As células foram 

incubadas com SARS-CoV-2 (vírus selvagem) (MOI=1), e o tratamento com canabidiol foi 

realizado em três concentrações distintas (300nM, 1uM e 3uM), em diferentes espaços de tempo 

após a infecção. No tempo 0h, CBD foi adicionado concomitantemente ao vírus, e nos tempos 

2h e 4h, o fármaco foi adicionado duas e quatro horas após a infecção das células, 

respectivamente. Conforme pode ser observado na figura 7, o tratamento com CBD reduziu 

expressão gênica viral na concentração de 3uM, na análise do lisado celular. A concentração de 

300nM do fitocanabinoide, por sua vez, reduziu a expressão de SARS-CoV-2 no sobrenadante 

das células. Em todas as outras concentrações, o CBD não alterou a expressão do gene N2 no 

lisado, nem no sobrenadante das células SH-SY5Y. 
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Figura 7: Expressão relativa do gene N2 de SARS-CoV-2 no sobrenadante e lisado de células de 

neuroblastoma humano. Redução da expressão gênica viral após a administração de canabidiol na concentração 

de 300nM no sobrenadante, e na concentração de 3uM, no lisado celular. Ambas as reduções de expressão do gene 

N2 de SARS-CoV-2 foram observadas no tempo de 0h. Não foram observadas alterações significativas na 

expressão gênica viral nos demais time points e nas outras concentrações avaliadas. Barras representam a média 
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do erro padrão de três experimentos independentes. Análise estatística ANOVA 1 fator: *p = 0,0093; **p = 0,0172. 

N=3. 

 

3.2.2.  Efeito neuroprotetor concentração dependente (curva em U invertido) do 

Canabidiol sobre as células SH-SY5Y infectadas com o SARS-CoV-2 

 Para a avaliação da viabilidade das células de neuroblastoma humano infectadas por 

SARS-CoV-2 após o tratamento com CBD, foi realizado o ensaio de redução do brometo de 3-

4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio (MTT). Os resultados podem ser observados na 

figura 8. 
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Figura 8: Efeito de concentrações de CBD sobre a viabilidade de células de neuroblastoma humano 

infectadas por SARS-CoV-2. Células SH-SY5Y infectadas com SARS-CoV-2 foram incubadas com 

diferentes concentrações de CBD (100nM, 300nM, 1uM, 3uM e 10uM) e a viabilidade celular foi determinada 

pelo ensaio de redução do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio). N=1. 
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Os resultados do ensaio de MTT demonstram uma aparente tendência a elevação da 

viabilidade celular nas células tratadas com CBD, de forma concentração-dependente. Além 

disso, nenhuma concentração de CBD utilizada parece ter sido prejudicial à viabilidade das 

células. Após o ensaio de MTT, foi realizado o protocolo de imunofluorescência para detecção 

de células BrdU positivas, possibilitando a avaliação da proliferação das células submetidas ao 

tratamento com diferentes concentrações de CBD. 

Para a avaliação da proliferação celular, as células foram analisadas quanto à 

incorporação de 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), um análogo da timidina que se incorpora na 

fase S do ciclo celular. Sendo assim, a quantificação da incorporação de BrdU pode ser 

diretamente correlacionada com a taxa de proliferação das células em análise. A quantificação 

foi realizada através de microscopia de fluorescência. 

Como pode-se observar nas figuras 9 e 10, o tratamento com CBD foi capaz de aumentar 

a taxa de proliferação das células SH-SY5Y infectadas por SARS-CoV-2, na concentração de 

1000nM. 
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Figura 9: Aumento de células de neuroblastoma humano infectadas por SARS-CoV-2 BrdU+ após 

tratamento com canabidiol (1000nM). Imagem de microscopia de imunofluorescência, apresentando 

marcação de núcleos celulares com 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), em coloração azul; anticorpo anti-

BrdU, para a marcação de células em proliferação; marcação neuronal com Microtubule-Associated Protein 2 

(MAP-2) em branco; e SARS-CoV-2 por meio de marcação de soro hiperimune de camundongo contra SARS-

