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RESUMO 

 

A infecção causada pelo vírus Chikungunya (CHIKV), representa uma ameaça emergente 

e seus insetos vetores, Aedes aegypti e albopictus, estão bem estabelecidos em várias 

regiões do planeta, desse modo, epidemias da doença são registradas globalmente. Os 

sintomas típicos causados pela infecção por CHIKV incluem febre, cefaleia, edema nas 

articulações e prurido, enquanto na fase crônica, o principal sintoma é a artralgia. Até o 

momento presente, não existem terapias vacinais para infecção por CHIKV, e os 

tratamentos se concentram unicamente em medidas paliativas. Portanto, a busca por 

terapias eficazes é crucial para mitigar a propagação do CHIKV e minimizar os seus 

impactos na saúde pública.  Nesse sentido, o canabidiol (CBD), um dos compostos ativos 

presentes na Cannabis sativa, tem sido amplamente estudado por seu potencial 

terapêutico em inflamação e em infecções virais. Sendo assim, o presente estudo tem 

como objetivo investigar e compreender os mecanismos antivirais associados ao CBD na 

infecção pelo CHIKV. Para tanto, cultura in vitro da linhagem celular Vero foi 

estabelecida e, posteriormente, foi induzida a infecção por CHIKV utilizando-se de um 

sistema de vírus reporter que incorpora a proteína fluorescente mCherry no genoma viral 

(CHIKV-mCherry). Por meio de fluorimetria e microscopia confocal, a expressão de 

mCherry foi monitorada nas células infectadas. Ainda, a toxicidade do CBD nas células 

Vero foi avaliada pelo ensaio colorimétrico WST-8, utilizando quatro diferentes 

concentrações (1, 3, 10 e 30 μM). A concentração de 3 μM de CBD foi utilizada nos 

experimentos subsequentes. Com o objetivo de avaliar a eficácia antiviral do CBD, 

seguiu-se então o tratamento das células Vero com CBD e CHIKV, através de quatro 

grupos experimentais: I. Mock (Não Infectado), II. CHIKV (Vírus), III. CBD + CHIKV 

(pré-tratamento, feito nos períodos de 24, 12, 8, 6 e 2 horas antes da infecção) e IV. 

CHIKV + CBD (pós-tratamento, realizado 2 horas após a infecção). Passadas 24 horas 

após a infecção, a eficácia destes tratamentos foi avaliada. Foi observada uma redução da 

carga viral e da replicação nas células tratadas com CBD após a infecção com CHIKV, 

conotado pela menor expressão de mCherry na análise de microscopia confocal. Também 

houve uma redução dos efeitos citopáticos (conjunto de alterações provocadas pelo vírus 

nas células infectadas) no grupo tratado com CBD após a infecção, além de uma 

modulação muito pequena da infecção viral nos grupos pré-infectados. Os resultados 

apontam a eficácia do CBD na redução da infecção por CHIKV, provavelmente devido 

às suas propriedades imunomoduladoras. Isto faz do CBD um potencial candidato a ser 

utilizado no tratamento de infecções por CHIKV. 

 

Palavras-chave: Chikungunya; vírus; interferon; canabidiol; vírus emergentes; alfavírus; 

canabinoides. 

 

  



 
 

 

 

ABSTRACT 

 

The infection caused by the Chikungunya virus (CHIKV) represents an emerging threat 

and its insect vectors, Aedes aegypti and albopictus, are well established in various 

regions of the planet, so epidemics of the disease are recorded globally. Typical symptoms 

caused by CHIKV infection include fever, headache, joint swelling and itching, while in 

the chronic phase, the main symptom is arthralgia. To date, there are no vaccine therapies 

for CHIKV infection, and treatments focus solely on palliative measures. Therefore, the 

search for effective therapies is crucial to mitigate the spread of CHIKV and minimize its 

impact on public health. In this sense, cannabidiol (CBD), one of the active compounds 

present in Cannabis sativa, has been widely studied for its therapeutic potential in 

inflammation and viral infections. Therefore, this study aims to investigate and 

understand the antiviral mechanisms associated with CBD in CHIKV infection. To this 

end, an in vitro culture of the Vero cell line was established and CHIKV infection was 

subsequently induced using a reporter virus system that incorporates the fluorescent 

protein mCherry into the viral genome (CHIKV-mCherry). Using fluorimetry and 

confocal microscopy, the expression of mCherry was monitored in the infected cells. In 

addition, the toxicity of CBD on Vero cells was assessed by the WST-8 colorimetric 

assay, using four different concentrations (1, 3, 10 and 30 μM). The concentration of 3 

μM of CBD was used in the subsequent experiments. In order to assess the antiviral 

efficacy of CBD, Vero cells were then treated with CBD and CHIKV in four experimental 

groups: I. Mock (Uninfected), II. CHIKV (Virus), III. CBD + CHIKV (pre-treatment, 

carried out 24, 12, 8, 6 and 2 hours before infection) and IV. CHIKV + CBD (post-

treatment, carried out 2 hours after infection). Twenty-four hours after infection, the 

effectiveness of these treatments was evaluated. A reduction in viral load and replication 

was observed in CBD-treated cells after infection with CHIKV, connoted by the lower 

expression of mCherry in confocal microscopy analysis. There was also a reduction in 

cytopathic effects (set of changes caused by the virus in infected cells) in the CBD-treated 

group after infection, as well as very little modulation of viral infection in the pre-infected 

groups. The results indicate the effectiveness of CBD in reducing CHIKV infection, 

probably due to its immunomodulatory properties. This makes CBD a potential candidate 

for use in the treatment of CHIKV infections. 

 

 

Keywords: Chikungunya; viruses; interferon; cannabidiol; emerging viruses; alphavirus; 

cannabinoids. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O avanço das doenças infecciosas constitui um problema de saúde pública 

mundial. Essas patologias ocorrem quando um novo patógeno é disseminado ou reaparece 

após um declínio nos casos de infecção, e existem diversos fatores associados à sua 

ocorrência, como mudanças ocorridas nos agentes patogênicos ao longo da evolução, 

modificações na forma de interação das populações humanas, tanto entre si quanto com 

o ambiente, e as alterações climáticas (van Doorn, 2014). Entre os patógenos que se 

destacam por causar doenças infecciosas emergentes estão os vírus, que, quando causam 

doenças emergentes, são chamados de vírus emergentes (Nii-Trebi, 2017), como o HIV, 

SARS-CoV, Ebola, Marburg e Nipah (Parrish et al., 2008). 

Dentre os principais vírus emergentes encontra-se o Chikungunya (CHIKV). O 

nome chikungunya significa “aquilo que se curva”, possuindo origem Suwahili ou 

Makonde Kun Qunwala e descreve tanto o vírus como a doença. Dependendo da 

severidade do quadro, alguns pacientes podem apresentar dores nas articulações que 

podem levar a uma postura curvada, o que está relacionado diretamente com o nome da 

doença (Robinson, 1955). Os casos de infecções causadas por vírus transmitidos por 

artrópodes (arboviroses), como a CHIKV, são registrados em diversas localidades ao 

redor do globo, principalmente em regiões onde o clima tropical está presente (Azevedo 

et al., 2013; Weaver et al., 2013), como o Brasil, um país de proporções continentais cuja 

maior parte do território é caracterizada por um clima tropical.  

Tendo em vista os casos crescentes do CHIKV e seus impactos na saúde pública 

ao redor do mundo, juntamente com a inexistência de medicamentos totalmente eficazes 

no combate ao vírus e vacinas para a prevenção da doença, logo, a busca por métodos 

terapêuticos capazes de levar à cura deste quadro infeccioso torna-se extremamente 

crucial, principalmente em países onde surtos são frequentemente registrados, como é o 

caso do Brasil. O canabidiol (CBD), é um dos compostos com forte potencial antiviral 

que têm recebido mais atenção, com estudos comprovando sua eficácia contra vírus como 

Zika Virus (ZIKV), também transmitido pelo mosquito Aedes aegypti (Marquez et al., 

2024), SARS-CoV-2 (van Breemen et al., 2022) e Hepatitis C Virus (HCV) (Lowe et al., 

2017). Diante destes fatos, investigamos os mecanismos antivirais exercidos pelo CBD, 
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almejando compreender melhor seu mecanismo de ação e a propor um novo tratamento 

eficaz no quadro infeccioso provocado pelo CHIKV.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 VÍRUS CHIKUNGUNYA 

 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um alphavírus pertencente à família 

Togavaridae transmitido por mosquitos do gênero Aedes. Os principais sintomas 

característicos da infecção incluem febre aguda, artralgia e erupção cutânea, que 

normalmente são seguidos por sintomas artríticos crônicos cuja duração pode variar de 

meses a anos (Horwood et al., 2015). Esse agente, foi descoberto pela primeira vez na 

Tanzânia em 1952, se espalhando efetivamente até atingir as Américas no ano de 2013 

(Weaver et al., 2015).  