CoV-2 em verde. As três imagens da extremidade inferior da figura apresentam a sobreposição das marcações 

anteriormente mencionadas. 
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Figura 10: Proliferação celular em células de neuroblastoma humano infectadas com SARS-CoV-

2 e tratadas com diferentes concentrações de canabidiol. A taxa de proliferação celular foi analisada 

por quantificação da incorporação de 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), através de microscopia de 

fluorescência (figura 5). Barras representam a média do erro padrão. Resultados representam análise de 

três réplicas biológicas. Análise estatística ANOVA 1 fator: *p = 0,0447. N=3 

 

Nos ensaios realizados, o tratamento com CBD, portanto, demonstrou-se seguro quanto 

a manutenção da viabilidade celular, e apresentou ação pró-neurogênica, evidenciada pelo 

aumento da taxa de proliferação celular, observada através de microscopia de fluorescência 

(inserção de BrdU) (Figura 9). Sendo assim, os resultados demonstrados são sugestivos de que 

o CBD possa exercer efeito neuroprotetor sobre as células derivadas de neuroblastoma humano 
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infectadas pelo SARS-CoV-2. Entretanto, a droga parece não exercer um efeito virucida 

relevante na linhagem celular testada no presente estudo, já que não alterou a expressão gênica 

viral na grande maioria dos ensaios realizados nas células e no lisado celular, no teste de RT-

PCR. 
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4. Discussão 

 Antes da identificação do SARS-CoV-2, seis outras espécies de coronavírus eram 

conhecidas pela capacidade de infectar o ser humano. Quatro delas (HCoV-229E, -OC43, -

NL63 e -HKU1), eram consideradas endêmicas mundialmente, sendo reportadas por causarem 

principalmente sintomas respiratórios leves, de forma sazonal (DESFORGES et al., 2019). As 

outras duas, SARS-CoV e MERS-CoV, foram responsáveis, respectivamente, pelas epidemias 

de SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) e MERS (Middle East Respiratory Syndrome), 

que acarretaram milhares de mortes, em grande parte por conta de suas complicações 

respiratórias (SAAD et al., 2014). Tanto os as duas cepas epidêmicas, quanto as demais espécies 

mais inócuas de HCoVs foram associadas a doenças ocasionais do Sistema Nervoso Central e 

do Periférico (ELLUL et al., 2020). 

No ano de 2000, Arbour e colaboradores realizaram uma extensa pesquisa de 

caracterização de RNA de coronavírus em um grande painel de amostras cerebrais humanas. 

Os ensaios foram elaborados com a finalidade de prover evidências experimentais do 

neurotropismo e da neuroinvasividade de duas cepas de HCoVs (229E e OC43), bem como sua 

possível associação com a patologia da Esclerose Múltipla (MS). Os resultados apontaram uma 

prevalência significativa de OC43 em amostras de pacientes com MS (35,9%), o que despertou 

a atenção de pesquisadores para a importância da distinção entre a ocorrência de infecção viral 

oportunista, e a associação direta do vírus com a doença neurológica (ARBOUR et al., 2000). 

A presença de SARS-CoV-2 em estruturas do SNC vem sendo bastante reportada na 

literatura, tanto em modelos animais, quanto em amostras cerebrais humanas (SONG et al., 

2021). Os sintomas neurológicos correlacionados com a COVID-19 são cada vez mais 

relatados, e dados sugerem que os danos no SNC ou SNP decorrentes da doença podem ser 

causados diretamente pelo vírus, ou indiretamente, via respostas imunes inatas e adaptativas do 

corpo à infecção (ELLUL et al., 2020). 
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Até o momento, dados sugerem que o SARS-CoV-2 e outros HCoVs talvez não sejam 

tão altamente neurovirulentos quanto outras espécies virais, como o Herpes simplex, certos 

enterovírus e e arbovírus, que podem causar destruição desenfreada de neurônios (ELLUL et 

al., 2020), como discutido previamente neste trabalho. Entretanto, há fortes evidências de 

anormalidades cerebrais relacionadas à COVID-19 (PATERSON et al., 2020), e as mesmas 

não se restringem aos pacientes com quadros mais severos da doença. 