Originalmente, o vírus veio da África e foi introduzido na Ásia posteriormente, 

dividindo-se em três genótipos: África Ocidental (WA), África Oriental/Central/Sul 

(ECSA) e Asiático, havendo ainda a sub-linhagem do Oceano Índico (IOL), uma divisão 

da linhagem ECSA. Esses genótipos se espalharam para o mundo inteiro, contudo, os 

genótipos Asiático e ECSA são os mais prevalentes pelo mundo (Wahid et al., 2017).  

A transmissão do CHIKV se dá em 2 ciclos, urbano e silvestre, respectivamente. 

No ciclo urbano, a transmissão ocorre de humano para mosquito, e no ciclo silvestre a 

mesma ocorre de animal para mosquito e para humano, sendo esta última encontrada 

principalmente na África (Singh et al., 2011). O mosquito se reproduz perto ou dentro de 

habitações humanas, se alimentando durante o dia ou no início da noite (Mavale et al., 

2010). Outros tipos de transmissão viral também já foram descritos na literatura. Em casos 

relatados no Brasil, 13 pacientes que receberam o transplante de rim e fígado infectados 

com CHIKV apresentaram sintomas articulares crônicos, sem ocorrer, no entanto, mortes 

ou danos nos enxertos (Girão et al., 2017). O CHIKV também pode ser isolado de 

enxertos de córnea, embora não existam casos por transplante de córnea relatados até o 

momento (Couderc et al., 2012), e também já foi detectado no sêmen 30 dias após o início 

dos sintomas, embora as evidências de transmissão sexual entre humanos sejam 

inexistentes até o atual momento (Bandeira et al., 2016). Níveis de CHIKV capazes de 

induzir virose também já foram encontrados no sangue de pacientes assintomáticos em 

2009, na Tailândia (Appassakij et al., 2013). A transmissão vertical do vírus (de mãe para 

filho) foi descrita pela primeira vez em uma epidemia ocorrida na ilha de La Réunion 

(Gérandin et al., 2008). 
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2.2 BIOLOGIA DO CHIKV 

 

Estruturalmente, o CHIKV se apresenta como um vírus pequeno, envelopado e 

com um genoma de RNA de sentido positivo de aproximadamente 11,8 kb de 

comprimento. Seu genoma contém duas fases de leitura abertas (ORFs) que estão 

flanqueadas por regiões não traduzidas 5 'e 3' (UTRs), estando separados por uma região 

intergênica não codificante. O comprimento do 5′UTR é de 76nt e este contém um cap 5′ 

do tipo 0 N 7-metilguanosina para o início da tradução dependente de cap. O 3′UTR varia 

em comprimento entre ∼500 e ∼900nt, incluindo também uma cauda de poliadenilato 3′. 

A codificação das proteínas não estruturais nsP1–4 é feita pelo ORF-1. Estas proteínas 

formam módulos distintos do complexo de replicase viral responsável pela síntese de 

RNA do CHIKV, e o processo de replicação do RNA genômico ocorre dentro de 

complexos que estão ligados à membrana na membrana plasmática (Kallio et al., 2016). 

À medida em que ocorre a progressão do processo de replicação, o processamento 

proteolítico dos precursores proteicos não estruturais no complexo replicase favorece a 

sua associação com a cadeia negativa e subsequente replicação de transcritos genômicos 

completos de sentido positivo. A síntese dos transcritos subgenômicos (26S) de ORF-2, 

responsáveis pela codificação das proteínas estruturais (capsídeo, glicoproteínas do 

envelope e canal de viroporina 6K) ocorre a partir de um promotor subgenômico presente 

na fita negativa (MELTON et al., 2002). As proteínas não estruturais do vírus são 

codificadas com cinco proteínas estruturais: C, E3, E2, 6K e E1 (Chen et al., 2013). 

Os principais vetores responsáveis pela transmissão do vírus são Aedes aegypti 

e Aedes albopictus, os mesmos que transmitem o vírus da dengue. Suas características 

biológicas e ecológicas permitem que a febre Chikungunya se manifeste globalmente 

(Fernández-Salas et al., 2015). As espécies vetoras se destacam por sua preferência pelo 

sangue humano e por sua capacidade de estabelecimento fora das regiões nativas, sendo 

desse modo extremamente adaptáveis (Higgs et al., 2015).  

No caso do Aedes aegypti, seu comportamento faz com que ele seja o vetor ideal 

devido à sua natureza antropofílica. Adicionalmente, as fêmeas adultas realizam várias 

refeições sanguíneas durante o ciclo gonotrófico, sendo os recipientes artificiais os locais 

preferidos para a deposição das larvas (Gubler, 2002), onde a água doce fica armazenada, 

como vasos de flores, potes de água e em itens descartados como potes, latas e pneus de 

veículos (Who, 2009). 
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Quanto ao Aedes albopictus (mosquito tigre asiático), este se destaca por ter 

colonizado regiões tropicais e temperadas de todos os 5 continentes. Adotado como 

hospedeiro pelo CHIKV, este vetor é nativo do Sudeste Asiático, tendo sido identificado 

pela primeira vez na Albânia e na América do Norte no início da década de 1980, tendo 

sido introduzidos provavelmente através de depósitos de pneus usados (Hawley et al., 

1987). Este vetor foi importante em epidemias registradas recentemente desde seu último 

surgimento no Quênia, no ano de 2004 (Charrel et al., 2007; Talbalaghi et al., 2010; 

Wikan et al., 2012) e possui algumas características que o tornam um vetor ideal: uma 

vida longa que dura de 4 a 8 semanas, ovos resistentes que podem permanecer viáveis 

durante a estação seca e um raio de voo que varia de 400 a 600 metros. Além disso, possui 

hábitos diurnos e é silencioso e agressivo (Vazeille et al., 2007). Durante períodos de 

chuvas fortes, a densidade de mosquitos sofre um aumento e assim, consequentemente, a 

circulação do vírus também aumenta (Powers et al., 2007). 

 

2.3 PATOGÊNESE DO CHIKV  

  

A febre Chikungunya apresenta um período de incubação de 3 a 7 dias, após o 

qual surgem febre alta e mialgia. Após o início das febres surge poliartralgia envolvendo 

as articulações distais sobre as proximais (Hua et al., 2017). As mãos constituem a parte 

mais afetada, envolvendo também os joelhos e o tornozelo com dor intensa que pode 

durar até 3 semanas (Madariaga et al., 2015). Outras manifestações incluem erupção 

cutânea maculopapular nas extremidades (Tini et al., 2018), lesões vesiculobolhosas e 

mucocutâneas (Pakran et al., 2011; Bandyopadhyay et al., 2008). Outras manifestações 

clínicas incluem diarreia, vômito, encefalite (Arpino et al., 2009), conjuntivite (Ulloa-

Padilla et al., 2018) e sepse (Sharma et al., 2018). Normalmente, nos casos de infecção 

aguda por CHIKV, lesões cutâneas também estão presentes, afetando principalmente o 

tronco e os membros do paciente (Inamadar et al., 2008; Bandyopadhyay et al., 2008). 

Nas crianças infectadas pelo vírus, uma das principais causas de hospitalização foram as 

complicações neurológicas, como encefalite e convulsões febris (Robin et al., 2008). Nos 

casos em que ocorreu a morte do paciente, os mais afetados foram neonatos, adultos com 

doenças preexistentes e idosos, e dentre as principais causas que levaram o indivíduo ao 

óbito estão a encefalite, a insuficiência cardíaca e a falência de múltiplos órgãos 

(Economopoulou et al., 2008). 
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Certos tipos celulares são mais suscetíveis à infecção pelo CHIKV, como células 

epiteliais e endoteliais humanas, além de macrófagos residentes (Matusali et al., 2019). 