Em 2020, Matshke e colaboradores investigaram as características neuropatológicas em 

amostras post-mortem de cérebros de pacientes que faleceram após o diagnóstico de COVID-

19 (porém, não necessariamente em decorrência da doença). Entre os achados histopatológicos 

estavam lesões isquêmicas delimitadas e astrogliose generalizada. Além disso, foi observada 

ativação microglial e infiltração de linfócitos T citotóxicos, ambas pronunciadas no tronco 

cerebral e no cerebelo. Neste mesmo trabalho, foi notado que apenas 53% das amostras 

analisadas apresentavam níveis detectáveis de RNA de SARS-CoV-2 e, interessantemente, a 

presença do vírus não estava associada com a gravidade das lesões (MATSCHKE et al., 2020). 

Assim como no estudo mencionado acima, em nossos resultados, nem todas as amostras 

analisadas apresentaram níveis detectáveis de RNA viral. Entretanto, comparando os dados da 

tabela IV com a figura 5, pode-se observar que alguns pacientes apresentaram sintomas 

neurológicos leves (anosmia, cefaleia e/ou disgeusia), independentemente da presença do 

SARS-CoV-2 no material analisado. Além disso, a produção de citocinas IL-6 e IL-10 não 

parece ter relação com a expressão gênica de SARS-CoV-2 nas amostras, o que sugere que os 

mecanismos envolvidos no processo de inflamação talvez não dependam da ação viral direta 

no SNC. 

No ensaio de dot blot (figura 6), pode-se observar que as amostras positivas e as 

negativas para a expressão gênica de SARS-CoV-2 apresentaram níveis similares de expressão 

das citocinas pró-inflamatórias IL-18 e MIF. Nas últimas décadas, estudos destacaram um papel 
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crucial da IL-18 na mediação da neuroinflamação e neurodegeneração em condições 

patológicas do SNC, como infecções bacterianas ou virais, doenças desmielinizantes e lesões 

cerebrais isquêmicas e traumáticas (FELDERHOFF-MUESER et al., 2005). O fator de inibição 

da migração de macrófagos (MIF), por sua vez, é um fator pró-inflamatório pleiotrópico, cuja 

participação nos mecanismos de desenvolvimento de doenças neuropsiquiátricas vem sendo 

gradualmente reconhecida nos últimos anos (CHEN, XI et al., 2022). 

As amostras foram testadas no array de citocinas com a finalidade de avaliar se a 

expressão gênica de SARS-CoV-2 poderia acarretar possíveis contrastes na expressão de 

citocinas pró-inflamatórias. Porém, diferenças significativas não foram observadas. A detecção 

viral nas amostras, portanto, parece não ter influência relevante na expressão dos fatores 

inflamatórios analisados. 

A relação entre a expressão de fatores pró-inflamatórios e as manifestações neurológicas 

da COVID-19 vem sendo explorada ultimamente. Recentemente, Guasp e colaboradores 

realizaram um estudo que visava avaliar o papel diagnóstico e prognóstico do Líquido 

Cefalorraquidiano (LCR) e de biomarcadores séricos de inflamação e dano neuronal em 

pacientes com a forma aguda da COVID-19, que apresentavam complicações neurológicas 

decorrentes da doença. Os pacientes foram acompanhados durante 18 meses e, ao fim desse 

tempo, foram submetidos a exames laboratoriais. Foi observado que, em comparação com os 

indivíduos saudáveis do grupo controle, os pacientes que apresentaram a forma neurológica da 

COVID-19 apresentaram níveis mais elevados de citocinas pró-inflamatórias (IL-18, IL-6 e IL-

8), tanto nas amostras de LCR (GUASP et al., 2022). O fato de que a expressão de fatores pró-

inflamatórios pode permanecer elevada mesmo após meses da resolução do quadro clínico 

agudo da COVID-19 desperta atenção sobre as possíveis consequências a longo-prazo da 

doença. 
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Alterações neuropatológicas acompanhadas de  neuroinflamação pronunciada vem 

sendo cada vez mais descritas em amostras cerebrais de pacientes que apresentaram a forma 

letal da COVID-19 (SCHURINK et al., 2020). Além disso, há uma preocupação crescente em 

relação às consequências neurológicas a longo prazo para pessoas que sofreram uma infecção 

com sintomas leves, ou até mesmo assintomática.  

Recentemente, Philippens e colaboradores realizaram ensaios para investigar alterações 

cerebrais na fase pós-aguda da infecção por SARS-CoV-2 em macacos resos e cinomolgos (2 

a 6 semanas após a infecção experimental, vias intratraqueal e intranasal). Os animais 

apresentaram apenas sintomas leves da infecção, todavia, as análises post-mortem 

demonstraram infiltração de células T e ativação microglial no parênquima cerebral de todos 

os animais infectados, independentemente da presença de RNA ou antígeno viral. Além disso, 

agregados intracelulares de α-sinucleína foram encontrados nos cérebros de ambas as espécies 

de macacos (PHILIPPENS et al., 2022). Tais resultados indicam fortemente o potencial 

neuropatológico da infecção por SARS-CoV-2, mesmo quando está associada a um quadro 

sintomatológico brando. Além disso, eles evidenciam que as alterações no SNC podem perdurar 

após o período agudo da doença. Sendo assim, os relatos podem ser considerados alarmantes, 

quanto ao risco neuropatológico a longo prazo, após o fim da viremia e resolução do quadro 

clínico clássico-agudo. 

Na literatura atual, há um crescente número de evidências que indicam que os pacientes 

portadores de COVID-19 podem apresentar diversos sintomas neuropsiquiátricos, que podem 

persistir ou até mesmo iniciar após a cura da doença (EFSTATHIOU et al., 2022). Os sinais 

neurológicos observados com maior frequência no início da infecção são anosmia, ageusia ou 

disgeusia, cefaleia, mialgia, dores articulares, fadiga e confusão mental, que podem durar 

semanas ou meses (RUDROFF et al., 2020). 
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Entretanto, as manifestações neuropsiquiátricas da COVID-19 aguda podem ainda 

incluir distúrbios de consciência, delírio, agitação, encefalopatia, encefalite, acidente vascular 

cerebral isquêmico agudo, lesão cerebral isquêmica, convulsões, vertigem e parestesia 

(SCHOU et al., 2021). Estudos apontam ainda a associação entre a infecção aguda por SARS-

CoV-2 e o desenvolvimento ou reincidência de transtornos como ansiedade, depressão e 

insônia, além da ocorrência de sintomas iniciais de psicose, que também foi relatada no cenário 

de infecção aguda por COVID-19 (VARATHARAJ et al., 2020). 

A tempestade de citocinas, resultante da ativação desenfreada do processo inflamatório 

sistêmico observado na fase aguda da doença, parece desempenhar um papel fundamental na 

persistência dos sintomas neurológicos (EFSTATHIOU et al., 2022). O aumento substancial 

dos níveis circulantes de quimiocinas e interleucinas compromete a barreira hematoencefálica, 

o que possibilita que as mesmas adentrem o parênquima cerebral e afetem, por exemplo, as 

células gliais (WILSON; WENINGER; HUNTER, 2010). 

Os astrócitos e a micróglia auxiliam na manutenção da homeostase do SNC por meio 

de transporte de íons, captação de neurotransmissores, eliminação de espécies reativas de 

oxigênio, regulação do fluxo sanguíneo, síntese e armazenamento de glicogênio, regulação da 

neurogênese e formação, manutenção e eliminação de sinapses. Além disso, estão envolvidos 

no controle de permeabilidade da BHE e depuração linfática (VERKHRATSKY; 

NEDERGAARD; HERTZ, 2015)(TAY et al., 2017). A infecção por SARS-CoV-2 e sua 

característica tempestade de citocinas pró-inflamatórias pode, portanto, prejudicar mecanismos 

homeostáticos de extrema relevância ao interferir desempenho dessas células (TREMBLAY et 

al., 2020). Sendo assim, pode-se hipotetizar que a produção exacerbada de citocinas pró-

inflamatórias e a disfunção de células da glia podem causar alterações na plasticidade neuronal, 

função sináptica, mielinização e prejudicar a manutenção da permeabilidade da BHE. Como 
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consequência, podem ocorrer disfunção cognitiva e outros sintomas neuropsiquiátricos de 

longo prazo da COVID-19 (TREMBLAY et al., 2020). 