O local preferido do vírus para realizar o processo de replicação viral são macrófagos 

infectados, o que acaba por contribuir para o caráter crônico da doença (Hoarau et al., 

2010). O primeiro local de replicação do vírus é a pele humana. Posteriormente, o vírus 

adentra os gânglios linfáticos e o sistema circulatório, e a partir daí, espalha-se para todos 

os órgãos (Kam et al., 2009). 

A entrada dos alfavírus na célula ocorre por endocitose mediada por clatrina 

(KIELIAN et al., 2010). Uma das vias de entrada do CHIKV nas células musculares que 

foi identificada é a micropinocitose, onde as partículas virais se colocalizam com um 

marcador macropinossomo. Os tratamentos in vitro com inibidores de endocitose levaram 

à uma inibição mínima da infecção por CHIKV in vitro. Já o tratamento com um inibidor 

de macropinocitose e o knockdown de uma proteína envolvida na formação de 

macropinossomas fizeram com que houvesse uma redução significativa dos títulos virais 

(Lee et al., 2019). Outras vias de entrada também foram descritas na literatura, sendo um 

importante mecanismo infeccioso o envolvimento de bolhas apoptóticas. Nos fibroblastos 

primários e em células HeLa, o desencadeamento do processo de apoptose pelo vírus 

CHIKV ocorreu por vias intrínsecas e extrínsecas, formando corpos apoptóticos (bolhas 

celulares apoptóticas), que são protuberâncias irregulares na membrana plasmática que 

ocasionalmente se desprendem. O CHIKV, escondido dentro de tais bolhas, infectou as 

células vizinhas. Deste modo, as bolhas apoptóticas infectam macrófagos. Contudo, a 

replicação viral em macrófagos originados de bolhas celulares não produziu uma resposta 

inflamatória. Sendo assim, isso acaba constituindo um mecanismo viral de invasão celular 

pela evasão imunológica, permitindo que o CHIKV escape da resposta do hospedeiro 

(Krejbich-Trotot et al., 2010). 

Um preditor confiável da gravidade da doença parece ser a carga viral, uma vez 

que os casos em que a hospitalização é necessária apresentam viremia mais elevada 

quando comparados com aqueles que não necessitam de hospitalização (Waggoner et al., 

2016). As sequelas a longo prazo possuem uma estimativa de 30 a 40% dos indivíduos 

infectados. Estas incluem artrite e/ou artralgia persistente (Murillo-Zamora et al., 2017). 

Em fibroblastos sinoviais humanos, a suscetibilidade e a permissibilidade à infecção 

experimental ex vivo mostraram que existe uma forte regulação positiva dos genes 

RANTES / CCL5 e da IL-8 em associação com a artrite das células infectadas (Pott et al., 

2021), e em macacos, a expressão do RNA viral a longo prazo esteve ligada à infiltração 
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das células mononucleares do tecido sinovial. Nos macacos, a fase crônica da infecção 

por CHIKV esteve caracterizada por macrófagos ativados persistentes, além da presença 

do RNA viral e dos antígenos virais no fígado e nos órgãos linfóides por até 2 meses. A 

inoculação de altas doses virais nos animais resultou em artrite, meningoencefalite e 

morte (Labadie et al., 2010). 

Normalmente, a eliminação sistêmica do vírus ocorre dentro de poucos dias, 

ficando indetectável no sangue periférico (Hoarau et al., 2010). Contudo, manifestações 

atípicas incomuns e mais graves estão sendo reconhecidas em pacientes específicos 

portadores de comorbidades, como polimorfismos do receptor do tipo Toll (de Lima 

Cavalcanti et al., 2022). Os seres humanos são capazes de eliminar o vírus eficientemente 

em um período que varia de 4 a 7 dias (Laurent et al., 2007; Carey et al., 1969; Brighton 

et al., 1983). Ainda assim, segundo os dados epidemiológicos, 85% dos indivíduos 

portadores de anticorpos relataram sintomas relacionados ao quadro infeccioso (Lemant 

et al., 2008). Alguns pacientes desenvolvem dores crônicas nas articulações na fase pós-

aguda, que possui um período que varia de 21 dias a 3 meses após o começo dos sintomas 

(Simon et al., 2015).  

 

2.4 TERAPIA PARA INFECÇÃO POR CHIKV 

 

 Dada a inexistência de vacinas e de medicamentos que sejam eficazes contra a 

doença, os tratamentos atuais se resumem em medidas paliativas, proporcionando alívio 

sintomático através do uso de fármacos anti-inflamatórios. 

 Na forma aguda e sem complicações da infecção por CHIKV, o tratamento requer 

apenas repouso, analgesia e hidratação oral (Simon et al., 2015; Brito et al., 2016). Os 

analgésicos de nível 1, usados no tratamento da dor leve, como os anti-inflamatórios não-

esteroidais (AINEs) e o paracetamol, e os de nível 2, usados em casos de dor moderada, 

como fármacos opioides, hidrocona, codeína e tramadol (Anekar et al., 2023), são 

utilizados na abordagem terapêutica padrão. No caso de persistência da dor ou de uma 

grande intensidade da mesma na fase inicial (maior que 7 na escala visual analógica – 

EVA), os analgésicos de nível 3, como opioides mais fortes que os citados acima, podem 

ser utilizados (Zaid et al., 2018). Se porventura, no exame clínico, for suspeitado da 

existência de dor neuropática, isso pode revelar hipoestesia (sensação reduzida), neuralgia 

(dor aguda e excruciante que ocorre quando um ou mais nervos são acometidos), alodinia 

(que é caracterizada pela dor como resposta à um estímulo que, em condições normais, 
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não provocaria dor) e parestesia (caracterizada por uma sensação de dormência ou 

formigamento). Então, a otimização da analgesia irá requerer avaliação através do uso do 

questionário DN4, Diagnóstico Diferencial para Dor Neuropática, à beira do leito 

(Bouhassira et al., 2005). A artralgia persistente, um sintoma bastante característico do 

quadro infeccioso por CHIKV, apresenta semelhanças com a artrite reumatóide e por isso, 

alguns medicamentos com efeitos limitados têm sido utilizados, estes incluem 

sulfassalazina e leflunomida (Bouquillar et al., 2009). Para o tratamento da inflamação 

normalmente são utilizados os anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs), como 

ibupofreno, diclofenaco e naproxeno (Burt et al., 2012).  

 Os critérios que indicam os casos em que existe necessidade de hospitalização são 

a dor não controlada com analgésicos de nível 1 e de nível 2, sangramento, insuficiência 

hemodinâmica, além de comorbidades e sintomas atípicos do quadro, como 

manifestações renais, cardíacas e neurológicas (Webb et al., 2022). Em caso de internação 

na UTI, o manejo do paciente consiste em ventilação mecânica, suporte hemodinâmico e 

purificação extra-renal (suporte multimodal). Nos casos em que existe a manifestação de 

polineuropatia associada, o uso intravenoso de imunoglobulinas mostra ser benéfico 

apenas para alguns pacientes (Scott et al., 2017; Fernandes et al., 2019). 

 Na literatura, os estudos têm variado muito quanto aos resultados da eficácia dos 

medicamentos utilizados no tratamento da fase crônica da doença: o metotrexato (MTX) 

mostra-se eficaz na redução dos sintomas (Amaral et al., 2020; Adarsh et al., 2020), 

porém, o número de estudos com este medicamento é limitado (Amaral et al., 2018). A 

hidroxicloroquina, os corticosteroides e outras terapias como duloxetina e pregabalina 

mostram-se parcialmente eficazes (Kumar et al., 2021). A ribavirina mostrou um sucesso 

parcial, levando à melhora das dores nas articulações e à redução do inchaço dos tecidos 

moles (Ravichandran, 2008), além do Bindarit, um inibidor da síntese de proteína 

quimiotática de monócitos que mostrou um efeito protetor contra a perda óssea induzida 

pela infecção por CHIKV (Chen et al., 2015). 