Apesar de existirem fortes evidências que a COVID-19 está relacionada com o 

surgimento de anormalidades cerebrais, a literatura ainda apresenta poucos relatos sobre a 

influência da forma branda da doença em cérebros humanos (MANCA et al., 2021). Diante 

disso, recentemente, um grupo de cientistas da Universidade de Oxford realizou um estudo para 

investigar as alterações no cérebro de pacientes que foram infectados por SARS-CoV-2, tendo 

apresentado apenas sintomas leves.  

O estudo utilizou dados de ressonâncias magnéticas cerebrais de um total de 785 

pacientes (entre positivos para COVID-19 e controles negativos), com idades entre 51 e 81 

anos, participantes do UK Biobank. Todos os pacientes foram submetidos duas varreduras 

cerebrais, sendo uma inicial e outra tardia. Aqueles que foram infectados pelo novo coronavírus, 

foram submetidos à primeira bateria de testes previamente ao diagnóstico, enquanto a segunda 

foi realizada após cerca de 5 meses do início da infecção. Em comparação com o grupo controle, 

os pacientes que foram acometidos COVID-19 apresentaram um maior declínio cognitivo entre 

as duas varreduras cerebrais. Além disso, foi observada redução na espessura da substância 

cinzenta no córtex orbitofrontal e giro para-hipocampal, maior dano tecidual em regiões 

funcionalmente relacionadas com o córtex olfatório primário, e uma redução do volume 

cerebral global (DOUAUD et al., 2022). Os resultados ressaltam a importância da observação 

e investigação extensivas dos desdobramentos da infecção por SARS-CoV-2 no cérebro 

humano, bem como intensificam a necessidade de possíveis intervenções terapêuticas que 

possibilitem a recuperação dos danos centrais a longo prazo. 

Estudos de diferentes países demonstraram que muitos indivíduos apresentaram 

sintomas persistentes 6 meses após a COVID-19, com fadiga ou fraqueza muscular, insônia e 

ansiedade ou depressão, entre as sequelas mais comuns (DAMIANO et al., 2022). Entretanto, 
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recentemente, Huang e colaboradores apontaram que, embora a maioria dos sobreviventes de 

COVID-19 se recupere física e funcionalmente um ano após a infecção aguda, alguns ainda 

apresentam problemas de mobilidade, dor ou desconforto e ansiedade ou depressão em 

comparação com pessoas que não passaram pela patologia (HUANG, LIXUE et al., 2021). 

Nesse contexto, nota-se que ainda não existe um consenso da comunidade científica sobre a 

duração dos sintomas da síndrome da COVID-19 longa, que são, em muitos casos, de cunho 

neuropsiquiátrico. 

Unindo as informações sobre as alterações cerebrais (moleculares e estruturais) 

associadas com a COVID-19, é possível levantar a hipótese de que a doença pode estar 

relacionada com adaptações neuroplásticas maladaptativas, que acarretam a permanência dos 

sintomas neurológicos após o quadro agudo da infecção. Há, portanto, uma demanda importante 

de busca por opções farmacológicas de neuroproteção e recuperação da função neuroplástica 

das estruturas centrais afetadas pela doença. Por seus diversos efeitos neuroprotetores já 

descritos na literatura, o canabidiol parece ser uma alternativa promissora. 