 

2.5 CANABIDIOL 

  

Os avanços científicos têm comprovado a eficácia da utilização de produtos 

derivados da planta Cannabis sativa, utilizada desde a antiguidade com propósitos 

terapêuticos. Estudos já mostraram a eficácia de produtos derivados da planta na 

epilepsia, dor e em outras condições neurológicas e mentais (Arzimanoglou et al., 2020; 
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Bonaccorso et al., 2019; McGuire et al., 2017; Millar et al., 2019). Em seu material 

vegetal, a planta contém em torno de 140 compostos, os canabinóides. O canabidiol 

(CBD), composto derivado da C. sativa, tem diversas ações farmacológicas (Figura 1). 

Dentre as diversas vias de sinalização celular do corpo humano que atua o CBD, está o 

sistema endocanabinóide (Paland et al., 2021). Este composto atua como 

neurotransmissor lipídico na ativação dos receptores canabinóides: o receptor 

canabinóide 1 (CB1) e o receptor canabinóide 2 (CB2). 

 

   Figura 1 – Estrutura Química do Canabidiol 

 

    Fonte: Adaptado de Peyravian et al. (2020). 

 

Os receptores CB1 estão localizados principalmente no cérebro e em órgãos 

periféricos, incluindo o fígado, o útero e a tireoide. Já os receptores CB2 se encontram 

expressos, de forma predominante, nas células imunológicas (macrófagos), e no sistema 

gastrointestinal. A principal função dos receptores CB1 é o bloqueio da liberação de 

neurotransmissores, inibindo os canais de cálcio sensíveis à voltagem e a adenilil ciclase, 

o que é relatado por vários estudos que descobriram que a ativação do receptor CB1 pré-

sináptico leva à redução da neurotransmissão (Hoffman et al., 2000). Quanto aos 

receptores CB2, é relatado que em modelos de doenças inflamatórias, os mesmos exercem 
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o controle das funções imunológicas. Modelos animais com ausência de receptores CB2 

mostram uma exacerbação da resposta inflamatória graças à um aumento na função das 

células imunológicas. Desse modo, administrar agonistas do receptor CB2 é capaz de 

tratar a inflamação (Newton et al., 2009). 

As evidências têm mostrado que os canabinóides podem atuar como antivirais. 

Os canabinóides que contêm CBD podem modular o nível de proteína enzima conversora 

de angiotensina II (ACE2) (Wang et al., 2020), o que pode diminuir a suscetibilidade à 

COVID-19, por exemplo, onde o vírus entra no hospedeiro pela ACE2 presente em vários 

tecidos, como o revestimento da membrana nasal, o tecido pulmonar e o trato 

gastrointestinal (Beyersted et al., 2021). Outros estudos também sugerem que o CBD é 

mais eficiente contra o coronavírus humano do que medicamentos antivirais como 

Remdesivir (Raj et al., 2021). No caso do Remdesivir, embora ele seja capaz de levar à 

redução da taxa de mortalidade de pacientes com COVID-19, infiltrados inflamatórios 

ainda ocorrem nos pulmões (Williamson et al., 2020). No caso da Hepatite C, o CBD foi 

capaz de inibir o vírus em 84,5% com efeito de citotoxicidade mínimo (Lowe et al., 2017), 

e no HIV-1, o CBD foi capaz de reduzir a expressão viral, além de diminuir a produção 

de citocinas e quimiocinas inflamatórias e desativar a caspase 1 (Arias et al., 2023). 

Assim, o canabidiol apresenta-se como um composto eficaz nas terapias contra doenças 

causadas por vírus. 

 

2.6 CÉLULAS VERO 

 

A linhagem celular Vero deriva de células epiteliais renais do Macaco Verde 

Africano (Cercopithecus aethiops) (Ammerman et al., 2008), tendo sido isolada pela 

primeira vez na década de 1960 por dois pesquisadores japoneses (Yasumura; Kawakita, 

1963), sendo amplamente usada em estudos envolvendo a produção de vírus e vacinas 

(Trabelsi et al., 2014; Wu et al., 2017; Chan et al., 2013; Spruth et al., 2006; Liu et al., 

2008; Souza et al., 2009; Tiwari et al., 2009; Pereira et al., 2015). O crescimento deste 

tipo de célula é dependente de ancoragem, só ocorrendo proliferação na presença de uma 

superfície adequada (Shen et al., 2019).  

Estas células oferecem uma fácil manutenção (Kumar et al., 2021) e, por serem 

uma linhagem celular contínua, sua passagem pode ser feita indefinidamente, fazendo 

assim com que haja uma caracterização celular extensiva e a formação de grandes bancos 

de células, o que constitui uma vantagem em relação a outros tipos celulares, como 
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fibroblastos de embriões de galinha (Kiesslich; Kamen, 2020), além de poderem ser 

adaptadas para crescer em condições sem soro (Merten et al., 1994).  

As células Vero também são suscetíveis à infecção por diversos vírus, como o 

vírus da rubéola (Rhim et al., 1969), raiva (Rourou et al., 2019), CHIKV (Sudeep et al., 

2019), SARS-CoV-2 (Dighe et al., 2022), dentre outros. Em um estudo realizado com o 

Zika Vírus (ZIKV), também transmitido pelo mesmo vetor do CHIKV, este tipo celular 

demonstrou produzir títulos virais mais altos do que outras linhagens celulares não 

humanas, como células-tronco mesenquimais primárias de rato (MM) e células de 

fibroblastos embrionários de camundongo (MEF) (Ramos da Silva et al., 2019). Tais 

características tornam este tipo de célula apropriado e interessante para ser utilizado em 

estudos com o vírus Chikungunya. 

 

2.7 INTERFERON 

 

Os interferons (IFNs) são proteínas pertencentes às citocinas, um grupo de 

moléculas sinalizadoras intimamente envolvidas com a regulação da resposta imune. Os 

IFNs possuem uma particular importância no combate a infecções virais, além 

desempenharem um papel vital na supressão tumoral, na transdução de sinal e na ativação 

de células imunológicas. Eles são classificados em três subtipos principais: alfa, beta e 

gama, sendo os dois primeiros pertencentes subclasse de interferon Tipo 1 e a última 

pertencente à subclasse Tipo 2 (De Andrea et al., 2002). Também foi descoberta uma 

terceira subclasse, do Tipo 3, que inclui o interferon lambda (Lasfar et al., 2016). A ação 

dos IFNs contra as infecções virais se baseia em uma dupla ação, basicamente: primeiro, 

eles induzem um estado antiviral nas células, tanto infectadas quanto vizinhas, e em 

seguida, preparam as células dendríticas (DCs), ligando a imunidade inata e a imunidade 

adaptativa (McNab et al., 2015; Ye et al., 2019). 

Estas proteínas são capazes de exercer uma potente atividade antiviral em 

diversos estágios do ciclo replicativo dos vírus, como entrada, transcrição, maturação e 

liberação, graças à mediação da expressão de genes antivirais. Os IFNs causam uma 

estimulação da expressão da proteína quinase R (PKR) através de um elemento de 

resposta sensível ao interferon (ISRE) e do sítio de ativação do interferon gama (GAS) 

no promotor do gene PKR. Posteriormente, a atividade quinase do gene PKR, leva à 

fosforilação do fator de iniciação da tradução eucariótica 2A (eIF2-a) em Serina 51 

(Ser51). É importante ressaltar que eIF2-a-GTP é necessário para o início da tradução 
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viral. Além disso, outros papéis da PKR são desempenhados por meio da fosforilação da 

serina do transdutor de sinal e ativador da transcrição 1 (STAT1) e da fosforilação da 

quinase IkappaB (IkB), levando à ativação de genes dependentes do fator nuclear kappa 

B (NF-Kb). Adicionalmente, sabe-se que os interferons induzem fortemente o sistema 2-

5 A oligossintetase/RNAse L: as RNAse Ls são ativadas por ácidos ribonucleicos (RNAs) 

de fita dupla, levando à degradação de todo o RNA de fita simples, o que acaba por inibir 

a replicação viral. Outros mecanismos induzidos por interferons que são responsáveis por 

inibir e interferir na replicação viral envolvem o agrupamento oligomérico das proteínas 

Mx (uma família de GTPases) e a proteína de ligação ao guanilato (Thomas et al., 2003). 

Além das já citadas propriedades antivirais, os IFNs também apresentam 

propriedades antiproliferativas, as quais, segundo as suspeitas dos pesquisadores, se 

devem às ações de STAT1 e PKR, à indução de inibidores da quinase dependente de 

ciclina (CDK) e à diminuição de ciclina D e ciclo de divisão celular 25 A (cdc25A). Os 

IFNs também atuam em conjunto com o RNA de fita dupla (dsRNA), fator de necrose 

tumoral (TNF) e lipopolissacarídeo (LPS) para promover a apoptose (Thomas et al., 

2003). 

A imunomodulação também é outra característica dos IFNs, sendo o interferon 

gama o imunomodulador predominante. Os IFNs do tipo 1 atuam como citocinas 

antivirais, podendo ativar as células natural killer (NK), destruindo os alvos virais, 

secretando anticorpos contra os patógenos, aumentando a proliferação das células B e a 

resposta das células T CD8 (linfócitos citotóxicos T que expressam o receptor CD8 em 

suas membranas) por meio da regulação positiva da expressão do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) de classe 1 nas células de superfície. Os IFNs do tipo 1 

também são capazes de aumentar a expressão de moléculas do MHC de classe II (Thomas 

et al., 2003). Clinicamente, os IFNs são utilizados para tratar infecções virais, como a 

Hepatite C, câncer e doenças autoimunes, como a esclerose múltipla. No caso do 

interferon lambda, ele é utilizado por pesquisadores em modelos de infecções virais 

(Sharieff et al., 2002).  

Interferons do tipo I são importantes reguladores da imunidade inata e 

adaptativa, essenciais para a atividade antiviral (Ivashkiv et al., 2014), induzindo a 

expressão de genes estimulados por interferon (ISGs), que por sua vez exercem muitas 

funções efetoras antivirais (Schoggins et al., 2011). No quadro infeccioso do HIV, por 

exemplo, já foi mostrado que macrófagos primários podem ser protegidos da infecção do 

vírus ao serem tratados com IFN tipo I antes da exposição viral (Wie et al., 2013), e no 
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caso do CHIKV, sabe-se que o IFNα é um mediador importante da resposta imune contra 

esse vírus em específico (Sourisseau et al., 2007). Sabe-se também que o vírus HIV 

prejudica as funções dos ISGs antivirais, escapando assim de um reconhecimento eficaz 

da resposta imune inata (Gondim et al., 2021; Sandstrom et al., 2017; Rasaiyaah et al., 

2013). Desse modo, uma resposta imune equilibrada se torna essencial no tratamento de 

uma infecção viral, razão essa à qual o CBD vai de encontro, pois ele é capaz de modular 

a expressão de genes de resposta ao IFN do tipo I em macrófagos (Tomer et al., 2022). O 

CBD também possui influência sobre outros tipos de interferon, como o interferon-

gamma (IFN-γ): um estudo in vitro mostrou que extratos de cannabis que possuem alto 

teor de CBD regulam negativamente a expressão dos receptores ACE2 em tecidos 

inflamados artificialmente submetidos a TNFα/IFN-γ (Wang et al., 2020). Além disso, o 

CBD também é capaz de diminuir a liberação de IFN induzida por LPS (Kozela et al., 

2010). Dada a capacidade imunomoduladora do CBD, esse composto desponta como um 

potencial candidato no tratamento de infecções virais, frequentemente registradas no 

mundo todo. 
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3 OBJETIVOS 

 

 Este trabalho foi desenvolvido elaborando objetivos gerais e específicos, que são, 

respectivamente. 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Investigar os mecanismos antivirais do CBD no contexto da infecção pelo CHIKV, 

além de compreender como este exerce influência sobre o interferon. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Avaliar a infecção do CHIKV em células Vero; 

b) Caracterizar as concentrações farmacológicas do CBD em células Vero; 

c) Determinar a eficácia do CBD em infecção pelo CHIKV; 

d) Avaliar o efeito protetor do CBD em infeção pelo CHIKV. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 CULTURA DE CÉLULAS 

 

 Uma cultura in vitro de células da linhagem Vero foi estabelecida, utilizando 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium: F12 (DMEM: F12) (Elabscience ®) juntamente 

com solução antibiótica de Penicilina-Estreptomicina e Soro Bovino Fetal (SBF), ambos 

da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Estas células foram gentilmente cedidas pelo prof. 

Sean Whelan, colaborador de nosso grupo, do departamento de microbiologia da 

Washington University. Inicialmente, para um melhor desenvolvimento da cultura, foi 

utilizado meio DMEM suplementado com 20% de SBF e posteriormente, para a 

manutenção das células, foi utilizado meio DMEM suplementado com 10% de SBF. As 

células foram cultivadas em garrafas de tamanho pequeno e conforme adquiriam 

confluência foram passadas para garrafas de tamanho médio e grande, após digestão com 

tripsina, sendo mantidas em incubadora a 37°C sob 5% de CO2.  

 

4.2 CHIKV-MCHERRY E ENSAIOS DE INFECÇÃO 

 

 O vírus utilizado para os experimentos possui a proteína fluorescente mCherry 

inserida no genoma viral (CHIKV-mCherry). Todos os estoques do vírus foram 

propagados em células Vero e armazenados em uma temperatura de -80 °C. Para os 

ensaios de curva de MOI (Multiplicity of Infection) de CHIKV-mCherry, as células Vero 

foram cultivadas, e infectadas utilizando MOI de 0.1, 1 e 5, sendo posteriormente 

analisadas por fluorimetria. 

 

4.3 PROTOCOLO DE INFECÇÃO IN VITRO E MICROSCOPIA CONFOCAL 

 

 Após atingirem confluência, as células foram semeadas em placas de 24 ou 96 

poços de fundo chato e posteriormente incubadas para a adesão celular. No dia seguinte, 

após o descongelamento do CHIKV-mCherry em temperatura ambiente, o inóculo 
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utilizado para a infecção foi preparado misturando o vírus com meio DMEM livre de 

SBF. Posteriormente, foi feita a infecção da maneira como se segue: o sobrenadante foi 

retirado dos poços a serem infectados e em seguida, foi colocado o inóculo em uma 

quantidade de 50 μL por poço. Em seguida, as placas foram tampadas, protegidas com 

papel alumínio e colocadas em balança orbital, durante duas horas, para o processo de 

adsorção do vírus. Após esse tempo, o inóculo foi retirado e os poços foram novamente 

cobertos com meio em um volume final de 150 μL ou 300 μL por poço. Por fim, as placas 

foram novamente incubadas. As imagens foram adquiridas pelo microscópio confocal 

Nikon AX com ampliação de 600x (Nikon). A infecção pelo CHIKV-mCHerry em 

células Vero foram identificadas pela expressão de mCherry (Vermelho) e DAPI (azul) 

para identificação celular. As imagens apresentam barra de escala de 100 micrometros e 

foram processadas utilizando o software Fiji/ImageJ. 

 

4.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

 

 A citotoxicidade do CBD ou determinação do efeito citopático foi avaliada 

utilizando o ensaio WST-8/CCK8 (Cell Counting Kit-8, Elabscience ®), um ensaio 

colorimétrico utilizada para medição das células viáveis em cultura. Após condições 

experimentais, o reagente de trabalho foi preparado diluindo o composto WST-8 em PBS 

estéril. Subsequentemente, o sobrenadante foi retirado e o reagente de trabalho foi 

adicionado aos poços. As placas foram então incubadas durante um período de 2 horas e 

posteriormente retiradas, onde os resultados foram quantificados por meio da utilização 

de um leitor de placa por absorbância de 450 nm; 

 

4.5 TRATAMENTO COM CBD 

 

 O CBD foi incubado nas células Vero infectadas e utilizado em 6 diferentes 

períodos de tempo: 24, 12, 8, 6 e 2 horas antes da infecção (pré-tratamento), além de 2 

horas após a infecção (pós-tratamento). O pré-tratamento foi feito da seguinte maneira: o 

meio foi retirado dos poços e em seguida o CBD foi colocado nos períodos já citados. 