No presente estudo, o tratamento de células derivadas de neuroblastoma humano com 

CBD mostrou-se seguro nas concentrações utilizadas, visto que não demonstrou tendência de 

redução de viabilidade celular no ensaio do MTT, antes, porém, demonstrou uma aparente 

tendência a elevar a viabilidade das células infectadas previamente com SARS-CoV-2, de 

maneira concentração-dependente (Figura 8). Há relatos na literatura que correlacionam 

alterações neuroplásticas com o processo inflamatório decorrente de infecções virais. Hosseini 

e colaboradores demonstraram em um modelo de roedores a perda de espinhas dendríticas em 

neurônios hipocampais, consequente da infecção por duas variantes distintas do Influenza vírus 

A, sendo a H7N7 neurotrópica, e a H3N2 não-neurotrópica. Os pesquisadores identificaram 

que as alterações plásticas persistiam após a fase aguda da doença, e eram independentes da 
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neuroinvasão viral, já que também eram observadas nos animais infectados pela cepa não-

neurotrópica (HOSSEINI et al., 2018). 

Nossos resultados indicam que o tratamento com CBD parece não apresentar efeito 

virucida relevante, já que a expressão do gene N2 de SARS-CoV-2 foi reduzida apenas no 

tempo de 0h, nas concentrações de 300nM (sobrenadante) e 3uM (lisado celular), 

permanecendo pouco alterada na grande maioria dos demais time-points e concentrações. 

Os resultados acima mencionados vão de acordo com os achados demonstrados no 

estudo de Crippa e colaboradores, publicado recentemente em parceria com nosso grupo de 

pesquisas. No mesmo, foram investigadas a segurança e a eficácia da administração de CBD 

(300mg diários, durante 14 dias) em pacientes com COVID-19 leve ou moderada. Observou-

se, então, que a administração do fármaco foi segura, e não provocou a ocorrência de efeitos 

adversos graves. Entretanto, a droga não alterou a evolução clínica da doença (CRIPPA et al., 

2021). 

Contudo, o presente trabalho também demonstrou um possível efeito neuroprotetor do 

CBD, por meio de ensaio de imunofluorescência para quantificação de inserção de BrdU nas 

células SH-SY5Y (Figura 9). Na concentração de 1000nM, o fitocanabinoide aumentou a taxa 

de proliferação celular em presença de SARS-CoV-2, indicando que a droga exerceu um efeito 

pró-neurogênico frente à infecção. 

Diversas evidências indicam que o processo de neurogênese adulta (em nichos 

neurogênicos, como por exemplo, o hipocampo) contribui positivamente para a manutenção de 

funções cognitivas saudáveis ao longo da vida humana (HANSPAL; GILLOTIN, 2022). No 

que tange às doenças neuropsiquiátricas, é crescente o número de estudos que destacam a 

relevância da neurogênese, bem como seu potencial como alvo terapêutico. Em 2003, Santerelli 

e colaboradores demonstraram, através de métodos genéticos e radiológicos realizados em 

camundongos, que a interrupção da neurogênese induzida por fármacos antidepressivos 
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bloqueava as respostas comportamentais aos mesmos. A partir desses achados, os 

pesquisadores sugeriram que os efeitos comportamentais aos antidepressivos crônicos 

poderiam ser mediados por estimulação de neurogênese hipocampal (SANTARELLI et al., 

2003). 

No ano de 2010, Demars e colaboradores demonstraram em um modelo murino para a 

doença de Alzheimer, que a neurogênese hipocampal era severamente afetada, bem como a 

diferenciação neuronal. Os pesquisadores observaram que o comprometimento neurogênico 

ocorria de maneira precoce e que era acompanhado por um aumento dos níveis de proteína 

TAU fosforilada, principalmente nos nichos neurogênicos. A partir de tais resultados, os 

pesquisadores hipotetizaram que a neurogênese prejudicada poderia ser um evento antecessor 

à patologia clássica da doença de Alzheimer, e que a mesma poderia estar relacionada com o 

comprometimento cognitivo precoce apresentado pelos animais (DEMARS et al., 2010). 

Levando-se em consideração a grande importância da neurogênese em afecções de 

cunho neurológico, a busca por métodos farmacológicos pró-neurogênicos se faz relevante. 

Nesse contexto, o canabidiol (CBD) pode ser apontado como uma possível opção terapêutica, 

visto que estudos demonstram seu potencial neuroprotetor e pró-neurogênico. Em 2011, 

Esposito e colaboradores demonstraram em experimentação in vivo e in vivo, que o CBD 

apresentava efeitos anti-inflamatórios e neuroprotetores, ambos dependentes dos receptores 

PPARγ. Além disso, demonstraram ainda que o CBD facilitou significativamente a 

neurogênese hipocampal em ratos utilizados como modelo para a doença de Alzheimer 

(ESPOSITO et al., 2011). 