Subsequentemente, o CBD foi retirado e o vírus foi inoculado para a infecção, sendo as 

placas então protegidas com papel alumínio e colocadas em agitador orbital durante 2 
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horas. Terminado este período, o vírus foi retirado e os poços foram preenchidos com 

meio DMEM e incubados. Para o pós-tratamento, o mesmo procedimento de infecção foi 

feito, porém, o CBD foi colocado nos poços após a retirada do inóculo e guardado em 

estufa para incubação durante 2 horas, período após o qual o fármaco foi retirado, os 

poços preenchidos com meio e as placas incubadas. Terminados os períodos de 

tratamento, o sobrenadante foi coletado e foram feitas as lâminas para a análise por 

microscopia confocal das lamínulas pré-existentes nos poços. 

  

4.6 AVALIAÇÃO DO EFEITO CITOPÁTICO DO CHIKV 

 

 O efeito citopático do vírus foi avaliado por meio do ensaio colorimétrico WST-

8/CCK8 nos períodos de 24 e 48 horas após a infecção e tratamento com CBD. Após os 

referidos períodos, o sobrenadante foi retirado, o reagente de trabalho foi adicionado e as 

placas foram novamente incubadas durante 2 horas. Após esse período, os resultados 

foram quantificados por meio da leitura da placa. 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 O software GraphPad Prism® (Versão 8.0.1) foi utilizado para a análise estatística 

dos resultados e representação gráfica. A análise estatística foi realizada por meio de 

análise de variância unidirecional (One-way ANOVA) seguida de um teste de 

comparações múltiplas (Teste de Dunnett). Valores de p < 0,05 foram considerados como 

indicativos de significância.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Estabelecimento da linhagem celular Vero 

 

 Inicialmente, foi padronizado e estabelecido o cultivo das células Vero. Após o 

descongelamento, o processo de estabilização celular demandou um período considerável 

até que as células atingissem um estágio adequado de desenvolvimento, aderência e 

organização morfológica. Durante esse período, as células foram inicialmente cultivadas 

em meio DMEM suplementado com 20% de SBF para favorecer sua recuperação e 

proliferação, e posteriormente ajustadas para DMEM com 10% de SBF para manter as 

condições ideais de crescimento e viabilidade (Figura 2). Neste estudo, as células 

utilizadas para a realização dos experimentos expressam serina protease transmembrana 

do tipo 2 (TMPRSS2) – Vero E6/TMPRSS2 – na superfície celular, uma característica 

que as tornam fisiologicamente mais interessantes para a replicação viral, visto que a 

presença dessa enzima pode reduzir a frequência de mutações no sítio de clivagem 

multibásica (MBCS), como foi observado para o SARS-CoV-2 (Lamers et al., 2021, Case 

et al., 2020). Em outras palavras, a utilização dessa célula permite que o vírus, ao infectá-

la e replicar, permaneça semelhante ao vírus do tipo selvagem (Wild Type), devido à não 

ocorrência de mutações, fazendo assim que os resultados dos experimentos sejam mais 

consistentes com a realidade (Figura 2). 
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Figura 2 – Morfologia das Células Vero 

Fonte: do autor (2024)  

Nota:   Células foram cultivadas em meio DMEM e plaqueadas por 

24h, apresentando crescimento confluente com características 

epiteliais típicas, evidenciadas por sua aderência e 

organização celular. 

 

 No caso do SARS-CoV-2, também foi mostrado que a sua infectividade nas 

células Vero E6/TMPRSS2 é maior do que nas células Vero E6 e Calu-3 (Matsuyama et 

al., 2020), tornando este tipo celular preferido para a propagação viral, pois a serina 

protease aumenta a interação com as proteínas de entrada do vírus com receptores destes 

na célula hospedeira. Assim, as células utilizadas mostraram excelente replicação e 

adesão, tendo sido adaptadas com sucesso à cultura e à infecção, suportando 

adequadamente a replicação do CHIKV. 

 

5.2 A INFECÇÃO PELO CHIKV É PRODUTIVA EM CÉLULAS VERO 

 

 Em um próximo passo, realizamos ensaios de infecção in vitro CHIKV. Para isso, 

células Vero foram cultivadas em placas de 24 poços na presença de lamínulas. Após 

aderência e confluência das células, os vírus foram incubados por 24 horas e a seguir 

foram observados a expressão de mCherry, presente no genoma do CHIKV, por 
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fluorimetria e microscopia confocal. Utilizamos diferentes quantidades de partículas de 

CHIKV ou multiplicidade de infecção (MOI), por exemplo, MOI = 1 é equivalente a uma 

infecção no qual 1 vírus infecta 1 célula.  Dentre as multiplicidades de infecção testadas, 

a de 0,1 e de 1 garantiram uma melhor produção viral, enquanto MOI = 5 se mostrou 

menos produtiva (Figura 3 e 4). De fato, como observado abaixo, conseguimos fazer com 

que o vírus se adaptasse às células, garantindo altos níveis de infecção e 

consequentemente, uma infecção produtiva. A emissão de fluorescência na cor vermelha 

pelo marcador mCherry indica que a célula foi infectada. 

 

 Figura 3 – Fluorimetria do CHIKV. 

 Fonte: do autor (2024) 

 Nota:   Multiplicidades de infecção (MOI) de 0.1, 1 e 5, mostrando 

a produção viral quantificada por meio de unidades de 

fluorescência relativas (RFU). Os asteriscos (*) indicam 

diferença estatisticamente significativa entre o grupo 

utilizado como controle (Mock) e MOI 5 (P<0,05), 

conforme apontado pela análise de variância unidirecional 

(One-way ANOVA) e pelo Teste de Dunnett.  Mock: 

controle sem infecção. 
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          Figura 4 – Heat-Map da replicação viral. 

           Fonte: do autor (2024) 

  Nota: Multiplicidades de infecção (MOI) de 0.1, 1.0 e 5.0. Tons mais frios azul) 

indicam uma menor replicação viral e tons mais quentes (vermelho) indicam 

uma maior replicação viral. A utilização de uma grande quantidade do vírus não 

resultou em grande produção viral. Mock: controle sem infecção. 

 

Figura 5 – Imagens de microscopia confocal de células Vero infectadas com o vírus Chikungunya. 

Fonte: do autor (2024) 

Nota: À direita, detalhe ampliado da porção delimitada pelo quadrado na parte inferior da imagem, mostrando o 

DNA, DAPI (em azul) infectadas pelo vírus (pontos fluorescentes em vermelho). MOCK – controle sem 

infecção; CHIKV – vírus Chikungunya; DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol; Merge – sobreposição das 

imagens à esquerda. Barra de escala: 100 micrometros. 
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A fluorescência vermelha emitida pelo marcador mCherry foi facilmente 

detectada por microscopia confocal com MOI = 1, confirmando a presença do vírus nas 

células e indicando sucesso na infecção. Esse resultado é crucial, pois evidencia as 

condições 1 são ideais para garantir uma expressão viral significativa nas células Vero, 

facilitando o monitoramento visual da infecção com o marcador fluorescente mCherry e 

ensaios farmacológicos anti-virais adequados. 

O conceito de MOI é definido como a proporção de vírions infecciosos para 

células em uma cultura (Shabram; Aguilar-Cordova, 2000), sendo um parâmetro-chave 

na descrição de interações entre vírions e células, na previsão da dinâmica das infecções 

e no entendimento da evolução viral (Zwart et al., 2013). Um estudo de 2015 que utilizou 

o vírus Sendai (SeV), descobriu que células infectadas com MOI mais baixo induziram a 

produção de mais subtipos de interferon do que aquelas que foram infectadas com MOI 

mais alto, mostrando como este parâmetro pode afetar a indução de IFN. Assim, a 

utilização do mesmo vírus em diferentes quantidades pode induzir a produção de 

diferentes subtipos desta citocina (Zaritsky et al., 2015).  

 A infectividade específica do CHIKV nas células Vero é aumentada pelos níveis 

de fosfatidilserina (PS) no folheto externo do vírus (Reyes Ballista et al., 2023), visto que 

estes receptores de PS mediam a entrada viral por meio da ligação com o domínio mucina-

1 da imunoglobulina de células T (TIM-1) e o receptor tirosina quinase AXL (AXL) 

(Reyes Ballista et al., 2023; Moller-Tank et al., 2013; Kirui et al., 2021). Tais 

características das células Vero se mostram muito pertinentes para a infecção pelo 

CHIKV.  