Complicações neurológicas posteriores à fase aguda da COVID-19 vem sendo 

frequentemente reportadas na literatura. Tal síndrome, denominada “COVID longa”, 

geralmente cursa com fadiga, disfunções cognitivas, distúrbios de sono, entre outros sintomas 

(AL-RAMADAN et al., 2021). Considerando a ampla gama de efeitos favoráveis do canabidiol 
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já mencionada no presente trabalho, pode-se ressaltar a importância da realização de pesquisas 

que investiguem o potencial terapêutico do CBD no tratamento das manifestações neurológicas 

após a infecção por SARS-CoV-2. 

A partir dos resultados encontrados no presente estudo, sugerimos que, apesar de 

parecer não exercer atividade virucida importante contra o SARS-CoV-2, o canabidiol tem 

potencial neuroprotetor e pró-neurogênico na linhagem celular de neuroblastoma humano 

utilizada nos ensaios. Esses achados parecem interessantes, especialmente no contexto das 

expectativas por fármacos que possam auxiliar na recuperação neuroplástica de áreas cerebrais 

humanas afetadas pela fisiopatologia da COVID-19. 

Sabe-se, todavia, que a experimentação in vitro não garante a segurança e/ou eficácia 

da administração de drogas em sistemas complexos (WHITEBREAD et al., 2005). Este modelo 

experimental é muito válido para a realização de investigações preliminares, visando o 

delineamento inicial do comportamento farmacológico de drogas em sistemas mais simples. 

Dessa forma, faz-se necessário destacar as limitações experimentais do presente trabalho, que 

deve ser considerado como uma demonstração preliminar dos efeitos do canabidiol em células 

neuronais humanas submetidas a infecção prévia por SARS-CoV-2, sendo, consequentemente, 

insuficiente para determinar o potencial terapêutico da droga avaliada na patologia da COVID-

19 em seres humanos. Logo, é necessária a investigação mais apurada dos mecanismos 

envolvidos nos processos de neuroproteção mediados pela administração de CBD nas células 

neurais humanas. 
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5. Conclusões 

 Os resultados do presente estudo demonstraram a neuroinvasividade do SARS-CoV-2 

em amostras post-mortem de via olfatória de pacientes que faleceram em decorrência de 

complicações da COVID-19. Ressaltaram, todavia, que nem todas as amostras analisadas foram 

positivas quanto a detecção gênica viral, e que a expressão de fatores pró-inflamatórios ocorreu 

tanto nas positivas, quanto nas negativas. Tal achado pode sugerir que os efeitos desfavoráveis 

da infecção por SARS-CoV-2 podem não estar diretamente relacionados com a neuroinvasão. 

Os ensaios in vitro indicaram um efeito neuroprotetor e pró-neurogênico do tratamento com 

canabidiol em células de neuroblastoma humano infectadas previamente com SARS-CoV-2. 

Mais estudos são necessários para a confirmação dos efeitos da neuroinfecção por SARS-CoV-

2, o processo inflamatório acarretado por ela e para a melhor elucidação dos efeitos do 

canabidiol em células neurais desafiadas a infecção. 
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Anexo I – Docking molecular do canabidiol 

 Em parceria com o Grupo de Modelagem Molecular de Sistemas Biológicos, liderado 

pelo Prof. Dr. Laurent Dardenne, do Laboratório Nacional de Computação Científica, foi 

realizada a investigação do potencial de ligação do canabidiol em possíveis alvos terapêuticos 

para o tratamento da COVID-19. Entre eles, estavam os receptores Nsp3, Nsp5, Nsp12 e Nsp15, 

Spike (livre e complexado com ACE-2) e proteína de nucleocapsídeo (do SARS-CoV-2) e 

TMPRSS2 (do hospedeiro). Os experimentos foram realizados com dois programas diferentes 

de docking: Glide e DockThor (disponível gratuitamente como servidor web em 

www.dockthor.lncc.br), ambos baseados em métodos de busca e funções de pontuação 

distintos. As tabelas abaixo (A e B) demonstram os resultados obtidos nas análises realizadas 

nos programas mencionados, respectivamente. Tais dados representam a previsão de afinidade 

de ligação entre o canabidiol e as proteínas relacionadas com a infecção por SARS-CoV-2, em 

comparação com um ligante-referência. Como pode-se observar, ambos os programas 

utilizados, previram que o canabidiol apresentaria menor afinidade de ligação às proteínas-alvo, 

em relação ao ligante-referência. 