 

5.3 DETERMINAÇÃO CONCENTRAÇÃO-EFEITO DO CBD EM CÉLULAS VERO 

 

Determinar a toxicidade in vitro de um fármaco é essencial para avaliar sua 

segurança antes de avançar para estudos em organismos vivos e, eventualmente, para uso 

clínico. Esse teste inicial permite identificar potenciais efeitos adversos nas células, como 

morte celular, alterações morfológicas e disfunções metabólicas, com menor custo e 

maior rapidez em comparação aos estudos in vivo. A análise in vitro ajuda a filtrar 

substâncias tóxicas precocemente, reduzindo o risco de efeitos colaterais graves em testes 

subsequentes e garantindo maior segurança no desenvolvimento do fármaco.  
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Nesse sentido, objetivamos determinar as concentrações viáveis de CBD em 

células Vero para avaliarmos o seu potencial anti-viral. Sendo assim, plaqueamos as 

células Vero e após aderência e confluência, incubamos o CBD em 4 concentrações 

diferentes: 1, 3, 10 e 30 μM. Após 24 horas, utilizando o ensaio colorimétrico de 

viabilidade WST-8/CCK8 para determinarmos níveis toxicidade do CBD. Primeiramente, 

as células sem estímulo (Mock) apresentaram viabilidade de 100% (controle positivo do 

ensaio), enquanto na presença de DMSO na concentração de 50% (controle de morte 

celular) apresentou níveis reduzidos de células viáveis. Em relação ao CBD, observamos 

que as concentrações 10 e 30 μM mostraram-se tóxicas para as células, levando a uma 

viabilidade celular menor que 30%, no entanto, as concentrações de 1 e 3 μM 

apresentaram viabilidade celular (Figura 6). 

 

 

Figura 6 – Viabilidade celular do Canabidiol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor (2024) 

Nota:    As concentrações de 1, 3, 10 e 30 micromolar 

de CBD foram incubadas em células Vero por 

24 h e determinamos sua viabilidade pelo 

ensaio WST-8/CCK8 (Enhanced Cell 

Counting Kit-8). Os asteriscos (*) indicam 
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diferença estatisticamente significativa 

(P<0,05) comparado ao grupo Mock (controle 

de células viáveis) conforme apontado pela 

análise de variância unidirecional (One-way 

ANOVA) e pelo Teste de Dunnett. Mock - 

controle; DMSO - dimetilsulfóxido; CBD - 

canabidiol; μM - micromolar. 

 

 É possível observar no gráfico de viabilidade do Canabidiol (Figura 6), que a 

concentração de 3 μM levou à uma viabilidade celular de aproximadamente 99%. No 

entanto, também é possível observar que o número de células viáveis nesta concentração 

foi maior do que na concentração de 1 μM, onde a viabilidade foi de quase 90%. Dito 

isso, a concentração de 3 μM foi considerada para os experimentos. 

 A utilização de doses mais altas de CDB causa redução da viabilidade celular, 

como pode ser visto em estudos com diferentes tipos de células: em células estromais 

mesenquimais gengivais humanas (hGMSCs), com as concentrações de 10 e 25 μM 

(Rajan et al., 2017); em queratinócitos humanos (CDD 1102 KERTr), onde acima de 10 

μM houve redução da taxa de sobrevivência em torno de 75% (Jastrząb et al., 2019); em 

células estromais endometriais humanas (hESCs), com 20 μM reduzindo de forma 

significativa a viabilidade (Almada et al., 2020) e em sebócitos humanos, com a 

viabilidade sendo reduzida com 50 μM e com a exposição durante 6 dias a 10 μM (Oláh 

et al., 2014). 

 No caso deste estudo, onde foram utilizadas células Vero, uma dose muito alta 

levaria à uma morte celular exacerbada, e dessa maneira, não ocorreria nem mesmo uma 

infecção viral eficaz. Daí nota-se a importância do ensaio de viabilidade celular, que 

apontou que com uma dosagem baixa é possível manter as células viáveis e obter o efeito 

farmacológico desejado, simultaneamente. O uso terapêutico do CBD deve estar 

relacionado a baixas doses de administração (Pagano et al., 2020). 

  

5.4 O CBD EXERCE ATIVIDADE ANTIVIRAL IN VITRO FRENTE A INFECÇÃO  

     POR CHIKV 

 

O CBD é capaz de modular a função das células imunes, exercendo efeitos anti-

inflamatórios que podem ser atribuídos a via do NF-κB e do interferon beta (IFNβ) 

(Kozela et al., 2010), este último um interferon do tipo I e importante antiviral (Haji 
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Albolvahab et al., 2016) que atua recrutando células para promover a ativação da resposta 

imune adquirida do hospedeiro, inibindo assim a proliferação das células infectadas e 

consequentemente, limitando a replicação viral (Lee; Ashkar, 2018). 

Nosso próximo passo foi investigar os efeitos do CBD na infecção por CHIKV. 

Para isso, CBD foi utilizado em diferentes períodos de tempo na forma de pré- e pós-

tratamento durante a infecção viral. Para a primeira condição, incubamos o CBD 24, 12, 

8, 6 e 2 horas antes da infecção com CHIKV. Para observamos efeito após a infecção, 

utilizamos o CBD 2 horas após a incubação com vírus. Mock sem infecção e CHIKV sem 

tratamento foram utilizados como os controles do experimento. 

O CBD mostrou ser capaz de proteger as células tanto antes da infecção, quanto 

após a infecção. Os efeitos puderam ser observados de maneira mais visível a partir do 

período de 6 hrs antes da infecção, com o pico da efetividade sendo observado no 

tratamento de 2 hrs após a infecção do CHIKV (Figura 7). Isso sugere que o CBD pode 

proteger contra o CHIKV tanto nos estágios iniciais da infecção, quanto em estágios 

posteriores. O pico da concentração plasmática do CBD ocorre entre 2,5 e 5 horas, o que 

pode explicar a eficácia menos significativa nos pré-tratamentos de 24, 12 e 8 hrs 

(Meissner; Cascella, 2024).  

  



 

 

 

39 

Figura 7 – CBD reduz infecção in vitro pelo CHIKV. 

Fonte: do autor (2024) 

Nota: Eficácia do CBD, na concentração de 3 micromolar 

(μM), frente à infecção pelo CHIKV nos períodos 

de 24, 12, 8, 6 e 2 hrs antes da infecção, além de 

2 hrs após a infecção. A imagem representa o 

DNA, DAPI (em azul) infectadas pelo vírus 

(pontos fluorescentes em vermelho). MOCK – 

controle sem infecção; CHIKV – vírus 

Chikungunya; DAPI - 4',6-diamidino-2-

fenilindol; Merge – sobreposição das imagens à 

esquerda. Barra de escala: 100 micrometros. 
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 Em um estudo publicado em 2022, células renais utilizadas como controle e 

tratadas com CBD na concentração de 2 μM mostraram uma expressão significativamente 

elevada do gene IFNβ e de outros IFN, mostrando o efeito benéfico de preparação da 

imunidade celular que o CBD proporciona. Além disso, neste mesmo estudo, também foi 

mostrado que o CBD, sozinho, não causou apoptose ou reduziu o número de células 

(Fernandes et al., 2022). 

 Como pode ser observado na Figura 7, o pré-tratamento com CBD no período de 

24 horas não foi muito eficaz. Em um estudo publicado este ano, células hepáticas HepG2 

e hepatócitos humanos expostas ao mesmo período de tratamento demonstraram danos 

celulares significativos após a exposição ao tratamento, devido a distúrbios no ciclo 

celular e estresse do retículo endoplasmático (Chen et al., 2024). Evidentemente, o CBD 

age nas células por si próprio, induzindo um determinado nível de estresse. Contudo, no 

referido estudo as concentrações de CBD utilizadas foram de 50 e 100 μM, muito mais 

elevadas do que as utilizadas aqui, o que, de certa forma, pode ter levado à uma maior 

chance de morte celular. Daí surge a importância de se usar doses baixas, como nos nossos 

experimentos. Obviamente, nossa intenção é eliminar o CHIKV e também preservar as 

células, como em qualquer tratamento. Visto que o CBD age como um estressor, usar 

doses mais elevadas não significa que um efeito mais significativo será obtido. No nosso 

pré-tratamento de 24 horas, conseguimos preservar as células integralmente, permitindo 

assim que houvesse a infecção, mesmo que não tenhamos obtido uma redução viral eficaz. 

 Em nosso estudo, hipotetizamos que o CBD pode levar a uma redução da carga 

viral por meio do aumento da produção de IFN do tipo I (dado o potencial 

imunomodulador da substância). Ao utilizarmos uma quantidade menor de vírus (MOI 

de 1), as células espectadoras (ainda não infectadas pelo CHIKV) podem ter sido 

preparadas imunologicamente pelo CBD para responder à infecção (pré-tratamento), 

principalmente no período de 6 horas (próximo ao pico da concentração plasmática do 

CBD, que é de 2,5 a 5 horas (Meissner; Cascella, 2024), que teve um efeito virucida mais 

consistente, juntamente com o pré-tratamento de 2 horas e o pós-tratamento de 2 horas. 

Caso tivéssemos utilizado uma quantidade de vírus maior, como MOI de 5, as células 

espectadoras estariam em menor quantidade (quando comparadas ao MOI de 1), pois já 

estariam infectadas e não teriam tempo para serem preparadas pelo CBD. 

 Estruturalmente, o CBD é caracterizado por um anel aromático, um anel terpeno 

perpendicular e uma cadeia lateral pentil (Pagano et al., 2020). Mesmo sendo usado 
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amplamente e estando disponível nas farmácias, ainda há poucas informações acerca dos 

parâmetros farmacocinéticos do CBD em humanos. Sua meia-vida varia de 1,4 a 10,9 

horas após ser administrado de forma oral por spray e de 2 a 5 dias com administração 

oral repetida. Intravenosamente, sua meia-vida é de 24 horas, e após fumar, 31 horas 

(Millar et al., 2018). É lipofílico e tem uma distribuição rápida nos pulmões, fígado, 

coração, cérebro e tecidos hipovascularizados. Sua lipofilicidade permite que ele seja 

transportado através da placenta para o leite materno, sendo metabolizado no fígado e 

excretado principalmente pela via fecal (Kis et al., 2019). 

 Quando comparado com o tetrahidrocanabidiol (THC), o CBD parece exercer 

menos efeitos colaterais. A literatura destaca que os efeitos negativos do THC incluem 

euforia, estado confusional, sonolência, midríase, taquicardia, alterações na pressão 

arterial e degeneração neuronal (Rawal et al., 2012; Muthumalage et al., 2019), enquanto 

que na cavidade oral os efeitos incluem xerostomia, leucoplasia e gengivite (Cho et al., 

2005). Os efeitos de ambos parecem se contraporem uns ao outros, como no sistema 

nervoso central (SNC), onde o THC é rotulado como perigoso, devido aos seus 

psicoativos prejudiciais, enquanto que o CBD mostra-se como seguro, por causa de sua 

capacidade de neutralização dos efeitos do THC (Pintori et al., 2023). Tanto o THC 

quanto o CBD interagem com os receptores CB1 e CB2 metabotrópicos. Contudo, as 

ações exercidas por eles nesses receptores diferem completamente: enquanto o THC 

possui ação como agonista parcial (Pertwee, 2008), o CBD atua como um modulador 

alostérico negativo (Ligresti et al., 2016), reduzindo a potência e a eficácia dos agonistas 

do CBR, como o THC e outros ligantes (Martínez et al., 2020; Elmes et al., 2015). 

Tomando como base estes dados, parece ser muito mais plausível a utilização do CBD 

em vez do THC, devido aos efeitos negativos deste último, mesmo que ele também exerça 

efeitos antivirais (Medveczky et al., 2004; Molina et al., 2011; Chandra et al., 2015; Raj 

et al., 2021; Pitakbut et al., 2022). 

 Embora, a princípio, estes resultados possam sugerir que o CBD possa ser usado 

como preventivo contra a infecção pelo CHIKV, muitas questões devem ser consideradas 

antes que o CBD possa ser levado em consideração para a prevenção contra este vírus. 

Como este é um estudo exploratório e in vitro, ainda é cedo demais para se afirmar 

qualquer conclusão. Outros testes são necessários para a obtenção de dados mais 

consistentes: testar o CBD em macrófagos para avaliar a inflamação é um deles, visto que 

estas células do sistema imune são utilizadas pelo CHIKV como reservatórios para a sua 

replicação (Yao et al., 2023).  
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5.5 CBD PREVINE O EFEITO CITOPÁTICO CAUSADO PELO CHIKV IN VITRO 

 

Finalmente, realizamos ensaios in vitro com células Vero para avaliar o efeito 

protetor do CBD contra o CHIKV. Para isso, plaqueamos as células Vero e após aderência 

e confluência, infectamos com CHIKV por 24 e 48 horas. Após os tempos de infecção, 

utilizamos ensaio colorimético de viabilidade WST-8/CCK8. Observamos, a redução da  

viabilidade celular, ou seja, o efeito citopático (CPE) causado pelo CHIKV, 

principalmente após 48 horas. De maneira interessante, após incubarmos o CBD 2 horas 

antes ou após a infecção, observamos que o composto reduziu significativamente o CPE 

nas células infectadas (Figura 8).  

 

Figura 8 – CBD atenua os efeitos citopáticos causados pelo CHIKV. 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor (2024) 

Nota: Efeito citopático do vírus frente às células Vero, nos períodos de 24 e 48 horas. Os 

asteriscos (*) indicam diferença estatisticamente significativa (P<0,05) comparado ao 

grupo controle (CHIKV), conforme apontado pela análise de variância unidirecional 

(One-way ANOVA) e pelo pós-teste de Dunnett. 

 

 O CPE se refere ao conjunto de alterações celulares provocadas por uma 

infecção viral, sendo um marcador direto da infecção. Tais alterações são altamente 

específicas do vírus, constituindo um marcador fenotípico de muitas espécies de vírus 
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(Céspedes-Tenório; Arias-Arias, 2023). No caso do CHIKV, a literatura mostra que ele é 

altamente citopático em cultura de células humanas, com as células infectadas sofrendo 

morte celular apoptótica de forma rápida (Griffin, 2007; Sourisseau et al., 2007). Em 

outro estudo que também utilizou células Vero, o efeito citopático produzido pelo CHIKV 

nestas células foi mais forte do que o produzido em células de mosquito (Yong-Gang et 

al., 2013). 

 Em 2020, um estudo realizado em modelos humanos de tecidos orais, 

intestinais e das vias aéreas descobriu que extratos de Cannabis sativa com alto teor de 

CBD são capazes de modular o nível de TMPRSS2, reduzindo assim a entrada do SARS-

CoV-2 nas células e, consequentemente, levando à uma redução da carga viral (Wang et 

al., 2020), visto que esta é uma protease necessária para a entrada do vírus (Hoffmann et 

al., 2020). Como aqui utilizamos células que expressam TMPRSS2, o CBD pode ter 

regulado negativamente o nível desta proteína, reduzindo a invasão celular pelo CHIKV.  

 De acordo com a Figura 8, observamos que a viabilidade foi preservada mais 

fortemente quando o CBD foi empregado no pós-tratamento. Isso levanta dúvidas como, 

por exemplo, se o CBD também seria capaz de atuar no CHIKV e se o seu campo de ação 

se restringe unicamente às células. Indubitavelmente, sugerimos que o pré-tratamento 

deixou as células bem preparadas imunologicamente para lidar com a infecção viral, o 

que indica de forma nítida a proteção a nível celular fornecida pelo CBD, estendendo 

assim a viabilidade. Já foi demonstrado por pesquisadores que a infecção pelo CHIKV 

leva à um aumento do IFNα dentro de um período de 24 horas, e os mesmos argumentam 

que essa expressão aumentada poderia explicar, potencialmente, a diminuição da 

replicação viral dentro de 48 horas após a infecção (Archila et al., 2022). Esse mesmo 

quadro também poderia se encaixar aqui, explicando assim a maior viabilidade celular 

dentro do período de 48 horas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

De acordo com o apresentado, demonstramos que o CBD foi capaz de inibir a 

infecção pelo CHIKV in vitro, tanto antes quanto após a infecção viral. Esses resultados 

sugerem o potencial do CBD como um agente antiviral e/ou imunomodulador, destacando 

a importância de estudos adicionais em outros modelos in vitro como em macrófagos 

infectados e ensaios in vivo para avaliar outros parâmetros de sua ação e segurança.  
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