Tabela A: Triagem virtual, obtida através de análises no programa Glide, de predição de afinidade de 

ligação entre o canabidiol (CBD) e proteínas-alvo.  

Composto 

Nsp3 Nsp5 Nsp12 Nsp15 NP Spike 

Spike-

ACE2 TMPRSS2 

Canabidiol -4.275 -6.453 -3.555 -5.000 -4.743 -4.083 -2.997 -5.216 

Ligante-

referência  -6.046  -5.611    -10.036 

 

Tabela B: Triagem virtual, obtida através de análises no programa DockThor-VR, de predição de afinidade 

de ligação entre o canabidiol (CBD) e proteínas-alvo.  
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Composto 

Nsp3 Nsp5 Nsp12 Nsp15 NP Spike 

Spike-

ACE2 TMPRSS2 

Canabidiol -7.855 -8.074 -6.667 -8.492 -8.382 -8.201 -7.501 -7.193 

Ligante-

referência  -9.860  -7.210    -9.824 
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Anexo II-  Administração de Canabidiol fluorescente em células neurais infectadas 

por SARS-CoV-2 

 Células SH-SY5Y foram infectadas com SARS-CoV-2 e tratadas com concentrações de 

10 ou 20ug de canabidiol fluorescente em nanopartículas. Na imagem abaixo, podem ser 

observadas punctas em verde fluorescente, em formato circular, indicando a localização 

intracelular da droga. 

 

 
 

 
Células SH-SY5Y infectadas por SARS-CoV-2 tratadas com Canabidiol Fluorescente em nanopartículas, nas 

concentrações de 10 ou 20ug. Da esquerda para a direita: em fileiras verticais, PH=microscopia por contraste de 

fase; FLUO=microscopia de fluorescência; MERGE. N=1. 
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Anexo III- Aparente favorecimento à replicação viral pela administração de Artesunato 

(ART) 

 

As células tratadas com ART passaram pelo teste de redução do MTT, para que pudesse 

ser analisada a viabilidade das mesmas após o tratamento. Esse ensaio foi realizado como uma 

triagem inicial de concentrações ideais para os testes posteriores (a análise da viabilidade 

celular nas células tratadas com ART e infectadas por SARS-CoV-2 será realizada 

posteriormente). Conforme mostra a figura abaixo, o ART não alterou estatisticamente a 

viabilidade das células. 
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Efeito de concentrações de ART na viabilidade celular. Células SH-SY5Y foram incubadas com diferentes 

concentrações de ART (100nM, 300nM, 1uM, 3uM e 10uM) e a viabilidade celular foi determinada pelo 

ensaio de redução do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio). N=4. 

 

 

 

Para a análise da expressão dos genes E e N2 do SARS-CoV-2 nas células e no 

sobrenadante celular, foi realizado o q-PCR. Como pode ser observado na figura a seguir, na 

primeira replicata testada, o artesunato parece favorecer a replicação viral nas células SH-SY5Y 

infectadas pelo SARS-CoV-2. Especialmente na concentração de 300nM, o aumento na 

replicação viral acontece tanto no lisado celular, quanto no sobrenadante. 
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Análise da expressão de genes virais no sobrenadante e componente celular de células SH-SY5Y infectadas 

com SARS-CoV-2. Expressão do gene N2 no sobrenadante normalizado pela expressão de RNAse P. Expressão 

dos genes N2 e E na fração celular normalizados pela expressão de β -actina. N=1. 
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Anexo VI – Participações em publicações científicas 
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